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RESUMO

Objetivo: Com a crescente colocacdo de implantes dentarios, as doencas peri-
implantares, das quais se destaca a peri-implantite (PI), sdo uma complicacdo cada vez
mais prevalente. Os objetivos deste trabalho experimental foram sobretudo
metodoldgicos 1) selegdo e recrutamento de pacientes, 2) recolha de amostras de saliva e
de biofilme subgengival, 3) extracdo do DNA microbiano, 4) envio das amostras para
sequenciagdo metagendomica de shotgun, 5) andlise da composi¢ao taxondmica e
identificacdo de genes de resisténcia aos antibidticos (ARGs) de algumas amostras
sequenciadas. A concretiza¢do deste plano abrird caminho para um conhecimento mais
aprofundado dos perfis taxondmicos, funcionais e da prevaléncia de ARGs das

comunidades microbianas presentes em tecidos peri-implantares saudaveis e com PI.

Metodologia: Foram recrutados pacientes com implantes saudaveis (Grupo HI) e
pacientes com coocorréncia de implantes com peri-implantite e sauddveis (Grupo PI) na
Clinica Dentaria Egas Moniz, tendo em conta determinados critérios, apds aprovacao pela
Comissdo de Etica Egas Moniz. Amostras de saliva ndo estimulada, de biofilme
subgengival (com recurso a periopapers) foram recolhidas, e usadas para extracdo do
DNA microbiano total. Estas amostras foram submetidas a sequenciagdo metagendmica

de shotgun, realizada através de tecnologias //lumina.

Resultados: Dos 55 pacientes recrutados, 10 foram usados nos ensaios preliminares e 38
pacientes (20 pertencentes ao grupo HI e 18 pertencentes ao grupo PI) proporcionaram a
obtencdo de amostras de DNA microbiano para prosseguir para a sequenciagdo
metagendmica. Ambos os grupos de estudo revelaram homogeneidade quanto as
caracteristicas demograficas e clinicas. O estudo da composicao taxonomica (filo, género
e espécie) e a detecao de ARGs foram feitos apenas nas amostras de dois pacientes (10 e
21).

Conclusio: Os objetivos propostos foram atingidos, uma vez que se cumpriu o plano
experimental antecipado. A anélise metagendmica de amostras de apenas dois pacientes

¢ limitada e impede o alcancar de conclusdes significativas e abrangentes.

Palavras-chave: Implante saudavel, peri-implantite, microbioma, resistoma






ABSTRACT

Aim: With the increase in the placement of dental implants, peri-implant diseases, of
which peri-implantitis (PI) stands out, are an increasingly prevalent complication. The
objectives of this experimental work were essentially methodological: 1) selection and
recruitment of patients, 2) collection of saliva and subgingival biofilm samples, 3)
extraction of microbial DNA, 4) sending the samples for shotgun metagenomic
sequencing, 5) analysis of the taxonomic composition and identification of antibiotic
resistance genes (ARGs) of some sequenced samples. The achievement of this plan will
pave the way for in-depth knowledge of the taxonomic and functional profiles and the
prevalence of ARGs of the microbial communities present in healthy and PI peri-implant

tissues.

Methodology: Patients with healthy implants (Group HI) and patients with co-occurring
Pl-affected and healthy implants (Group PI) were recruited from the Egas Moniz Dental
Clinic, considering certain criteria, and after approval by the Egas Moniz Ethics
Committee. Samples of unstimulated saliva and subgingival biofilm (using periopapers)
were collected and used to extract total microbial DNA. These samples were subjected to

shotgun metagenomic sequencing, using Illumina technologies.

Results: Of the 55 recruited patients, 10 were used in the preliminary assays and 38
patients (20 belonging to the HI group and 18 belonging to the PI group) provided
microbial DNA samples to proceed to metagenomic sequencing. Both study groups
showed homogeneity in terms of demographic and clinical characteristics. The study of
the taxonomic composition (phylum, genus and species) and the detection of ARGs were

only carried out on the samples of two patients (10 and 21).
Conclusion: The proposed objectives were achieved since the anticipated experimental
plan was fulfilled. The metagenomic analysis of samples from only two patients is limited

and prevents significant and comprehensive conclusions from being reached.

Keywords: Healthy implant, peri-implantitis, microbiome, resistome
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Introducao

1 INTRODUCAO

Desde os anos 70 até aos dias de hoje, a colocacdo de implantes dentérios para a
substitui¢ao de dentes ausentes contribui para a redugao do numero de pacientes edéntulos
a nivel mundial e para melhorar a qualidade de vida destes permitindo restabelecer a
fun¢do mastigatoria, fonética e estética (Dabdoub et al., 2013; Komatsu et al., 2020;
Kormas et al., 2020). O tratamento com implantes dentarios ¢ cada vez mais previsivel e
acessivel devido as constantes inovagoes técnicas (Assungao et al., 2023; Ghensi et al.,
2020; Wang et al., 2017). Estima-se que atualmente o aumento anual de colocagdo de
implantes ronde os 14% a nivel mundial, mas prevé-se que alcangard os 23% no ano de
2026 (Kormas et al., 2020). Estima-se ainda que os implantes dentarios tenham uma taxa

média de sobrevivéncia de 95% (Moraschini et al., 2015).

Nao obstante, com o aumento da colocacdo de implantes dentérios, as doengas
peri-implantares tornaram-se mais prevalentes, dai a necessidade de as caracterizar,
compreender a sua natureza e patogénese, de forma a se conseguir implementar o
tratamento mais adequado (Ghensi et al., 2020; Kormas et al., 2020; Kubasiewicz-Ross
et al., 2020; Schwarz et al., 2021). Sobretudo porque estas doengas podem variar desde
uma leve inflamacao dos tecidos moles até uma consideravel perda dssea progressiva que

pode por em causa a sobrevivéncia dos implantes dentarios (Wang et al., 2017).

1.1 Implantes dentarios

Os implantes dentarios sao dispositivos metalicos implantados no o0sso,
substituindo a por¢do da raiz de um dente em falta, sendo adaptado a este um pilar
transmucoso que permite fazer a sua conexdo com a restauracdo protética final,
permitindo melhorar a qualidade de vida, estética e autoestima do paciente (Belibasakis,
2014; Belibasakis et al., 2015; Paraizo et al., 2020; Wang et al., 2017). Porém, os
implantes dentarios podem apresentar falhas na sua funcao. Estas dividem-se em 1) falhas
precoces — devido a osteointegracdo incompleta do implante dentéario antes ou depois da
colocacdo da carga funcional e 2) falhas tardias — devido a interrup¢ao da fun¢do de um
implante dentario ja osteointegrado pela existéncia de patologia nos tecidos peri-
implantares (Belibasakis, 2014). Dentro das falhas precoces podemos destacar como

causas a contaminacao durante a cirurgia, baixa compatibilidade do material do implante
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dentario e uma cicatrizagao ineficaz (Belibasakis, 2014). Para além disso, também se pode

classificar as falhas em mecanicas ou biologicas, sendo que a PI se enquadra nesta ultima.

Comparando os dentes naturais com os implantes dentarios, os primeiros
apresentam uma unido ao epitélio através dos hemidesmossomas e das fibras de colagénio
que apds a sua extragdo sdo perdidos, enquanto nos implantes dentérios, os tecidos
cicatriciais acabam por diminuir as capacidades de defesa dos tecidos moles (Becker et

al., 2014).

1.2 Adesao microbiana e formacao de biofilme na superficie do implante

A cavidade oral constitui um ambiente Unico ¢ dinamico para a formagdo de
biofilme pois abriga diversos habitats que incorporam diversas comunidades microbianas,
todas elas banhadas em saliva (Barroso et al., 2018; Belibasakis et al., 2015; Song et al.,
2015). Estas comunidades microbianas desenvolvem-se em paralelo com o seu
hospedeiro, logo a sua sobrevivéncia depende da capacidade destas em aproveitar os
nutrientes disponiveis no meio, bem como a sua capacidade para escapar ao sistema

imunitario do hospedeiro (Belibasakis et al., 2015; Song et al., 2015).

Em termos clinicos, nos implantes a colonizagdo microbiana inicia-se a nivel
supragengival, sendo que a formacao inicial e a composi¢do do biofilme dependem de
fatores como as propriedades da superficie e topografia do implante, condi¢des do meio
oral como o pH, a presenca de carboidratos fermentaveis e uma ma higiene oral (Apaza-
Bedoya et al., 2017). A renovacao rapida do epitélio de revestimento da cavidade oral ¢
um mecanismo que permite reduzir a adesdo microbiana (Barroso et al., 2018; Song et
al., 2015). Os implantes, sendo superficies duras e abioticos que ndo descamam, sdo mais
propicios a formacao de biofilme e a acumulacdo de placa bacteriana (Belibasakis et al.,

2015; Frédéric et al., 2018).

Quando o implante se encontra exposto na cavidade oral, ocorre o processo de
adesdo e formagdo do biofilme passando por varias fases: 1) apos colocacao do implante
na cavidade oral este € revestido por proteinas da saliva (segmento supramucoso) e do
plasma (segmento submucoso) iniciando assim a infiltracdo de proteinas como resposta
bioldgica do hospedeiro seguido pela adesdo microbiana; 2) processos de coagregacao
que permitem a formagdo do biofilme; 3) fase de maturagdo e, por fim 4) a fase da

dispersdo (Arciola et al., 2018; Souza et al., 2021).
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Introdugdo

Numa fase inicial ocorre adsor¢do de proteinas dando origem a uma camada de
proteinas na superficie do implante que, por sua vez, formam interagdes com as bactérias
originando a fixacdo das bactérias pioneiras (maioritariamente bactérias Gram-positivas)
a estas proteinas através de mecanismos fisico-quimicos ndo especificos. A superficie do
implante ¢, de seguida, coberta por uma camada denominada de pelicula adquirida
composta maioritariamente por proteinas, glicoproteinas e lipidos, que promove a
colonizacdo bacteriana inicial através de mecanismos de coagregacao e interagdes entre
as diversas espécies presentes, fornecendo recetores de superficie (adesinas) para a
ligagdo especifica de determinadas espécies bacterianas (maioritariamente bactérias
Gram-negativas, bastonetes, organismos filamentosos e espiroquetas) ocorrendo entdo a
adesdo bacteriana (Belibasakis, 2014; Bowen et al., 2018). Estas comunicam através do
quorum sensing em que determinadas moléculas de sinalizagdo sdo produzidas e
conseguem ser detetadas pelas bactérias vizinhas de forma a se agregarem, o que leva a
acumulagdo organizada das espécies microbianas e a formacdo do biofilme (Figura 1)
(Belibasakis et al., 2015; Bessa et al., 2022; Bowen et al., 2018; Frédéric et al., 2018;
Polizzi et al., 2022). O quorum sensing corresponde a uma comunicacdo quimica
geneticamente controlada e que se produz pelo aumento da densidade celular que ird
influenciar a tolerancia, a viruléncia e a formacao do biofilme oral (Preethanath et al.,

2017).

Dispers#o de biofilme

2ae’

o [ ] i Interagio Disbiose
i Coagregagio
Q ® ; proteina-bactéria gregag microbiana
o

Adsorgao de Adesao Formagao Maturagao Dispersao
proteinas microbiana de biofilme do biofilme de biofilme

it

Figura 1 — Representagdo das etapas para a formagdo de biofilme oral no caso de implantes dentarios
(Adaptado de Costa et al., 2021).

Em seguida, forma-se o biofilme maduro, que pode desagregar-se do implante

levando a dispersao bacteriana e a colonizagdo noutros locais, bem como a sua difusdo
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para a corrente sanguinea podendo originar infe¢des sistémicas (Arciola et al., 2018;

Belibasakis et al., 2015).

A composi¢ao ¢ abundancia do biofilme oral, pode em certas circunstancias
induzir altera¢des inflamatorias nos tecidos que os rodeiam, levando ao aparecimento de
certas doengas como a PI, que por sua vez pode culminar na remo¢do do implante
(explantacao) (Busscher et al., 2010; Song et al., 2015). No entanto, o microbioma do
biofilme peri-implantar provém de varios nichos existentes na cavidade oral como os

dentes vizinhos, os tecidos mucosos ¢ a saliva presente (Belibasakis et al., 2015).

A adesao e formagao de biofilme na superficie do implante, ¢ influenciada por
varias caracteristicas, como a molhabilidade, as cargas eletroquimicas da superficie e a
topografia/textura da mesma, assim como o tipo de material (Busscher et al., 2010;
Kotsakis & Olmedo, 2021; Song et al., 2015). A molhabilidade ¢ importante na
determinagdo das forcas de ligacdo entre as bactérias e a superficie, sendo que um
aumento da rugosidade da superficie aumenta a 4rea de contacto entre a superficie do
material e as células microbianas, promovendo a sua adesdo principalmente em locais
onde a remoc¢ao mecanica convencional ndo ¢ eficiente, portanto suavizar a superficie
pode reduzir a formagdo de biofilme (Belibasakis, 2014; Busscher et al., 2010;
Kubasiewicz-Ross et al., 2020; Song et al., 2015).

A superficie de titdnio do implante quando exposta a um meio fluido ou ao ar,
forma uma camada passiva de 6xido de titanio fina, amorfa e pouco cristalina, que origina
uma interface entre o meio bioldgico e a estrutura metélica ficando assim resistente a
corrosao (Alves et al., 2022; Apaza-Bedoya et al., 2017; Belibasakis et al., 2015; Kotsakis
& Olmedo, 2021).

Para além do titdnio também existem implantes dentarios em ligas de ouro e
zircOnia. Nos implantes fabricados em ligas de ouro, ocorre uma menor acumulagdo de
placa bacteriana por esta ser muito estavel e apresentar uma energia de superficie baixa,
contudo apresenta uma menor biocompatibilidade com os tecidos moles quando
comparadas com o titdnio e zirconia (Sampatanukul et al., 2018; Yamane et al., 2013). Os
implantes de zirconia e ouro apresentam melhores resultados estéticos em relagdo aos
implantes de titdnio, maioritariamente quando se trata de pacientes com um bidtipo
gengival fino ou uma linha de sorriso alta (De Avila et al., 2014; Sampatanukul et al.,

2018). Os implantes de zirconia também apresentam uma menor acumulagdo de placa

16



Introducao

bacteriana devido a apresentarem uma baixa condutividade elétrica, no entanto
apresentam algumas falhas técnicas como a fratura do material (Alves et al., 2022; De

Avila et al., 2014; Sampatanukul et al., 2018).

Por fim, o titanio dentro de todos os materiais existentes no mercado continua a
ser o material de elei¢do para a elaboragdo dos implantes dentarios, devido a propriedades
como a sua biocompatibilidade, resisténcia a corrosao quando esta em contacto com os
fluidos orais e a resisténcia mecanica que apresentam aquando da mastigagao (Alves et

al., 2022; Apaza-Bedoya et al., 2017).

1.3 Implantes dentarios — diferencas relativamente aos dentes naturais

As complicagdes biologicas que afetam os implantes dentdrios t€ém um cariz
inflamatorio tanto dos tecidos moles como do osso em redor destes e, estdo associadas a
uma disbiose (desequilibrio na composi¢do da microbiota, com diminuicdo da
diversidade) da comunidade microbiana do hospedeiro (Renvert et al., 2018; Schwarz et
al., 2021). Um dos fatores chave para que haja sucesso dos implantes dentarios a longo
prazo ¢ a manutengao dos tecidos ao redor destes saudaveis. Para isso ¢ importante educar
para um regime preventivo eficaz e caso ocorra alguma patologia nos tecidos circundantes
a intervengao terapéutica deve ser o mais precoce possivel (Dreyer et al., 2018; Renvert
et al., 2019; Renvert & Quirynen, 2015). Os critérios de sucesso apos colocagdo do
implante incluem a auséncia de mobilidade, de dor e perda Ossea peri-implantar superior
a 1,5mm no primeiro ano, por outro lado, os critérios de sucesso relativos ao tecido mole
que circunda os implantes dentérios incluem a auséncia de supuracao e hemorragia e, por
fim os critérios de sucesso relativos ao paciente sdo o agrado com a estética e a capacidade
de conseguir devolver a fungdo mastigatoria sem qualquer desconforto (Kormas et al.,

2020).

Os nichos submucosos que rodeiam os implantes dentarios sao diferentes daqueles
que rodeiam os dentes naturais (Figura 2), sendo que nos primeiros ha 1) auséncia do
ligamento periodontal (Figura 2b), 2) presenca de uma interface direta entre titdnio e osso,
3) arranjo do tecido conjuntivo ao redor do implante e 4) um fluxo sanguineo deficiente
(Belibasakis, 2014; Yu et al., 2019). O fluido crevicular peri-implantar (FCPI),
corresponde ao exsudado existente no sulco ou bolsa peri-implantar existente entre a

superficie do implante e a mucosa peri-implantar, sendo que pode progredir de sulco para
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bolsa a medida que a doenca peri-implantar se desenvolve devido ao biofilme presente
neste local (Belibasakis et al., 2015). Este apresenta na sua composi¢do uma grande
variedade de biomarcadores de diagnostico, células do hospedeiro e microrganismos que
permitem avaliar as possiveis interagdes fisiologicas que ocorrem entre o hospedeiro e a

microflora oral (Chaparro et al., 2022).

_ Ligamento

periodontal Biofilme

Figura 2 — Representacdo da diferenga entre os nichos submucosos do implante dentario e dos dentes
naturais: (a) Tecidos periodontais com ligamento periodontal; (b) Tecidos peri-implantares sem ligamento
periodontal; (c) Inflamag¢do da mucosa peri-implantar devido a acumulagdo de biofilme (Adaptado de
Belibasakis et al., 2015).

Tendo em conta o arranjo do tecido conjuntivo mucoso nos implantes dentérios,
nota-se que estes ndo apresentam as fibras de colagénio inseridas perpendicularmente,
mas sim inseridas paralelamente a superficie do implante (Figura 3) formando um espécie
de colar a volta deste (Belibasakis, 2014; Kormas et al., 2020; Sampatanukul et al., 2018).
Esta configuracdo resulta num sulco peri-implantar mais profundo quando comparado
com o sulco gengival, permitindo uma penetra¢do mais profunda dos microrganismos
(Belibasakis, 2014; Belibasakis et al., 2015). Para além disto, a auséncia de ligamento
periodontal, faz com que haja um menor suprimento sanguineo e, consequentemente a
migracao das cé€lulas do sistema imunitario responsaveis por combater os primeiros

estadios das doencgas estd diminuida (Belibasakis et al., 2015).

Fibras do tecido
conjuntivo inseridas
paralelamente
a superficie do implante

dentario Implante

dentario

Figura 3 — Representagdo do arranjo das fibras do tecido conjuntivo ao redor dos implantes dentarios
(Adaptado de Vela & Rodriguez, 2019).

Do ponto de vista microbiologico, sabe-se que o microbioma dos tecidos que

circundam um implante dentario (comunidades peri-implantares) difere daquele que
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circunda o periodonto de um dente natural (comunidades subgengivais), uma vez que as
superficies onde se forma o biofilme sdo distintas (Dabdoub et al., 2013; Heuer et al.,
2012; Kotsakis & Olmedo, 2021; Kumar et al., 2012). Similarmente, também no estado
de doenca, os microbiomas sdo distintos; a superficie de um implante com PI € colonizada
por agentes patogénicos diferentes das bactérias periodontopatogénicas, como por

exemplo Staphylococcus spp. € Candida spp. (Kormas et al., 2020).

Para se avaliar a presenca ou auséncia de inflamagao no implante, recorre-se a
diversos métodos e instrumentos tais como, a inspe¢ao visual intraoral, a realizacao de
sondagem com auxilio de uma sonda periodontal e a palpacdo digital (Berglundh et al.,
2018). Durante o exame oral ¢ importante realizar a sondagem dos tecidos peri-
implantares para assim avaliar a presenca de hemorragia a sondagem, monitorizar caso
haja aumento da profundidade de sondagem (PS) e, perante isso ha que se ponderar a
necessidade de intervengao terapéutica (Berglundh et al., 2018). Contudo, ¢ de relembrar
que pode existir saude do tecido peri-implantar em redor do implante, mesmo este

apresentando um suporte 6sseo reduzido (Berglundh et al., 2018).

1.3.1 Implante saudavel

Para avaliarmos o estado de um implante dentario, ¢ necessdria uma inspegao
visual. E considerado saudavel quando existe auséncia de sinais clinicos de inflamagao
dos tecidos moles que o circundam (Figura 4a), isto €, auséncia de eritema (tecidos rosa
em vez de vermelho), auséncia de edema (tecido firme e ndo com consisténcia mole),
auséncia de hemorragia/supuracao apds sondagem, auséncia de aumento da PS em
comparagdo com diagnosticos anteriores e, uma inspe¢ao radiografica em que se deve
verificar auséncia de perda ¢ssea radiografica (Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2018;

Yu et al., 2019).

Inflamagdo
gengival

Biofilme

Figura 4 — Representagio do estado de satide do implante e de doenca peri-implantar: (a) Implante saudavel;
(b) Implante com PI (Adaptado de Kormas et al., 2020).
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Histologicamente, a mucosa em redor de um implante saudavel apresenta 3 a 4
mm de altura, é constituida por epitélio queratinizado (mucosa mastigatoria) e epitélio
ndo queratinizado (mucosa de revestimento), sendo que a por¢ao que estd voltada para o
implante tem uma por¢ao mais coronal revestida por epitélio sulcular e um epitélio de
unido fino, enquanto que o segmento mais apical apresenta tecido conjuntivo em contacto
direto com o implante dentario que contém um pequeno infiltrado de células inflamatorias

(Araujo & Lindhe, 2018; Berglundh et al., 2018).

Aquando da realizagdo da sondagem periodontal de um implante dentario, pode
existir um ponto de sangramento local, que pode ser justificado pelo facto do tecido mole
em redor dos implantes apresentar menos resisténcia a sondagem quando comparado com
a gengiva saudavel em locais adjacentes aos dentes, logo em termos de relevancia clinica
este ponto sangrante ndo pode ser considerado um sinal de inflamag¢do, mas sim
sangramento realizado por trauma (Renvert et al., 2018). Este trauma pode ser provocado
pela aplicacdo de uma forca excessiva quando se realiza a sondagem periodontal ou
devido a dificuldades no posicionamento correto da sonda periodontal no sulco/bolsa
(Renvert et al., 2018, 2019). De forma a evitar a existéncia destes pontos sangrantes que
podem tornar o diagnostico dubio, a sondagem de implantes deve ser realizada com forgas

leves, cerca de 0,25 Newton (Renvert et al., 2018).

1.3.2 Implante com PI

A PI corresponde a uma condigdo patoldgica da cavidade oral que afeta tanto os
tecidos moles quanto os tecidos duros que circundam os implantes dentérios; ¢ mediada
por biofilmes polimicrobianos e estd associada a indicadores e fatores de risco
especificos, que serdo descritos e aprofundados mais a frente (Ghensi et al., 2020; Paraizo
et al., 2020; Schwarz et al., 2021; Wang et al., 2017). Pode ser influenciada pela resposta
imunitaria especifica do hospedeiro, pela sua genética, pelo seu estilo de vida, por fatores
ambientais e por fatores do proprio implante como as caracteristicas da sua superficie e o

seu design (Ghensi et al., 2020; Kotsakis & Olmedo, 2021).

A PI resulta de um processo continuo de inflamac¢do dos tecidos que desencadeia
uma alteracdo na homeostase do hospedeiro no sulco peri-implantar e, pode levar a que
ocorra perda de osso peri-implantar de suporte, que excede a perda devido a remodelagdo

fisiologica normal (Ganesan et al., 2022; Ghensi et al., 2020; Kormas et al., 2020; Wang

20



Introducao

etal.,2017; Yuetal., 2019). A PI pode afetar de forma independente diferentes implantes
dentarios na mesma cavidade oral (Berglundh et al., 2018; Ghensi et al., 2020; Kotsakis

& Olmedo, 2021).

E importante ter em atengfio que cada paciente apresenta caracteristicas unicas na
resposta inflamatoria as comunidades microbianas que residem nos implantes dentarios e
na taxa de progressao de perda o0ssea (Berglundh et al., 2018). Nao obstante, podem existir
situagdes em que ocorre perda 6ssea peri-implantar devido a fatores iatrogénicos, como
0 mau posicionamento do implante, por trauma cirtargico ou devido ao encaixe incorreto

da coroa sobre o implante dentario (Berglundh et al., 2018; Schwarz et al., 2021).

1.3.2.1 Diagnostico de PI

O diagnostico de PI vai depender se existem registos anteriores do estado do
implante e, tal como no diagnostico de um implante saudavel, também ¢ necessario
realizar uma inspecao visual para avaliar os sinais clinicos. Esses sinais clinicos incluem
a presen¢a de edema, hemorragia apos a realizacdo da sondagem, presenga de supuragao,
dor, aumento da PS e uma inspecao radiografica em que se verifica um aumento da perda
ossea radiografica em comparagdo a diagndsticos anteriores (Ghensi et al., 2020; Kormas
et al., 2020; Renvert et al., 2019; W. C. Wang et al., 2017; Yu et al., 2019). Caso nao
existam registos anteriores, definimos PI como a presenga de hemorragia e/ou supuragado
a sondagem, PS igual ou superior a 6 mm bem como perda dssea radiografica igual ou
superior a 3 mm para apical desde a parte mais coronal da por¢do intradssea do implante
(Berglundh et al., 2018; Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2019). Por fim, em estadios

mais avancados da doenca, pode existir mobilidade do implante (Belibasakis, 2014).

Histologicamente, as lesdes de PI difundem-se apicalmente ao epitélio de unido e
existe o recrutamento de células inflamatdrias como macrofagos, neutréfilos e linfocitos
em grande numero e densidade, estando entdo muitas vezes associadas a inflamacao
aguda e a uma intensa sinalizacdo pro-inflamatéria (Berglundh et al., 2018; Kotsakis &
Olmedo, 2021). Tendo em conta o seu padrdo de progressao, a PI na auséncia de
tratamento pode apresentar uma progressao nao linear e acelerada (Berglundh et al., 2018;

Renvert et al., 2018).
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Na Tabela 1 sdo apresentadas as diferencas entre implante saudavel e implante

com PI, e caso haja ou ndo registos anteriores.

Tabela 1 — Defini¢des de satde e doenca peri-implantar de acordo com o workshop mundial de 2017 da
classificag@o de doencas e condi¢des peri-implantares e periodontais (Adaptado de Berglundh et al., 2018).

Implante com PI Implante com PI
Implante
(com registos (sem registos
saudavel
anteriores) anteriores)
Sinais de inflamacao Ausente Presente Presente
Hemorragia a sondagem com ou
_ Ausente Presente Presente
sem supuracio
Aumento da PS em relagao a
Ausente Presente > 6mm
ultima consulta
Aumento da perda éssea Presente (ndo deve
Ausente > 3mm
radiografica ser > 2mm)

1.3.2.2 Fatores de risco e indicadores para as doencas peri-implantares

Existe uma diferenca entre um fator de risco e um indicador, o primeiro
corresponde a agentes causais que provocam ou aumentam a probabilidade de
desenvolver a doenca e dependem de estudos longitudinais enquanto que um indicador
infere-se a partir de dados transversais (Kormas et al., 2020). Relativamente aos fatores
de risco para as doengas peri-implantares, podemos destacar o tabagismo, diabetes
mellitus (ndo controlada), historia anterior de PI, adesdo dos pacientes a terapéutica, falta
de manutencao adequada apos a colocacdo do implante e a suscetibilidade genética
(Belibasakis, 2014; Dreyer et al., 2018; Kormas et al., 2020; Mameno et al., 2019; Renvert
& Quirynen, 2015; Wang et al., 2017).

Um dos componentes do tabaco, a nicotina tem caracteristicas de vasoconstri¢cao
portanto vai reduzir o fluxo sanguineo, diminuindo a quantidade de nutrientes nos locais
de cicatrizacdo e o tabaco também possui alguns compostos que atuam como substancias
quimiotaticas que devido as enzimas libertadas pelos macrofagos provocam destruigao

tecidual (Nguyen-Hieu et al., 2012).
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A diabetes mellitus (ndo controlada) ¢ uma condicdo sistémica inflamatdria na
qual a resposta imunitdria se encontra alterada, afetando os eventos catabolicos e
anabolicos da cicatrizagdo dssea ocorrendo o aumento da osteoclastogénese e o
comprometimento da atividade osteoblastica (De Oliveira et al., 2020). Tendo em
consideragdo diversas meta-analises os pacientes diabéticos apresentam uma
probabilidade 50% superior de desenvolver PI comparando com pacientes nao diabéticos

(Dreyer et al., 2018; Monje et al., 2017; Wang et al., 2017).

A adesao dos pacientes a profilaxia e acompanhamento regular, ¢ bastante
importante na monitorizagdo da saude dos implantes, sem isso o risco de desenvolver PI

¢ maior (Kormas et al., 2020; Sarmiento et al., 2018).

Dentro dos indicadores de risco encontram-se o controlo de placa bacteriana,
perfil de emergéncia da coroa do implante superior a 30° (posicionamento do implante
que ndo facilita a sua higienizagdo e manutencdo), excesso de cimento submucoso devido
a colonizacdo de microrganismos nos restos de cimento e localizagdo do implante
(Berglundh et al., 2018; Renvert et al., 2019; Renvert & Quirynen, 2015; Schwarz et al.,
2021; Staubli et al., 2017).

1.3.2.3 Tratamento da PI

No que respeita ao tratamento da PI, existem diversas abordagens que podemos
realizar e que serdo mencionadas. Dentro destas, podemos destacar abordagens cirargicas
e ndo cirargicas, sendo que esta ultima deve sempre preceder a abordagem cirtirgica para
que se consiga fazer uma melhoria da higiene oral e uma redu¢do da inflamagao presente

nos tecidos peri-implantares (Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2019; Wang et al., 2019).

Existem alguns fatores chave aos quais se deve dar énfase aquando da escolha e
realizagdo do tratamento, tais como a histéria clinica do paciente, a configuracao do
defeito, a estética, a possibilidade e a capacidade do paciente conseguir ter um bom acesso
para conseguir fazer o controlo da placa bacteriana apods o tratamento (Renvert et al.,
2019; Wang et al., 2017). O objetivo principal do tratamento € resolver o processo
inflamatério com a preservagao tanto dos tecidos duros como moles, de forma a reduzir
a PS e o sangramento durante a sondagem (Heitz-Mayfield & Mombelli, 2014;
Kubasiewicz-Ross et al., 2020; Renvert et al., 2019).
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1.3.2.3.1 Tratamento nao cirargico
1.3.2.3.1.1 Descontaminacio mecanica da superficie do implante

Esta técnica tem como objetivo fazer a remog¢ao do biofilme aderido a superficie
do implante e, reduzir a comunidade microbiana de forma a chegar a um estado de satde
peri-implantar (Kormas et al., 2020; Nguyen-Hieu et al., 2012; Sirinirund et al., 2019;
Wang et al., 2019). Neste caso, realiza-se o desbridamento mecanico com o auxilio de
curetas, dispositivos ultrassonicos ou com dispositivos abrasivos a ar (Kormas et al.,
2020; Louropoulou et al., 2012). Em relacdo as curetas elas podem ser fabricadas de
varios materiais (Sirinirund et al., 2019). As curetas de ago, como a sua dureza ¢ superior
a do titanio podem provocar estragos na superficie dos implantes, e estdo contraindicadas.
As curetas de titanio, por outro lado, como t€ém a mesma dureza que a superficie do
implante (caso sejam fabricados em titdnio) devem ser utilizadas para fazer o
desbridamento. Por fim as curetas de plastico também podem ser utilizadas para este fim,
contudo sdo mais frageis e aquando do desbridamento pode ocorrer a deposiciao de
particulas de plastico na superficie do implante (Yang et al., 2015). De notar que
determinadas caracteristicas das curetas ndo metalicas como a sua flexibilidade e o
tamanho, podem dificultar a sua coloca¢do no local correto, o que ird originar uma

remogao incompleta do biofilme (Louropoulou et al., 2012).

Os dispositivos ultrassonicos apresentam uma eficicia semelhante aos
instrumentos manuais (curetas) utilizados para realizar o desbridamento (Sirinirund et al.,
2019). Apesar de ser possivel utilizar as pontas ultrassonicas normais, também existem
pontas especificas que sejam compativeis com os materiais dos implantes dentarios como

pontas em fibra de carbono, silicone ou plastico (Figuero et al., 2014; Wang et al., 2019).

Por fim, os dispositivos abrasivos a ar, devem ser utilizados de forma cautelosa
pois podem provocar danos nos tecidos moles e, em casos mais graves causar enfisemas
tecidulares, no entanto, conseguem preservar a integridade da superficie do implante

(Kormas et al., 2020; Sirinirund et al., 2019).
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1.3.2.3.1.2 Tratamento com laser

A terapia de desbridamento mecanico sem mais nenhuma intervencao terapéutica
mostrou nao ser eficaz para o tratamento da PI, como tal, foi proposta a utiliza¢ao de laser
como adjuvante (Kormas et al., 2020). Esta associagdo apresentou uma capacidade mais
elevada no tratamento da PI quando comparada com a realizagdo apenas do
desbridamento mecanico (Khoury et al., 2019; Kormas et al., 2020). Contudo, os lasers
que possuem alta poténcia podem provocar um aumento de temperatura indesejado, e tém
também a desvantagem de serem mais dispendiosos, mas por outro lado ndo provocam
alteragdes significativas na superficie do implante (Kubasiewicz-Ross et al., 2020; Wang
et al., 2019). Em relagdo a esta técnica, a principal dificuldade € o facto de ser realizada
as cegas e tendo em conta a sensagao tatil do médico dentista (Wang et al., 2019). Os seus
efeitos para além do que ja foi referido, vao igualmente depender da quantidade de energia
transmitida pelo laser e da capacidade do tecido absorver, refletir e transmitir a energia

(Garaicoa-Pazmino et al., 2019).

1.3.2.3.1.3 Tratamento através da terapia combinada

A terapia com antimicrobianos, serve como complemento a terapia mecanica, cujo
objetivo ¢ realizar um desbridamento eficaz da superficie do implante de forma a manter
a sua integridade aliado a agentes antimicrobianos como os antissépticos e antibioticos
(Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2019). Entre os antibidticos, conclui-se que o uso de
antibidticos sistémicos aliado ao desbridamento mecanico pode provocar uma
superinfecdo por microrganismos oportunistas, aumentando assim a resisténcia aos
antibioticos (Verdugo et al., 2016). Em contrapartida, a utilizacdo de antibioticos locais

demostrou algumas melhorias clinicas e microbioldgicas (Kormas et al., 2020).

A realizagdo da descontaminag¢ao mecanica aliada a terapias adjuvantes, tais como
o uso de antibidticos topicos ou sistémicos, ndo parece trazer beneficios pois apenas
permite que ocorram melhorias minimas na diminui¢do do sangramento, na reducio das
bolsas existentes e, além disso, existe falta de consenso e evidéncias da sua eficacia

(Bessa et al., 2022; Khoury et al., 2019; Renvert et al., 2019).
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1.3.2.3.2 Tratamento cirurgico

Apesar do tratamento ndo cirirgico da PI ser mais conservador, existe uma
elevada taxa de recidiva, por isso a terapia cirirgica ¢ muitas vezes indicada,
principalmente em casos cuja infe¢do ja envolve as estruturas 0sseas (Bessa et al., 2022;
Kormas et al., 2020; Wang et al., 2017). Os objetivos do tratamento cirargico prendem-
se com a descontaminagao da superficie do implante, estabelecer uma anatomia positiva
tanto dos tecidos duros como moles em redor do implante de forma a favorecer a limpeza
da sua superficie e, se possivel a regeneracdo do defeito 6sseo (Carcuac et al., 2015;

Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2019; Sarmiento et al., 2018).

Dentro das varias opgdes cirtirgicas podemos destacar o desbridamento com
retalho aberto, o retalho de reposicionamento apical e a regeneragdo Ossea guiada
(Kormas et al., 2020). Na descontaminagdo com retalho aberto (Figura 5), o que se faz é
abrir um retalho de forma a ter acesso direto a superficie do implante, para posteriormente
se realizar a descontaminagdo através da técnica mecanica, seguida do reposicionamento
da mucosa ao nivel da margem original do retalho realizado. Esta op¢ao terapéutica, como
temos visdo direta, ¢ mais eficaz quando comparada ao desbridamento mecanico sem a
realizacdo de retalho e, permite que se consiga estabelecer um ambiente saudavel e limpo
para que ocorra a cicatrizagdo dos tecidos (Renvert et al., 2019). Aliado a esta técnica
pode ser realizada uma ligeira implantoplastia, ou seja, suavizar as espiras do implante
com pontas diamantadas e instrumentos de polimento com irrigacdo, de forma a que a
adesdo de biofilme seja mais dificil (Belibasakis et al., 2015; Khoury et al., 2019). A
implantoplastia, normalmente ¢ realizada com brocas diamantadas de 15 e 40 um, sendo
a pedra de Arkansas e as brocas de borracha em forma de chama utilizadas para o

polimento (Garaicoa-Pazmino et al., 2019).

a b
N\ A /
Biofilme =— / ‘

Figura 5 — Representagdo esquematica da técnica cirurgica de descontaminagdo com retalho aberto: (a)
Aparéncia do implante com PI antes do tratamento cirirgico; (b) Abertura do retalho e descontaminagao
mecanica; (c) Resultado apos a cirurgia (Adaptado de Kormas et al., 2020).
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A técnica de reposicionamento apical do retalho (Figura 6), ¢ realizada quando os
implantes apresentam uma perda dssea horizontal sem que haja defeitos infradsseos e,
pode ser aliada a implantoplastia (Figura 6b) com o objetivo de tornar a superficie dos
implantes que ficam expostas apds o posicionamento do retalho, mais lisas de forma a

facilitar a higienizagao (Kormas et al., 2020; Sarmiento et al., 2018; Wang et al., 2017).

¥

Biofilme

- — -

fiz

Figura 6 — Representacdo esquematica da técnica de reposicionamento apical do retalho: (a) Aparéncia do
implante com PI antes do tratamento cirtrgico; (b) Abertura do retalho e ligeira implantoplastia; (c)
Resultado apods a cirurgia (Adaptado de Kormas et al., 2020).

A decisdo de optar por um tratamento através de uma terapia ressetiva ou
regenerativa, vai depender do defeito dsseo, ou seja, vai depender do nimero de paredes
oOsseas restantes (Nguyen-Hieu et al., 2012; Wang et al., 2017). Caso se opte pela terapia
regenerativa pode ser realizada a aplicacdo de substitutos 6sseos com ou sem membrana
para os reter, que irdo permitir a regeneragdo de tecido duro (Khoury et al., 2019). Por
outro lado, o objetivo da terapia ressetiva ¢ diminuir a profundidade dos defeitos
infradsseos com o posicionamento apical dos retalhos de forma a que se consiga ter um
melhor acesso para se realizar uma higiene oral adequada (Belibasakis et al., 2015;

Khoury et al., 2019; Sarmiento et al., 2018).

1.4 Microbioma oral e resistoma oral

O microbioma humano pode dividir-se em: 1) microbioma central, compartilhado
por todos os individuos e € composto pelas espécies predominantes encontradas em varias
regides do corpo em condigdes saudaveis, ou seja, corresponde a um microbioma
constante associado a um determinado hospedeiro ou a um ambiente especifico e, 2) em
microbioma variavel, como o proprio nome sugere, ¢ singular e especifico para cada

individuo, uma vez que depende de pressdes seletivas como o estilo de vida,
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caracteristicas fisiologicas, disponibilidade de nutrientes e exposicdo aos antibioticos

(Almeida et al., 2020; Berg et al., 2020; Deo & Deshmukh, 2019; Lamont et al., 2018).

Dentro do microbioma humano podemos destacar o microbioma oral que,
apresenta um papel fundamental no estado de saude (tem um papel protetor contra os
microrganismos patogénicos exogenos e oportunistas) ou doenga da cavidade oral.
Portanto, aprofundar o conhecimento do microbioma oral e concretamente de nichos
especificos, tal como o da saliva ou do biofilme subgengival, assim como dos respetivos
resistomas, no estado de satde e de doenga, sera essencial para desenvolver ou melhorar
as estratégias de diagnostico e o respetivo tratamento (Bessa et al., 2022; Deo &
Deshmukh, 2019; Frédéric et al., 2018; Kormas et al., 2020). Para além disso, a cavidade
oral e a sua imensidao de microrganismos, encontram-se distribuidos na mesma de acordo
com as suas propriedades metabodlicas e bioquimicas, estdo envolvidos em diversas
doengas sistémicas como a diabetes mellitus, doenca cardiovascular, entre outras (Alves
et al., 2022; Rosenbaum et al., 2019). Por todas essas razdes, ¢ essencial aprofundar o

estudo do microbioma oral, da sua composi¢ao, funcao, estrutura e dinamica.

Em particular, a caracterizagdo do microbioma em pacientes com implantes
sauddveis e em pacientes que apresentam PI € o passo fulcral para melhor se conseguir
adequar o tratamento e minimizar o impacto do mesmo, sobretudo o tratamento
antibiotico (sele¢do do antibiotico, aplicagdo tdpica ou sistémica, uso de antisséptico em
vez de antibidtico) e, para que se tente evitar a0 maximo que os pacientes percam o

implante (Alves et al., 2022; Ghensi et al., 2020).

1.4.1 Microbioma oral

O microbioma oral pode ser definido como um ecossistema dindmico que inclui
virus, a microbiota oral (como bactérias, fungos, archaea e protozoarios), € os seus
elementos estruturais e metabolitos, assim como moléculas produzidas pelo hospedeiro

partilhado (Bessa et al., 2022).

Os microrganismos presentes no microbioma oral atuam como comunidades
simbiontes e dindmicas em relacao ao hospedeiro, podendo existir diversas mudancas que
alteram o seu equilibrio como, alteracdes fisiologicas (idade) e alteragdes hormonais
(como a puberdade e a gravidez no caso de individuos do sexo feminino) (Frédéric et al.,

2018; Kilian et al., 2016). Tendo em conta o género, foi demonstrado que as hormonas
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sexuais femininas podem de certa forma afetar os perfis microbianos, para além disso,
verificou-se que o microbioma oral de mulheres gradvidas quando comparado com
mulheres ndo gravidas apresenta uma contagem mais elevada de microrganismos e, que
a presenca de determinadas bactérias orais aumenta o risco de ocorréncia e efeitos
adversos na gravidez (Kumar, 2013; Saadaoui et al., 2021). Como demostrado
anteriormente, ser fumador ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de PI, e
precisamente para averiguar como ¢ que o fumo influencia o microbioma oral, Tsigarida
e colaboradores mostraram que o microbioma peri-implantar de individuos fumadores
apresentava uma diversidade menor de microrganismos quando comparado com o
microbioma de ndo fumadores pois nos primeiros existia um enriquecimento de
microrganismos patogénicos e uma diminui¢do dos microrganismos comensais (Tsigarida

etal., 2015).

Como todos os microbiomas, o microbioma oral também esta em constante
evolucdo devido as interagdes entre as espécies microbianas e entre estas e o hospedeiro
(Bessa et al., 2022). Quando o microbioma oral ¢ alterado, ¢ instalada a disbiose, ou seja,
deixa de estar em homeostase (simbiose) e as bactérias que originam doengas, as bactérias
patogénicas, assumem o controlo originando um estado de doenca (disbiose) da cavidade
oral (Kilian et al., 2016). Assim, podemos afirmar que o microbioma oral tem um papel
fundamental na manuten¢do da homeostase oral pois protege a cavidade oral e previne o
desenvolvimento de doencas, logo ¢ imprescindivel que este se mantenha equilibrado

(Bessa et al., 2022; Deo & Deshmukh, 2019; Tramice et al., 2022).

1.4.2 Resistoma oral

O resistoma oral inclui todos os ARGs existentes no microbioma oral (Sukumar
et al., 2016). Corresponde a uma das maiores ameagas na saude publica, sendo esta
conferida devido a presenca de ARGs, que podem ser encontrados no microbioma oral
(Bessa et al., 2022; Kang et al., 2021; Sukumar et al., 2016). Na pratica clinica
odontologica, os agentes antimicrobianos mais prescritos sao os antibioticos, visto que os
médicos dentistas podem prescrevé-los com duas finalidades: 1) como terapéutica para o
tratamento de infecdes orais ou 2) como profilaxia para reduzir a possibilidade de
possiveis complicagdes e sintomas associados ao tratamento realizado (Bessa et al., 2022;

Buonavoglia et al., 2021). Porém, a sua prescricdo baseia-se maioritariamente na
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experiéncia e nao no diagnostico definitivo dai se prescreverem antibidticos de largo
espetro (Buonavoglia et al., 2021). Existe a necessidade da criagdo de diretrizes para o
uso correto destes farmacos que se baseiam na sele¢ao do principio ativo ideal, dosagem,
via de administra¢ao e duragao correta, bem como a realizagao de testes de suscetibilidade
antibiodtica, de forma a evitar que ocorram efeitos adversos e o desenvolvimento de
resisténcias (Buonavoglia et al., 2021; Verdugo et al., 2016). Para além disto, a decisdo
de prescrever ou nao um antibidtico deve ter em conta a historia clinica completa do
paciente nomeadamente ter uma nog¢ao de quais ao antibidticos que foram utilizados no
passado, o seu exame clinico e um diagndstico rigoroso (Bessa et al., 2022; Verdugo et

al., 2016).

A resisténcia das bactérias aos antibioticos pode ser 1)intrinseca - inerente aos
tracos fisiologicos pré-existentes na espécie e 2) adquirida - tanto por transferéncia de
genes (através de mecanismos de conjugacdo, transformagdo e transdugdo) como por

mutagdes de genes existentes (Sukumar et al., 2016).

Adicionalmente, até a data, o resistoma oral tem sido vagamente estudado (Kang
et al., 2021). Contudo, com o avango das técnicas de next generation sequencing €
possivel ter uma melhor compreensdo e conhecimentos acerca da diversidade e
quantidade de ARGs existentes no microbioma oral, o que permitird num futuro préximo
com a monitorizagdo do resistoma oral criar um perfil de resisténcia completo do
microbioma oral de cada individuo, bem como ter uma melhor compreensdo acerca do
resistoma oral em estado de satde ou doenga, ter niveis de referéncia para o uso correto
dos antibidticos e, por fim desenvolver novas alternativas e estratégias para o tratamento
de infe¢des na cavidade oral (Bessa et al., 2022; Deo & Deshmukh, 2019; Sukumar et al.,
2016).

1.5 Estudo do microbioma e resistoma através da metagenémica

O termo metagendmica surgiu em 1998 para caracterizar uma andlise gendmica
direta da comunidade microbiana de amostras ambientais contendo uma grande variedade
de espécies, por técnicas independentes do isolamento e cultura (Sukumar et al., 2016).
Existem essencialmente duas tipologias de sequenciagdo metagendmica, a sequenciagao
metagendémica de amplicdo 16S ou 18S, que permite a sequenciacdo de genes alvo

especificos como o 16S rRNA (presente nas bactérias), ou o 18S rRNA (presente nos
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fungos), e a sequenciacdo metagendémica de shotgun (DNA metagenémico total). Os
avangos da bioinformatica, permitiram desenvolver ferramentas cruciais para analisar e

integrar os dados obtidos através da sequenciagdo metagendmica de shotgun.

Relativamente a anélise metagendmica, qualquer que seja a tipologia, inicialmente
¢ necessario fazer a recolha das amostras de acordo com o proposito do estudo e,
seguidamente realizar a extragdo do DNA microbiano total (Huang et al., 2021). Apos
esta extragdo, as amostras de DNA passam por um controlo de qualidade (Huang et al.,

2021).

Comparando a analise metagendmica de shotgun com a sequenciagao do gene 16S
rRNA, a segunda técnica ¢ menos dispendiosa, mas ¢ limitada apenas a dete¢do (presenca
e abundancia de organismos procaridticos, ndo conseguindo tragar um perfil global da
comunidade microbiana) (Deo & Deshmukh, 2019; Ghensi et al., 2020). Este gene (16S
rRNA) ¢ um marcador taxonémico e filogenético que permite fazer a identificacdo de
determinadas comunidades bacterianas, contudo requer que haja a sua amplificagdo
através da técnica de PCR e s6 depois € que € possivel fazer o seu sequenciagdo (Al-
Hebshi et al., 2019; Deo & Deshmukh, 2019). Por outro lado, a analise metagendmica de
shotgun envolve a extracdo, processamento e sequenciacao shotgun (ndo direcionado) do
DNA e, através deste consegue fornecer a andlise taxondmica, mas também os perfis
funcionais e bioldgicos para as diversas comunidades microbianas, como por exemplo
determinar e quantificar quais os ARGs presentes, fazer uma previsdo da expressao dos
genes ¢ avaliar as interagdes dos organismos de toda a comunidade microbiana (Al-

Hebshi et al., 2019; Deo & Deshmukh, 2019; Quince et al., 2017; Sukumar et al., 2016).

A andlise por sequenciagdo metagenomica de shotgun, usada para determinar a
composicao taxonodmica e os perfis funcionais das comunidades microbianas, incluindo
bactérias, archaea, virus, fungos e protozodrios, raramente tem sido aplicada para estudar
o microbioma na PI (Deo & Deshmukh, 2019). A maioria dos estudos realizados com o
objetivo de estudar o seu microbioma na PI, t€ém na verdade explorado apenas o
bacterioma, através da sequenciacdo do gene 16S rRNA (Komatsu et al., 2020; Yu et al.,
2019). Através da sequenciacdo metagenémica de shotgun do biofilme subgengival de
implantes saudaveis ou com PI, sera possivel desvendar o microbioma disbiotico da PI

(Ghensi et al., 2020; Yu et al., 2019).
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Varios estudos realizados até a atualidade permitiram desmitificar a ideia de que
o microbioma existente na periodontite ¢ semelhante ao existente na PI. Para tal, através
da sequenciacdo do gene 16S rRNA e da sequenciagdo metagendmica de shotgun
conseguiu mostrar-se que a composi¢do microbiana dos biofilmes presentes na PI
apresenta uma diferenca significativa em termos qualitativos e quantitativos quando
comparada com a composi¢ao dos biofilmes da periodontite, para além disso, também se
conseguiu demostrar que o microbioma das comunidades microbianas em estado de
doenga (PI) ¢ diferente das em estado de satide apresentando uma maior diversidade
microbiana (Dabdoub et al., 2013; Komatsu et al., 2020; Sanz-Martin et al., 2017;
Verdugo et al.,, 2016; Yu et al., 2019). No entanto, sdo necessarios estudos mais
aprofundados para se conseguir determinar ao pormenor o microbioma disbidtico

existente na PI.
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1.6 Objetivos principais do trabalho

Os objetivos principais deste trabalho prendem-se com a execugdo de um plano
que inclui uma série de etapas sequenciais, fundamentais para se alcancarem resultados
que serdo analisados e correlacionados futuramente no ambito do projeto de investigacdo

em que este trabalho de tese se insere.

O plano de trabalhos do projeto estd ilustrado na Figura 7. E este trabalho
experimental sobrepde-se em grande parte a esse plano, uma vez que teve como objetivos

principais:

1) Selecionar e recrutar pacientes na Clinica Dentaria Egas Moniz (CDEM). Esses
pacientes apresentavam implantes saudaveis (Grupo HI) ou coocorréncia de implantes

saudaveis e implantes com PI (Grupo PI);

2) Recolher amostras de saliva e de biofilme subgengival dos mesmos pacientes
que foram recrutados: a) uma amostra de saliva colhida a cada paciente de ambos os
grupos; b) uma amostra de biofilme subgengival de um implante saudavel de cada
paciente do Grupo HI; ¢) duas amostras de biofilme, uma de um implante saudével e outra

de um implante com PI, de cada paciente do grupo PI;
3) Extrair DNA microbiano de todas as amostras colhidas;
4) Envio dessas mesmas amostras para sequenciagdo metagenomica de shotgun;

5) Anélise inicial da composi¢@o taxondémica e identificacdo de ARGs de algumas

amostras sequenciadas.

A concretizagao destes objetivos permitira abrir novos caminhos no sentido de se
alcangar e obter mais conhecimentos relativamente aos perfis taxondmicos (abundancia)
e funcionais, bem como saber qual a prevaléncia de ARGs nas amostras analisadas. E em
ultima instancia, no final do projeto, espera-se contribuir para um melhor conhecimento
do microbioma e do resistoma do biofilme subgengival de implantes quer saudaveis quer
com PI. Tal conhecimento serd crucial para a futura descoberta de eventuais novos

biomarcadores que possam facilitar o diagnostico, prevengao e tratamento da PI.
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Figura 7 — Esquema representativo dos principais objetivos em que se baseia este trabalho experimental.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Aspetos gerais — financiamento

Este trabalho de investigagdo esta inserido no ambito do projeto “MICROresist-
PI: Metagenomic snapshot of the microbiome and resistome in peri-implantitis: pilot
study” (2022.01430.PTDC) que ¢ financiado pela Fundagao para a Ciéncia e Tecnologia
(FCT), tendo como Investigador Responsavel a Professora Doutora Lucinda Bessa e
como Investigador Corresponsavel o Professor Doutor Ricardo Alves. A execucao deste
trabalho envolveu e decorreu na CDEM e também no Egas Moniz Center for

Interdisciplinary Research (CiiEM).

2.2 Estudo clinico
2.2.1 Selecdo da amostra

Apds aprovagdo concedida pela Comissio de Etica Egas Moniz (n°1123) (anexo
1) para o acesso aos dados, informagdo clinica e recolha de amostras de pacientes da

CDEM, foram recrutados, desde fevereiro até inicio de setembro de 2023, 55 pacientes.

Foram recrutados pacientes com implantes saudaveis (Grupo HI) e pacientes com
coocorréncia de implantes com PI e implantes saudaveis (Grupo PI). O recrutamento
destes teve em conta critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos. Relativamente
aos critérios de inclusdo, foram incluidos pacientes 1) adultos (18 ou mais anos) que
formalizaram a sua aprovacdo de participagdo no estudo através da assinatura do Termo
de Consentimento Informado (anexo 2), 2) que tinham implantes dentarios, no minimo
com o historial de pelo menos um ano em funcao e, 3) que aceitaram responder a um
breve questionario (anexo 3) que permitiu aferir o cumprimento de alguns critérios de
inclusdo e averiguar a presenca do critério de exclusdo. O critério de exclusdo considerado
foi a toma de antibiotico locais e/ou sistémicos nos dois meses que antecederam a consulta

de recolha de amostras.

Previamente a realizacdo do exame clinico e da recolha das amostras, todos os
pacientes selecionados para o estudo foram contactados de forma a cumprirem alguns
critérios necessarios tais como, ndo comer nem beber nas 2 h que antecedem a recolha e

ndo lavar os dentes ou bochechar com qualquer colutério ou solugdo nas 24 h que
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antecedem a recolha. Também foram informados e esclarecidos sobre qual o objetivo do

estudo e da importancia da sua participagdo no mesmo.

2.2.2 Exame clinico

Foram realizados diversos procedimentos e protocolos de forma a otimizar e
selecionar o método mais apropriado para recolha das amostras de biofilme subgengival
dos implantes (anexo 4 e 5). Para estes ensaios preliminares foram recrutados 10

pacientes. Mais 45 pacientes foram recrutados para integrarem o estudo.

No inicio da consulta, foi recolhida, com o auxilio de um questionario (anexo 3),
informagao pessoal e clinica, incluindo idade, género, gravidez e amamentagao, presenca
de alguma patologia imune, inflamatdria ou que leve a perda de peso, medicacao regular,
habitos tabagicos, nimero de dentes remanescentes ¢ de implantes dentarios e a sua

localizagao na cavidade oral.

De seguida, foi feito o diagnostico para averiguar a saiide ou doenca dos implantes
tendo como base as defini¢des incluidas na classificagdio de 2018 para doencas
periodontais e peri-implantares estabelecidas pela Academia Americana de
Periodontologia (AAP) e pela Federagdo Europeia de Periodontologia (EFP) (Caton et
al., 2018). O diagndstico de implante saudavel envolveu os seguintes critérios clinicos:
auséncia de sinais clinicos de eritema e edema, auséncia de hemorragia/supuracdo a
sondagem, auséncia de aumento da PS (quando comparado com diagnosticos anteriores)
e auséncia de perda ossea radiografica (Berglundh et al., 2018; Renvert et al., 2018; Yu et
al., 2019). Em relacdo ao diagnostico de PI: presenga de hemorragia ou supuracdo a
sondagem, aumento da PS, presenca de edema e perda Ossea radiografica avaliada em
radiografias periapicais (Berglundh et al., 2018; Yu et al., 2019). Para a avaliagdo clinica
foi necessario recorrer a um kit basico (composto por uma pinga, sonda e espelho com o
respetivo cabo) e a uma sonda periodontal graduada (CP-12), enquanto para o exame
radiogréafico houve recurso a um paralelizador e a um sensor intraoral de radiovisiografia

(RVG) ou a uma pelicula de fosforo de forma a obter as radiografias periapicais.
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2.2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados com recurso ao programa informatico IBM® SPSS®
Statistics v.29, sendo aplicadas metodologias de andlise descritiva e inferencial. Na
analise inferencial foram utilizados testes estatisticos comparativos, de acordo com a
tipologia das varidveis e caracteristicas dos dados. Neste contexto de analise foi

estabelecido um nivel de significancia de 5%.

2.3 Recrutamento dos pacientes e colheita da amostra

Nos pacientes do Grupo HI, foram recolhidas uma amostra de saliva e uma
amostra de biofilme subgengival de um local de implante saudavel e nos pacientes do
Grupo PI foram recolhidas trés amostras: uma amostra de saliva, uma amostra de biofilme
subgengival de um local de implante sauddvel e uma amostra de biofilme subgengival de

um local de implante afetado por PI.

2.3.1 Recolha de amostras de saliva e biofilme subgengival

A recolha das amostras de saliva e do biofilme subgengival foram realizadas antes
de qualquer bochecho com clorohexidina (como protocolizado no inicio de todas as
consultas na CDEM), uma vez que a clorohexidina como € bactericida reduz a carga
bacteriana (em diversidade e abundancia) e também atua sobre fungos e virus (quebra a
membrana dos virus com envelope o que causa o extravasamento do seu conteudo) que
estejam presentes na cavidade oral (Brookes et al., 2021). Ap6s o registo dos dados com
o auxilio do questionario e a assinatura do consentimento informado, foi feito o
diagnostico (presenca de implante saudavel ou presenca de implante saudavel + implante

afetado por PI) e procedeu-se a recolha das amostras.

Relativamente a colheita de saliva, esta foi realizada por meio de um método nao
estimulado diretamente num tubo de colheita de saliva (ClearLine®, Biosigma, Italia)

(Figura 8a) com o auxilio de um coletor de recolha de saliva (Salimetrics®, SalivaBio,

USA) (Figura 8b).
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Figura 8 — Material utilizado para a colheita de saliva: (a) Tubo de colheita de saliva especifico; (b) Coletor
de recolha de saliva.

Para a utilizagdo do coletor de saliva, em primeiro lugar com luvas colocadas
abriu-se a manga estéril onde este estava e colocou-se no frasco de colheita especifico,
seguidamente pediu-se ao paciente, que se encontrava com a cabeca inclinada, para
acumular saliva na boca e depois deixa-la cair para dentro do frasco sem cuspir ou forgar,
de forma que ndo se formasse espuma ou bolhas. Obteve-se pelo menos 1 mL de saliva
de cada paciente. Apos a recolha, foi adicionado, em cadmara de seguranca biologica classe
IT (Nino Labinterior, ninoSAFE class II, Escandinavia), glicerol estéril as amostras na
concentracdo de 20%. Seguidamente, aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos

estéreis DNase/RNase free e, imediatamente armazenadas a -80°C.

Antes da recolha de amostras de biofilme subgengival, em primeiro determinou-
se qual a localiza¢dao dos implantes onde se realizaria a recolha. Posteriormente, isolou-
se de forma relativa o local com rolos de algoddo. A area foi limpa com uma bola de
algodao estéril para remover o biofilme da superficie do implante e a placa supragengival
e, assim evitar a contaminagdo do biofilme subgengival com esta. Foram recolhidas
amostras de um Unico implante, com o auxilio de periopapers estéreis livres de DNA
(PerioPaper® GCF Collection Strips, Oraflow, EUA). Cada periopaper foi inserido com
uma pinga dentaria estéril no sulco ou na bolsa dos implantes de forma suave até se sentir
uma ligeira resisténcia. Foram usados trés periopapers por cada implante amostrado
(previamente houve necessidade de otimizar esta recolha, como demonstrado na sec¢ao
seguinte). Por fim, as amostras foram imediatamente colocadas em tubos estéreis
DNase/RNase free de 1,5 mL (Figura 9), contendo 750 pL de tampao salino estéril (50
mM Tris-HCL, pH 7.5; ImM EDTA, pH 8.0; 0.5% Tween-20) e de seguida armazenados
a -80°C para posterior extragdo de DNA.
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Tampao estéril

Figura 9 — Tubo com o tamp&o salino estéril.

2.3.2 Otimizac¢iao da recolha das amostras de biofilme subgengival

Este passo fulcral foi feito de forma a otimizar o protocolo de recolha das amostras
subgengivais tanto dos implantes saudaveis como dos implantes com PI para posterior
extracdo de DNA e subsequente andlise de sequéncias metagenémica de shotgun (como

apresentado no anexo 5).

Inicialmente, foram recolhidas as amostras através de trés métodos diferentes,
nomeadamente: 1) Quatro cones de papel tamanho 45 (Figura 10a); 2) Uma cureta € um
cone de papel tamanho 45 (Figura 10b); 3) Trés periopapers 0-1,2 uL (Figura 10c). O
procedimento de recolha para cada um destes métodos foi diferenciado. Em relacdo aos
cones de papel, foram inseridos através da superficie do implante e do sulco gengival com
uma pinga estéril. Com a cureta, realizou-se primeiramente um desbridamento com esta
entre a superficie do implante e o sulco gengival e, seguidamente foi inserido o cone de
papel. Através dos periopapers, estes foram inseridos, cerca de 1 minuto, entre a
superficie do implante e o sulco gengival com uma pinga estéril. Por fim todas as amostras

foram armazenadas a -80°C.

.

a b c

Figura 10 — Métodos para recolha das amostras de biofilme subgengival: (a) Quatro cones de papel
tamanho 45; (b) Cureta e um cone de papel tamanho 45; (c) Trés periopapers.
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2.4 Extracido de DNA genémico total das amostras

A extragdo do DNA gendmico total das amostras de saliva e de biofilme
subgengival realizou-se usando o kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Alemanha) (Figura

11). O procedimento foi realizado em camara de segurancga bioldgica de classe II.

Figura 11 — Kit DNeasy PowerSoil Pro.

2.4.1 Pré-tratamento das amostras de saliva

De seguida descrevem-se os passos do pré-tratamento das amostras de saliva que
precedeu a extracdo de DNA com o objetivo de proporcionar a deplecio do DNA humano

(Marotz et al., 2021):

- Cada amostra de saliva (I mL) foi descongelada a temperatura ambiente e

posteriormente vortexada;

- Centrifugou-se a 15 000 xg, a temperatura ambiente durante 6 min de forma a

sedimentar as células formando um pellet (Figura 12a);

- Foi removido o sobrenadante cuidadosamente de forma a ndo deslocar o pellet

(Figura 12b);

- Adicionaram-se 200 pL de nuclease-free H>O para ressuspender o pellet e
deixou-se a temperatura ambiente durante 6 min (este passo proporcionou a lise osmotica
das células humanas, que sdo mais vulneraveis a pressdo osmotica do que as células

microbianas);

- Adicionaram-se 10 pL de 0.2 mM monoazida de propidio (PMA) de forma a
obter uma concentracdo de 10 uM (Figura 12c¢) e deixou-se a temperatura ambiente e ao

abrigo da luz durante 5 min para permitir que o PMA se intercalasse no DNA livre;
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a b c d

Figura 12 — Representacdo da sequéncia laboratorial para a preparacdo das amostras de saliva: (a)
Colocacao das amostras na centrifuga; (b) Remocao do sobrenadante; (c) Adicdo do PMA; (d) Exposicao
das amostras a fonte de luz azul.

- De seguida, as amostras foram colocadas horizontalmente sobre gelo, e expostas
a uma fonte de luz azul com o comprimento de onda de 488 nm, a uma distancia < 15 cm
(Figura 12d), durante 25 min, vortexando as amostras ocasionalmente (a exposicao a esta
luz fez com que o PMA se ligasse covalentemente ao DNA, fragmentando-o; esses

fragmentos foram posteriormente eliminados no processo de extracao).

2.4.2 Pré-tratamento das amostras de biofilme subgengival

O pré-tratamento das amostras de biofilme que precedeu a extracdo de DNA,

envolveu os seguintes passos sequenciais:
- Descongelamento das amostras;
- Centrifugacdo a 15.000 xg por 6 min a 4° C;
- Remoc¢ao do sobrenadante;

- Lavagem com 750 pL de tampao fosfato salino estéril (PBS) (o que implicou

centrifugar novamente e rejeitar o sobrenadante);
- Ressuspensao do pellet em 200 pL de nuclease-free H>O,;

- De seguida, o procedimento foi idéntico ao acima descrito apos adicao do PMA.

2.4.3 Extracao de DNA

Seguidamente, procedeu-se a extracdo de DNA microbiano utilizando o kit
DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen) (Figura 11), de acordo com as indicagdes do fabricante

(Figura 13). As amostras de saliva pré-tratadas foram transferidas para o tubo PowerBead
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Pro e procedeu-se a partir dai como descrito. No caso das amostras de biofilme
subgengival, foi necessario transferir os periopapers, com uma pinga estéril, para o tubo
PowerBead Pro,; a suspensdo que restou foi centrifugada; rejeitou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 800 pL da solucdo CD1, tendo depois o procedimento sido

efetuado como descrito.

e Il

Solugiio CD1 Tubo PowerBead Pro Lise celular Solugio CD2 R_ﬂ_’t‘:_’.;i" de Solug¢io CD3 Ligagiio 20 DNA
inibidores

- - i
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@ DNA pronte para

sequenciaciio
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¥

Solugéio C6

Fluigio

Figura 13 — Representagdo da sequéncia laboratorial utilizando o kit DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen).

2.4.4 Quantificacao da concentracio das amostras

Por fim, terminado o processo de extragdo do DNA e antes de o enviar para a
empresa certificada para fazer a sua analise e quantificagdo, foram removidos 4 uL para
um novo tubo estéril DNase/RNase free para avaliacdo espetrofotométrica da
concentragdo e pureza do DNA utilizando um NanoVueTM Plus (Spectrophotometer
NanoVue Plus, Bluetooth GE Healthcare, Reino Unido) (Figura 14). A concentracdo
devia de ser idealmente > 5 ng/uL, o racio de Axeon2g0 devia de estar entre 1.8-2.0 para
DNA puro e, por ultimo o racio de Axso230 deveria de ser > 1.8 (normalmente 2.0-2.2),

pois caso contrario o DNA estava contaminado.
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Figura 14 — NanoVueTM Plus e o respetivo ecrd onde sdo possiveis avaliar os parametros da concentracao,
racio Azso280 € A260/230.

Caso o DNA de uma das amostras do mesmo paciente ndo tivesse a concentragao,
qualidade e pureza suficientes para as analises de metagendmica posteriores, entao, todas
as amostras desse paciente eram descartadas e o paciente era assim eliminado do estudo,

sendo um novo paciente recrutado.

2.5 Sequenciacio genémica shotgun

Todas as amostras de DNA foram enviadas para uma empresa certificada
(Genoinseq, Cantanhede Technology Park Core, Portugal) para a preparagdo de
bibliotecas e sequenciacdo metagendmico de shotgun usando tecnologias /llumina para
paired reads (Figura 15). Esta técnica complexa permitiu a sequenciagao paralela do DNA
de todos os organismos na comunidade, com alta cobertura para dete¢do ao nivel das
espécies. Na empresa, as amostras passaram por um controlo de qualidade adicional para
verificar a degradacdo do DNA através de eletroforese em gel de agarose, para o
quantificar através de mecanismos de fluorimetria com Qubit (> 1 ng/uL) e, para ver a
presenca de inibidores que podiam comprometer a preparacdo das bibliotecas. A
preparagdo destas realizou-se através do kit Nextera XT (Ilumina) que permite o uso de
DNA com baixas concentragoes. A sequenciacao realizou-se na plataforma NextSeq 550

Humina.
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Amostras de DNA
Controlo de qualidade
- Degradagdo de DNA
- Quantificacao

e I Preparacio da biblioteca

Kit Nextera XT (Hlwmina) Sequenciaciio

NextSeqy 350 (Hlumina)

Figura 15 — Representagdo esquematica da preparacdo da biblioteca e sequenciacao.

2.6 Analise bioinformatica

As raw reads foram correlacionadas e processadas para remover adaptors, e
filtradas (trimming) reads de baixa qualidade, além de sequéncias contaminantes,
especificamente, DNA do hospedeiro (Figura 16). Seguiu-se a assemblagem em contigs
utilizando o MetaSpades e agrupados em metagenome assembled genomes (MAGs) com
o MetaBat2. Depois para identificar e anotar a fungao dos genes foi utilizado o sistema

Prokka.

As sequéncias foram comparadas aos bancos de dados filogenéticos e funcionais
para obter perfis taxondmicos e funcionais e, em particular, a anélise da diversidade. Foi
determinada a abundancia diferencial de ARGs, 1) entre pacientes com PI e pacientes
saudaveis, i1) dentro de um Unico paciente com coocorréncia de PI e implante saudavel,
1i1) entre saliva e biofilmes subgengivais dentro do mesmo paciente, saudavel ou com PI.
Esta analise da presenca de ARGs foi realizada com a base de dados Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) que ¢ selecionada manualmente e desenvolvida
para abranger todo o espetro de ARGs. A taxonomia foi identificada através de diversas
abordagens como o MetaPhlan com reads de alta qualidade e CheckM para analise dos
MAGs. Estes foram comparados através do ANI (Average nucleotide identity) para se

conseguir identificar um maior niimero de espécies.

Por fim, obteve-se um relatorio bioinformatico de todos os dados € metadados de

cada amostra analisada.
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Controlo de qualidade das leituras Remocio de contaminantes

- humanos
Raw reads preprocessing mmmm - Remover adaptors de sequenciagio =
- Trinming de regides de baixa qualidade e
Assembly Binning
Metagenome assembled genomes — —
MetaSpades MetaBat2
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Prokka MetaPhlan
Taxonomia WEp Classificar a taxonomia
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Resistoma A
Estudo do resistoma - Comprehensive Antibiotic Resistance Identificar os nucledtidos
Database (CARD)

Figura 16 — Representagdo esquematica do fluxo de trabalho e ferramentas bioinformaticas usadas para
obtencgdo dos resultados de cada amostra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Método selecionado para recolha das amostras de biofilme subgengival

Dos ensaios preliminares feitos em algumas amostras de 10 pacientes, para
otimizagao do método de recolha de biofilme subgengival dos implantes, verificou-se que
o método que consistia em usar quatro cones de papel mostrou ser o menos adequado
para o nosso objetivo, pois ndo permitia recolha suficiente de amostra para posterior
obten¢do de DNA na concentragdo minima desejada. Por outro lado, o método com a
cureta exigia que se realizasse uma anestesia prévia através de anestésicos locais tais
como a lidocaina ou a articaina e, aliado a isso, ndo proporcionou um aumento razoavel
na concentracao do DNA extraido relativamente ao método anterior. Assim, selecionou-
se como método mais adequado para recolher uma maior quantidade de amostra, o
método em que se utilizavam trés periopapers por implante, pois proporcionou de forma
geral uma quantidade suficiente de DNA e resultados mais homogéneos entre as amostras
testadas preliminarmente. Tendo assim, sido este tltimo método o usado para as recolhas
de todas as amostras do estudo. Contudo, como esperado a recolha de biofilme
subgengival dos implantes saudaveis foi mais desafiante do que os implantes afetados por
PI. E por essa razdo, quando uma das amostras recolhidas do paciente ndo levava a
obtencdo de DNA suficiente ou com qualidade, todas as amostras desse paciente nao eram

usadas e esse paciente era eliminado do estudo.

3.2 Caracteristicas demograficas e clinicas da amostra populacional

Este estudo iniciou-se com a recolha dos dados e avaliagdo das caracteristicas
clinicas de todos os pacientes que constituem a amostra populacional. As caracteristicas
demograficas e clinicas da populacdo estudada sdo apresentadas na Tabela 2. Todos os
pacientes recrutados foram alocados a um de dois grupos, grupo HI (pacientes s6 com
implantes saudéveis) ou grupo PI (pacientes com coocorréncia de implantes saudaveis e
com PI). A popula¢do recrutada incluiu um total de 55 individuos, dos quais 10
forneceram amostras para os ensaios preliminares. E os restantes 45 foram usados para
iniciar o estudo propriamente dito. Destes ultimos, 38 pacientes (20 com implantes
saudaveis e 18 com coocorréncia de implantes saudaveis e com PI) proporcionaram a

obtencdo de amostras de DNA microbiano para prosseguir para a sequenciagdo
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metagendmica de shotgun. Sete pacientes foram, portanto, descartados nesta fase, porque

pelo menos uma das suas amostras ndo levou a obten¢cdo de DNA microbiano suficiente.

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas e clinicas do grupo HI e PI.

Grupo HI Grupo PI .
p
(n =27) (n=28)
Feminino 15 (45,5) 18 (54,5)
Género 0,509 @
Masculino 12 (54,5) 10 (45,5)
Idade (anos) 59,3+2,9 632+1,9 0,265°
Sim 5(38,5) 8(61,5)
Fumador 0,3802
Nao 22 (52,4) 20 (47,6)
Sim 6 (46,2) 7 (53.8)
Ex-fumador 0,808%
Nao 21 (50,0) 21 (50,0)
Sim 18 (54,5) 15 (45,5)
Medicacao 0,322%
Nao 9 (40,9) 13 (59,1)
Sim 17 (50,0) 17 (50,0)
Doencas
0,864?
associadas
Nao 10 (47,6) 11 (52,4)
Numero de dentes remanescente 20,7+ 1,5 142+1,9 0,026°
Nuimero total de implantes dentarios 3,1+04 6,1 £0,7 0,001 ¢

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao ou n (%). Grupo HI: grupo implante saudavel;
Grupo PI: grupo implante sauddvel + implante com PI. *Valores obtidos a partir dos testes: * Teste do qui-

quadrado; ® Teste t-student; ¢ Teste Mann-Whitney.
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Relativamente ao género, o grupo HI incluia 15 individuos do sexo feminino e 12
do sexo masculino, enquanto o grupo PI tinha 18 individuos do sexo feminino e¢ 10 do
sexo masculino. Ambos os grupos tinham maior prevaléncia de individuos do sexo
feminino, contudo, tendo em conta o teste do qui-quadrado podemos afirmar que esta
diferenca nao ¢ significativa, logo existe homogeneidade entre os grupos quanto ao

parametro género.

A média de idades para o grupo HI corresponde a 59,3 £+ 2,9 enquanto no grupo
PI corresponde a 63,2 & 1,9. Através do teste de normalidade Shapiro-Wilk (dado ser uma
amostra populacional inferior a 30) verificdmos que para a idade existe uma distribui¢do
normal dos valores para um dos grupos (grupo PI) e no outro grupo (grupo HI) apesar de
nao existir uma distribuicdo normal, este apresenta uma certa flexibilidade verificada nos
valores de simetria e curtose. Como tal, seguidamente usou-se o teste t-student que nos
permitiu afirmar que, apesar de existir uma ligeira diferenca entre a média das idades nos

dois grupos, essa diferenca ndo ¢ significativa, pois o valor de p foi > 0,05.

Em relagdo aos habitos tabagicos, havia maior prevaléncia de fumadores ¢ ex-
fumadores no grupo PI do que no Grupo HI, contudo, tendo em conta o teste qui-quadrado
a diferenga entre grupos ndo ¢ significativa. Igualmente, relativamente a toma de
medicagdo, a diferenga entre grupos também nao se revelou significativa. No que toca a
presenca de doencas associadas, verificou-se que existe homogeneidade entre os dois
grupos e dai se concluir que também ndo existem diferengas significativas o que pode ser

corroborado com o auxilio do teste qui-quadrado.

Por fim, relativamente a média de dentes remanescentes € a média de implantes
dentarios, através do teste de normalidade Shapiro-Wilk (dado ser uma amostra
populacional inferior a 30), verificou-se que ambas as variaveis ndo apresentavam uma
distribui¢do normal dos valores, dai se ter recorrido posteriormente ao teste de Mann-
Whitney. Com este teste, comprovou-se que existia uma diferenca significativa entre os
valores do numero de dentes remanescentes e do numero total de implantes dentarios em
ambos os grupos, o que era expectavel, visto ser esta diferenca o critério de distin¢ao

entre 0os grupos.

Em suma, verificou-se homogeneidade entre os grupos no que diz respeito as
caracteristicas analisadas, com excecdo do numero total de implantes dentarios e nimero

dentes remanescentes, em que se verificaram diferencas significativas entre os grupos.
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Até ao inicio de setembro de 2023, tinham sido obtidas um total de 94 amostras
de DNA com concentracdo e qualidade suficientes para prosseguirem para a sequenciagao
metagendémica de shotgun. Dessas, 40 amostras foram obtidas de 20 pacientes do Grupo
HI (duas amostras por paciente: saliva (sa) e de implante saudavel(is)) e 54 amostras de
18 pacientes do grupo PI (trés amostras por paciente: sa, is e de implante com PI(p1)).
Recentemente, mais dois pacientes foram recrutados para integrar o Grupo PI, e
aguardam-se ainda os resultados da concentragdo e qualidade de DNA obtido das
amostras desses pacientes, uma vez que o objetivo final ¢ ter 20 pacientes em cada grupo,
cujas amostras recolhidas proporcionem a obtencdo de amostras de DNA com
concentragdo e qualidade desejadas, conforme mostrado na Figura 7. No entanto, ja ndo
foi possivel incluir esses dois pacientes que faltam na analise de resultados feita no ambito

desta tese, mas que serdo incluidos nos resultados finais do projeto que estd a decorrer.

3.3 Composicao taxonomica das amostras de dois pacientes

Para a obtencdo da composicdo taxondmica da comunidade microbiana das
amostras em estudo, recorreu-se a analise da sequenciacdo metagendémica de shotgun.
Algumas amostras de DNA que passaram o controlo de qualidade, ja foram submetidas a
sequenciacdo metagenomica de shotgun. Essa andlise metagendmica gera uma enorme
quantidade de dados, que tem de ser trabalhada com ajuda de ferramentas
bioinformaticas. Portanto, toda esta analise bioinforméatica ¢ morosa € por isso, no ambito
desta tese, apenas sera possivel apresentar os resultados da composi¢do taxondmica e da
presenca de ARGs das amostras de dois pacientes. Um paciente pertencente ao grupo HI
(paciente 10) e outro pertencente ao grupo PI (paciente 21) e cujas caracteristicas clinicas
de ambos se encontram demonstradas na Tabela 3. A escolha destes pacientes foi aleatdria

apenas com a condicao que teria de cada um deles pertencer a grupos distintos.
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Tabela 3 — Caracteristicas clinicas dos pacientes 10 e 21.

Paciente 10 Paciente 21
(grupo HI) (grupo PI)
Género Masculino Feminino
Idade 57 anos 61 anos
Fumador Nao Nao
Ex-fumador Sim Nao
Doencas associadas Sim (hipercolesterolemia) Néo
Medicagao Sim (sinvastatina) Néo
Numero de dentes
28 0
remanescentes
Nimero de Saudaveis 1 4
implantes
dentarios Com PI 0 6

Grupo HI: grupo implante saudavel; Grupo PI: grupo implante saudavel + implante com PI.

A analise metagendmica feita de acordo com o esquematizado na Figura 16 (ver
métodos), permitiu obter os detalhes de processamento e os MAGs para as amostradas

sequenciadas dos dois pacientes, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Processamento das sequéncias obtidas por analise metagenomica de shotgun: eliminagéo das
reads de baixa qualidade e das reads do DNA humano e obteng¢do de MAGs ap6s assemblagem e binning.

N° de reads apos % de N° de reads % de reads
N° total de remocao de reads de apés remociao | usadas para N° de
Amostras
raw reads adaptors e elevada de reads do obtencio de MAGs
trimming qualidade hospedeiro MAGs
10sa 4968672 4568697 92,0% 4554886 99,7% 23
10is 7235287 6576929 90,9% 6079280 92,4% 13
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21sa 12297747 11197577 91,1% 9171649 81,9% 23
21pi 7063587 6425922 91,0% 2883747 44,9% 9
21is 7599390 6947345 91,4% 3183858 45,8% 13

Seguidamente, foram obtidos os resultados da composi¢do taxondémica, via

MetaPhlAn (ver sec¢do 2.6. dos métodos), para cada amostra.

3.3.1 Abundéincia relativa do microbioma de cada amostra do paciente 10

O paciente 10 corresponde a um paciente com implantes dentarios que apds a

avaliagdo clinica e radiografica foram considerados saudaveis.

Ap0s atribui¢do taxondmica, as abundancias relativas de cada taxa identificado
em cada amostra foram avaliadas. Foram obtidas as abundancias relativas ao nivel do filo
(Figura 17), do género (Figura 18) e da espécie (Figura 19) presentes em cada uma das
amostras, isto ¢, na saliva (10sa) e no biofilme subgengival de implante saudéavel (10is),
de forma a averiguar as principais semelhancas e diferencas em termos de composi¢do e

abundancia. s

100 ~

80

40 1

Abundincia Relativa (%)

20 1

10is 10sa

¥ Firmicutes W Proteobacteria

= Actinobacteria Bacteroidetes

= Candidatus Saccharibacteria = Fusobacteria

Figura 17 — Abundéancia relativa da composi¢do microbiana a nivel do filo das amostras (10is e 10sa) do
paciente 10.
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Os quatro filos mais abundantes identificados em ambas as amostras (implante
saudavel — 10is e saliva — 10sa) foram Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e
Bacteroidetes (Figura 17). Outros estudos reportaram também estes quatro filos como
aqueles que se encontram no biofilme subgengival de implantes saudaveis (Son et al.,

2023; Zheng et al., 2015).

Para além disso, na amostra de saliva mais dois filos foram detetados, Candidatus
Saccharibacteria e Fusobacteria. A abundancia relativa de Firmicutes na amostra
subgengival do implante saudavel foi superior a encontrada na amostra de saliva. Em
contrapartida a abundancia relativa de Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteriodetes foi

superior na amostra de saliva quando comparada com a amostra subgengival.

Género
il I
80
< o
=
=
=
=3
=
=
=
=
]
=
=
2 40 4
-
20 4
0 4
10is 10sa
u Streplococcus = GGB1048S
= Haemophilus Granulicatella
u Abiatrophia = Gemella
= Rothia ® Neisseria
u Lautropia u Veillonella
w Actinomyces u Cardiobacterium
u Porphyremonas u Corynebacterium
‘ Parvimonas Dialister
" Kingella " Aggregatibacter
u Eikenella ® Candidatus Nanesynsacchari
u Capnocytophaga w Prevetella
u Lancefieldella = Lachnospiraceae unclassified
u Stomatobac ulum Candidatus Saccharibacteria unclassified
Solobacterinm Tannerella
Oribacterium {GGBI144
= Megasphaera ® Mogibacterium
u_Arachnia B Leptotrichia
m Campylobacter

Figura 18 — Abundéncia relativa da composi¢do microbiana a nivel do género das amostras (10is e 10sa)

do paciente 10.
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Ao nivel do género, os cinco géneros mais abundantes identificados foram
Streptococcus, GGB10485, Haemophilus, Granulicatella e Abiotrophia, que
correspondem a mais de 50% da comunidade bacteriana de ambas as amostras (Figura
18). Destes cinco géneros, aquele que normalmente ¢ mais relatado em diversos estudos
com uma grande abundancia em amostras de implantes saudaveis € o género
Streptococcus (Kensara et al., 2023; Son et al., 2023). Entdo, de uma forma geral, o género
Streptococcus tem sido associado a satude peri-implantar (Dabdoub et al., 2013; Kumar

etal., 2012).

A taxonomia foi obtida com o MetaPhlan. Este programa utiliza as sequéncias
provenientes do sequenciador e mapeia nos genomas que estdo na base de dados
mpa vOct22 CHOCOPhIAnSGB 202212. Esta base de dados foi construida a partir da
analise de um conjunto de 9428 metagenomas, € de onde se reconstruiram os genomas de
154723 genomas microbianos. Deste trabalho resultaram 4930 species-level genome bins
(SGBs), mas destes, 77% nao apresentaram correspondéncia com genomas existentes em
repositorios publicos e por isso sdo SGBs desconhecidos (Pasolli et al., 2019). A
designagdo GGB provém do mesmo estudo e indica “genus-level genome bins”. Por
exemplo no caso do “GGB10485”, o que se conseguiu obter em termos de taxonomia

reconhecida € que pertence a familia Enterococcaceae.

A abundancia relativa dos géneros Streptococcus, GGB10485, Haemophilus e
Granulicatella ao nivel da amostra subgengival do implante saudavel foi superior quando
comparado com a amostra de saliva, por outro lado a abundancia relativa de Abiotrophia

foi superior na amostra de saliva.

Através da andlise da Figura 18, podemos também constatar que a amostra de
saliva apresenta uma comunidade bacteriana aparentemente mais diversificada em termos
de género quando comparada com a presente no implante saudavel. No entanto, indices
de diversidade, nomeadamente de beta diversidade, ndo foram determinados nesta fase.
Serdo calculados posteriormente quando os dados de todas as amostras de todos os
pacientes estiverem disponiveis. Para além disso, podemos também verificar através da
analise da coluna representativa da amostra de saliva que ha trés géneros em grande
abundancia (Neisseria, Veillonella e Actinomyces) e 0s mesmos, por sua vez, apresentam-

se em baixa abundancia na amostra subgengival do implante saudavel.
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Figura 19 — Abundancia relativa da composi¢do microbiana a nivel da espécie relativamente ao paciente
10. Na elaboragdo deste grafico incluiram-se os valores acima de 0,5 de abundancia relativa.

Ao nivel da espécie, as sete mais abundantes espécies encontradas em ambas as
amostras foram Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, GGB10485 SGB49305,
Haemophilus parainfluenzae, Streptococcus mitis,

Streptococcus  sanguinis €

Granulicatella adiacens (Figura 19).

A taxonomia GGB10485 SGB49305 significa que as sequéncias mapearam num
SGB reconstruido do estudo mencionado mas em que ndo conseguiram identificar o nivel

taxonémico nem da espécie, nem do género, apenas que pertence a familia

Enterococcaceae(Pasolli et al., 2019).
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A abundancia relativa das espécies mencionadas anteriormente foi superior na
amostra subgengival do implante saudavel exceto a espécie Streptococcus mitis que foi

superior na amostra de saliva.

Analisando mais em pormenor a coluna representativa da amostra de saliva,
podemos verificar que a espécie Abiotrophia defectiva encontra-se em grande abundancia
nesta amostra, mas ndo na amostra subgengival do implante saudavel, onde se apresenta
em baixa abundancia. Para além desta espécie, a espécie Neisseria subflava apresenta
grande abundancia na amostra de saliva sendo inexistente na coluna representativa do

implante saudavel.

E claramente visivel, que hd uma variedade/diversidade maior na amostra da

saliva do que na do implante saudavel.

3.3.2 Abundéncia relativa do microbioma de cada amostra do paciente 21

Foram também obtidas as abundancias relativas ao nivel do filo (Figura 20), do
género (Figura 21) e da espécie (Figura 22) presentes em cada uma das amostras do
paciente 21, isto €, na saliva (21sa), no biofilme subgengival de implante saudavel (21is),

e no biofilme subgengival de implante com PI (21pi).
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Figura 20 — Abundancia relativa da composig¢do microbiana a nivel do filo das amostras (21is, 21pi e 21sa)
do paciente 21.
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Os trés filos mais abundantes em todas as amostras foram Firmicutes,
Bacteroidetes e Actinobacteria (Figura 20) correspondendo a mais do que 50% da

comunidade bacteriana presentes em cada uma das trés amostras.

Destes filos, Bacteroidetes e Actinobacteria foram mais abundantes nas amostras
dos implantes, tanto do saudavel como do com PI, quando comparado com a amostra de

saliva. O filo Firmicutes encontra-se com maior abundancia na saliva.

Por outro lado, a amostra 21sa e 21pi apresentavam uma grande abundancia do

filo Proteobacteria que existe em baixa quantidade na amostra 21is.

Analisando em particular o filo Spirochaetes, este apenas se encontra na amostra

21is e 21sa, sendo inexistente na amostra 21pi.

No entanto, analisando agora o filo Candidatus Absconditabacteria, este apenas

se encontra nas amostras 21pi e 21sa, sendo, por sua vez, inexistentes na amostra 21is.

Os dados obtidos na nossa andlise vao de encontro com os obtidos no estudo de
Kim et al., (2023) que através do sequenciacdo 16S rRNA de amostras de saliva e de
implantes diagnosticas com PI recolhidas com curetas de Gracey, também verificou que
nas amostras subgengivais de implantes existia uma abundancia relativa maior dos filos
Bacteroidetes e Actinobacteria. Também a investigagdo realizada por Al-Ahmad et al.,
(2018) permite ir de encontro com os dados que obtivemos na amostra 21is, com os filos

mais abundantes Firmicutes e Bacteroidetes.
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Figura 21 — Abundancia relativa da composi¢do microbiana a nivel do género das amostras (21is, 21pi,
21sa) do paciente 21. Na elaborag@o deste grafico incluiram-se os valores acima de 0,1 de abundancia
relativa.

Apo6s andlise da Figura 21, destacam-se sete géneros mais abundantes nas trés

amostras: Schaalia, Streptococcus, Porphyromonas, Prevotella, Veilonella, Actinomyces

e Gemella.
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A abundancia relativa dos géneros Schaalia, Porphyromonas, Prevotella e
Gemella foi superior ao nivel das amostras de biofilme subgengival, quer de implante
saudavel quer de implantes com PI, quando comparada com a abundancia relativa na
amostra de saliva. Por outro lado, os restantes géneros mais abundantes (Streptococcus,
Veilonella e Actinomyces) apresentam uma maior abundancia na amostra de saliva em

relacdo as amostras de biofilme subgengival de ambos os implantes.

Para além destes trés, também o género Neisseria apresenta grande abundancia na
amostra de saliva encontrando-se em baixa abundancia em ambas as amostras de biofilme

subgengival.

A amostra de biofilme subgengival do implante saudavel apresenta em grande
abundancia o género Alloprevotella que se encontra em baixa abundancia nas amostras

do implante com PI e de saliva.

Na amostra de biofilme subgengival do implante com PI podemos destacar a
abundancia dos géneros Aggregatibacter, GGB3388 e Ottowia que nio se encontram na
amostra de biofilme subgengival do implante saudavel e que na amostra de saliva se

encontram em baixa abundancia.
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Figura 22 — Abundéancia relativa da composi¢do microbiana a nivel da espécie das amostras (21is, 21pi e
21sa) do paciente 21. Na elaboragdo deste grafico incluiram-se os valores acima de 1 de abundéncia relativa.

As espécies mais abundantes encontradas nas trés amostras incluem: Schaalia
cardiffensis, Streptococcus sanguinis, Veilonella parvula, Gemella morbillorum e
Streptococcus gordonii. Relativamente a espécie Schaalia cardiffensis, esta encontra-se

com maior abundancia nas amostras dos implantes dentarios do que na amostra de saliva.
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As bactérias pertencentes ao género Schaalia, encontram-se em grande abundancia na
cavidade oral em condigdes de satude, correspondendo a cerca de 3-6% da comunidade
microbiana oral (Nouioui et al., 2018). Segundo Eren et al., (2014), podemos encontrar
na cavidade oral nove espécies pertencentes a este género no entanto nas amostras do
paciente 21 apenas foram identificadas cinco delas: Schaalia cardiffensis, Schaalia
georgiae, Schaalia lingnae, Schaalia meyeri e Schaalia odontolytica (dados nao

apresentados na Figura 22 para as ltimas quatro).

Relativamente a amostra 21is, destacam-se diversas espécies cuja presenca nas
amostras 21pi e 21sa ¢ praticamente inexistente ou até mesmo inexistente, sendo essas
Alloprevotella SGB77721, Porphyromonas gingivales, Alloprevotella tannerae,

Mogibacterium timidum e Peptostreptococcus stomatis.

Na amostra 21pi existe uma grande abundancia de Agreggatibacter segnis,
GGB3388 SBG4476 e Ottowia sp Marseille P4747, que por sua vez, se encontram em
baixa abundancia na amostra 21sa ¢ sdo inexistentes na amostra 21is. Em relagdo a
espécie Agreggatibacter segnis, esta € um comensal que se encontra muitas vezes na
orofaringe e tem a capacidade de colonizar as mucosas orais (Guo et al., 2023; Nerskov-
Lauritsen, 2014). Apresenta alguma relevancia clinica, na medida em que ¢ responsavel

pelo aparecimento de alguns casos de endocardite bacteriana (Guo et al., 2023).

Por fim, destaca-se a presenca de Streptococcus salivarius e Veillonella rogosae
em grande abundancia na saliva (21sa), sendo inexistentes na amostra 21is e existindo em

baixa abundancia na amostra 21pi.

Segundo Kumar et al., (2012), em casos de doenga peri-implantar existe uma
menor diversidade na comunidade microbiana quando comparada a de implantes
saudaveis. Noutro estudo, feito in vitro foram visiveis contagens mais elevadas de
bactérias em amostras de biofilme de implantes com PI do que em amostras de biofilme

de implantes saudaveis (Souza et al., 2021).

Como ja foi referido anteriormente, a Pl ¢ mediada por um biofilme
polimicrobiano sendo composto por bactérias anaerdbias uma vez que, como a PI ocorre
numa bolsa peri-implantar profunda, existe uma privacao de oxigénio o que ndo favorece
o crescimento de bactérias aerdbias (Charalampakis & Belibasakis, 2015). Estudos tém
associado ao microbioma da PI bactérias Gram-positivas anaerobicas como Eubacterium

spp. € bactérias Gram-negativas anaerdbias como Tannerella forsythia, Fusobacterium
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nucleatum, Treponema denticola, Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis
(Alves et al., 2022; Kensara et al., 2021). No caso do paciente 21, apenas identificAmos
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, sendo que
as restantes espécies bacterianas nao apresentam abundancia relativa, sendo mesmo

inexistentes nas amostras representativas do implante com PI (Figura 22).

3.4 Comparaciao das comunidades bacterianas das amostras dos dois

pacientes

Iniciando pelo filo, verifica-se que nas amostras de ambos os pacientes ha
abundancia de trés filos: Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria (Figuras 17 e 20).
Contudo, no paciente 10 (grupo HI) verificou-se uma maior abundancia do filo Firmicutes
na amostra de implante saudéavel, enquanto no paciente 21 (grupo PI) verificou-se uma
maior abundancia deste na amostra de saliva. Por outro lado, no paciente 10 verificou-se
uma maior abundancia dos filos Bacteroidetes e Actinobacteria na amostra de saliva, mas
no paciente 21 a maior abundancia destes filos foi nas amostras dos implantes saudavel e

com PI.

Através de uma andlise mais particular da Figura 20 referente ao paciente 21,
podemos verificar que o filo Candidatus Absconditabacteria apenas se encontra em duas
amostras, na amostra de saliva e na amostra do implante com PI. Em contrapartida,
verifica-se que o filo Spirochaetes apenas se encontra na amostra de saliva e na do
implante saudavel. Logo, caso tivéssemos mais dados de outros pacientes e se
verificassem as mesmas condi¢des, a presenca destes filos em amostras de saliva
permitiria avaliar a presenc¢a ou nao de doenga peri-implantar. Mas, neste momento, ndo

¢ possivel concluir isso.

Passando para a anélise do género, verifica-se que ha apenas um género que €

comum as amostras dos dois pacientes, sendo esse o género Streptococcus.

Analisando mais ao pormenor cada uma das amostras, podemos afirmar que os
géneros Streptococcus € Haemophilus no paciente 10 apresentam maior abundancia na
amostra 10is e no paciente 21 apresentam maior abundancia na amostra 21sa seguida da
amostra 21is. Os géneros como Abiotrophia, Veilonella e Actinomyces, em ambos 0s

pacientes, apresentam maior abundancia na amostra da saliva, e além disso, no paciente
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21 a abundancia destes géneros ¢ superior na amostra do implante com PI do que na

amostra do implante saudavel.

Relativamente as espécies mais abundantes nas amostras de ambos os pacientes,
apenas podemos destacar duas delas, o Streptococcus gordonii e o Streptococcus

Sanguinis.

Por meio de uma anélise mais detalhada das Figuras 19 e 22, podemos concluir
que existem algumas espécies com uma grande abundancia nas amostras de implantes
saudaveis tanto para o paciente 10 como para o paciente 21, sendo elas o Streptococcus
sanguinis e a Granulicatella adiacens. Por outro lado, a espécie Neisseria subflava, tanto
nas amostras do paciente 10 como do paciente 21, s6 apresenta abundancia nas amostras

de saliva sendo inexistente em todas as amostras de implantes.

Analisando os resultados das amostras dos implantes saudaveis de ambos os
pacientes, verificamos que a espécie Streptococcus gordonii apresenta uma grande
abundancia nestas amostras e uma menor abundancia nas amostras de saliva e do implante
diagnosticado com PI. Conclui-se que existem diferen¢as na composicao taxondomica
entre o implante saudavel e o implante com PI existentes na mesma cavidade oral, mas
sendo apenas com a andlise de amostras de dois pacientes, ainda ndo € possivel chegar a

conclusdes definitivas.

Tem sido reportado que a comunidade bacteriana dos locais com PI apresenta uma
comunidade bacteriana mais abundante em termos de espécies (Charalampakis &
Belibasakis, 2015; Nguyen-Hieu et al., 2012; Sanz-Martin et al., 2017). Isto pode dever-
se ao facto de aquando ocorre inflamagdo esta provoca danos nos tecidos originando uma
fonte de nutrientes para os microrganismos, logo estes comegam a proliferar

(Hajishengallis et al., 2012).

3.5 Genes de resisténcia aos antibioticos

Um dos grandes problemas da satde publica sdo o desenvolvimento e rapida
propagacao da resisténcia aos antibioticos dai se ter apontado como um dos objetivos do
trabalho, avaliar a presenca de ARGs nas amostras sequenciadas. Tendo, por isso, sido
obtida essa informagdo para as amostras dos pacientes 10 e 21. A presenga desses genes

foi avaliada com recurso ao CARD.
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Em medicina dentaria, os antibidticos que sao mais frequentemente prescritos sao
a amoxicilina ¢ amoxicilina com acido clavulanico (classe dos beta-lactamicos),
azitromicina (macrolido), clindamicina (lincomicina), metronidazol (nitroimidazol)
ciprofloxacina (quinolona), a gentamicina (aminoglicosideo) e tetraciclinas dai, a
necessidade de se fazer esta monitorizagdo para dar instru¢des de como usar
adequadamente os antibidticos em pacientes com PI de forma a melhorar a eficacia do
seu tratamento (Kang et al., 2021; Oberoi et al., 2015). Para além disto, aquando da
remog¢ao do biofilme subgengival de forma cirargica ou nao cirurgica, se este nao for
totalmente eliminado a acao do agente antimicrobiano ndo sera tao eficaz e, por isso existe
uma maior probabilidade que haja o desenvolvimento de resisténcias bacterianas

(Verdugo et al., 2016).

Na Tabela 5, sdao apresentados os ARGs que foram identificados nos MAGs de

cada amostra.

Tabela 5 — Principais tipos de ARGs encontrados nas amostras dos dois pacientes.

Paciente 10 Paciente 21
10is 10sa 21is 21pi 21sa
patA 4 3 1 1 2
patB 4 2 1 1 2
pmrA 1
gene vanY em van 9 9 > 1 5
clusters
gene vanT em van 5 5 5 3 9
clusters
gene vanH em van > 1 2
clusters
gene van em van 1 1 2 > 4
clusters
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vanG 1
qacG 3 3 1 2 5
Hinf PBP3 BLA 1 1 1 2
pgpB 1
ErmF 1 1
tet(M) 1 1
mdeA 1 2
Ecol EFTu PLV 1
Kpne KpnH 1 1
CfxA2
qacJ 1
tet(B) 1
tetR
catQ 1

As cores indicam a % de identidade com a respetiva sequéncia do MAG. Os 100%

nimeros indicam o nimero de MAGs de cada amostra em que cada ARG foi

identificado. [ ]>75%
Na Tabela 6, encontra-se um resumo sobre a familia a que cada ARG pertence,

a(s) classe(s) de farmacos para os quais conferem resisténcia € o mecanismo de

resisténcia.

65



Estudo piloto sobre o microbioma e resistoma da peri-implantite através de uma abordagem metagendmica

Tabela 6 — Caracteristicas dos ARGs encontrados nas amostras analisadas.

Familia do gene que confere

Mecanismo de

ARGs B T Classe de farmacos e
resisténcia resisténcia
Cassete de ligagdo de ATP . g
patA (ABC) bombas de efluxo Fluoroquinolonas Efluxo do antibidtico
Cassete de ligagdo de ATP . g
patB (ABC) bombas de efluxo Fluoroquinolonas Efluxo do antibidtico
Superfamilia de facilitadores . g
pmrA (MFS) bombas de efluxo Fluoroquinolonas Efluxo do antibiotico
VanT, VanY, Clusters de genes de resisténcia Gliconéntideos Alteragdo do alvo do
vanH, vanW aos glicopéptideos pep antibidtico
vanG Cluster de genes de resisténcia Gliconéntideos Alteragao do alvo do
aos glicopéptideos, Van Ligase pep antibidtico
@ Multirresisténcia (SMR) Agentes qu}qfetantes Efluxo do antibistico
bombas de efluxo e antisséticos
Mutagdes nas PBPs, conferindo Cefalosporinas, Alteragao do alvo do
Hinf PBP3_BLA 1agoes » contet] Cefamicinas e §ao co
- - resisténcia aos beta-lactdmicos antibidtico
penamos
L. Antibioticos Alteragdo do alvo do
pspB Fosfatase lipido A peptidicos antibidtico
Erm 23S ribossomal RNA .Macroll.d 05 Alteragdo do alvo do
ErmF . lincosamidas e e
metiltransferase . antibidtico
estreptograminas
Proteinas que conferem Protecio do alvo do
tet(M) resisténcia as tetraciclinas por Tetraciclinas §a0 0 :
<~ . antibidtico
protecdo ribossomal
Fluoroquinolonas,
s - aminoglicosideos,
mdeA Superfamilia de facilitadores penamos, tetraciclinas, | Efluxo do antibidtico
(MFS) bombas de efluxo .
agentes desinfetantes e
antisséticos
Ecol EFTu PLV | Elfamicina EF-Tu resistente Elfamicinas Alteragao do alvo do

antibidtico
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Macrolidos,
fluoroquinolonas,
- . aminoglicosideos,
Superfamilia de facilitadores o
Kpne KpnH (MFS) bombas de efluxo carbapenerpos, Efluxo do antibidtico
cefalosporinas,
penamos, antibidticos
peptidicos
CfxA2 CfxA beta-lactamase Cefamicinas Inatlyggag do
antibidtico
e Multirresisténcia (SMR) Agentes qu}qfetantes Efluxo do antibistico
bombas de efluxo ¢ antisséticos
Superfamilia de facilitadores - g
tet(B) (MFS) bombas de efluxo Tetraciclinas Efluxo do antibidtico
Superfamilia de facilitadores - Altgrggap do alvo do
tetR Tetraciclinas antibidtico e efluxo
(MFS) bombas de efluxo o
do antibidtico
catQ Cloranfenicol acetiltransferase Fenicois Inativagdo do
(CAT) antibiotico

Analisando a Tabela 5, percebe-se que nas amostras dos dois pacientes foram
identificados varios ARGs, tendo alguns maior % de certeza de identidade que outros e
que, os pacientes tinham pelo menos um ou mais ARGs correspondentes a pelo menos

uma classe de antibioticos.

Os ARGs patA e patB, que conferem resisténcias as fluoroquinolonas e cujo
mecanismo de acao estd relacionado com o efluxo do antibiodtico através das bombas de
efluxo, encontraram-se tanto no paciente 10 como no paciente 21 e em todas as amostras

(10is, 10sa, 21is, 21pi e 21sa).

Relativamente aos ARGs vanY, vanT e vanW em van clusters que conferem
resisténcia aos glicopéptideos € ao gacG que proporciona resisténcia aos agentes
desinfetantes e antisséticos, também se encontraram em todas as amostras dos dois
pacientes (10is, 10sa, 21is, 21pi e 21sa), contudo a sua percentagem de identidade foi

menor relativamente aos ARGs mencionados anteriormente.

Dos ARGs encontrados, existem alguns que apenas se encontram num tipo de
amostra como o pmrA que apenas se encontrou na amostra do implante saudavel do
paciente 10 (amostra 10is). Por outro lado, o vanG e o pgpB, ambos com 0 mesmo

mecanismo de a¢do de alterar o alvo do antibidtico, encontram-se apenas nas amostras do
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implante saudavel do paciente 21 (amostra 21is), sendo que o vanG apresenta uma

identidade menor quando comparado com o pgpB.

Em relacao ao Hinf PBP3 BLA encontra-se em todas as amostras, exceto na

amostra do implante saudavel do paciente 21 (amostra 21is).

Existem alguns ARGs que apenas se encontram presentes no paciente 21,
nomeadamente o pgpB (apenas na amostra 21is), o EmrF e tet(M) (presentes nas amostras
21is e 21sa), mdeA e Kpne KpnH (presentes nas amostras 21pi e 21sa), Cfx42 (presente
apenas na amostra 21pi) e por fim, Ecol EFTu_ PLV, gacJ, tet(B), tetR e catQ (presentes

apenas na amostra 21sa).

Por fim, analisando todos os ARGs presentes, podemos afirmar que aqueles que
foram identificados com total entidade foram: 1) CfxA2 (presente na amostra 21pi) que
confere resisténcia as cefamicinas por codificar para a CfxA beta-lactamase que inativa
o antibidtico e 2) fetR (presente na amostra 21sa) que confere resisténcia as tetraciclinas

e que provoca a alteragdo do efluxo do antibiotico.

De forma a se evitar que os pacientes desenvolvam resisténcias aos antibioticos e
superinfecoes, devemos de certa forma monitorizar e ir analisando a sua histéria clinica
de forma a verificar quais os fArmacos que este tomou no passado, em particular quais os

antibioticos que ja lhe foram prescritos (Verdugo et al., 2016).

3.6 Limitacoes do estudo

No ambito deste trabalho de tese, e no espago de tempo planeado para a sua
execug¢do, nao foi possivel obter os resultados da sequenciagdao metagendémica de shotgun
das amostras de todos os pacientes. Alids, isso ja tinha sido antecipado no planeamento.
Portanto, das 100 amostras que serdo sequenciadas, obtidas de 40 pacientes (20 do grupo
Hi e 20 do grupo PI), apenas cinco amostras (obtidas de pacientes de cada grupo) foram

analisadas até este momento.

A andlise destas cinco amostras ndo permite naturalmente chegar a conclusdes
com caracter significativo ou definitivo, dado existir a necessidade realizar este mesmo
estudo recorrendo a comparagao de um maior numero de pacientes de forma a se originar

uma imagem confidvel da composi¢do microbiana de ambos os grupos para se conseguir
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fazer uma boa associagdo entre a presenca de determinadas bactérias e o estado clinico

no qual se encontra o implante dentario.
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Conclusdo

4 CONCLUSAO

A recolha de amostras de biofilme gengival de implantes dentéarios pode ser bastante
desafiante, logo a realizacdo de ensaios preliminares foi essencial para se conseguir
otimizar a amostragem subgengival dado que, véarios protocolos de amostragem
existentes na literatura ndo se mostraram adequados ao nosso objetivo (extrair DNA
microbiano total na concentracdo e qualidade necessarias para posterior analise de

sequenciagdo metagenomica de shotgun).

No total deste trabalho, 55 pacientes foram recrutados para recolha de amostras.
Destes pacientes, 10 providenciaram amostras usadas nos ensaios preliminares e os
restantes 45 foram incluidos no estudo propriamente dito. Relativamente aos dados
demograficos e clinicos dos pacientes, ndo existiram diferengas significativas nas
variaveis analisadas com exce¢do do numero de dentes e nimero de implantes o que era
expectavel pois era um dos critérios de distingdo. Assim sendo, os dois grupos de estudo
(grupo HI e grupo PI) foram considerados homogéneos quanto as caracteristicas dos

pacientes.

Tendo em conta os resultados obtidos relativamente & composi¢do taxonémica das
amostras de dois pacientes (paciente 10 e paciente 21), verificaram-se algumas diferengas
em termos de abundancias relativas sobretudo ao nivel da espécie. Uma vez, que apenas
amostras de dois pacientes, um de cada grupo de estudo, foram analisadas no ambito deste
trabalho de tese, ndo foi possivel obter conclusdes definitivas e relevantes cientificamente

acerca da composi¢ao taxondmica representativa de satide e doenga peri-implantar.

Vérios ARGs foram identificados nas amostras dos pacientes em estudo. Houve
maior diversidade de ARGs encontrados nas amostras do paciente 21 do que nas amostras
do paciente 10. Dos ARGs identificados no paciente 21, podemos destacar dois em
particular, Cfx42 e tetR. Em que o primeiro confere resisténcia as cefamicinas enquanto

o segundo esta implicado na resisténcia aos antibidticos da classe das tetraciclinas.
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6 ANEXOS
Anexo 1 — Aprovagéo concedida pela Comissio de Etica Egas Moniz.
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Processo Interno n.° 1123

Ex.ma Senhora
Prof®. Doutora Lucinda Bessa

Monte de Caparica, 29 de setembro de 2022.

Ex.ma Senhora,
Em resposta ao Pedido de Parecer que submeteu a apreciagéo da Comissao de Etica da Egas
Moniz, com o tema denominado: “MICROresist-Pl: Compreensdo metagenémica do

microbioma e resistoma na peri-implantite: estudo piloto”, foi aprovado por unanimidade

A Presidente da Comissao de Etica da Egas Moniz

ernanda de Mesquita

Professora Doutora M

EGAS MONIZ - COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica



Anexo 2 — Consentimento informado.

=“ EGAS MONIZ SCHOOL
of HEALTH & SCIENCE

Consentimento Informado

Monte de Caparica, de de 2023

Exmo.(a) Sr.(a),

MNo ambito de um projeto de investigagdo a decorrer na Egas Moniz — Cooperativa de
Ensino Superior, CRL, e cuja Investigadora Responsavel € a Prof.? Doutora Lucinda Bessa,
solicita-se autorizacdo para a participacdo no estudo “MICROresist-Pl: Compreensdo
metagendmica do microbioma e resistoma na peri-implantite: estudo-piloto”, a pacientes com
implantes dentarios, com o objetivo de lhes fazer um breve questionario, recolher amostras
de saliva e amostras da flora microbiana junto ao implante, que consiste na seguinte
participagdo:

- Responder a um breve guestionario (menos de 5 min): sexo, idade; histdria clinica
(patologias sistémicas e toma de medicamentos); habitos tabagicos ou consumo de alcoal;

- Antecipadamente a uma consulta previamente agendada, terd de haver a confirmacao de
que o paciente ndo tomou antibidticos ou antifingicos nos 2 meses que antecedem a
consulta, e sera pedido a cada paciente que 1) ndo comam ou bebam nas 2 h anteriores &
consulta, e que 2) ndo lavem os dentes nem usem gualquer solugio para bochechar nas 24
h que antecedem a mesma consulta;

- No inicio da consulta, serd pedido ao paciente que ceda cerca de 2 mL da sua saliva
{salivando para um tubo) e ser-lhe-4 colhida uma pequena amostra com uma tirinha de
papel da zona adjacente ao implante, com desconforto minimo.

A participagdo neste estudo é voluntaria. A sua ndo participagdo ndo |he frara qualquer
prejuizo. A recolha das amostras néo € invasiva.

Este estudo pode trazer beneficios tais como obter novo conhecimento sobre a comunidade
de microrganismos presente & volta do implante saudavel ou com peri-implantite (implantes
com inflamagéo e perda dssea) o que ajudara a desvendar melhor métodos de prevencéo e
tratamento da peri-implantite.

A informacdo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico efou publicagdo e
sera tratada pelos investigadores da equipa do projeto. A sua recolha & andnima e
confidencial. As amostras colhidas serfio destruidas apds o final do estudo.

(Riscar o que ndo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as
condigbes do mesmo e qgue ndo tenho davidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mée ou tutor legal)

Egas Moniz - Cooperativa de Ensino Superior, CRL
Campus Universitario - Quinta da Granja
2529-511 Monte da Caparica, Portugal

HIF 504 218 611



Anexo 3 — Questionario para a selecao dos participantes na amostra.

= EGAS MONIZ SCHOOL
of HEALTIH & SCIENCE
Questionario Cadigo paciente

Data__ [ [/

1dade C 1

Preencha com uma cruz (X) ou com a informagdo pedida.

M F
Género
Sim Nao
Gravidez
Amamentacio
Sim N3o

Apresenta alguma doenca imune, inflamatdria ou que leve a uma perda intensa de peso?
(Doencas genéticas, Doencas que afetem a mucosa oral e o tecido gengival, Doengas que afetem o
tecido conjuntivo, Doengas enddcrinas e metabadlicas, Infecdo por HIV, Diabetes mellitus, Artrite,
Aterosclerose, Cancro, Hipertiroidismo, Depressdo, Doenga do trato gastrointestinal, Sindrome de
ma absorgdo etc.)

Sim N3o

Se sim qual?

Histdria de Hepatite?

Sim N3o

Se sim qual?

Toma medicacdo?

Sim Nao

Se sim, qual?




= EGAS MONIZ SCHOOL
of HEALTH & SCIENCE

Tomou antibiéticos efou antifliingicos ha menos de 2 meses?

Sim Nao

Se sim, sabe qual o nome?

Sim N3o Meédia de cigarros por dia

Habitos Tabagicos

Ex-fumador

Sim Nio

Aparatologia ortodéntica

Sim Nao

Nimero de dentes remanescentes

Nimero de implantes dentdrios a) sauddavei b) com PI

Posicdo implante saudavel para recolha de amostra

Posi¢do implante com Pl diagnosticada para recolha da amostra



Anexo 4 — Poster submetido no 6th International Congress of Egas Moniz.

i OPTIMISATION OF SUBGINGIVAL BIOFILM SAMPLING AND DNA
EXTRACTION PROTOCOL FOR SHOTGUN METAGENOMIC SEQUENCING

Carolina Pires!, Ricardo Alves'2%, Joao Botelho'2%, Helena Barroso!2, Vanessa Machado, X294 Gil Alcoforado®, Tosé J. Mendes!23, Lucinda J. Bessal®
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NTRODUCTION

condition and is it the leading peri-implant disease (Wang et al., 2017}. It is characterized by inflammation of the peri-

Peri-i itis (PI) is an | it bicfilm
implant commeclive issue, with clinical signs of inflammation, bleeding and /ot suppuralion on probing, increased probing depth and progressive loss of supporting bone that can lead to implant loss
(Berglundh et al, 2018; Kormas et al,, 2020; Reavert et al, 2018). More in-depth studies, such as those using shotgun metagenomics sequencing, are essential to unveil the microbial and functional
dysbiolic stale in PT (Ghensi el al,, 20200,

The aim of (his study: Optimise the protocol for collecling subgingival samples from denlal implants (both healthy or diagnosed with PT), for further DNA exiraction and subsequent sholgun

metagenomics sequencing analys
MATERIALS AND METHODS
Subgingival biofilm samples - collection methods Human DNA depletion

= When ready for DNA extraction, the sample was [howed, conlrifuged at 15,000 x g for 6 min al

Samples were collecled from single implants using three differenl methods, namely:
4°C, and washed once with P'BS 1
4] Four size 43 paper points (Figure 1)
R i 2
b Acurette plus a paper paint (Figure 2) = Lhe cell pellet was resuspended in nuclease-free water and left at room temperature for 6 min to

) Lhree periopaper strips (- 1.2 pL (Oratlow) (Figure 3) allow osmaolic lysis of the human cells

= PMA (10 pM) was added and incubated al room lemperature in the dark for 5 min, Lo allow
intercalation with the human DNA (that is not protected by a cell membrane)

= Samples were placed horizontally an ive, < 15 cm from a light source with a
wavelength of 186 nm, and exposed to light for 26 min, shaking and rotating
every 5 min (o ensure full Kght penctration (Figure 4) - by exposure to visible
light, PMA forms a covalent bond with the DNA, breaking it into small

Figure 2 Figure 3
Curette amd o paper pomt (h} Perigpapers ()

Tigure 1
Paper prints size 45 (a1
fragments that will farther be removed from downstream analysis

+ Before collecling the samples, he supragingival plaque was removed from lhe dental area
Tapure 4

= After that, samples were ready for DNA extraction using the DNeasy

above the gingiva with cotton rolls
Exposcie 1o light

PowerSoil Pro Kil (Qiagen), according o the manulaciurer's insiruclions

¥ Lhen, the procedure for each method was as follows:

&) Each sterile paper point held with 4 sterile dental tweezer was insarted through the surface of DNeasy Power Soil Pro Kit
the implant and inlo the gingival sulcus
1) A debridement was performed with the curette hetween the implant surface and the gingival g
sulcus, and Lhen Lhe paper cone was inserled r
|
o1 Each sterile dental periopaper held with a sterile dental bwoezer was inserted through the : i
i 1
surface of Lhe implant and into the gingival sulcus i ]
i i
[ i
« All samples were placed in a Tris-EEDTA buller solution, stored al 80°C § P Coll Lywin i e BndDNA |
i i
i |
e s i 1
| DNA extraction was performed from all samples using the DNeasy PowerSoil PoKit ¢ Resdpfondoigen 4'/ ]
i ] ) i
| (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions, but a prior step was added to deplete | [ "‘“‘g““_-““':; — — 1
: . A o i [ sequencing i
| human DNA, and it involved osmolic [ysis in water followed by the sdditian of propidiom | LA . AL :
! ‘monoazide (CMA] to allow selective degradation of host cell DNA. ; N ;

RESULTS CONCLUSION

Sampling subgingival biofilms {rom denlal implants can be challenging. This preliminary siudy
© was essential to optimise subgingival sampling of dental implants, as the: various sampling protocals

reported in the lilerature proved nol Lo be equally suilable for our aim, which is lo extracl suilicien|

Overall, the paper point method (1) produced results that were more variable and was found to

v

be less elleclive (DNA concentralions below 10 ng,/ uL)

#The use of a curette (b] required prior anaesthesia with local anaesthetics, such as lidocaine or
© total microhial DNA from samples for subsequent shotgun metagenamic sequencing analysis.

articaine, and did not provide a significant increase in extracted DNA concentration
In sum, the best collection method Lo serve our purpose was to collect the subgingival biofilm

Thus, the method considered most appropriate for collecting a larger amount of sample and

resulting in a sufficient amount of DNA was the one that used three periopapers per implant  [7om cach implant using three periopapers.
] tyielding DNA concentrations higher thim 20 ng/ul ) i —————— -
> As expected, repardless of the method, healthy implants were mors challenging than PI- REFERENCES
affected implants hecause they generally harbour a less sbundant subgingival biofilm | Bcrtungh, T i, 5 STl W B, G013 G, G B3 o, P, Che, 5, Con . S, o, S £, Wi s € 4 B IS MAISE, L Haph 55, 6 56,
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Anexo 5 — Poster submetido no 10th Congress of European Microbiologists (FEMS23).

Studying the microbiome and resistome in peri-implantitis

Carolina Pires’, Ricardo Alves’: & # Gil Alcoforado’??, José J. Mendes'#3# Lucinda J. Bessa'2
I

* Institute Universitario Egas Moniz (IUENM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal = EGAS MONIZ SCHOOL | INSTITUTO UNIVERSITARIO
. . " . . of HEAL CIENCE | EGAS MONIZ
2 Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research (CIiEM); Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal

3 Clinical Research Unit (CRU), CIIEM, Egas Moniz School of Health & Science, Caparica. Almada. Portugal
4 Evidence-Based Hub, CIlEM, Egas Maniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal

INTRODUCTION

Peri-implantitis (Pl) is an immune-mediated biofilm pathological condition and is considered the leading peri-implant disease (Wang et al,, 2017). It is
characterized by inflammation of the peri-implant connective tissue, with clinical signs of inflammation, bleeding and/or suppuration on probing, increased
probing depth and progressive loss of supporting bone that can lead to implant loss (Berglundh et al., 2018, Kormas et al., 2020; Renvert et al., 2018}
Understanding the microbiome in dental implants and its resistome in both health and disease states can provide valuable data to improve

a4 :

and tr str ies for P1. M. omic sequencing technigues are required given the complex oral microbiome composition and structure.

MATERIALS AND METHODS ! ONGOING WORK

Recruitment of patients from Egas Moniz Dental Clinic

Shotgun metagenomic sequencing - workflow
Pre-establishment of a set of inclusion and exclusion criteria. A questionnaire to gather relevant

= Library preparation and sequencing
data and clinical infermation was applied.

©
>
g Group HI Group Pl
a DNA samples Quality control
3 i eprndatas Library preparation
& \/ ZWM%W; - Nextera AT it fliumina}
E -ult DNAinput (~1 s -
E i Sequencing
s &7 Nextsog 550 (i)
9 v/
£ (ongoing)
w
‘ Patients with healthy implants Patients with Pl-affected implants
Bioinformatics analysis
Saliva samples — collection method _— :
= Assembly, binning, and annotation
At least 1 mL of saliva was collected from each patient through an unstimulated method directly
to a specific saliva collection tube. Raw reads quality control
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Subgingival samples were collected from single implants using three different methods in a set
of preliminary patients in order to optimize sample collection and choose the best method:
a) Four size 45 paper points.

Metagenome Assembly Binning.
b} Acurette plus a paper point - — Tools: MetaBat?

c) Three periopaper strips 0- 1.2 uL {Oraflow)

Annotation

Functionai annotation Tools; Prokka

Resistome
|
e . " Toofs: Ct hensi
Paper points size 45 (2) Curetie and 2 paper poirt (&) Periopapers (c1 Resistome studies - :{’;’ ;wo‘:"’:;; :’ !'5:;;;;
Botabase (CARD)

Microbial DNA extraction Read taxonomy

E — . ) ) T - Toals: Koijti
¢ by Toxonomy W Bin taxonom
Microbial DNA extraction was performed from all samples (saliva and subgingival biofilm}
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using the DNeasy PowerSeil Pro Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s : Average‘ilwcleuﬁde Tdanfftv

instructions, but a prior step was added to deplete human DNA, and it involved osmotic |
lysis in water followed by the addition of prapidium monoazide (PMA) and exposure to a REFERENCES
light source with a wavelength of 488 nm for 25 min, to allow selective degradation of host T i R e e L B
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RESULTS

Overall, the paper point method (2] produced results that were more variable and was found to
be less effective (DNA concentrations below 10 ng/uL)
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» The use of a curette (b) required prior anesthesia with local anesthetics, such as lidocaine or

articaine, and did not provide a significant increase in extracted DNA concentration

» Thus, the method considered most appropriate for collecting a larger amount of subgingival
sample and resulting in a sufficient amaunt of DNA was the one that used three periopapers
(Oraflow) per imptant (c} (yielding DNA concentrations higher than 20 ngiuL)
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