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RESUMO

Objetivo: A proposta do presente estudo foi investigar os perfis microbiolégico,
protedbmico e a resposta imunolégica dos pacientes, na pele ao redor dos implantes
extraorais, utilizados para a retencdo de proteses faciais, nas condicdes de saude e
doenca. Métodos: Foram selecionados para o presente estudo 12 pacientes de acordo
com os critérios descritos por Holgers et al. (1988), para coleta de amostras na regido
transcutédnea de pilar e implante, sendo um em condi¢cdo de saude (graus O e 1) e
outro de doenca (graus 2,3 e 4). No total 24 amostras foram coletadas, sendo 12 no
grupo Doenca e 12 no grupo Saude. Foi avaliado o perfil microbiolégico das amostras,
por meio da extragdo de DNA e sequenciamento. Para este estudo, foi utilizado o
primer 16S pela lllumina Miseq 2x250bp, e selecionada a regiao V3-V4 do gene. As
analises foram feitas por meio de ferramentas de bioinformatica, (QIIME2-2020,
arquivos FASTQ desmultiplexados, METAGENOmM, BIOsource, EBIio), para a
identificac8o bacteriana. Foi realizada a analise proteémica por meio da cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS), e as analises
estatisticas, utilizando-se o software Metaboanalyst. Resultados: Os resultados do
microbioma identificaram diversidade alfa e beta na comunidade microbiana nos dois
grupos, sendo que no grupo doenca houve abundancia de Streptococcus
Intermediuns, Corynebacterum Diphtheriae e Prevotella Bivia em relagdo ao grupo
saude. A analise prote6mica evidenciou uma diferenciacao de proteinas entre os dois
grupos, sendo maior rigueza e abundancia no grupo saude em relacdo ao grupo
doenca.Concluséo: A investigacao dos perfis estudados demonstrou diferencas entre
0S grupos no microbioma e proteoma que podem responder questdes relativas a
diferenca de comportamento clinico e que impactam o sucesso da reabilitacdo. O
crescimento bacteriano em abundéancia e diversidade no grupo doenca foi um fator
evidente, responsavel pela diferenciacédo dos grupos, relacionado ao ponto especifico
de diferenciacdo das proteinas entre os grupos e influenciando diretamente na
resposta imunolégica dos pacientes. Novos estudos com maior amostragem devem
ser realizados para correlacionar o impacto desses achados nas condigOes

periimplantares e sucesso da osseointegragao.

Palavras chaves: Implantes extraorais; 16S RNA; Microbioma, proteoma; Reabilitacao

facial.



ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to investigate the microbiological, proteomic
and immunological response profiles of patients in the skin around extraoral implants,
used for retaining facial prostheses, in health and disease conditions. Methods: Twelve
patients were selected for this study according to the criteria described by Holgers et
al. (1988), for collection of samples in the transcutaneous region of the abutment and
implant, one in health condition (grades 0 and 1) and the other in disease condition
(grades 2, 3 and 4). A total of 24 samples were collected, 12 in the Disease group and
12 in the Health group. The microbiological profile of the samples was evaluated
through DNA extraction and sequencing. For this study, the 16S primer by Illlumina
Miseq 2x250bp was used, and the V3-V4 region of the gene was selected. Analyzes
were performed using bioinformatics tools (QIIME2-2020, demultiplexed FASTQ files,
METAGENOmMm, BlOsource, EBIo), for bacterial identification. Proteomic analysis was
performed using liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS), and statistical analyzes were performed using the Metaboanalyst software.
Results: The results of the microbiome identified alpha and beta diversity in the
microbial community in both groups, and in the disease group there was an abundance
of Streptococcus Intermediuns, Corynebacterum Diphtheriae and Prevotella Bivia in
relation to the health group. The proteomic analysis showed a differentiation of proteins
between the two groups, with greater richness and abundance in the health group in
relation to the disease group. Conclusion: The investigation of the studied profiles
showed differences between the groups in the microbiome and proteome that can
answer questions related to the difference in clinical behavior and that impact the
success of rehabilitation. The bacterial growth in abundance and diversity in the
disease group was an evident factor, responsible for the differentiation of the groups,
related to the specific point of differentiation of the proteins between the groups and
directly influencing the immunological response of the patients. New studies with larger
samples should be carried out to correlate the impact of these findings on peri-implant

conditions and success of osseointegration.

Key-words: Extraoral implants; 16S RNA; Microbiome; Proteome; Facial rehabilitation.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

DDT - diiodotritol

Fig. — figura(s)

g. — gramas

nm — nanémetro

pb — pares de base

UHPLC-MS/MS - Ultra-high performance liquid chromatograph - Spectrometria de
massa

uL— micro litro
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1 INTRODUCAO

Implantes extraorais osseointegraveis sao utilizados para promover a retencao
de préteses faciais em pacientes oncologicos com ressecg¢do. A higienizacédo
insuficiente no espaco entre o pilar e o implante, bem como no espaco entre a pele e
a armacao, contribuem para o acumulo de crostas ao redor dos implantes produzindo
reacoes de pele (1-6). O estudo de Holgers et al. (1988), classificou as reacdes de
pele ao redor dos pilares transmucosos, variando na escala de 0 a 4, procurando
estabelecer uma relacéo entre o diagnostico e a terapéutica associada (7).

A origem das reacdes de pele esta localizada na regido transcutanea do pilar-
implante, onde o pilar encontra-se posicionado sobre a flange do implante extraoral,
local onde se forma um infiltrado inflamatério, sujeito a microbiota patogénica, com
presenca de células polimorfonucleraes e células B plasmaocitarias, além de fatores
exdgenos, pois ha movimentacédo da pele ao redor do pilar (8, 9).

Para reducado dessa reacao inflamatoria local, modificacdes nos padrbes dos
pilares de implantes foram propostas. A reducao do tecido subcutaneo e a remocgao
do foliculo piloso foram preconizadas para diminuir a movimentacdo da pele ao redor
do conector de implante, evitando que houvesse espaco entre a regido trascutanea e
o pilar-implante (RTPI), suscetivel de colonizacdo bacteriana local (10-12). Outros
autores, preconizam cirurgia sem afinamento subcutaneo, sugerindo que a eliminacéo
deste tecido poderia reduzir a resposta imunolégica local, importante no processo de
cicatrizacdo (13, 14).

Recentemente, estudos microbiolégicos e de mensuracdo do micro espaco
pilar-implante foram realizados em um novo modelo de implante(15). Este implante
apresenta modificacbes na forma de conexdo pilar-implante, demonstrando
diminuicdo da infiltracdo bacteriana local (12). Entretanto, ainda ndo é sabido o
possivel impacto na saude peri-implantar, em relacdo ao padrdo microbiano e
inflamatorio.

Alguns estudos, realizaram uma avaliagdo da comunidade microbiana nas
préteses faciais, identificando alguns patégenos, que podem estar relacionados a
infecgdes locais, como S. mutans, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, C.
grabata, foram presentes nas cavidades abertas e nas préteses, em contato com a
pele sendo enviados para avaliagdo anti microbiana e protocolo de higiene. Estudos

comparativos entre as regides de pele sem prétese e com prétese e observaram um
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aumento significativo da presenca de bactérias e fungos quando da presenca da
prétese, incluindo mais espécies como P. mirabilis, E.cloacae, S. marcescens, P.
avidum, C. amicolatum (16, 17). Entretanto, em relacdo a regido peri-implantar de
implantes extraorais observam-se poucos trabalhos (18).

A comunidade microbiana identificada na saude e inflamacdo em regido
mastodide foi avaliada por um estudo do microbioma, com melhor definicdo na
localizacdo de implantes extraorais, 0s quais retém um aparelho auditivo, BAHA, onde
foram comparadas as regides de pele de um lado auricular sem implantes e do outro
com a retencédo do aparelho auditivo, onde foram associados alguns microorganismos
como S. aureus e S. epidermidis que mostraram relevante associacdo com a
inflamacédo percutanea no local do peri-abutment BAHA. Outras bactérias também
foram identificadas, com baixo nivel de patogenicidade como S. hominis e S.
pneumoniae/mitis. Estes estudos demonstram a importancia da identificacdo da
comunidade microbiana ao redor dos implantes, com e sem doenca, a fim de
identificar as de com maior relagdo com a infecg¢ao (18, 19).

Os dados obtidos nas analises do microbioma e proteoma estéo relacionados
com as condicfes de saude e inflamacao, baseado na literatura serdo realizadas
buscas de identificacdo da comunidade microbiana e perfil proteico em regido de
resseccao orbitaria.

O conceito de disbiose e simbiose determina como o microbioma humano
interfere no organismo e a reacao de resposta do hospedeiro frente a este, podendo
indicar em algumas situacfes de disbiose, casos de doencas autoimunes, ma
nutricdo, alergias, desordens neurolégicas e baixa imunidade, entre outras causas.
Mediadores inflamatérios e citocinas, grande grupo de proteinas, peptideos ou
glicoproteinas, foram identificados como sendo associados ao processo de inflamacao
e resposta imunitaria. Como por exemplo IL-6 e citocina proé-inflamatéria séo
responsaveis pela reabsorgéo de coldgeno em tecido gengival e IL-10, atuando como
antiinflamatodria. Essas analises descritas se tornam muito indicadas também para a
avaliacdo da imunidade do paciente oncolégico, como para saber qual a relacao de
resposta do paciente com o microbioma na regido transcutanea dos implantes
extraorais (20-23).

Estudos com anadlise protedbmica realizadas na regido de peri-implantite
intraoral demonstraram o0 aumento da concentracdo e diversidade de proteinas

responsaveis pela inflamacdo peri-implantar e também pela perda de implantes.
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Estudos pré e poés tratamentos revelaram a variacdo das proteinas locais,
provavelmente responsaveis pela modificagcdo da microbiota, neoformacéo éssea e
regeneracao tecidual local (15, 24-30). Esses estudos na implantologia oral
promoveram uma grande modificagdo do conhecimento, mostrando a necessidade de
avaliar as proteinas, para conhecer potencial do organismo especifico no local do
estudo e fazer a avaliacdo imunoldgica do paciente, a fim de se estabelecer a
terapéutica individualizada e com maiores perspectivas de sucesso (31, 32).

As proteinas desempenham um importante papel na probabilidade de adesé&o
microbiana e devem ser mais bem estudadas com a analise prote6émica em pacientes
que usam préteses oculopalpebrais. Algumas modificacdes nas estuturas dos
implantes e pilares podem ser melhor avaliadas e modificadas apés este estudo, para
gue tenham menor probabilidades de adesao e colonizagdo microbiana, como 0 uso
de nanoparticulas de prata que séo incorporadas em implantes de titanio na regido de
coluna vertebral e outras possibilidades (33), para isso deve-se conhecer melhor a
comunidade microbiana e as proteinas e saber se ha ou ndo relagdo com a imunidade
dos pacientes.

Na literatura, ndo ha estudos sobre analise protebmica relacionados a
comunidade microbiana e resposta imunolégica em implantes extraorais com as
préteses faciais, o que impede a possibilidade de estabelecimento de tratamentos
especificos para reduzir essas complicacfes, tdo comuns e que afetam a sobrevida
dos implantes. O conhecimento do microbioma por analise de sequenciamento de
DNA, a avaliacdo do proteoma por espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) e a
avaliacdo da resposta imunoldgica dos pacientes sdo fundamentais e apropriados
para o estabelecimento de condutas terapéuticas na RTPI. Estes métodos ja validados
para avaliar, identificar, qualificar e quantificar as espécies de microrganismos e
proteinas, permitem a avaliacdo também de espécies ndo cultivaveis, podendo-se
comparar as vias de resposta do organismo, relacionando-os a estes eventos (24, 25,
30, 34).

Dessa maneira, a proposta do presente estudo foi investigar o perfil
microbiolégico e protedmico na pele ao redor dos pilares transcutaneos dos implantes
extraorais, na saude e na inflamacdo juntamente com as vias de respostas dos
pacientes. Diante da auséncia de literatura sobre esses aspectos no campo da
implantologia facial, o presente estudo pode trazer resultados importantes para a

compreensao sobre o tema, contribuindo para o diagnéstico e terapéutica especifica
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associada a resposta imunoldgica individualizada, levando ao aumento do sucesso e

longevidade dos implantes extraorais (35-40).
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2 CONCLUSAO GERAL

A investigacdo do perfil microbiolégico e protedmico ao redor dos pilares
transcutdneos dos implantes extraorais, evidenciou diferengas nos pacientes em
condicbes de saude e doenca periimplantar, documentadas pelas analises de
bioinformética. A diferenciacdo das funcbes das proteinas nos grupos estudados,
demonstrou relacdo de deficiéncia da resposta imune relacionada com o aumento em
abundancia na comunidade microbiana patégena, no grupo doenca constatando
disbiose local. Os resultados obtidos trazem novas perspectivas para a compreensao
dos fatores relacionados as reacdes inflamatorias periimplantares que afetam o
sucesso da osseointegragdo, novos estudos devem ser realizados para ampliar o

conhecimento do papel desses fatores.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001”, e com
o “financiamento de pesquisa do Conselho Nacional De Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico da UNIVERSAL- CNPQ — processo numero 402453/2021-2".
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