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AVALIACAO DO MICROBIOMA ORAL EM COELHOS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS) COM E SEM DOENCA DENTARIA

Resumo

As doencas dentarias sao frequentes em coelhos domésticos, podendo afetar cerca
de 15% dos animais e comprometendo gravemente o seu bem-estar. Embora a microbiota
bacteriana oral desta espécie j& tenha sido descrita, as alteragées do microbioma associadas
a doenca dentaria permanecem pouco esclarecidas.

Este estudo teve como objetivo caracterizar e comparar o microbioma oral do coelho
doméstico através da sequenciacao de terceira geracdo (Oxford Nanopore ®) do gene 16S
rDNA. Foram analisadas amostras da mucosa oral de 27 animais, divididos equitativamente
por trés grupos: coelhos saudaveis (n=9), com doenca dentéria (n=9) e com abcesso dentario
(n=9). Foi avaliada a diversidade microbiana (alfa e beta) e a composi¢cao taxonémica em
cada grupo, identificando diferencas significativas associadas a presenca de doenca oral.
Apesar das amostras de cada coelho doente apresentarem uma reducdo estatisticamente
significativa da diversidade microbiana oral, a diversidade total de espécies bacterianas
encontradas em todos os coelhos doentes combinados foi maior do que nos coelhos
saudaveis. Esta aparente contradicdo foi explicada pela diversidade beta, que demonstrou
gue a composi¢ao da comunidade microbiana variou mais entre coelhos doentes do que entre
coelhos saudaveis. Nos coelhos saudaveis predominaram os géneros Bibersteinia e
Rodentibacter (20,25% e 13,05%, respetivamente), enquanto os coelhos com doenga dentaria
apresentaram um microbioma dominado por bactérias oportunistas. Em particular, registou-
se um aumento marcado de Streptococcus (16,21%) e de anaerébios estritos nos grupos com
doenca avancada, nomeadamente Porphyromonas (de 0,6% nos saudaveis para >7% nos
doentes). Contudo, a presenca de Streptococcus diminuiu acentuadamente nos casos de
abcesso (2,51%). A andlise de diversidade beta mostrou a ocorréncia de perfis microbianos
distintos entre grupos: os coelhos saudaveis exibiram microbiomas mais homogéneos entre
si, a0 passo que 0s animais com algum tipo de alteracdo dentaria apresentaram maior
heterogeneidade, evidenciando alteragbes na estrutura da comunidade microbiana
associadas a progressao da doenca.

Estes resultados demonstram que a doenca dentaria em coelhos esta associada a
alteracdes significativas no microbioma oral e sugerem potenciais biomarcadores microbianos
para o diagnéstico e intervencao terapéutica nas doencas dentarias em coelhos.

Palavras-chave: Coelho doméstico; doenca dentaria; abcesso odontogénico;

microbioma oral; sequenciacdo de terceira geracao.



ASSESSEMENT OF THE ORAL MICROBIOME IN RABBITS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS) WITH AND WITHOUT DENTAL DISEASE

Abstract

Dental disease is a very common and significant condition in pet rabbits, affecting
approximately 15% of individuals and severely impacting their well-being. Although the oral
bacterial microbiota of this species has been described, the microbial changes associated with
dental disease remain poorly understood.

This study aimed to characterize and compare the oral microbiome of pet rabbits using
long-read 16S rDNA sequencing (Oxford Nanopore ®). Analysis focused on oral mucosal
samples from 27 animals, divided equally into three groups: healthy rabbits (n=9), rabbits with
dental disease (n=9), and rabbits with odontogenic abscesses (n=9). Microbial diversity (alpha
and beta) and taxonomic composition were assessed in each group, revealing significant
differences associated with oral disease. Despite each diseased rabbit sample exhibiting a
statistically significant reduction in oral microbial diversity, the overall diversity of bacterial
species identified across all diseased rabbits combined was greater than that observed in
healthy rabbits. This apparent contradiction was elucidated by beta diversity, which
demonstrated greater heterogeneity in microbial community composition among diseased
rabbits compared to healthy controls. The predominant genera in healthy rabbits were
Bibersteinia and Rodentibacter (20,25% e 13,05%, respectively), whereas rabbits with dental
disease exhibited a microbiome dominated by opportunistic bacteria. Specifically, a sharp
increase in Streptococcus was detected in the group of animals with dental disease (16,21%),
and an overgrowth of strict anaerobes was evident in animals with advanced disease, notably
Porphyromonas (rising from 0.6% in healthy to over 7% in diseased groups). Conversely,
Streptococcus abundance dropped drastically in abscess cases (2,51%). Beta-diversity
analysis revealed distinct microbial profiles between groups: healthy rabbits showed a
cohesive microbiome cluster, while rabbits with some kind of dental disease displayed greater
intra-group variability. These patterns indicate a restructuring of the oral microbial community
with disease progression.

These findings demonstrate that dental disease in pet rabbits is associated with
significant changes in the oral microbiome and suggest potential microbial biomarkers for
diagnosis and therapeutic intervention in rabbit dental diseases.

Keywords: Domestic rabbit; dental disease; odontogenic abscess; oral microbiome;

third generation sequencing.
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- Introducéo

As doengas dentarias representam um dos processos patolégicos mais comuns e
clinicamente relevantes em coelhos domeésticos (Berger 2023; Jackson et al. 2024). Estudos
epidemioldgicos sugerem que, anualmente, cerca de 15% dos coelhos de companhia
apresentam doenca dentaria, podendo esta percentagem atingir valores superiores em
algumas populacdes (Jackson et al. 2024). As alteracdes patologicas registadas variam desde
mas oclusdes dentarias a abcessos odontogénicos, conduzindo frequentemente a dor intensa,
perda de apetite e de peso, bem como outras complicacdes sistémicas que comprometem o
bem-estar dos animais (Crossley 2003; Capello 2008).

O microbioma oral desempenha um papel fundamental na manutencéo da saude oral,
contribuindo para a digestdo, modulag&o imunolégica e prevencao da colonizagdo por agentes
patogénicos (Zarco et al. 2012; Kilian et al. 2016). A perturbagdo deste ecossistema
equilibrado pode resultar num desequilibrio microbiano — fenémeno conhecido como disbiose
— em que microrganismos benéficos diminuem e os oportunistas proliferam (Parahitiyawa et
al. 2010; Deo e Deshmukh 2019). Em coelhos, por exemplo, géneros bacterianos comensais
como Streptococcus e Actinomyces podem tornar-se patogénicos em contexto de disbiose,
contribuindo para a formacédo de abcessos dentarios (Tyrrell et al. 2002; Gardhouse et al.
2017).

A caracterizacdo das comunidades microbianas orais tem sido potenciada pelos
avancos nas técnicas de sequenciacao de nova geracao. As tecnologias de terceira geracéo,
nomeadamente a Oxford Nanopore ®, permitem sequenciar fragmentos de DNA longos (long-
read sequencing), superando limitagbes anteriormente estabelecidas e fornecendo uma
elevada resolucéo taxonomica na analise de microbiomas complexos (Goodwin et al. 2016;
Oxford Nanopore Technologies 2018).

Face a esta realidade, torna-se pertinente aprofundar a caracterizagdo do microbioma
oral em coelhos com e sem doencga dentéria. Embora a microbiota oral desta espécie tenha
sido descrita em alguns estudos recentes (Flenghi et al. 2023), persistem lacunas
relativamente as alteragbes microbianas associadas as doencgas dentarias. Assim, o presente
estudo teve como objetivo caracterizar e comparar o microbioma oral de coelhos saudaveis e
de coelhos com doenga dentaria, recorrendo a sequenciacao de long reads (Oxford Nanopore
®) para obter uma identificacdo microbiana de elevada precisdo. Espera-se que esta
abordagem permita identificar desequilibrios microbianos associados as doencas orais
estudadas e, desta forma, esclarecer o papel do microbioma na patogénese destes processos

em coelhos, fornecendo bases para futuras estratégias de prevencéo e intervencao clinica.



- Descri¢cdo do Estagio Curricular

O meu estagio curricular decorreu no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa, entre 4 de setembro de 2023 e 8 de margo de 2024,
completando um total de 27 semanas. Durante este periodo, para além dos turnos regulares
de 7 a 8 horas, tive a oportunidade de acompanhar médicos e enfermeiros veterinarios em
turnos de internamento de urgéncia noturna de 12 horas.

Na primeira metade do estégio, integrei um regime de rotacdes pelos diversos servicos
hospitalares, 0 que me permitiu desenvolver competéncias praticas e aprofundar
conhecimentos em varias areas da Medicina Veterinaria. Em Medicina Geral, colaborei em
consultas e procedimentos basicos; em Imagiologia (Radiografia, Tomografia Computorizada
e Ecografia), participei no posicionamento de animais e acompanhei a realizacdo e
interpretacdo preliminar dos exames; em Cirurgia, realizei procedimentos simples, monitorizei
anestesias e prestei cuidados pos-operatérios; e, em Medicina Interna, acompanhei o
desenvolvimento de casos clinicos complexos, o internamento de animais e a colheita e
andlise de amostras. Paralelamente, tive contacto com outras especialidades, como
Oncologia, Cardiologia, Dermatologia e Oftalmologia, onde observei e participei em consultas
e exames especificos de cada area.

A segunda metade do estagio foi inteiramente dedicada ao servico de Medicina de
Novos Animais de Companhia, sob a supervisdo da Dra. Ana Teresa Severino Caldeira
Reisinho. Durante este periodo, aprofundei competéncias praticas em diversas espécies,
participando na assisténcia técnica a consultas de rotina, que incluiram a aplicacdo de
técnicas de contencdo adequadas, a realizacdo de cuidados especificos de maneio,
administracdo de medicagdo, entre outros. Adicionalmente, acompanhei e monitorizei
procedimentos cirdrgicos e pés cirdrgicos adaptados aos novos animais de companhia.
Paralelamente, colaborei ativamente na recolha de amostras da mucosa oral de coelhos, uma
parte integrante de um projeto de investigagcdo que visou a avaliagdo do microbioma oral em
coelhos com e sem doenca dentaria, contribuindo assim para a ciéncia veterinaria.

Ao longo do estagio, adquiri competéncias praticas em varias areas da medicina
veterinaria de animais de companhia, com especial destaque para 0s novos animais de
companhia. Paralelamente, colaborei na recolha de amostras da mucosa oral de coelhos,
inserida no projeto de investigagéo desenvolvido, cuja finalidade foi a avaliagdo do microbioma

oral em coelhos com e sem doenca dentaria.



- Revisao Bibliografica
1. Anatomia e Fisiologia da Cavidade Oral do Coelho
1.1. Estrutura Geral e Denticéo

O coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus), descendente do coelho-bravo, apresenta
uma estrutura oral plenamente adaptada as exigéncias da sua alimentacdo herbivora,
incluindo uma dentigdo elodonte (dentes de crescimento continuo e sem raiz anatémica) e
hipsodonte (coroas clinicas longas), caracteristicas essenciais para suportar o desgaste
provocado por uma dieta altamente abrasiva (Béhmer 2015; Donnelly e Vella 2016).

Os lagomorfos, ordem taxondmica a que pertencem os coelhos, séo classificados
como difiodontes, apresentando duas fases de denticdo bem definidas: uma fase decidua,
conhecida como denticdo de leite, e uma fase definitiva. Esta particularidade diferencia-os dos
roedores, que possuem apenas uma unica denticéo definitiva (Michaeli et al. 1980). A denticdo
decidua, que se desenvolve durante a vida fetal e é substituida logo apds o nascimento, pode
ser descrita pela formula dentaria 2 (I 2/1, C 0/0, PM 3/2, M 0/0) = 16. J& a denticéo
permanente, que surge durante as primeiras 5 semanas de idade, é representada pela férmula
2 (12/1, C 0/0, PM 3/2, M 3/3) = 28 (Harcourt-Brown e Chitty 2013). Uma outra caracteristica
particular dos coelhos reside na presenca de duas fileiras de incisivos maxilares, uma
particularidade designada por duplicidentata. Os "peg teeth", também conhecidos como
incisivos auxiliares, sdo pequenos dentes localizados por trds dos incisivos principais, cuja
fungéo especifica permanece pouco esclarecida (Béhmer 2015). Os coelhos ndo possuem
dentes caninos e entre 0s incisivos e 0s pré-molares existe um espago denominado diastema,
que constitui uma caracteristica anatémica tipica da espécie (Donnelly e Vella 2016) (figura
1).
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Figura 1. Anatomia do crénio do coelho, vista lateral. Adaptado de McCracken e Kainer (2008).
3



Nos incisivos superiores, o esmalte reveste exclusivamente a superficie labial,
enquanto nos incisivos inferiores esta presente tanto nas superficies labial como lingual,
criando uma superficie oclusal afiada e funcional, essencial para o corte eficiente da
vegetacdo. O alinhamento preciso entre 0s incisivos maxilares e mandibulares € uma
adaptacao fundamental, que facilita o corte eficaz de alimentos vegetais (Donnelly e Vella
2016) e permite o desgaste constante dos incisivos, mantendo-os funcionais (Muller et al.
2014; Béhmer 2015).

Os molariformes, ou “cheek teeth” (designacdo dada ao conjunto dos dentes pré-
molares e molares, morfologicamente indistintos nestes animais), constituem uma unidade
funcional adaptada a trituracao de fibras vegetais, desempenhando um papel fundamental no
processamento mecanico dos alimentos (Verstraete e Osofsky 2005). Estes dentes possuem
uma superficie oclusal continua, onde se observam pregas de esmalte e dentina nas
superficies bucal e lingual (figura 2) Esta configuracdo aumenta a area de contacto,

contribuindo significativamente para a eficiéncia do processo mastigatério (Béhmer 2015).
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Figura 2. Anatomia de um dente molariforme de um coelho. Adaptado de Harcourt-Brown (2013).

Os coelhos possuem uma arcada dentaria superior mais larga que a inferior — situagéo
designada de anisognatia (Verstraete e Osofsky 2005) — e esta particularidade anatomica
desempenha um papel crucial na eficiéncia da mastigacéo, ao possibilitar o movimento lateral
necessario para a trituracao eficaz das fibras vegetais (Verstraete e Osofsky 2005; B6hmer

2015). Durante 0 movimento mastigatério, a anisognatia promove o contacto assimétrico entre
4



os dentes maxilares e mandibulares, assegurando um desgaste uniforme e funcional da
denticdo (Muller et al. 2014). Esta adaptacdo € crucial para o processamento de dietas
fibrosas, caracterizadas por alto teor de celulose (Harcourt-Brown 2013) e exerce uma
influéncia direta sobre a biomecéanica da articulacdo temporomandibular (Crossley 2003).

A articulagdo temporomandibular (ATM) dos coelhos, ao contrario de espécies
carnivoras ou omnivoras, apresenta uma conformacao Unica e é altamente especializada para
permitir movimentos mastigatérios amplos e laterais (Arzi e Staszyk 2019). Localizada
dorsalmente em relacéo a linha oclusal, esta articulacdo possibilita movimentos basicos, como
abertura e fecho, retracdo caudo-dorsal, protrusdo rostral, e um movimento lateral complexo,
gue facilita a interacao entre as superficies oclusais durante o processo mastigatério. A ATM
possui uma superficie articular plana, com uma estrutura condilar que possibilita um
deslocamento lateral significativo, essencial para a mastigacdo de alimentos fibrosos
(Crossley 2003). Este movimento é realizado com um angulo oclusal de aproximadamente 10
graus (Verstraete e Osofsky 2005), permitindo uma mastigacéo lateral eficiente a cerca de
200 ciclos por minuto (Meredith e Lord 2014). Esta velocidade é facilitada por uma articulagéo
gue permite movimentos de rotacdo e translacdo simultaneos, otimizando a eficiéncia
energética do processo de trituracdo das fibras vegetais (Crossley 2003; Verstraete e Osofsky
2005). Durante o movimento mastigatério, cada dente mandibular, com excecao dos primeiros
e ultimos molares, entra em contacto com dois dentes maxilares opostos, maximizando a
trituracdo dos alimentos e garantindo um desgaste homogéneo, essencial para a manutencéo
da integridade funcional da dentic&do (Verstraete e Osofsky 2005).

A mastigacdo dos coelhos esté intimamente associada ao tipo de alimento ingerido
(Béhmer 2015). Alimentos fibrosos, como gramineas e plantas ricas em celulose, requerem
movimentos mastigatérios amplos e laterais, que sao facilitados pela conformacédo da ATM e
pela anisognatia (Crossley 2003; Donnelly e Vella 2016). Durante o processo de mastigacao
de fibras vegetais, ocorre uma abrasao intensa na superficie dos dentes, promovendo um
desgaste uniforme e continuo (Crossley 2003), fundamental para prevenir o crescimento

excessivo da denticdo elodonte (Bohmer 2015).
1.2. Fisiologia do Crescimento e Desgaste dos Dentes

Os coelhos apresentam uma denticdo de crescimento continuo, com uma taxa de
crescimento de aproximadamente 2 mm por semana para os incisivos maxilares, 2,4 mm por
semana para os incisivos mandibulares e 3 mm por més para os dentes molariformes
(Meredith e Lord 2014), uma adaptacdo fundamental para compensar o desgaste elevado
associado a mastigacdo de alimentos fibrosos e abrasivos, como os fitdlitos de silica
presentes nas gramineas (Muller et al. 2014). O crescimento dentério resulta da atividade
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celular nos 4pices dos dentes, onde ameloblastos e odontoblastos produzem esmalte e
dentina de forma continua (Harcourt-Brown 2013). Esta particularidade anatémica garante um
equilibrio entre o crescimento e o desgaste natural, prevenindo tanto o sobrecrescimento
como o desgaste excessivo dos dentes (Harcourt-Brown 2013; Miller et al. 2014). Contudo,
em coelhos domésticos alimentados com dietas comerciais pobres em elementos abrasivos,
o desgaste torna-se insuficiente para compensar o crescimento dentario, levando a problemas

como ma ocluséo e crescimento excessivo (Meredith e Lord 2014).
1.3. Influéncia da Dieta e Implicacdes para a Saude Oral

A dieta dos coelhos desempenha um papel determinante na manutencdo da salde
dentaria, garantindo o equilibrio entre o desgaste e o0 crescimento continuo dos dentes
(Crossley 2003). No seu habitat natural, a alimentacao dos coelhos € composta principalmente
por gramineas e plantas ricas em fibras e silica, 0 que assegura um desgaste constante e
equilibrado dos dentes (Donnelly e Vella 2016). Esta dieta promove movimentos mastigatorios
amplos e laterais, facilitados pela conformacdo da ATM e pela anisognatia. O conteudo
abrasivo das gramineas, aliado a sua consisténcia dura, contribui para o desgaste natural,
prevenindo o sobrecrescimento dentério e problemas como mas oclusdes (Crossley 2003;
Donnelly e Vella 2016).

Por outro lado, dietas a base de ragdo e cereais apresentam menor abrasividade e
exigem uma menor quantidade e amplitude nos movimentos laterais durante a mastigacéao
(Berger 2023) (figura 3). As diferencas na biomecanica mastigatéria podem resultar num
desgaste insuficiente e ndo uniforme dos dentes, conduzindo ao crescimento anormal,
desalinhamento e problemas de oclusdo (Crossley 2003; Donnelly e Vella 2016). A textura
mais macia de certos alimentos reduz também a necessidade de ciclos mastigatorios
prolongados, diminuindo a estimulagdo natural da ATM e comprometendo a eficiéncia do
sistema mastigatério (Berger 2023). Estas alteracdes aumentam o risco de formacdo de
espiculas — saliéncias pontiagudas que podem causar lesées nos tecidos moles da cavidade
oral (Crossley 2003) — e de ma ocluséo, problemas que podem evoluir para situacdes mais
graves, como abcessos e outras complica¢des dentérias (Donnelly e Vella 2016). Deste modo,
uma dieta rica em alimentos fibrosos € indispensavel, ndo apenas para a manutencao da
saude dentéaria (Martins et al. 2002), mas também para assegurar a eficiéncia dos movimentos
mastigatorios e o funcionamento ideal do sistema digestivo dos coelhos (Crossley 2003). Para
prevenir estas complicacdes, é essencial oferecer aos coelhos domésticos uma dieta que
simule as caracteristicas da alimentacdo natural, composta por feno e outros alimentos

fibrosos. Essa abordagem dietética promove o desgaste essencial dos dentes, reduzindo o



risco de problemas dentarios e mantendo o equilibrio entre crescimento e desgaste (Crossley
2003; Donnelly e Vella 2016).
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Figura 3. Representagdo esquematica das componentes verticais e horizontais dos movimentos
mastigatorios em func¢ao do tipo de alimento ingerido. Alimentos fibrosos, como por exemplo o feno e
vegetais frescos, induzem movimentos mastigatorios predominantemente laterais, com menor amplitude
vertical. Em contrapartida, alimentos concentrados e granulosos, como as pellets, promovem um padrao
de mastigagcdo com maior componente vertical e movimentos laterais mais reduzidos. Adaptado de
Capello e Gracis (2005).

O metabolismo do célcio desempenha um papel fundamental na sadde oral dos
coelhos, influenciando diretamente a estabilidade das estruturas dentarias e a prevencéao de
mé ocluséo. Nos coelhos, a absorgéo intestinal de calcio ocorre predominantemente de forma
passiva, diferindo da maioria dos mamiferos, que dependem da vitamina D3 para o transporte
ativo do calcio do limen intestinal para o sangue. Esta particularidade permite que os niveis
de célcio plasmatico variem amplamente, de acordo com o teor de calcio presente na dieta
(Jekl e Redrobe 2013).

Alguns autores consideram o hiperparatiroidismo nutricional secundario como uma das
principais causas da sindrome de doenca dentaria adquirida progressiva (PSADD) em coelhos
(Harcourt-Brown 2006). Alteracdes radiograficas e morfologicas revelam que a perda de 0sso
alveolar é uma das alterag@es iniciais observadas nesta condi¢do, comprometendo a fixacédo
dentaria e conduzindo a mobilidade dentaria. Estas alteracdes resultam numa deformacéo
progressiva das estruturas dentérias, incluindo o desenvolvimento de espagos interdentarios,
0 que aumenta significativamente o risco de formacdo de abcessos odontogénicos
(Nascimento 2021; Borawski et al. 2024).



Dietas com niveis insuficientes de célcio ou com desequilibrios na razao calcio-fésforo
agravam a instabilidade 6ssea, contribuindo para o desenvolvimento de méa ocluséo (Jekl e
Redrobe 2013). Além disso, a remodelacdo continua dos dentes dos coelhos depende de um
suporte 6sseo estavel para manter o alinhamento correto e prevenir complica¢des estruturais
(Harcourt-Brown 2006; Berger 2023).

Para coelhos mantidos em ambientes domésticos, a auséncia de exposi¢do a luz
natural pode limitar a sintese de vitamina D3, afetando negativamente o metabolismo do célcio
(Jekl e Redrobe 2013). No entanto, mesmo nessas condi¢cdes, uma dieta rica em calcio
desempenha um papel mais crucial na prevencédo de doencas 6sseas metabdlicas e dentérias
(Harcourt-Brown 2006). Assim, um maneio alimentar adequado nao sé previne problemas
dentarios, como também contribui para a salde geral do animal, reduzindo a hecessidade de
intervengbes complexas, como extragfes dentarias ou drenagem de abcessos (Harcourt-
Brown 2013).

2. Doencas Dentéarias em Lagomorfos
2.1. Introducéo as Doencas Dentarias em Lagomorfos

As doencas dentarias sdo processos muito comuns e significativos em animais com
denticdo elodonte, especialmente em coelhos de estimacéo, e representam uma grande
preocupacdo tanto para os veterinarios como para os tutores (Berger 2023; Jackson et al.
2024). Estes processos podem impactar drasticamente a qualidade de vida dos animais, uma
vez que os problemas dentérios dificultam a alimentagdo e podem causar dor cronica e
infecbes graves (Berger 2023). A prevaléncia de doencas dentérias em coelhos domésticos &
elevada, com estudos a indicar que cerca de 15,36% dos coelhos tratados em clinicas
veterinarias apresentam alguma forma de doenca dentéaria, o que sublinha a importancia de
um maneio preventivo eficaz (Jackson et al. 2024).

Todos os dentes dos coelhos sdo de crescimento continuo, 0 que 0s torna altamente
dependentes de um desgaste constante para evitar o sobrecrescimento e ma oclusao
(Verstraete e Osofsky 2005; Bohmer 2015). Esse crescimento constante € uma adaptacdo
evolutiva as necessidades alimentares dos coelhos silvestres, que consomem grandes
quantidades de fibras abrasivas presentes na vegetacao natural (Béhmer e Bohmer 2017).

Para além da dieta, os fatores genéticos e anatémicos desempenham um papel
determinante na predisposicdo dos coelhos para doencas dentarias (Jackson et al. 2024).
Coelhos com conformacdes cranianas especificas, como as racas de orelhas caidas e as
braquicefélicas (figura 4), destacam-se pela sua maior predisposi¢cao ao desenvolvimento de

problemas dentarios (Verstraete e Osofsky 2005; Bohmer 2015; Jackson et al. 2024). Esta
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vulnerabilidade encontra-se enraizada nas suas predisposicdes estruturais, onde o
posicionamento alterado dos dentes desempenha um papel essencial (Verstraete e Osofsky
2005; Bohmer 2015). Observa-se que essas caracteristicas anatémicas aumentam a
frequéncia de mas oclusdes dentérias (Verstraete e Osofsky 2005; Béhmer 2015; Jackson et
al. 2024), exigindo cuidados dentéarios frequentes e especificos, que incluem exames de
diagndstico por imagem, reducdo de coroa clinica, extrag6es dentarias e/ou tratamento de
abcessos, realizados sob anestesia geral (Harcourt-Brown e Chitty 2013). A conjugacao
destas particularidades anatémicas com praticas de maneio inadequadas acentua a
necessidade de monitorizacdo veterinaria frequente, para prevenir o desenvolvimento de

condic@es cronicas (Harcourt-Brown 2007).

N rms
Figura 4. Comparacéo entre crénio de um coelho dolicocéfalico (& esquerda) e o cranio de dois coelhos
braquicefalicos (ao centro e a direita). Adaptado de Harvey et al. (2019).

A adocao de préticas preventivas, como a oferta de uma dieta rica em feno, € essencial
para manter o equilibrio entre o crescimento e o desgaste dentario (Béhmer 2015). Além disso,
€ imperativo que os tutores sejam educados sobre as necessidades alimentares especificas
dos coelhos, uma vez que uma dieta inadequada constitui um fator de risco significativo para

o desenvolvimento de doencas dentérias adquiridas (Edgar e Mullan 2011; Berger 2023).
2.2. Etiologia e Patogénese das Doencas Dentérias

As doencas dentarias em lagomorfos, especialmente em coelhos, resultam de uma
complexa interacdo entre fatores genéticos, dietéticos e ambientais, além de predisposicdes
anatomicas e metabdlicas (Berger 2023). Esses fatores influenciam diretamente a capacidade
dos coelhos de manter um equilibrio entre o crescimento e o desgaste dentario, essencial
para prevenir alteracdes como mas oclusdes, espiculas e abcessos dentarios (Berger 2023;
Jackson et al. 2024).

Alguns coelhos, particularmente ragcas com conformacdes cranianas alteradas pela
criagdo seletiva com objetivos estéticos, como as braquicefalicas e de orelhas caidas,
apresentam um risco significativamente maior de desenvolver doencas dentérias (Jackson et

al. 2024). As alteracdes no alinhamento dentario e na estrutura craniana observadas nessas
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ragas estdo na origem de uma oclusdo ndo fisiolégica, o que compromete o desgaste natural
e favorece a ocorréncia de doenca dentaria adquirida. Estudos indicam que estas
conformacgfes cranianas ndo afetam apenas a oclusao dentaria, mas também aumentam a
frequéncia necesséria de intervencdes para o controlo da saude oral (Benato 2017; Jackson
et al. 2024).

Para além das alteracbes de conformacdo, muitos coelhos de estimacdo séo
alimentados com dietas comerciais ou alimentos processados, que ndo possuem a
abrasividade necesséaria para controlar o crescimento dentario. Como resultado, esses
animais desenvolvem mas oclusdes e espiculas dentarias, que causam dor e dificultam a
mastigacao (Harcourt-Brown 2013; Béhmer 2015).

A salde dentéria dos coelhos esta também diretamente relacionada com a qualidade
0ssea, a qual depende de uma dieta equilibrada em calcio e vitamina D (Jekl e Redrobe
2013). Como referido anteriormente, o hiperparatiroidismo nutricional secundario,
frequentemente causado por niveis insuficientes de calcio ou desequilibrios entre calcio e
fésforo na dieta, afeta a resisténcia e densidade 6ssea, comprometendo a estabilidade
dentéria (Harcourt-Brown 2007). Esta alteracdo metabdlica contribui para o desenvolvimento
de més oclusfes e aumenta o risco de condi¢cdes dentéarias graves, como infecdes periapicais
e formacédo de abcessos relacionados a doencas dentarias primarias, as quais podem ser
exacerbadas por alteracbes dsseas causadas por desequilibrios minerais (Berger 2023).

As doencas dentarias em coelhos progridem, frequentemente, de forma insidiosa,
passando de alteracdes subtis na oclusdo para condi¢cbes mais graves, como abcessos e
osteomielite (Verstraete e Osofsky 2005; Vella 2012). O processo geralmente inicia-se com o
crescimento descontrolado dos dentes incisivos ou dos molariformes, causado pela auséncia
de desgaste adequado (Borawski et al. 2024). Esse crescimento excessivo resulta em
desalinhamento dentério, que leva a formacéo de espiculas agucadas que lesam os tecidos
moles da cavidade oral, causando dor e inflamacé&o crénica (B6hmer 2015; Berger 2023).

Com o tempo, o0 sobrecrescimento dentério cria espagos interdentarios né&o
fisioldégicos, que comprometem a fungdo dos molariformes e favorecem a acumulagdo de
detritos alimentares, pélos e outros materiais. Este ambiente proporciona condi¢des ideais
para a colonizagdo bacteriana, agravada pela dificuldade em manter uma higiene oral
adequada (Crossley 2003; Bohmer 2015). Além disso, as caracteristicas anatémicas dos
dentes dos coelhos, como a auséncia de raizes anatdmicas verdadeiras e a continua
formacéo de esmalte, aumentam a retencao de residuos, elevando o risco de infe¢éo (Berger
2023) que, se nao for tratada, pode evoluir para abcessos dentarios (Benato 2017) (figura 5).
Os abcessos contém, geralmente, uma mistura de bactérias aerébias e anaerobias, estando

fortemente associados a progressdo de doencas dentarias cronicas em coelhos,
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especialmente nos casos de doenca periodontal ou lesdes periapicais. Estas infecbes séo
particularmente dificeis de tratar devido a resisténcia bacteriana e aos desafios de acesso aos
abcessos localizados em estruturas 6sseas e dentarias (Harcourt-Brown 2007; Benato 2017),
para além da capacidade extraordinaria que os coelhos tém de esconder sinais clinicos de
doenca, o que leva a um diagndstico destes processos numa fase muito avancada da infecéo
(Capello 2008).

Figura 5. Imagem original de uma tomografia computorizada (TC) com reconstru¢cdo 3D da cabeca de um
coelho doméstico, evidenciando lesdes compativeis com abcessos dentarios. Observa-se um abcesso
mandibular direito, com envolvimento dos dentes 405 (PM1), 406 (PM2) e 407 (M1), associado a
destruicdo 6ssea mandibular e formagcao de massa encapsulada. Na maxila direita, é visivel uma area
hipodensa compativel correspondente a um abcesso a envolver os dentes 109 (M1) e 110 (M2).

De um modo geral, a etiologia das doencas dentarias em coelhos é multifatorial,
envolvendo fatores predisponentes como a auséncia de desgaste dentario adequado (Berger
2023). A patogénese reflete a progressdo de problemas oclusais e infecciosos,
frequentemente culminando em abcessos e condigdes dolorosas (Lennox 2008b). A
compreensédo destes fatores € essencial para o desenvolvimento de estratégias preventivas

e terapéuticas eficazes (Lennox 2008a; Berger 2023).
2.3. Principais Tipos de Doencas Dentarias

2.3.1. Conceitos Gerais
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As doencas dentarias sdo dos problemas de saide mais comuns e complexos em
coelhos, afetando gravemente o seu bem-estar (Jackson et al. 2024). Estas condi¢cbes sdo
geralmente atribuidas a predisposi¢cdes anatémicas e alteracdes de maneio, especialmente
dietético, que resultam em crescimento excessivo e desalinhamento dentario. Estas
alteracdes ndo so dificultam a mastigacdo, como também causam dor intensa e inflamacéo
(Berger 2023; Jackson et al. 2024) (figura 6).

.

Figura 6. Exemplos de doenga dentaria em coelhos. A esquerda um coelho com uma Glcera lingual
causada por uma espicula e a direita espicula dentaria direcionada para a superficie lingual.

A ma oclusdo dentéria caracteriza-se pela incapacidade dos dentes de se alinharem
corretamente durante o encerramento da boca, alterando o desgaste natural necessario para
equilibrar o crescimento continuo dos dentes (Verstraete e Osofsky 2005). Dado que os
dentes dos coelhos sao elodontes, a auséncia de desgaste adequado, seja por
desalinhamento oclusal ou por uma dieta insuficiente em fibra, provoca um crescimento
descontrolado. Consequentemente, 0s incisivos e molariformes tornam-se anormalmente
longos, levando a formacgéo de espiculas, que causam dor intensa e inflamacao (Béhmer
2015). A dor e a dificuldade em mastigar associadas a estas condicfes resultam numa
ingestao alimentar reduzida, comprometendo o estado nutricional e a saude geral do animal
(Harcourt-Brown 2007).

A doenca periodontal manifesta-se em diferentes niveis de gravidade (Crossley 2003).
Irregularidades dentéarias, como espiculas e espacos interdentarios anormalmente grandes,
interferem na funcdo normal do sistema oclusal, promovendo a acumulacdo de detritos
(Capello 2004; Berger 2023) e a subsequente proliferacéo bacteriana. Este ambiente propicia
o desenvolvimento de gengivite inicial, seguida da perda gradual do ligamento periodontal e
destruicdo do osso alveolar (Crossley 2003). Em estadios mais avancados, formam-se bolsas

periodontais que intensificam a acumulacdo bacteriana; com o agravamento do processo
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inflamataorio, o ciclo ndo s6 persiste como se agrava. Nestes casos, a condicdo pode evoluir
para infe¢des bacterianas graves, incluindo a formacéo de abcessos odontogénicos (Crossley
2003). Estes, por sua vez, podem progredir para condicdes complicadas, como osteomielite
(Harcourt Brown 2013), as quais comprometem ainda mais a saude oral (Capello 2008). A
mobilidade dentaria pode resultar da perda de osso periapical, infecdo ou fratura da coroa.
Nos casos de PSADD, a perda de esmalte e o enfraquecimento do dente proporcionam
fraturas abaixo do nivel do osso alveolar, onde o dente deixa de ser suportado (Meredith &
Lord, 2014). O estadio final desta progressao caracteriza-se pela perda da coroa clinica e pelo
crescimento de tecido gengival sobre 0 0sso exposto, numa tentativa de o proteger (Crossley
2003).

Em suma, as doencas dentarias em coelhos s&o condicdes multifatoriais e
progressivas gue se agravam ao longo do tempo na auséncia de um maneio adequado
(Berger 2023). As més oclusfes, as espiculas dentarias e doenga periodontal sédo condi¢cdes
gue interagem frequentemente entre si, resultando num ciclo continuo de lesées, inflamagéo
e infecdo(Harcourt-Brown 2009), que impactam gravemente a qualidade de vida dos coelhos
de estimacao (Lennox 2008a). A compreensédo das condi¢cdes dentérias e dos seus fatores
causais € essencial para formular estratégias eficazes de prevencéo e tratamento em coelhos,
ao abordar as causas subjacentes e promover melhores resultados clinicos (Jekl e Redrobe
2013).

2.3.2. Abcessos Dentéarios

Os abcessos dentarios em coelhos sédo uma das complicagdes mais graves da doenca
dentéria adquirida e ocorrem como resultado de infe¢Bes bacterianas cronicas associadas ao
crescimento descontrolado e ma ocluséo dentéaria (Benato 2017). Estas infe¢bes estédo, por
vezes, relacionadas com fatores como inflamacgdes persistentes e lesdes dos tecidos moles,
frequentemente provocadas pela presenca de espiculas dentarias (Harcourt-Brown 2007). Os
abcessos odontogénicos representam um grande desafio clinico devido a sua tendéncia para

arecorréncia, resisténcia bacteriana e complexidade do tratamento necessario (Benato 2017).
2.3.2.1. Formacgéao e Desenvolvimento

A formacéo dos abcessos dentarios em coelhos inicia-se com lesdes nos tecidos orais
causadas por espiculas ou mas oclusdes (Benato 2017; Berger, 2023). Essas lesbes, quando
ndo tratadas, levam a uma inflamacéao persistente, criando condi¢8es favoraveis a colonizacéo
bacteriana (Berger 2023). Os abcessos odontogénicos sao frequentemente compostos por

uma mistura de bactérias aerébias e anaertbias. Vérios estudos analisaram os géneros
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bacterianos associados a abcessos odontogénicos em coelhos, identificando diferencas e
semelhancgas nos seus achados. Gardhouse et al. (2017) destacaram os géneros anaerobios
Fusobacterium, Peptostreptococcus e Bacteroides, bem como o0s géneros aerdbios
Pseudomonas, Pasteurella, Streptococcus e Staphylococcus. Ja o estudo de Tyrrell et al.
(2002) relatou a presenca dos géneros anaerObios Fusobacterium, Peptostreptococcus,
Prevotella, Actinomyces e Arcanobacterium, e dos géneros aerbbios Streptococcus,
Staphylococcus, Neisseria e Achromobacter. A comparacdo entre os dois estudos revelou
géneros comuns, nomeadamente Fusobacterium, Peptostreptococcus, Streptococcus e
Staphylococcus. Contudo, observaram-se diferencas entre os dois trabalhos noutros géneros
bacterianos identificados.

A generalidade das bactérias presentes nos abcessos prolifera em areas onde o tecido
esta danificado e suscetivel a infecdes (Verstraete e Osofsky 2005). O carater inflamatério
cronico, associado a acumulagéo de pus envolvido por uma capsula fibrosa, limita a eficacia
dos antibioticos e de outras abordagens terapéuticas convencionais, 0 que torna os abcessos
odontogénicos particularmente dificeis de tratar (Harcourt-Brown 2006; Benato 2017).

A formacao de uma capsula fibrosa em torno do abcesso pode impedir que a drenagem
espontanea resultante da rutura do abcesso seja eficaz, caracteristica que distingue os
abcessos dentarios em coelhos dos observados em outras espécies animais (Benato 2017).
Adicionalmente, a cépsula cria um ambiente favoravel a multiplicacdo das bactérias
anaerobias, dificultando o tratamento devido a baixa vascularizacdo da capsula e a natureza
espessa e caseosa do pus (Tyrrell et al. 2002). A invasado bacteriana dos tecidos 6sseos
adjacentes pode conduzir a osteomielite, infecdo éssea que agrava substancialmente o
quadro clinico e que, frequentemente, requer intervengdes cirdrgicas invasivas para assegurar

a completa erradicagdo dos tecidos infetados (Bohmer 2015).
2.3.2.2. Complicacfes e Impacto na Saude

Os abcessos dentarios em coelhos podem exercer um impacto devastador na salude
geral do animal (Bohmer 2015). A localizacdo proxima do tecido 6sseo, aliada a ineficacia da
drenagem espontanea, favorece a expansdo dos abcessos para estruturas adjacentes,
resultando em dor intensa e dificuldades na alimentacdo, 0 que compromete
significativamente a qualidade de vida do coelho (Taylor et al. 2010). A progresséo destas
lesbes pode culminar em infecdes sistémicas, particularmente nos casos em que ocorre
osteomielite, uma condi¢cdo extremamente dolorosa e frequentemente irreversivel (Capello
2008). A doenga dentaria associada aos abcessos crénicos pode também resultar em
anorexia e perda de peso, prejudicando a capacidade do animal para manter uma condi¢cédo
corporal saudavel (Harcourt-Brown 2007).
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A presenca de osteomielite associada ao abcesso odontogénico aumenta a
complexidade do tratamento, uma vez que exige a remocao cirurgica do tecido 6sseo infetado,
para evitar a recorréncia da infecdo (Capello 2008). Neste contexto, na auséncia de uma
intervencdo cirargica adequada, a antibioterapia isolada ndo se revela eficaz para o controlo
destes processos (Taylor et al. 2010).

2.3.2.3. Diagnéstico e Sintomas Clinicos

O diagndstico de abcessos dentarios em coelhos apresenta elevada complexidade,
requerendo a integracdo do exame clinico com métodos avancados de imagem (Capello
2008). Clinicamente, os sinais associados incluem tumefacéo facial, dor, anorexia e, em casos
de fistulizacdo, drenagem de pus para o exterior (Taylor et al. 2010; Levy e Mans 2024).
Contudo, a avaliag&o visual isolada revela-se insuficiente para determinar a extensao real do
abcesso, especialmente em situacdes de envolvimento 6sseo (Bohmer 2015). Para uma
avaliacdo precisa, € indispensavel a realizagdo de exames de imagem, como radiografias e
tomografias computadorizadas (TC). Estes métodos permitem avaliar a profundidade e a
extensao do abcesso, além de identificar possiveis casos de osteomielite, fornecendo
informacfes fundamentais para a definicdo do plano terapéutico mais adequado (B6hmer
2015; Levy e Mans 2024).

As radiografias sdo particularmente Gteis para detetar alteragbes 6sseas e localizar o
abcesso, embora a sua capacidade de diagnéstico seja inferior a da tomografia
computadorizada (Levy e Mans 2024). A TC, por sua vez, oferece imagens tridimensionais,
facilitando a avaliacdo das estruturas 6sseas e dos tecidos moles envolvidos, bem como a
identificacdo de complica¢cdes, como osteomielite. Um diagndéstico precoce e detalhado é
imprescindivel para o sucesso terapéutico, uma vez que abcessos em estadios avangados
frequentemente exigem intervengdes cirdrgicas extensas e prolongadas para a completa

erradicagdo da infecdo (Borawski et al. 2024; Levy e Mans 2024).
2.4. Abordagens Terapéuticas e Maneio

O maneio e o tratamento das doencas dentarias em coelhos exigem uma combinacéo
cuidadosa de estratégias preventivas e intervencdes clinicas, dada a complexidade e a
natureza frequentemente cronica destas condi¢cdes (Lennox 2008a; Berger 2023). As
abordagens terapéuticas incluem tanto medidas preventivas, orientadas para minimizar a
incidéncia de problemas dentarios (Harcourt-Brown 2007), como também tratamentos

especificos direcionados a processos patoldgicos mais graves, como 0s abcessos
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odontogénicos, que figuram entre os maiores desafios na pratica clinica aplicada a medicina
de coelhos (Capello 2008).

2.4.1. Tratamento da Doenca Dentaria em Coelhos

O tratamento da doenca dentaria adquirida em coelhos exige uma abordagem
multidisciplinar, na qual os ajustes dentarios periédicos desempenham um papel central
(Harcourt-Brown 2007). Estes procedimentos, realizados com instrumentos especializados,
sdo indispensaveis para corrigir mas oclusdes e eliminar espiculas dentarias, que causam dor
e lesBes na mucosa oral. Assim, garante-se que 0 comprimento dentario se mantém dentro
de limites fisiologicos, reduzindo significativamente o risco de complicacbes associadas
(Capello 2006). Paralelamente, o suporte nutricional adequado é uma componente critica
desta abordagem terapéutica. Dietas ricas em fibra, concebidas para simular os habitos
alimentares naturais dos coelhos, promovem o desgaste continuo e uniforme dos dentes,
prevenindo o crescimento excessivo e o desenvolvimento de novas irregularidades (Bohmer
2015). No entanto, muitos coelhos com doenca dentaria adquirida desenvolvem alteracdes
tdo marcadas que mesmo apoés intervencao adequada sdo incapazes de comer alimentos
com elevado conteudo fibroso, como é o caso do feno (Harcourt-Brown e Chitty 2013). Neste
sentido, o tratamento da doenca dentaria ndo se limita as intervencdes fisicas e nutricionais.
O controlo eficaz da dor, sobretudo em casos de lesdes ou no periodo pés-procedimento, €
indispensavel. Analgésicos adequados, administrados de forma controlada, aliviam o
sofrimento e favorecem a recuperacdo. Em simultdneo, em situacBes onde infecbes
bacterianas estejam presentes, o uso criterioso de antibiéticos torna-se necessario para
controlar a disseminacéo da infecéo e restaurar a saude oral (Capello 2006; Béhmer 2015).
Este maneio integrado é essencial para melhorar a qualidade de vida dos coelhos afetados,
permitindo minimizar os impactos negativos da doenca dentaria e das suas complicacdes
(B6hmer 2015).

2.4.2. Abordagem Clinica aos Abcessos Odontogénicos

O tratamento dos abcessos dentérios em coelhos é uma tarefa complexa e requer uma
abordagem multidisciplinar, envolvendo técnicas cirlrgicas, terapias antimicrobianas e
extracdes dentarias (Capello 2008; Gardhouse 2017). Devido a natureza encapsulada dos
abcessos odontogénicos em coelhos, a drenagem espontanea € incomum e ineficaz, o que
torna a intervencgdo cirdrgica quase invariavelmente necesséria (Levy e Mans 2024). Durante
a cirurgia, o abcesso é cuidadosamente aberto para drenagem do conteudo purulento, o que

reduz a carga bacteriana e o desconforto do animal (Capello 2008; Bohmer 2015). Sempre
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que viavel, procede-se a remocao da capsula fibrosa, uma estratégia que minimiza o risco de
recorréncia. Contudo, em muitos casos, devido a localizagdo ou a extensao do abcesso, a
remogdo completa da capsula pode revelar-se impraticavel. Nestes casos, recorre-se
frequentemente a técnicas alternativas, das quais a marsupializacdo é a mais comumente
recomendada (Capello 2008). Este procedimento consiste na criacdo de uma abertura
permanente na capsula do abcesso, permitindo a drenagem continua e facilitando a
administracdo topica de agentes antimicrobianos. Esta técnica tem demonstrado eficacia na
gestdo de infecBes, promovendo o controlo microbiano e acelerando o processo de
cicatrizacao, sendo particularmente Gtil em abcessos crénicos ou de dificil acesso. Apesar dos
seus beneficios, este procedimento apresenta desafios significativos, uma vez que a capsula
do abcesso é frequentemente espessa e resistente, o que limita a penetragdo dos antibiéticos
e exige preciséo cirlrgica para garantir uma excisdo adequada. Também requer um maneio
pés-cirdrgico prolongado e trabalhoso, exigindo um investimento econémico consideravel e
uma elevada dedicacdo por parte dos tutores. A combinagdo destes fatores sublinha a
necessidade de um planeamento cuidadoso e de uma execucao técnica rigorosa para otimizar
os resultados terapéuticos (Capello 2008; Béhmer 2015).

A terapia antimicrobiana constitui um elemento fundamental no tratamento dos
abcessos odontogénicos em coelhos. Geralmente, recorre-se a antibiéticos de amplo espectro
com boa capacidade de penetracdo 6ssea para combater eficazmente as bactérias envolvidas
na infecdo, dada a natureza polimicrobiana destes abcessos. Estes sdo frequentemente
compostos por bactérias aerdbias, como Streptococcus e Staphylococcus, e anaerobias,
como Peptostreptococcus e Fusobacterium (Benato 2017). A selecdo do antibittico ideal deve
ser guiada, sempre que possivel, por culturas bacterianas e testes de sensibilidade (Capello
2008). Este procedimento € crucial, ndo apenas para identificar as espécies bacterianas
especificas, mas também para determinar a sua sensibilidade aos diferentes antibiéticos
disponiveis, garantindo a eficicia terapéutica e reduzindo o risco de resisténcia antimicrobiana
(Gardhouse et al. 2017). A duragdo da terapia antibiotica em coelhos com abcessos
odontogénicos tende a ser prolongada, podendo variar entre 14 e 180 dias, dependendo da
gravidade do quadro clinico e dos resultados das culturas bacterianas. A monitorizacao
continua da resposta ao tratamento, por meio de analises bacteriolégicas e testes de
sensibilidade, é indispensavel para ajustar o protocolo terapéutico de forma adequada
(Capello 2008; Benato 2017). Apesar da sua importancia, o uso de antibidticos em coelhos
apresenta limitacfes significativas (Capello 2008). Diversas classes de antibioticos, como [3-
lactamicos e eritromicina, sdo contraindicadas devido ao risco elevado de enterite grave e
disbiose (Carpenter e Harms 2023). Além disso, aminoglicosideos, como gentamicina e

amicacina, podem ser nefrotoxicos e devem ser usados com precaucao (Benato 2017). Por
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estas razfes, a escolha do antibiético deve ser sempre baseada em dados obtidos de culturas
bacterianas e antibiogramas, assegurando a eficacia do tratamento, reduzindo o impacto
sobre a saude gastrointestinal do animal e minimizando o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana (Schwab et al. 2024).

Nos casos em que 0 abcesso esta associado a osteomielite, a intervencao cirdrgica
exige a remocao das areas de osso afetado, para evitar a recorréncia da infecdo. Esse
procedimento é invasivo e requer competéncias técnicas especificas, uma vez que a remocao
Ossea parcial ou completa deve ser realizada com precisdo para minimizar o risco de recidiva
da infecdo. Adicionalmente, existe o risco de fratura iatrogénica da mandibula, uma
complicacdo grave que pode comprometer significativamente a recuperacdo do animal e
requer consideracao especial durante o planeamento e a execugéo do procedimento cirdrgico
(Capello 2008). A dor pds-operatéria nesses casos € intensa, e o contolo da dor envolve o
uso de analgésicos potentes, como opioides e anti-inflamatérios ndo esterdides, bem como
farmacos adjuvantes do maneio da dor, para garantir o conforto do animal durante o processo

de recuperacao (Bohmer 2015).
2.4.3. Maneio Pés-tratamento e Acompanhamento

O acompanhamento rigoroso de coelhos apds o tratamento de abcessos dentarios é
imprescindivel para garantir uma recuperacdo eficaz e minimizar a probabilidade de
recorréncia da doenga (Taylor et al. 2010). A anatomia complexa desses animais,
caracterizada por estruturas dentérias e 6sseas complexas, apresenta desafios significativos
para o maneio clinico, tornando indispensaveis consultas regulares para monitorizacao e
detecao precoce de novas infe¢des ou alteracdes dentérias (Capello 2008).

No periodo pés-operatério imediato, o tratamento de suporte desempenha um papel
crucial na recuperacdo. A alimentacdo assistida, por exemplo, é frequentemente necessaria
para evitar a anorexia e a consequente perda de peso, problemas comuns em coelhos
submetidos a procedimentos invasivos. Além disso, a limpeza meticulosa da ferida cirlrgica,
particularmente em casos de marsupializagdo, também é fundamental para o controlo da
infecdo e reduz consideravelmente o risco de infe¢cdes secundérias (Capello 2008; Harcourt-
Brown e Chitty 2013). No entanto, este processo exige mais do que apenas cuidados
veterinarios: a dedicagdo continua do tutor é igualmente essencial. A manutencdo de uma
rotina de higiene, o fornecimento de uma dieta adequada e o cumprimento de recomendacdes
especificas podem prolongar-se por semanas ou até meses, acarretando custos
consideraveis que nem sempre sao esperados pelos tutores (Capello 2008). Adicionalmente,
para assegurar um acompanhamento abrangente, exames de imagem — como radiografias
ou tomografias computadorizadas — sdo altamente recomendados. Estes permitem avaliar
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com precisdo o estado dos 0ssos adjacentes a area afetada, possibilitando a identificacédo
precoce de complicagbes graves, como a osteomielite, antes mesmo que sinais clinicos
evidentes se manifestem (Taylor et al. 2010).

Ap0és os tratamentos dentarios, a dieta dos coelhos deve ser ajustada para incluir altos
niveis de fibra, como feno, para minimizar o risco de desgaste inadequado e garantir um
desgaste dentario equilibrado e natural (Bbhmer 2015). No entanto, a realidade clinica revela
um cenario desafiador: coelhos que sofrem de doenca dentaria adquirida frequentemente
exibem alterac6es morfolégicas graves nos dentes, o que compromete, de forma marcada, a
sua capacidade de consumir feno adequadamente (Berger 2023). Este fator perpetua um
circulo vicioso, onde a incapacidade de ingerir fibras é exacerbada pelas limitacdes dentérias,
dificultando ainda mais o maneio a longo prazo e agravando o estado de saude geral do
animal (B6hmer 2015).

Adicionalmente, a consciencializacao dos tutores sobre o0s cuidados preventivos € uma
ferramenta indispensavel na luta contra as complicagbes dentérias recorrentes. Muitos
proprietarios, devido a falta de conhecimento sobre as exigéncias alimentares especificas dos
coelhos, ignoram a importancia de uma dieta rica em fibra como pilar essencial para a saude
oral (Berger, 2023; Jackson et al. 2024). Além disso, € comum subestimarem o impacto das
consultas veterinarias regulares, fundamentais para identificar precocemente problemas
dentarios (Berger 2023). Medidas preventivas bem implementadas ndo apenas reduzem a
incidéncia de complicacdes dentarias graves, mas também promovem um bem-estar

duradouro e uma melhor qualidade de vida para os coelhos (O’neill et al. 2019).
3. Microbiota e Microbioma Oral
3.1. Definicdo e Importancia da Microbiota Oral

A microbiota oral corresponde ao conjunto de microrganismos que habitam a cavidade
oral (Gao et al. 2018). Esta comunidade é composta por um vasto espectro de bactérias,
protozoarios, Archaea, virus e fungos, formando o segundo maior ecossistema microbiano do
corpo humano depois da comunidade microbiana presente no intestino (Deo e Deshmukh
2019). O conjunto destes microrganismos, a sua informacao genética, e o0 ambiente em que
eles interagem designha-se por microbioma oral (Kilian et al. 2016).

A microbiota oral desempenha um papel crucial na preservacdo da saude oral e do
equilibrio do organismo como um todo. Na cavidade oral humana ja foram identificadas mais
de 700 espécies bacterianas (Deo e Deshmukh, 2019), sendo que, por individuo, coabitam
em média 296 espécies (Kilian et al. 2016). No céo foi ja identificado um total de 353 grupos

taxondémicos (Dewhirst et al. 2012) e no gato um total de 171 grupos (Dewhirst et al. 2015). A
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estrutura anatémica diversificada da cavidade oral proporciona uma variedade de nichos
ecoldgicos para a colonizagdo microbiana, incluindo superficies firmes, como os dentes, e
superficies moles, como a mucosa (Zaura et al. 2009; Dewhirst et al. 2010). Além dos dentes,
outras partes da boca, como a lingua, o palato duro e mole, e as tonsilas, apresentam
caracteristicas especificas que favorecem a formacdo de micro-habitats, permitindo que
diferentes espécies microbianas colonizem estes ambientes de acordo com as condi¢des
particulares de cada superficie (Aas et al. 2005; Avila et al. 2009). Estudos demonstram que
até mesmo regides préximas, como as diferentes partes da lingua e do palato, apresentam
perfis bacterianos distintos, ressaltando a complexidade e a riqgueza desse ecossistema (Aas
et al. 2005).

A adeséo de microrganismos a superficies ocorre através de moléculas denominadas
adesinas, que interagem com recetores complementares presentes nas estruturas da
cavidade oral, favorecendo a colonizagdo de determinados locais por microrganismos
especificos (Kolenbrander e London 1993). Assim, a distribuicdo de espécies na cavidade oral
ndo € aleatoria, mas sim orientada por fatores como a estrutura e a funcdo dos tecidos. Essa
colonizacdo altamente seletiva é fundamental para que a microbiota oral se adapte
continuamente as mudancas constantes do ambiente, como as variagdes no pH, o potencial
redox, a salinidade e as caracteristicas da saliva, que refletem fatores como dieta, idade,
saude geral e préticas de higiene oral (Parahitiyawa et al. 2010; Badger et al. 2011).

Além de atuar como uma defesa natural contra a invasdo de agentes patogénicos, a
microbiota oral contribui significativamente para a homeostase oral e sistémica. Nos animais
saudaveis, as comunidades microbianas mantém relagcbes de comensalismo e mutualismo
com o hospedeiro, o que implica um equilibrio ecoldgico que favorece a coexisténcia de
microrganismos benéficos, essenciais para o funcionamento do sistema imunitario e a
prevencdo de infe¢bes (Ruby e Goldner 2007; Filoche et al. 2010). Esta biodiversidade é
considerada crucial para a manutengéo da saude oral, uma vez que previne o estabelecimento
e a proliferacdo de microrganismos patogénicos ao ocupar nichos especificos, competindo
por recursos e inibindo ativamente a colonizacdo e a multiplicacdo de microrganismos
causadores de doencgas (Socransky e Haffajee 1992; Zarco et al. 2012).

A relagdo simbidtica entre o hospedeiro e a microbiota oral vai além da saude oral,
abrangendo efeitos sistémicos. Os microrganismos orais contribuem néo s6 para a digestao
de alimentos, mas também auxiliam na producdo de energia e participam na diferenciacdo e
maturacdo da mucosa e no desenvolvimento do sistema imunitario (Kilian et al. 2016). A
relacdo entre a microbiota e o hospedeiro forma um "supra-organismo", onde 0 genoma dos
microrganismos - 0 metagenoma - atua como uma extensao genética do préprio organismo

humano, aumentando a diversidade de genes e conferindo capacidades adicionais que nao
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evoluiram com o préprio hospedeiro (Turnbaugh et al. 2007; Rajendhran e Gunasekaran
2010).

Contudo, o equilibrio da microbiota oral pode ser comprometido por diversos fatores,
levando a um fenémeno conhecido como disbiose. Neste caso, microrganismos anteriormente
comensais podem tornar-se patogénicos e proliferar, favorecendo o desenvolvimento de
doencas orais, como caries e periodontite (Parahitiyawa et al. 2010). Em situa¢cbes de
disbiose, as interacdes mutualisticas e de comensalismo entre microrganismos sao alteradas,
permitindo que espécies patogénicas oportunistas assumam um papel dominante,
perturbando a homeostase e aumentando a suscetibilidade do hospedeiro a infecbes (Nieuw
Amerongen e Veerman 2002; Avila et al. 2009). Uma multiplicacdo descontrolada desses
microrganismos enfragquece a agdo protetora das espécies benéficas e cria um ambiente
favoravel ao desenvolvimento de condic¢des inflamatérias e infeciosas (Ruby e Goldner 2007).

Uma vez que a microbiota oral € uma comunidade microbiana diversificada e
ecologicamente complexa, que desempenha papéis cruciais para a salde bucal e para o bem-
estar geral do hospedeiro, a compreensdo da estrutura, funcdo e interagbes dessa
comunidade microbiana é fundamental, ndo apenas para a prevencdo e o tratamento de
doencas orais, mas também para promover um equilibrio microbiano benéfico que sustente a

saude do hospedeiro a longo prazo (Kilian et al. 2016).
3.2. Composicao do Microbiota Oral em Mamiferos

A composicdo da microbiota oral em mamiferos exibe uma complexidade adaptativa
notavel, que varia conforme a espécie animal, as caracteristicas anatomicas da cavidade oral
e 0 ambiente ecoldgico do hospedeiro (Aas et al. 2005; Zaura et al. 2009; Deo e Deshmukh
2019; Flenghi et al. 2023).

Em humanos, diversos estudos sugerem que a microbiota oral saudavel possui uma
composicao especifica, onde determinados géneros bacterianos predominam, contribuindo
para um ecossistema equilibrado. Em cavidades orais saudaveis, 0s géneros mais
representativos incluem Streptococcus, Veillonella, Granulicatella, Gamella, Actinomyces,
Corynebacterium, Rothia, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga,
Neisseria, Haemophilus, Treponema, Lactobacterium, Eikenella, Leptotrichia,
Peptostreptococcus, Staphylococcus, Eubacteria e Propionibacterium (Aas et al. 2005;
Jenkinson e Lamont 2005; Zaura et al. 2009; Bik et al. 2010). Esse perfil microbiano é
importante, onde a interacdo entre estes géneros ajuda a manter a homeostase oral e previne
a proliferacdo de microrganismos patogénicos (Socransky e Haffajee 1992; Ruby e Goldner
2007; Zaura et al. 2009; Zarco et al. 2012).
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A microbiota bacteriana humana saudéavel contrasta significativamente com a presente
em casos de doenca, sugerindo que existe um core microbiano associado a saude oral (Aas
et al. 2005; Jenkinson e Lamont 2005; Zaura et al. 2009). Por exemplo, na presenca de
abcessos apicais humanos, ha um aumento na predominancia de microrganismos anaerébios
como Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Dialister e Treponema, além de
Streptococcus, que € anaerdbio facultativo. Esses géneros possuem alta capacidade de
sobreviver em ambientes de baixa concentracdo em oxigénio, o que facilita a sua proliferacao
em infecBes profundas (Siqueira e Rdcas 2013). Esses dados sugerem que a saude oral
humana depende ndo apenas da presenca de certos microrganismos comensais, mas
também da capacidade de controlar a proliferacdo de microrganismos potencialmente
patogénicos na cavidade oral (Socransky e Haffajee 1992; Ruby e Goldner 2007; Filoche et
al. 2010).

Embora a microbiota oral dos coelhos apresente alguns géneros bacterianos em
comum com a dos humanos, a sua composicdo global € distinta, sendo reflexo das
necessidades ecoldgicas e dietéticas especificas dos lagomorfos (Tyrrell et al. 2002; Velasco-
Galilea et al. 2018; Flenghi et al. 2023). Estudos referem que as bactérias mais comumente
isoladas a partir da cavidade oral de coelhos saudaveis incluem as pertencentes aos géneros
Streptococcus, Rothia, Enterobacter, Staphylococcus e Actinomyces, que em conjunto
representam mais de metade das espécies bacterianas presentes nestes ambientes. Esses
géneros pertencem principalmente aos filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e
Bacteroidetes, revelando uma composi¢céo bacteriana adaptada a uma dieta rica em fibras e
as caracteristicas da cavidade oral desses animais, que inclui superficies duras e moles que
facilitam a coloniza¢do bacteriana (Flenghi et al. 2023).

No caso de abcessos orais em coelhos, os géneros mais frequentemente isolados
incluem Staphylococcus spp. (21,7%), Pasteurella spp. (13,3%) e Pseudomonas spp. (11,6%),
gue estdo associados a infe¢des e inflamagdes na cavidade oral (Schwab et al. 2024). Outras
espécies bacterianas, tais como Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp.,
Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius e Actinomyces israelii, também estéo
presentes em abcessos odontogénicos, observando-se uma combinagdo de bactérias
aerdbias e anaerdbias em infe¢Bes profundas (Tyrrell et al. 2002; Gardhouse et al. 2017).

As diferencas entre a composicdo da microbiota oral de individuos saudaveis e
afetados por doengas demonstram a complexidade e importancia de uma microbiota
equilibrada. No caso dos coelhos, embora a presenca de géneros como Streptococcus e
Actinomyces seja comum em individuos saudaveis, esses mesmos microrganismos podem
tornar-se oportunistas e patogénicos em casos de disbiose, especialmente na presenca de

abcessos dentarios (Tyrrell et al. 2002; Taylor et al. 2010; Gardhouse et al. 2017).
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Assim, a composi¢do da microbiota oral de mamiferos, sejam humanos ou coelhos,
reflete a especificidade do hospedeiro e a adaptabilidade dos microrganismos aos
microambientes da cavidade oral (Aas et al. 2005; Deo e Deshmukh 2019; Flenghi et al. 2023).
Enquanto a microbiota oral humana é caracterizada por um core microbiano relativamente
estavel tanto em individuos saudaveis como doentes, nos coelhos, o ecossistema oral
apresenta uma notavel flexibilidade, possivelmente devido a fatores como a dieta e a fisiologia
destes animais, o que também contribui para serem considerados como um bom modelo
animal para o estudo de doencas dentarias em mamiferos (Tyrrell et al. 2002; Gardhouse et
al. 2017; Velasco-Galilea et al. 2018).

3.3. Fatores que Influenciam a Microbiota Oral

A microbiota oral € moldada por uma variedade de fatores que influenciam a sua
composicao e dindmica. A cavidade oral humana desempenha um papel relevante em varias
funcdes essenciais, incluindo alimentacéo, comunicacdo e defesa contra infe¢des, que por
sua vez influenciam diretamente a multiplicacdo e a atividade bacteriana. Adicionalmente, o
ecossistema oral € impactado por praticas de higiene oral, que alteram a comunidade
microbiana. Outros fatores como dieta, idade e saude também influenciam a microbiota oral,
assim como varia¢des no pH, potencial redox, condicées atmosféricas, salinidade e a fracdo
aguosa da saliva (Parahitiyawa et al. 2010; Badger et al. 2011).

Nos seres humanos, a microbiota oral € dividida emcore microbiota, comum a todos
os individuos, e fracdo variavel, caracteristica do individuo, que evolui em resposta a fatores
como estilo de vida e influéncias externas (Zarco et al., 2012; Deo e Deshmukh, 2019). A
ocorréncia destas duas fragfes sublinha a influéncia de fatores externos e individuais sobre o
ecossistema oral, sendo que condigbes como o ambiente social também podem ser
relevantes em algumas espécies. Em coelhos, por exemplo, estudos mostram que animais
gue vivem juntos e compartilham atividades sociais, como o “grooming” e a lambedura, podem
apresentar uma microbiota oral diferente em funcéo dessa interagédo (Flenghi et al. 2023).

Além disso, a microbiota oral é um ecossistema dindmico, sujeito a mudancas
temporais e espaciais que variam ao longo do desenvolvimento do hospedeiro e como
resultado de varios fatores, incluindo a variagéo na dieta, a frequéncia de exposi¢cédo a novos
microambientes e a resposta a mudancgas no pH da cavidade oral. Ao longo do tempo,
mutacdes genéticas e transferéncia horizontal de genes também permitem que as espécies
bacterianas adquiram novas caracteristicas, contribuindo para a diversidade e adaptabilidade
da microbiota oral (McLean 2014).

Além disso, o tratamento com antibiéticos pode dificultar o isolamento de certas
bactérias, incluindo de microrganismos patogénicos. Em coelhos, isso é particularmente
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critico na detecdo de bactérias associadas a abcessos, onde o uso de antibi6ticos pode
inativar as bactérias, dificultando o seu isolamento e o diagnéstico da doenca (Benato 2017).
A adocdo de técnicas apropriadas de amostragem e isolamento, que permitam a detecao de
bactérias aerdbias e anaerodbias, é essencial para evitar resultados falso-negativos, uma vez
que microrganismos anaerdbios estdo frequentemente envolvidos na patogénese dos
abcessos em coelhos (Capello 2016; Benato 2017).

As intera¢cdes microbianas e as respostas do hospedeiro desempenham papéis criticos
na manutencao da homeostase oral e na prevencao de doencas (Socransky e Haffajee 1992;
Ruby e Goldner 2007). A atividade da microbiota contribui para funcdes fisiologicas,
metabdlicas e imunoldgicas que sdo fundamentais para a saude oral e sistémica (Kilian et al.
2016). Esse equilibrio tem influéncia em diversas fun¢des, como na digestéo, producéo de
energia, desenvolvimento imunologico e manutencado da barreira das mucosas, bem como na
prevencédo da colonizagédo da cavidade oral por agentes patogénicos (Kilian et al. 2016). Esta
influéncia reflete a importancia de uma microbiota oral adaptavel e resiliente, que responda
tanto a condigfes naturais como a intervencdes externas no sentido da manutencdo da saude
do hospedeiro (Zarco et al. 2012; McLean 2014).

4. Técnicas de Sequenciacao para Estudo do Microbioma

4.1. Introducdo as Técnicas de Sequenciagédo para Estudo do

Microbioma

A sequenciagéao revolucionou a microbiologia ao permitir uma viséo aprofundada das
comunidades microbianas que incluam microrganismos dificeis ou impossiveis de cultivar. Em
ambientes complexos como a cavidade oral, esta tecnologia possibilita identificar uma ampla
variedade de espécies diferentes, e consequentemente estudar as suas fungdes e interacoes
entre si e com o0 meio envolvente (Hu et al. 2021; Vecere et al. 2022). Com o desenvolvimento
de tecnologias avancadas de sequencia¢do, a metagendémica emergiu como uma abordagem
essencial, permitindo uma analise detalhada e mais precisa de amostras complexas. Esse
método dispensa a realizacdo de culturas bacterianas, favorecendo a analise precisa de

comunidades microbianas nas suas condi¢des naturais (Cunha et al. 2021; Wang et al. 2021).

4.2. Evolucédo das Técnicas de Sequenciacdo de DNA e sua Aplicacdo na

analise do Microbioma

As técnicas de sequenciacdo de DNA apresentaram uma grande evolugéo, desde o
método de Sanger, o qual, embora pioneiro, apresentava limitages significativas em termos

de custo e tempo necessérios para sequenciar regides de DNA de tamanho elevado. Este
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método, baseado na incorporacao de nucleotideos modificados para interromper a replicacao,
era preciso, mas restrito a leituras curtas e a anélises de pequena escala, tornando-se inviavel
para projetos maiores e caracterizacdo de microbiomas (Goodwin et al. 2016).

Com o desenvolvimento da Next Generation Sequencing (NGS) na década de 2000,
a capacidade de gerar dados de sequenciacdo aumentou exponencialmente, viabilizando
projetos de larga escala a um custo significativamente reduzido. Esta tecnologia de 22 geragao
permitiu sequenciar simultaneamente milhdes de fragmentos de DNA, o que revolucionou a
analise de microbiomas ao permitir uma caracterizacdo mais abrangente das comunidades
microbianas em diferentes ambientes e contextos de salde. Este avanco tecnolégico
possibilitou a identificacdo de muitas espécies microbianas anteriormente desconhecidas,
destacando-se como uma ferramenta essencial para a analise metagendémica e a investigagéo
das interagdes microbianas em amostras complexas (Goodwin et al. 2016).

No entanto, apesar de suas vantagens, a NGS apresenta limitacdes relativamente a
andlise de regides repetitivas e & montagem de genomas completos devido a realizacao de
leituras curtas, que geralmente requerem a fragmentacdo do DNA antes da sequenciacao.
Este processo pode dificultar a identificagdo de variantes estruturais e a resolucdo de regides
complexas, especialmente em genomas microbianos com alta homologia entre espécies, o
que compromete a precisao taxondmica em estudos de metagendémica (Goodwin et al. 2016;
Oxford Nanopore Technologies 2020a).

Para superar estas limitages, foram desenvolvidas tecnologias de sequenciacao de
terceira geracao, que, ao possibilitar a resolugcéo de long reads, permitiram alcancar um nivel
de detalhe anteriormente inacessivel. Plataformas como PacBio ® e Oxford Nanopore ®
permitem a leitura de fragmentos de DNA muito mais extensos, o que facilita a montagem de
genomas completos e a analise de regides estruturais complexas, tornando-se especialmente
Uteis para estudos de microbiomas (Goodwin et al. 2016; Wang et al. 2021). A abordagem de
long-read sequencing € particularmente util para a identificagdo de microrganismos em
comunidades com alta diversidade, como o microbioma oral, onde a distin¢cdo precisa entre
espécies semelhantes é essencial para uma compreenséao detalhada da dindmica microbiana
(Oxford Nanopore Technologies 2019; Hu et al. 2021).

Além disso, estas plataformas apresentam a capacidade de sequenciar genomas de
maneira mais eficiente e rapida, o que é crucial para estudos que requerem uma resposta em
tempo real ou a andlise imediata de amostras de campo. A portabilidade e a possibilidade de
realizacdo de técnicas de sequenciacdo em ambientes fora do laboratério, através da
utilizagcdo de dispositivos portateis da Oxford Nanopore ®, facilitam o estudo de microbiomas
em locais remotos, reduzindo o tempo entre a colheita das amostras e a obtencédo de

resultados (Goodwin et al. 2016; Oxford Nanopore Technologies 2020).
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Este avancgo na histéria da sequenciacdo, com a transicao das tecnologias de leitura
curta para longa, permitiu uma expansdo no campo da microbiologia e ha compreensao de
microbiomas complexos. Tecnologias como a Oxford Nanopore ® permitem maior preciséao e
acessibilidade no estudo de microbiomas, representando uma ferramenta robusta para a
exploracdo da diversidade microbiana e da sua relacdo com o hospedeiro em condi¢des de
saude e doenga (Wang et al. 2021; Oxford Nanopore Technologies 2019).

4.3. Sequenciacao de Terceira Geracao e Long-read Sequencing

O sistema Oxford Nanopore ® utiliza uma proteina em forma de poro, que se encontra
inserida numa membrana polimérica eletricamente resistente, e funciona como um
biossensor. Quando uma voltagem constante € aplicada, moléculas de DNA ou RNA, que
possuem carga negativa, sdo impulsionadas da face negativa (cis) para a face positiva (trans).
A translocacao é controlada por uma proteina motora que impulsiona a molécula, regulando
a sua velocidade e garantindo que apenas uma cadeia simples de DNA ou RNA passa pelo
nanoporo (Wang et al. 2021). A medida que a molécula o atravessa, a sequéncia de
nucleétidos modula a corrente elétrica de forma caracteristica, permitindo que um software
interprete os dados e reconstrua a sequéncia do material genético em tempo real. (Goodwin
et al. 2016; Wang et al. 2021). Esta caracteristica reduz o enviesamento das reacdes de
sequenciacdo e preserva a integridade das amostras, tornando-se um recurso valioso em
analises que exigem uma representacao fiel da diversidade microbiana presente nas amostras
(Oxford Nanopore Technologies 2020; Wang et al. 2021).

A tecnologia Nanopore permite ainda a sequenciacdo em tempo real, o que facilita a
analise de dados no momento da colheita e é ideal para estudos de campo, onde o tempo
entre a colheita das amostras e a sua analise pode comprometer a integridade das mesmas.
Podem ser utilizados dispositivos portateis, como o MinlON, em locais remotos, permitindo a
investigacdo das comunidades microbianas no momento exato da colheita (Goodwin et al.
2016; Oxford Nanopore Technologies 2020).

Para o estudo do microbioma oral, a capacidade de realizar long reads é
especialmente vantajosa. O sistema Nanopore permite a analise completa de genes como o
que codifica o rRNA 16S, incluindo regides conservadas e hipervariaveis, que s&o
fundamentais para a classificac@o precisa e a diferenciacado de espécies microbianas (Wang
et al. 2021) (figura 7). A tecnologia possibilita também a criacdo de bibliotecas nativas sem
amplificacdo, minimizando o enviesamento da sequenciacdo e assegurando que as leituras

representam de forma fiel as amostras originais (Goodwin et al. 2016; Cunha et al. 2021).
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Figura 7. Comparac&o entre tecnologias de sequenciacdo de short reads e long reads. A esquerda, a
abordagem de short reads fragmenta o genoma em milhares de pecas, dificultando uma montagem
precisa. A direita, a tecnologia de long reads permite a reconstrugio genémica com muito menos
fragmentos e facilita a analise da estrutura gendémica e a identificagdo de variantes complexas. Criado
com BioRender.com

O impacto das tecnologias de sequenciacdo de terceira geracdo no estudo de
microbiomas € substancial, pois estas constituem uma ferramenta poderosa para a
compreensdo das interagbes entre 0 hospedeiro e 0s microrganismos presentes na sua
microbiota. A geracdo de long reads abre novas possibilidades para estudos detalhados e
comparativos de microbiomas em diferentes condigcbes, com potencial para identificar
biomarcadores e desenvolver intervengbes terapéuticas com base nas composicdes

microbianas (Oxford Nanopore Technologies 2019; Wang et al. 2021).
4.4. Andlise Bioinformatica e Classificagcdo Taxonémica

As long reads geradas pela técnica de sequenciacdo Nanopore sdo ideais para
classificagfes taxondémicas de alta precisédo, particularmente quando € aplicado o método
Lowest Common Ancestor (LCA). Esta abordagem permite associar cada leitura ao menor
nivel taxonémico possivel, reduzindo ambiguidades e garantindo uma classificagéo robusta,
especialmente em amostras de alta diversidade (Oxford Nanopore Technologies 2019; Wang
et al. 2021). Para uma analise completa da diversidade presente na amostra, sao utilizadas
métricas como o teste de Kruskal-Wallis, no sentido de avaliar a significancia da diversidade
alfa, e o PCoA (Analise de Coordenadas Principais) para explorar a diversidade beta entre
amostras. Essas metodologias permitem uma comparacdo detalhada entre grupos de
amostras, pois possibilitam a identificacdo de biomarcadores microbianos significativos para
cada grupo (Goodwin et al. 2016; Wang et al. 2021).
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4.5. Comparacao entre Técnicas de Sequenciacdo para analise do
Microbioma

As técnicas de sequenciacdo utilizadas na andlise de microbiomas incluem
principalmente a sequenciacdo de nova geracdo (NGS), correspondente a tecnologia de 2.2
geracdo, e a sequenciacao de longas leituras (long reads), associada a 3.2 geracdo, como é
o caso da Oxford Nanopore. O NGS revolucionou a pesquisa microbiolégica ao permitir a
leitura de milhares de fragmentos curtos simultaneamente, sendo amplamente utilizado
devido a sua alta precisdo e custo relativamente acessivel. No entanto, esta abordagem
apresenta limitacdes significativas, especialmente para a montagem de genomas completos
e para a analise de regides repetitivas e estruturalmente complexas, devido ao comprimento
reduzido das leituras obtidas (Goodwin et al. 2016).

Em contrapartida, a tecnologia de long reads da Nanopore permite sequenciar
fragmentos muito mais extensos, facilitando a andlise de genomas inteiros e possibilitando a
identificacdo precisa de variantes estruturais. Essa capacidade é crucial para o estudo de
microbiomas complexos, como o oral, onde a resolucdo detalhada das comunidades
microbianas depende da capacidade de identificar toda a diversidade taxonémica presente
(Oxford Nanopore Technologies 2020Db).

Enquanto o NGS exige a fragmentacdo extensiva do DNA, o que pode gerar
enviesamento e comprometer a representatividade das amostras, a tecnologia Nanopore
permite a criagdo de bibliotecas nativas e minimiza a necessidade de realizacdo de etapas de
amplificacdo, preservando a integridade das sequéncias originais, o que garante uma maior
certeza na identificacao e representatividade das popula¢des microbianas (Cunha et al. 2021).

Portanto, embora o NGS ofereca vantagens em termos de custo e seja adequado para
andlises de grande escala, a sequenciacdo de long reads da Nanopore € mais indicada para
andlises que requerem precisdo na montagem de genomas e na resolucdo de comunidades
microbianas complexas. A escolha da técnica depende do objetivo do estudo, mas a
capacidade de capturar long reads e realizar andlises em tempo real faz com que a tecnologia
Nanopore seja considerada uma ferramenta robusta para o estudo detalhado do microbioma
(Goodwin et al. 2016; Oxford Nanopore Technologies 2019).
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V- AVALIACAO DO MICROBIOMA ORAL EM COELHOS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS) COM E SEM DOENGA DENTARIA

1. Material e Métodos
1.1. Consideracdes éticas

Anteriormente a colheita das amostras, foi obtido o consentimento informado por
escrito, dos tutores de todos os coelhos envolvidos no estudo, com vista a obtencédo de
material biol6gico e analise dos dados obtidos (anexo 1). Todas as amostras foram obtidas
pelo autor ou por veterinarios treinados durante consultas de rotina ou no inicio de
procedimentos cirlrgicos, seguindo procedimentos padréo realizados de forma indolor para
0s animais envolvidos. Nao foi realizado qualquer tipo de experimentacdo animal no ambito

deste estudo.
1.2. Populacéo alvo

O presente estudo foi realizado com base na caracterizacdo de um total de 27
amostras, obtidas entre 6 de margco e 8 de abril de 2024, da mucosa oral de coelhos
(Oryctolagus cuniculus) apresentados a consulta no Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterinaria- Universidade de Lisboa, na Exoclinic- Clinica Veterinaria de Aves e
Exéticos de Lisboa (Miraflores) e na VetExéticos- Clinica Veterinaria de Animais Exéticos
(Feijo-Almada).

Os animais amostrados foram divididos em trés grupos: 1) animais clinicamente
saudaveis (n=9); 2) animais com doenca dentaria diagnosticada (n=9); e 3) animais com
abcesso dentario (n=9).

Para garantir uma recolha de informacdes abrangente sobre cada animal, foi realizado
um inquérito epidemioldgico (anexo 2) aos tutores, de modo a obter dados relativos ao historial
clinico do animal, incluindo idade, dieta, raca, género, peso e tipo de alojamento e de

alimentacéo.
1.3. Recolha de Amostras

Foram recolhidas duas amostras da mucosa oral de cada animal, através da raspagem
da mesma com o auxilio de zaragatoas orais (Virus Collection and Preservation System)
(figura 8). Cada amostragem foi realizada durante 30 segundos cronometrados, através de
movimentos de progressdo e regressdo e de movimentos rotativos, de modo a garantir a

amostragem adequada da microbiota presente na mucosa oral dos animais.
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Apés a recolha das amostras, as duas zaragatoas respetivas a cada animal foram
colocadas num unico recipiente com meio de conservagao Virus Preservation Medium (figura
8), devidamente identificado com a identificacdo do animal e a data da colheita. Em seguida,
as amostras foram armazenadas a 4°C, durante um periodo maximo de 5 semanas, até que
a extracao do DNA fosse realizada.

Todas as amostras foram recolhidas de acordo o protocolo descrito anteriormente, e

as informacdes de cada animal foram organizadas numa tabela (anexo 3).

Figura 8. Imagem original do material de recolha e preservagdo das amostras: recipiente com meio de
conservagdo Virus Preservation Medium e 2 zaragatoas orais (Virus Collection and Preservation System).

1.4. Caracterizacdo do Microbioma
1.4.1. Processamento das Amostras

As amostras foram processadas pelaBiolSIGenomics®, Biosystems and Integrative
Sciences Institute, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa.

O DNA total foi extraido a partir de 180 uL do meio de conservacdo de cada amostra,
utilizando o sistema “MGISP-960 High-throughput Automated Sample Preparation System” e
o kit de Extracdo de Acidos Nucleicos “MGI Easy”, de acordo com as instrugdes do fabricante.
A pureza do DNA foi avaliada por absorvancia a 260 nm usando um Espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, EUA). O DNA extraido foi armazenado a -20°C até
ao seu processamento. A quantificagdo foi realizada utilizando o Qubit™ 4 Fluorometer

(Thermo Fisher Scientific, EUA) e os valores obtidos constam na tabela 1.
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Tabela 1. Quantificacdo do DNA extraido a partir das amostras da cavidade oral dos coelhos
em estudo.

Numero da Amostra Ider}\irfri]cozti?; da Cogﬁi“;ﬁiﬁ)de ;3;3;26(35) DNA total (uL)
1 90214 6,1 213,5
2 5671 7,9 276,5
3 5672 8,5 297.5
4 5685 6 210
5 84487 6 210
6 3120 9,4 329
7 3471 6,1 213,5
8 3472 38 1330
9 70181 6,9 241,5
10 42762 7,4 259
11 9065 24 840
12 6689 5,4 189
13 6106 5,4 189
14 68705 4,2 35 147
15 8524 5,6 196
16 79780 7 245
17 85483 6,9 2415
18 76560 4,6 161
19 90445 5,8 203
20 89595 6,6 231
21 6819 7,9 276,5
22 76686 5,2 182
23 5164 3,3 115,5
24 4791 9,8 343
25 6575 8,7 304,5
26 77765 8,6 301
27 89823 4,7 164,5

1.4.2. Amplificacdo do Gene 16S rDNA e Preparacéo da Biblioteca para

Sequenciacao

A amplificacdo do gene 16S rDNA foi realizada num volume total de 50 pL, utilizando
a LongAmp Hot Start Taq 2x master mix (New England Biolabs, MA, EUA) a 1x, a partir de
50 ng/pL de DNA gendmico, através dos primers 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')
e 1492R (5-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3') (0,25 uM). As amplificagbes foram realizadas

num termociclador Biometra UNO I, usando as seguintes condi¢des: 1 ciclo a 94 °C durante
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1 minuto; 35 ciclos a 94 °C durante 20 segundos, 55 °C durante 30 segundos, e 65 °C durante
2 minutos; e uma extenséo final a 65 °C durante 5 minutos. Seguidamente, os produtos da
amplificacéo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1.5%, a 120V durante 45
minutos, e visualizados no transiluminador Alliance 4.7 (Uvitec Cambridge). Posteriormente,
foram purificados usando a técnica de Imobilizacdo Reversivel em Fase Solida (SPRI) com
esferas magnéticas.

A biblioteca para sequenciacéo foi preparada a partir de 200 fmol do produto de PCR
purificado apds amplificacdo do gene 16S rDNA, utilizando o Sequencing Native Barcoding
Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24) (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido), de
acordo com as instrucdes do fabricante.

As reacdes de sequenciagdo foram realizadas utilizando células de fluxo R10.4.1 e a
plataforma de sequenciagdo PromethlON. Os resultados foram adquiridos em tempo real
através do software MinKNOW 18.08.2., e armazenados em ficheiros fastq, com cada ficheiro

a representar um conjunto de 4000 leituras.
1.5. Tratamento dos Dados e Analise Estatistica

Nesta etapa, os resultados da sequenciacdo das amostras foram analisados e
integrados com o objetivo de estabelecer os perfis microbianos das amostras em estudo,
utilizando uma plataforma analitica desenvolvida pela BiolSIGenomics® para sequenciacao
“long-read nanopore”, de modo a obter uma classificagao taxonémica de elevada precisao.
Os resultados foram validados através do ZymoBIOMICS Microbial Community Standard.

As leituras de baixa qualidade foram eliminadas, e as restantes leituras foram
selecionadas por tamanho (foram mantidas as leituras com comprimentos entre 1200 pb e
1700 pb) utiizando o programa Prinseq-lite, de modo a garantir a consisténcia nos
comprimentos das leituras e assegurar a qualidade dos resultados.

Para a classificagdo taxonomica, foi utilizada uma indexacdo baseada em k-mers, a
qual permitiu mapear as sequéncias obtidas por comparagcdo com o genoma do ancestral
comum a todos os genomas conhecidos que contém um determinado k-mer. A rarefagédo das
amostras foi ajustada ao menor nimero de leituras para garantir uma comparacgdo correta
entre as amostras. A classificacdo foi realizada com recurso a informacgédo disponivel nas
bases de dados RefSeq e GenBank, que incluem os dados relativos a Archaea e Bacteria
disponibilizados até maio de 2023.

A diversidade alfa foi analisada para caracterizar a riqueza e a distribuicdo das
espécies microbianas nos grupos em estudo (animais clinicamente saudaveis, animais com
doenca dentaria diagnosticada e animais com abcesso dentario). Para esta avaliacao, foram

determinadas as Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) observadas (riqueza de
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espécies) e calculado o indice de Shannon, que considera ndo s6 a riqueza (namero total de
espécies presentes) mas também a equitabilidade (distribuicdo relativa das espécies na
comunidade) das amostras, e o indice de Equitabilidade de Pielou, o qual mede a
uniformidade da distribuicdo das espécies dentro de cada grupo. A representatividade da
amostragem foi avaliada por meio da analise de rarefagdo alfa, através das curvas da
progressao das OTUs detetadas em fungdo do numero de leituras de sequenciagdo. A
estabilizacdo destas curvas indica que a profundidade de sequenciacdo foi adequada,
assegurando uma representacdo abrangente da diversidade microbiana existente em cada
amostra. No sentido de comparar a diversidade alfa entre 0s grupos, recorreu-se a construcao
de boxplots dos valores do indice de Equitabilidade de Pielou, uma abordagem que permitiu
captar as variagbes na uniformidade das comunidades microbianas. No entanto, a
interpretac@o dessas variagOes foi realizada apds andlise estatistica. Para esse fim, aplicou-
se 0 teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, que possibilitou a detecdo de padrbes
significativos, distinguindo oscilagdes casuais de discrepancias biologicamente relevantes.

A diversidade beta, que avalia as diferencas entre os trés grupos de coelhos em
estudo, foi avaliada através da determinacdo do indice de Jaccard por andlise das
coordenadas principais, realizada através do programa QIIME2, de modo a avaliar a
similaridade ou diferenca das amostras. A prevaléncia dos géneros foi estabelecida
considerando um limiar de 0,01% (McLaren et al. 2019).

Posteriormente, recorreu-se ao programa sankeyD3 para construir arvores
filogenéticas com base nas OTUs identificadas nas amostras. As OTUs foram analisadas por
meio de mapas de calor, nos quais a abundancia de OTUs em cada amostra foi normalizada
usando Z-scores, com base num total de 50 OTUs. A dissimilaridade entre amostras foi
determinada através do método de Bray-Curtis, e foi realizada uma analise hierarquica de
acordo com o método de Ward, através do agrupamento de amostras com padrdes de
abundéancia semelhantes.

Posteriormente, a identificacdo de biomarcadores, definidos como caracteristicas
microbioldgicas ou genéticas que distinguem os grupos experimentais, foi realizada de acordo
com o método LEfSe (Linear Discriminant Analysis Effect Size). Para tal, foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis para identificar caracteristicas (como a abundancia relativa de géneros
bacterianos) com diferencas significativas entre os grupos experimentais, sendo que as que
apresentaram valor de p > 0,05 foram descartadas. As caracteristicas remanescentes foram
submetidas a andlises adicionais utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, para
avaliacdo das diferencas entre as caracteristicas apresentadas pelos pares de grupos
experimentais. Em seguida, foi construido um modelo de Analise Discriminante Linear (LDA),

baseado nas diferencas médias das propor¢des de abundancia relativa de cada caracteristica
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entre os grupos experimentais. Essas diferengas, expressas em escala logaritmica, geraram
a pontuacéo final de LDA, utilizada para classificar as caracteristicas de acordo com a sua
relevancia enquanto biomarcadores (figura 9).

( Quality processing w r Biomarker discovery
Removal of short and low quality LEFSE
reads: phred score < 7; minimum
length of 1200 bps; maximum 1 - The factorial KW rank sum test is applied to each feature with respect to the class factor. Features that, according to
length of 1700 bps. the KW rank sum test, with default P-value > 0.05) are not further analyzed.
prinseq-ite: Min_len=1200; 2 - The pairwise Wilcoxon test is applied to retained features. For each feature, the pairwise Wilcoxon test is not
Max len=1700 satisfied if at least one comparison between subclasses has a P-value > 0.05 or if the sign of variation is not equal

among all comparisons.

4 - An LDA model is built to estimate their effect sizes.

with the class (as dependent variable) and the remaining feature values, subclass, and subject values (as independent

variables).

5 - The effect sizes are obtained by averaging the differences between class means with the differences between class

means along the first linear discriminant axis.

6 - The LDA score for each biomarker is obtained computing the logarithm (base 10) of this value after being scaled in

~ h 4 ~ the [1.105]. interval and, regardless of the absolute values of the LDA score, it induces the ranking of biomarker
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Figura 9. Pipeline analitico utilizado na caracterizagdo do microbioma da cavidade oral dos coelhos em
estudo, utilizando long-read sequencing.

1.6. Avaliacdo da Qualidade da Sequenciacao

Para avaliar a precisdo nos processos de sequenciagdo foi determinado o Phred
quality score (Q), um método padrao amplamente utilizado com esse fim (Pfeifer 2017). Este
método permite medir a probabilidade de uma base ser incorporada incorretamente mediante
a variacao da intensidade do sinal em cada ciclo, refletindo a qualidade e a precisdo de uma
reacdo de sequenciacao.

Na tecnologia de Sequenciacao por Sintese (SBS), é atribuido um quality score a cada
base incorporada por um algoritmo que segue a equagéo logaritmica: Q = —10log10(e), onde
e € a probabilidade estimada de uma base ser incorporada incorretamente. Quanto maior for

o valor de Q, menor € a probabilidade de erro; uma pontuacdo Q baixa pode corresponder a
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resultados incorretos, e a um aumento de falsos positivos devido a incorporacao de variantes,
e originar conclusdes imprecisas.

Em termos praticos, considera-se que, quando o Phred quality score é = Q30, todas as
leituras serdo corretas, sem erros, sendo o valor de referéncia para avaliacdo da qualidade

dos resultados das técnicas de sequenciacao de nova geracdo (NGS).

Tabela 2. indice de qualidade e exatiddo na leitura de bases

indice de Qualidade Phred Probabilidade de Erro na
Q) Determinacéo da Base

Exatiddo da Leitura
de Bases

1 em cada 10 leituras de sequenciacao
10 90%
de pares de bases

20 1em 100 99%

30 1 em 1000 99,9%

2. Resultados

Os resultados obtidos foram inicialmente avaliados quanto a precisdo da
sequenciacdo. Em seguida, foram estruturados de forma a permitir avaliar a composicéo do
microbioma oral dos animais em estudo e comparar as abundancias relativas dos grupos
taxondmicos bacterianos presentes nos diferentes grupos de coelhos inseridos no trabalho.
Os grupos taxondémicos presentes em todas as amostras foram definidos como a core
microbiota dos animais em estudo, enquanto 0s grupos que estavam ausentes em algumas
amostras permitiram estabelecer as diferengas inter e intra grupos, estabelecidas de acordo

com os indices de diversidade alfa e beta.
2.1. Avaliacdo da Qualidade da Sequenciacdao

A avaliacdo da qualidade de sequenciagao tem como objetivo avaliar a qualidade das
leituras obtidas no processo de sequenciacdo, bem como a preciséo da leitura de bases. Este
processo utiliza um algoritmo que identifica, com base nos sinais gerados, o nucleétido
correspondente (A, T, C ou G) em cada posi¢ado da sequéncia de ADN.

As reacdes de sequenciacdo realizadas apresentaram um Phred Quality Score de
17.2, que corresponde a uma taxa de erro por base de aproximadamente 1 em 50 nucleétidos,

e a uma precisao de aproximadamente 97%.
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Apoés a avaliagdo da qualidade das leituras de sequenciacao, foi contabilizado um total
de 4.811.803 sequéncias. Destas, 4.811.668 foram identificadas como pertencentes aos
dominios Archaea e Bacteria. O nUmero de sequéncias variou entre 267.097 e 81.243 por
amostra individual, refletindo diferencas na quantidade de dados obtidos a partir das amostras
analisadas.

2.2. Caracterizacao da Populacdo em Estudo

A caracterizagdo demografica, de maneio e de historial clinico de cada grupo foi
realizada com base na informacéo recolhida através de inquérito epidemiolégico (anexo 3).

O grupo de coelhos saudaveis foi composto por quatro fémeas e cinco machos. A
idade dos animais variou entre 0s 8 meses e 0s 7 anos. As ragas presentes neste grupo foram
Lion Head (n=4), Ando (n=3) e Lop (n=2). O peso dos animais variou de 1 kg a 2,3 kg, com
uma média aproximada de 1,69 kg.

Relativamente ao alojamento, a maioria dos coelhos (n=5) vivia num parque, trés em
regime livre e um em gaiola. Sete dos nove coelhos tinham acesso exterior. A ragéo base da
dieta era maioritariamente pellets, com apenas um coelho a consumir muesli. O feno era
fornecido a oito dos nove coelhos. A dieta era complementada com uma variedade de extras,
incluindo legumes, fruta fresca, aveia, biscoitos naturais e pao.

No que diz respeito ao historial clinico, nenhum dos coelhos deste grupo apresentava
historico de procedimento dentério, doenca dentaria ou abcesso dentério. Apenas um coelho
estava sob tratamento em curso com Sulfametoxazol + Trimetropim.

O grupo de coelhos com doencga dentaria foi constituido por quatro fémeas e cinco
machos. A idade dos animais variou de 3 a 11 anos, com seis individuos classificados como
adultos. As racas mais representadas foram Belier (n=4), Ando (n=3) e Angora (n=2). O peso
dos animais variou de 1 kg a 1,99 kg, com uma média aproximada de 1,52 kg.

Relativamente ao alojamento, quatro coelhos viviam em gaiola, trés em regime livre e
dois num parque. Apenas trés dos nove coelhos tinham acesso exterior. A ragdo base era
pellets para cinco animais e muesli para quatro. O feno era fornecido a quatro coelhos,
engquanto cinco ndo o recebiam/consumiam. Os extras na dieta incluiam vegetais, frutas e
couve-flor, embora apenas em alguns animais.

O historial clinico deste grupo revelou que todos os animais possuiam historial de
doenga dentéria, com cinco coelhos a terem realizado mais de um procedimento dentério.
Apenas um coelho tinha histérico de abcesso dentéario. Trés coelhos estavam sob tratamento
em curso, sendo que sete dos nove coelhos tinham histérico de antibioterapia, com uma
variedade de farmacos como enrofloxacina, amicacina, doxiciclina, metronidazol e
azitromicina. Quatro coelhos apresentavam histérico de doenca ocular e dois historico de

doenca respiratoria.
36



O grupo de coelhos com abcesso dentario foi composto por quatro fémeas e cinco
machos. A idade dos animais variou de 1 a 10 anos. As racas predominantes foram Belier
(n=4) e Ando (n=4), com um coelho da raca Lion Head. O peso dos animais variou de 1,11 kg
a 2,42 kg, com uma média aproximada de 1,68 kg.

Quanto ao alojamento, seis coelhos viviam em regime livre, dois em gaiola e um no
exterior. Trés dos nove coelhos tinham acesso exterior. A racdo base era pellets para cinco
animais e muesli para quatro. O feno era fornecido a cinco coelhos, enquanto quatro ndo o
recebiam. Os extras na dieta eram variados, incluindo legumes e fruta, e alguns registos
estavam vazios.

No que se refere ao historial clinico, seis dos nove coelhos tinham histérico de
procedimentos dentarios e de doenga dentaria, com cinco a terem realizado mais de um
procedimento. Cinco coelhos tinham histérico de abcesso dentario. Trés coelhos tinham
finalizado recentemente uma antibioterapia a base de penicilina. Sete dos nove coelhos
tinham histérico de antibioterapia, com registos de enrofloxacina, penicilina, azitromicina e
amoxicilina + &cido clavulanico. Nenhum dos coelhos deste grupo tinha histérico de doenca

ocular ou respiratoria.

2.3. Diversidade Taxonémica

A diversidade taxonO6mica corresponde ao numero total de grupos taxonomicos
presentes nas amostras em estudo, tendo sido possivel observar que o microbioma oral dos
coelhos em estudo incluia um total de 24 filos, 31 classes, 68 ordens, 151 familias, 481
géneros e 1400 espécies bacterianas.

Relativamente aos filos presentes nos diferentes grupos de animais, foi possivel
identificar 12 filos a partir das amostras de coelhos saudaveis, 20 a partir das amostras de
coelhos com doenca dentéria, e 18 a partir das amostras de coelhos com abcesso dentério.
Foi possivel observar Pseudomonadota, Bacillota, Bacteroidota, Fusobacteriota e
Actinomycetota nas amostras de todos 0s grupos. Saccharibacteria foi apenas identificado
nas amostras dos coelhos saudaveis, encontrando-se ausente nas amostras dos coelhos com
doenca dentdria e nas dos animais com abcessos dentarios. Por outro lado,
Campylobacterota foi identificado apenas nas amostras de coelhos com abcessos dentarios,
ndo estando presente nas amostras obtidas a partir dos outros dois grupos de animais em
estudo.

Relativamente as classes, foram identificadas 23 classes diferentes nas amostras de
coelhos saudaveis, 28 nas de coelhos com doenca dentaria e 27 nas de animais com abcesso
dentario. Foi também possivel identificar 45 ordens diferentes nas amostras de coelhos
saudaveis, 57 nas de animais coelhos com doenca dentéria, e 57 nas de coelhos com abcesso
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dentério. Em relacao as familias, foi possivel identificar um total de 99 familias nas amostras
de coelhos saudaveis, 115 nas de coelhos com doenca dentéria, e 123 nas de coelhos com
abcesso dentério.

Foi ainda possivel verificar que as amostras de coelhos saudaveis apresentaram uma
menor diversidade a nivel dos géneros identificados, apresentando 303 géneros diferentes,
de entre os quais se destacaram os géneros Bibersteinia, Rodentibacter, Chryseobacterium e
Avibacterium. Nas amostras dos coelhos com doenca dentaria, foi possivel detetar um total
de 371 géneros, incluindo Streptococcus, Bibersteinia e Porphyromonas. Por fim, nas
amostras de coelhos com abcessos dentarios, foram identificados 357 géneros, incluindo
Bibersteinia, Porphyromonas, Bacteroides, Rodentibacter e Pasteurella.

Por fim, foi possivel identificar 853 espécies diferentes nas amostras de coelhos
saudaveis, 1041 nas de coelhos com doenca dentaria, e 980 nas de coelhos com abcesso
dentario. Assim, verificou-se um aumento da diversidade total nos grupos de animais com

doenca oral.
2.4. Abundéancia Relativa

A abundancia relativa, que expressa a propor¢cdo de um determinado grupo
taxonémico em relagdo ao total de grupos observados numa determinada amostra, revelou
algumas diferencas na composicado do microbioma oral dos animais.

Nas amostras do grupo dos coelhos saudaveis, o filo Pseudomonadota apresentou a
maior abundancia relativa, com um valor de 73,59%,, seguido de Bacteroidota (12,18%) e
Bacillota (11,90%). Actinomycetota apresentou uma abundéancia relativa de 1,85% e
Fusobacteriota de 0,24%. Os outros filos apresentaram de abundéncias relativas inferiores a
0,10%. Ja nas amostras de coelhos com doenca dentaria, Pseudomonadota apresentou uma
abundancia relativa de 52,72%, enquanto Bacillota e Bacteroidota apresentam valores de
23,46% e 16,90%, respetivamente. Fusobacteriota e Actinomycetota apresentaram um
aumento na sua abundancia relativa para 5,69% e 0,79, respetivamente. Os restantes filos
apresentam valores de abundancia relativa inferiores a 0,25%. Nas amostras do grupo de
coelhos com abcesso dentéario, Pseudomonadota foi novamente o filo mais abundante, com
uma abundancia relativa de 63,66%, seguido de Bacteroidota (21,54%), Bacillota (9,06%),
Fusobacteriota (4,54%) e Actinomycetota (0,30%), sendo que os restantes filos apresentaram
valores de abundéncia relativa inferiores a 0,23%.

De um modo geral, observou-se que o filo Pseudomonadota foi predominante em
todos os grupos, sendo a sua abundancia superior nos coelhos saudaveis. Por outro lado,
observou-se uma maior proporcdo de Bacteroidota e Bacillota nas amostras dos grupos de

animais com abcesso e doenca dentaria em relacdo as do grupo de coelhos saudaveis. Além
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disso, foram identificados outros filos em menor abundancia, como Fusobacteriota e
Actinomycetota, cuja presenga, embora reduzida, contribuiu para evidenciar a diversidade
microbiana distinta observada entre os grupos (gréfico 1).

Grafico 1. Abundancia relativa dos filos bacterianos presentes no microbioma oral dos coelhos

em estudo.
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Foi, ainda, possivel observar diferencas em relagdo aos géneros presentes nas
amostras obtidas a partir dos trés grupos de coelhos em estudo. Nas amostras de coelhos
saudaveis, o género Bibersteinia destacou-se como o mais abundante, representando 20,25%
da comunidade bacteriana total deste grupo, seguido de Rodentibacter (13,05%),
Streptococcus (7,79%), Pelistega (7,45%) e Pasteurella (2,08%). A categoria "Outros”
juntamente com a “Desconhecidos" representou 20,89% da comunidade bacteriana total
deste grupo.

Nas amostras de coelhos com doenca dentaria, o género Streptococcus foi
predominante, com uma abundancia relativa de 16,21%, seguido de Bibersteinia (11,34%),
Porphyromonas (10,10%), Pelistega (7,90%) e Rodentibacter (8,25%). O género Pasteurella
mostrou-se menos abundante nestas amostras, representando apenas 1,42% da comunidade
bacteriana, enquanto as categoras "Outros” e “Desconhecidos" representou 30,48% na sua
totalidade.

Nas amostras de coelhos com abcesso dentario, o género Bibersteinia foi novamente
0 mais representativo, com uma abundancia relativa de 15,37%, seguido de Porphyromonas
(7,60%), Bacteroides (6,86%), Rodentibacter (6,59%) e Pasteurella (5,95%). O género
Streptococcus, embora presente, apresentou uma abundéancia relativa de apenas 2,51%.

Adicionalmente, a categoria "Outros” e “Desconhecidos" corresponderam a 41,91%,

39



revelando que este grupo de animais apresenta uma elevada diversidade ainda néo
caracterizada.

De um modo geral, observou-se que o género Bibersteinia foi predominante nos
coelhos saudaveis, mantendo uma abundancia elevada nos coelhos com doenca dentéria e
abcesso dentario, outros géneros também predominantes nos coelhos saudaveis foram
Rodentibacter, Chryseobacterium, Avibacterium e Pelistega, sendo que este ultimo teve igual
presenca no grupo de coelhos com doenga dentaria. No entanto, o0 género Streptococcus
destacou-se como 0 mais abundante nesse grupo, apesar da sua presenca ter sido reduzida
nos coelhos com abcesso dentario. JA o género Porphyromonas apresentou proporcdes
elevadas nos grupos com abcesso dentario e doenga dentaria. Seguido de outros géneros
como Pasteurella, Haemophilus, Bacteroides e Fusobacterium, 0s quais registaram
abundéancias relativas mais elevadas nos coelhos com abcesso dentario comparativamente

aos outros grupos (gréafico 2).

Grafico 2. Abundancia relativa dos géneros bacterianos presentes no microbioma oral dos

coelhos em estudo.
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2.5. Core Microbiota

Os resultados obtidos a partir da sequenciacdo permitiram ainda identificar a core microbiota
presente na mucosa oral dos animais amostrados, definida como o conjunto de todas as

categorias taxondmicas presentes na totalidade das amostras em estudo. Assim, foi possivel
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constatar que a core microbiota destes animais compreende 5 filos, 9 classes, 15 ordens, 20

familias, 28 géneros e 31 espécies (tabela 3).

Tabela 3. Core microbiota da cavidade oral dos animais em estudo.

Filo

Pseudomonadota

Classe

Gammaproteobacteria

Ordem

Pasteurellales

Familia

Pasteurellaceae

Género Espécie
Rodentibacter Rodentibacter haemolyticus
Glaesserella Glaesserella parasuis
Aggregatibacter Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Bibersteinia Bibersteinia trehalosi
. Mannheimia haemolytica
Mannheimia — -
Mannheimia varigena
Pasteurella Pasteurella multocida

Actinobacillus

Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus equuli

Avibacterium

Avibacterium paragallinarum

Haemophilus

Haemophilus influenzae

n/a Pasteurellacea bacterium RH1A
Enterobacterales | Enterobacteriaceae Escherichia Escherichia COI.I
Salmonella Salmonella enterica
Moraxellales Moraxellaceae Moraxella Moraxella cuniculi
Alcaligenaceae Pelistega Pelistega ratti
Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum
Betaproteobacteria Comamonadaceae Comamonas
Nei iales Neisseriaceae Neisseria

Rhodocyclales

Rhodocyclaceae

Oryzomicrobium

Oryzomicrobium terrae

Alphaproteobacteria

Caulobacterales

Caulobacteraceae

Brevundimonas

Bacteroidota

Bacteroidia

Bacteroidales

Porphyromonadaceae

Porphyromonas

Flavobacteriia

Flavobacteriales

Weeksellaceae

Chryseobacterium

Chryseobacterium taklimakanense

Chryseobacterium sp.

Flavobacteriaceae

Capnocytophaga
Bergeyella Bergeyella cardium
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus thermophilus
. Bacill Lactobacillales Streptococcus in.fant.is
Bacillota Streptococcus salivarius
Streptococcus anginosus
Lactobacillaceae Ligilactobacillus Ligilactobacillus salivarius
Carnobacteriaceae n/a Carnobacteriaceae bacterium zg-C25
Bacillales Bacillaceae
Negativicutes Veillonellales Veillonellaceae Veillonella Veillonella parvula

Actinomycetota

Actinomycetes

Micrococcales

Corynebacteriaceae

Corynebacterium

Mycobacteriales

Fusobacteriota

Fusobacteriia

Fusobacteriales

Fusobacteriaceae

Fusobacterium

Leptotrichiaceae

Leptotrichia

Leptotrichia sp. oral taxon 221

2.6.

Anéalise da Diversidade

2.6.1. Diversidade Alfa

A diversidade alfa permite avaliar a diversidade de espécies dentro de uma Unica

amostra ou grupo, tendo sido determinada neste estudo através do célculo do indice de

Equitabilidade de Pielou. Este indice foi comparado entre os trés grupos de coelhos, utilizando

o teste de Kruskal-Wallis. O qual revelou diferencas significativas (p < 0,05) entre a

diversidade alfa do microbioma oral de coelhos saudaveis e a do microbioma oral dos animais

com alguma forma de doenca dentaria (PSADD ou abcesso dentério). Contudo, as diferencas
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ndo foram estatisticamente significativas relativamente aos indices de diversidade alfa entre
os coelhos com doenca dentaria e 0s animais com abcesso dentario, 0 que sugere que a
presenca de doenca dentéria pode estar associada a alteragcbes da diversidade microbiana
oral comparativamente a de coelhos saudaveis, independentemente da presenca ou ndo de
abcesso (tabela 4).

Tabela 4. Comparagdes individuais entre os grupos de amostras, realizadas através do teste
de Kruskal-Wallis, com um nivel de significincia estabelecido em p < 0,05.

Grupo 1 Grupo 2 H valor-p valor-q

Abcesso DD 0,06 0,8 0,8

Abcesso Saudavel 15,76 0,0000718 0,000215
DD Saudavel 11,44 7,19E-04 1,08E-03

O indice de Equitabilidade de Pielou foi determinado para todos os grupos, permitindo
analisar a distribuicdo e uniformidade dos grupos taxonémicos presentes em cada um dos
grupos de animais em estudo. Foi possivel observar que as amostras obtidas a partir de
coelhos saudaveis apresentavam uma distribuicdo mais uniforme das espécies constituintes
do microbioma oral, enquanto as amostras dos grupos de animais com doenc¢a dentaria e
abcesso dentério apresentaram uma menor uniformidade a nivel das espécies identificadas.
Por outro lado, a mediana da diversidade alfa foi visivelmente superior nos coelhos saudaveis,
indicando uma maior variagdo da comunidade microbiana em comparacdo a presente nas
amostras dos outros dois grupos de coelhos em estudo (grafico 3).

Gréfico 3. Boxplot do indice de Equitabilidade de Pielou aplicado aos trés grupos de coelhos em
estudo.
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A analise de rarefacdo alfa foi realizada para avaliar a riqueza taxonomica e a
diversidade microbiana dentro de cada grupo de coelhos. Foram construidas curvas de
rarefagdo para duas métricas diferentes: o nimero de OTUs observadas e o Iindice de
Shannon. Ambos os casos consideraram a profundidade de sequenciacdo para cada amostra.

As curvas de rarefacdo, baseadas no total de OTUs observadas, evidenciaram
diferencas na riqueza microbiana entre os trés grupos. No grupo de coelhos saudaveis, a
maioria das amostras apresentou uma tendéncia de crescimento continuo, com algumas
curvas atingindo um plateau, o que indicou uma cobertura satisfatéria da diversidade
microbiana. Nos coelhos com doenca dentaria notou-se uma redu¢ao na riqgueza microbiana
em algumas amostras, que apresentaram um numero de OTUs mais baixo, em comparacéo
com os coelhos saudaveis. No grupo de coelhos com abcesso dentario, determinadas
amostras obtiveram um numero elevado de OTUs, enquanto outras demonstraram uma
diversidade mais reduzida.

As curvas de rarefagdo, construidas com base no indice de Shannon, complementam
estas observagbes. No grupo de coelhos saudaveis, as curvas de Shannon atingiram
rapidamente um plateau, indicando uma comunidade microbiana mais diversa e com uma
distribuicdo mais equilibrada das espécies. No grupo de coelhos com doenca dentaria,
algumas curvas apresentam um plateau inferior as do grupo de coelhos saudaveis, sugerindo
uma reducdo na diversidade dessas amostras. No grupo de coelhos com abcesso dentario
(C), a heterogeneidade observada na riqueza foi corroborada, com algumas amostras
apresentando valores de diversidade de Shannon proximos aos dos coelhos saudaveis,
enquanto outras exibiram valores notavelmente mais baixos, reforcando a variabilidade da

diversidade microbiana neste grupo (grafico 4).
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Gréfico 4. Curvas de rarefacéo relativas as OTUs observadas (& esquerda) e ao indice de
Shannon (a direita) nos diferentes grupos de coelhos: saudaveis (A), com doenca dentaria (B)
e com abcesso dentario (C).
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2.6.2. Diversidade Beta

A diversidade beta desempenhou um papel essencial na avaliagcdo das diferencas na
composicdo do microbioma oral dos 3 grupos de coelhos em estudo. Para explorar essas
variacoes, recorreu-se a Analise de Coordenadas Principais (PCoA), uma abordagem visual
que traduz as complexas interacdes microbianas em dimensbes mais acessiveis a
interpretacdo. Adicionalmente, foi calculada a matriz de distancia de Jaccard, um método
rigoroso que se concentra exclusivamente na presenca ou auséncia das espécies, ignorando
deliberadamente a sua abundancia relativa. Esta combina¢do metodoldgica assegurou uma
compreensédo aprofundada das variacées microbianas entre 0s grupos, destacando padrdes
relevantes.

A andlise do Grafico 5 permitiu verificar que os pontos cor de laranja, correspondentes
aos coelhos saudaveis, encontraram-se concentrados numa area especifica do grafico, o que
indicou que o microbioma presente na cavidade oral destes animais apresentou perfis de
similaridade préximos entre si. Os pontos azuis, representativos dos coelhos com doenca
dentéria, encontraram-se mais dispersos no gréafico, o que sugeriu uma maior variabilidade na
composi¢ao do microbioma desses individuos. Os pontos vermelhos, que representaram 0s
coelhos com abcesso dentério, formaram um grupo distinto, encontrando-se mais dispersos
no grafico quando comparados com os pontos laranja (coelhos saudaveis), mas menos que
0s pontos azuis (coelhos com doencga dentéria).

Gréfico 5. Grafico PCoA baseado na matriz de distancia de Jaccard. A laranja encontram-se

representados os animais saudaveis, a azul os que apresentam doencga dentaria e a vermelho
0s com abcesso dentario.
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2.7. Anélise Discriminante Linear

O tamanho do efeito da Analise Discriminante Linear (LEfSe) permite identificar as
caracteristicas (neste caso, unidades taxondmicas) que séo diferenciais entre grupos, e que
podem ser potencialmente consideradas como biomarcadores. O processo de identificacdo
dessas caracteristicas fundamenta-se em trés pilares: a significancia estatistica, determinada
através dos testes nao paramétricos de Kruskal-Wallis e Wilcoxon; a solidez da variagcéo
observada entre os grupos, assegurando que as discrepancias detetadas ndo sao meras
flutuacbes estocdasticas, mas sim reflexos consistentes da estrutura bioldgica subjacente; e a
magnitude do impacto discriminativo, mensurada pela pontuacdo da Andlise Discriminante
Linear (LDA), que quantifica o grau de separacdo conferido por cada caracteristica na
diferenciag&o entre grupos.

Neste caso, a andlise LEfSe foi realizada para identificar os géneros e espécies
bacterianas mais abundantes de cada um dos trés grupos de coelhos em estudo, permitindo
identificar os OTUs associados a cada caso, evidenciando potenciais marcadores de saude e
de doencga.

A andlise comparativa entre os resultados obtidos para coelhos saudaveis e pelos
afetados por doenca dentéria evidenciou discrepancias na composicao bacteriana, revelando
potenciais associa¢cdes microbianas com a patogénese da condi¢do. No grupo de coelhos
saudaveis, as espécies Bibersteinia trehalosi, Chryseobacterium taklimakanense,
Mannheimia haemolytica, Avibacterium paragallinarum, Pelistega ratti e um taxon pertencente
ao género Rodentibacter foram predominantes. Em contrapartida, os coelhos com doenca
dentaria apresentaram um perfil bacteriano distinto, caracterizado por uma maior abundancia
de Streptococcus ruminantium, Pasteurellaceae bacterium, bem como de taxons pertencentes
aos géneros Rodentibacter e Leptotrichia, indicando potenciais alteragfes associadas ao

desenvolvimento da doenca (gréfico 6).
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Grafico 6. Analise diferencial da composicéo bacteriana do microbioma oral entre o grupo de
coelhos saudéaveis e de coelhos com doenca dentéaria, determinada pela LEfSe. As barras
representam os valores da Analise Discriminante Linear, indicando a magnitude da associacao
de cada grupo taxonémico com cada um dos grupos de coelhos.
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A analise comparativa entre os coelhos saudaveis e os que tinham abcesso dentéario
revelou contrastes acentuados na composicdo microbiana. Nos animais saudaveis, 0
microbioma apresentou uma predominancia das espécies Chryseobacterium taklimakanense,
Bibersteinia trehalosi, Pelistega ratti, Avibacterium paragallinarum e Streptococcus
ruminantium, bem como um taxon nao identificado do género Rodentibacter, sugerindo um
perfil bacteriano caracteristico de um estado de equilibrio fisiolégico. Ja no grupo de coelhos
com abcesso dentario, as espécies Moraxella cuniculi, Fusobacterium gastrosuis,
Avibacterium volantium, Metamycoplasma salivarium e Bacteroides sp. destacaram-se como

as mais abundantes (gréfico 7).
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Grafico 7. Anélise diferencial da composicédo bacteriana do microbioma oral entre o grupo de
coelhos saudaveis e de coelhos com abcesso dentéario, determinada pela LEfSe. As barras
representam os valores da Analise Discriminante Linear, indicando a magnitude da associacao
de cada grupo taxonémico com cada um dos grupos de coelhos.
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Por fim, a andlise diferencial entre os grupos de coelhos com doenca dentaria e com
abcesso dentario revelou padrées microbianos distintos, sublinhando potenciais associacdes
entre a composicéo bacteriana e a progresséo da doenca. Nos coelhos com doenga dentéria,
registou-se uma maior abundancia discriminativa da espécie Porphyromonas gingivalis, bem
como de taxons nédo identificados dos géneros Leptotrichia sp. e Veillonella sp.. Contudo, no
grupo de coelhos com abcesso dentario, as espécies identificadas em maiores proporcdes
foram Bacteroides heparinoyticus, Moraxella cuniculi, Pasteurella multocida, Mannheimia

haemolytica e Capnocytophaga gingivalis (grafico 8).
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Grafico 8. Andlise diferencial da composicdo bacteriana do microbioma oral entre o grupo de
coelhos com doenca dentéaria e de coelhos com abcesso dentario, determinada pela LEfSe. As
barras representam os valores da Analise Discriminante Linear, indicando a magnitude da
associacado de cada grupo taxonémico com cada um dos grupos de coelhos.
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3. Discussao

Este estudo teve como principal objetivo caracterizar o microbioma oral de coelhos
saudaveis, com doenga dentaria e com abcesso dentario. Esta caracterizagdo possibilitou
avaliar a existéncia de relagbes entre o microbioma de individuos do mesmo grupo, mas
também entre 0 microbioma de animais de grupos diferentes, de modo a compreender se
fatores como a presenca de doenca dentéria e a apresentacgao clinica (com ou sem formacéo
de abcesso) podem influenciar a composicdo do microbioma oral. Tendo em conta que a
bibliografia disponivel relativamente a esta tematica em coelhos € escassa, foi muitas vezes
necessario recorrer a comparacao dos resultados obtidos neste estudo com os de outros
estudos realizados noutras espécies, para contextualizar os padr6es microbianos observados
e compreender potenciais implicacbes funcionais dos grupos bacterianos predominantes.

Os dados obtidos contribuiram, ndo s6 para a identificacdo de potenciais
biomarcadores microbianos associados as diferentes condi¢des clinicas, como também
forneceram informacdes valiosas sobre o impacto do microbioma oral no diagndstico,
prevencédo e tratamento das doencgas dentérias em coelhos. Em particular, a relagéo entre a
diversidade bacteriana e o estado de saude oral reforca a importancia da homeostase

microbiana na prevencao de doencas.
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3.1. Diversidade microbiana e composi¢do taxonémica

A andlise da diversidade de microrganismos nas diferentes amostras em estudo
revelou alteracdes significativas na composi¢cdo do microbioma oral de coelhos com doenca
dentaria e abcessos em comparacao com a dos coelhos saudaveis. A andlise da diversidade
bacteriana forneceu informac¢des importantes sobre a distribuicdo e composicdo das
comunidades bacterianas, enquanto a caracterizacdo da composi¢do taxonémica ajudou a
identificar as principais diferencas ao nivel dos filos e géneros bacterianos relativamente as

diferentes condi¢des clinicas.

3.1.1. Diversidade alfa: reducédo dariqgueza microbiana e impacto da
disbiose

A diversidade alfa foi quantificada através do indice de Equitabilidade de Pielou e da
andlise de rarefacdo, os quais permitiram quantificar a riqueza e a distribuicao relativa das
espécies microbianas dentro de cada grupo. Os resultados indicaram uma reducédo
estatisticamente significativa da diversidade alfa nos coelhos com doenca dentaria e com
abcesso dentario em comparagdo com os coelhos saudaveis (p < 0,05), sugerindo um
processo de disbiose oral. Esta reducgéo favoreceu a domin&ncia de um subconjunto restrito
de microrganismos potencialmente patogénicos, o que pode levar a uma eventual alteragcdo
da homeostase da cavidade oral. Apesar de nao ter sido possivel encontrar nenhum estudo
gue estabeleca uma relagéo direta entre a diversidade microbiana oral e a estabilidade do
ecossistema oral em coelhos, estudos sobre o microbioma intestinal destes animais revelaram
que uma maior diversidade microbiana se encontra associada a um ecossistema mais estavel
(Fortun-lamothe e Boullier 2004; Hu et al. 2021), no qual a competicdo entre espeécies
desempenha um papel essencial na regulagdo da comunidade bacteriana (Fortun-lamothe e
Boullier 2004). Por analogia, pode colocar-se a hipétese que o microbioma oral segue um
principio semelhante, funcionando como um ecossistema complexo onde interacfes
microbianas sustentam a estabilidade e a resisténcia a agentes patogénicos oportunistas.
Esta hipdtese é consistente com estudos em medicina humana, que demonstraram que o
microbioma oral constitui uma comunidade ecolégica complexa, altamente regulada, onde
interacBes entre espécies contribuem para a estabilidade do ecossistema e permitem a
adaptacdo a mudancas ambientais (Zarco et al. 2012; Kilian et al. 2016).

Neste estudo foi possivel verificar que no microbioma do grupo de coelhos com doenga

Q-

dentaria ocorreu uma diminuicdo da diversidade alfa, o que podera ter predisposto

Q-

colonizacdo da cavidade oral por espécies associadas a processos inflamatorios e
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degradacao tecidual, tal como observado em quadros de periodontite noutras espécies
animais (Socransky e Haffajee 1992; Hajishengallis e Lamont 2012).

No grupo de coelhos com abcesso dentério, embora a diversidade alfa tenha sido
inferior a dos coelhos saudaveis, ndo foi observada uma reducéo estatisticamente significativa
em relacdo a dos coelhos com doenca dentaria (p=0,8). Estes resultados sugerem que a
principal alteracdo na diversidade da microbiota ocorre durante a transicdo do estado
saudavel para o de doenca dentéria, enquanto a evolu¢ao da doenca no sentido da formacéao
de abcesso ndo se encontra associada a uma reducédo adicional significativa da diversidade
microbiana. Estes resultados podem indicar que, uma vez estabelecida a disbiose associada
a doenca dentaria, a progressao para o estado de abcesso dentario envolve modificacbes na
composi¢do microbiana sem impactar, necessariamente, de forma significativa, a riqueza e
equitabilidade global das espécies presentes. Para além de fatores de cada individuo (Levy e
Mans 2024), o desenvolvimento de abcesso pode estar eventualmente relacionado com a
selecdo de microrganismos especificos altamente adaptados a um ambiente inflamatério e
hipoxico (Harcourt-Brown e Chitty, 2013), e ndo com a redugdo geral da diversidade
microbiana.

Apesar desta transicdo nao se encontrar completamente caracterizada em coelhos, os
resultados deste estudo estdo em conformidade com estudos realizados em medicina
humana, que demonstraram que a evolucdo de infecdes odontogénicas para estados mais
graves tende a ser acompanhada por uma reorganizacdo funcional do microbioma,
favorecendo a proliferacdo de anaerdbios obrigatdrios e agentes patogénicos oportunista
(Bottger et al. 2021).

3.1.2. Diversidade beta: dissimilaridade entre o microbioma dos trés

grupos de animais em estudo

A diversidade beta foi analisada com recurso a Andlise de Coordenadas Principais
(PCoA), baseada na matriz de distancia de Jaccard. Este método permitiu avaliar as
diferencas entre as amostras, considerando a presenga ou auséncia das espécies
bacterianas.

Os resultados revelaram diferencas entre a composi¢cdo do microbioma dos trés
grupos de coelhos em estudo, com graus de sobreposicdo distintos. O microbioma dos
coelhos saudaveis exibiu um padrdo relativamente coeso, sugerindo uma composicdo
microbiana semelhante entre os individuos deste grupo. Em contraste, os resultados dos
coelhos com doenca dentaria apresentaram uma maior dispersdo no grafico PCoA, o que
indica que a composicao bacteriana dentro deste grupo é mais heterogénea. Ja nos coelhos

com abcesso dentério, a tendéncia foi distinta: os resultados deste grupo formaram um
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conjunto separado dos resultados dos animais saudaveis, mas apresentaram pontos de
interse¢cdo com os resultados do grupo de doenca dentaria. Algumas amostras ficaram mais
proximas das de doenca dentaria, enquanto outras ficaram localizadas numa posi¢cdo mais
afastada, o que demonstra a existéncia de uma composi¢do microbiana também passivel de
sofrer amplas variagdes.

ApoOs a analise do gréfico 5, observou-se que o microbioma oral dos coelhos saudéaveis
se diferencia do observado em coelhos com doenca dentaria e com abcessos dentarios. No
entanto, a variacdo observada entre estas duas Ultimas condicbes ndo é marcadamente
distinta, existe uma transi¢cdo gradual e alguma sobreposi¢cdo na composicdo microbiana. O
facto de as amostras dos coelhos com doenca dentéria se distribuirem de forma mais dispersa
no grafico PCoA indica que n&o existe um anico perfil bacteriano associado a esta condi¢ao.
A explicacdo para essa variabilidade ainda ndo esta totalmente esclarecida no caso dos
coelhos (Flenghi et al. 2023), mas podera estar relacionada com diferengcas no grau de
progressao da doenca, variagdes individuais entre os animais ou mesmo fatores imunitarios
e ambientais, tal como previamente observado em estudos relativos a doenga periodontal em
cdes (Wallis et al. 2015; Wallis et al. 2024).

A literatura disponivel sobre microbioma oral humano demonstra que a variagdo na
sua composicao entre individuos saudaveis e individuos doentes raramente ocorre de forma
brusca. Pelo contrario, sdo observadas um conjunto de alteragbes graduais na estrutura e
composi¢ao da microbiota (Deo e Deshmukh, 2019), influenciadas por fatores como dieta
(Zaura et al. 2009), idade (Parahitiyawa et al. 2010) e resposta imune do hospedeiro (Deo e
Deshmukh, 2019). Essas variagdes interindividuais refletem a notavel plasticidade ecolégica
da microbiota oral, e a sua capacidade de adaptacdo a condicdes fisiologicas e ambientais
distintas. Seguindo esta l6gica, a grande dispersdo observada nos coelhos com doenca
dentaria podera provavelmente refletir um fenémeno semelhante: a disbiose oral ndo ocorre
de maneira uniforme, mas ao longo de um gradiente de mudancas, que pode depender da
duragéo e gravidade da condig&o inflamatoria.

No caso do microbioma dos coelhos com abcesso dentéario, apesar da clara distingéo
em relacdo aos coelhos saudaveis, observou-se uma certa sobreposicdo com o microbioma
dos coelhos com doenca dentéria. Este resultado sugere que o desenvolvimento de um
abcesso ndo implica uma alteracéo total da microbiota, mas sim uma evolucdo dos padrdes
ja presentes na doenca dentéria. Estudos anteriores realizados em caes e humanos apoiam
esta hipétese, mostrando que a composi¢do bacteriana nos estagios iniciais das infe¢cdes
odontogénicas influencia, diretamente, as fases mais avancadas da doenca (Siqueira e Récas
2013; Walllis et al. 2015). Este padrdo sugere que, em vez de uma alteracdo abrupta das

espécies bacterianas, ocorre uma reorganizacdo da estrutura microbiana, favorecendo o
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crescimento de organismos anaerObios estritos e oportunistas, como Fusobacterium e

Porphyromonas (Al-Cafes et al. 2017).

Foi ainda possivel verificar que as amostras de coelhos saudaveis apresentaram uma
menor diversidade a nivel dos géneros identificados, apresentando 303 géneros diferentes,
de entre 0s quais se destacaram os géneros Bibersteinia, Rodentibacter, Chryseobacterium e
Avibacterium. Nas amostras dos coelhos com doenga dentaria, foi possivel detetar um total
de 371 géneros, incluindo Streptococcus, Bibersteinia e Porphyromonas. Por fim, nas
amostras de coelhos com abcessos dentérios, foram identificados 357 géneros, incluindo
Bibersteinia, Porphyromonas, Bacteroides, Rodentibacter e Pasteurella.

Por fim, foi possivel identificar 853 espécies diferentes nas amostras de coelhos
saudaveis, 1041 nas de coelhos com doenca dentaria, e 980 nas de coelhos com abcesso

dentario.

3.1.3. Composicao taxondmica e diferencas na abundancia relativa dos

filos e géneros bacterianos

A caracterizagcdo do microbioma oral dos coelhos estudados revelou diferengas tanto
na diversidade taxondémica, como na abundancia relativa dos principais filos e géneros
bacterianos, refletindo alteracbes progressivas na composi¢cdo microbiana associadas a
presenca de doenca dentaria e abcesso dentario.

A diversidade taxonOmica foi avaliada através do numero total de categorias
taxondmicas identificadas em cada grupo. A rigueza taxondmica variou entre 0S grupos,
sendo inferior no grupo de coelhos saudaveis e superior nos grupos com doenca dentaria e
abcesso dentario. Nos coelhos saudaveis, foram identificados 303 géneros e 853 espécies
diferentes. No grupo de coelhos com doenca dentaria, observou-se um aumento na
diversidade microbiana, tendo sido identificados 371 géneros e 1041 espécies. Ja no grupo
de coelhos com abcesso dentario, verificou-se uma reducdo parcial da diversidade
taxondmica, tendo sido identificados 357 géneros e 980 espécies.

Apesar da analise da diversidade alfa ter revelado uma reducdo estatisticamente
significativa da diversidade microbiana nos coelhos com doenca dentéria e abcesso dentério,
em comparacao com os coelhos saudaveis. Esta diminuicdo indica uma perda de equilibrio e
resiliéncia do ecossistema oral a nivel individual. Contudo, a diversidade taxonémica total (o
namero cumulativo dos grupos taxonomicos identificados em todo o grupo) foi superior nos
coelhos com doenca dentéria e abcesso dentario em comparagdo com os saudaveis. Esta
aparente contradicdo é explicada pela diversidade beta, que demonstrou que a composicéo
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microbiana entre os individuos doentes era muito mais heterogénea. Deste modo, diferentes
coelhos doentes desenvolveram perfis disbioticos distintos, com a proliferacdo de diversos
grupos bacterianos oportunistas que variaram entre individuos, o que resultou num maior
namero total de grupos taxonémicos Unicos quando considerados coletivamente.

Para além da diversidade taxondmica global, também foram observadas diferencas na
abundancia relativa dos principais filos e géneros bacterianos presentes nos trés grupos de
animais em estudo. A nivel de filos bacterianos, os coelhos saudaveis apresentaram um
microbioma dominado por Pseudomonadota (73,59%), Bacteroidota (12,18%) e Bacillota
(11,90%). Nos coelhos com doenca dentéria, verificou-se uma reducao da abundéancia relativa
de Pseudomonadota (52,72%), acompanhada por um aumento de Bacillota (23,46%) e
Bacteroidota (16,90%). Além disso, Fusobacteriota aumentou para 5,69%. Nos coelhos com
abcesso dentério, verificou-se um aumento ainda maior de Bacteroidota (21,54%) e
Fusobacteriota (4,54%), enquanto a propor¢cdo de Pseudomonadota subiu novamente para
63,66%.

A reducéo progressiva do filo Pseudomonadota, bem como o aumento de Bacteroidota
e Fusobacteriota, sdo concordantes com padrdes inflamatdrios previamente descritos (Griffen
et al. 2012; Hall et al. 2022). Além disso, 0 aumento de Bacteroidota e Fusobacteriota tem
sido associado a infe¢cdes odontogénicas em humanos (Siqueira e Ré¢as 2013), reforcando
a relevancia destas alteragfes na composi¢do microbiana para o desenvolvimento de doenca.

Ao nivel dos géneros bacterianos, verificou-se que Bibersteinia foi dominante nos
coelhos saudaveis (20,25%), que a proporcdo de Porphyromonas aumentou
substancialmente nos coelhos com doenca dentéria e abcesso dentario, e que a proporgéo
de Streptococcus aumentou apenas nos casos de doenca dentéria, observando-se uma
reducdo na sua abundancia relativa nos coelhos com abcesso dentario em relacao ao grupo
de controlo. Nos coelhos saudaveis, os géneros Bibersteinia e Rodentibacter foram os mais
representativos. Nos coelhos com doenga dentaria, Streptococcus tornou-se dominante
(16,21%), seguido de Bibersteinia, cuja abundancia sofreu uma reducgéo para 11,34%, e
Porphyromonas (10,10%). Por sua vez, nos coelhos com abcesso dentério, Bibersteinia voltou
a ser o género predominante (15,37%), acompanhado por Porphyromonas (7,60%),
Bacteroides (6,86%) e Rodentibacter (6,59%), enquanto a proporgéo de Streptococcus sofreu
uma reducdo drastica para apenas 2,51%.

O género Bibersteinia destacou-se como o género mais prevalente entre os coelhos
saudaveis, seguido dos géneros Rodentibacter, Chryseobacterium, Avibacterium,
Streptococcus e Pelistega. Apesar de estes resultados ndo serem totalmente concordantes
com o estudo de Flenghi et al (2023), no qual Streptococcus, Rothia e Enterobacter

destacaram-se como alguns dos géneros principais do microbioma oral de coelhos saudaveis,
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existe alguma convergéncia entre os estudos relativamente a presenca de Streptococcus e
Pelistega. As discrepancias podem estar relacionadas com a metodologia analitica
(sequenciacdo 16S vs. cultura bacteriana) (Rhoads et al. 2012; Oxford Nanopore
Technologies 2020b) e caracteristicas da populagéo estudada, como idade, ambiente e dieta
dos coelhos (Flenghi et al. 2023).

Foi possivel observar que a disbiose oral nos coelhos com doenca dentaria em estudo
estava associada a um aumento na abundancia relativa de Streptococcus nos animais com
doenca dentéria, seguido de uma reducéo nos coelhos com abcesso dentario. Esta variacdo
sugere que este género pode desempenhar um papel inicial na destabiliza¢do do microbioma
oral, criando um ambiente propicio para a subsequente colonizacdo por anaerdbios
obrigatorios, que se tornam predominantes a medida que a infecdo progride. Embora este
padrdo seja semelhante ao observado em infe¢Bes periodontais humanas, nas quais a
transi¢cdo para um ambiente inflamatorio favorece microrganismos anaerébios (Hajishengallis
e Lamont 2012; Siqueira e Ré¢as 2013), nos coelhos, a denticdo de crescimento continuo e
a morfologia oral poderao influenciar a progresséo da disbhiose de forma distinta, tornando os
processos inflamatorios potencialmente mais crénicos e frequentemente associados a
formacéo de abcessos odontogénicos (Verstraete e Osofsky 2005).

A prevaléncia do género Porphyromonas aumentou nos grupos de coelhos doenca
dentaria e com abcesso dentéario relativamente aos coelhos saudaveis, que apresentaram
uma abundancia relativa de 0,61%. Esta variacdo sugere que Porphyromonas pode estar
relacionada com a progressao das doencas orais em coelhos, o que esta em conformidade
com estudos anteriores que demonstraram a sua associa¢cao com infe¢cdes odontogénicas e
abcessos maxilofaciais nesta espécie animal (Gardhouse et al. 2017). De facto, num estudo
com base na analise da presenca de agentes bacterianos em abcessos odontogénicos em
coelhos, Gardhouse et al. (2017) identificaram Porphyromonas entre os anaerdbios isolados
de infe¢cOes dentérias profundas.

A infecdo por Porphyromonas gingivalis pode revelar-se impactante na homeostase
oral e na progressao de doencgas periodontais, uma vez que em humanos estéd associada a
processos inflamatérios crénicos e induzir perda 6ssea alveolar significativa (Al-Bayaty et al.
2019).

A transicdo do microbioma oral para um perfil dominado por agentes anaerdbios
obrigatérios, como € o caso de Porphyromonas, pode estar associada a uma modificagdo no
ambiente inflamat6rio da cavidade oral. Um estudo realizado por Zenobia et al. (2014)
demonstrou que P. gingivalis pode alterar significativamente a composi¢cado da microbiota oral,
ao promover um aumento da carga bacteriana global e favorecer a instalacdo de comunidades

disbidticas, o que, consequentemente, pode progredir para uma infecdo odontogénica. Um
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aspeto relevante do papel de Porphyromonas na patogénese das doencas dentérias em
coelhos esta relacionado com a sua capacidade de evasao da resposta imune do hospedeiro.
P. gingivalis tem a capacidade de modular a resposta do sistema imunitario através da
regulac@o de vias inflamatorias, nomeadamente através da modificac@o estrutural dos seus
lipopolissacarideos (LPS), e favorecer um ambiente inflamatorio crénico (Bostanci e
Belibasakis 2012).

Os resultados deste estudo, que identificou uma maior prevaléncia de Porphyromonas
nos grupos de coelhos com doenca dentaria e abcesso dentario, reforcam a evidéncia do seu
papel na evolucdo da doenca oral nesta espécie. A sua presenca em proporcao elevada
aponta para um estado avancado de disbiose oral, facilitando a transicdo para um perfil
microbiano mais inflamatério e favorecendo o desenvolvimento de infe¢cdes crénicas
encapsuladas, como os abcessos odontogénicos.

A presenca mais abundante dos géneros Fusobacterium, Haemophilus, Bacterioides,
e Pasteurella no grupo de coelhos com abcesso dentario sugere a existéncia de uma
associacdo entre a presenca destes microrganismos com a progressdo da doenga
odontogénica. Estudos prévios demonstraram que as infe¢des odontogénicas em coelhos sédo
frequentemente causadas por uma combinacédo de bactérias anaerdbias e aerdbias (Tyrrell et
al. 2002; Benato 2017). De facto, o estudo de Gardhouse et al. (2017) demonstrou que a
maioria dos abcessos odontogénicos em coelhos apresenta um elevado numero de
microrganismos anaerobios obrigatorios, com Fusobacterium spp., Peptostreptococcus spp.
e Bacteroides spp. a serem 0s géneros mais frequentemente isolados, enquanto Pasteurella
spp., Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. se destacam entre os géneros aerobios
presentes. A predominancia de Fusobacterium e Bacteroides em abcessos dentarios sugere
um ambiente hipoxico, propicio ao crescimento de bactérias anaerdbias estritas, favorecido
pela capsula fibrosa caracteristica destes abcessos (Benato 2017). Além disso, Gardhouse et
al. (2017) identificaram Pasteurella como um dos géneros aerdbios mais frequentemente
isolados a partir de abcessos odontogénicos de coelhos (19,2%), sendo um agente
patogénico comum nesta espécie, associado a multiplos abcessos subcutaneos, pulmonares,
hepaticos, entre outros. Em relacdo ao género Haemophilus, apesar de ndo ser referido na
bibliografia disponivel sobre abcessos dentarios em coelhos domésticos, foi j& previamente
associado a infe¢Bes respiratorias e sistémicas em porquinhos-da-india e outros roedores
(Graham e Knafp 2021).

Os resultados obtidos neste estudo apontam para uma possivel associacdo entre a
progressao da doenga dentaria e a uma reducgéo na diversidade microbiana. Adicionalmente,
a substituicdo de bactérias previamente associadas a homeostase oral, por microrganismos

com propriedades inflamatérias, sugere que a disbiose microbiana pode ser um fator
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determinante na patogénese da doenca dentaria e na formacgéo de abcessos dentarios. Estes
resultados reforgcaram a importancia da analise da composi¢do microbiana como um possivel
biomarcador de progressao da doenga, destacando o potencial diagnéstico das alteragdes no
microbioma oral para a dete¢éo precoce de processos inflamatérios e infecciosos em coelhos
com predisposi¢cao para doenca dentéria.

3.2. Identificacdo de biomarcadores microbianos

A analise LEfSe permitiu identificar biomarcadores microbianos distintivos dos trés
grupos de coelhos estudados, destacando 0s grupos taxondmicos representados de forma
diferencial no microbioma oral saudavel, na doenca dentaria e nos casos de abcessos
dentérios.

A identificacdo da presengca das espécies Chryseobacterium taklimakanense,
Rodentibacter sp., Bibersteinia trehalosi, Pelistega ratti e Avibacterium paragallinarum como
biomarcadores do microbioma oral de coelhos saudaveis representa um resultado inovador,
uma vez que nao foi possivel encontrar na literatura cientifica disponivel até a data,
informacdes sobre o seu papel na cavidade oral desta espécie animal.

Bibersteinia trehalosi € um microrganismo frequentemente descrito no contexto
médico-veterinario, sendo conhecido por causar septicemia e pneumonia em ruminantes
(Hanthorn et al. 2014; Brown et al. 2020; Han et al. 2021). Além disso, este género pode
desenvolver interagbes competitivas com outros membros da familia Pasteurellaceae, como
Mannheimia haemolytica, através de mecanismos inibitérios dependentes de contacto
(Dassanayake et al. 2010). No entanto, a auséncia de informacao relativa a sua participacéo
na microbiota oral de coelhos, levantou questdes sobre o seu possivel papel na homeostase
microbiana oral desta espécie animal.

Quanto as restantes espécies bacterianas identificadas, ndo foi possivel encontrar
descri¢Bes prévias relativas a sua presenga na microbiota oral de coelhos, ou a sua eventual
fung&o na manutencédo do equilibrio microbiano. A escassez de dados refor¢ca a necessidade
de mais estudos para esclarecer se estes microrganismos fazem parte da microbiota residente
do ecossistema oral, ou se a sua presenca pode estar associada a fatores ambientais e
fisiol6gicos ainda nao caracterizados.

Neste estudo observou-se uma alteragdo na composi¢cdo microbiana da cavidade oral
de coelhos com doenga dentéria, com Streptococcus ruminantium, Rodentibacter sp. (espécie
diferente da identificada nos animais saudaveis), Leptotrichia sp., Rodentibacter haemolyticus
e Veillonella sp. a serem identificados como possiveis biomarcadores de doenca dentaria

nestes animais.
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Streptococcus ruminantium esta descrito na literatura como agente etiologico de
mastite em ovinos (Rosa et al. 2023), bem como de endocardite, artrite, pneumonia e
abcessos em bovinos e ovinos (Okura et al. 2019; Gottschalk et al. 2020). Além disso, a sua
presenca em tonsilas de bovinos saudaveis sugere um potencial papel como comensal
oportunista ou agente patogénico emergente, reforcando a necessidade de maior vigilancia
epidemioldgica (Okura et al. 2019). Embora ndo haja relatos da sua presenca em coelhos, a
detecdo em animais com doenca dentaria pode representar uma possivel translocacédo ou
adaptacdo a novos nichos orais, possivelmente facilitada por condi¢Bes inflamatérias ou
imunossupressoras.

O género Veillonella € amplamente reconhecido como um componente da microbiota
oral humana, onde participa ativamente na formagéo de biofilmes dentarios e estabelece
interagBes simbioticas com Streptococcus spp. (Hughes et al. 1992; Lamont et al. 2018).
Algumas espécies deste género tém sido implicadas na progresséao da periodontite e de céaries
dentarias, uma vez que utilizam o lactato produzido por estreptococos, influenciando a
acidificagdo do meio oral e promovendo disbiose (Lamont et al. 2018). Em coelhos, o género
Veillonella foi identificado em abcessos odontogénicos, mas o seu papel no microbioma oral
e na progressédo da doenca dentéaria ainda ndo esta completamente esclarecido (Gardhouse
et al. 2017). A sua presenca em infe¢des dentarias crénicas sugere que pode estar associado
a alteracdes patolégicas no microbioma oral desta espécie.

O género Leptotrichia foi encontrado em associacdo com doencas periodontais e
abcessos orais, mais recentemente considerado como oportunista na cavidade oral em
humanos. A sua presenga foi documentada em biofilmes subgengivais e na microbiota de
pacientes com periodontite (Eribe e Olsen 2017). Em coelhos, L. dentium foi associada a
lesbes ulcerativas apés inoculacdo subcutanea, sugerindo um possivel papel em infecdes
dentarias (Tamimi 1962).

Relativamente ao género Rodentibacter, ndo existem relatos disponiveis relativamente
a sua associagdo com doencas dentarias em coelhos. No entanto, foi considerado um género
oportunista, frequentemente presente na cavidade oral de ratos, apresentando variacdes
significativas em termos de abundéncia consoante as condi¢cdes ambientais (Cheng et al.
2021), estando muitas vezes associado a situacdes de periodontite nestes animais (Ai et al.
2022).

Nos coelhos com abcesso dentario, os principais biomarcadores identificados foram
Porphyromonas spp., Bacteroides spp., Fusobacterium nucleatum, Moraxella cuniculi e
Tannerella forsythia.

O género Porphyromonas, especialmente P. gingivalis, é considerado um agente

patogénico periodontal humano, conhecido por promover a destruicao tissular e a inflamacao
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cronica (Mulhall et al. 2020). No entanto, a presenca de Porphyromonas em coelhos com
abcesso dentario ndo se encontra amplamente confirmada, ndo tendo sido identificada em
estudos baseados em cultura bacteriana de amostras deste tipo de infe¢cdes (Tyrrell et al.
2002), ou tendo sido identificada em quantidades reduzidas (Gardhouse et al. 2017). Assim,
a sua relevancia no microbioma oral do coelho permanece incerta e requer investigagdo
adicional.

O género Bacteroides pode atuar como oportunista em infecées odontogénicas em
humanos, e a sua presenca nestas infecdes destaca o seu potencial papel oportunista na
formacdo de biofilmes inflamatérios (Dashper et al. 2017). Nos coelhos, este género foi
identificado igualmente em abcessos odontogénicos, sugerindo que é capaz de se adaptar a
um ambiente oral anaerdbio e participar na progresséo da infecdo (Gardhouse et al. 2017).

Fusobacterium nucleatum € uma espécie-chave na formagdo de biofilmes
patogénicos, devido a sua capacidade de co-agregacdo com outras bactérias e indugéo de
um ambiente inflamatério (Pignatelli 2023). Nos coelhos, Fusobacterium foi ja identificado
como um dos agentes anaerdbios mais comuns em abcessos dentarios (Gardhouse et al.
2017), embora os mecanismos especificos de patogenicidade nesta espécie ainda nao
tenham sido completamente esclarecidos.

A espécie Moraxella cuniculi foi descrita pela primeira vez na mucosa oral de coelhos
saudaveis, mas a sua relacdo com infecées odontogénicas permanece incerta (Flenghi et al.
2023). Ainda nao foram realizados estudos com vista a caracteriza¢do da sua capacidade de
viruléncia ou de envolvimento em infe¢ées, representando uma lacuna na literatura cientifica.

Por fim, Tannerella forsythia € um dos principais agentes envolvidos na periodontite
humana, frequentemente encontrado em associacdo com Porphyromonas gingivalis e
Fusobacterium nucleatum (Sharma 2010). A sua presenca em infecfes odontogénicas de
outras espécies, como caes, foi também documentada (Di Bello et al. 2014). Contudo, ndo ha
relatos da presenca de T. forsythia na microbiota oral de coelhos, nem em animais desta
espécie com abcessos odontogénicos (Tyrrell et al. 2002; Gradhouse et al. 2017). A sua
possivel participacdo na patogénese de infecbes dentarias em coelhos permanece, assim,
especulativa.

No geral, a microbiota associada aos abcessos dentarios em coelhos apresenta
semelhangas com a de outras espécies animais, sendo dominada por anaerobios formadores
de biofilmes, como Fusobacterium e Bacteroides (Gardhouse et al. 2017). No entanto,
persistem lacunas significativas na literatura, sobretudo no que concerne ao papel de
Porphyromonas spp., Tannerella forsythia e Moraxella cuniculi, cuja relevancia na patogénese

das infecBes odontogénicas nesta espécie exige investigacao adicional.
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3.3. Implicages Clinicas

Os resultados deste estudo evidenciaram que as alteracdes no microbioma oral de
coelhos com doenca dentaria e abcesso dentario, podem ndo ser apenas um reflexo da
doenca, mas estar diretamente envolvidas na sua progressao. Deste modo, a identificacdo de
biomarcadores especificos para cada condicdo clinica, sugere que a analise do microbioma
oral pode ser uma ferramenta valiosa para o diagndstico precoce e monitorizacdo da doenca
dentaria em coelhos. Estudos em periodontite humana demonstraram, previamente, que
perfis microbianos orais distintos podem permitir o estadiamento da doenca e auxiliar na
avaliacdo antecipada de sua progresséao (Na et al. 2020), indicando um potencial semelhante
em contexto médico-veterinario.

A utilizagdo de abordagens baseadas em sequenciacdo do microbioma e analise de
biomarcadores representa, assim, uma estratégia inovadora para a avaliagdo da saude oral
em lagomorfos, pois permite um diagndstico menos invasivo e mais preciso em comparacao
com meétodos clinicos tradicionais. Contudo, os custos ainda elevados destas técnicas
restringem, por enquanto, a sua implementacdo sistemética na clinica de coelhos. Por
exemplo, quando realizadas em paralelo a avaliagdo clinica convencional, a aplicacao de
técnicas moleculares para detetar bactérias indicadoras de doenca melhora o diagnostico de
periodontite em caes (Wallis et al. 2024). Estudos de periodontite em humanos também ja
demonstraram o potencial destas técnicas, demonstrando que a sequenciacdo de nova
geracao permite caracterizar assinaturas microbianas especificas associadas a doenca (Liu
et al. 2012).

Os resultados desta dissertacdo também podem ter implicagfes diretas na escolha da
terapéutica para tratamento da doenca dentaria em coelhos. A composicao bacteriana dos
abcessos dentarios observada sugere a necessidade de ajustar a terapia antimicrobiana de
acordo com 0s agentes patogénicos predominantes em cada caso (Gardhouse et al. 2017).
Em particular, o aumento da abundéncia de Fusobacterium, Porphyromonas e Bacteroides
em animais com abcessos dentarios aponta para a escolha de antibiéticos direcionada a
bactérias anaerébias. Estudos prévios em coelhos com abcessos odontogénicos
demonstraram que a clindamicina (Tyrrell et al. 2002), apesar da sua utilizagdo ser
contraindicada devido a sua toxicidade nesta espécie (Carpenter e Harms 2023), € altamente
eficaz contra anaerébios estritos, enquanto o metronidazol apresenta eficacia significativa
contra anaerbébios gram-negativos e cocos gram-positivos, mas € menos eficaz contra
bastonetes gram-positivos e estreptococos anaerédbios (Tyrrell et al. 2002). Fluoroquinolonas,
como a enrofloxacina, sdo potencialmente eficazes contra Pasteurella spp., enquanto

Streptococcus spp. apresenta suscetibilidade a maioria dos antibioticos testados (Amoxicilina
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com &cido clavulanico, ampicilina, cefazolina, enrofloxacina, cloranfenicol, entre outros), com
excecdo dos aminoglicosideos. De facto, a caracterizacdo microbiolégica de amostras de
abcessos odontogénicos em coelhos revelou a presenca de uma variedade de organismos
anaerobios e aerobios, pelo que a terapia empirica deve abranger ambos os espectros. A
énfase em antibidticos de amplo espectro com eficacia contra microrganismos anaerobios
justifica-se pelas altas taxas de isolamento de bactérias anaerdbias a partir destas lesoes,
enquanto antimicrobianos direcionados contra cocos Gram-positivos e bacilos Gram-
negativos (como Pasteurella) sdo importantes no controlo da infecdo em estagios iniciais. No
entanto, a selecao do tratamento deve ser guiada por testes de suscetibilidade (Gardhouse
et al. 2017) e pelas particularidades dos lagomorfos relativamente ao uso de antibiéticos
(Capello 2008; Benato 2017; Carpenter e Harms, 2023).

Para além do uso de antibibticos, estratégias de modulagdo do microbioma podem
representar uma nova abordagem terapéutica para prevencdo e controlo das doencas
dentarias em coelhos. O uso de probidticos orais, incluindo bactérias comensais benéficas,
pode ajudar a restaurar o equilibrio microbiano e a reduzir a colonizagdo por agentes
patogénicos, competindo com estes pelos nichos ecoldgicos e nutrientes presentes na
cavidade oral. Um estudo realizado por Mehrani et al. (2023) demonstrou que a
suplementacdo oral de coelhos com Lactobacillus plantarum pode contribuir para a
regeneracdo do tecido periodontal, reducéo da inflamacdo e modulacdo da resposta imune,
promovendo efeitos benéficos contra a doenca periodontal. O mesmo foi demonstrado em
ratos, nos quais a suplementacdo oral com Lactobacillus acidophilus reduz a inflamacé&o
periodontal e modula a resposta imune (Rodrigues et al. 2023).

Do ponto de vista clinico, o conjunto dos resultados obtidos neste estudo relativamente
aos biomarcadores microbianos identificados, sugere que estes poderiam ser explorados
como potenciais indicadores da progressdo da doenca dentaria em coelhos, permitindo o
desenvolvimento de estratégias de monitorizacdo e interveng&o precoce na saude oral destes
animais. Foi ja demonstrado que, em medicina veterinaria, a detecdo precoce de alteracdes
microbianas, aliada a medidas profilaticas, pode atrasar significativamente a progressao de
doencas periodontais (Wallis et al. 2024). A validacdo destes biomarcadores em estudos
futuros podera, portanto, contribuir para uma abordagem mais precisa no diagnéstico e
tratamento das doengas dentarias em lagomorfos, consolidando a relevancia da microbiota
oral na fisiopatologia destas condi¢cdes. Ferramentas baseadas na identificacdo molecular de
biomarcadores tém o potencial de melhorar as taxas de diagnostico e a tomada de decisdes
clinicas, tal como demonstrado em modelos caninos de periodontite (Wallis et al. 2024). Em

dltima analise, ao integrar perfis microbioldégicos nos protocolos de avaliacdo clinica seria
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possivel, ndo apenas diagnosticar precocemente e estratificar o risco, mas também direcionar
terapias com maior precisdo, otimizando o maneio das doengas dentarias em coelhos.

Os dados obtidos neste estudo reforgam, igualmente, a necessidade de monitorizacao
regular do microbioma oral em coelhos com predisposicdo para doencas dentérias.
Frequentemente, a doenca dentaria em coelhos é subdiagnosticada, sendo apenas detetada
quando atinge estdgios avancados, uma vez que as alteragbes iniciais podem passar
despercebidas ao exame clinico de rotina (Palma-Medel et al. 2023). Neste contexto, a
implementacdo de exames microbiologicos peridédicos pode permitir a detecdo precoce de
padrBes de dishiose, possibilitando intervengdes preventivas, antes que a doenca progrida
para estados irreversiveis ou de dificil maneio (Lenartova et al. 2021).

Além da monitorizagdo microbiolégica, estratégias de maneio alimentar e ambiental
desempenham um papel crucial na prevencdo da disbiose oral e das doencgas dentarias
associadas. Estudos previamente realizados indicaram que a dieta influencia diretamente a
saude oral dos coelhos, sendo que a disponibilidade de feno na alimentagdo promove um
padrdo de mastigacdo adequado e um desgaste constante dos dentes, enquanto a sua
auséncia esta associada a maiores alteracfes dentarias e risco de doenca (Palma-Medel et
al. 2023). Paralelamente, a introducéo de estratégias de enriquecimento ambiental contribui
para a manutencdo de uma microbiota oral equilibrada, estimulando comportamentos naturais
de forrageamento e mastigacdo. Tais estratégias incluem esconder alimento fibroso em
brinquedos interativos e dispor forragem em locais elevados do recinto, incentivando o
movimento e promovendo um desgaste dentario mais homogéneo. Além disso, a
disponibilizacdo de materiais seguros para roer, como madeira ndo tratada, feno prensado ou
tuneis com palha, auxilia a manutencdo do comprimento dentario adequado e reduz o risco
de sobrecrescimento dentario (RSPCA Victoria 2023). Estas medidas de enriquecimento,
combinadas com avaliagbes odontologicas regulares por um médico veterinario, séo
fundamentais para reduzir a incidéncia de maloclusées e, consequentemente, 0 risco de
infecbes secundarias. Evidéncias epidemiologicas mostram que coelhos mantidos em
ambientes, que permitem maior liberdade de movimento e forrageio, aliados a uma dieta rica
em feno, apresentam uma menor ocorréncia de doencga dentéria (Palma-Medel et al. 2023).
Em suma, a adocéo de uma abordagem integrativa e preventiva — combinando monitorizagéo
microbiol6gica, otimizagdo da dieta fibrosa, enriquecimento ambiental e acompanhamento
odontolégico periddico — constitui a base para uma abordagem preventiva e proativa na
saude oral de coelhos, melhorando o bem-estar destes animais e mitigando as complicagtes

associadas as doencas dentarias.
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3.4. Limitagdes do Estudo

Embora este estudo forneca informacdes Uteis acerca da relagédo entre o microbioma
oral e as doengas dentéarias em coelhos, algumas limitacbes devem ser consideradas no
momento da interpretacdo dos resultados.

O presente estudo incluiu 27 coelhos, distribuidos de igual forma entre os trés grupos
clinicos. Embora esta amostra permita identificar tendéncias na composicdo do microbioma
oral, um ndimero maior de individuos poderia reforcar a robustez estatistica e minimizar
variac6es individuais. Além disso, fatores como idade, dieta e genética podem influenciar a
composicdo microbiana, sendo necessario expandir o nimero de amostras para avaliar o
impacto dessas variaveis.

A analise foi realizada num anico momento temporal, o que impossibilitou a avaliagéo
da dindmica da progressao da disbiose oral ao longo do tempo. Além disso, a incluséo de
coelhos com doenca dentéria em diferentes estagios pode ter influenciado o microbioma oral
observado, dificultando uma interpretacdo precisa das alteragcdes microbianas. A realizacédo
de estudos longitudinais permitiria monitorizar mudancgas na microbiota antes, durante e apos
o desenvolvimento da doencga, fornecendo evidéncias mais claras sobre a relagédo entre
mudancas microbianas e a progressao da doenca.

A utilizac&o de long-read sequencing (Oxford Nanopore) permitiu obter uma resolugéo
taxon6mica elevada, mas a precisdo da identificacdo de algumas espécies pode ser
influenciada por erros intrinsecos desta tecnologia. Além disso, a analise baseada na regido
do rRNA 16S tem limitacdes na diferenciacdo de espécies altamente semelhantes.

A microbiota oral pode ser influenciada por mdultiplos fatores externos, como
alimentacéo, interagdes sociais, historial clinico e exposi¢cdo ambiental e a antibidticos. Muitos
destes fatores variaram de amostra para amostra, o que pode ter afetado as diferencas

observadas na diversidade microbiana.
4. Conclusao

O presente estudo mostra que a doenca dentaria em coelhos est4 associada a
alteracdes significativas do microbioma oral. O microbioma dos coelhos afetados apresentou
uma diminuicdo acentuada da diversidade alfa (riqueza de espécies), em comparacao com 0S
coelhos saudaveis, indicando um possivel estado de disbiose oral. Concomitantemente,
verificou-se uma alteracdo marcada na composicdo bacteriana, sendo que 0s géneros
comensais predominantes nos animais saudaveis deram lugar a um microbioma dominado
por bactérias patogénicas oportunistas nos animais com doenca dentéria. Igualmente, a

analise da diversidade beta revelou perfis microbianos distintos entre os grupos, refletindo

63



uma clara separacdo na estrutura da comunidade conforme o estado de saude oral dos
animais. De um modo geral, estes resultados reforcam a ideia de que a presenca de doenca
dentaria e o desequilibrio do microbioma oral estdo intimamente relacionados, sugerindo
inclusive que determinados grupos taxondmicos podem vir a servir de biomarcadores destas
condicdes.

Do ponto de vista clinico, a identificagdo destas alteragcbes microbianas abre
perspetivas para novas abordagens diagndsticas e terapéuticas. A detecdo precoce de um
desequilibrio caracterizado pelo sobrecrescimento de Streptococcus e Porphyromonas, por
exemplo, podera auxiliar no diagnostico precoce da doenca dentaria, permitindo intervencbes
mais atempadas. Adicionalmente, a modulacdo dirigida do microbioma, seja através de
probidticos especificos ou de outras estratégias que visem restaurar a diversidade perdida,
surge como uma via promissora para o tratamento e prevencgdo destas doencas (Mehrani et
al. 2023 Mar).

Importa também reconhecer algumas limitagdes deste estudo. O tamanho da amostra
relativamente reduzido e a natureza transversal da analise limitam a generalizagdo dos
resultados, e a metodologia de sequenciacdo de 16S utilizada, acarreta restricbes de
resolugdo taxondmica e enviesamento na identificacdo de determinados grupos microbianos.
Para além disso, variaveis ndo controladas, como diferencas na idade ou no ambiente dos
animais, podem ter influenciado o microbioma oral, ndo sendo possivel descartar
completamente o seu impacto nos resultados. Para superar estas limitacbes e aprofundar o
conhecimento alcancado, sugere-se a realizacédo de estudos futuros com amostras de maior
dimensao e desenho longitudinal, de modo a acompanhar a progresséo da dishiose ao longo
do tempo e esclarecer relagdes de causalidade. A integracao de abordagens metagendémicas
funcionais, como a Whole-Genome Shotgun Sequencing (WGS) ou o perfil funcional preditivo
a partir de dados 16S recorrendo a ferramentas como PICRUSt2 ou Tax4Fun2, permitira
investigar ndo sO quais 0s microrganismos presentes, mas também as fungdes metabdlicas
que desempenham, elucidando os mecanismos pelos quais o desequilibrio microbiano
contribui para a patogénese dentaria. Por fim, ensaios clinicos com terapias direcionadas ao
microbioma, como a administrag@o de probiéticos especificos ou a modulag&o controlada da
comunidade oral, poderdo avaliar o potencial de restaurar a eubiose oral e, assim, prevenir

ou tratar de forma mais eficaz as doencgas dentarias no coelho.
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6. Anexos

Anexo 1. Consentimento Informado

BOSMTAL ESCOLAR
VETERINARKD

Projeto de Dissertacdo de Mestrado

Avaliagdo do Microbioma Oral em Coelhos Com e Sem Doencga
Dentaria

Consentimento Informado

Eu, abaixo assinado, portader do Cartio de Cidaddo/ Bilhete de Identidade/
Passaporte __declaro que autorizo Francisco Serra e Sousa Almeida,
estudante estagiario no Hospital Escolar Veterindrio FMY-ULisboa, a realizar colheita
de amostras por zaragatoa oral ao meu coelho no dmbito do Projeto
de Dissertagdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterindria "Avaliacio do
Microbioma Oral em Coelhos Com e Sem Doenga Dentaria”™.

A doenga oral e os abeessos sdo dos problemas mais comuns em coelhos devido ao
crescimento continuo de seus dentes. Infecdes bacterianas, dentes desalinhados e o
seu crescimento excessivo ou mesmo traumatismos podem resultar em dores e
complicag@es orais.

A sintomatologia associada a doenca oral e aps abeoessos é representada
principalmente por: falta de apetite, dificuldade em comer, salivagdo excessiva e zonas
da mucosa oral inchadas com possivel secrecdo de pus. Ao notar gue um ou mals
destes sinais estd presente, é de extrema importancia gue recorra a apoio médico-
veterindrio assim que possivel, pois, na sua auséncia, o progndstico desta doenca
torna-se grave. Conhecer os agentes envelvidos nesta doenca é fundamental para
diagnosticar, tratar e prevenir eficazmente estas infegdes, de forma a contribuir para a
sadde e o bem-estar destes animais.

Declare que fui informado, verbalmente e por escrito, sobre as condigdes em gue se
realiza este projeto e que a colhelta de amostras pelos métodos acima apresentados é
gratuita.

Ao abrigo da Lei da Protecio de Dados Pessoais (Lei n268,/98), das orientacies de
conduta e utilizagdo de animalis ndo humanos e das Diretrizes da Unido Europeia
{Diretiva 2010/63/EU) relativas & protegdo de animais usados para propositos
clentificos, autorizo a utilizagdo dos dados, exames clinicos e componentes digitais do
respetivo animal para elaboragdo de dissertagdes de mestrado integrado, teses de
doutoramento ou estudos cientificos.

Lisboa,  de de 202

O(A) Tutor(a)
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Anexo 2. Inquérito Epidemiolégico Realizado aos Tutores

HESATAL IS00LAR
VETERIKARID

Projeto de Dissertacao de Mestrado

“Avaliacio do Microbioma Oral em Coelhos Com e Sem Doenca
Dentaria™
Inquérito aos Tutores
0= seus dados pessoais sio confidenciais e de uso exclusivo para este estudo

Preenchimento por escrito ou por entrevista

I. Dados Relativos ao Tutor
Nome:
Idade:
NCC/Bl/Passaporte:
IL. Dados Relativos ao Animal de Companhia
Nome: Alimentagio
Idade: Ragiao:
MNao
Raga:
nE Sim
Peso: Chual?
Sexo: Feno:
Macho MNao
Fémea Sim
Alojamento: Qual?
Gaicla
Pargue .
Outro: Extras:
Acesso ao exterior:
Sim
Min

Historico de procedimentos dentirios? Histdrico de abeesso dentirio?

Mo Mo
Sim Sim
Cuando? Cuanda?
Histdrico de doenga dentaria? Tratamento em curso?
Mo Mo
Sim Sim
Chual?
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Histdrico de toma de antibidticos?
Mio
Sim

Cuando?

Qual?

Muotivo?

Histdrico prévio de doencas:
Dwoenca ocular?

Wi

Sim

Qual?

Cuando?

Doenga respiratoria?
Wi
Sim

Qual?

Cuando?

Chutras:
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Anexo 3. Resultados do Inquérito Epidemioldgico

ID . . Acesso ~

Animal Idade Raca Género | Peso (Kg) | Alojamento Exterior Racao Feno
1 8m Ando F 1 livre S P S
2 7a Lop F 2 parque S P S
3 6a Lop M 2 parque S P S
4 4a Ando M 1.4 livre N P S
5 la Ando F 1.91 livre 0 P S
6 3a Lion Head M 2.3 parque N P S
7 3a Lion Head M 1.635 parque S P S
8 3a Lion Head F 1.825 parque S P S
9 3,5a Lion Head M 1.43 gaiola S M N
10 8a Angora F 1.365 gaiola S P S
11 11a Ando M 1 parque S M N
12 3a Belier M 1.84 livre N P N
13 4a Belier F 1.99 parque N P S
14 4a Belier M 1.96 livre N P S
15 5a Ando M 1.47 livre N M N
16 3a Angora F 1.245 gaiola N P S
17 8a Ando F 1.31 gaiola S M N
18 5a Belier M 1.465 gaiola N M N
19 4,2a Belier F 2.42 livre N M N
20 5,5a Belier M 1.79 livre N M S
21 la Lion Head F 1.42 livre N M S
22 2.3a Ando M 1.54 livre N P S
23 4a Belier M 1.8 gaiola N P S
24 10a Ando F 1.7 livre N P
25 3a Ando M 1.11 gaiola S P S
26 4a Ando F 1.4 exterior S
27 4a Belier M 1.9 livre S P S

Legenda ID: identificag&o; a: anos; m: meses; F: fémea; M: macho; S: sim; N: ndo; P: pellets; M: muesli.
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Historial NUmero Historial
ID . .
Animal Extras Procedimento |Procedimentos Doenca
Dentéario Dentarios Dentaria
P3do, cascas de fruta e legumes, coentros e
1 N 0 N
salsa
2 Aveia, suplem. p/ articulagdes N 0 N
3 Aveia, suplem. p/ articulagdes N 0 N
4 Biscoitos naturais, rucula e agridao N 0 N
5 Aipo, coentros, salsa, manjericdo e rucula N 0 N
6 Cenoura, bréculos, couve, banana N 0 N
7 Legumes verdes e frutas N 0 N
8 Legumes verdes e frutas N 0 N
Legumes e frutas
9 N 0 N
Vegetais, beterraba, pimentos, cenoura,
10 fruta S >1 S
11 S >1 S
12 Legumes e frutas S 1 S
Couve-flor, cenoura, coentros, maca,
13 S 1 S
banana, frutos vermelhos
14 S >1 S
15 Banana, maga, cenoura N 0 S
16 S 1 S
17 Coentros, salsa, broculos, fruta S >1 S
18 S >1 S
C , , fruta desidratada, a,
19 ienoura couve, fruta desidratada, maga N 0 N
péra
Couve, bréculos, espinafres, nabica, maca,
20 N 0 N
morangos, cenoura
Maca e banana
21 N 0 N
Banana, rucula , manjericdo
22 S >1 S
23 S >1 S
24 S >1 S
25 Legumes e frutas S >1 S
26 N 0 N
Rucula, espinafres, salsa, agrido, maca,
27 ananas S >1 S

Legenda. ID: identificacdo; S: sim; N: néo.
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Historial Historial Historial
ID Tratamento Recente . . . .
. Abcessos Historial Antibioterapia Doenca Doenca
Animal . ou em Curso o
Dentarios Ocular Respiratoria
1 N N N N N
2 N N N N N
3 N N N N N
4 N N N N N
5 N N N N N
6 N N N N N
7 N N N N N
8 N N N N N
Sulfametoxazol +
9 N X s ) N N N
Trimetropim (ha 15 dias)
Meloxicam e tramadol |Tobramicina ocular (12/23),
10 N Enrofloxacina (07/23), S N
Azitromicina (05/23)
Amicacina (11/2023),
11 S N doxiciclina e metronidazol S S
(antes da amicacina)
12 N N Enrofloxacina (1/02/2024) S N
Crotax auricular hd 1
13 N . N N N
semana, meloxicxam
14 N N N N N
15 N N N N N
Telmisartan Enrofloxacina (parou ha 3
16 N N N
semanas)
17 N N Azitromicina (parou 8/03) S S
18 N N Enrofloxacina (08/2023) S N
Penicilina ha 3 dias
19 N N N N
20 5 N Enrofloxacina (24/01 a 7/02) N N
Enrofloxacina (16/03 a
21 N N 25/03) e Injetéveis de N N
penicilina (22/03 e 25/03)
icili 3 1di icili 10/2
99 s Penicilina ha 1 dia Pe'n|C|I|ja'( 0/23)e N N
Azitromicina (09/23)
23 N N Enrofloxacina (ha 1 ano) S N
24 S N Enro (ano passado) N N
25 S N Enrofloxacina (12/23) N N
Penicilina ha 12h,
26 N N N N
metadona
Enrofloxacina (01/23 a
27 S N 03/23) e Amoxicilina + Ac N N

Clavulanico (12/2023)

Legenda. ID: identificacdo; S: sim; N: néo.
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