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Resumo

Introducio: A maior parte das infecdes relacionadas com implantes dentarios resulta da
acumulagdo de placa bacteriana, podendo também estar relacionada com fatores do
hospedeiro. Torna-se assim imperativo saber qual o microbioma desta placa bacteriana
acumulada e de que forma ¢ que varia consoante o estado dos tecidos circundantes. A
melhor forma de caracterizar o microbioma das infe¢des relacionadas com implantes
dentarios ¢ sequenciando o metagenoma microbiano ou os genes do 16S rRNA dos
diferentes microrganismos com recurso as tecnologias ultraprofundas de sequenciagao de
nova geracdo. A utilizagao destas tecnologias na caracterizagao do microbioma das peri-
implantites ¢ relativamente recente.

Objetivos: Este trabalho tem como objetivo a caracterizagao do microbioma da superficie
peri-implantar saudavel e da peri-implantite em diferentes faixas etarias, geografias e
etnias, tendo como base a informagdo obtida pela sequenciacdo do gene 16S rRNA
através de técnicas de sequenciacao de ultima geragdo. O melhor conhecimento do
microbioma da peri-implantite, pode levar a melhor prevencao e tratamento desta doenga.
Materiais e métodos: Pesquisa na base de dados do PubMed, de artigos publicados entre
2016 e 30 de Junho de 2021 com palavras-chve: ((Peri-implantitis) and (microbiome);
(Oral Implant) and (microbiome); (Peri-implantitis) and (microbiome) and (NGS)).
Resultados: Foram obtidos 130 resultados, ap6s a remog¢ao dos duplicados, sendo 45
elegiveis para leitura integral. Apos a leitura, restaram 21 artigos que cumpriam todos os
critérios de inclusdo e deles foi extraida toda a informacdao analisada nesta tese. A
informacao dos artigos nesta revisdo foi resumida em tabelas, de forma a ser mais
percetivel a sua exposi¢cao. Embora com algumas divergéncias, a maior parte dos estudos
apontou para uma maior diversidade microbiana nas situagdes de doenga peri-implantar
em comparagdao com situagdes de saude peri-implantar. Os géneros bacterianos mais
abundantes em peri-implantite foram: Tannerella, Treponema, Porphyromonas,
Fusobacterium, Bacteroidetes, Spirochaetes, Prevotella, Capnocytophaga e Chloroflexi.
Em satde peri-implantar, os géneros mais abundantes foram: Streptococcus,
Actinomyces,  Proteobactéria, Firmicutes, Actinobacteria, Neisseria, Rothia,
Haemophilus, Veillonella, Synergistetes e, por fim Saccharibacteria,

Conclusao: O microbioma da peri-implantite parece ser diferente do microbioma do peri-
implante saudavel, mas ainda ndo ¢ possivel saber ao certo a sua constituicao total de
referéncia devido as discrepancias existentes na informacao disponivel.

Palavras-chave: Peri-implantite; Microbioma; Saude peri-implantar; NGS;






Abstract

Introduction: The most part of infections related to dental implants are a result of plaque
accumulation, as well as it can me related to host factors. So, it is imperative to unveal
the constitution of this plaque and how it varies according to the state of the tissues. The
best way to characterize the microbiome of the implant related infections is to sequence
the microbial metagenome or the 16S rRNA genes from different microorganisms using
new generation ultra-deep sequence technologies. The use of this technologies in
characterizing the microbiome of peri-implantitis is recent.

Objectives: This essay has the objective to characterize the microbiome of the health
surface of the implant and peri-implantitis one in different age groups, geographies and
ethnicities using the 16S rRNA gene through Next-generation sequencing. The best
knowledge of the microbiome of peri-implantitis can lead to a better prevention and
treatment of this disease.

Materials and methods: A research for papers published from 2016 to June 30™ 2021
through a data base called PubMed was made with the following keywords: ((Peri-
implantitis) and (microbiome); (Oral Implant) and (microbiome); (Peri-implantitis) and
(microbiome) and (NGYS)).

Results: 130 results were obtained, after removing the duplicates, from where 45 were
eligible for full screening. After reading, the information from 21 papers, that fitted all
the inclusion criteria, was extracted, and analyzed in this thesis. Several tables were made,
so that all the papers information could be schematized. Although there were some
discrepancies, most of the studies pointed for a bigger microbial diversity in peri-
implantar diseases compared to healthy implantar states. The most abundant bacterial
genera in peri-implantities were: Tannerella, Treponema, Porphyromonas,
Fusobacterium, Bacteroidetes, Spirochaetes, Prevotella, Capnocytophaga and
Chloroflexi. In peri-implantar heath, the most abundant genera were Streptococcus,
Actinomyces,  Proteobactéria, Firmicutes, Actinobacteria, Neisseria, Rothia,
Haemophilus, Veillonella, Synergistetes and at last Saccharibacteria.

Conclusion: The microbiome of peri-implantitis seems different from the microbiome of
the healthy implant, but it is not possible yet to know the reference constitution due to the
existing discrepancies in the available information.

Keywords: Peri-implantitis; Microbiome; Peri-implantar health; NGS;
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Introducgdo

I. Introducao

Nos ultimos 30 anos, o uso de implantes dentarios para reabilitar dentes perdidos tem
vindo a sofrer um aumento exponencial (Jenny et al., 2016). Nos dias de hoje, a taxa de
sucesso dos implantes situa-se entre os 60-80% (Ferenc et al., 2019).

Atualmente, o conceito de sucesso implantar estende-se para 14 da sobrevivéncia do
implante. Para além da falta de mobilidade que o implante devera apresentar, este
conceito abrange também a manutencao da saude dos tecidos em volta do mesmo, de
forma a que estes ndo apresentem sinais inflamatérios (Daubert & Weinstein, 2019).

A infecdo bacteriana na regido implantar pode prejudicar o sucesso a longo prazo e a
sobrevivéncia da reabilitagdo. A constituicdo da microbiota subgengival ¢ crucial para
determinar o sucesso/sobrevivéncia a longo prazo ou a falha do implantes dentérios, mas

pouca importancia ¢ ainda dada a este fator (Tamrakar et al., 2020).

1. Microbioma oral e os seus constituintes

Segundo Kommerein et al., (2018), o termo biofilme oral ¢ definido como uma
comunidade de microrganismos que aderem de forma irreversivel aos dentes, epitélio da
mucosa, lingua, gengiva e espaco subgengival, bem como na superficie implantar, e que
estao rodeados por uma matriz de polissacarideos extra celulares.

A formacdo do biofilme em cada um destes locais € um processo que ocorre de forma
complexa, coordenada e ordenada, envolvendo a formagao de uma pelicula adquirida e a
sua colonizagao ¢ realizada por colonizadores primarios € em seguida por colonizadores
secundarios. No seu conjunto, estes microrganismos formam a microbiota oral que na
maior parte dos estudos € representada pelo seu genoma, assumindo entdo a designacao
de microbioma oral (Shahi et al., 2020).

A cavidade oral humana agrega o segundo maior microbiota, logo a seguir ao trato
gastrointestinal (Verma et al., 2018). Podem ser encontradas 772 espécies procariotas,
das quais 70% podem ser cultivadas e 30% pertencem ao grupo de microrganismos nao
cultivaveis. A sequenciagdo do gene 16S rRNA da cavidade oral saudavel categorizou as
bactérias que nela habitam em 6 Filos diferentes: Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes e Spirochaetes, sendo que estas constituem

cerca de 96% da microbiota oral (Verma et al., 2018).
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Caracteriza¢do do microbioma peri-implantar e da peri-implantite: Revisdo sistematica

E possivel encontrar diversos tipos de tecidos, condi¢des de crescimento e nutrientes na
cavidade oral, permitindo assim diferentes microbiomas consoante a sua localizagdo. As
bolsas periodontais, por exemplo, permitem a formacdo de um habitat ideal ao
crescimento de bactérias anaerobias proteoliticas, sendo este um meio anaerobio e rico
em nutrientes (Frédéric et al., 2018).

A colonizagao bacteriana da superficie implantar comeca nos 30 minutos seguintes a sua
colocagao em boca (Daubert & Weinstein, 2019).

Segundo, Berglundh et al., (2019), seguindo um padrdao semelhante de colonizagdo
bacteriana ao dos dentes naturais, os colonizadores primarios dos implantes sao
maioritariamente aerobios e anaerdbios facultativos e cocos gram positivos. Dentro deste
grupo de bactérias ha algumas espécies especificas, como € o caso das Streptococcus spp,
que sao capazes de aderir as superficies duras dos dentes, implantes ou coroas, sendo este
considerado um colonizador primario, por esta razdo. Um colonizador secundario ¢
Fusobacterium nucleatum, que interage € comunica com outras bactérias e facilita a

continua formacao de biofilme (Berglundh et al., 2019).

2. Saude Peri-implantar

O estado de saude peri-implantar partilha varias caracteristicas clinicas com a satude
periodontal em volta de dentes saudaveis, embora seja clara a existéncia de diferengas
estruturais entre os dois cenarios, especialmente no tipo de contato com os tecidos
adjacentes a peca dentaria, seja esta natural ou um implante (Renvert et al., 2018).
Podemos classificar clinicamente e histologicamente a satde peri-implantar.
Clinicamente, a saude peri-implantar caracteriza-se pela auséncia de sinais de inflamagao
e hemorragia a sondagem. A saude peri-implantar pode estar presente, tanto em implantes
com nivel 6sseo normal como com nivel 6sseo reduzido (G. Caton et al., 2018). Numa
mucosa em saude peri-implantar, a resposta do hospedeiro inclui tanto eventos vasculares
como celulares (Araujo & Lindhe, 2018).

Em saide, a mucosa ao redor do implante forma uma relacdo estreita com o proprio
implante, o pilar ou a coroa (Renvert et al., 2018). Histologicamente, encontramos tecido
conjuntivo coberto por epitélio queratinizado ou nao queratinizado (Araujo & Lindhe,
2018).

O tecido em volta do implante ¢ formado em resultado do processo de cicatrizagao apos

a colocagao do mesmo. O trauma causado aos tecidos apos a osteotomia, durante a
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colocacao do implante, leva a uma série de reagdes no osso, incluindo a degradacao do
compartimento 6sseo em que o implante ¢ colocado. Os processos de modelagdo e
remodelagdo 6ssea da interface com o implante podem demorar varias semanas e resultam
na formacao de novo 0sso que ird contactar com o implante diretamente, chamando-se
este fendmeno Osteointegracao. Este fendmeno inclui ainda a formacao de epitélio
juncional e uma adaptagdao do tecido conjuntivo em direcdo ao material implantar no

espago entre o epitélio € o osso (Berglundh et al., 2019).

3. Doenca Peri-implantar e peri-implantite

Ha cerca de 3 anos, a prevaléncia da doenca peri-implantar situava-se, aproximadamente,
nos 18.8% (Dreyer et al., 2018). Mais recentemente, em 2019, foi evidenciado que a
prevaléncia dos casos de peri-implantite, apds 6 a 7 anos da colocagdo do implante, esta
na ordem dos 4,7% e 3,6% (French et al., 2019).

Complicagdes bioldgicas associadas a implantes dentarios sdo maioritariamente a
inflamacao dos tecidos e osso ao redor do implante e os seus restantes componentes,
proveniente da acumulagao de placa bacteriana (Renvert et al., 2018).

Apesar dos implantes apresentarem resultados previsiveis e caracterizarem um
procedimento cirtrgico bastante utilizado na préatica clinica didria, com o objetivo de
reabilitar os espagos edéntulos, o desenvolvimento e progressao da peri-implantite
prejudica gravemente o sucesso € a sobrevivéncia dos implantes (Corréa et al., 2019).

A taxa de insucesso precoce dos implantes ¢ de 10%, ocorrendo no primeiro ano apos a
colocagao do implante, tem como causa principal a infe¢ao bacteriana. Alguns exemplos
de espécies bacterianas que estdo na origem da inflamacao tecidular e consequente perda
Ossea sao: Prevotella intermedium, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium
nucleatum (Damiati et al., 2018).

Atualmente, o modelo da etiologia da doenca peri-implantar/doenga periodontal, assenta
no conceito de sinergia e disbiose polimicrobiana (Frédéric et al., 2018). Em pacientes
com mais suscetibilidade, a disbiose espoleta uma resposta inflamatoéria do hospedeiro
causando lesdes nos tecidos em volta do implante e consequente perda ossea alveolar

(Frédéric et al., 2018).
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Nao obstante, a qualidade do osso do leito implantar, as cargas oclusais, o biotipo
gengival e os habitos de higiene oral sdo também fatores que podem ser determinantes
para a formacao e progressao da peri-implantite (Schwarz et al., 2018).

Alguns fatores etiologicos da doenca peri-implantar s3o comuns a periodontite. Em
pacientes diagnosticados com peri-implantite moderada/severa, o surgimento da doenga
peri-implantar ocorreu, em média, 3 anos apds a implantacdo e apresenta um padrao nao
linear de agravamento num periodo de 9 anos (Salvi et al., 2017).

A prevaléncia da periodontite, comparativamente com a peri-implantite, ¢ mais estudada,
sendo que os estudos sobre peri-implantite ainda estdo numa fase inicial e apresentam
valores com alguma divergéncia. Esta divergéncia deve-se as diferentes classificagoes
utilizadas aquando da realizagao destes estudos (Frédéric et al., 2018).

Na observacdo clinica, a inflamagao tecidular ¢ detetada através da profundidade de
sondagem com presenga de hemorragia e a perda ossea através de radiografias (Schwarz
et al., 2018).

O diagnostico da peri-implantite requer a combinacdo de hemorragia a sondagem com
perda 6ssea, sendo que esta tltima, posteriormente a cicatrizagao inicial, estd entre valores
de 0,5mm e Smm. Durante os ultimos 10 a 15 anos, acordou-se que durante o primeiro
ano da colocacao do implante em fungdo, se a perda 6ssea ao redor do mesmo, apds o
periodo de cicatrizagao, for superior a 2mm, estamos perante um caso de peri-implantite
(Renvert et al., 2018).

Uma vez que a doenga implantar aparece nos primeiros anos da colocacao do implante
dentario em fungdo, ¢ de extrema importancia a monitorizacdo das mudangas que possam
acontecer na sua fase de cicatriza¢dao, com especial foco a hemorragia a sondagem e

evidéncia radiografica de perda ossea peri-implantar (Renvert et al., 2018).
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Figura 1 - (A): Representagdo visual da profundidade de sondagem no estado de saude peri-implantar, ,
onde ¢ possivel observar uma reduzida profundidade de sondagem e auséncia de inflamagdo dos tecidos ao
redor do implante bem como auséncia de destruicdo 6ssea. (B): Representacéo visual da profundidade de
sondagem no estado de Peri-implantite, onde ¢ possivel observar um aumento da profundidade de
sondagem, bem como uma inflamacdo tecidular juntamente com perda Ossea associada. Adaptado de:

(Frédéric et al., 2018).

Enquanto ha 6bvias semelhangas clinicas entre a doenga peri-implantar e a periodontite,
ha também claras diferencas entre ambas, nomeadamente no timing de iniciacao e na sua
progressao. Por norma, a peri-implantite tem inicio precoce, durante o primeiro ano de
follow-up e uma progressao nao linear de forma rapida comparativamente a periodontite
(Berglundh et al., 2019).

No que toca as caracteristicas clinicas, de acordo com Berglundh et al., (2019), a peri-
implantite demonstra 3 grandes diferengas, comparativamente a periodontite. A primeira
¢ a grande quantidade de placa que ocupa a bolsa periodontal em locais com doenca peri-
implantar enquanto o epitélio desse local nao cobre toda a sua dimensdao de mucosa
(Figura 1B). A segunda ¢ o facto de haver a falta de ligamento periodontal em volta dos
implantes, e por isso, a inabilidade do tecido conjuntivo do implante em fazer a separagao
do infiltrado inflamatorio do osso crestal, ou seja, contrariamente a periodontite, as lesdes
implantares estendem-se ao nivel da crista 6ssea, como se pode observar na Figura 2. A

terceira grande diferenca ¢ o tamanho e composi¢ao celular do infiltrado inflamatorio.
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Tabela 1 - Comparacdo entre a doenga periodontal e a doencga peri-implantar. Adaptado de: (Becker et al.,

2014).

Periodontite

Peri-implantite

1. Destrui¢do  inflamatoéria  dos

tecidos de suporte dos dentes,
incluindo ligamento periodontal e

0sso alveolar

1. Destruigdo inflamatoria  pela
infecdo dos tecidos moles em volta
do implante e perda do osso

circundante

2. Dentes naturais tém uma conexao
epitelial através de
hemidesmossomas e fibras de

colagénio ancorados aos dentes

2. Implantes estdo ancorados ao 0sso
alveolar, em contato direto com o
tecido

mesmo, sem qualquer

interposto

3. Progressao mais lenta

3. Progressdao mais rapida devido a

auséncia do ligamento periodontal

Figura 2 - Esquematizagdo da ndo separacdo entre infiltrado inflamatorio e o osso crestal, pela auséncia de
ligamento periodontal nos implantes. O ligamento periodontal, no caso de dentes naturais, estaria no local
indicado a verde, impedindo o contato direto entre o infiltrado inflamatério e o osso da crista Ossea.

Adaptado de: (Berglundh et al., 2019).
A peri-implantite, segundo Berglundh et al., (2019), ¢ considerada a complicacao

biologica, associada a reabilitagdo oral, mais desafiante, de tal forma que, se nao tratada,

pode progredir e resultar na perda do implante dentario. Adicionalmente, o tratamento da

16



Introducgdo

peri-implantite exige bastantes recursos pelo que se torna fulcral a sua prevencao, de
forma a minimizar a sua ocorréncia e severidade.

Ainda de notar que alguns estudos sugerem que a presenca de microrganismos
periodontopatogénicos € necessaria mas nao suficiente para a iniciagao da peri-implantite
e, informacgao prévia aponta para que os mediadores dsseos inflamatorios produzidos pelo
sistema imunitario do paciente tenham bastante impacto no rompimento e destruicao dos
tecidos em volta do implante (Corréa et al., 2019).

Alguns fatores de risco associados ao paciente também devem ser tomados em conta
quando se trata de perda Ossea associada a peri-implantite, como ¢ o caso de doencas
autoimunes, pacientes fumadores e a toma de bifosfonatos (medicacdo para a
Osteoporose) (French et al., 2019). A diabetes e a presenca de periodontite sao também
conhecidos fatores de risco para a peri-implantite. (Dreyer et al., 2018).

Existem ainda outros fatores de risco, associados desta vez ao implante propriamente
dito, que podem ser a sua localizagao alvo, o didmetro do implante e o design do mesmo
(French et al., 2019). Quanto a parte cirrgica, esta também acarreta alguns fatores de
risco relacionados com a perda dssea como € o caso da colocagdo de cargas imediatas nos

implantes ou a presenga de defeitos dsseos (French et al., 2019).

4. Sequenciac¢ao de ultima geracao (Next-generation sequencing, NGS)

O conhecimento sobre o microbioma da satde e da doenga peri-implantar tem vindo a
evoluir exponencialmente devido ao desenvolvimento das tecnologias de sequenciagao
dos microrganismos orais, permitindo identificar e quantificar os mesmos sem
necessidade de cultura. Estas tecnologias podem aplicadas na sequenciagdo do gene 16S
rRNA das bactérias e na sequenciacdo de todo o genoma bacteriano (metagenomica)
(Boers et al., 2019).

Nos ultimos anos tem vindo a aumentar a necessidade e o interesse em identificar a
composi¢ao bacteriana nas diferentes partes do corpo. Um método fidvel deverd ter
caracteristicas como alto rendimento e ser de facil utilizagdo, ser capaz de classificar o
microbiota bacteriano com alta resolugdo e ser de baixo custo (Shahi et al., 2020).
Segundo Ilyas, (2018), o termo NGS refere-se a um grupo de tecnologias que t€ém em
comum a capacidade de encontrar e capturar informagao genética de milhdes de reagdes

sequenciais simultaneamente (Ilyas, 2018).
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As técnicas NGS geram uma rapida resposta de sequenciacao e fornecem uma extensa
informacao sobre os microrganismos presentes nos nichos em estudo (Verma et al.,
2018). A informacao dai obtida pode posteriormente dar origem a criacdo de
biomarcadores com base em microrganismos, que possibilitam um diagnostico precoce
ou a associacao imediata a certas patologias.

As tecnologias NGS possuem inimeras vantagens comparativamente a sequenciacao
standard, sendo a principal a capacidade de sequenciar varias zonas alvo em simultaneo
com apenas uma reacao, contrariamente ao que acontece na sequenciacdo mais basica
onde cada reagdo de sequenciagdo analisa apenas uma zona alvo. Em adi¢ao, visto que a
sequenciagdo de cada molécula pode ser analisada individualmente, variantes alélicas de
baixa frequéncia podem ser identificadas, em vez de perdidas no meio da informacgao
principal (Ilyas, 2018).

A sequenciacdo dos genes que codificam para o 16S rRNA bacteriano envolve a
amplificacao através de PCR de uma regido especifica do gene 16S rRNA, seguida da

preparagao de uma biblioteca dos produtos amplificados, sequenciagdo dessa biblioteca e

analise da informacao sequencial (Figura 3).
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Figura 3 - Etapas de sequenciagio do gene 16S rRNA através de técnicas de nova geracdo de alto
rendimento. Esta sequenciag@o € constituida por recolha da amostra, extragdo do DNA, amplificacdo do
gene 16S rRNA, processamento da informagdo através de ferramentas bioinformaticas e identificagdo dos

microrganismos. Adaptado de: (Jo et al., 2016).

A sequenciagdo 16S rRNA tem algumas limitagdes, sendo uma delas a reduzida resolucao
a nivel taxonémico uma vez que os genes do 16S rRNA tém algumas semelhangas entre
si e nao permitem descriminar adequadamente as diferentes espécies bacterianas (Shahi
et al., 2020).

A primeira técnica de sequenciagao de nova geragao foi denominada de Pirosequenciacao
(454 pyrosequencing), que funcionava através da detecao de pirofosfato, um subproduto
proveniente da incorporagao de nucledtidos, para identificar se uma base especifica estava
incorporada na cadeia de DNA em formacao (Slatko et al., 2018). Fragmentos individuais

de DNA, com 400-700 pb sao ligados aos adaptadores e amplificados por PCR numa
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solucdo construida especificamente composta por beads de cadeias de DNA
complementares as sequéncias nos adaptadores, permitindo a ligacdo direta entre os
fragmentos de DNA e os beads respetivos, idealmente um fragmento para cada bead. A
sintese de DNA, e posterior detegdo quimica da mesma, ocorrem numa camara propria
onde o pirofosfato libertado proveniente desta reacao ¢ detetado e medido, como pode ser
observado na Figura 4. Ao encher as camaras, consecutivamente, com reagentes de
sequenciagdo contendo um dos quatro nucleotidos existentes, quando um destes ¢
incorporado na cadeia sintetizada, a libertacdo de pirofosfato ¢ medida utilizando uma
reacdo luminosa (Slatko et al., 2018). Esta tecnologia ¢ comumente utilizada para
sequenciagdo gendmica e amostras metagendmicas devido a capacidade de leitura de
extensos fragmentos.

Ligacdo dos adaptadores aos
fragmentos de DNA

Emulsio do PCR

A
Ligagdo dos fragmentos de DNA n';,
aos respetivos beads 2

Beads com DNA amplificado ¢ enzimas de sequenciagio

l DNA Polimerase
Template \
Q0
NTP R
& djNTP A
\Primer
Pirofosfato
ATP " ATP- Sulfurilase

3

Luz

Figura 4 - Etapas da técnica de Pirosequenciag@o. Adaptado de: (Voelkerding et al., 2009).

Segundo (Guetal., 2019), as plataformas de sequenciacao Illumina sdo as mais populares
e utilizadas na maioria dos estudos publicados sobre microbioma (iSeq, MiSeq, MiniSeq,

NextSeq, HiSeq e NovaSeq). Todas estas plataformas usam a estratégia de amplificagdo
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por pontes, onde moléculas individuais de DNA sao ligadas a uma c¢lula de fluxo,
posteriormente amplificadas e organizadas sob a forma de clusters. Seguidamente da-se
a sequenciacgdo por sintese, que constréi o DNA complementar, com um nucleétido por
ciclo, e ¢ feita a leitura 6tica da fluorescéncia transmitida pelos marcadores, previamente
colocados nesses nucledtidos, a medida que os nucledtidos complementares se vao

ligando a cadeia, de forma a determinar a sua identidade (Gu et al., 2019), como esta

representado na Figura 5.

A. Construgao da biblioteca de genoma

DNA genémico
l Fragmentagao
Adaptadores —
—_— L} —
—-—
l Ligagao
e —
T ——
Biblioteca de e ——
genoma o —
L —

A biblioteca de genoma NGS5 é preparada através da fragmentagao de uma

porgao de DNA e ligagao de adaptadores as terminagoes dos fragmentos

C. Sequenciagao

Ciclos de sequenciagao ( )
- Imagem digital

Cluster 1 > Read 1: GAGT...

Cluster 2 > Read 2: TTGA.

Cluster 3 > Read 3: CTAG..

Cluster 4 > Read 4: ATAC...  Ficheiro em texto

Reagentes de sequenciagdo, incluindo nucledtidos marcados com fluorescéncia
sdo adicionados. A informagao contida na célula de fluxo é passada para
imagem e a fluorescéncia de cada cluster é gravada. O comprimento de onda e
a intensidade da fluorescéncia sio utilizadas para identificar a base. Este ciclo é
repetido varias vezes de forma a criar uma leitura completa de todas as bases.

B. Formagao/ Amplificago de clusters

l Célula de fluxa

Ciclos de amplificagao
por pontes

Clusters

A bibliteca gendmica é introduzida numa célula de fluxo e os fragmentos
hibridizados a superficie da mesma. Cada fragmento ligado é amplificado
através de amplificagio por pontes

D. Alinhamento e analise

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
Leituras AGATGGTATTG
GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Genoma

AGATGGTATTGCAATTTGACAT

referéncia

As leituras sdo alinhadas com uma sequéncia referéncia através de software
biofinformatico. Apés esse alinhamento, as diferengas entre o genoma de
referéncia e o genoma sequenciado podem ser identificadas.

Figura 5 - Etapas da tecnologia de sequenciagdo de ultima geragdo Illumina. Adaptado de:

https://www.illumina.com/content/dam/illumina-

marketing/documents/products/illumina_sequencing_introduction.pdf
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Ao contrario da sequenciacao dos genes do 16S rRNA, a técnica metagendmica permite,
identificar microrganismos e obter informacao todos os genes microbianos presentes nas
amostras e fazer uma caracterizacao funcional do microbioma (Boers et al., 2019), como
esta representado na Figura 6. Este andlise permite ainda a detecao de qualquer agente

patogénico, sem haver a necessidade de uma amplificagdo de uma regido especifica de

um gene (Schlaberg et al., 2017).

AMOSTRA

g

— w— EXTRAGAO DE DNA
I
N

PCR do gene 165 rRNA
v Sequencia¢do metagenémica
Next-generation sequencing
0 0 0
3 2 3
Unidade taxan dmica = Espécies —» Fungio =

Figura 6 - Comparacéo dos resultados que se podem obter utilizando sequenciagdo NGS dos genes 16S

rRNA e de todos os genes de todos os microrganismos existentes numa amostra (metagenémica). Adaptado

de: (Boers, Jansen, et al., 2019).

A sequenciagdo metagendmica por NGS envolve uma série de passos, nomeadamente a
recolha de amostras, a preparagdao da biblioteca de genoma e todos os passos de
sequenciagdo. Apos a sequenciacao, ¢ feita uma analise bioinformatica e a interpretagao
da informagao proveniente da sequenciagao no laboratorio computacional, como se pode

observar na Figura 7 (Gu et al., 2019).
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Figura 7 - Etapas da Metagendmica através de NGS. Adaptado de: (Simner et al., 2018).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo da técnica metagendmica € a identificacdo de
agentes patogénicos amplamente conhecidos, bem como a descoberta de novos
microrganismos.

O limite de dete¢do nas técnicas de sequenciacdo NGS depende da profundidade de
cobertura, mas podem chegar abaixo de 1%, o que ndo se verifica no caso da sequenciagdo
mais basica que varia entre 5% e 20% (Ilyas, 2018).

Resumindo, as técnicas de sequenciagdo t€ém vindo a evoluir drasticamente devido a
grande necessidade de conhecer o microbioma presente em determinadas patologias,
neste caso uma patologia associada a cavidade oral que € a peri-implantite, de modo que
seja possivel saber quais os microrganismos presentes na superficie dos implantes em
casos de doenga peri-implantar para que, futuramente, seja possivel um diagnostico
precoce e um tratamento amais adequado e especifico para esta patologia. A informagao
disponivel esta um pouco dispersa, com algumas divergéncias nas suas conclusoes, e um
pouco insuficiente, devido ao facto de a forma como os estudos sdo executados ndo ser

homogenia, seja pela tecnologia de sequenciacao utilizada, seja pela por¢ao do gene
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sequenciada, podendo até ser pelo método de recolha da amostra ou pela base de dados
utilizada como referéncia para identificagao dos microrganismos. Sendo assim necessario
reunir a informacao de todos os estudos executados de forma semelhante, tentando chegar
ao objetivo primordial, tentar reunir o maximo de informacgdo possivel sobre o

microbioma principal da superficie implantar saudavel e com peri-implantite.

5. Objetivos

Esta revisao sistematica teve aos seguintes objetivos:

e (aracterizar o microbioma peri-implantar em saide com base na informagao

publicada nos tltimos 5 anos (2016-2021).

e (aracterizagdo do microbioma peri-implantar na peri-implantite com base na

informacao publicada nos ultimos 5 anos (2016-2021).

e Comparar os microbiomas peri-implantar e da peri-implantite.
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II. Materiais e métodos

1. Fontes de informacao

Na procura de resposta aos objetivos supramencionados procedeu-se a formulagdo
questdao PICO (P- population; 1- intervention; C- comparison; O- outcome), para que a

pesquisa  efetuada  fosse o mais concreta e  concisa  possivel:

Population: Pacientes com reabilitacao implantar

e [ntervention: Caracterizacdo do microbioma peri-implantar

e Camparison: Microbioma peri-implantar e na peri-implantite

e Qutcome: Impacto do microbioma no tempo de semivida dos implantes

Toda a pesquisa efetuada neste estudo foi feita através da base de dados PubMed. Foram
utilizados os seguintes termos para efetuar a pesquisa: ((Peri-implantitis) and
(microbiome); (Oral Implant) and (microbiome); (Peri-implantitis) and (microbiome) and
(NGS)). Na pesquisa foram colocados filtros ao nivel temporal de artigos publicados

apenas nos ultimos 5 anos (2016 a Junho de 2021).

2. Selecao de estudos

Dois revisores independentes (André Silva e Nuno Taveira) fizeram a analise dos estudos
que surgiram como resultados durante todas as fases da pesquisa. Foram introduzidos os
artigos, da pesquisa efetuada inicialmente, na plataforma Mendeley® e através desta
removidos os duplicados. Os artigos que permaneceram dessa pesquisa primaria foram
introduzidos na plataforma Rayyan, onde os seus titulos e respetivos resumos/abstracts
foram lidos de forma a fazer a sua inclusao ou exclusao da revisao. Apds esta analise, foi
executada uma leitura completa dos artigos que cumpriram todos os critérios de inclusao.
Todos os estudos que nao tivessem sido efetuados em humanos foram excluidos. Outro
dos critérios de exclusdo foi estudos ndo escritos e publicados em inglés. Esta revisao

sistematica teve como critérios de inclusdo:
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e Estudos realizados em amostras constituidas por pessoas de todas as idades e de
ambos 0s sexos;

e Estudos cuja area de intervengdo incida em Implantologia/Periodontologia;

e Estudos realizados apenas em humanos;

e Estudos que avaliem de que maneira o microbioma peri-implantar influencia a
durabilidade do implante;

e Estudos que avaliam quais as bactérias que colonizam a superficie peri-implantar
através de um método Next Generation Sequencing;

e Estudos escritos apenas em inglés;

e Apenas estudos primarios e realizados nos ultimos 5 anos;

3. Recolha de informacio e sintese

A informacao recolhida dos estudos incluidos nesta revisao foi o nome dos autores dos
mesmos, ano da sua publicacdo, o pais/cidade onde foi conduzida toda a investigagdo, o
tipo de estudo que foi feito, o nimero de voluntarios que participaram, a tecnologia de
caracterizacdo do microbioma utilizada (sequenciagdo do 16S rRNA ou do genoma
integral), o método de recolha da placa bacteriana e, por fim, os dados microbioldgicos
presentes em cada um deles, sendo esta a informagao fundamental para a execucao desta
revisdo. Toda a informagdo recolhida destes estudos foi entdo reunida e compilada em
varias tabelas de evidéncia e ordenada pela ordem alfabética de acordo com o nome dos
autores dos mesmos. A informacgdo foi dividida por quatro tabelas, na medida em que
duas tabelas falam dos dados microbiologicos encontrados nos casos de saude peri-
implantar (Tabela 2 e Tabela 3) e as restantes duas tabelas falam dos dados
microbiologicos encontrados nos casos de peri-implantite (Tabela 4 e Tabela 5). Estas
por sua vez dividem-se pelo tipo de estudo, sendo numa das tabelas apenas colocada a
informacao proveniente de estudos Coorte (Tabela 2 e Tabela 4) e nas outras os estudos

do tipo Ensaios Clinicos Randomizados e Estudos Caso-controlo (Tabela 2 e Tabela 4).
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I11. Resultados e Discussao

1. Selecao dos estudos

Uma pesquisa efetuada no PubMed, permitiu a obtengao de 130 resultados, apos remogao
dos seus respetivos duplicados. De entre estes estudos encontrados, apos a leitura de todos
os titulos e resumos, apenas 45 cumpriram a maior parte dos critérios de inclusao e foram
elegiveis para uma leitura integral. Destes, apenas 21 cumpriam todos os critérios de

inclusdo e foram considerados para inclusao nesta revisdo sistematica (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama de fluxo do PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analysis).
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2. Analise descritiva

2.1. Aspetos metodologicos

Nesta revisao sistematica foram incluidos estudos clinicos (Tabelas 3 e 5), estudos coorte
(Tabelas 2 e 4) e estudos de caso-controlo (Tabelas 3 € 5). Todos os artigos incluidos
nesta revisdo foram publicados nos ultimos 5 anos, sendo que cinco destes foram
publicados nos ultimos 2 anos (de Freitas et al., 2021; Ghensi et al., 2020; Komatsu et al.,
2020; Nie et al., 2020; Rubino et al., 2021; Wang et al., 2021; Yu et al., 2019).

Dentro dos estudos nesta revisdao, uns comparam o microbioma em saude peri-implantar
e na peri-implantite (Al-Ahmad et al., 2018; Apatzidou et al., 2017; D. Daubert et al.,
2018; Gao et al., 2018; Ghensi et al., 2020; Kroger et al., 2018; Nie et al., 2020; Ignacio
Sanz-Martin et al., 2017; Sousa et al., 2017; Vankov et al., 2016; Yu et al., 2019),
enquanto outros fazem apenas a caracterizagdo do microbioma no caso de saude peri-
implantar (Cortés-Acha et al., 2017; de Freitas et al., 2021; De Freitas et al., 2018; De
Melo et al., 2017; Desch et al., 2020; Duan et al., 2017), e outros caracterizam apenas o
microbioma no caso de peri-implantite (Canullo et al., 2017; Komatsu et al., 2020; Wang
et al., 2021). Ha ainda dois dos estudos que comparam o microbioma da peri-implantite
com a periodontite (Sousa et al., 2017; Yu et al., 2019). Em relacdo ao nimero de
participantes nos estudos incluidos, estes variaram entre quatro (De Melo, Do
Nascimento, Souza, & de Albuquerque, 2017) e cento e treze (Ghensi et al., 2020). As
amostras biologicas/placa bacteriana foram colhidas através de cones de papel em onze
dos estudos presentes (fluido subgengival crevicular) (Al-Ahmad et al., 2018; Apatzidou
et al., 2017; Canullo et al., 2017; de Freitas et al., 2021; De Freitas et al., 2018; Gao et
al., 2018; Komatsu et al., 2020; Kroger et al., 2018; Rubino et al., 2021; Wang et al.,
2021; Yu et al., 2019) e através de Curetas de Gracey nos restantes seis estudos (placa
bacteriana subgengival) (D. Daubert et al., 2018; De Melo et al., 2017; Ghensi et al.,
2020; Nie et al., 2020; Sanz-Martin et al., 2017; Sousa et al., 2017). Quatro dos estudos
em analise efetuaram a colheita da amostra de forma diferente, um deles recorreu a
centrifugacdo de um pilar utilizado em boca pelos pacientes que participaram no estudo
(Cortés-Acha et al., 2017), outro recorreu a um instrumento esterilizado ndo especificado

(Vankov et al., 2016), um outro recorreu a utilizagao de uma goteira com discos de titanio
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por parte dos pacientes (Desch et al., 2020) e h4 ainda um dos estudos que recorreu apenas
a saliva da boca dos pacientes em participagdo (Duan et al., 2017). A caracterizacao do
microbioma fez-se na sua maioria pela sequenciacdo NGS do gene 16S rRNA, usando a
tecnologia Illumina MiSeq (Apatzidou et al., 2017; de Freitas et al., 2021; De Melo et al.,
2017; Duan et al., 2017; Gao et al., 2018; Komatsu et al., 2020; Kroger et al., 2018; Sanz-
Martin et al., 2017; Sousa et al., 2017; Yu et al., 2019); trés estudos utilizaram o método
de Pirosequenciacao 454 Roche do gene 16S rRNA ( Cortés-Acha et al., 2017;D. Daubert
et al., 2018; de Freitas et al., 2018; Nie et al., 2020; Vankov et al., 2016); um estudo
utilizou o método de PacBio do gene 16S rRNA (Desch et al., 2020) e trés estudos
utilizaram sequenciacao metagendémica (Cortés-Acha et al., 2017; Ghensi et al., 2020;

Komatsu et al., 2020).

2.2. Composicao da microbiota

Esta revisao sistematica teve como objetivo reunir e compilar toda a evidéncia cientifica
disponivel, publicada nos ultimos 5 anos, na qual tenha sido utilizada a sequenciagao
NGS do gene 16S rRNA, ou sequenciacdo metagendmica, para analisar o microbioma
presente ao redor dos implantes, quer em situacdo de saude peri-implantar quer em
situagdo de peri-implantite, sendo que os resultados estdo descritos nas Tabelas 2, 3,4 ¢

5.

O estudo de Al-Ahmad et al., (2018) (Tabelas 3 e 5) foi um estudo Caso-controlo, que
decorreu na Alemanha, que procurou avaliar a composi¢do do microbioma nos estados
de peri-implantite e satide peri-implantar. Este estudo reuniu cerca de 10 individuos
sistemicamente saudadveis, cada um com pelo menos 1 implante saudavel e 1 implante
com peri-implantite, perfazendo um total de 20 implantes em estudo. Nenhum dos
pacientes sofreu tratamento prévio para a peri-implantite nem periodontite, sendo que as
suas idades estavam compreendidas entre os 62 e os 83 anos. A amostra foi recolhida com
recurso a cones de papel e por sua vez centrifugada de forma a que o gene 16S rRNA
fosse amplificado via PCR e seguidamente sequenciado através da tecnologia LGC
genomics, sendo esta uma tecnologia Next-generation sequencing. O estudo demonstrou
que em individuos com implantes com peri-implantite o filo mais abundante era
Bacteroidetes, seguido de Firmicutes e por fim Fusobacteria, sendo que este ultimo foi

encontrado em 7 individuos com peri-implantite e apenas em 5 no estado saudavel. Este
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estudo aponta ainda para uma maior abundancia relativa dos géneros Prevotella spp.,
Fusobacterium spp. e das espécies Porphyromonas. gingivalis, Tannerella forsythia e
Fusobacterium nucleatum nos individuos com peri-implantite. Os autores revelaram que,
individuos portadores de implantes saudaveis apresentam maior abundancia do filo
Firmicutes, seguido de Bacteroidetes e por fim Fusobacteria. O género Streptococcus
spp. foi encontrado em maior abundancia relativa nos individuos portadores de implantes
saudaveis, bem como a espécie bacteriana Veillonella dispar. O tnico resultado com
significado estatistico foi a maior percentagem de Bacteroidetes nos individuos com peri-

implantite.

O estudo de Apatzidou et al., (2017) (Tabelas 3 e 5) foi um estudo Coorte, que decorreu
na Grécia, e avaliou o microbioma saudavel e na peri-implantite. Os autores reuniram 10
individuos caucasianos, com idades entre 40 ¢ 73 anos, sistemicamente saudaveis, ndo
fumadores, com pelo menos 1 implante com peri-implantite e com historia de periodontite
prévia e tratamento da mesma. Nove dos dez individuos eram parcialmente edéntulos e
um totalmente edéntulo. As amostras foram recolhidas de 1 implante em doenca peri-
implantar e 4 locais no estado de satde, nao adjacentes, através de um cone de papel. A
por¢ao V3/V4 do gene 16S rRNA foi amplificada e sequenciada através de Illumina
MiSeq. Este estudo indica que, no geral, as amostras provenientes dos individuos com
peri-implantite demonstraram uma menor diversidade bacteriana, mas uma maior
abundancia de cada espécie bacteriana presente. O género bacteriano mais discriminativo
entre os estados em andlise foi Actinomyces e Streptococcus nos casos saudaveis e
Prevotella e Porphyromonas nos casos de Peri-implantite. Os filos Bacteroidetes,
Chloroflexi, Spirochaetes e Synergistetes foram positivamente associados a
profundidades de sondagem mais elevadas, contrariamente aos filos Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Proteobacteria ¢ Thermi bacteria que

foram associados a profundidades de sondagem mais reduzidas.

O estudo de Canullo et al., (2017) (Tabela 4) foi um estudo Caso-controlo, que decorreu
em Espanha, e avaliou a composicdo do microbioma nos estados de peri-implantite e
saude peri-implantar. Neste estudo criaram-se dois grupos, um de individuos saudaveis e
outro de individuos com peri-implantite, constituidos por 22 e 25 voluntarios
respetivamente, com idades compreendidas entre os 25 e os 70 anos. No total 90

implantes foram analisados, sendo que 47 foram classificados como em peri-implantite e
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43 no estado saudavel, e a amostra foi recolhida com recurso a cones de papel. Neste
estudo houve uma maior abundancia de espécies bacterianas nos casos de peri-implantite
comparativamente aos casos sauddveis. Nos individuos com peri-implantite, o
microbioma peri-implantar apresentava elevados niveis de espécies bacterianas como:
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia, Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens,
Prevotella  nigrescens, Campylobacter  gracilis, Capnocytophaga ochracea,
Campylobacter concisus, Streptococcus spp., Actinomyces odontolyticus, Veilonella

parvula e Enterococcus faecalis.

O estudo Cortés-Acha et al., (2017) (Tabelas 3 e 5) foi um estudo Caso-controlo, que
decorreu em Espanha, e avaliou a composicdo do microbioma peri-implantar de
individuos com histéria de periodontite e individuos completamente saudaveis. Foram
recrutados 10 individuos, 5 com histéria de periodontite ¢ 5 saudaveis, com idades
compreendidas entre os 45 e os 84 anos. Nos participantes a tampa de cicatrizagdo foi
substituida por um pilar, que foi depois centrifugado como forma de recolha da amostra.
O microbioma foi analisado através da Pirosequenciagdo 454 Roche, do gene 16S rRNA,
nas regides V1 a V5. Nos individuos com histoéria de periodontite, a evidéncia de uma
maior presenca de espécies bacterianas como Fusobacterium nucleatum, Prevotella oris,
Prevotella denticola e Prevotella melaninogenica, pela respetiva ordem consoante a sua
abundancia. Ja nos individuos completamente saudaveis, as espécies bacterianas mais
encontradas, pela sua ordem, foram Fusobacterium nucleatum, Prevotella
melaninogenica, Rothia dentocariosa, Prevotella oris e Veillonella parvula. Os autores
indicam ainda que a espécie bacteriana mais encontrada foi Fusobacterium nucleatum
que esta sobre representada nos individuos saudaveis. Ja o género bacteriano Prevotella
foi o mais comum e a espécie Prevotella denticola estava sobre representada nos

individuos com historia de periodontite.

O estudo de Daubert et al., (2018) (Tabela 2 e 4) foi um estudo Coorte, que decorreu nos
Estados Unidos, que avaliou a composicao do microbioma peri-implantar em pacientes
com periodontite portadores de implantes saudaveis e diagnosticados com peri-
implantite. Um grupo de 11 pacientes, com idades entre os 61 e os 81 anos, participou
neste estudo onde foram analisados 15 implantes dos quais 6 classificados com peri-

implantite e 9 classificados como saudaveis. A amostra foi recolhida através de curetas
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de Gracey e o microbioma foi caracterizado por sequenciagao do gene 16S rRNA através
da pirosequenciacdo Roche 454. Observou-se uma menor diversidade bacteriana do
microbioma dos individuos com peri-implantite comparativamente ao microbioma de
individuos saudaveis. Houve uma maior abundancia dos géneros Veillonella e Neisseria
no microbioma dos casos de peri-implantite, contrariamente ao que se observou no
microbioma saudavel onde houve uma maior abundancia de géneros bacterianos como

Streptococcus, Prevotella € Haemophilus.

O estudo de Freitas et al., (2018) (Tabela 3) foi um Caso-controlo, que decorreu no Brasil,
que procurou avaliar o diferente microbioma oral em duas diferentes superficies
implantares titanio e zirconia. 20 participantes sistemicamente saudaveis entraram neste
estudo, em que 10 foram reabilitados com pilares de zirconia e os outros 10 com pilares
de titdnio. A amostra foi recolhida com recurso a cones de papel e a andlise do
microbioma foi feita pela sequenciacdo do gene 16S rRNA através da pirosequenciacao
Roche 454. Independentemente da superficie, a quantidade de espécies bacterianas na
zircOnia e no titanio foi igual ao longo do tempo. No geral os géneros bacterianos mais
encontrados foram Firmicutes, Fusobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e
Proteobacteria. Nas superficies de titanio, o filo mais prevalente foi Chlorophyta e os
géneros igualmente mais prevalentes foram Neisseria, Reinekia e Rienerella. Nas
superficies de zirconia, o filo mais presente foi Nitrospirae e os géneros mais presentes

foram Staphylococcus, Heliobacterium, Odoribacter, Faecalibacterium e Listeria.

O estudo de Freitas et al., (2021) (Tabela 3) foi um estudo Caso-controlo, que decorreu
no Brasil, que visou identificar o microbioma oral em duas superficies diferentes de
materiais utilizados nos implantes, neste caso a zirconia e o titdnio. Neste estudo
participaram 20 individuos, em que 10 tinham pilares de zirconia e outros 10 pilares de
titanio colocados hé 3 anos. A idade dos individuos era compreendida entre os 18 e os 69
anos. A amostra de biofilme supragengival foi retirada com um microbrush e a amostra
subgengival com cones de papel. O microbioma foi analisado pela sequenciacao do gene
16S rRNA, na regido V3 e V4 através de Illumina MiSeq. No geral a quantidade de
espécies bacterianas aumentou com o passar do tempo, durante os 3 anos, sendo mais
evidente esse aumento nos pilares de zirconia. O género bacteriano Porphyromonas teve
o seu nivel aumentado exponencialmente no marco temporal dos 2 anos, estando este

relacionado com a perda d6ssea nos pilares de zirconia. O género Tannerella aumentou
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mais no marco temporal dos 2 anos ao nivel supragengival e no marco temporal dos 3
anos ao nivel subgengival, estando este género associado a hemorragia a sondagem nos
individuos com pegas em titanio e a uma maior profundidade de sondagem nos individuos
com pecas em zirconia. J& o nivel do género bacteriano Treponema aumentou
exponencialmente no marco temporal dos 2 anos, estando este associado a uma maior

profundidade de sondagem nos individuos com pilares em zirconia.

O estudo de De Melo et al., (2017) (Tabela 2) foi um estudo Coorte, que decorreu no
Brasil, que procurou caracterizar o perfil do microbioma oral que coloniza as superficies
implantares de titdnio. Neste estudo participaram 4 pessoas as quais foi pedido que
utilizassem durante 24h uma goteira com 4 discos de titdnio com diferentes tratamentos
de superficie, perfazendo um total de 16 discos para amostragem. O biofilme aderido aos
discos no final das 24h foi recolhido com recurso a curetas de Gracey e o seu microbioma
analisado pela sequenciagdao do gene 16S rRNA através de Illumina MiSeq. Os autores
concluiram assim que os filos bacterianos mais prevalentes foram Firmicutes,
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Synergistetes, sendo o

primeiro o mais prevalente.

O estudo Desch et al., (2020) (Tabela 2) foi um estudo Coorte in vivo, que decorreu no
Brasil, e avaliou a diversidade do microbioma oral nos pilares de zirconia e titanio. Neste
estudo participaram 12 pacientes, com idades entre os 20 e os 35 anos, sistemicamente
saudaveis e nao fumadores. Aos pacientes foi pedido que utilizassem uma goteira com 4
discos de titanio e 4 discos de zirconia durante 5 dias. Estas goteiras foram analisadas e
colhida uma amostra passado 6 horas, 24 horas, 3 dias e 5 dias apds a sua utilizagcdo. O
microbioma do biofilme recolhido foi analisado pela sequenciacao do gene 16S rRNA,
nas regides V1 a V9, pelo método PacBio. Houve um aumento da diversidade bacteriana
em ambos 0s materiais ao longo do tempo do estudo. A evidéncia mostrou que os filos
bacterianos mais abundantes, por ordem decrescente da sua abundancia foram Firmicutes,
seguido de Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Candidatus saccharibacteria
e, por fim Fusobacteria. Os géneros bacterianos mais prevalentes, novamente por ordem
decrescente da sua prevaléncia, foram Streptococcus, seguido por Neisseria, Rothia,
Haemophilus, Gamella e finalmente Abiotrophia. Ja ao nivel das espécies bacterianas

mais abundantes, por ordem decrescente da sua abundancia, verificou-se a presenca de
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Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus infantis € por fim Streptococcus

pseudopneumoniae.

O estudo de Duan et al., (2017) (Tabela 3) foi um estudo clinico prospetivo, que decorreu
na China, e avaliou o microbioma salivar de individuos portadores de implantes dentarios,
fumadores e ndo fumadores. Este estudo englobou a participacao de 20 pessoas, das quais
10 eram fumadores e as restantes 10 nao fumadoras, com idades compreendidas entre os
29 e os 60 anos. O microbioma oral presente nas amostras salivares foi analisado pela
sequenciagao do gene 16S rRNA, na regido V4, através de [llumina MiSeq. Neste estudo
os autores evidenciaram uma menor diversidade e abundancia de espécies bacterianas no
microbioma salivar dos individuos nao fumadores. Os filos mais abundantes presentes no
microbioma oral salivar em geral sdo Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria,  Fusobacteria,  Synergistetes,  Saccharibacteria,  Spirochaetes,
Gracilibacteria e Tenericutes. Mais especificamente os filos Proteobacteria,
Saccharibacteria e Gracilibacteria apresentam maior prevaléncia no grupo de individuos
nao fumadores, ja o filo Synergistetes apresentou mais prevaléncia no grupo de individuos
fumadores. Ao nivel do género bacteriano, os géneros mais prevalentes nos individuos
fumadores sao Streptococcus, Lachnoanaerobaculum, Stomatobavulum e Eubacterium
nodatum, enquanto no grupo de participantes nao fumadores, Selenomonas e Catonella
foram os géneros bacterianos mais prevalentes. As espécies bacterianas mais abundantes
nos casos de individuos fumadores sdo Streptococcus parasanguinis, Streptococcus
salivarius, Eubacterium infirmum e Megasphaera micronuciformi, enquanto nos nao
fumadores, Catonella morbi, Oribacterium assacchorolyticum e Solobacterium moorei.
Nos casos das espécies bacterianas encontradas apenas no microbioma oral salivar de
individuos ndo fumadores, temos o exemplo de Selenomonas sputigena, Acinetobacter
bohemicus, Saccharibacteria, Pseudomonas orientalis e Vibrio gigantis. Relativamente
as espécies ja conhecidas como causadores da doenca periodontal/peri-implantar, as
bactérias associadas ao complexo vermelho, como € o caso de Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola foram encontradas com os seus niveis mais

elevados no microbioma salivar dos individuos fumadores.

O estudo de Gao et al., (2018) (Tabelas 3 e 5) foi um estudo Caso-controlo que procurou
avaliar a variagdo do microbioma oral peri-implantar entre implantes saudaveis e com

peri-implantite. 40 participantes fizeram parte deste estudo, com médias de idades entre
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0s 39 e os 45 anos, que por sua vez foram divididos entre grupo de controlo e grupo de
caso. Foram recolhidas amostras do fluido crevicular subgengival através de cones de
papel de cada um destes individuos € o seu microbioma analisado com recurso a
sequenciagao da regido V3-V4 do gene 16S rRNA através de Illumina MiSeq. Quanto ao
microbioma propriamente dito, observou-se uma maior presenga de bactérias do filo
Actinobacteria, da classe bacteriana Actinomyces, da familia bacteriana Moraxellaceae
do género Acinetobacter, nos individuos do grupo com peri-implantite,
comparativamente aos individuos saudaveis. Mais especificamente, quanto aos géneros
bacterianos mais dominantes, nos individuos do grupo de controlo, ou seja, sujeitos
saudaveis, estes foram Neisseria, Haemophilus, Prevotella, Streptococcus, Vibrio,
Poprhyromonas,  Fusobacterium, Capnocytophaga, Leptotrichia, Actinomyces,
Treponema, Campylobacter, Rothia e Granulicatell, por ordem de prevaléncia. No caso
dos sujeitos pertencentes ao grupo de caso, ou seja, individuos com peri-implantite, foi
detetada uma dominancia dos géneros bacterianos Prevotella, Streptococcus,
Acinetobacter, Fusobacterium, Neisseria, Porphyromonas, Treponema, Leptothrix,

Capnocytophaga, Micrococcus, Rothis, Moraxella, Haemophilus e Actinomyces.

O estudo de Ghensi et al., (2020) (Tabelas 2 e 4) foi um estudo Caso-controlo, que
decorreu em Itdlia, em que se avaliou o microbioma dos individuos em saude peri-
implantar e em individuos com peri-implantite. Neste estudo participaram 113 pacientes,
divididos por 3 grupos, um grupo de 35 pacientes com implantes saudaveis, um grupo de
37 pacientes com implantes com mucosite € um outro grupo com 41 individuos com peri-
implantite. Foi retirado biofilme subgengival com recurso a curetas de Gracey e foi
analisado o seu microbioma com recurso a sequenciacao do gene 16S rRNA por [llumina
HiSeq-2000 e sequenciagao metagendémica. Observou-se uma clara distingdo entre os
microbiomas saudavel e da peri-implantite, sendo que o microbioma oral saudavel foi
mais rico e abundante a nivel de espécies bacterianas, havendo também uma maior
variabilidade desse microbioma entre os individuos do mesmo grupo. No microbioma da
peri-implantite observou-se uma alta prevaléncia da espécie Tannerella forsythia e
Treponema lecithinolyticum. Estas espécies estavam também presentes no microbioma
dos individuos saudaveis, mas em menor quantidade, juntamente com Treponema
socranskii e Fusobacterium nucleatum. As espécies bacterianas Porphyromonas
gingivalis € Porphyromonas endodontalis apresentam um elevado efeito patogénico,

consoante a sua abundancia. Nos individuos com peri-implantite, observou-se uma
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exacerbada presenga de Treponema maltophilum, Fretibacterium fastidiosum,
Pseudoramibacter alacolyticus e Treponema lecithinolyticum comparativamente aos
individuos saudéaveis. Foram definidos ainda dois complexos de espécies bacterianas, um
deles altamente associado a saude peri-implantar composto por Capnocytophaga
gingivalis, Capnocytophaga granulosa, Capnocytophaga ochracea, Selenomonas noxia
e Selenomonas artemidis, juntamente com os géneros bacterianos mais associados a satde
implantar como € o caso de Actinomyces, Neisseria, Rothia e Streptococcus. O complexo
associado a doenca peri-implantar, ¢ composto por espécies bacterianas como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, com maior
efeito patogénico quanto maior a sua abundancia, juntamente com Prevotela intermédia,
Porphyromonas endodontalis, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium fastidiosum,
Filifactor alocis, Desulfobulbus spp. e Treponema lecithinolyticum. Neste estudo
associou-se a maior abundancia de Porphyromonas gingivalis ¢ Porphyromonas

endodontalis com a maior severidade da peri-implantite.

O estudo de Komatsu et al., (2020) (Tabela 4) foi um estudo Coorte, que decorreu no
Japao, e avaliou as diferengas do microbioma entre a peri-implantite e a periodontite.
Neste estudo participaram 21 pacientes sistemicamente saudaveis e ndo fumadores, com
média de idades de 67 anos. Foi recolhida uma amostra do fluido gengival crevicular
destes pacientes com cones de papel € o seu microbioma foi analisado com recurso a
sequenciagao do gene 16S rRNA por Illumina MiSeq. Observou-se um nivel mais
elevado das espécies bacterianas Peptostreptococcus stomatis, Leptotrichia sp.,
Solobacterium moorei e Prevotella denticola, no microbioma da peri-implantite,
comparativamente ao saudavel, sendo que esta ultima ¢ apenas encontrada nos individuos
com peri-implantite. Neste estudo Prevotella denticola, Solobacterium moorei,
Porphyromonas gingivalis e Fretibacterium fastidiosum sao consideradas como bactérias

especificas da peri-implantite.

O estudo de Kroger et al., (2018) (Tabela 4) foi um estudo Coorte, que decorreu na
Alemanha, e avaliou o microbioma em diferentes niveis de severidade da peri-implantite.
Neste estudo participaram 30 pessoas com idades compreendidas entre os 32 e os 82 anos.
Uma amostra de fluido gengival crevicular destes pacientes foi recolhida utilizando um
cone de papel e o seu microbioma foi analisado através da sequenciagdo do gene 16S

rRNA, na regido V3, por Illumina MiSeq. A abundancia das espécies bacterianas
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Eubacteriaceae, Fretibacterium sp., Fretibacterium fastidiosum, Peptostreptococcaceae,
Alloprevotella sp., Fastidiosipila sanguinis, Filifactor alocis, Peptostreptococcaceae,
Bacteriodetes bacterium, Treponema parvum, Clostridiales bacterium e Orobacterium
foi maior em profundidades de sondagem mais elevadas. Ja as espécies bacterianas
Selenomonas sp., Granulicatella elegans, Rothia aeria, Corynebacterium durum,
Veillonella  dispar, Acinetobacter, Streptococcus oralis, Veillonella parvula,
Bifidobacterium, Bergeyella, Veillonella rogosae, Neisseria, Veillonella atypica,
Rhodobacteriaceae, Lautropia mirabilis e Oribacterium asaccacrolyticum demonstraram

estar menos abundantes nas profundidades de sondagem mais elevadas.

O estudo de Nie et al., (2020) (Tabela 3 e 5) foi um estudo Caso-controlo, que decorreu
na China, e analisou a influencia do tratamento nao cirirgico no microbioma de implantes
com peri-implantite. Este estudo contou com a participagdo de 23 pessoas onde se formou
um grupo saudavel constituido por 10 pessoas e um grupo com 13 pessoas com peri-
implantite. As idades rondaram, em média os 42 e os 47 anos, respetivamente. Neste
estudo as amostras foram recolhidas através de curetas e o microbioma analisado por
sequenciagdao do gene 16S rRNA, na regido V1-V3, através de pirosequenciacdo Roche
454. Observou-se uma maior abundancia de espécies bacterianas nos individuos com
peri-implantite, em compara¢cdo com individuos saudaveis. A abundancia relativa de
espécies bacterianas como Campylobacter showae, Campylobacter gingivalis,
Campylobacter leadbetteri, Leptotrichia hofstadii, Prevotella leoscheii, Prevotella
tannerae ¢ Streptococcus sanguinis aumentou nos individuos com peri-implantite,
comparativamente aos individuos saudaveis. As trés espécies bacterianas Tannerella
forsythia, Campylobacter gracilis e Fusobacterium foram detetadas também, ndo s6 em
saude peri-implantar, como em sujeitos com peri-implantite. Comparando o efeito do
tratamento ndo cirtrgico da peri-implantite, os autores evidenciaram influéncia na sua
abundancia, poOs tratamento, de géneros bacterianos como Streptococcus,
Capnocytophaga, Leptotrichia, Actinomyces, Prevotella, Fusobacterium, Neisseria,
Veillonella, Carynebacterium, Selenomonas, Campylobacter, Poprhyromonas,
Treponema e Eubacterium. O tratamento levou a uma clara diminui¢do da abundancia de
espécies bacterianas como Campylobacter gracilis, Campylobacter showae,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga leadbetteri, Lactobacilus vaginalis,
Leptotrichia hofstadii, Leptotrichia wadei, Prevotella tannerae, Rothia aeria e

Streptococcus sanguinis.
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O estudo de Rubino et al., (2021) (Tabela 2) foi um estudo Coorte, que decorreu nos
Estados Unidos, e procurou avaliar o efeito do material de selamento do canal de acesso
dos implantes no microbioma oral implantar. Neste estudo participaram 8 pacientes
caucasianos, com idades a oscilar entre os 53 e os 73 anos. Todos os pacientes possuiam
uma protese sobre implantes que foi removida e toda a area implantar foi desbridada bem
como a lavagem da proétese foi executada, de forma a ser avaliado o seu microbioma
passados 6 meses. Apds esses 6 meses, a recolha da amostra foi conseguida através de
cones de papel e o microbioma foi analisado através da sequenciagao do gene 16S rRNA
por Illumina MiSeq. Houve apontaram para uma frequente detecdo de espécies
bacterianas como Fusobacterium nucleatum, seguida de espécies do género Atopobium,
Streptococcus oralis € Lactobacillus johnsonii. J4 o sulco peri-implantar estava dominado
pela presengca de bactérias do complexo laranja de Socransksy (Caecilia gracilis,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, Fusobacterium
nucleatum, Fusobacterium polymorphum, Fusobacterium vincentii, Fusobacterium
periodonticum, Micromonas micros, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,

Streptococcus constellatus.

O estudo de Sanz-Martin et al., (2017) (Tabelas 2 e 4) foi um estudo Coorte, que decorreu
na Suica, que avaliou o microbioma de individuos com satude peri-implantar e com peri-
implantite. Neste estudo participaram 67 pessoas, 35 saudaveis e 32 com peri-implantite.
Uma amostra de biofilme subgengival foi retirada de todos os participantes com recurso
a curetas de Gracey e o seu microbioma analisado através da sequenciacao do gene 16S
rRNA, na regido V3-V4, por Illumina MiSeq. No geral, em ambas as condigdes
implantares, os autores apontam para a detecdo de géneros bacterianos como
Bacteroidetes, seguido de Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Spirochaetes, Synergistetes ¢ por fim Tenericutes. Observou-se ainda uma maior
diversidade bacteriana no microbioma peri-implantar comparativamente ao microbioma
saudavel. Os implantes dos individuos com peri-implantite foram primariamente
colonizados por espécies membro dos filos Bacteroides, Spirochetes e Synergistetes, no
entanto o microbioma saudavel englobou espécies dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria. Os géneros bacterianos Porphyromonas, Treponema, Filifactor,
Fretibacterium e Tannerella foram detetados com maior abundincia no microbioma da

peri-implantite. Em contraste, os géneros Streptococcus, Veillonella, Rothia e

38



Resultados e Discussdo

Haemophilus apresentaram uma maior abundancia relativa no microbioma saudavel. O
microbioma da peri-implantite englobou altos niveis de espécies bacterianas
periodontopatogéncias cldssicas como Tannerella forsythia, Treponema denticola e
Porphyromonas gingivalis, bem como espécies bacterianas categorizadas recentemente

como Filifactor alocis, Fretibacterium fastidiosum e Treponema maltophilum.

O estudo de Vankov et al., (2016) (Tabelas 3 e 5) foi um estudo Coorte, que decorreu na
Russia, e avaliou o microbioma associado aos tecidos peri-implantares saudavel e
inflamado. Este estudo incluiu a participagdo de 5 pacientes cuja amostra de biofilme foi
recolhida através de um instrumento cirurgico esterilizado. O microbioma foi analisado
através da pirosequenciacao 454 Roche, do gene 16S rRNA, regides V1 a V3. O estudo
demonstrou, na generalidade, bactérias dos filos Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes e
Synergistetes. Mais especificamente o filo Firmicutes demonstrou ser mais abundante no
microbioma saudavel do que no microbioma ndo saudavel. O filo Bacteroidetes
demonstrou ser mais abundante no microbioma ndo saudavel, bem como os filos
Fusobacteria, Proteobacteria e Actinobacteria que se demonstraram também mais
abundantes no microbioma nao saudavel. Em adicdo, os géneros Paludibacter e
Veillonella demonstraram também uma maior abundincia no microbioma dos tecidos
peri-implantares nao saudaveis. Ja o género Streptococcus dominou nos dois tipos de

microbioma em estudo, com predominancia no microbioma saudavel.

O estudo de Sousa et al., (2017) (Tabelas 2 e 4) foi um estudo Coorte, que decorreu em
Inglaterra, e avaliou o microbioma bacteriano no biofilme periodontal e peri-implantar
em pacientes com historia de periodontite agressiva, tanto nos casos de saude e doenga.
Este estudo envolveu a participacao de 18 sujeitos, com idades entre os 28 e 56 anos, dos
quais varios tipos de amostras foram retirados, recorrendo a curetas de Gracey,
nomeadamente amostras de microbioma de bolsas periodontais, de locais
periodontalmente saudéveis, de dentes dos pacientes dos quais foram também colhidas
amostras implantares, locais com peri-implantite, locais com peri-mucosite e locais com
tecido peri-implantar saudavel. O microbioma presente nestas amostras foi analisado
através da sequenciagao do gene 16S rRNA, na regido V5 a V7, por Illumina MiSeq.
Tanto ao nivel dentario como implantar, foram detetados filos como Actinobacteria,

Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes e Synergistetes.
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Foram detetados géneros bacterianos presentes apenas no microbioma implantar,
nomeadamente  Propionibacterium,  Paludibacter,  Staphylococcus,  Flifactor,
Mogibacterium, Bradyhizobium e Acinetobacter. Nos casos de saude implantar, foram
detetados géneros bacterianos como Acinetobacter ¢ Veillonella. Ja no microbioma da

peri-implantite foram detetados géneros bacterianos como Treponema e Bradyhizobium.

O estudo de Wang et al., (2021) (Tabela 4) foi um estudo Coorte, que decorreu nos
Estados Unidos, e avaliou a influéncia do tratamento periodontal cirtirgico no microbioma
da peri-implantite. Este estudo contou com a participagao de 24 individuos, aos quais foi
efetuada uma cirurgia de desbridamento implantar e feitas consultas de follow-up as 2 e
4 semanas e depois aos 3 e 6 meses apods a cirurgia. A amostra foi colhida com recurso a
cones de papel e o seu microbioma analisado pela sequenciagao do gene 16S rRNA por
QIIME2. Este estudo fez uma distin¢ao entre individuos de baixo risco, médio e alto risco
de contrairem doenga peri-implantar e definiu algumas espécies bacterianas associadas a
estes niveis de risco. No caso dos individuos de baixo risco, o género Oribacterium foi
mais frequente. Nos casos de individuos com risco médio de contrair doenga peri-
implantar, os géneros Desulfobulbus, Gemella, Pseudonomas, Chloroplast e Filifactor
foram detetados em maior numero. Nos individuos de maior risco, foram detetadas, de
forma mais prevalente as espécies bacterianas Fusobacterium nucleatum e Prevotella
intermedia, bem como bactérias pertencentes as familias Anaerovoracaceae e
Erysipelatoclostridiaceae. ApOs a cirurgia, os niveis de Fusobacterium nucleatum
desceram significativamente, nos individuos de baixo risco, e as espécies bacterianas
Prevotella intermedia, Porphyromonas sp. e Prevotella oralis tornaram-se praticamente
indetetaveis nos individuos de baixo risco. No mesmo seguimento, as espécies
Treponema denticola e Tannerella forsythia baixaram de nivel drasticamente apds a

cirurgia.

O estudo de Yu etal., (2019) (Tabela 2 e 4) foi um estudo Coorte, que decorreu na China,
que caracterizou o microbioma implantar em 18 individuos chineses com periodontite e
peri-implantite. Foi recolhido fluido crevicular subgengival através de cones de papel de
cada individuo de bolsas periodontais e locais com peri-implantite, locais em saude peri-
implantar e em saude periodontal. O microbioma foi avaliado com recurso a sequenciagao
16S rRNA, na regido V3 e V4, por Illumina MiSeq. Houve uma maior diversidade

bacteriana nos casos peri-implantite. Nos casos de peri-implantite foram detetados os
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géneros bacterianos Spirochaetes e Saccharibacteria em niveis mais elevados quando
comparado com o microbioma em saude. Contrariamente ao observado em saude peri-
implantar, em que géneros bacterianos como Proteobacteria foram detetados em niveis
mais elevados. Foram detetados niveis elevados do Filo Bacteroidetes no microbioma
nao saudavel, e das espécies Prevotella denticola, Prevotella multiformis e Prevotella
fusca, tal como Johnsonella ¢ Moraxella. No microbioma dos individuos saudaveis,
Neisseria oralis e Prevotella spp. foram encontradas num nivel mais elevado
comparativamente ao microbioma em doenga. As grandes diferengas encontradas entre o
microbioma implantar saudavel e da peri-implantite foi a reducao de espécies
pertencentes ao género Streptococcus € um enriquecimento em Porphyromonas spp.,
Tannerella, Fretibacterium spp. € Treponema spp.

Em resumo, estes estudos assinalam a existéncia de varias diferencas quanto a abundancia
e diversidade bacteriana, nas situa¢des de saude peri-implantar e na peri-implantite
(Apatzidou et al., 2017; Canullo et al., 2017; D. Daubert et al., 2018; Ghensi et al., 2020;
Nie et al., 2020; Sanz-Martin et al., 2017; Yu et al., 2019), ndo havendo ainda um
consenso sobre em qual das situagdes em estudo existe uma maior abundancia e
diversidade bacteriana.

Por um lado, Apatzidou et al., (2017) e Ghensi et al., (2020) observaram uma maior
diversidade bacteriana em casos de saude peri-implantar quando comparado com situagao
de peri-implantite. Em Apatzidou et al., (2017) observou-se ainda uma maior diversidade
bacteriana nos casos de saude dos tecidos peri-implantares no entanto também uma maior
abundancia de cada espécie presente nos casos de peri-implantite. Contrariamente,
Canullo et al., (2017), D. Daubert et al., (2018), Nie et al., (2020), Sanz-Martin et al.,
(2017) e Yu et al., (2019) reportaram a evidéncia de uma maior diversidade bacteriana

em casos de doenga peri-implantar comparativamente com casos de satide peri-implantar.
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Figura 9 - Diagrama de Venn do microbioma peri-implantar encontrado em satde, na peri-implantite e em

ambos os estados, nos diferentes estudos.

Esquematizando toda a informagao de todos os estudos num diagrama de Venn (Figura
9) verifica-se que a maioria dos estudos aponta para uma maior prevaléncia, nos casos de
saude peri-implantar, de género bacterianos do tipo Bacteroidetes, Streptococcus,
Actinomyces, Neisseria, Rothia, Haemophilus, Veillonella e por fim Saccharibacteria.
Em termos de Filos bacterianos do tipo Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e
Synergistetes respetivamente pela ordem de prevaléncia relativamente a mencao feita

pelos estudos, como pode ser observado na Figura 10 e Figura 11.

Filos

= Proteobacteria Firmicutes = Actinobacteria = Synergistetes

Figura 10 - Prevaléncia de Filos bacterianos nos casos de satde peri-implantar de acordo com a sua mengao

nos estudos incluidos.
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Géneros

v

= Bacteroidetes m Streptotoccus » Actinomyces m Neisseria m Rothia m Haemophilus = Veillonella » Saccharibacteria

Figura 11 - Prevaléncia de Géneros bacterianos nos casos de saude peri-implantar de acordo com a sua

mengdo nos estudos incluidos.

No que concerne a peri-implantite na sua maioria, os estudos apontam para uma maior
prevaléncia de géneros bacterianos do tipo Tannerella, Treponema, Porphyromonas,
Fusobacterium, Bacteroidetes, Spirochaetes, Prevotella, Capnocytophaga e por fim

Chloroflexi (Figura 12).

Géneros

B

u Tannerella = Treponema = Porphyromonas = Fusobacterium

= Spirochaetes = Prevotella w Capnicytophaga m Chloroflexi

Figura 12 - Prevaléncia de Géneros bacterianos nos casos de peri-implantite de acordo com a sua mengéo

nos estudos incluidos.

O microbioma peri-implantar tem vindo a ser cada vez mais um assunto investigado e a
procura incessante em conhecer a sua composi¢ao, nos casos de doenca peri-implantar,
nomeadamente na peri-implantite, tem vindo a aumentar, com o intuito de ser possivel

um diagnostico mais célere e precoce e um mais adequado tratamento desta patologia.
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Com esta revisao foi possivel ainda evidenciar o facto de a informacao disponivel nos
diversos estudos ser algo heterogénea, uma vez que diferentes abordagens sdo tomadas
aquando da execucao dos estudos clinicos, no ambito da descoberta da composi¢dao do
microbioma da satide peri-implantar e peri-implantite. Estas abordagens podem diferir
tanto na severidade da peri-implantite dos individuos participantes no estudo, na forma
como ¢ recolhida a amostra bacteriana, na forma como ¢ sequenciada a mesma e na forma
como sao interpretados os resultados, havendo estudos que reportam a constituicdo do
microbioma apenas ao nivel dos filos bacterianos, outros que reportam apenas ao nivel
dos géneros e outros que reportam até ao nivel das espécies.

Neste sentido, ap0ds o escrutinio de toda a informagao descrita nos estudos presentes nesta
revisdo sistematica, acredita-se que esta fornece informagao importante relativamente a
evidéncia cientifica presente quanto a constituicdo da microbiota, na satde peri-implantar
e em peri-implantite, podendo ser utilizada também de forma a ajudar e complementar

futuras investigagdes nesse sentido.
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Tabela 2 - Caracteristicas microbioldgicas relativas a Saude peri-implantar em estudos Coorte

Saude peri-implantar (Coorte)

Artigo Tipo de estudo Pais/Cidade N° de voluntarios Tecnologia de sequenciagio Meétodo de colheita Achados microbiologicos
16S IRNA Cone de papel Filo: Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,
(Apatzidou et al., 2017) Estudo Coorte Grécia 10 pacientes > TR (Fluido crevicular G i de Proteobacteria, Thermi bacteria;
(Illumina MiSeq) . . .
subgengival) Género: Actinomyces, Streptococcus

(Daubert, Pozhitkov, McLean, & Kotsakis, 2018)

Estudo Coorte

Washington, Estados Unidos

11 pacientes

16S rRNA

(Pirosequenciagdo Roche

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Género: Streptococcus, Prevotella,
Haemophilus

(De Melo, Do Nascimento, Souza, & de Albuquerque, 2017)

Estudo Coorte

Canada

4 pacientes

454)
Género: Firmicutes, Proteobacteria,
Fusobacteia, Bacteroidetes,
16S rRNA Curetas de Gracey ctinobacteria, Synergistetes,

(Illumina MiSeq)

(Biofilme subgengival)

Streptococcus, Neisseria,

Kingella, Anaeroglobus,

Tannerella, Selenomonas,
Eikenella

(Desch et al., 2020)

Estudo Coorte (in vivo)

Hannover, Alemanha

12 pacientes

16S rRNA
(PacBio)

Goteira com discos

Filo: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Candidatus Saccharibacteria, Fusobacteria
Género: Streptococcus, Neisseria, Rothia, Haemophilus,
Gamella, Abiotrophia
Espécies: Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,

Strep cus infantis, Strep: : d

Streptococcus sp., Neisseria sp., Rothia mucilaginosa, Rothia
dentocariosa, Haemophilus parainfluenzea, Streptococcus
sanguinis

(Ghensi et al., 2020)

Estudo Coorte

Italia

113 pacientes

16S rRNA
(Illumina HiSeq-2000)
Metagenomica

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Género: Actinomyces, Capnocytophaga, Neisseria, Rothia,
Streptococcus;

Espécies: Tannerella forsythia, Treponema socranskii, C.

gingivalis, C. granulosa, C. ochracea, S. noxia, S. artemidis

(Rubino et al., 2021)

Estudo Coorte

Nova lorque, Estados Unidos

8 pacientes

16S rRNA
(Illumina TruSeq)

Cones de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Espécies: Fusobacterium nucleatum, Atopobium,
Streptococcus oralis, Lactobacillus johnsonii

(Sanz-Martin et al., 2017)

Estudo Coorte

Zurich, Suiga

67 pacientes

16S rRNA
(Ilumina MiSeq)

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Filo: Proteobacteria, Actinobacteria;

Género: Streptococcus, Veillonella, Rothia, H phil
Espécies: R. dentocariosa, Streptococcus sanguinis,
Veillonella dispar;

(Sousa et al., 2017)

Estudo Coorte

Londres, Inglaterra

18 pacientes

16S rRNA
(Illumina MiSeq)

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Filo: Acinetobacter, Veilonella, Actinobacter, Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes,
Synergistetes

(Yuetal, 2019)

Estudo Coorte

Shanghai, China

18 pacientes

16S rRNA
(Illumina MiSeq)

Cone de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Filo: Proteobacteria, Tannerella, Porphyromonas;
Espécies: Neisseria oralis, L. orale, Prevotella sp
Streptococcus infantis, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Fusobacterium sp.;
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Tabela 3 - Caracteristicas microbiologicas relativas a Saude peri-implantar em Estudos clinicos e em estudos de Caso-controlo

Saude peri-implantar (Outros tipos de estudo)

Artigo

Tipo de estudo

Pais/Cidade

N° de voluntarios

Tecnologia de sequenciagdo

Método de colheita

Achados microbiolégicos

(Al-Ahmad et al., 2018)

Caso-controlo

Freiburg, Alemanha

10 pacientes

16S rRNA
(LGC Genomics)

Cone de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Filo: Firmicutes, Bacteroidetes,
Fusobacteria; (ORDEM DE
PREVALENCIA) Streptococcus; V.
dispar

(Cortés-Acha et al., 2017)

Caso-controlo

Barcelona, Espanha

10 pacientes

16S rRNA
(Pirosequenciagdo Roche 454)
Metagenomica

Centrifugagdo de pilar

Espécies: Fusobacterium nucleatum,
Prevotella melaninogenica, Rothia
dentocariosa, Prevotella oris,
Veillonella parvula

(de Freitas et al., 2018)

Caso-controlo

Sao Paulo, Brasil

20 pacientes

16S rRNA
(Pirosequenciagdo Roche 454)

Cone de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Género: Firmicutes, Fusobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Neisseria,
Reinekea, Riemerella

(de Freitas et al., 2021)

Caso-controlo

Sdo Paulo, Brasil

20 pacientes

16S rRNA
(Illumina MiSeq)

Microbrush
(Biofilme supragengival)
Cone de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Género: Porphyromonas, Tannerella,
Treponema

(Duan et al., 2017)

Estudo Clinico Prospetivo

Chendgu, China

20 pacientes

16S rRNA
(Illumina MiSeq)

Saliva

Filo: Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria,
Fusobacteria, Synergistetes,
Saccharibacteria, Spirochaetes,
Graccilibacteria, Tenericutes;
Género: Selenomonas, Catonella;
Espécies: Catonella morbi,
Oribacterium asaccharolyticum,
Solobacterium moorei, Selenomonas
sputigena, Acinetobacter bohemicus,
Acinetobacter sp., Saccharibacteria sp.,
Pseudomonas orientalis, Vibrio
gigantis;

(Gao, Zhou, Sun, Li, & Zhou, 2018)

Caso-controlo

Urumgqi, China

40 pacientes

16S rRNA
(Illumina MiSeq)

Cone de papel
(Fluido crevicular
subgengival)

Género: Neisseria, Haemophilus,
Prevotella, Streptococcus,
Vibrio, Porphyromonas,
Fusobacterium, Capnocytophaga,
Leptotrichia, Actinomyces,
Treponema, Campylobacter,
Rothia, Granulocatella (ORDEM DE
PREVALENCIA)

(Nie et al., 2020)

Caso-controlo

Pequim, China

23 pacientes

16S IRNA
(Pirosequénciagdo Roche 454)

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Género: Fusobacterium, Leptotrichia,
Pseudonomas
Espécies: C. gracilis, T. forsythia

(Vankov et al., 2016)

Ensaio Clinico (estudo piloto)

Kazan, Russia

5 pacientes

16S rRNA
(Pirosequenciagao Roche 454)

Instrumento esterilizado
(Biofilme subgengival)

Filo: Firmicutes, Bacteroidetes
Género: Streptococcus, Prevotella
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Peri-implantite (Coorte)

Resultados e Discussdo

(Pirosequenciagao Roche 454)

(Biofilme subgengival)

Artigo Tipo de estudo Pais/Cidade N° de voluntdrios Tecnologia de Sec Método de recolha Achados microbiologicos
168 rRNA Cone de papel Filo: Bacteroidetes, Chloroflexi, Spirochaetes,
(Apatzidou et al., 2017) Estudo Coorte Grécia 10 pacientes (Illumina MiSeq) (Fluido crevicular Synergistetes, Treponema, Tannerella;
subgengival) Género: Prevotella, Porphyromonas;
(Daubert, Pozhitkov, McLean, & Kotsakis, 2018) Estudo Coorte ‘Washington, Estados Unidos 11 pacientes 168 rRNA Curetas de Gracey Género: Veillonella, Neisseria

(Ghensi et al., 2020)

Estudo Coorte

Italia

113 pacientes

16S rRNA e Metagenomica

(Illumina HiSeq-2000)

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Espécies: P. gingivalis, T. forsythia, Treponema
lenticola, P. endodontalis, F. fastidiosum, Filifactor
alocis, D obulbus spp., T. lecii i

Prevotela intermédia, Porphyromonas endodontalis,
Tannerella forsythia, Treponema maltophilum,
Pseudo ramibacter alactolyticus;

Espécies: Peptostreptococcus stomatis, Leptotrichia

(Sousaetal., 2017)

Estudo Coorte

Londres, Inglaterra

18 pacientes

Filo: Treponema, Bradyrhizobium

16S rRNA Cones de papel sp..,
Komatsu et al., 2020 Estudo Coorte Toéquio, Japdo 21 pacientes Illumina MiSe: Fluido crevicular Solobacterium moorei, Prevotella denticolla,
q p: P q
Metagendmica subgengival) Porphyromonas gingivalis, Fretibacterium
fastidiosum
Espécies : Eubacteriaceae, Fretibacterium sp.,
Cone de papel Fretibacterium fastidiosum, Peptostreptococcaeceae,
. 3 Bonn, Wiirzburg, Tiibingen, . . 16S rRNA B . Alloprevotella sp., Fastidiosipila sanguinis,
(Kroger etal, 2018) Estudo Coorte Diisseldolf, Jénkoping, Alemanha 30 pacientes (Illumina MiSeq) (Fluido cre.vlcular Filifactor alocis, Bacteroidetes bacterium,
subgengival)
Treponema parvum,
Clostridiales bacterium, Orobacterium
Filo: Bacteroidetes, Spirochetes e Synergistetes;
Género: Porphyromonas, Treponema, Filifactor,
. Fretibacterium, Tannerella;
. . . 67 pacientes 16S IRNA Curetas de G . i
(Sanz-Martin et al., 2017) Estudo Coorte Zurich, Suiga pacientes > IR uretas ce tiracey Espécies: Tannerella forsythia, Treponema
(Illumina MiSeq) (Biofilme subgengival) N PR,
denticola, Porphyromonas gingivalis, Filifactor
alocis, Fretibacterium fastidiosum, Treponema
maltophilum;
16S rRNA Curetas de Gracey

Johnsonella sp., Moraxella sp.

(Ilumina MiSeq) (Biofilme subgengival)
Filo (alto risco): Anaerovoracaceae,
Erysipelatoclostridiaceae
Género (alto risco): Eggerthia, Rikenellaceae,
Cone de papel Porphyromonas
- . . 16S rRNA 5
(Wang et al., 2021) Estudo Coorte Michigan, Estados Unidos 24 pacientes ( QIIE\/I E2) (Fluido crevicular Espeécie (alto risco): Fusobacterium nucleatum,
subgengival) Prevotella intermedia
Género (risco intermédio): Desulfobulbus, Gemella,
Pseudomonas, Chloroplast, Filifactor
Género (baixo risco): Oribacterium
Cone de papel Filo: Bacteroidetes, Prevotella, Spirochaetes,
s . 168 rRNA one e pd Saccharibacteria
(Yuetal, 2019) Estudo Coorte Shanghai, China 18 pacientes (Illumina MiSeq) F I:‘:gz:l:;\:;;lar Espécies: T. denticola, P. multiformis, P. fusca,
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Tabela 5 - Caracteristicas microbioldgicas relativas a Peri-implantite em Estudos clinicos e em estudos de Caso-controlo.

Peri-implantite (Outros tipos de estudo)

Artigo Tipo de estudo Pais/Cidade N° de voluntarios Tecnologia de Sequenciagdo

Método de recolha

Achados microbiologicos

16S rRNA

Caso-controlo (LGC Genomics)

(Al-Ahmad et al., 2018) Freiburg, Alemanha 10 pacientes

Cone de papel
(Fluido crevicular subgengival)

Filo: Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria, Prevotella (ORDEM DE PRE VALENC[A)
Espécies: P. gingivalis, T. forsythia, V. dispar, F. nucleatum

(Canullo et al., 2017) Caso-controlo Valencia, Espanha 47 pacientes 16S rRNA

Cones de papel
(Fluido crevicular subgengival)

Espécies: Parvimonas micra, T. fosythia, T. deticola,
F. nucleatum, P. intermedia,
P. micros, C. rectus,
E. corrodens, C. albicans,
P. nigrescens, C. gracilis,
C. ochracea, C. concisus,
Streptococcus spp., A. odontoluticus,
V. parvula, E. faecalis

16S rRNA

Caso-controlo (Illumina MiSeq)

(Gao, Zhou, Sun, Li, & Zhou, 2018) Urumgqi, China 40 pacientes

Cone de papel
(Fluido crevicular subgengival)

Género: Prevotella, Streptococcus,
Acitenobacter, Fusobacterium,
Neisseria, Porphyromonas,
Treponema, Leptohrix,
Capnocytophaga, Micrococcus,
Rothia, Moraxella,
Haemophilus, Actinomyces. (ORDEM DE PREVALENCIA)

16S rRNA
(Pirosequenciagdo Roche 454)

23 pacientes

(Nie et al., 2020) Caso-controlo Pequim, China

Curetas de Gracey
(Biofilme subgengival)

Género: Capnocytophaga, Leptotrichia, Parvimonas,
Espécies: C. showae, C. gingivalis, C. leadbetteri, L. hofstadii, P.
loescheii, P. tannerae, S. sanguinis, Rothia aeria

16S rRNA

K Rissi
azan, Russia (Pirosequenciagdo Roche 454)

(Vankov et al., 2016) Ensaio Clinico (estudo piloto) 5 pacientes

Instrumento esterilizado
(Biofilme subgengival)

Filo: Fusobacteria, Proteobacteria,
Actinobacteria, Paludibacter,
Veillonella, Methylobacteriaceae, Porphyromonas, Tannerella,
Eubacterium, Campylobacter, Treponema
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IVv. Conclusao

A peri-implantite ¢ uma doenga dos tecidos circundantes aos implantes, que se considera
complexa devido a toda a interagdo dos fatores desencadeastes da mesma, sejam estes
dependentes da resposta imunolédgica do hospedeiro ou do microbioma presente no local.
No que toca ao microbioma, nos varios estudos disponiveis, este varia bastante entre os
mesmos, quer ao nivel das espécies presentes, quer ao nivel de especificidade de detecao
reportada pelos mesmos, havendo estudos a reportar ao nivel do Filo bacteriano, ao nivel

do género e mais especificamente ao nivel das espécies.

O microbioma da peri-implantite ainda nao esté estritamente identificado devido a grande
variedade de estudos com diferentes conclusdes e outcomes. O microbioma associado,
tanto a saide como peri-implantite, ¢ quantitativamente e qualitativamente diferente,
embora ndo haja um consenso entre os estudos sobre qual dos estados possui um
microbioma mais diverso ou mais abundante. No entanto, a maior parte dos estudos
reportou a evidéncia de uma maior diversidade bacteriana em casos de doenga peri-
implantar, comparativamente com casos de saude peri-implantar.

Posto isto uma investigacdo mais aprofundada serd fulcral para ser possivel uma
aproximacao ou uma conclusdo concreta de qual sera a microbiota implantar saudavel e

da peri-implantite.
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