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RESUMO 

 

 A presente dissertação teve como objetivo avaliar o perfil microbiológico durante 

a instalação e progressão da gengivite e da mucosite peri-implatar experimental em 

humanos. A gengivite e mucosite experimental foram induzidas em 16 pacientes 

utilizando placa de acetato para auxiliar na suspensão da higienização dos elementos 

envolvidos na pesquisa e foram realizadas coletas clínicas e microbiológicas com 0, 

7, 14 e 21 dias. Após a última coleta os pacientes receberam uma profilaxia e novas 

coletas foram realizadas com 60 dias. As amostras de 5 dos 16 pacientes foram 

analisadas para proporções de 40 espécies bacterianas pelo método do checkerboard 

e foram observadas alterações nos complexos de Socransky entre as amostras de 

gengivite experimental e as amostras de mucosite peri-implantar experimental, e 

apesar de observarmos alterações entre as proporções dos complexos, destacando 

alterações maiores aos 21 dias e 60 dias, não foram observadas diferenças 

estatísticas. Dentro dos limites dessa avaliação sugere-se que pode haver diferenças 

nos complexos microbianos como descritos por Socransky et al. (1998) entre dentes 

e implantes após a gengivite/mucosite experimental. Aos 60 dias houve uma 

tendência a diferenças importantes nos complexos microbianos, sugerindo que o 

biofilme presente na mucosite peri-implantar experimental é mais resiliente do que o 

biofilme presente na gengivite experimental em humanos.  

 

Palavras-chave: Gengivite; Peri-implantite; Microbiota 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the microbiological profile during the installation 

and progression of gingivitis and experimental peri-implant mucositis in humans. Peri-

implant mucositis and experimental gingivitis were induced in 16 patients using an 

acetate plate to assist in suspending the cleaning of the elements involved in the 

research and clinical and microbiological samples were collected at 0, 7, 14 and 21 

days. After the last collection, patients received prophylaxis and new samples were 

collected after 60 days. Samples from 5 of the 16 patients were analyzed for 

proportions of 40 bacterial species using the checkerboard method and changes in 

Socransky complexes were observed between experimental gingivitis and 

experimental peri-implant mucositis, and although we observed changes between the 

proportions of the complexes, highlighting major changes at 21 days and 60 days, no 

statistical differences were observed. Within the limits of mandatory assessment, there 

may be differences in microbial complexes as described by Socransky et al. (1998) 

between teeth and implants after an experimental gingivitis / mucositis At 60 days there 

was a tendency for important differences in microbials, suggesting that the biofilm 

present in the experimental peri-implant mucosite is more resilient than the biofilm 

present in the experimental gingivitis in humans. 

 

Key-words: Gingivitis; Peri-implant Mucositis; Microbiota. 
 

 

  



7 

 

 

SUMÁRIO 

 

  Página 

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA ............................................ 9 

1.1 Etiopatogênese.......................................................................... 11 

1.2 Gengivite e mucosite experimental.......................................... 13 

   

2 OBJETIVO .................................................................................. 17 

   

3 MATERIAIS E MÉTODOS .......................................................... 18 

3.1 Desenho experimental............................................................... 18 

3.2 Seleção das amostras............................................................... 18 

3.3 Critérios de inclusão das amostras......................................... 19 

3.4 Critérios de exclusão das amostras........................................ 19 

3.5 Preparação dos participantes................................................... 19 

3.6 Indução da gengivite e mucosite experimental...................... 19 

3.7 Análise Clínica........................................................................... 20 

3.8 

3.8.1 

Obtenção das amostras............................................................ 

Coletas das amostras de biofilme bacteriano.............................. 

21 

21 

3.8.2 Monitoramento microbiológico..................................................... 21 

3.8.2.1 Extração de ácidos nucleicos totais............................................. 21 

3.8.2.2 Preparo das sondas de 16S rRNA............................................... 22 

3.8.2.3 Deposição das amostras............................................................. 22 

3.8.2.4 Hibridização................................................................................. 23 

3.8.2.5 Detecção dos sinais..................................................................... 23 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS............................... 

 

RESULTADOS ........................................................................... 

 

DISCUSSÃO ............................................................................. 

 

CONCLUSÃO .......................................................................... 

 

25 

 

26 

 

31 

 

33 



8 

 

 

 

 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS........................................... 34 

 ANEXO........................................................................................ 44 

 

  



9 

 

 

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O conceito de osseointegração modificou o paradigma reconstrutivo em 

odontologia. O protocolo inicial desenvolvido para pacientes totalmente edentulos foi 

modificado e empregrado em estudos para situações de edentulismo parcial e unitário, 

além de elementos condenados a exodontia. Embora implantes osseointegrados 

tenham se tornado o estado de arte” para a reabilitação de pacientes com algum tipo 

de edentulismo, a técnica apresenta limitações e complicações. (Esposito et al., 1998; 

Balshi 1996)  

Uma das complicações hoje muito relatada é a peri-implantite, que divide a 

comunidade cientifica. Parte do desacordo esta relacionda à inconsistência da 

definição da patologia, a que caso são propensos à patologia e à variabilidade de 

limites do diagnostico da doença (Coli, Cristi, Sennerby e De Bruyn 2017, e Tomasi 

2015). Não existem duvidas que a longo prazo um melhor padrão de diagnostico trará 

melhores planos de tratamento que podem evitar o sobretratamento ou ate mesmo a 

remoção do implante. (Doornewaard et al., 2018) 

Assim como nos dentes naturais, a colonização bacteriana da superfície do 

implante pode desencadear um processo inflamatório reversível no tecido mole peri-

implantar (Salvi et al., 2012), denominado mucosite. Quando não identificado e 

tratado, este processo inflamatório pode se intensificar e progredir apicalmente, 

levando a sinais clínicos muito semelhantes aos da periodontite. A peri-implantite leva 

a perda de suporte ósseo seguida de remodelação do mesmo durante o processo de 

reparo (American Academy of Periodontology, 2013). 

Os principais indicadores de risco para o acometimento da mucosite, 

segundo Lindhe e Meyle (2008), são: má higiene bucal, histórico de periodontite, 

tabagismo, diabetes, consumo de álcool e fatores genéticos, sendo que os três 

primeiros citados possuem maior grau de evidência. 

Sabe-se que a interface entre tecido mole e implante osseointegrado 

apresenta diversas similaridades com o tecido ao redor de dentes naturais, mas 

algumas diferenças devem ser consideradas. A ausência do ligamento periodontal, 

principal delas, pode limitar o suprimento sanguíneo peri-implantar, principalmente na 

superfície imediatamente adjacente à superfície do implante (Carranza et al., 2012). 

Além disso, histologicamente, as fibras colágenas ao redor dos implantes estão 
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orientadas paralelamente sem inserção em sua superfície, enquanto nos dentes as 

fibras colágenas são perpendiculares e se inserem no cemento (Hanisch et al., 1997). 

A avaliação da formação do biofilme bacteriano dental na superfície de 

implantes dentais por meio de microscopia eletrônica de varredura indica que os 

padrões de formação identificados em implantes são muito parecidos com os 

observados nos dentes (Lang et al., 2000). 

Em um estudo clínico Zitzmann et al. (2001) demonstraram que as 

mudanças que ocorreram na gengiva e na mucosa peri-implantar, durante o período 

experimental de indução de acúmulo de biofilme, não apresentavam diferenças 

estatisticamente significativas o que, para os autores, indica que a resposta do 

hospedeiro à placa dental ou peri-implantar é, em muitos aspectos, comparável. 

Embora sejam poucos, os estudos clínicos que compararam as respostas 

dos tecidos gengivais e peri-implantares diante da formação do biofilme através da 

análise dos sinais clínicos (índice de placa, índice de sangramento gengival e 

profundidade de sondagem e sangramento à sondagem) da resposta do hospedeiro 

chegaram a resultados muito semelhantes (McKenna;  Borzabadi-Farahani; Lynch, 

2013; Tawse-Smith et al., 2012; Berglundh et al. 1992; Ericsson  et al., 1992; 

Pontoriero et al., 1994; Zitzmann et al., 2001). No entanto, as diferenças na 

organização do tecido peri-implantar fazem com que o combate à progressão de 

lesões associadas à placa bacteriana resulte em um infiltrado inflamatório mais amplo, 

quando comparado ao tecido gengival (Melo, 2009). Como pode ser observado no 

estudo de Salvi et al. (2012) que além dos sinais clínicos, avaliaram o fluido gengival 

crevicular de sua amostra e observaram que os tecidos moles ao redor de implantes 

desenvolveram uma resposta inflamatória mais intensa durante o período 

experimental de acúmulo de placa, quando comparada com a dos seus homólogos 

gengivais. Zitzmann et al. (2001) e Ziztimann et al. (2002) encontraram resultados 

semelhantes em suas através de análises histológicas realizadas ao redor dos tecidos 

gengivais e peri-implantares.  

Recentemente, no entanto, Albrektsson et al. (2014), sugeriram que o 

mecanismo básico por trás da perda óssea marginal ao redor dos implantes não pode 

ser comparado ao descrito para as doenças periodontias, mas sim, com uma reação 

de corpo estranho. Esta suposição fundamentada apenas em algumas especulações 

oriundas de casos isolados, tem sido amplamente divulgada sem, no entanto, ser 

questionada. 
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Poucos estudos que avaliavam os efeitos da formação de biofilme ao redor 

de implantes (McKenna,  Borzabadi-Farahani, Lynch, 2013; Salvi et al., 2011; 

Zitzmann et al., 2001, 2000; Pontorieiro et al., 1994) compararam a resposta peri-

implantar à periodontal frente ao acúmulo de biofilme bacteriano (McKenna, et al., 

2013; Salvi et al., 2011; Zitzmann et al., 2001; 2000; Tawse-Smith et al., 2001), mas 

foram inconclusivos ou não analisaram a resposta imune do hospedeiro frente a este 

modelo experimental. No entanto, estudos que avaliem a resposta imune do 

hospedeiro frente a essa colonização ainda são escassos e muitas vezes, 

inconclusivos. Independentemente da saúde gengival e da microbiota subgengival, as 

citocinas inflamatórias produzidas dentro dos tecidos peri-implantares podem ser 

diferentes daqueles presentes nos tecidos periodontais (Nowzari et al., 2012). 

Portanto, estudos mais específicos correlacionando os achados microbiológicos à 

análise de citocinas e proteínas ao redor de dentes e implantes utilizando o modelo 

de gengivite experimental devem ser realizados. 

 

1.1 Etiopatogênese  

  

 As doenças periodontais e peri-implantares são caracterizadas como 

doenças infecto-inflamatorias que ocasionam respostas imunológicas do hospedeiro 

frente á um fator etiológico (Belén et al. 2018) e são caracterizadas pelas destruições 

reversíveis (gengivite/mucosite) ou irreversíveis (periodontite/peri-implantite) dos 

tecidos ao redor de elementos ou implantes dentários. O papel do biofilme dental na 

etiologia das doenças é consagrado pela periodontia (loe et al 1965; SOCRANSKY & 

HAFFAJEE, 1994, 2002, 2005; Salvi et al 2016; Nagasawa et al 2018).  A composição 

do biofilme bacteriano pode ser considerado um fator relevante para as modificações 

que acontecem nos tecidos periodontais e perimplantares Os microrganismos 

considerados patogênicos associados as doenças são, na maioria das vezes, Gram-

negativos, anaeróbios, dotados de motilidade e, menos frequentemente, 

microaerófilos (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002, 2005; Belém et al 2018). O 

desequilíbrio das espécies bacterianas (benéficas/patogênicas) nos biofilmes e as 

respostas do hospedeiro ocasionam respostas imuno-inflamatorias que podem 

acarretar destruição nos tecidos periodontais e peri-implantares 
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 Por mais que sejam encontradas semelhanças nos sinais clínicos das 

diferentes doenças (gengivite/mucosite; periodontite/peri-implantite), diferenças 

estruturais nos tecidos ao redor dos diferentes substratos são encontradas.  Nos 

tecidos periodontais são observados uma resistente inserção de desmossomos da 

camada basal, já na mucosa peri-implantar, devido a ausência de ligamento 

periodontal, o que encontramos histologicamente, pode ser considerado uma leve 

adesão do epitélio não-queratinizado por hemi-desmossomos, que permitem a 

separação dos tecidos periodontais e peri-implantares da cavidade oral (Mayfiel et al 

2018)  Essas estruturas são caracterizadas como barreiras físicas contra a migração 

bacteriana para o interior dos tecidos. 

 

 Concomitante ao desenvolvimento do biofilme, a migração apical das 

estruturas do espaço biológico ao redor de dentes e implantes pode ser observada. 

Essa migração faz com que cada vez mais o meio possibilite a colonização bacteriana 

de espécies patogênicas devido as baixais concentrações de oxigênio. Estas 

bactérias estão relacionadas a fatores de virulência mais intensos e acarretam 

maiores respostas inflamatórias que levam a destruição dos tecidos periodontais e 

peri-implantares. 

 

 A composição do biofilme bacteriano pode ser considerada de extrema 

importância para o desenvolvimento das doenças periodontais e peri-implantares. 

Assim como em dentes, biofilmes associados a falha de implantes diferem 

substancialmente daqueles encontrados em sítios saudáveis. (Mombelli e Mericske-

Stern, 1990; Sanz e cols., 1990; Leonhardt e cols., 1999; Hultin et al., 2002; Botero e 

cols., 2005; Quirynen et al., 2006; Renvert et al., 2007; Shibli et al., 2008; Nagasawa 

et al 2018). A fim de facilitar o entendimento microbiológico das estruturas do biofilme, 

na década de 70, estudos propuseram diferentes complexos bacterianos, que variam 

entre roxo, amarelo, verde, laranja e vermelho. Em humanos, o biofilme subgengival 

de implantes dentários com tecidos peri-implantares clinicamente saudáveis 

(Mombelli et al., 1987; Lee et al., 1999; Renvert et al., 2007; Shibli et al., 2008; Max. 

Et al., 2009) demonstrou uma microbiota dominada por uma alta proporção de células 

cocóides, uma baixa proporção de espécies anaeróbias e gram-negativas e uma baixa 

prevalência de bactérias periodontopatogênicas. Em contraste, uma bolsa de peri-

implantite parece conter uma microbiota semelhante à encontrada na periodontite, 



13 

 

 

como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotelnigrescens, 

Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Becker et al., 1990; 

Mombelli, 1993; Hultin et al 2002; Leonhardt et al 2003; Quirynen et al 2006; Shibli et 

al 2008; Kumar et al 2012). Portanto, assume-se que o mesmo padrão de colonização 

que ocorre em tecidos periodontais saudáveis ou na doença periodontal pode ocorrer 

em torno da superfície subgengival de implantes dentários. Esta informação é 

importante e tem implicações clínicas diretas, uma vez que o tratamento proposto para 

a doença peri-implantar foi baseado nesta semelhança microbiana. (Heitz-Mayfield et 

al. 2018) De qualquer forma e implortante frisar que a gengivite e a mucosite 

perimplantar são alterações consideradas reversíveis enquanto que perimplantite e 

periodontite são caracterizadas por sequelas clinicas e histológicas muitas vezes 

irreversíveis. 

 

1.2 – Gengivite e mucosite experimental 

 

A gengivite experimental tem sido uma ferramenta eficiente, bem documentada 

e aceita em pesquisas clínicas com diferentes objetivos nos últimos 20 anos, conforme 

apresentado na tabela 1. Não existem relatos de quaisquer problemas locais e ou 

sistêmicos associados à sua realização. Sabe-se, no entanto, que uma pequena 

inflamação local e reversível, compatível com a gengivite (patologia periodontal 

encontrada em grande parte da população mundial), pode ser observada no final do 

período de indução, sem que hajam prejuízos permanentes à saúde periodontal e 

peri-implantar dos voluntários e revertida imediatamente após a retomada dos 

procedimentos de higienização bucal.  

 

Tabela 1 - Pesquisas que utilizaram a gengivite experimental como metodologia de 
análise nos últimos 20 anos. 

Autores Local, ano. Objetivo do Estudo 

McKenna et al. Reino 
Unido, 
2013 

Avaliar o efeito do ozônio subgengival e ou peroxido de 
hidrogênio no desenvolvimento da mucosite periimplantar. 

Salvi et al. Suiça, 
2011 

Avaliar os fatores clínicos, microbiológicos, e imunológicos 
envolvidos na patogênese da inflamação gengival e 
perrimplantar experimental e comparar a sequencia de 
resolução da inflamação ao redor do dente e dos implantes 
após a restituição da remoção mecânica do biofilme. 
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Zitzmann et al. Suiça, 
2001 

Analizar a expressão da adesão de células endoteliais na 
mucosa alveolar, gengiva e mucosa periimplantar em 
humanos. 

Tawse-Smith et 
al. 

Nova 
Zelandia, 
2001 

Comparar a eficácia clínica da escova de dentes manual 
(Oral-B Squish-grip) e elétrica (Braun Oral-B Plaque Remover 
3-D) num grupo de pacientes idosos com overdentures 
mandibulares implanto-suportadas. 

Zitzmann et al. Suiça, 
2000 

Para avaliar as reações dos tecidos moles frente ao acúmulo 
de biofilme em dentes e implantes. 

Pontoriero et al. Suiça, 
1994.  

Para comparar os parâmetros clínicos e microbiológicos 
durante o desenvolvimento da gengivite e mucosite 
experimentais, 6 meses após a instalação do implante em 
seres humanos. 

Branco et al. Brazil, 
2012. 

Para avaliar a formação de placa supra e subgengival na área 
dentogengival por meio do modelo experimental de gengivite 
e um sistema de placas de pontuação que considera a 
presença de uma zona livre de biofilme em fumantes e não 
fumaram. 

Keukenmeester 
et al. 

Holanda, 
2011 

Para testar o efeito de goma de mascar com xilitol ou maltitol 
em comparação com a utilização de apenas chicletes como 
controle negativo, no desenvolvimento da placa e da 
gengivite. 

Hallström et al. Suécia, 
2012. 

Para avaliar se a administração oral diária de bactérias 
probióticas podem influenciar a resposta inflamatória e a 
composição de placa supragengival, num modelo 
experimental de gengivite. 

Slawik et al. Alemanha, 
2011. 

Determinar os efeitos de um probiótico consumido durante 28 
dias, no que diz respeita à expressão de parâmetros clínicos 
inflamatórios no tecido gengivaldurante as várias fases de 
gengivite induzida por biofilme. 

Zanatta et al. Brasil, 
2011. 

Comparar os efeitos do gluconato de clorexidina 0,12% na 
coloração e formação de calculo em superfícies com e sem 
biofilme.  

Arweiler et al. Alemanha, 
2010. 

Avaliar o efeito clínico de uma nova formulação de dentifrício 
com extrato de S. baicalensis (0,5%). 

Pereira et al. Brasil, 
2010. 

Avaliar o efeito antiplaca e antigengivite da Copaifera spp 
(Cp). 

Rodrigues et al. Brasil, 
2008. 

Avaliar in vivo o efeito anti-placa e antigengivite de um gel 
contendo Lippia sidoides. 

Baumgartner et 
al. 

Suiça, 
2009. 

Avaliar a microbiota oral e dados clínicos em indivíduos sem 
acesso a métodos tradicionais de higiene oral e que comiam 
uma dieta compatível com a disponivel na Idade da Pedra. 

Versteeg et al. Holanda, 
2007. 

Testar o potencial de uma escova de dentes filamento afilado 
(TFTB), em comparação com uma escova de dentes 
dcontrole, no que diz respeito a abrasão gengival e avaliar a 
remoção da placa e a melhoria da condição gengival antes do 
início do tratamento. 
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Konradsson e 
van Dijken. 

Suécia, 
2005. 

Avaliar a hipótese de que existem níveis mais altos de IL-1 
adjacentes à resina composta, em comparação com o 
cimento de aluminato de cálcio (CAC) e o esmalte. 

Sekino et al. Suécia, 
2005. 

Avaliar o efeito da administração sistémica de ibuprofeno na 
gengivite e na formação de placa bacteriana. 

Eberhard et al. Alemanha, 
2004. 

Avaliar as capacidades anti-microbianos e anti-inflamatórias 
do vidro bioactivo 45S5, utilizando o modelo humano de 
gengivite experimental. 

Sekino et al. Suécia, 
2004. 

Avaliar o efeito de um regime terapêutico que combina a 
administração de um gel e um enxaguatório de clorexidina na 
recolonização de várias espécies microbiológicas no biofilme 
e na saliva durante um período de 4 dias de formação de 
placa induzida. 

Trombelli et al. Itália, 2004. Caracterizar o comportamento clínico da gengivite, em 
resposta a um regime de limpeza dos dentes com amina e 
fluoreto estanoso. 

Putt et al. Estados 
Unidos, 
2001. 

Comparar a eficácia clínica de três escovas elétricas em 
reduzir a placa bacteriana e melhorar a condição gengival.  

Wright et al. Inglaterra, 
2003. 

Investigar alterações nos níveis de TGF-p1 no fluído, soro e 
plasma gengival durante um período de 21 dias da gengivite 
experimental. 

Claydon et al. Inglaterra, 
2001. 

Determinar se a PVP pode ser adicionado a enxaguantes a 
base de clorexidina mantendo sua eficácia e reduzizindo sua 
coloração. 

Weidlich et al. Brasil; 
2001. 

Analisar o padrão de formação de placa supragengival na 
região dentogengival durante um período de 4 dias e avaliar 
clinicamente a resposta inflamatória gengival neste período. 

Brägger et al. Suiça, 
1998. 

Avaliar in vivo os erros de método quando se utilizam imagens 
CADIA de subtração digital, em pacientes periodntalmente 
saudáveis, e para determinar um limiar que pode ser utilizado 
para excluir os falsos positivos de mudanças na densidade. 

 

Estas pesquisas dividem-se quanto a metodologia empregada na indução 

à gengivite/mucosite. Alguns autores interromperam completamente os meios 

mecânicos de higienização oral (Branco et al., 2012; Keukenmeester et al., 2011; Li 

et al., 2012; Kumar et al., 2012; Slawik et al., 2011; Zanatta et al., Baumgartner et al., 

2009; Versteeg et al., 2007; Lorenz et al., 2006; Versteeg et al.,2005; Rosema et al., 

2005; Sekino, Ramberg; 2005; Konradsson, van Dijken, 2005; Eberhard et al., 2004; 

Sekino et al., 2004; Tsalikis et al., 2002; Putt et al., 2001; Nogueira-Filho et al., 2002; 

Rüdiger et al., 2002; Zitzmann et al., 2001; Lang et al., 2002; Quirynen et al., 2001; 

Claydon et al., 2001; Weidlich, Lopes de Souza, Oppermann, 2001; Weidlich, Lopes 

de Souza, Oppermann, 2001; Gonzáles et al., 2011; Zitzmann et al., 2000; Nogueira-
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Filho, Toledo, Cury, 2000; Gründemann et al., 2000; Fransson et al., 1999; van 

Dijken, Sjöström, 1998; Deinzer et al., 1999; Brägger et al., 1998; Campan, Planchand, 

Duran, 1997; Johnson et al., 1997; Fransson, Berglund, Lindhe, 1996; Ramberg et al., 

1996) enquanto outros utilizaram placas acrílicas que evitavam a desorganização 

acidental do biofilme nos dentes analisados durante a higienização dos elementos não 

inclusos na pesquisa e permitiam assim que o paciente não permanecesse sem 

realizar higiene bucal (Hallström et al., 2012; Arweiler et al., 2010 Pereira et al., 2010; 

Rodrigues et al., 2008; Gleissner et al., 2006; Salgado et al., 2006; Witt et al., 2005; 

Shearer et al., 2004; Rosin et al., 2004; Trombelli et al., 2004; Wright et al., 2003; 

Yates et al., 2003; Eberhard et al., 2002; Kobayashi et al., 1998; Daly, Highfield, 1996).  

A presente pesquisa utilizou placas de acetados confeccionadas 

individualmente para cada paciente e para cada elemento (dente e implante) incluídos 

no estudo, permitindo assim que o paciente pudesse higienizar a cavidade bucal.  
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2. OBJETIVO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil microbiológico durante a 

instalação e progressão da gengivite e da mucosite experimental em humanos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Desenho experimental 

 

Este estudo prospectivo, controlado induziu a gengivite e mucosite 

experimental em humanos utilizando a suspensão da higienização dos 

elementos envolvidos na pesquisa: um dente e uma prótese sobre implante ou 

reabilitação implantossuportada. O modelo utilizado foi aquele no qual apenas 

os dentes envolvidos na pesquisa não eram submetidos à higiene oral 

enquanto toda a cavidade bucal do paciente foi higienizada. Para tanto, os 

pacientes foram moldados e receberam uma placa de acetato que cobria os 

dentes envolvidos na pesquisa, protegendo-os da escova dental. Os pacientes 

selecionados para o estudo assinaram o CTLE após uma explicação verbal e 

por escrito do projeto. Os indivíduos receberam instruções de higiene oral e 

profilaxia profissional nos tempos -21, -14 e -7 dias antes do início do estudo. 

Nestas 3 consultas, os pacientes receberam reforços das instruções dadas no 

dia -21 e profilaxia profissional.  

 No tempo 0, ou seja, ao final das 3 profilaxias profissionais, os pacientes 

receberam as placas de acetato, e as coletas clínicas e microbiológicas foram 

obtidas nos tempos 0, 3, 7, 14 e 21 dias. Ao final do tempo de acúmulo de 

biofilme do estudo, os pacientes receberam uma nova profilaxia profissional e 

controle do biofilme bucal e novas coletas foram realizadas nos dias 42 e 60. 

 

3.2 Seleção das amostras 

 

 Este estudo clínico foi submetido à aprovação do Comitê de Ética da 

Universidade Guarulhos (CEP-UnG: 58719716.7.0000.5506). Os 16 indivíduos 

que apresentavam pelo menos 1 implante em função a pelo menos 1 ano e 

seus respectivos dentes contralaterais presentes foram recrutados e avaliados 

na clínica de Implantodontia da Universidade Guarulhos.  
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3.3        Critérios de inclusão das amostras  

Foram inclusos na amostra 16 pacientes saudáveis que apresentavam 

pelo menos uma restauração implantossuportada há pelo menos com 1 ano 

em função mastigatória; mais de 15 elementos dentais na cavidade bucal; não 

ser fumante ou ex-fumante; não ter realizado tratamento periodontal há no 

mínimo 12 meses prévios ao início do estudo; não ser diabético, lactante ou 

apresentar doenças renais; ser portador de hepatite B ou C; e aceitar assinar 

o CLTE. 

. 

3.4 Critérios de exclusão da amostra 

Foram excluídos pacientes com restaurações dentais extensas; com 

doença periodontal crônica generalizada ou avançada e periodontite 

agressiva; pacientes com peri-implantite e/ou mucosite (Shibli et al. 2015); 

pacientes com aspectos clínicos de trauma oclusal sobre as restaurações 

implantossuportadas e pacientes que não aceitaram assinar o CLTE. 

 

3.5 Preparação dos participantes 

Os pacientes selecionados receberam instrução de higiene, foram 

submetidos a terapia periodontal e peri-implantar uma vez por semana, 

durante as três semanas anteriores a coleta das amostras iniciais. Também 

foram moldados para que placas de acetato individualizadas, que foram 

utilizadas durante o período de indução de placa bacteriana, pudessem ser 

confeccionadas. Ao final do período de preparação, os pacientes deveriam 

apresentar parâmetros clínicos compatíveis com os estabelecidos para a 

condição de saúde. Na etapa de preparação, os pacientes também receberam 

instruções sobre como deveriam realizar a higienização da cavidade oral 

durante o período de indução. 

 

 

3.6   Indução da gengivite e mucosite experimental  

Os pacientes foram instruídos a utilizarem uma placa individualizada de 

acetato, por um período de 21 dias. A placa de acetato cobria os sítios 



20 

 

 

selecionados (tanto o dente quanto o implante selecionado), evitando que o 

biofilme acumulado fosse desorganizado acidentalmente durante a 

higienização da cavidade oral. Esta placa não atrapalhou ou evitou que que os 

demais dentes e implantes da cavidade oral dos pacientes fossem 

higienizados.  

       Durante o período de indução de acúmulo de biofilme bacteriano, os 

indivíduos (Hallström et al., 2012; Arweiler et al., 2010 Pereira et al., 2010) 

foram avaliados e acompanhados semanalmente, a fim de garantir as 

condições necessárias para a viabilidade da pesquisa e a integridade do 

paciente. Caso houvesse reações exacerbadas, que pudessem representar 

risco à saúde do paciente, a amostra final foi coletada neste momento e o 

paciente recebeu a terapia necessária imediatamente e foi removido do 

estudo. 

        Após a coleta final das amostras, os pacientes foram submetidos as 

terapias periodontais e peri-implantares necessárias para restabelecer as 

condições de saúde da cavidade oral. Qualquer intercorrência causada 

durante o período de indução foi sanada nesta fase. 

 

3.7 Análise clínica 

 Foram realizadas radiografias periapicais iniciais e finais para 

análise da presença de perda óssea ao redor dos dentes e implantes.  

Os sítios selecionados também tiveram o índice de placa visível 

(presença ou ausência), o índice de sangramento gengival (presença ou 

ausência de sangramento gengival após a remoção da placa visível), a 

profundidade de sondagem (distância entre a margem gengival e fundo do 

sulco/bolsa em milímetros) e a presença de sangramento à sondagem 

(presença ou ausência de sangramento após a sondagem do sulco/bolsa), 

avaliados no início e no final do período de indução. Estes dados foram obtidos 

por um examinador treinado e calibrado para a realização dos exames clínicos 

(Shibli et al. 2008) 
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3.8 Obtenção das amostras 

            Amostras de biofilme bacteriano foram coletadas no baseline, aos 7, 

14 e 21 dias, e 60 dias após a restituição da HO. 

 

3.8.1 Coletas das amostras de biofilme bacteriano 

            As amostras de biofilme supra- e subgengival foram retiradas dos 

sulcos/bolsas mesiais com Curetas de Gracey, tipo minifive 11-12 estéreis. 

Elas foram posicionadas na porção mais apical dos sítios e em um único 

movimento de raspagem no sentido ápico-coronal foram coletadas. As 

amostras foram depositadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml contendo 

100µl de solução TE RNAse-free (10mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, pH 7,6). O 

material coletado foi armazenado à temperatura de -80oC. 

 

           3.8.2.    Monitoramento microbiológico 

3.8.2.1.Extração de Ácidos Nucleicos Totais 

O ANT das amostras foi extraído utilizando o kit Epicentre Masterpure 

DNA & RNA Purification (Epicentre, Madison, WI, USA) de acordo com as 

instruções do fabricante. Inicialmente, as superfícies das bancadas e aparatos 

foram tratadas com substância inibidoras de ribonucleases (RNaseAWAY – 

Invitrogen, San Diego, CA, USA) para minimizar o risco de degradação dos 

ácidos nucleicos.  O tubo contendo a amostra foi retirado do freezer -80oC e 

mantido em gelo por 10 minutos para descongelamento. O tubo coletor foi 

agitado no vortex por 1 minuto e a solução foi transferida para um novo tubo. 

Para a lise do material coletado, foi adicionado 1,0µL de solução de proteinase 

K (50µg/µL) aos 100µL da solução de TE da amostra, e posteriormente foram 

incubados a 65oC, por 15 minutos. As amostras foram mantidas em gelo por 5 

minutos, foi adicionado 175µL MCP reagente para precipitação de proteínas e 

centrifugação por 10 minutos a 12°C. O sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo onde foram adicionados 500 µL de isopropanol, os tubos foram 

agitados por 2 minutos e submetidos a nova centrifugação por 10 minutos a 

4°C. O isopropanol foi descartado e os pellets foram lavados duas vezes com 
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ethanol 70%. Os pellets foram secos por 10 minutos e posteriormente foram 

ressuspensos em 25 µL TE e armazenados à -80oC.  

 

3.8.2.2 Preparo das sondas de 16S rRNA 

As sondas de oligonucleotídeos para as espécies ainda não cultivadas 

(Tabela X) deveriam possuir cerca 18-22 nucleotídeos e mínimas estruturas 

secundárias nas regiões conservadas do gene 16S rRNA para organismos 

procariontes. A sequência das sondas foi gentilmente cedida pelo Prof. Bruce 

Paster e publicadas (PREZA et al., 2009). Todas as sondas foram conferidas 

no sistema do Ribosomal Database Project 

(http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp) e posteriormente sintetizadas 

(Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil).  Os controles foram constituídos de 

seqüências complementares às sondas. As sondas foram marcadas com 

digoxigenina utilizando um kit específico para oligonucleotídeos, segundo as 

especificações do fabricante na concentração final de 4,5M/µL (DIG 

Oligonucleotide 3´- End labeling kit, 2nd Generation – Roche, Indianápolis, IN, 

USA). De uma forma geral, em um tubo estéril de 200µL foram adicionado 100 

M da sonda para um volume final de 10µL. Posteriormente, 4µL de uma 

solução tampão, 4µL de uma solução 5mM de CoCL2 , 1µL de uma solução 

0,05mM de DIG-ddUTP e 1µL da enzima transferase (20U/µL) foram 

adicionados. Esta solução foi incubada à 37oC por 30 minutos. Posteriormente, 

a solução foi retirada e colocada em gelo por 5 minutos e 2µL de uma solução 

0,2mM EDTA (pH 8.0) foi adicionada para interromper a reação. 

 

3.8.2.3 Deposição das amostras  

Após a quantificação da concentração dos ANT das amostras 

(NanoDrop, Thermo Scientific, USA) as alíquotas de 25µl contendo todo o ANT 

obtido de cada amostra foram adicionadas a 90L de glutaraldeído 2% (Ted 

Pella, Redding, CA, USA) e 910L de 6X de tampão salina citrato (SSC) 

totalizando o volume de aproximadamente 1.025µL que foi depositado 

diretamente em membrana de nitrocelulose (Boehringer Mannheim, 

Indianápolis, IN, USA) de 15 x 15 cm posicionada no aparato MiniSlot 30 

(Immunetics, Cambridge, MA, USA). Nas últimas duas canaletas do sistema 

http://rdp.cme.msu.edu/probematch/search.jsp


23 

 

 

foram adicionados os controles da reação (oligonucleotídeos complementares 

às sondas, Tabela 3). Os controles de todas as sondas foram aliquotados em 

um mesmo tubo para obtenção de uma concentração final de 0,004M e 

0,04M de cada seqüência, correspondendo a 105 e 106 células, 

respectivamente (GONÇALVES, FERES, FAVERI et al. 2012).  Foram 

adicionados aos controles alíquotas de 90L de glutaraldeído 2% (Ted Pella, 

Redding, CA, USA) e 910L de 6X de tampão salina citrato (SSC) para 

obtenção de um volume de aproximadamente 1000µl, e estes foram 

depositados diretamente na membrana. A membrana foi removida do aparato 

e os ANT depositados foram então fixados por aquecimento em forno a 120°C 

por 20 min. 

 

3.8.2.4 Hibridização  

Após fixação do ATN, as membranas foram lavadas durante 5 minutos 

em 2X SSC e posteriormente pré-hibridizadas a 42C por 90 minutos e uma 

solução de formamida 50%, 5X SSC, caseína 1% (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil), 5X reagente de Denhardt (Sigma, St. Louis, MO, USA), 25mM fosfato 

de sódio (pH 6,5) e 0,5 mg/mL RNA de levedura (Boehringer Mannheim) em 

volume final de 50ml.  Em seguida, cada membrana foi colocada sob a placa 

acrílica do “Miniblotter 45” (Immunetics, Cambridge, MA, USA) com as linhas 

contendo o DNA fixado perpendiculares às 45 canaletas do “Miniblotter”. Cada 

sonda na concentração inicial de 4,5 M/ µL foi diluída na solução de 

hibridização (UltraHybTM Oligo hybridization Buffer- Ambion, Austin, TX, USA) 

para obtenção de concentração final de 2M a 60 M, e estas foram 

adicionadas individualmente em cada canaleta do Miniblotter 45. O dispositivo 

foi colocado num envelope plástico vedado, seguindo-se hibridização a 42oC 

por 90 minutos.  

 

3.8.2.5 Detecção dos sinais  

Após hibridização com as sondas, as membranas foram removidas do 

“Miniblotter” e lavadas durante 1 hora em 250ml de solução estringente (2X 

SSC 0,5% SDS) a 37oC para remover as sondas que não hibridizaram 

completamente.  Em seguida, as membranas foram imersas por 5 minutos 
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numa solução contendo 0,1M de ácido maleico. Posteriormente, as 

membranas foram submetidas à lavagem em solução bloqueadora (270ml de 

0,1M ácido maleico e 30ml de caseína) durante 1 hora. Para detecção das 

sondas marcadas, a membrana foi depositada em solução contendo 50ml de 

solução bloqueadora acrescida de 8µl de anticorpo anti-digoxigenina 

conjugado à fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim) (Engler-Blum et al. 

1993) durante 30 minutos. As membranas foram lavadas com uma solução de 

0,1M ácido maléico; 3M NaCl; 0,2M NaOH; 0,3% Tween 20; pH 8,0; 3X/15 

minutos, e 1X / 5 minutos em 200ml de uma solução contendo MgCl2 a 0,04% 

e 2,1% dietanolamina (pH 9,5). Em seguida, as membranas foram incubadas 

com solução de detecção, CDP StarTM (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), 

por 5 minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram colocadas num 

cassete sob um filme radiográfico (IBF-Medix AGFA; Rio de Janeiro; RJ - 

Brasil) por aproximadamente 40 minutos, e os filmes revelados logo em 

seguida.  

               A leitura dos filmes radiográficos foi realizada da seguinte forma: 

cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de biofilme foi 

comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois 

controles contendo 105 e 106 bactérias. Para isto, o filme radiográfico foi 

digitalizado (HP-M1132, São Paulo, SP, Brasil) e posteriormente analisado 

pelo software TotalLab (Nonlinear Dynamics, Durham, EUA) que tem a 

capacidade de medir a intensidade de pixels de cada sinal e compará-lo com 

os sinais controles. 
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4. FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 

            

   Os resultados foram avaliados quanto à sua normalidade utilizando-se 

o teste D’Agostino e, então, foram aplicados testes paramétricos ou não 

paramétricos para a comparação das médias/medianas obtidas entre os 

grupos teste e controle nos diferentes períodos do estudo. Caso os dados não 

fossem inseridos na curva de normalidade, os dados foram avaliados 

utilizando-se o teste de Mann-Whitney para variáveis independentes e teste de 

Wilcoxon, nos casos das variáveis dependentes. Caso os dados seguissem a 

normalidade, foi utilizado o teste t não pareado (amostras não dependentes) e 

teste t pareado (amostras dependentes) para testar a interação entre os grupos 

do estudo. Também foram realizadas regressões lineares e teste de correlação 

de Pearson para verificação da associação entre as variáveis do estudo. O 

nível de significância foi de 95% (α=0.05) para todos os testes utilizados.  
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5. RESULTADOS 

 

Para a defesa da dissertação, foram analisadas amostras de biofilme de 

dentes e implantes de 5 dos 16 voluntários submetidos à gengivite e à mucosite 

experimental. As amostras foram analisadas para proporções de 40 espécies 

bacterianas pelo checkerboard DNA-DNA hybridization. 

 

No baseline houve maior proporção de espécies do complexo azul em 

dentes (31,9%) do que em implantes (25,0%), sem significância estatística 

entre elas (p=0,391).  

 

Figura 1 - Proporções dos complexos bacterianos em dentes e implantes no 

baseline. As cores representam os diferentes complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. 1998. Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis 

seguido de teste de Dunn post-hoc.     

 

 Aos 7 dias houve maior proporção dos complexos azul em dentes 

(56,1%) em relação a implantes (45,4%), sem significância estatística 

(p=0,429). Para o complexo roxo houve maior proporção em implantes (18,2%) 

do que em dentes (4,2%), sem significância estatística (p=0,678). Em relação 

ao complexo amarelo, houve maior proporção em dentes (9,0%) do que em 

implantes (4,6%), sem significância estatística (p=0,800). 
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Figura 2 - Proporções dos complexos bacterianos em dentes e implantes aos 

7 dias. As cores representam os diferentes complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. 1998. Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis 

seguido de teste de Dunn post-hoc.   

 

 Aos 14 dias o complexo roxo apresentou maior proporção em dentes 

(8,4%) do que em implantes (3,9%), sem significância estatística (p=0,511). O 

complexo amarelo apresentou maior proporção em implantes (23,0%) do que 

em dentes (11,6%), sem significância estatística (p=0,742). Já o complexo 

cinza apresentou maior proporção em dentes (17,8%) do que em implantes 

(11,6%), sem significância estatística (p=0,728).  
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Figura 3 - Proporções dos complexos bacterianos em dentes e implantes aos 

14 dias. As cores representam os diferentes complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. 1998. Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis 

seguido de teste de Dunn post-hoc.   

 

 Aos 21 dias a proporção do complexo roxo foi maior em dentes (5,4%) 

do que em implantes (1,9%), sem significância estatística (p=0,354). O mesmo 

ocorreu para os complexos amarelo (18,8% vs. 10,9%, p=0,366) e verde (7,2% 

vs. 4,2%, p=0,288). Para o complexo laranja, houve maior proporção em 

implantes (16,6%) do que em dentes (12,5%), sem significância estatística 

(p=0,491). O mesmo ocorreu para os complexos vermelho (1,3% vs. 0,9%, 

p=0,862) e cinza (37,3% vs. 19,9%, p=0,486).    
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Figura 4 - Proporções dos complexos bacterianos em dentes e implantes aos 

21 dias. As cores representam os diferentes complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. 1998. Os dados foram analisados por Kruskal-Wallis 

seguido de teste de Dunn post-hoc.   

 

 Sessenta dias após a restituição da HO houve maior proporção de 

espécies do complexo azul em dentes (43,3%) em relação a implantes 

(14,2%), sem significância estatística (p=0,517). O mesmo ocorreu para o 

complexo roxo (12,8% vs. 4,0%, p=0,563). Para o complexo laranja houve 

maior proporção em implantes (31,6%) do que em dentes (12,0%), sem 

significância estatística (p=0,509). O mesmo ocorreu para os complexos 

vermelho (4,3% vs. 1,1%, p=0,355) e cinza (33,3% vs. 22,1%, p=0,445). 
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Figura 5 - Proporções dos complexos bacterianos em dentes e implantes 60 

dias após a restituição da HO. As cores representam os diferentes complexos 

microbianos descritos por Socransky et al. 1998. Os dados foram analisados 

por Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn post-hoc.   
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6. DISCUSSÃO 

 

Os resultados deste estudo preliminar demostraram que houve uma 

tendência a diferenças em proporções nos complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. (1998) entre dentes e implantes após a gengivite/mucosite 

peri-implantar. Muito embora discretas diferenças entre as proporções dos 

complexos microbianos tenham sido observadas ao baseline e aos 7 e 14 dias 

após a gengivite/mucosite experimental, importantes tendências a 

discrepâncias entre complexos associados a saúde e a doença 

periodontal/peri-implantar foram observadas aos 21 dias e aos 60 dias após a 

restituição da HO.  

 Salvi et al. (2011) realizaram um estudo para analisar parâmetros 

clínicos, microbiológicos e imunológicos associados à mucosite peri-implantar 

e à sua reversibilidade em humanos. Os autores avaliaram dentes e implantes 

de 15 voluntários submetidos a um período de 3 semanas de 

gengivite/mucosite experimental e mais 3 semanas após a restituição de 

controle de biofilme, totalizando 42 dias de acompanhamento. Os resultados 

mostraram que os tecidos moles ao redor de implantes apresentaram uma 

reposta inflamatória mais exacerbada ao acúmulo de biofilme do que os 

tecidos moles gengivais de acordo com a concentrações dos níveis de 

metaloproteinase de matriz (MMP-8) no fluido crevicular gengival/peri-

implantar. A MMP-8 é um biomarcador que indica a ativação de neutrófilos na 

resposta inflamatória (Teronen et al. 1997, Kivelä-Rajamäki et al. 2003a, 

2003b). Este achado demonstrou que o desafio microbiano elicitou uma 

resposta inflamatória mais exacerbada em implantes do que em dentes (Salvi 

et al. 2011). Em relação às avaliações microbiológicas, não houve diferença 

entre dentes e implantes em nenhum dos tempos avaliados. No entanto, muito 

embora os autores não tenham observado diferenças significantes entre 

dentes e implantes, o acompanhamento do estudo se encerrou aos 42 dias. 

No presente estudo houve um acompanhamento mais longo após a restituição 

da higiene oral, e observou-se que aos 60 dias houve uma maior tendência a 

diferenças entre os complexos microbianos presentes no biofilme de dentes e 
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implantes do que nos períodos anteriores. Este resultado preliminar sugere 

que o biofilme associado à mucosite peri-implantar é mais resiliente do que o 

biofilme associado à gengivite.  

 Zitzmann et al. (2001) realizaram um estudo para avaliar as reações da 

gengiva e da mucosa peri-implantar ao acúmulo de biofilme em humanos. 

Doze voluntários parcialmente edêntulos foram selecionados e submetidos a 

um programa de controle prévio de biofilme por três semanas e, então, à 

indução de gengivite e mucosite experimentais a partir do acúmulo de biofilme 

de novo. Foram coletadas biópsias de tecidos moles ao redor de dentes 

naturais e de implantes no baseline e após 3 semanas de acúmulo de biofilme. 

Os autores relataram que houve um aumento da área do infiltrado inflamatório 

em gengiva (0,26mm2) e mucosa (0,14mm2), e que a inflamação induziu a um 

aumento nas proporções de células T e B em gengiva e mucosa. Apesar das 

diferenças numéricas em relação às áreas com infiltrados inflamatórios e nas 

proporções celulares, não houve diferença estatisticamente significante entre 

os grupos. No entanto, os autores ressaltaram que a amostra do estudo não 

oferecia poder estatístico suficiente para que se observasse diferenças 

significantes nas proporções celulares. Portanto, outros estudos devem 

investigar de forma direta ou indireta o conteúdo inflamatório presente em 

gengiva e na mucosa peri-implantar submetidas ao acúmulo de biofilme.   

 A principal limitação do presente estudo é o número amostral reduzido. 

No entanto, este é um estudo piloto para avaliar se há possíveis diferenças 

microbianas em gengiva e mucosa peri-implantar submetidas à 

gengivite/mucosite experimental. A partir destes achados, novas análises 

serão realizadas considerando o cálculo amostral já realizado para o estudo.  
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7. CONCLUSÃO 

  

Dentro dos limites desta avaliação parcial, sugere-se que pode haver 

diferenças nos complexos microbianos como descritos por Socransky et al. 

(1998) entre dentes e implantes após a gengivite/mucosite experimental. Aos 

60 dias após a restituição da HO houve uma tendência a diferenças 

importantes nos complexos microbianos, sugerindo que o biofilme presente na 

mucosite peri-implantar experimental é mais resiliente do que o biofilme 

presente na gengivite experimental em humanos.  
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