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RESUMO 

 

GOMES, J.A. Acompanhamento clínico, radiográfico e microbiológico de pacientes com 

histórico de doença periodontal que receberam prótese total mandibular 

implantossuportada. 2021. Tese (Doutorado em Odontologia – Reabilitação Oral) – 

Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021.  

 

 

A literatura sugere que a manutenção de uma microbiota associada com a periodontite crônica 

aumenta o risco de infecções e reações inflamatórias nos tecidos de suporte. Técnicas 

moleculares de diagnóstico, como o método de hibridização Checkerboard DNA-DNA 

Hybridization, contribuem para a identificação dos patógenos frequentemente envolvidos nas 

infecções peri-implantares em indivíduos com história prévia de doença periodontal. O objetivo 

do presente estudo foi caracterizar, após 5 anos de função mastigatória, a microbiota peri-

implantar  de pacientes com história prévia de doença periodontal e que receberam prótese fixa 

total mandibular implantossuportada. Uma análise dos indicadores clínicos de profundidade de 

sondagem e sangramento à sondagem, bem como a reabsorção óssea marginal, também foram 

avaliados ao longo do tempo. Doze indivíduos com histórico de periodontite crônica receberam 

5 implantes imediatos e foram reabilitados com uma prótese total fixa mandibular. Dados 

microbiológicos (contagem microbiana, perfil microbiano e diversidade microbiana) e 

indicadores clínicos (profundidade de sondagem, sangramento à sondagem e reabsorção 

marginal óssea) foram avaliados após 4 e 5 anos de função dos implantes. Trinta e cinco 

espécies microbianas distintas incluindo bactérias e Candida, foram detectadas e quantificadas 

pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Os resultados mostraram que a 

microbiota peri-implantar foi significantemente modificada após 5 anos de função, com um 

aumento na abundância de patógenos periodontais e alta diversidade microbiana; o perfil 

microbiano foi significantemente diferente daquele encontrado nos dentes remanescentes no 

início do estudo (baseline). Entretanto, não foram encontradas correlações entre os achados 

microbiológicos (contagem e perfil microbiano) e os indicadores clínicos ao longo do tempo. 

Concluiu-se que, após 5 anos de função, a microbiota peri-implantar apresentou diferenças 

significantes de contagem de células e perfil microbiano quando comparadas aos dentes 

remanescentes, com um aumento de espécies consideradas periodontopatogênicas. A 

microbiota não influenciou os indicadores clínicos, que foram compatíveis com a condição de 

saúde ao longo to tempo. 

 



 
 

Palavras chave:  Implantes Dentários, Biofilmes, Biologia molecular, Prótese Dental 

implantossuportada. 
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ABSTRACT 

 

GOMES, J. A. Clinical, radiographic and microbiological monitoring of patients with a 

history of periodontal disease who received implant-supported total mandibular 

prostheses. Tese (Doutorado em Odontologia – Reabilitação Oral) – Faculdade de Odontologia 

de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Literature suggests that maintenance of specific oral bacteria associated with chronic 

periodontitis may increase the risk of adverse health outcomes in the implant-supported 

restorations. The aim of this study was to characterize the microbiota of implant-supported full-

mandible restorations during 5 years of function on patients with a previous history of chronic 

periodontitis. We also assessed the impact of microbioma on the clinical outcomes. Twelve 

individuals with history of chronic periodontitis received 5 immediate implants and a fixed 

complete-arch mandibular prosthesis. Microbiota (microbial counts, microbial profile, and 

diversity) and clinical outcomes (probing depth, bleeding on probing, and bone resorption) were 

examined before teeth extraction and up to 5 years post-loading. Thirty-five microbial species 

including bacteria and Candida were detected and quantified by DNA checkerboard analysis. 

Microbiota of dental implants has significantly modified after 5 years of loading, with increased 

abundance of periodontal pathogens and high microbial diversity; microbial profile of implants 

was quite different to that found in the remaining teeth at baseline. Nevertheless, no correlations 

between microbial taxa/counts and clinical outcomes were observed. Microbiota of dental 

implants and remaining teeth presented different microbial profile and genome counts after 5 

years of function; both microbial counts and diversity were shown increased after the entire 

experimental period. Microbiota did not impact the clinical outcomes, which were consistent 

with a healthy condition over time. 

 

Keywords: Dental Implants, Biofilms, Molecular Biology, Implant-supported Dental 

Prosthesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A partir da descoberta e estabelecimento dos princípios da osteointegração por Per 

Ingvar Brånemark (BRÅNEMARK et al., 1969), o uso dos implantes tem se tornado uma opção 

amplamente utilizada para reabilitação parcial ou total de indivíduos que tiveram perda de 

elementos dentários, atingindo, nos dias de hoje, uma alta previsibilidade e taxas de 

sobrevivência que variam de 90-97% em acompanhamentos de 5 a 10 anos (ESPOSITO et al., 

1998; BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002; FERRIGNO et al., 2002; ROOS-

JANSAKER et al., 2006a; ROOS-JANSAKER et al, 2006b; WINDAEL et al., 2018; 

WERBELOW; WEISS; SCHRAMM, 2020). Kern et al., em uma revisão sistemática com meta-

análise de 2016, relataram taxas de 97,9% a 98,9% de sobrevivência em acompanhamento de 5 

anos de próteses fixas e removíveis sobre implantes em maxilares edêntulos. Um outro estudo 

(MORASCHINI et al., 2015) relatou sobrevivência de 94,6% com seguimento mínimo de 10 

anos, e as taxas médias de sucesso também foram consideradas relevantes, de 89,7% 

considerando-se um tempo de seguimento médio de 14,6 anos. Ravald et al. (2013), 

demonstraram baixa incidência de perda óssea marginal ao redor dos implantes e 95,1% de 

sobrevivência com um período de 12-15 anos de seguimento.  

 Entretanto, apesar dos altos índices de sucesso e sobrevivência, a literatura reporta que 

um histórico prévio de doença periodontal pode representar um fator de risco para o 

desenvolvimento da peri-implantite, e comprometer o sucesso em longo prazo dos implantes 

(SGOLASTRA  et al., 2015; MONJE et al., 2016; FERREIRA et al., 2018; BELIBASAKIS; 

MANOIL, 2021). Uma parcela significativa dos implantes pode apresentar falhas, seja precoce, 

resultado da incapacidade de integração à estrutura óssea (ALSAADI et al., 2007; 

CHRCANOVIC et al., 2016; KORSH et al., 2021), ou tardia, influenciada pelo ambiente 

microbiano oral, hábitos parafuncionais e fatores locais e sistêmicos (CHRCANOVIC; 

ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2014; DO et al., 2020). Na fase tardia da terapia com 

implantes dentários pode aparecer a mucosite peri-implantar, definida como uma reação 

inflamatória reversível dos tecidos moles sem evidência radiográfica de perda óssea 

(ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994). Os sinais clínicos da mucosite peri-implantar incluem 

eritema e edema associado a sondagem > 4mm e sangramento à sondagem suave. Outra 

complicação, a peri-implantite, se evidencia como um processo inflamatório progressivo e 

irreversível associado à placa que ocorre em torno dos tecidos peri-implantares com 

subsequente  perda progressiva dos tecidos de suporte (LANG; BERGLUNDH, 2011; SANZ; 
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CHAPPLE, 2012) e que afeta mais de 14% dos implantes após 5 anos em função 

(BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002; NOROWSKI; BUMGARDNER, 2009; 

MOMBELLI, 2002; MOMBELLI; MÜLLER; CIONCA, 2012). 

Após a instalação, os implantes são expostos à saliva e formação de biofilme da 

cavidade oral que contém um grande número de espécies de micro-organismos, incluindo os 

potencialmente patogênicos para a doença periodontal (CASADO et al., 2011). Estudos têm 

demonstrado que diversos micro-organismos presentes na cavidade oral, em especial os 

relacionados à doença periodontal, são responsáveis pelos maiores índices de insucesso dos 

implantes (SBORDONE et al., 1995; ROCCUZZO et al., 2014; COMPARIN; CORÓ; 

CLAUDINO, 2014; CORTÉS-ACHA et al., 2017; HÄMMERLE et al., 2018). A presença de 

bactérias periodontopatogênicas nos sulcos peri-implantares são considerados fatores de risco 

para o sucesso dos implantes, e sua presença pode ser resultado de dentes com periodontite 

próximos aos implantes, em pacientes parcialmente edêntulos (GOUVOUSSIS; 

SINDHUSAKE; YEUNG, 1997; ROCCUZZO et al., 2014; JERVØE-STORM et al., 2015; 

RAFFAINI et al., 2018). De acordo com a literatura, há uma semelhança entre a microbiota 

formada em torno dos implantes dentários com os dentes comprometidos remanescentes 

(MOMBELLI; DÉCAILLET, 2011). O desequilíbrio da microbiota oral seguida do aumento 

de patógenos oportunistas pode levar à destruição inflamatória dos tecidos peri-implantares 

(POKROWIECKI et al., 2017). O perfil microbiológico de implantes que falharam é 

comparável às espécies encontradas em locais saudáveis, mas com uma quantidade maior de 

anaeróbios Gram-negativos (AUGTHUN; CONRADS, 1997; SALCETTI et al., 1997; 

MENINI et al., 2020). 

A literatura tem demonstrado que o desenho da conexão do implante e os espaços 

existentes com seus pilares intermediários tem forte influência na penetração microbiana e na 

consequente inflamação do tecido peri-implantar (GROSS; ABRAMOVICH; WEISS, 1999; 

VERDUGO et al., 2014; LAURITANO et al., 2020), principalmente quando conexões de 

hexágono externo são usadas (ALBREKTSSON et al., 1986; PERSSON et al., 1996; 

VERDUGO et al., 2014; SEN; SERMET; GÜRLER, 2019). Esses espaços existentes nos 

implantes e seus pilares atuam como reservatórios para a colonização e crescimento bacteriano 

(SAKKA; BAROUDI; NASSANI, 2012). A penetração microbiana por meio da interface 

implante-pilar já foi intensamente observada em vários estudos in vitro (AL-JADAA et al., 

2015; do NASCIMENTO et al., 2015; GHERLONE et al., 2016; KOUTOUZIS; GADALLA;  

LUNDGREN, 2016) e in vivo (SUBRAMANI et al., 2009; PIMENTEL et al., 2014; do 
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NASCIMENTO et al., 2016). Estudos demonstram que as conexões internas dos implantes 

apresentam menores taxas de infiltrações quando comparadas às conexões externas (DIBART 

et al., 2005; LARRUCEA VERDUGO et al., 2014). Mesmo com o avanço dos sistemas de 

conexão implante-pilar visando aumentar a estabilidade dos componentes, a contaminação 

interna através dos pilares é esperada devido ao diâmetro médio das menores bactérias orais 

variarem de 0,3 a 0,7 micrometros (LOVE; JENKINSON, 2002; WEART et al., 2007 ); e os 

espaços de desajustes para implantes de conexão interna e externa podem variar de 2,3 a 100 

micrometros (TSUG; HAGIWARA; MATSUMURA, 2008; do NASCIMENTO et al., 2015). 

Outro fator importante, e que deve ser considerado nos casos de infeção, são as 

diferenças fisiológicas entre os dentes naturais e implantes. Enquanto os dentes naturais são 

inseridos no alvéolo por meio do ligamento periodontal, os implantes são ancorados 

diretamente ao osso. A ausência de ligamento periodontal nos implantes limita o suprimento 

sanguíneo, restringindo dessa forma a quantidade de nutrientes e a chegada de células imunes 

para combater os estágios iniciais da infecção bacteriana, tornando a região mais susceptível às 

infecções (BELIBASAKIS, 2014; BELIBASAKIS et al., 2015). A colonização bacteriana do 

biofilme já está presente 30 minutos após a inserção do implante na cavidade oral 

(BELIBASAKIS et al., 2015). Um estudo mostra que nos primeiros meses após a instalação do 

implante a microbiota apresenta uma diversidade microbiana menor em relação aos dentes 

vizinhos remanescentes (PAYNE et al., 2017). Neste estágio pode haver um equilíbrio 

simbiótico com o hospedeiro compatível com a saúde peri-implantar, na ocorrência de uma 

ruptura deste equilíbrio, o microambiente pode ser alterado por fatores que favorecem o início 

da inflamação dos tecidos adjacentes (BELIBASAKIS, 2014; HEITZ-MAYFIELD; TELES, 

LANG, 2015). 

A metodologia de diagnóstico Checkerboard DNA-DNA hybridization utilizada o 

material genético das amostras de biofilme e tem sido extensivamente usada para a detecção e 

quantificação de espécies microbianas que habitam a cavidade oral (DAHLEN et al., 2012; 

HALLSTRÖM et al., 2012, DO NASCIMENTO et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 2012; 

DO NASCIMENTO et al., 2013; DO NASCIMENTO et al., 2014; DO NASCIMENTO et al., 

2016; GOMES et al., 2017; BELIBASAKIS; MANOIL, 2021). Utiliza sondas feitas a partir de 

DNA genômico (SOCRANSKY et al., 1994), e apresenta como principal vantagem a 

possibilidade de identificar e quantificar várias espécies microbianas em um grande número de 

amostras da cavidade oral simultaneamente. Além disso, como a metodologia consiste na 

identificação através do material genético, permite a detecção de células viáveis e não viáveis. 
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Resultados relacionados à reabilitação de arco completo com implantes imediatos em 

pacientes com histórico de periodontite crônica em acompanhamentos mais longos ainda são 

escassos e não  apresentam resultados completamente definidos ou conclusivos. Ainda não está 

claro se a microbiota dos dentes remanescentes comprometidos e que foram removidos 

interferem na formação da nova microbiota ao redor dos implantes e, ainda, se esta microbiota 

se mantém por períodos prolongados. A literatura mostra que a incidência de peri-implantite 

pode aumentar após 5 anos de carga funcional em pacientes com história prévia de 

comprometimento periodontal (PANDOLFI et al., 2020). Neste contexto, monitorar a 

microbiota de indivíduos com histórico de periodontite crônica ao longo do tempo mostra ser 

importante para o sucesso e sobrevivência das próteses totais fixas implantossuportadas. Desta 

forma, com base nas limitações do conhecimento atual, este estudo clínico objetivou abordar as 

seguintes questões de pesquisa: (1) A microbiota formada ao redor dos implantes será similar 

àquela presente nos dentes remanescentes que foram removidos?; (2) Como essa microbiota 

varia ao longo do tempo?; e (3) Qual a implicação clínica (avaliada por meio dos indicadores 

clínicos de inflamação dos tecidos moles e duros), em longo prazo (após 4 e 5 anos), da 

colonização microbiana associada aos implantes? A diversidade microbiana e as potenciais 

alterações ao longo do tempo foram avaliadas pela hibridização Checkerboard DNA-DNA 

hybridization. Foi testada a hipótese de que a microbiota dos implantes dentários permanece 

similar ao longo do tempo à microbiota dos dentes remanescentes extraídos (as contagens 

microbianas e as comunidades em torno dos implantes dentários permaneceriam semelhantes 

às encontradas no início do estudo até o acompanhamento de 4 e 5 anos), e isso pode se refletir 

nos indicadores clínicos de acompanhamento.  

Os resultados microbiológicos e clínicos, observados em longo prazo, contribuirão para 

uma melhor compreensão do papel do biofilme na manutenção da saúde ou no desenvolvimento 

de potenciais lesões inflamatórias nos tecidos suportes peri-implantares, podendo orientar no 

desenvolvimento de recomendações clínicas que possam evitar ou minimizar a proliferação dos 

micro-organismos, desenvolvimento de doenças e consequente perda dos implantes. Os dados 

obtidos poderão contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapêuticas em 

pacientes com histórico de doença periodontal crônica que necessitarão de reabilitação com 

implantes e ajudarão a compreender melhor o papel das bactérias periopatogênicas nas 

infecções peri-implantares. Os resultados obtidos neste estudo também poderão fornecer bases 

científicas para futuras investigações envolvendo a avaliação do impacto do biofilme 
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microbiano no sucesso, em longo prazo, das restaurações implantossuportadas em pacientes 

com história prévia de doença periodontal. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo geral 

O presente estudo tem como objetivo avaliar o perfil microbiológico do biofilme 

formado no sulco peri-implantar dos implantes de pacientes com história prévia de doença 

periodontal e que receberam prótese fixa total mandibular implantossuportada após 4 e 5 anos 

de função. Uma análise dos indicadores clínicos de profundidade de sondagem, sangramento à 

sondagem, bem como a reabsorção óssea marginal, serão também avaliados ao longo do tempo. 

2.2 Objetivos específicos 

✓ Identificar e quantificar, por meio do método de hibridização DNA Checkerboard, a 

presença de até 35 espécies microbianas colonizando os sulcos peri-implantares após 

4 e 5 anos de função. 

✓ Avaliar  os  indicadores  de  profundidade  de  sondagem,  sangramento à sondagem 

e reabsorção óssea marginal dos implantes após 4 e 5 anos de função. 

2.3 Hipótese nula 

A hipótese nula testada neste estudo foi de que as contagens microbianas e as 

comunidades em torno dos implantes dentários permaneceriam semelhantes às encontradas no 

início do estudo até o acompanhamento de 4 e 5 anos e não teriam efeito sobre os indicadores 

clínicos de saúde dos tecidos de suporte. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Desenho do estudo 

 Este estudo clínico consistiu em uma avaliação observacional prospectiva da 

colonização microbiana ao redor de implantes utilizados como pilares de próteses totais fixas  

mandibulares parfusadas para a reabilitação de indivíduos com história prévia de doença 

periodontal crônica, avaliando o efeito do biofilme formado sobre os indicadores clínicos de 

saúde tecidual ao longo do tempo. Trata-se da continuação de um estudo clínico intervencional 

onde foi constituído um único grupo de estudo, por amostragem de conveniência, com 

indivíduos que apresentavam indicação de extração dos remanescentes dentários e possibilidade 

de instalação imediata de implantes (GOMES et al., 2017). Os participantes do estudo 

receberam próteses totais fixas mandibulares parafusadas (tipo protocolo) suportadas por cinco 

implantes, com carregamento imediato. Foram definidos como desfecho primário para este 

estudo a Avaliação Microbiológica, e como desfecho secundário a Avaliação dos Indicadores 

Clínicos. As amostras dos biofilmes formados ao redor dos implantes, assim como os dados 

referentes aos indicadores clínicos, foram avaliados imediatamente antes da extração dos dentes 

remanescentes (T1 - Baseline) e após 4 (T2) e 5 (T3) anos de função mastigatória. Este estudo 

apresentou cegamento para as etapas clínicas, microbiológicas e análises dos dados. O desenho 

experimental do estudo, em sua etapa inicial, foi realizado conforme a declaração CONSORT 

para ensaios clínicos (MOHER et al., 2001, BOUTRON et al., 2008). 

3.2 Seleção dos participantes 

Foram selecionados para o estudo 16 pacientes que procuraram por tratamento 

reabilitador no Instituto Latino Americano de Ensino e Pesquisa (Faculdade ILAPEO, Curitiba-

PR), no ano de 2014, e apresentavam indicação de extração dos dentes remanescentes por 

motivo de doença periodontal crônica. Todos os participantes deveriam ter indicação clínica 

para reabilitação por meio de próteses totais fixas mandibulares implantossuportadas (tipo 

Protocolo). O tamanho do N amostral foi calculado com o auxílio do software PASS 2005 

(NCSS, Kaysville, EUA). Foi selecionado o parâmetro contagem de células bacterianas como 

variável primária para a determinação do N amostral, com medidas repetidas realizadas nos três 

tempos de investigação propostos (T1 = baseline, T2, T3). Foi considerado um desvio-padrão 

de 1,53 nas medidas de tempo inter-indivíduos (valores dos desvios estimados a partir do 

observado em estudos da literatura). O poder estatístico (power) foi de 90% para o fator tempo, 

com nível de significância igual a 5% e magnitude do efeito (effect size) de 1,69. 
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Foram considerados os seguintes critérios de inclusão: (1) indivíduos maiores de 18 

anos; (2) dentes inferiores com comprometimento periodontal e indicação de extração e 

reabilitação com implantes dentários; (3) possuir próteses totais maxilares clinicamente 

satisfatórias; (4) apresentar espaço adequado na mandíbula anterior para a inserção de cinco 

implantes; (5) serem capazes de manter higiene bucal adequada e higienizar suas próteses; (6) 

apresentar um estado de saúde sistêmica que possibilite procedimentos cirúrgicos; (7) Serem 

capazes de fornecer um consentimento livre e esclarecido. Os critérios de exclusão foram: 

gravidez, lactação, tratamento periodontal ou antibiótico nos últimos 3 meses, presença de 

qualquer condição sistêmica que possa influenciar o curso da doença periodontal ou que exigem 

pré-medicação para procedimentos e fumantes. Os pacientes foram informados sobre a 

participação no estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Aos 

voluntários foi facultado o direito de decidir sobre sua participação ou não na fase experimental 

desse estudo, durante o primeiro contato com os pesquisadores, e orientações foram dadas 

quanto aos procedimentos da pesquisa. O presente estudo foi realizado com a devida apreciação 

e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto 

(CAAE 63508116.0.1001.5419). 

3.3 Intervenções cirúrgicas e protéticas 

Os procedimentos para a colocação dos implantes incluiram exames pré-operatórios e 

radiográficos para determinar as condições anatômicas relativas ao volume ósseo e à mucosa 

da área de suporte de cada indivíduo. Radiografias panorâmicas e tomografias adicionais foram 

realizados individualmente conforme a necessidade clínica. Foi prescrita antibioticoterapia 

profilática (Amoxicilina 2g, 1 h antes da cirurgia ) e Ibuprofeno 200 mg duas vezes diárias por 

dois dias (ESPOSITO et al., 2008). Como medicação alternativa, Acetaminophen (650 a 1000 

mg diários) ou Naproxeno Sódico (375 a 1000 mg por dia) foram prescritos. As informações 

relacionadas ao exame clínico, os tipos, doses e freqüências de medicamentos usados no trans 

e pós-operatório foram registradas nos prontuários clínicos dos indivíduos e arquivados no 

ILAPEO. A sequência clínica do ato cirúrgico e instalação das prótese está ilustrada na Figura 

1, consistindo, após visualizado em radiografia panorâmica (A) nas extrações dos dentes 

remanescentes (B), aplainamento  do rebordo  para remoção das espículas ósseas (C e D), 

localização dos forames mentuais direito e esquerdo e perfuração para instalação dos 5 

implantes interforame (E). As duas primeiras perfurações foram feitas medialmente aos forames 

e, em seguida, a perfuração medial (F). Foi conferido o posicionamento das perfurações com 

os pinos e guia cirurgico em posição (G). Em seguida foi executado as duas últimas perfurações. 
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Todos os implantes usados apresentavam conexão do tipo Cone Morse (NEODENT, Curitiba, 

Brasil) com diâmetros e comprimentos variando de 3,5 mm a 5,0 mm e 9,00 mm a 13,00 mm, 

respectivamente. Nos pacientes que apresentavam uma estrutura óssea mais cortical foi inserido 

um implante com desenho que facilitava o corte ósseo em sua inserção (Titamax Cone Morse 

NeoPoros). Aqueles que apresentavam osso mais trabeculado, foi inserido um implante com 

maior capacidade de travamento (Drive Cone Morse, Curitiba, Brasil). Um torque mínimo de 

35N durante a inserção do implante foi conseguido para garantir a carga imediata com a 

instalação da prótese total fixa inferior do tipo protocolo (H e I). Os implantes foram instalados 

ao nível ósseo ou até 2 mm abaixo (J). Após a instalação de todos os implantes e intermediários 

(K), a moldagem foi executada imediatamente após o término da cirurgia com o guia 

multifuncional previamente confeccionado (L, M e N) e os implantes/intermediários foram 

recobertos com protetores até a instalação das próteses (O). As próteses definitivas foram 

instaladas num prazo máximo de uma semana (P). Após a instalação das próteses e ajustes 

clínicos, instruções de higiene e manutenção foram fornecidas a cada participante e reforçadas 

em todos os retornos clínicos e de avaliações do estudo. 
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Figura 1. Sequencia cirúrgica dos pacientes do projeto de pesquisa: (A) Radiografia panorâmica mostrando os 

remanescentes dentários a serem extraídos no arco mandibular; (B) Remoção dos remanescentes dentários; (C) 

Aplainamento do rebordo ósseo; (D) Rebordo ósseo após a sua regularização; (E) Frezagem com a broca 2.0 para 

marcação do posicionamento dos implantes distais e médio; (F) Posicionamento dos pinos guias nas pefurações 

distais e medial; (G) Prova do guia cirurgico; (H) Instalação dos 5 implantes; (I) Torque mínimo de 32N durante 

a inserção dos implantes; (J) Visão da disposição dos implantes instalados; (K) Visão dos intermediários 

instalados;  (L e M) Fixação do guia multifuncional nos cilindros parafusados nos intermediários; (N) Moldagem 

com o guia multifuncional em posição; (O) Protetores instalados nos 5 intermediários ao término da cirurgia; (P) 

Instalação da prótese definitiva. 

 

   

   

   

   

   
Fonte: Própria (2021). 
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3.4 Avaliação dos indicadores clínicos e radiográficos 

Exames clínicos peri-implantares e exames por imagens radiográficas foram realizados 

durante todo o período proposto de investigação dos implantes. As avaliações da profundidade 

de sondagem e sangramento à sondagem foram realizadas com pressão controlada usando uma 

sonda periodontal manual (Hu-Friedy, EUA; Figura 2). Para a profundidade de sondagem, foi 

avaliada a distância, em milímetros, entre a margem gengival livre e a porção mais apical 

sondável do sulco peri-implantar. Em cada implante, tanto as medições de sondagem quanto o 

sangramento foram realizados em seis sítios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, 

mésio-lingual, lingual e disto-lingual). Radiografias periapicais foram realizadas com um  

dispositivo  que garantia o mesmo posicionamento da tomada radiográfica em todas as etapas 

do estudo com o objetivo de avaliar a reabsorção óssea marginal (SARTORI et al., 2014; Figura 

3). As radiografias periapicais dos implantes foram digitalizadas e a mensuração da reabsorção 

óssea marginal foi realizada utilizando o software Image J 1.43 (NIH, EUA). Todas as medições 

foram realizadas nas faces mesial e distal de cada um dos 5 implantes, e os valores de reabsorção 

para um determinado período foram definidos com uma média destas duas medidas. Para 

orientar as medições, um ponto fixo foi definido de forma aleatória na parte superior da 

plataforma de cada implante como um ponto de referência inicial, e um segundo ponto foi 

posicionado sobre a região mais alta da crista óssea marginal do lado a ser aferido. 

Figura 2. Sondagem dos implantes com sonda manual.

 
Fonte: Própria (2021). 
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Figura 3. Tomada radiográfica com o auxílio do dispositivo de padronização.

 
Fonte: Própria (2021). 

 

3.5 Avaliação microbiológica 

3.5.1 Coleta das Amostras de Biofilme 

Amostras do fluido crevicular dos sulcos dentários e peri-implantares foram colhidas com 

o auxílio de cones de papel #30 (Figura 4 e 5). Previamente à coleta, os sítios de coleta foram 

secos com gaze esterilizada e isolados com o auxílio de roletes de algodão. Ao todo, foram 

utilizados 6 cones para constituir a amostra de biofilme de cada elemento investigado (dentes 

remanescentes no baseline-T1 e implantes no T2-T3), 3 posicionados no sulco vestibular e 3 no 

sulco lingual/palatino (região mesial, central e distal), sendo misturados ao final em um mesmo 

microtubo e constituindo uma única amostra para o elemento. Após a coleta, os cones foram 

inseridos em microtubos contendo 150µL de solução tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 

EDTA, pH 7,6), adicionados com 150µL de solução NaOH 0,5M e armazenados em 

temperatura de 4ºC até o processamento laboratorial. 
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Figura 4. Coleta microbiológica com o auxílio de cones de papel na face 

vestibular dos dentes antes das extrações para instalação dos implantes. 

 
Fonte: Própria (2021). 

 

Figura 5. Coleta microbiológica dos implantes com o auxílio de cones de 

papel absorvente posicionados nas faces vestibular e lingual 

. 

Fonte: Própria (2021). 

3.5.2. Processamento microbiológico pela técnica de hibridização Checkerboard DNA-

DNA Hybridization 

A técnica de hibridização de sondas de DNA genômico, Checkerboard DNA-DNA 

Hybridization, foi utilizada para a avaliação dos desfechos microbiológicos do estudo. Esta 

técnica permite a identificação e quantificação de até 45 espécies distintas de micro-organismos 

em um grande número de amostras, de forma simultânea (SOCRANSKY et al., 1994).  Todas 

as etapas de processamento das amostras pela técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization  

foi realizada no Laboratório de Diagnóstico Odontológico Molecular do Departamento de 

Materiais Dentários e Prótese da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto/USP, conforme 
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inicialmente descrito por Socransky et al. (1994) e modificada por do Nascimento et al. (2010). 

Trinta e cinco espécies microbianas, incluindo bactérias colonizadoras primárias do 

biofilme oral e patógenos associados à doença periodontal/peri-implantar, e três espécies de 

Candida frequentemente encontradas na microbiota oral de indivíduos saudáveis e doentes 

foram selecionadas para serem alvo neste estudo: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 

Bacteroides fragilis, Capnocytophaga gingivalis, Campylobacter rectus, Escherichia coli, 

Eikenella corrodens, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Klebsiella 

pneumoniae, Lactobacillus casei, Mycoplasma salivarium, Pseudomonas aeruginosa, 

Pseudomonas putida, Peptostreptococcus anaerobius, Porphyromonas endodontalis, 

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella 

nigrescens, Parvimomas micra, Staphylococcus aureus, Strepetococcus gordonii, 

Strepetococcus mitis, Strepetococcus mutans, Strepetococcus oralis, Strepetococcus 

parasanguinis, Strepetococcus sanguinis, Strepetococcus salivarius, Strepetococcus sobrinus, 

Solobacterium moorei, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Veillonella parvula, 

Candida albicans, e Candida dubliniensis. 

3.5.3 Confecção das Sondas de DNA genômico 

O DNA genômico das espécies foram comprados da empresa ATCC (American Type 

Culture Collection, Virgínia, EUA). Os DNAs genômicos foram obtidos na forma liofilizada e 

ressuspendidos em solução tampão TE até uma concentração final de 0,25 µg/µL. A confecção 

das sondas genômicas das 35 espécies-alvo de detecção deste estudo foi realizada de acordo 

com o protocolo estabelecido pelo fabricante do marcador genômico (AlkPhos Direct Labelling 

and Detect System, GE Healthcare, Buc- kinghamshire, Reino Unido). O protocolo baseia-se 

na marcação de 100 ng do DNA genômico da espécie-alvo alvo, atingindo uma concentração 

final de 1 ng/µL. Em microtubos individuais, os DNAs foram diluídos  até uma concentração 

de 10 ng/µL, para um volume final de 10 µL de solução. Após a diluição, os DNAs foram 

desnaturados em água fervente por 5 minutos e  resfriados em gelo por 5 minutos. No gelo, 

foram adicionados os componentes do kit de marcação na seguinte sequência: 10 µL de 

Reaction buffer, 2 µL de Labelling reagent e 10 µL de Cross-linker solution (1:4). Os 

microtubos foram agitados para homogenização da solução constituída e incubados por 30 

minutos a 37°. Em seguida, foram estocados com glicerol (50% v/v) em -20ºC até o 

processamento laboratorial. 
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3.5.4 Reação de Hibridização 

A sensibilidade da técnica foi ajustada para permitir a observação de reações de 

hibridizações positivas para a presença de 105

 

e 106

 

células de cada uma das espécies 

microbianas propostas como alvo do estudo. Estas quantidades são utilizadas como padrões de 

referência para a quantificação dos micro-organismos presentes nas amostras de biofilme após 

as reações de hibridização. Neste contexto, foram preparados dois microtubos para serem 

utilizados como padrões de quantificação, contendo quantidades equivalentes a 105 ou 106 

células de cada uma das espécies-alvo. 

Previamente ao processamento, os microtubos contendo as amostras de biofilme dental 

e peri-implantar foram homogeneizados durante 3 minutos em um agitador de tubos (AP 56, 

Phoenix Luferco, Araraquara, Brasil) para a desagregação de todo o biofilme contido nos cones 

de papel, e na sequência, os cones foram todos removidos. Tanto os microtubos contendo as 

amostras de biofilme quanto os microtubos contendo as quantidades padrões de quantificação 

foram fervidos em temperatura de 95°C, durante 5 minutos, para a desnaturação das fitas de 

DNA e resfriados imediatamente em gelo por 5 minutos (Figura 6). 

Figura 6. Desnaturação das fitas de DNA (A) e resfriamento imediato em gelo (B). 

 
Fonte: Própria (2021). 

 

 As amostras desnaturadas do DNA dos biofilmes e padrões de quantificação, ainda 

resfriadas, foram aplicadas sobre uma membrana de nylon de 15 cm2, carregada positivamente 

(Hybond N+, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) e posicionada no aparelho 

Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA), específico para esta técnica de hibridização 

e que permite a disposição paralela e individualizada de 30 amostras de DNA genômico (28 

A B 
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amostras clínicas de biofilmes e os 2 padrões de quantificação 105 e 106 células de cada espécie-

alvo; Figura 7). 

 Cada amostra de biofilme e os padrões de comparação foram depositados no interior 

das canaletas com auxílio de pipetas automáticas de precisão.  Após 5 minutos, com o auxílio 

de uma bomba a vácuo conectada ao aparelho Minislot 30, a solução líquida remanescente foi 

totalmente removida e a membrana armazenada em estufa a 120°C (SX 1.2 DTME, Sterilifer 

Ind. e Com. Ltda., Diadema, SP, Brasil) por 20 minutos, para a fixação dos DNAs genômicos 

das amostras de biofilme e padrões de quantificação à membrana. 

Figura 7. A: Minislot 30 aberto com amostras para aplicação; B: Posicionamento da membrana de nylon sobre a 

placa do Minislot; C e D: Aplicação das amostras de DNA e os padrões de comparação 105  e 106;  E: 

Aparelho Minislot fechado para drenagem da solução líquida remanescente. 

  

  

 

 

Fonte: Própria (2021). 
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Após a fixação dos DNAs das amostras de biofilme e dos padrões de comparação, uma 

solução contendo NaCl 1 M (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e Blocking reagent 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) diluídos em 30 mL de Hybridization Buffer 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) foi preparada e aplicada sobre a membrana e 

embalada em um invólucro de plástico e pré-hibridizada no forno de hibridização em 63,5°C, 

durante 6 horas. 

Após a etapa de pré-hibridização, a membrana foi posicionada em um dispositivo de 

acrílico denominado Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) para aplicação das 

sondas marcadas. O dispositivo apresenta 45 canaletas individuais de hibridização, permitindo 

a aplicação simultânea de até 45 sondas distintas. Para tanto, a membrana foi posicionada de 

forma que as amostras de DNA previamente fixadas à membrana ficassem orientadas em um 

ângulo de 90º com as canaletas do Miniblotter 45, formando um xadrez (Checkerboard) no 

padrão de 30 (amostras de DNA e padrões 105

 

e 106) x 45 (sondas genômicas). Cada canaleta 

foi utilizada como uma câmara para reações de hibridização independentes. Foram aplicadas, 

individualmente no interior de cada canaleta, 160 µL de sonda genômica das 35 espécies- alvo. 

Após a aplicação das sondas, o Miniblotter 45 foi envolvido em filme de PVC e embalado em 

saco plástico para evitar o ressecamento da membrana. Todo o conjunto foi levado para a reação 

de hibridização no forno de hibridização em temperatura de 63,5°C, sob agitação suave, durante 

16 horas. 

Após a reação de hibridização, as membranas passaram por um processo de lavagem 

para remoção das sondas que não hibridizaram completamente (ligações inespecíficas entre os 

DNAs). Inicialmente, foram realizadas duas lavagens de 30 minutos cada, em 67,5°C, com 500 

mL de uma solução contendo Urea 2 M (Sigma Chemical Co.),  Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) 

0,1% (Sigma Chemical Co.), NaH2PO4 50 mM (pH=7; Sigma Chemical Co.), NaCl 150 mM 

(Sigma Chemical Co.), MgCl2 1mM (Sigma Chemical Co.) e Blocking Reagent (GE 

Healthcare). Adicionalmente, foram realizadas mais duas lavagens de 15 minutos, em 

temperatura ambiente, com 500 mL de uma solução contendo Tris 1 M (Sigma Chemical Co.), 

NaCl 2 M (Sigma Chemical Co.) e MgCl2 1M (Sigma Chemical Co.). Todas as lavagens foram 

realizadas sob agitação vigorosa, em forno de hibridização. 

A detecção dos sinais de hibridização provenientes do cruzamento dos DNAs das 

amostras de biofilme coletadas com os DNAs das sondas genômicas marcadas de cada uma das 

35 espécies-alvo foi realizada por meio de uma reação de quimiluminescência. Após as 

lavagens, foram aplicados 3 mL do reagente de detecção CDP-Star® (GE Healthcare, 
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Buckinghamshire, Reino Unido) sobre a membrana, deixando-o em contato com toda sua 

superfície durante 30 minutos, protegido da luz. Em seguida, o excesso do reagente de detecção 

foi removido e a membrana foi embalada com filme plástico de PVC para posterior exposição 

em cassete de autorradiografia. 

Cada membrana foi posicionada dentro de um cassete de autoradiografia (Hypercassete, 

Buckinghamshire, Reino Unido), em câmara escura, onde permaneceu em contato com um 

filme para autorradiografia (HyperFilm, GE Healthcare), durante 1 hora. Após esse período, os 

filmes expostos foram revelados e fixados em soluções de processamento radiográfico 

convencional (Kodak, Rochester, NY, EUA). Ao final, são obtidos filmes autorradiográficos 

onde podem ser observados os sinais positivos de hibridização nas regiões de intersecção entre 

as amostras e sondas cruzadas, caso ocorra o pareamento das cadeias de DNA, confirmando a 

presença de determinada espécie-alvo investigada. A Figura 8 representa uma reação de 

hibridização de uma membrana, na qual as linhas horizontais representam as 35 sondas 

marcadas e as linhas verticais representam as 28 amostras e os 2 padrões de quantificação (105 

e 106 células microbianas). 

Figura 8. Ilustração de uma reação de hibridização pelo método Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 

 
Fonte: Própria (2021). 

 

3.5.5 Análise dos dados clínicos e microbiológicos 

Após a obtenção dos filmes autorradiográficos com os sinais de hibridização, estes 
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foram fotografados e as imagens obtidas foram analisadas no software CLIQS – Core 

Laboratory Image Quantification Software (Totallab, Newcastle, Inglaterra), que possibilitou a 

determinação do número aproximado de células microbianas (contagem microbiana) presentes 

em cada amostra de biofilme avaliada, a partir da comparação da intensidade dos sinais de 

hibridização obtidos pela intersecção das amostras contra as sondas marcadas em relação à 

intensidade dos padrões contendo 105e 106 células de cada uma das 35 espécies-alvo. (Figura 

9). 

Figura 9. A: Imagem da membrana vista no software CLIQS 1D®; B: Delimitação das  canaletas em que foram 

aplicadas as sondas; C: Delimitação dos sinais de hibridização a serem quantificados; D: Comparação  dos sinais 
delimitados com os padrões contendo 105

 

e 106 células de cada espécie-alvo para obtenção dos resultados.

  

 
Fonte: Própria (2021). 
 

 A diversidade de espécies da microbiota dos implantes foi avaliada inicialmente 

medindo-se a abundância relativa de cada uma das espécies microbianas-alvo, e comparada 

com a microbiota presente nos dentes previamente à extração para reabilitação protética. Os 

índices de diversidade alfa, Shannon-Weaver e Simpson, foram utilizados para avaliar a 

composição das comunidades microbianas presentes nos biofilmes ao longo do tempo de 

investigação. E por fim, o coeficiente de similaridade de Jaccard, referente à diversidade beta, 

também foi utilizado para avaliar a variação na composição de espécies nos sítios ao longo do 

tempo.  

 Todos os dados referentes aos desfechos microbiológicos e clínicos registrados durante 

o período do estudo foram analisados com estatística descritiva e de inferência. Os resultados 

A B 

C D 
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dos desfechos microbiológicos foram apresentados como mediana, intervalo interquartil e 

valores máximo e mínimo. Os resultados dos desfechos clínicos foram apresentados como 

média e desvio-padrão da média. Considerando-se a presença de múltiplos fatores de variação 

e a dependência longitudinal dos dados, foi utilizado o modelo não-paramétrico de regressão 

linear mista Brunner and Langer nonparametric analysis of longitudinal data in factorial 

experiments (BRUNNER; LANGER, 1999). Desta forma, avaliou-se o efeito de cada um do 

fatores de variação (localização dos implantes, espécies-alvo e tempo) e suas interações sobre 

a formação da microbiota peri-implantar e indicadores clínicos, considerando-se cada 

participante voluntário do estudo como efeito aleatório para a análise. Este modelo estatístico 

utiliza os testes Wald-Type Statistic (WTS) e ANOVA-Type Statistic (ATS) para investigar a 

hipótese de ausência de interação entre os fatores de variação. O modelo estatístico Generalized 

Estimating Equations (GEE) foi utilizado para avaliar, por meio de múltiplas comparações, 

quais fatores de variação foram significantemente associados com cada tempo de avaliação. As 

diferenças de diversidade microbiana foram avaliadas por meio de ANOVA seguida do teste 

Tukey’s Honest Significant Difference (HSD). Análises de correlações entre a microbiota e os 

indicadores clínicos foram avaliados pelo teste Spearman`s rank correlation coefficient. As 

diferenças foram consideradas significantes para valores de p<0,05. Os dados foram analisados 

utilizando o software estatístico R (R. software 4.0.0; R Foundation for Statistical Computing, 

Viena, Áustria).  
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4. RESULTADOS 

De um total de 16 voluntários participantes incluídos na etapa inicial da pesquisa, 

somente 12 completaram o período avaliativo de 5 anos de funcão mastigatória das próteses 

implantossuportadas; quatro participantes não puderam ser contactados para as coletas dos 

períodos T2 e T3. A média de idade dos participantes foi de 60,14 (± 7,69) anos. Um total de 

180 amostras clínicas de biofilme, incluindo biofilmes periodontais e peri-implantares, foram 

avaliadas durante os três períodos de investigação (5 dentes/implantes x 12 indivíduos x 3 

períodos), resultando em um total de 6.300 reações de hibridização de DNA (x35 espécies 

microbianas). O conjunto de dados dos indicadores clínicos compreendeu um total de 360 

registros  (5 dentes/implantes x 6 sítios x 12 indivíduos).      

4.1 Contagem Microbiana Total 

 Os dados referentes à contagem microbiana total de micro-organismos consistiu na 

análise de um pool das 35 espécies-alvo propostas para serem investigadas no estudo. A 

contagem de células microbianas em cada biofilme foi realizada sem discriminar entre as 

diferentes espécies presentes, resultando, desta forma, em um indicador da carga microbiana 

total presente em cada amostra. A Figura 10 ilustra o efeito relativo do fator “tempo de coleta" 

sobre a contagem microbiana total considerando-se um intervalo de confiança de 95% e sem 

discriminar entre os diferentes sítios de coleta (5 implantes). O gráfico do tipo box plot  (A) 

representa a mediana, primeiro quartil, terceiro quartil e os valores mínimo e máximo 

registrados no baseline (T1), e após 4 (T2) e 5 (T3) anos de função dos implantes, 

respectivamente. Estes resultados indicam que as distâncias medidas aumentaram após o 

período de 4 anos, confirmando que o fator  tempo teve um efeito significante para o aumento 

da contagem total dos micro-organismos. O gráfico apresentado no lado direito (B), representa 

o intervalo de confiança de 95% das medianas, indicando o limite mínimo, o ponto-estimado e 

o limite máximo para cada um dos 3 períodos de investigação. A mediana aumenta 

significantemente após o período de 4 anos, indicando que quanto maior o período de avaliação 

maior a contagem de micro-organismos presente nas amostras. O efeito relativo do fator tempo 

foi avaliado por meio dos testes estatísticos Wald-Type Statistics  (WTS) e ANOVA-Type 

Statistics (ATS); ambos demonstraram efeito significante do fator tempo sobre a contagem total 

de micro-organismos, com valores de p 1,89x10-6 e 8,59x10-7, respectivamente. Os testes 

complementares de múltiplas comparações corrigidos por Bonferroni mostraram diferenças 

significantes entre as contagens registradas para os períodos de 4 e 5 anos (WTS/ATS: p= 

1,22x10-5).  
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Figura 10. Efeito relativo do fator “tempo de coleta" sobre a contagem microbiana total. Em A, gráfico box plot 

representando a mediana, primeiro quartil, terceiro quartil e valores mínimo e máximo registrados no baseline 

(T1), T2 e T3. Em B, representação do intervalo de confiança de 95% das medianas. 

  

Fonte: Própria (2021). 

 

A Figura 11 ilustra a contagem microbiana total registrada nos 3 períodos de 

investigação considerando-se os 5 diferentes sítios (implantes) de coleta de amostras. Os 

gráficos do tipo box plot e de intervalo de confiança de 95% das medianas estão representados 

pelas letras A e B, respectivamente. Os testes estatísticos mostraram não haver efeito 

significante do fator “sítio de coleta” (WTS: p= 0,9815; ATS: 0,9787). Também não foi 

encontrada uma interação estatística entre os fatores “sítios" e “tempo” (WTS: p= 0,8209; ATS: 

p= 0,8531). Diferentemente, o fator tempo foi altamente significante para o aumento da 

contagem microbiana, conforme comprovado pelos testes estatísticos WTS (p= 4,06x10-24) e 

ATS (p= 4,06x10-24). O intervalo de confiança de 95% das medianas (B) comprova que a 

contagem aumentou após o período de 4 anos, independentemente do sítio de coleta do 

bioiflme.  
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Figura 11. Contagem microbiana total nos três períodos de investigação. A: gráfico Box Plots com os 5 

diferentes sítios de coleta das amostras. B: graáfico com efeito relativo e intervalo de confiaça de 95%. 

 

Fonte: Própria (2021). 

 

4.2 Contagem Microbiana Individual 

Os testes estatísticos aplicados considerando-se o aspecto multi-fatorial do estudo 

mostraram um efeito significante do fator “espécies de micro-organismos”. Tanto o teste WTS 

quanto o teste ATS indicaram uma forte interação entre as espécies e o fator tempo, com valores 

de p de 5,92x10-323 e 2,16x10-69, respectivamente. Os efeitos relativos do fator tempo e espécie 

foram, respectivamente, p= 2,00x10-16 e p= 0,0001. O modelo estatístico Generalized 

Estimating Equations (GEE) foi aplicado para avaliar a significância dos efeitos dos fatores de 

variação investigados, considerando-se o aspecto longitudinal e dependência dos dados. Das 35 

espécies-alvo investigadas no estudo, 19 espécies apresentaram contagens aumentadas no 

período de 5 anos (T3). Os valores das contagens microbianas individuais e a significância para 

cada uma das 35 espécies investigadas estão representados na Figura 12. Não foram encontradas 

diferenças significantes comparando-se as espécies entre os períodos baseline (T1) e 4 anos 

(T2); p> 0,05. As espécies patogênicas mais comumente encontradas nas doenças 

periodontais/peri-implantares foram observadas em níveis elevados no período de 5 anos 

(mediana, x105 células): P. gingivalis (4,89; p= 2,11x10-6), T. forsythia (4,90; p= 5,30x10-11), e 

T. denticola (4,97; p= 0,0035). Outras espécies relevantes e frequentemente encontradas nas 

condições de doenças peri-implantares foram também observadas em níveis elevados no 

período de 5 anos: P. intermedia (5,10; p= 0,0246), F. nucleatum (6,20; p< 2,00x10-16), e A. 
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actinomycetemcomitans (6,34; p= 2,84x10-12). As medianas (valores mínimos e máximos; x105 

células) variaram de 2,74 (mínimo: 0; máximo: 15,77) a 3,93 (mínimo: 0; máximo: 6,67). 

Figura 12. Os valores das contagens microbianas individuais e a significância para cada uma das 35 espécies 

investigadas 

 
Fonte: Própria (2021). 

4.3 Diversidade e Similaridade das Comunidades Microbianas 

A diversidade dos biofilmes investigados foi representada pela abundância relativa das 

espécies presentes em cada amostra e pelos índices de diversidade alfa Shannon e Simpson. 

Todos os dados de diversidade estão representados na Figura 13. As maiores abundâncias 

relativas foram encontradas nas amostras coletadas no período de 5 anos, independentemente 

do sítio de investigação (p= 1,32x10-11). Todas as espécies-alvo apresentaram valores 

moderados a alto de abundância relativa. Os maiores valores (média de abundância relativa > 

70%) registrados no período T3 foram para as espécies A. actinomycetemcomitans, F. 

nucleatum e P. melaninogenica. De uma forma geral, o valor médio de abundância relativa das 

espécies no período de 5 anos foi de 61,4%. A abundância relativa das espécies no período T2 

(4 anos) foi maior do que no período baseline (T1), porém, sem diferença significante (p>0.05). 
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Corroborando com os resultados de abundância relativa, o teste ANOVA seguido de Tukey 

HSD confirmou que a diversidade alfa, avaliada pelos índices de Shannon e Simpson, foi maior 

no período e 5 anos de investigação (p= 3,60x10-11 e p= 0,0152 para Shannon e Simpson, 

respectivamente). Os valores do índice Shannon variaram de 3,47 a 3,55, indicando alta 

diversidade para todas as amostras, independentemente dos tempos e amostragem. Da mesma 

forma, os valores de índice Simpson também foram altos, variando de 0,96 a 0,97, com um 

valor médio de 0,96. Estes resultados de grande diversidade sugerem que não existem espécies 

dominantes na microbiota dos participantes do estudo em nenhum dos tempos investigados.  

Figura 13. Representação da abundância relativa das espécies (A),  índice de diversidade Shannon (B) e índice 

de diversidade de Simpson (C) 

 

Fonte: Própria (2021). 

O número de espécies compartilhadas entre as amostras e suas abundâncias relativas 

foram avaliadas usando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard (diversidade beta). 

Baseando-se nas métricas de Jaccard, diferentes padrões de similaridade e dissimilaridade 

foram observados analisando-se as amostras nos diferentes tempos (Figura 14). Foram 

encontradas diferenças significantes na composição e estrutura das comunidades microbianas 

ao longo do tempo. A microbiota peri-implantar após 5 anos de função mastigatória não 

apresentou similaridades com as microbiotas encontradas nas amostras do baseline e 4 anos. 

De forma geral, os dados comparativos de similaridade foram os seguintes: T1-T2 (63%); T1-

T3 (43%); e T2-T3 (53%). A similaridade das comunidades microbiana reduziu ao longo do 

tempo; após 5 anos de função (T3), a microbiota dos implantes compartilhou menos do que a 

metade das espécies presentes nos dentes no baseline. Os colonizadores inicias do biofilme, 

pertencentes ao gênero Streptococcus spp. e os colonizadores tardios, principalmente 
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representados por gêneros Gram-negativos (incluindo patógenos periodontais como P. 

gingivalis, T. forsythia, T. denticola, e A. actynomycetemcomitans) foram encontrados em 

maiores abundâncias após o período de 5 anos. Não foram encontradas diferenças significantes 

na microbiota comparando-se os diferentes sítios dos implantes (variaram de 90% a 99%). 

Figura 14. Padrões de similaridade e dissimilaridade de Jaccard. 

 
Fonte: Própria (2021). 

4.4 Indicadores Clínicos e Correlação com os Achados Microbiológicos 

Não foram observadas ou reportadas complicações clínicas ao longo do tempo de 

investigação do estudo. Não foram detectados sinais de infeção bacteriana localizada, mucosite 

ou peri-implantite. De uma forma geral, os cuidados de higiene pessoal dos participantes foram 

considerados satisfatórios. Os valores das medianas, intervalo interquartil, valores mínimo e 

máximos para os indicadores de profundidade à sondagem (mm), sangramento à sondagem (%) 

e reabsorção óssea marginal (mm) dos dentes e implantes estão representados na Figura 15. Os 

valores de profundidade à sondagem registrados para os dentes e implantes ao longo do estudo 

foram compatíveis com a condição de saúde dos tecidos suporte. Os valores médios, nos tempos 

T1 e T2, variaram de 3,04 ± 0,92 mm para os dentes e 1,74 ± 0,45 mm para os implantes. Os 

valores médios de porcentagem de sangramento à sondagem foram 81,66% para os dentes e 

63,33% para os implantes após 5 anos. A perda óssea total (mm, ± desvio-padrão) ao redor dos 
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implantes após 5 anos foi de 1,39 ±0,73. O valores de significância estatística para as 

comparações entre os períodos foram registrados como seguem: Profundidade de Sondagem: 

T1-T2: p= 1,30x10-6; T1:T3: p= 0,0006; T2-T3: p= 1,27x10-8; Sangramento à Sondagem: T1-

T2: p= 0,0005; T1-T3: p= 0,0111; T2-T3: p= 0,89; Reabsorção Óssea Marginal T2-T3: p= 

0,038). 

Figura 15.  Valores das medianas, intervalo interquartil, valores mínimo e máximos para os indicadores de 
profundidade à sondagem (mm) (A), sangramento à sondagem (%) (B) e reabsorção óssea marginal (mm) dos 

dentes e implantes (C). 

 

Fonte: Própria (2021). 

 O teste de correlação de Spearman (Spearman`s rank correlation test) foi aplicado para 

analisar a associação entre a contagem microbiana e os indicadores clínicos após 5 anos. 

Nenhum dos indicadores clínicos apresentaram correlação significante com a microbiota 

encontrada: Profundidade de Sondagem (R= 0,26; p= 0,23), Sangramento à Sondagem (R= -

0,31; p= 0,14), e Reabsorção Óssea Marginal (R= 0,28; p= 0,21).  
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5. DISCUSSÃO 

 

A instalação imediata de implantes com carregamento imediato tem sido utilizada de 

forma bastante previsível em indivíduos com histórico de doenças periodontais, e a maioria dos 

estudos na literatura relatam altas taxas de sobrevivência, confirmando que os implantes são 

osseointegrados com sucesso e mantidos na cavidade oral (MALÓ et al., 2014; 

CHRCANOVIC; MARTINS; WENNERBERG, 2015). Entretanto, ainda são bastante escassos 

na literatura estudos com um maior período de acompanhamento avaliando as mudanças 

microbianas que podem ocorrer ao longo do tempo nestes indivíduos, e qual o potencial impacto 

da composição das comunidades bacterianas nos indicadores clínicos e sucesso em longo prazo 

do tratamento reabilitador com próteses implantossuportadas. A disbiose da microbiota oral, 

comumente caracterizada pela perda da diversidade dos micro-organismos e crescimento 

excessivo de espécies potencialmente patogênicas, tem sido considerado o principal fator 

etiológico da peri-implantite (KRÖGER et al., 2018). 

Embora o mecanismo pelo qual a disbiose ocorre nos casos de peri-implantite ainda não 

seja totalmente esclarecido, a compreensão das interações dinâmicas entre a microbiota 

instalada e os tecidos de suporte periodontal/peri-implantar do hospedeiro ao longo do tempo 

são cruciais para se reduzir os riscos relacionados aos potenciais desequilíbrios microbianos e 

para alcançar modelos previsíveis de diagnóstico e tratamento. Portanto, o objetivo deste estudo 

clínico longitudinal foi investigar prospectivamente a microbiota oral formada ao redor de 

implantes dentários pilares de reabilitações totais mandibulares fixas em indivíduos com 

história prévia de periodontite crônica, e avaliar como esta microbiota se correlaciona com os 

indicadores clínicos após 5 anos de carga funcional. 

A hipótese testada neste estudo foi rejeitada, uma vez que os resultados demonstraram 

que a microbiota observada nos dentes remanescentes no início do estudo, previamente às suas 

extrações, foi significantemente diferente da microbiota presente nos implantes após 5 anos de 

função mastigatória; ou seja, houve uma grande alteração no perfil microbiano ao longo do 

tempo do estudo. As contagens microbianas (totais e individuais) e as comunidades de espécies 

presentes  ao redor dos implantes dentários permaneceram semelhantes às encontradas no início 

do estudo (dentes remanescentes) até o período de análise de 4 anos. Após o período de 

avaliação de 5 anos, tanto as contagens quanto as diversidades microbianas aumentaram 

significantemente.  As espécies bacterianas consideradas como principais patógenos para a 

doença periodontal/peri-implantar, T. denticola, F. nucleatum, P. gingivitis e A. 

actinomycetemcomitans, foram encontradas em altos níveis e abundância, sugerindo que a 



76 ‖ Discussão 

história anterior de periodontite tem um impacto relevante na determinação da formação da 

microbiota peri-implantar tardia, e que as contagens de micro-organismos podem aumentar 

quanto mais tempo os implantes estiveram em função, conforme reportado previamente (LEE 

et al., 1999; SMITH et al., 2017). Vários estudos têm demonstrado que a peri-inplantite tem 

sua frequência maior de aparecimento a partir do quinto ano de carga funcional, com pico de 

incidência após o 7º ano em pacientes com comprometimento periodontal (DERKS, 2012; 

SANZ; CHAPPLE, 2012; DERKS; TOMASI, 2015; TOMASI; PANDOLFI et al., 2020). 

Ainda, pacientes que apresentam mais de 4 implantes em um tratamento reabilitador têm maior 

probabilidade de desenvolver a peri-implantite (DERKS et al., 2016;PANDOLFI et al., 2020). 

Portanto, os resultados microbiológicos do presente estudo estão em consonância com os dados 

reportados na literatura, confirmando que essas alterações no perfil microbiológico observadas 

ao longo do tempo podem estar envolvidas na progressão das doenças peri-implantares e podem 

representar um risco potencial para o sucesso em longo prazo dos implantes dentários 

(RENVERT; QUIRYNEN, 2015). Outro dado relevante do estudo e que pode justificar o não 

aparecimento de reações inflamatórias clínicas nos participantes deste estudo, ao contrario do 

que é frequentemente reportado pela literatura, foi que a diversidade microbiana também 

aumentou significantemente ao longo do tempo, o que pôde ter inibido o crescimento excessivo 

dos micro-organismos patogênicos, ao mesmo tempo em que favoreceu a manutenção do 

equilíbrio da microbiota peri-implantar. Nesse estudo, a microbiota instalada não foi capaz de 

refletir em mudanças clínicas ao longo do tempo; todos os participantes não apresentaram sinais 

de infecção/inflamação e os dados dos indicadores clínicos durante todo o período experimental 

foram compatíveis com uma situação de saúde dos tecidos de suporte. Não foram encontradas 

correlações significantes entre os achados microbiológicos e os indicadores clínicos de 

progressão da mucosite ou peri-implantite. Dentro das condições estabelecidas neste estudo, os 

resultados observados sugerem que a presença de espécies microbianas potencialmente 

patogênicas para a doença periodontal/peri-implantar, em níveis moderados a altos, não está 

necessariamente associada ao desenvolvimento de doenças peri-implantares e falha dos 

implantes, conforme observado em outros estudos similares da literatura (SBORDONE et 

al.,1999; GRAETZ et al., 2018). 

Os dados preliminares deste estudo de indivíduos com história prévia de periodontite 

crônica, relativos à avaliação por um período curto de 8 meses, demonstraram que a microbiota 

peri-implantar nos estágios iniciais de carga funcional era composta, principalmente, por 

bactérias Gram-positivas pertencentes ao gênero Streptococcus e espécies Gram-negativas 
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pertencentes aos gêneros Veillonella, Porphyromonas e Prevotella. Algumas espécies 

consideradas periodontopatogênicas, T. denticola, F. nucleatum, P. gingivalis e A. 

actinomycetemcomitans, também foram observadas, porém em níveis reduzidos a moderados 

(GOMES et al., 2017). Nesse curto período de investigação, concluímos que a microbiota dos 

implantes dentários era bastante semelhante àquela encontrada nos dentes remanescentes 

extraídos para a colocação dos implantes, apresentando padrões microbianos de uma microbiota 

saudável. A literatura tem demonstrado que espécies comensais e patogênicas podem estar 

presentes em níveis moderados ou altos, mesmo em biofilmes iniciais e condições de saúde 

(DO NASCIMENTO et al., 2015; DE OLIVEIRA SILVA et al., 2020), confirmando que a 

microbiota presente nos dentes remanescentes influencia significantemente a formação de uma 

nova microbiota, mesmo que os dentes sejam previamente removidos para a instalação dos 

implantes.  Os resultados desta avaliação de 5 anos sugerem que tanto a microbiota dos dentes 

remanescentes quanto o tempo de carregamento dos implantes podem ter um impacto relevante 

na formação da microbiota peri-implantar de indivíduos com histórico de doenças periodontais. 

Em outras palavras, o fator tempo pode determinar até que ponto a microbiota dos dentes 

remanescentes pode consolidar o biofilme formado ao longo do tempo. Portanto, parece 

extremamente relevante prevenir o desequilíbrio da microbiota oral, nestes indivíduos com 

histórico de doença periodontal prévia, por meio da modulação do crescimento excessivo das 

espécies patogênicas com medidas de controle do biofilme. A presença de sulcos gengivais 

profundos favorece a proliferação de espécies anaeróbias e a literatura destaca a importância de 

protocolos de higiene de suporte na manutenção de implantes para estes indivíduos com 

histórico de doenças periodontais (SMITH et al., 2017). De acordo com estudos prévios, o 

aumento da profundidade do sulco peri-implantar está fortemente correlacionado com 

mudanças do perfil microbiano, podendo resultar no aumento dos níveis de disbiose (KRÖGER 

et al., 2018). Em nosso estudo, realizamos um protocolo de higiene de suporte durante todo o 

tempo experimental e os participantes  foram inseridos no programa da instituição onde são 

chamados a cada 6 meses para profilaxia da prótese e instruções para continuar a manutenção 

da terapia de higiene. Provavelmente, o programa de higienização aplicado foi o responsável 

por manter a alta diversidade microbiana e equilíbrio da microbiota ao longo do tempo, o que 

pode ter impactado positivamente na saúde dos tecidos peri-implantares. Independentemente 

dos níveis elevados de espécies patogênicas após 5 anos de carregamento, a alta abundância de 

várias espécies comensais (microflora normal) inibiu a proliferação das espécies patogênicas, 

impedindo o desequilíbrio da microbiota e desenvolvimento de doenças dos tecidos de suporte. 

Micro-organismos comensais e patogênicos são comumente encontrados abrigando a cavidade 
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oral em uma capacidade simbiótica; os comensais atuam como barreiras bloqueando a adesão 

de espécies patogênicas às superfícies mucosas (AVILA; OJCIUS; YILMAZ, 2009). Após o 

período experimental de 5 anos, o valor médio da profundidade de sondagem dos implantes 

nesta investigação mostrou-se inferior a 1,8 mm, compatível com a situação de saúde peri-

implantar. 

Outro fator relevante e que pode ter contribuído para o não desenvolvimento de doenças 

inflamatórias nos tecidos ao longo do tempo foi o tipo de conexão dos implantes utilizados. Em 

nosso estudo, todos os participantes foram reabilitados com implantes e conexões internas do 

tipo Cone Morse, que  apresentam uma melhor adaptação da interface implante-conector 

protético e diminuem a infiltração de fluidos e nichos de proliferação bacteriana (DO 

NASCIMENTO et al., 2012; AL-JADAA et al., 2015; GHERLONE et al., 2016). Implantes de 

conexão interna apresentam diminuição do infiltrado bacteriano quando comparados aos 

implantes de conexão externa (DIBART et al., 2005; VERDUGO et al., 2014). Isto pode ter 

influenciado positivamente os resultados clínicos encontrados ao longo do estudo. 

Apesar dos avanços desta pesquisa e das informações relevantes obtidas, esta 

investigação também apresentou algumas limitações. Uma lacuna deste estudo foi não avaliar 

as amostras de biofilme dos dentes remanescentes antes da terapia periodontal de suporte, 

realizada previamente ao tratamento cirúrgico e reabilitador. Também, não investigamos as 

amostras de biofilme formado sobre as próteses maxilares dos participantes. A amostragem 

desses sítios poderia contribuir com informações importantes sobre a microbiota patogênica 

envolvida na perda dos elementos dentários pela periodontite, e também estabelecer um 

parâmetro de comparação adicional com os achados microbiológicos ao longo do tempo. De 

acordo com a literatura, a microbiota dos dentes remanescentes atua como fonte de espécies 

patogênicas e influenciam diretamente na microbiota dos implantes (ONG et al., 2008). Os 

resultados do nosso estudo, provavelmente também refletem uma translocação de micro-

organismos presentes no biofilme formado sob as estruturas das próteses superiores e mucosa 

de suporte. A mucosa oral é considerada um reservatório de bactérias em pacientes totalmente 

desdentados que podem ser transferidos aos implantes posteriormente (MOMBELLI et al., 

1988; DANSER et al., 1994; DEVIDES; FRANCO, 2006; KOCAR; SEME; HREN, 2010). 

Além disso, não investigamos o efeito da variação interpessoal nas contagens microbianas e na 

diversidade da microbiota; dados sobre essas questões podem ser relevantes, uma vez que a 

literatura descreve que a variação interpessoal influencia a composição geral da microbiota (YU 

et al., 2019). Outra limitação está relacionada ao método molecular usado para identificar e 
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quantificar as espécies-alvo. A técnica de hibridização Checkerboard DNA-DNA hybridization 

permitiu a avaliação de um grande número de espécies microbianas, desde as formadoras 

iniciais do biofilme até as espécies relacionadas às doenças periodontais/periimplantares; mas 

a metodologia possui um limite de detecção de células, que deve ser maior do que 104 micro-

organismos, e também podem ocorrer reações cruzadas entre espécies com material genético 

muito semelhante. Neste estudo, a sensibilidade foi ajustada para detectar quantidades de DNA 

correspondentes a 105 e 106 células, mantendo especificidade suficiente para discriminar entre 

os diferentes gêneros. Os sinais de hibridização equivalentes a 104 células não foram detectados 

ou reproduzidos. 

Considerando os resultados desta investigação longitudinal de 5 anos, podemos supor 

que a reversão da microbiota peri-implantar para um perfil compatível com a condição de 

doença dos tecidos peri-implantares pode ocorrer de forma lenta e pode não se refletir nos 

indicadores clínicos, provavelmente devido ao impacto relevante de um protocolo efetivo de 

manutenção da higiene oral. Os resultados também confirmam a relevância das terapias de 

higiene para a manutenção do controle do biofilme oral em longo prazo, principalmente nas 

reabilitações de arco total, uma vez que um estudo recente mostrou que 1/3 dos indivíduos com 

histórico de periodontite e reabilitados com este tipo de prótese, assim como 1/5 de todos os 

implantes instalados, foram diagnosticados com peri-implantite (KORDBACHEH 

FINKELSTEIN; PAPAPANOU, 2019). Estudos adicionais, envolvendo um maior número de 

participantes e incluindo períodos de tempo mais longos de avaliação, podem ajudar a entender 

esses achados, investigando se as mudanças presentes no perfil microbiano ao longo do tempo 

podem se refletir nos indicadores clínicos de sucesso e sobrevivência dos implantes. 
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6. CONCLUSÕES 

 A microbiota peri-implantar apresentou um perfil microbiano semelhante à microbiota 

presente nos dentes previamente às extrações até o período de 4 anos de carga funcional. Após 

5 anos em função, alterações microbianas significantes ocorreram, resultando em um aumento 

das contagens microbianas (totais e individuais), e um aumento dos níveis de abundância e 

diversidade das espécies. No entanto, as alterações microbianas quantitativas e qualitativas não 

resultaram em disbiose da microbiota e não influenciaram os resultados clínicos. 
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