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RESUMO   

 

A periimplantite é caracterizada como uma alteração patológica dos 

tecidos ao redor dos implantes osseointegrados. A espectroscopia FTIR 

fornece informações moleculares por meio de fenômenos ópticos observados 

pela vibração de suas moléculas, e sendo empregada em estudos biológicos 

para a caracterização das alterações e como uma forma de diagnóstico. No 

entanto são escassos os estudos que usem este tipo de análise associada a 

periimplantite. Objetivou-se avaliar através da espectroscopia FTIR a doença 

periimplantar e foram analisadas as regiões de fingerprint de 800 - 2000 cm –1. 

Então foram avaliadas 40 amostras de saliva, sendo 18 do grupo controle (C) e 

22 amostras do grupo periimplantite (P). Avaliou-se os dados clínicos como 

índice de placa (IP), índice gengival (IG), profundidade de sondagem (PS), e 

nível de inserção (NI). A análise da saliva foi realizada através do método 

FTIR/ATR, para aquisição dos espectros relevantes e análise biomolecular de 

cada um deles. Os resultados dos parâmetros clínicos demonstraram diferença 

estatística quando comparado os dois grupos; com exceção do índice de placa 

(IP).  Na análise com FTIR/ATR, os componentes principais revelaram nove 

bandas como sendo as mais significativas. O modelo da classificação PLS-DA 

com cinco componentes foi observado com uma precisão de 81%. As maiores 

vibrações observadas pelo gráfico de Box Plot relacionam-se aos modos 

vibracionais de ácidos graxos, histidina, éster de lipídeos, ácidos nucléicos, 

triptofano. As maiores alterações vibracionais estão relacionadas a marcadores 

inflamatórios. Conclui-se que a espectroscopia FTIR provê características 

moleculares importante das amostras e que os resultados somados aos dados 

clínicos mostram uma efetividade do uso desta ferramenta no diagnóstico da 

doença.  

 

 

Palavras-chave: Peri-implantite, Espectroscopia infravermelho transformada de 

Fourier, Análise Espectral. 



  

 

 ABSTRACT 

 

 Peri-implantitis is characterized as a pathological change in the tissues 

around osseointegrated implants. FTIR spectroscopy provides molecular 

information through optical phenomena observed by the vibration of its 

molecules, and is used in biological studies to characterize changes and as a 

form of diagnosis, however, there are few studies that use this type of analysis 

associated with peri-implantitis. The objective was to evaluate peri-implant 

disease using FTIR spectroscopy and the fingerprint regions of 800 - 2000 cm –1 

were analyzed. Then, 40 saliva samples were evaluated, 18 from the control 

group (C) and 22 samples from the peri-implantitis group (P). Clinical data such 

as plaque index (PI), gingival index (GI), probing depth (PS), and insertion level 

(NI) were evaluated. Saliva analysis was performed using the FTIR/ATR 

method, to acquire the relevant spectra and biomolecular analysis of each of 

them. The results of the clinical parameters demonstrated a statistical difference 

when comparing the two groups; in excess of the plaque index (IP). In the 

FTIR/ATR analysis, the main components revealed nine bands as being the 

most significant. The largest vibrations observed by the Box Plot graph are 

related to the vibrational modes of fatty acids, histidine, lipid esters, nucleic 

acids, tryptophan. The five-component PLS-DA classification model was 

observed with an accuracy of 81%. It is concluded that FTIR spectroscopy 

provides important molecular characteristics of the samples and that the results 

added to clinical data show the effectiveness of using this tool in diagnosing the 

disease. 

. 

 

 

 

Keywords: Peri-implantitis, Fourier transform infrared spectroscopy, Spectral 

Analysis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A saliva é composta por água (99%) e uma variedade de íons 

inorgânicos como, por exemplo, o potássio (K++), cálcio (Ca+), magnésio 

(Mg2+), cloro (CL), bicarbonato (HCO3-), dihidrogenofosfato (H2PO4
-), ácido 

fosforoso (HPO2) e proteínas (imunoglobulinas, muco, ureia, ácido úrico) que 

formam a porção restante (Katsani e Sakellani, 2019). Tendo como principal 

função de lubrificar e diluir o alimento (facilitando a mastigação, gustação e a 

deglutição), além de proteger contra bactérias e umedecer a cavidade bucal 

(Marsh et al., 2015). Mais de 700 microrganismos também foram encontrados 

na cavidade bucal que podem estar relacionados à saúde bucal e outras 

doenças periodontais e sistêmicas (Zhang et al., 2013). Foi sugerido que o 

microbioma oral humano contribui com mais de 2.000 proteínas microbianas de 

mais de cinquenta gêneros bacterianos (Lamont et al.,2018, Katsani e 

Sakellani, 2019). Os biomarcadores salivares têm sido sugeridos como  

adequados para triagem regular e detecção precoce de muitas condições como 

alguns tipos de cânceres (ovário, pâncreas, mama e de boca), alguns graus de 

demência como Alzheimer (Lopes et al., 2016., Sugimoto et al., 2010). 

 Atualmente a espectroscopia surgiu como uma das principais 

ferramentas para aplicação biomédica e com grande uso e progresso no 

campo da avaliação clínica (Movasaghi et al., 2008). A espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) funciona através da 

mensuração da absorção da radiação infravermelha (Naseer et al., 2020). 

Sendo uma técnica espectroscópica vibracional que pode ser usada para 

sondar as mudanças moleculares associadas aos tecidos. O método é 

empregado para encontrar formas mais conservadoras de análise para medir 

as características dentro do tecido e das células, faz a análise das atribuições 

dos grupos funcionais, tipos de ligação e conformações moleculares 

(Movasaghi et al., 2008). Essa técnica é particularmente atraente para análise 

de biofluidos, uma vez que são fáceis de aplicar, necessitam pouca preparação 

da amostra e são adaptáveis a vários fluídos corporais. Reduz potencialmente 

o tempo de análise e alivia a espera pelo resultado (Parachalil et al., 2020). 
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Essas técnicas espectroscópicas vibracionais são relativamente simples, 

reproduzíveis, não destrutivas para o tecido e são necessárias pequenas 

quantidades de material (de microgramas a nanogramas) com uma preparação 

mínima da amostra que pode ser analisada. As bandas espectrais nos 

espectros vibracionais são específicas da molécula e fornecem informações 

diretas sobre sua composição, sendo uma ferramenta para detecção de 

doenças e seu acompanhamento (Movasaghi et al., 2008). 

Nas últimas décadas, a colocação de implantes dentários tornou-se um 

procedimento de rotina na reabilitação oral. No entanto, o número de 

pacientes/implante afetado por doenças periimplantares está aumentado. 

Como não existem conceitos estabelecidos e previsíveis para o tratamento da 

periimplantite, a prevenção primária é de fundamental importância. O 

diagnóstico precoce e o manejo da mucosite é considerado uma medida 

preventiva para o aparecimento da periimplantite (Scarano et al., 2020). 

Sendo assim, o principal objetivo deste estudo foi identificar os perfis 

salivares  que apresentam maior alteração e qual a sua importância em relação 

á doença periimplantar, com a análise da saliva e o uso do FTIR/ATR.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Tecnologias Fotônicas  

 

 A prevalência de doenças está aumentando rapidamente devido a 

fatores que incluem genética, mudanças no estilo de vida, câncer e vários tipos 

de agentes infecciosos de evolução rápida. Atualmente, muitos tipos de testes 

presuntivos e confirmatórios estão sendo usados em todo o mundo para 

identificar indivíduos em risco e diagnosticar doenças específicas usando 

fluidos corporais (Naseer et al., 2020). 

Com os avanços no sentido de buscar técnicas mais eficientes e efetivas 

no diagnóstico de doenças, a análise espectroscópica de fluido biológico como 

o sangue, saliva, urina, trazem inúmeras vantagens aos pacientes, acarretando 

um melhor prognóstico e uma diminuição na mortalidade (Bel´skava e Sarf, 

2021). 

Na biópsia óptica é utilizada a tecnologia fotônica, onde ocorre uma 

interação entre a luz e a matéria, sendo esta estabelecida pela teoria 

eletromagnética de Maxwell, mais conhecida como técnica de espectroscopia. 

Esta é definida como a interação da radiação eletromagnética com a matéria, 

sendo um dos seus principais objetivos a determinação dos níveis de energia 

dos átomos ou moléculas.  De maneira direta, são obtidas as diferenças entre 

estes níveis de energia a partir de medidas que determinam as posições 

relativas dos níveis energéticos. No caso das moléculas, a região espectral 

onde estas transições são observadas depende do tipo de níveis energéticos 

envolvidos: eletrônicos, vibracionais e/ou rotacionais. Assim as vibrações 

moleculares podem ser medidas por diferentes técnicas como a espectroscopia 

de Raman e espectroscopia de absorção no Infravermelho, ou através da 

análise da “nuvem” eletrônica como a espectroscopia de absorção Eletrônica e 

a espectroscopia de Fluorescência (Naumann, 2001; Kuzmanny et al., 2009). 
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2.2. Espectroscopia de Absorção no Infravermelho por Transformada de 

Fourier  

 

O espectro no infravermelho médio (4000-400 cm−1) é a região de 

principal interesse para aplicações biomédicas. Isso compreende a chamada 

região de impressão digital, exibindo bandas de absorção característica para 

lipídios, proteínas, amida I/II, carboidratos e ácidos nucléicos (Balan et al., 

2019;De Carvalho et al., 2018). Semelhante à espectroscopia Raman, a 

espectroscopia de infravermelho fornece “impressão digital bioquímica 

completa” de amostras por meio das características espectrais. A 

espectroscopia infravermelho (IR) pode ser realizada usando o modo 

tradicional de “transmissão direta” ou o modo ATR (reflexão total atenuada) 

sensível à superfície, ou o modo de refletância difusa (ERD) (Provasi et 

al.,2016). 

O desenvolvimento da técnica utiliza um feixe de infravermelho incidente 

na amostra, ocorrendo assim á absorção em contato com o material, sendo 

expresso em forma de vibração molecular. Estas vibrações trazem 

características químicas da amostra. Pode haver vários tipos de vibrações 

moleculares que irão caracterizar uma infinidade de moléculas, podendo ser 

caracterizadas como um agrupamento vibracional, deformações vibracionais e 

torções ou estruturas vibracionais. São apresentados na Figura 1 os modelos 

vibracionais relatados. 
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Figura 1: Exemplos dos modelos vibracionais 

                                      Fonte: Adaptado de Yu et al.,2009 

 

 

Há vários tipos de ligações entre os átomos podendo ser simples, duplas 

ou triplas, o que as difere é quanto a diferença de energia e massa que os 

átomos estão conectados. As bandas observadas na região espectral 

apresentam as classes de substâncias presentes na amostra (Kuzmany, 2009). 

Na figura 2 é possível observar o funcionamento do espectrofotômero por  

transformada de Fourier.  
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Figura 2: Demonstração do funcionamento do aparelho de FTIR  

Fonte: UNESP (Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho) 

 

O FTIR possui como o principal elemento óptico o interferômetro de 

Michelson (Kuzmany, 2009), que seriam dois espelhos, sendo eles o fixo e o 

móvel, além de um divisor de feixe, este transmite a radiação incidente entre os 

dois espelhos. Os espelhos refletem os feixes para o divisor e se recombinam, 

tanto de forma construtiva quanto destrutiva, a soma de todas estas interações, 

tem como resultado o sinal chamado interferograma. Assim é aplicada a 

transformada de Fourier que é uma operação matemática que converte os 

dados obtidos no interferômetro em um espectro que relaciona intensidade x 

número de onda (Pavia et al., 2015). O interesse de se usar a espectroscopia 

FTIR para diagnóstico é obter informações sobre a estrutura, composição 

química e molecular da amostra (Kumar; Srinivasan; Nikolajeff, 2018). 

A estrutura e função molecular estão associadas e possuem papel 

importante na bioquímica celular como no caso das proteínas. As alterações 

em proteínas e lipídeos e em outras composições de um tecido ou amostra 

biológica são marcadores importantes para a comparação de espectros entre 

amostras de pacientes saudáveis e com algum tipo de patologia, como por 

exemplo, tecido com presença de células tumorais. Além disto, é uma técnica 
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facilmente replicável, e com o benefício do baixo custo. Isto tem impulsionado a 

utilização dessa tecnologia, bem como o seu aprimoramento com novos 

espectrômetros analíticos de infravermelho, mais rápidos e com alta 

sensibilidade espectral (Bunaciu; Hoang; Aboul-Enein, 2015). 

A espectroscopia de FTIR permite a análise de diversas substâncias 

orgânicas e inorgânicas de maneira simples, com uma alta precisão, 

reprodutibilidade e baixo custo, o que vislumbra que esta técnica pode 

colaborar com a biomedicina e somar de maneira positiva na qualidade de vida 

dos pacientes. Monitorar e avaliar o estado de saúde de um indivíduo através 

dos componentes biológicos de sua saliva é algo relevante e promissor na 

rotina clínica (Nogueira et al., 2022). 

Parachalil et al., 2020., Quinn et al., 2016 relataram os espectros ATR-

FTIR de cinco fluidos corporais - sangue periférico, saliva, sêmen, urina e suor. 

O estudo aliado à análise quimiométrica foi capaz de discriminar os tipos de 

fluidos corporais dos espectros, o que é útil para aplicações forenses. Os 

espectros de saliva mostraram picos característicos decorrentes de proteínas 

em 3279 cm−1(Amida A), 1640 cm−1(Amida I), 1537 cm−1(Amida II) e 1239 

cm−1(Amida III). O alongamento simétrico e assimétrico C-H e o alongamento 

carbonil (C=O) dos grupos éster contribuíram para picos em 2943 cm−1, 2854 

cm−1, e 1743 cm−1. Além disso, a banda característica do tiocianato foi 

identificada em 2057 cm−1. Ozek et al., (2016) também usaram espectros ATR-

FTIR para a discriminação de fluidos corporais, para aplicações forenses 

(Alkhuder etal., 2022). 

Um trabalho recente explorou esta técnica no diagnóstico de periodontite 

na saliva (Beyer-Hans et al., 2020). A análise realizada em espectros de ATR 

pode diferenciar entre controles e pacientes com periodontite agressiva 

generalizada. Outros estudos foram relatados sobre a diferenciação de 

periodontite agressiva e crônica usando espectroscopia ATR-FTIR. Esses 

estudos identificaram características diferenciadoras em 2.800 - 3.000 cm-1 , 

podem ser atribuídas a lipídios e proteínas em pacientes com periodontite 

(Derruau et al., 2019; Nepomuceno et al., 2023).  
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2.3 Biomarcadores em fluidos corporais 

 

Os biomarcadores são compostos imunorreativos que contém assinatura 

química e  são encontrados nos fluidos e tecidos corporais como as proteínas 

contidas na saliva, os mesmos podem indicar função normal ou apresentar 

algum sinal de alteração como o aparecimento de alguma doença (Liebsch et 

al., 2019). 

O fluido corporal salivar está sendo utilizado como uma via de 

diagnóstico para doenças sistémicas e crônicas.  A caracterização ATR-FTIR 

da saliva foi considerada útil no diagnóstico da doença renal crônica (DRC). 

Verificou-se que os marcadores espectrais de tiocianato e 

fosfolipídios/carboidratos podem ser um valioso painel de biomarcadores para 

identificar DRC (Rodrigues et al., 2019). Banda Amida II presente em 1545 cm-1 

nos espectros ATR-FTIR da saliva foi relatada como um marcador 

característico para pacientes psoriáticos e diabéticos (Liebsch et al., 2019; 

Nogueira et al., 2022).  

2.4 Saliva 

 

A saliva é um fluido biológico presente na cavidade oral; composto por 

secreções de três glândulas principais (sublingual, parótida e submandibular) e 

quatro menores (vestibular, palatina, lingual e labial). Em uma pessoa 

saudável, a secreção salivar diária média fica entre 0,5-1,5 L. Como a coleta de 

amostra é simples, rápida e não invasiva, não é apenas confortável para o 

paciente, mas também conveniente para os profissionais de saúde, já que não 

há risco de auto contágio ou lesão percutânea (Naseer et al., 2020).  

O diagnóstico de patologias bucais é realizado por meio da análise 

histopatológica que é um procedimento invasivo e que tem tempo de resultado 

longo, diante disto no estudo é possível fazer a utilização da saliva como uma 

ferramenta de diagnóstico de doenças como câncer bucal e outros tipos de 

câncer e até doenças sistémicas como Alzheimer (Sugimoto et al., 2010). 
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As amostras de sangue e urina possuem uma facilidade de obtenção, 

mas se comparada às amostras em saliva, suas técnicas são um pouco mais 

invasivas, e  se tratando do uso do sangue e da urina, torna –se  limitado no 

uso na prática clínica (Naseer et al., 2020). 

Sugimoto et al., 2010 usaram a saliva como biofluido para avaliação de 

marcadores específicos para doenças como câncer de mama, pâncreas e 

boca. Foi possível fazer a análise dos metabólicos envolvidos em cada uma 

das doenças, verificando um aumento significativo do triptofano e das 

polimanimas em pacientes com câncer bucal. Já Nogueira et al., 2022 

utilizaram em seu estudo esta forma de análise de dados associado ao uso de 

saliva como biofluido para validar o FTIR como ferramenta de diagnóstico de 

diabetes mellitus e periodontite.  

O fluido salivar possui várias vantagens sobre o sangue e outros fluídos 

corporais. A coleta é não invasiva e indolor, rápida, econômica, e pode ser 

facilmente transportada e armazenada (Cameron et al., 2016). 

E é possível encontrar biomarcadores específicos na saliva para 

doenças como câncer de mama, vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

diferentes graus de demência (Anderson et al., 2020). 

2.5 Amostra de biofluidos e seus desafios  

 

Tanto o preparo, quanto as condições da amostra são de extrema 

importância para que se obtenham as informações corretas que estão contidas 

na mesma. Conforme o que foi pesquisado por Cameron et al., (2018) a 

gelatinização parcial, gradiente de concentração, formação de trincas e as 

heterogeneidades diversas, podem ser observadas quando o material em 

questão for o uso de biofluídos.  

O processo de secagem, a diluição e as condições ambientais impactam 

no padrão formado; este é de grande relevância quando se trata das maneiras 

como o mesmo pode ser aplicado como na indústria, triagens de 
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medicamentos, bioensaio de impressão de DNA e na área de espectroscopia 

vibracional, principalmente na utilização de biofluídos corporais para 

diagnósticos e acompanhamento de doenças. 

Pode-se observar no uso de gotas de fluidos biológicos, biofluidos 

(sangue, saliva, lágrima, etc) um efeito de rachadura quando ocorre a 

gelatinização da amostra o que está relacionada à centena de componentes 

diferentes como proteínas, enzimas, lipídeos e eletrólitos, como é representado 

na imagem abaixo. Na figura 3 é possível observar o perfil de rachadura 

formando em amostras de biofluidos. 

 

 
Figura 3: (1) filme homogêneo de proteína (2) precipitados de proteína (3) gel 

(4) zona de cristais de sais em gel de proteína. Fonte: (Cameron et al., 2018). 

 

2.6 Periimplantite  
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A periimplantite de acordo com a última classificação das doenças e 

condições periodontais e periimplantares da Academia Americana de 

Periodontia e a Federação Européia de Periodontia em 2018 é caracterizada 

como uma alteração patológica dos tecidos ao redor dos implantes 

osseointegrados. Clinicamente, exibe sangramento a sondagem, profundidade 

de sondagem igual ou superior a 6 mm, nível ósseo de 3 mm ou mais apical á 

porção mais coronária da porção intraóssea do implante, deve-se considerar a 

recessão da mucosa marginal na avaliação clínica, ausência de sintomatologia 

dolorosa, eventual supuração e hiperplasia dos tecidos gengivais. 

Radiograficamente, pode apresentar uma lesão em forma de cratera ou taça 

pode ser observada além de exposição das roscas em consequência da 

destruição óssea (Steffens et al., 2018., Craveiro et al., 2015). 

A formação de biofilme bacteriano no implante dentário pode induzir um 

fenômeno inflamatório e gerar um risco aumentado de mucosite, periimplantite 

e perda óssea. A periimplantite e a mucosite periimplantar têm uma elevada 

incidência na prática clínica (Jepsen et al., 2015). Quando não tratada 

adequadamente a periimplantite pode levar a extensa destruição do tecido de 

suporte ao redor do implante e consequentemente a perda do mesmo 

(Craveiro et al., 2015). 

A profundidade de sondagem, o sangramento, a mucosa queratinizada, 

o fluxo do fluido sulcular e o infiltrado inflamatório servem como parâmetros 

para avaliar a saúde periimplantar (Steffens et al., 2018). 

2.7. Métodos utilizados para análise estatística na espectroscopia 

2.7.1 Análise Hierárquica de Agrupamento (HCA) 

 

O HCA é utilizado na análise estatística, pois o mesmo já define a 

classificação de diferentes grupos onde cada grupo pode conter diferentes 

características em comum (semelhanças) (Husson; Josse; Pages, 2010). O 

grande volume de dados e a necessidade de resultados rápidos fez-se 

desenvolver técnicas capazes de auxiliar no tratamento de tais dados usando o 
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método de aglomeração. O agrupamento se forma da definição de um critério 

de distância e aglomeração. Segundo Szymanska et al., 2011 a forma de 

estudo HCA é um bom modelo quando comparada duas variáveis e com bom 

resultado, com um poder de confiabilidade grande da amostra. 

Há alguns tipos de distâncias comumente utilizadas como distâncias 

euclidianas, Minkowski e Mahalanobis. No entanto esses critérios podem ou 

não ser conhecidos. A distância euclidiana é definida como a distância entre 

dois pontos, que pode ser calculada pelo teorema de Pitágoras, e após a 

aplicação da equação é possível tornar este espaço métrico (Diers et al., 2019). 

No agrupamento hierárquico, é possível escolher a distância, porém os 

critérios do agrupamento são determinados automaticamente, já no 

agrupamento não hierárquico é possível escolher os critérios como números de 

grupos que o cluster terá (Husson; Josse; Pages ,2010, Perrier et al., 2014). 

O cluster é representado com uma forma semelhante à de uma árvore 

denominada dendrograma. Este método de análise de dados tem sido uma 

ferramenta eficiente para diagnóstico inclusive para diferenciação de tumores 

benignos e malignos e canceres em geral (Singh; Pandey, 2018; Lou et al., 

2018; Roso-Llorach et al., 2018). 

2.7.2 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

Para classificação dos espectros, foi realizada a Análise dos 

Componentes principais PCA. O resultado obtido através do PCA foi 

apresentado por meio de um gráfico de Loading Plot, que correlaciona os PCs 

(componentes principais), ao deslocamento FTIR, contribuindo assim com a 

identificação das principais bandas que possibilitam a classificação entre os 

espectros das amostras. 

O modelo de diagnóstico disposto foi à análise de regressão logística 

binária, observando-se os pares de concordantes fornecidos através do teste. 

Os resultados obtidos por meio desta metodologia de classificação aplicada 

aos espectros foram validados por meio da Curva Roc (Recevier Operating 
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Characteristic). Foi realizado o cálculo da área abaixo da curva ROC, para 

avaliar a sensibilidade e especificidade do estudo. As coordenadas deste 

gráfico (x e y) representam medidas de probabilidade, e consequentemente 

estes valores podem variar de zero a um, o que ocasiona no valor preditivo do 

modelo. 

2.7.3 Método de Estudo PLS-DA  

 

O PLS-DA é um método de discriminação utilizado para desenvolver 

modelos de classificação de dados multivariados de estudos cruzados, ou seja, 

uma configuração experimental na qual cada sujeito foi submetido a uma 

medição de controle e um tratamento (sem ordem aleatória) (Szymanska et al., 

2011). 

Primeiro, Importância Variável em Projeção (VIP) é uma soma 

ponderada de quadrados das cargas PLS levando em conta a quantidade de 

variação de intensidade espectral explicada em cada dimensão. A outra 

medida de importância é baseada na soma ponderada da regressão PLS. Os 

pesos são uma função da redução das somas dos quadrados ao longo do 

número de componentes PLS. Para análise de vários grupos, o mesmo número 

de preditores será construído para cada grupo e a média dos coeficientes de 

característica foi usada para indicar a importância geral baseada no 

coeficiente.    

A discriminação de classe, desempenho da performance foi medido 

usando precisão de classificação, R2 e Q2 parâmetros. O primeiro é baseado 

em precisão da previsão. E o R2 parâmetro é a "qualidade do ajuste" ou 

variação explicada que é baseada na razão da soma dos quadrados entre 

grupos e da soma dos quadrados dentro do grupo. Por outro lado, Q2 é a 

“qualidade da previsão”, ou variação prevista, calculada a partir da validação 

cruzada. Em cada rodada, os dados são previstos e comparados com os dados 

originais, e a soma dos quadrados dos erros é calculada sendo então somadas 

todas as amostras (Predicted Residual Sum of Squares ou PRESS).  
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Por conveniência, o PRESS é dividido pela inicial soma dos quadrados e 

subtraído de 1 para se assemelhar à escala do R2. Boas previsões terão baixo 

PRESS ou Q2 alto enquanto Q2 negativo significa que o modelo não é de todo 

preditivo ou é overftted. Dois quantificadores foram usados para medir a 

importância da frequência da banda vibracional no modelo PLS-DA. 

2.7.4 Rstudio  

 

O Rstudio é uma interface do software R, que foi utilizado para 

computação estatística e construção de gráficos e análise estatística. O 

programa possui diversos pacotes de análise de dados de diversas áreas de 

estudo, que é usado pela comunidade cientifica para tratamento dos dados da 

espectroscopia.  Foram feitas todas as análises estatísticas dos dados como a 

remoção de linha de base dos espectros, a sua normalização e a média e 

também a análise hierárquica de agrupamentos chamada de (HCA), a análise 

de componentes principais (PCA), ou seja, as análises fundamentais para a 

obtenção dos resultados. 

No apêndice 1 consta um maior esclarecimento sobre estatística 

descritiva e suas classificações como análise dos dados univariados e 

multivariados. 
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3. OBJETIVO 

 

Objetivo principal:  

Identificar os perfis salivares em saliva de pacientes com ou sem periimplantite 

e sua importância em relação à doença, por meio do FTIR/ATR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Caracterizações dos pacientes  

O estudo foi aprovado no Comitê de Ética da Universidade de Guarulhos 

- UNG (ANEXO A) sob o número 205/03. O protocolo do estudo foi explicado a 

cada um dos participantes e o termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) foi assinado. Foi um estudo de caso controle, seguindo o estudo de 

Shibli et al., 2008. 

As amostras de saliva foram coletadas em recipientes estéreis, no 

período da manhã, todos os pacientes estavam em jejum a mais de 8 horas e 

não houve qualquer estímulo para a coleta da saliva, foi solicitado no mínimo 3 

ml de saliva de cada paciente, e foram imediatamente armazenados em tubos 

criogênicos, devidamente identificados, numerados e mantidos sob 

refrigeração em nitrogênio líquido durante o transporte. Em seguida foram 

armazenadas em ultra freezer (-80oC) na Universidade Federal do ABC, 

campus Santo André, até o processamento das análises.  

Quarenta pacientes de ambos os gêneros foram incluídos no estudo e  

divididos em dois grupos, grupo C (controle) e grupo P (periimplantite).  

 A periimplantite foi caracterizada por perda óssea em forma de taça, 

defeitos maiores que 3 mm e mucosa periimplantar inflamada, exibindo 

sangramento a sondagem ou presença de supuração (Mombeli et al., 1999). E 

a saúde clínica em um periodonto saudável, foi considerada de acordo com a 

Academia Americana de Periodontia 2018 como ausência de perda de 

inserção, profundidade de sondagem de até 3 mm, sangramento a sondagem 

em menos de 10% dos sítios e sem perda óssea radiográfica. 

Os critérios de inclusão: os pacientes eram saudáveis e sem 

comprometimento sistêmico e deveriam ter pelo menos um implante 

osseointegrado, há pelo menos dois anos em função, sendo este implante 

unitário. 

Os critérios de exclusão: pacientes com algum comprometimento 

sistêmico, ou menores de 18 anos, ou que tivessem tomado antibiótico ou anti-

inflamatório no período de 6 meses antes do estudo ou ter recebido tratamento 
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periodontal ou terapia periimplantar neste mesmo período; que apresentasse 

um quadro de periodontite crônica moderada a severa como exemplo: 

supuração, sangramento a sondagem em mais de 30% dos sítios subgengivais 

ou qualquer sítio com profundidade de sondagem maior ou igual a 5 mm, 

implantes com mobilidade clinicamente detectável (caracterizando a falta de 

osseointegração), implantes múltiplos, próteses implantosuportadas com 

pilares, parafusos ou bem como coroas cerâmicas ou resina quebradas, para 

evitar assim qualquer interferência oclusal e pacientes fumantes. Caso o 

paciente tivesse mais de um implante saudável foi considerado para o estudo o 

implante situado na região mais anterior. 

4.2 Parâmetros clínicos avaliados  

 

Os dados de cada paciente foram coletados assim como gênero e 

idades foram divididos em controle e periimplantite. 

Foi avaliado o índice de placa (IP), índice gengival (IG), profundidade de 

sondagem (PS), e nível de inserção (NI) que foram obtidos em 6 sítios de cada 

implante estudado (mesio-vestibular, bucal, disto-vestibular, distolingual, lingual 

e mesiolingual), por um examinador calibrado (Shibli et al., 2008). As medidas 

foram feitas usando uma sonda periodontal da Carolina do Norte (PCPNU-15, 

Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).   

4.3 Preparo das Amostras Para a Análise de FTIR 

 

As análises das amostras foram realizadas de acordo com o protocolo 

patenteado sob o número 29409161929424514/INPI. Registado como inventor 

HERCULANO DA SILVA MARTINHO e GABRIELLE LUANA JIMENEZ 

TEODORO NEPOMUCENO em 02/12/2021. 

A metodologia de secagem envolveu a deposição de 1μL da saliva “in 

natura" sobre um substrato de platina (disco rígido inutilizado de computadores 

de mais de 5 anos) em condições de temperatura e umidade controladas.  
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Existem vários parâmetros que foram analisados para garantir a 

reprodutibilidade, entre eles estão: padrões de secagem, diluição da amostra, 

temperatura de secagem e a umidade relativa durante o tempo de secagem. 

Foram testadas algumas diluições como o que já está documentado seguindo 

a patente por a cima mencionada.  

A literatura envolvendo biofluídos indica que a umidade relativa a 80% é 

a condição ideal de secagem, desta forma cria-se o ambiente ideal com o 

preparo da saliva com solução NaCl (cloreto de sódio),  para evitar um efeito de 

anel de café (Coffee ring) e obter um biofilme homogêneo (Figura 5). 

Posteriormente foi colocado dentro do dessecador e mantido em equilíbrio por 

24 horas, deixando a umidade relativa de 80%. A temperatura do ambiente foi 

controlada em 20ºC.  

O sistema foi estabilizado e as amostras foram retiradas do ultra-freezer, 

descongeladas em temperatura ambiente de 25°C e depois de pipetados 1 μL 

de saliva nos substratos. As gotas foram preparadas em triplicata. A saliva já 

depositada no substrato foi então levada ao dessecador para que passassem 

pelo processo de secagem em umidade relativa controlada por 24 horas. Os 

substratos ideais devem ser resistentes mecanicamente, possibilitando boas 

imagens por reflexão no microscópio óptico e não oxidarem sob ação dos 

constituintes da saliva, por isso da escolha dos HD, pois os mesmos possuem 

na composição a platina.  

Os substratos de platina após secos foram ser levados para a inspeção 

visual no microscópio óptico do laboratório da Central Experimental 

Multiusuário da Universidade Federal do ABC (UFABC), porém as amostras 

não secaram da forma efetiva para que fosse feita esta análise no microscópio, 

portanto optou-se por fazer a análise com o auxílio da Reflectância Atenuada 

Total (ATR) para obter melhores resultados e uma maior confiabilidade dos 

mesmos. A metodologia do micro ATR é um complemento ideal para a 

Espectroscopia FTIR para a análise in situ em tempo real e monitoramento de 

reações químicas. As misturas de reação são densas, de modo típico e óptico, 

para a radiação de infravermelho médio. A profundidade restrita de penetração 

da energia infravermelha na solução de reação que está em contato com o 
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sensor ATR permite o registro de espectros FTIR de alta qualidade (Violet et 

al., 2019; Nasser et al., 2020). A análise do ATR é feita com uma ponta de 

diamante e com o laser de gás hélio-neon (He-Ne), radiação 632,8 nm, com 

potências da ordem de 0,3 a 0,6 Mw (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Esquema exemplificando o preparo das amostras. A saliva 

contida no tubo criogênico (1), foram diluídas em outro tubo criogênico nas 

proporções mencionadas acima com o auxílio de uma micropipeta (2), alíquota 

de 1 ul foram transferidas para o substrato de Pt (3). Tal substrato foi 

acondicionado em um dessecador (4), mantido em sala com temperatura 

controlada. Uma solução de NaCl (5) garantiu o controle de umidade relativa 

de 80%. Após a secagem, as gotas foram inspecionadas no microscópio óptico 

(6), as imagens foram salvas e seguiram para análise (7). A etapa de vácuo foi 

realizada antes das amostras serem submetidas a espectroscopia vibracional, 

para eliminar os resíduos de água, para não haver fluorescência (8). 

Fonte: Nepomuceno 2020.  
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Figura 5: Imagem do HD já preparado com as amostras depositadas. 

 

Para a realização da espectroscopia vibracional e a aquisição dos 

espectros, a técnica que foi empregada foi à espectroscopia de absorção no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no modo micro. O 

equipamento foi o FTIR 660- FTIR 610 agilent (Figura 6). 

Microespectrômetro Varian 610 FT-IR acoplado a um 640-IR. O 

espectrômetro FT-IR (detector bidimensional LN2 Ge) foi usado no modo de 

refletância para aquisição de espectros. A janela para aquisição de espectros 

foi de 150 mm2, enquanto o espectro a resolução foi definido para 4 cm-1. Ele 

opera em um comprimento de onda de 4000-400 cm-1, o equipamento foi 

disponibilizado pela Central Multiusuário da Universidade do ABC, e 

posteriormente foi feita a análise com o auxílio da Reflexão Total Atenuada 

(ATR).  
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Figura 6: Imagem do aparelho FTIR utilizado. 

 

Na figura 7: desenho esquemático mostrando a análise no ATR, e o 

acessório utilizado para a análise no ATR (Figura 8). 

 

 

Figura 7: Exemplo de como é realizada a análise com o ATR. Fonte: 

Antônio Aarão Serra., 2020. 
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Figura 8 – Fotografia do Acessório de Reflexão Total Atenuada (ATR) 

para Micro FT-IR. Fonte: Silva de Carvalho., 2011. 

 

 Os espectros foram obtidos com background de 20 escaneamento, com 

número de varredura de 20 escaneamento e resolução de cm-1 e com um 

tempo total de varredura de 20 segundos em média. Todas as regiões tiveram 

os mesmos padrões de aquisição dos espectros e cada amostra foi realizada 

em triplicata e analisada. 

4.4 Análise dos Dados 

 

Foi realizada a análise de normalidade com o teste Kolmogorov- 

Smirnov para as variáveis, idades e os parâmetros periodontais. Para avaliar a 

diferença entre os grupos foram aplicados os testes t-Student e Mann-Whitney 

com nível de significância de 5%. Foi utilizado o programa GraphPad-Prism 

versão 9.5.1. 

 

Todos os espectros foram pré-processados para torná-los comparáveis 

por análise estatística. A linha de base foi corrigida usando os mínimos 

quadrados, método de ajuste de curva polinomial conforme descrito por Lieber 
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e Mahadevan-Jansen (2003), usando o software RStudio. Todos espectros 

foram normalizados usando o mean centering, que é um padrão comum, 

método de escalonamento amplamente utilizado em espectroscopia vibracional 

e análise metabolômica (Hou et al., 2020; Morais et al., 2020; Nepomuceno et 

al., 2021; Nepomuceno et al., 2023). Análise de componentes principais (PCA), 

parcial análise discriminante de mínimos quadrados (PLS-DA) e operação do 

receptor a análise da curva característica (ROC) foi utilizada para avaliar a 

precisão do diagnóstico de uma banda vibracional específica como 

biomarcador. Esta opção foi implementada usando o Pacote MetaboAnalystR 

rodando no RStudio. 

 

4.4.1. Agrupamento Hierárquico 

 

Na análise de cluster hierárquica aglomerativa (HCA), as amostras foram 

combinadas até que cada uma pertença a um cluster. Foi utilizada a distância 

euclidiana como uma medida de similaridade e Correlação de Pearson como 

correlação de posto. O algoritmo de agrupamento foi a ligação média. Um 

mapa de calor foi usado como uma representação visual além dos 

dendrogramas. O  agrupamento hierárquico foi realizado com a função hclust 

no pacote stat no RStudio. O HCA foi usado para inspeção dos dados clínicos. 
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5. RESULTADOS 

 

5. 1 Resultados clínicos 

 

Foram avaliados 40 pacientes divididos em dois grupos: o Grupo 

controle (C) com 18 pacientes sem doença periimplantar e o Grupo 

periimplantite (P) com 22 pacientes diagnosticados com periimplantite. 

 Duas amostras do estudo foram excluídas, sendo uma amostra do grupo 

C (controle) e outra do grupo P (periimplantite), pois elas apresentaram 

alteração na leitura do espectro no microscópio, por isso foram consideradas 

inaptas para o uso no estudo, (apresentaram excesso de água o que 

ocasionou o efeito de fluorescência e alteração na leitura da amostra no 

FTIR/ATR). 

Os parâmetros clínicos analisados foram a presença ou ausência de 

placa (IP), índice gengival (IG), a profundidade de sondagem (PS), e nível de 

inserção (NI). De acordo com os dados obtidos, os dados clínicos foram 

maiores no grupo dos pacientes periimplantite quando comparado com o grupo 

controle com diferença significante, exceto pelo dado de índice de placa que o 

mesmo não teve diferença estatística quando comparados os dois grupos 

(Tabela 1). 

 

 A tabela 1 descreve os dados demográficos e os parâmetros 

periimplantares avaliados.  
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Tabela 1. Dados demográficos e dados de parâmetros clínicos/ periimplantares 

dos pacientes analisados 

 Controle Periimplantite  

N 17 21 P 

Média de Idade 46,41±16,86 53,4±12,11 0,14331 

Gênero  7M /10 F 3M / 18F  

Índice de placa  0,43 ± 0,43 0,36 ± 0,42 0,75431 

Índice gengival 0,26 ± 0,35 0,53 ± 0,36 0,02412* 

Profundidade de 

sondagem (mm) 

3,41 ± 0,99 5,07 ± 2,28 0,00832* 

Nível de inserção (mm) 0,18 ± 0,76 5,09 ± 2,29 <0,00011* 

1 teste Mann-Whitney; 2 teste t-Student  * diferença significativa 

 

 

5.2 Espectroscopia Vibracional  

 

Após a análise do FTIR foi gerado o gráfico do espectro médio, tanto 

para o grupo controle quanto para o grupo periimplantite. É possível avaliar as 

regiões de picos exemplificadas nas regiões com número de onda entre 1000 

cm -1 e 1100 cm -1 e outro pico importante variando de  1400 cm -1  e um último 

pico importante variando de 1700 a 1800 cm -1. 
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Figura 9: Gráfico representando o espectro médio, com os dos dois 

grupos analisados e região de impressão digital variando de 600 a 2000 cm-1. 

exemplificando os dois grupos, onde o grupo controle é representado pela cor 

preta e o grupo periimplantite na cor vermelha. 

Foi realizada a normalização do espectro médio, representado na Figura 

10 onde a primeira vista os espectros mostram variações de intensidade nas 

regiões de 1020 cm -1  ( DNA), 1040 cm -1(alongamento CO ribose) ,1230 cm-1 

(alongamento PO2 assimétrico e sobreposição da proteína amida III e do 

vibração de fosfato de ácido nucleico), 1390 cm -1 (partícula de carbono), 1430 

cm -1 (lipídios, ácidos graxos), 1500 cm-1 (Vibração de curvatura CH no plano do 

anéis de fenil- Flexão no plano CH), 1590 cm -1 (Trecho de anel CC de fenil 

C),1650 cm -1 (Absorção de Amida I), 1700 cm -1  (A região das bases ésteres 

de ácidos graxos)( Movagaghi et al., 2008) (Figura 10).  
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Figura 10: Gráfico representando o espectro médio, após a sua 

normalização, com os dos dois grupos analisados e região de impressão digital 

800 a 2000 cm-1. 

 

 Foi realizada uma análise da dispersão no conjunto dos dados brutos 

espectrais para identificar espectros anômalos, outliers ou dados tendenciosos. 

O PCA foi calculado nos dados brutos e centrado na média, o Q residual 

(reduzido) versos o T2 de Hotelling foi verificado (Figura 11) para encontrar 

residual Q e pontuação T2 discrepantes. Dados fora do limite de confiança de 

95% foram considerados outliers e removidos da análise posterior. 
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Figura 11: Outliers identificados na inspeção do Q residual versus Hotellings T 2 

Os outliers estão indicados com * nas linhas verticais e horizontais representam 

o limite de confiança 95% (Hotelling´s) e 5% (Q residual).  

 

 Para a classificação dos espectros FTIR foi realizada a Análise dos 

Componentes Principais (PCA). Após a obtenção dos dados da PCA foi 

realizado um teste sobre estes dados para verificação dos autovalores 

relacionados aos PCs, com o objetivo de verificar quantos PCs deveriam ser 

retidos na análise. No presente estudo esta dobra foi evidenciada  no PC05, 

fazendo com que a análise de regressão logística binária para separação das 

amostras de C e P fosse realizada utilizando os CINCO primeiros PCs. 
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As figuras 12, 13 e 14 mostram os pares de pontuação até o quinto 

componente principal (PC) para todos os grupos. No primeiro momento a 

combinação incluindo cinco componentes é possível discriminar ambos os 

grupos. A precisão da classificação PLS-DA foi de 81% quando R2 70% 

enquanto Q2 tem um valor muito próximo se comparado com a combinação de 

três componentes. No entanto para o modelo usando os grupos, obtivemos o 

melhor desempenho da classificação PLS-DA, com cinco componentes já que 

foi observado uma precisão de 81%. 

 

Figura 12: Gráfico de componentes com as suas porcentagens de acordo com 

a quantidade de componentes. 

 

O valor da Acurácia com 5 componentes foi o que apresentou um valor 

maior se comparado com os grupos com menos componentes, e o valor de Q2 

e R2 para os cinco componentes também são maiores em comparação. Em 
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seguida é apresentado o gráfico com as informações e a performance com os 

cinco componentes. 

 

  

Figura 13: Gráfico com os componentes e com a determinação dos fatores 

avaliados e da superioridade do grupo com cinco componentes. 

 

 

Medida 1 COMPS 2 COMPS 3 COMPS 4 COMPS 5 COMPS 

PRECISÃO 61% 78% 71% 76% 81% 

R2 25% 53% 64% 68% 70% 

Q2 10% 34% 40% 44% 44% 

 

 

Figura 14: Quadro com as informações da acurácia e de R2 e Q2 de acordo 

com cada grupo. 

 



42 

 

Na análise feita através do Vip Score os valores maiores que 2 são 

considerados valores bons. Através desta análise foi possível avaliar as 

bandas e os dados clínicos com a representação em valores e escala de cor. 

 Os dados clínicos aparecem com valores maiores que 2 assim como as 

bandas mas, quando comparada a escala de cor, o IP (índice de placa) 

aparece alterado quando confrontado ao restante dos dados clínicos nos dois 

grupos estudados.  

O índice de placa esta com uma intensidade de cor leve no grupo 

periimplantite ao contrário dos outros dados clínicos, conforme o que está 

exemplificado na (Figura 15).  

 

 

Figura 15: Vip score pontuação para bandas estatisticamente relevante, 

discriminado os grupos (C) controle e (P) periimplantite. 

PS 
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Os mapas de calor para os dados espectrais gerais (Figura 16) mostram 

características qualitativas interessantes. Existem dois grupos de pacientes 

representados pelo cluster esquerdo e direito. É possível observar que os 

pacientes periimplantite estão agrupados de forma contínua e o paciente 

controle está agrupado, mas disperso entre os pacientes doentes, mas ainda 

de forma contínuo, quando levado em consideração os aspectos clínicos 

investigados é possível notar uma grande alteração de coloração referente à 

intensidade de cada um dos parâmetros avaliados e os grupos pertinentes, 

podendo ser relacionando a cada um dos pacientes do estudo. É possível 

verificar que foram separados os dados clínicos e as bandas mais significativas 

é possível notar que há uma separação nítidas dos dados quanto ao controle e 

doente, e na escala de variação de coloração, mantém uma mesma 

intensidade, indiferente ao grupo pertencente, exceto quando comparado o 

índice placa, onde o mesmo manteve-se em uma grade de intensidade menor 

se comparado ao restante dos dados clínicos. Pode ser avaliado também as 

bandas com maior alteração juntamente com as características clínicas e a 

qual grupo a mesma pertence.  
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Figura 16: Mapa de calor para dados espectrais considerando a discriminação 

de grupo e característica clínica de cada um, a separação pelo grupo e as 

principais bandas. 

 

Um resumo das atribuições dos principais números de onda e seus 

respectivos modos vibracionais e fontes moleculares que compõem os 

espectros originais da saliva estão apresentados na Tabela 2. De maneira 
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geral foi possível verificar que as médias do infravermelho exibem as bandas, 

como sendo as mais significativas 1558, 1698,1733, 1749, 1760, 1772,1835, 

1845, 1859 cm -1, e com uma acurácia de mais de 70%. Estas bandas estão 

relacionadas ao alongamento simétrico de CO-O-C juntamente com flexão CO 

da banda e C-OH de carboidratos e fosfato, região de estiramento de 

fosfodiésteres, alongamento de lipídeos e a região das bases e ésteres de 

ácidos graxos. 

Sendo assim a presença de marcadores espectrais como a banda 1558 

cm-1 com assinatura de um anel aromático amida II, e a sua biomolécula sendo 

o triptofano, a banda 1698 cm-1 tem assinatura espectral de C=C02 referente a 

timina e composto biomolecular as bases purínicas , a banda representada por 

1733  cm-1  e 1749 são éster de lipídeo C=O vibração de triglicerídeos e 

polissacarídeos, lipídeo, ácidos graxos,  é representada como uma banda de 

absorção de éster de ácido graxo, a banda 1760 cm-1 representada como uma 

banda C=CO2 guanina e C=O timina, biomoléculas referentes ao DNA e RNA. 

As bandas 1772 cm -1 1845 cm -1 e 1859 cm -1 têm como assinatura a histidina 

e como biomolécula o imidazol, e a banda 1835 cm -1 é referente ao N20 

 

Para avaliar a especificidade e a sensibilidade do modelo de diagnóstico 

foi realizada a curva ROC, que mostrou um valor preditivo do modelo 

correspondente à área sob a curva, sendo 0,79 para a região de Fingerprint. 
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Figura 17: Bandas com maior relevância de acordo com o vip score (Curva 

ROC).  

 

Para classificação dos espectros, foi realizada a Análise de 

Componentes Principais (PCA – Principal Components Analysis). Os 

resultados da PCA foram apresentados por meio do gráfico de Box Plot, que 

confrontam os PCs (componentes principais) ao deslocamento FT-IR, 

favorecendo a identificação das principais bandas que possibilitaram a 

classificação entre os espectros das amostras. 

Na sequência é apresentado como resultado as principais bandas e um 

gráfico de box plot, onde é possível analisar de forma estatística cada uma 

delas separadas, levando em consideração o grupo C e P e a sua relevância 

em cada banda. 
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 Figura 18: Box plot para candidatos chave de banda vibracional a 

biomarcadores espectrais apresentando bom poder preditivo (AUC > 0,70). 

 

A área sob a curva ROC (AUC) foi calculada para cada banda 

vibracional contribuindo para a discriminação entre (C) controle e (P) 

periimplantite; foram consideradas as bandas-chaves com uma boa 

intensidade apresentando boa precisão e sendo consideradas aceitáveis para 

biomarcadores (AUC> 0,70), são apresentados na figura 18. As atribuições 

correspondentes estão demonstradas na Tabela 2. 

 

Tabela 2.  Atribuições de cada Banda significativa.  

Bandas 
cm1 

Acurácia 
% 

Atribuição Biomoléculas Referências 

1558 74 Anel 
aromático, 
Amida II 

Triptofano Nepomuceno et al., 2021 

1698 79 C=CO2 
guanina, 
C=O 
timina 

Bases 
purínicas  

Dovbeshko, Gridina, Kruglova, e Pashchuk, 1997 

1733 76 Ácidos 
graxos, 
C=O 
Timina       

Polissacarídeo Yoshida, et al., (1997) 

1749 80 Ácidos 
graxos, 
C=O 
Timina     

Polissacarídeo Shetty, et al., (2006) 

1760 75 C=CO2 
guanina 
C=O 
Timina       

DNA, RNA  Nogueira et al., 2022 

1772 70  Histidina Imidazol Nepomuceno et al., 2023 

1835 73 Histidina      Imidazol https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119 

1845 76  Histidina Imidazol https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119  

1859 70  Histidina     Imidazol https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119  

 
  

        

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
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Os principais espectros demonstrados acima foram considerados com 

uma acurácia maior de 70% e com a sua biomolécula definida, sendo elas 

histidina, ácidos graxos, anéis de base, triptofano, éster de lipídeos, sendo que 

todas foram estabelecidas com base em referencias literárias específicas para 

cada uma delas.  (Tabela 2). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Muitos estudos com o uso da biopsia óptica estão sendo realizados, com 

o intuito de normalizar as técnicas e levar para prática in vivo. Alguns autores 

usam a técnica in vivo como a espectroscopia de Raman (Schwarz et al., 2009; 

Baker et al 2016., Baker et al 2018.Baker et al 2000).  

O presente estudo avaliou saliva de pacientes com e sem periimplantite  

através do uso do FTIR/ATR. Embora muitos estudos tenham avaliado a saliva 

de paciente com periodontite e pacientes saudáveis, para análise dos 

componentes salivares com o auxílio do FTIR (Kuboniwa et al 2016., Liebsch et 

al., 2019., Borilova et al., 2020), até o dado momento este é o primeiro estudo 

em que é realizada esta análise com a doença periimplantar.  

Nossos resultados apresentaram diferenças entre os grupos. Um total 

de 38 amostras foram avaliadas, aplicando a espectroscopia FTIR-ATR, a qual 

é conhecida por sua utilidade em detectar alterações a nível molecular. Com 

base nisso comparamos os espectros da saliva destes dois grupos de 

pacientes com e sem periimplantite e identificamos potenciais diferenças.   

Segundo o estudo Beyer-Hans et al., 2020, o mesmo afirmou que  o 

FTIR/ATR tem uma aplicabilidade escassa no campo da periodontia, mas o 

mesmo está sendo usado combinado com a análise multivariada com sucesso 

em ambientes médicos para o diagnóstico de várias doenças. Os achados 

atuais estão de acordo com publicações recentes que mostram a aplicabilidade 

da espectroscopia de infravermelho para a caracterização de outras formas de 

doenças periodontais além da periodontite, usando tanto o tecido periodontal, 

periimplantar ou o fluído gengival crevicular.  

As amostras de periimplantite e controle exibiram diferentes vibrações, 

como estiramento, flexão, deformação ou uma combinação de vibrações, tais 

estão diretamente relacionadas com a estrutura molecular das biomoléculas 

constituintes (Borilova et al., 2020), exibindo assim, informações 

complementares para elucidar a saliva como método de diagnóstico ao exame 

clínico. A periimplantite é uma doença crônica, inflamatória que pode levar a 
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perda dos implantes dentários (Chen et al., 2015; Kozak et al., 2020)  

apresentando alteração nos ácidos nucléicos, que estão diretamente 

envolvidos com o processo de síntese e multiplicação celular e nas fibras 

colágenas.  

As atribuições de pico demonstram mais variação na distribuição de 

DNA (ácido desoxirribonucleico) e lipídeos, como por exemplos nas bandas 

1698, 1733, 1749 e 1760 cm -1 assim como relatado no estudo de Shetty et al., 

2006, onde foi feita a investigação de carcinogênese de esôfago, através da 

espectroscopia de Raman, o que corrobora com os achados de que na saliva é 

possível identificar porções do DNA e lipídeos com confiança. Segundo 

Nepomuceno et al., 2023 a banda 1698 é atribuída a guanina C=0 que 

compõem o DNA e são aumentados em processos de carcinogênese. E assim 

como o estudo de Xiang et al (2010), a banda 1713 cm -1 é representada como 

uma fita de DNA com pares de base, onde houve um aumento das 

concentrações de DNA no fluído crevicular gengival em pacientes com 

alterações periodontais em comparação aos pacientes saudáveis, O aumento  

do conteúdo de DNA nas amostras de fluido crevicular gengival inflamatório 

pode sugerir uma condição provocativa durante a condição inflamatória, com 

leucócitos ativos, bactérias e células epiteliais eliminadas nas amostras de 

fluido crevicular gengival. 

 

Segundo o estudo de Xiang et a, 2010, foram avaliadas 190 amostras de 

fluido crevicular gengival com FTIR para identificar alterações moleculares 

especificas da periodontite. Analisaram 64 amostras de periodontite, 61 

gengivites e 65 saudáveis, demostraram um aumento do componente de DNA 

no fluido crevicular gengival de sítios de gengivite e periodontite, em relação 

aos sítios de controle saudáveis. Isso foi devido a uma combinação de um 

aumento causado pela inflamação na migração de leucócitos para o fluido 

crevicular gengival, particularmente neutrófilos, além de um aumento no tecido 

epitelial renovação, refletindo a remodelação contínua do tecido e o próprio 

estímulo inflamatório, causado pelas bactérias da placa bacteriana. Esta 

relação pode ser constata também quando analisada a periimplantite, pois há 

mesma exibiu marcadores de DNA alterados como as bandas 1733, 1749 e 
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1760 cm -1 (bandas próximas ao estudo de Xiang) o que poderia explicar o fato 

da sua alteração estar relacionada doença perimplantar, pois a mesma e 

caracterizada com uma alteração inflamatória dos tecidos ao redor dos 

implantes.  

 

Já no estudo de Fujii et al., 2016 onde foram analisados 10 pacientes 

com doença periodontal e 12 pacientes saudáveis através da analise de saliva 

com o auxilio do FTIR para a diferenciação de bandas da doenças. 

Encontraram  que o pico mais característico foi entre 1800 e 1500 cm-1 onde as 

características espectrais são denominadas pela banda de absorção de 

estiramento C=O éster de carbonila representada pela banda 1738 cm-1 .A 

banda Amida I, que é representada pelo alongamento C=O foi observada nos 

comprimentos de onda de 1700 cm-1 e 1600 cm -1, e a banda Amida II foi 

observada entre 1600 cm -1 e 1500 cm -1. As propriedades da saliva em 

pacientes com a doença periodontal difererem da condição normal. 

Reconheceram que bactérias gram negativas, como Porphyromonas Gingivalis, 

Agregatinobacter Actinomycetemcomitans e Provotella Intermedia se propagam 

nas bolsas do sulco gengival, o que corrobora com os achados em nosso 

estudo referente aos comprimentos de onda relacionados a periimplantite e 

também com os achados no estudo de Shibli et al.,2008. 

 

A espectroscopia infravermelha é cada vez mais reconhecida como uma 

modalidade alternativa para determinação precisa da peroxidação lipídica em 

diversas amostras biológicas (Sills et al, 1994). O aumento do estresse 

oxidativo é consequência do aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio e/ou da capacidade atenuada de eliminação de espécies reativas de 

oxigênio, resultando em danos teciduais refletidos no aumento da peroxidação 

lipídica. A perda de instauração durante as reações de peroxidação lipídica foi 

compensada pela presença de ligações duplas nos produtos da peroxidação 

lipídica, como malondialdeído, aldeídos lipídicos e radicais alquil. É bem 

reconhecido que a peroxidação lipídica aumenta acentuadamente durante a  

inflamação periodontal. 
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Tsaie 2005 relatou que a quantidade total de peroxidação lipídica 

correlacionou-se positivamente com vários parâmetros clínicos da doença, 

indicando que quanto mais grave a inflamação do tecido periodontal, maior o 

nível de peroxidação lipídica. Além disso, o estresse oxidativo periodontal pode 

até ter consequências sistêmicas, com concentrações mais altas de 

peroxidação lipídica no sangue observadas em um modelo de periodontite em 

ratos, em comparação com animais de controle periodontalmente saudáveis. 

 

Houve diferença nos dados clínicos entre os dois grupos, exceto o índice 

de placa, que como observado clinicamente e constatado através do heatmap, 

não foi um fator decisivo quando se trata de periimplantite. O estudo de Shibli 

et al., 2008 traz como os principais patógenos encontrados no grupo 

periimplantite o P. gingivalis, T. forsythiae, Treponema denticola e P. 

nigrescens, e faz um alerta que no biofilme supragengival de implantes com 

doença, pode funcionar como um reservatório de espécies patogênicas e 

contribuir para a reinfecção de áreas já tratadas, assim como o Hajishengalli et 

al.,2004 no seu estudo relata a virulência do patógeno  P.gingivalis, associado 

aos implantes e  reforça os  nossos achados em relação ao índice de placa, 

que o mesmo não seria um fato isolado para a ocorrência da periimplantite.  

Sugimoto et al., 2010 utilizaram a saliva como biofluído para avaliação 

de marcadores específicos para doenças como câncer de mama, pâncreas e 

boca, problemas periodontais, foi possível fazer a análise dos metabólicos 

envolvidos em cada uma das doenças. Avaliaram 215 indivíduos sendo 69 com 

câncer oral, 30 com câncer de mama, 18 problemas pancreáticos, 11 pacientes 

com problemas periodontais e 87 controles saudáveis. Foram encontrados 57 

metabólitos para discriminar indivíduos com doença periodontal e destes 27 

metabólitos foram relatados como biomarcadores candidatos importantes para 

a doença periodontal o triptofano, histidina, carnitina, alanina, ácido gutâmico, 

ácido pipecólico, poliamina treonina. As principais alterações verificadas a partir 

da análise dos espectros envolveram principalmente alterações inflamatórias 

com os marcadores como o triptofano e a histidina. O triptofano foi associando 

no estudo de Nepomuceno et al., 2021 que avaliaram os marcadores de 

doença renais, o mesmo se mostrou efetivo como marcador para o 



54 

 

desenvolvimento de doenças cardíacas em pacientes com problemas renais. O 

triptofano é um precursor da serotonina e da melanina.Que comparado com o 

estudo em questão o triptofano e a histidina também foi uma biomolécula 

importante como biomarcador para pacientes com periimplantite, o que 

corrobora com os estudos mencionadas á cima. 

 No estudo de Kuboniwa et al., 2016 foi feita a análise da predição da 

inflamação periodontal por meio da análise do perfil metabólico da saliva e 

através disso foi possível afirmar que a concentração de histidina estava 

aumentada nas áreas subgengivais. Encontraram 8 metabolites que foram 

identificados como potenciais indicadores de inflamação periodontal, dos quais 

a combinação de cadaverina, 5-oxoprolina e histidina apresentou acurácia 

satisfatória (área sob a curva = 0,881). Assim como o que foi achada através 

do estudo a alteração da histidina em regiões periimplantares. 

 

 O que é possível avaliar através do FTIR que a histidina é um bom 

biomarcador da periodontite (Simsek et al., 2016). Assim como foi demonstrado 

em mais dois estudos que avaliaram o câncer oral e o carcinoma escamoso 

oral através da avaliação dos metabólitos (Ishikawa et al., 2020; Canção et al., 

2020). A histidina é um anel de imidazol que também foi encontrado nas 

bandas 1772, 1845, 1859 cm -1, sendo marcadores importantes referentes ao 

estudo. 

Foi observado através do PCA e dos gráficos de Box Plot que as 

maiores variações espectrais entre as amostras de (P) e (C) na região de 

fingerprint estão relacionadas à histidina, podendo afirmar a eficácia da 

histidina na proteção do tecido inflamado é atribuída à capacidade do anel 

imidazol de eliminar as espécies reativas de oxigênio, geradas pelas células 

durante a resposta inflamatória aguda. A histidina quando administrada em 

dose terapêutica, é capaz de inibir citosinas e fatores de crescimento 

envolvidos no dano celular e tecidual (Gerber et al., 1975; Hajishengalli et al., 

2004). 

Com relação ao modelo de estudo para diagnóstico, observou-se que a 

utilização de 5 componentes principais PCs foi a que melhor representou as  
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variações encontradas entre as amostras estudadas, com a maior precisão. 

Segundo o estudo de Silva de Carvalho 2011 a sua análise de elementos 

principais mostrou ser significativa quando analisado até 10 componentes 

principais o que ressalta que é fundamental a verificação dos componentes 

principais. 

A técnica da Espectroscopia FTIR utilizando as regiões de fingerprint de 

alto número de onda possibilitou identificar em 0,81 respectivamente, a relação 

que existe entre as amostras de (P) e (C) através da análise dos componentes 

principais (PCA). Deste modo, indica que pode ser utilizada como exame 

complementar auxiliar do exame clínico e radiográfico.  

Os heatmap são os mapas de calor, que aglomeram os espectros das 

amostras como (P) e (C), por exemplo, em grupos de menor para maior 

intensidade em respectiva banda, segundo Kuboniwa et al., 2016. De acordo 

com os dados do estudo apresentam dois clusters bem definidos entre os dois 

grupos, pode ser verificado também a relação dos dados clínicos juntamente 

com as bandas mais relevantes, através de uma escala de cor foi possível 

avaliar a intensidade de cada um dos dados e qual cluster pertence os dados. 

A curva ROC mostrou um valor preditivo maior na região de altos 

números de onda entre 1500 e 1900 cm-1 comparando-se com a região de 

baixos números de onda demonstrando deste modo, apresentar maior 

sensibilidade e especificidade para a região de altos números de onda. Apesar 

de tal região espectral ser pouco estudada, é importante salientar que já foi 

citada em Kuboniwa et al., 2016. É possível ressaltar que os resultados obtidos 

neste estudo podem auxiliar em futuros estudos, envolvendo as técnicas de 

biópsia óptica. 

Já Nogueira et al., 2022 usaram esta forma de análise de dados 

associado ao uso de saliva como biofluído para definir se o FTIR seria uma boa 

ferramenta para diagnóstico de diabetes mellitus e periodontite. Obtiveram a 

curva ROC com valores de 0,92 a 0,95 quando considerado os grupos de 

diabetes e diabetes+periodontite, respectivamente. Como essa área está 

próxima de 1 (ou seja, classificação perfeita da amostra), segundo o que foi 

apresentando no estudo, com resultados próximos a 1 também, pode-se 
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sugerir que o FTIR pode ser potencialmente eficaz como uma ferramenta de 

diagnóstico.  

O presente estudou mostrou que tem muito ainda a ser feito antes do 

uso rotineiro da biopsia óptica para diagnóstico de periimplantite, pois os 

estudos mais vistos na literatura relatam análise de neoplasias, segundo os 

autores (Cameron et al., 2016; Canção et al., 2020; Anderson et al., 2020). Em 

contrapartida o estudo conduzido acima reitera que o FTIR serve como uma 

forma de análise e diagnóstico da periimplatite com marcadores bem definidos 

e com relevância na prática clínica.  
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7.CONCLUSÃO 

 

O FTIR fornece informação importante sobre os perfis salivares para a 

doença, sendo uma ferramenta eficaz na investigação da periimplantite. 
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Apêndice 1  

 

"Ciência que tem por objetivo a coleção, análise e interpretação de dados 

numéricos a respeito de fenômenos coletivos ou de massa, bem como a 

indução das leis a que tais fenômenos cabalmente obedecem e, ainda, a 

representação numérica e comparativa, em tabelas ou gráficos, dos 

resultados da análise desses fenômenos." (Michaelis). 

 
A estatística engloba um grande leque de técnicas de análise, que 

podem ser divididas em duas classes gerais: 

• Estatística descritiva: destina-se a duas finalidades principais: 

• Estatística descritiva univariada: utilizada quando se necessita sumarizar ou 

descrever a distribuição de uma única variável; 

• Estatística descritiva bivariada ("duas variáveis") ou multivariada ("mais de 

duas variáveis"): utilizada quando se necessita descrever a associação entre 

duas ou mais variáveis. 

 
 

 
Fonte: Ferreira et al., 2002 
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 Sendo assim na estatística univariada a abordagem de investigar as 

diferenças de tratamento entre os grupos constituiu em uma série de testes 

independentes de análise de variância (ANOVA) em cada variável de resultado 

separadamente. Para levar em consideração a natureza de medidas repetidas 

dos dados de entrada, também realizamos testes de efeitos mistos lineares 

para cada ponto final. Como não simulamos uma interação entre efeito do 

tratamento e tempo, incluímos apenas os efeitos principais no modelo de 

efeitos mistos sem um termo de interação. Rejeitamos H0 de nenhum efeito do 

tratamento se o efeito principal para o tratamento mento foi significativo. 

 

 A primeira estratégia multivariada que investigamos foi realizar 

Testes ANOVA em escores de componentes principais (PC) obtidos a partir 

das variáveis originais. Usou a decomposição própria da matriz de correlação 

populacional para calcular os PCs, que é a abordagem preferida quando as 

variáveis são medidas em diferentes escalas. As pontuações dos componentes 

foram obtidas multiplicando os dados padronizados matriz de variáveis originais 

com os autovetores da matriz de correlação populaciona. 

 

 A segunda técnica multivariada consistiu em uma série de análises 

multivariadas de variância (MANOVA) testes em cada variável de estudo com 

medidas repetidas. Cada medida repetida foi considerada uma variável 

dependente separada para a respectiva MANOVA. A significância dos testes 

MANOVA foi avaliada usando quatro diferentes 

estatísticas que são comumente fornecidas por software estatístico como R, 

SAS ou SPSS: Wilks'.Em todos os casos, H0 foi rejeitada quando o p-valor do 

teste  foi menor que 0,05. Diferentes técnicas foram avaliadas com base na 

taxa de erro empírico tipo I ou no poder empírico. A taxa de erro empírico tipo I 

foi definido como o número de testes estatísticos significativos dividido pelo 

número total de testes quando nenhum efeito de tratamento foi simulado. O 

poder empírico foi definido como o número de testes dividido pelo número total 

de testes nos casos em que os efeitos do tratamento foram simulados. 

 


