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RESUMO

O fluido sulcular peri-implantar possui moléculas que podem ser representar
biomarcadores, permitindo avaliar a saude peri-implantar. O objetivo deste
estudo foi investigar, em pacientes parcialmente edéntulos, o uso da IL17 e os
marcadores bioquimicos classicos relacionados a inflamagéao IL18 / TGFB1 /
IL10 como ferramentas no diagnéstico precoce da doencga peri-implantar. Em
40 pacientes previamente selecionados, 6 sitios peri-implantares de 91
implantes foram avaliados e classificados como saudavel, inflamacao leve e
inflamacdo moderada de acordo com a profundidade de sondagem peri-
implantar e o indice gengival. Dados sobre o indice de placa, perda de insergéao
clinica, supuracao e mobilidade também foram avaliados. O fluido sulcular peri-
implantar foi coletado utilizando pontas endoddnticas de papel absorvente
padronizadas e os niveis de IL1B3, TGFB1, IL10 e IL17 foram determinados
utilizando ELISA. Os dados foram analisados pelos testes Kolmogorov-
Smirnov, Mann-Whitney (p6s-teste de Dunns) e correlagdo de Spearman. Os
niveis médianos de TGFB1 no grupo saudavel foram superiores ao grupo
inflamado, independentemente do grau de inflamagdo. Em todos os grupos,
correlagdo positiva entre IL13 e os parametros clinicos profundidade de
sondagem e perda de insercao clinica, bem como correlacdo negativa entre
TGFB1 e o indice de placa foram observadas. No grupo saudavel e inflamacao
leve, houve correlacdo negativa entre TGFB1 e os parametros profundidade de
sondagem e perda de insercéo clinica, e correlacao positiva entre IL1B e o
indice de placa. Apenas no grupo saudavel, observou-se correlagdo negativa
entre IL17 e perda de insergcédo clinica. Correlagdo entre as citocinas foi
observada entre IL1B e IL17, IL10 e IL1B no grupo saudavel, entre IL17 e IL10
no grupo inflamagéo leve, entre IL13 e TGFB1 no grupo inflamagédo moderada.
As citocinas IL10 e IL17 parecem modular a resposta inflamatéria peri-
implantar. A reducdo significativa do nivel de TGFB1 nas fases inciais da
doencga peri-implantar sugere seu uso como marcador imunolégico da saude

peri-implantar.



ABSTRACT

Peri-implant sulcus fluid has molecules that may represent biomarkers, allowing
peri-implant health evaluation. The aim of this study was to investigate, in
partially edentulous patients, the use of IL17 and, classic inflammation related
biochemical markers, IL18 / TGFB1 / IL10 in early-stage diagnostics of peri-
implant diseases. In 40 previously selected patients, 6 peri-implant sites of 91
implants were evaluated and classified as healthy, slight inflammation and
moderate inflammation in accordance with peri-implant probing depth and
gingival index. Data regarding plaque index, clinical attachment loss,
suppuration and mobility were also assessed. The peri-implant sulcus fluid was
collected using standard paper strips and the levels of IL1B, TGFB1, IL10 and
IL17 were determined by ELISA. The data were analyzed by Kolmogorov-
Smirnov, Mann-Whitney test (Dunns post-test) and Spearman correlation. The
median levels of TGFB1 in healthy group were higher than inflamed group,
irrespective of the inflammation degree. In all groups, positive correlation
between IL13 and the clinical parameters peri-implant probing depth and clinical
attachment loss, and negative correlation between TGFB1 and plaque index
were observed. In healthy and slight inflammation groups, there was a negative
correlation between TGFB1 and the parameters probing depth and clinical
attachment loss, and a positive correlation between IL13 and plaque index.
Only in healthy group, it was observed correlation between IL17 and clinical
attachment loss. Correlation between the cytokines was observed with IL13 and
IL17, IL1B and IL10 in healthy group; with IL17 and IL10 in slight inflammation
group; with IL1B8 and TGFB1 in moderate inflammation group. The cytokines
IL10 and IL17 appear to modulate peri-implant inflammation. The significant
reduction in the level of TGFB1 in the initials stages of peri-implant disease
suggests its use as an immunological marker of peri-implant health.

Palavras-chave: fluido sulcular peri-implantar, citocinas, implante dental,

inflamacéo.
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1. INTRODUCAO

Os implantes osseointegrados representam uma importante
alternativa de tratamento para a reposicdo de elementos dentais perdidos,
sendo utilizados com altos indices de sucesso. Entretanto, ainda ocorrem
perdas de implantes, tanto nas fases iniciais, bem como nas fases tardias, apés
os implantes estarem em funcao mastigatéria (Liskmann et al., 2004).

Falhas precoces tém sido associadas a fatores inerentes ao
individuo (tabagismo, condicdo sistémica, disponibilidade Ossea), ao
procedimento cirurgico (trauma e superaquecimento ésseo, contaminacao) e
ao tipo de implante (material, desenho, topografia de superficie) (Exposito et
al., 1998). As perdas tardias, por sua vez, estao relacionadas principalmente a
falta de habilidade e motivacdo dos pacientes em controlar os fatores
etioldgicos responsaveis pela inflamacéo dos tecidos peri-implantares (Murata
et al., 2002; Leonhardt et al., 2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Liskmann et
al., 2004). Evidéncias sugerem um papel primario do biofilme bacteriano na
etiologia destas inflamacdes, associado ou ndo a sobrecarga oclusal (Kivela-
Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al., 2004; Deqidi et al., 2006).

Inflamagdes iniciais restritas aos tecidos moles que circundam os
implantes sdo denominadas mucosites. Este processo pode evoluir
rapidamente para uma inflamacdo severa, conhecida como peri-implantite,
caracterizada pela destruicdo do osso de suporte e dos tecidos moles
adjacentes, levando a perda de estabilidade do implante (Kivela-Rajamaki et
al., 2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalgin et al., 2005). Os processos
inflamatérios peri-implantares evoluem de forma mais rapida que os
periodontais. Assim, o0 monitoramento dos implantes dentais torna-se essencial
para a prevencao, deteccdo precoce da inflamacdo e, conseqlentemente
manuteng¢do dos mesmos (Paolantoio et al., 2000; Yalcgin et al., 2005).

Os parametros comumente utilizados para avaliar a saude peri-
implantar sao: avaliacdo da presenca de placa, presenca de sangramento a
sondagem, determinagéo da profundidade de sondagem e grau de mobilidade,

além do exame radiografico, que permite avaliar relacdo osso/ implante ao



longo do tempo (Murata et al., 2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-
Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al., 2004; Tézum et al., 2008). O implante é
considerado clinicamente saudavel se nao houver sangramento, mobilidade,
dor ou desconforto, e os tecidos peri-implantares apresentarem aspecto de
normalidade (Persson et al., 2001; Watzek, 2004).

Entretanto, esses parametros clinicos sao limitados (McClanahan et
al., 2001), pois revelam o grau de destruicdo promovido pela doenca apenas
apds sua manifestacao clinica (Paolantonio et al., 2000; Kivela-Rajamaki et al.,
2003b), nado permitindo observar alteragdes iniciais no sitio peri-implantar
(Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalcin et al., 2005). Assim, pesquisas tém
investigado métodos de diagndéstico complementares, que possibilitem avaliar
alteracées na condicdo de saude peri-implantar, em estagios ainda nao
detectaveis em exames clinicos e radiogréaficos, ou seja, previamente a perda
Ossea irreversivel (Liskmann et al., 2004; Yalgin et al., 2005).

O fluido sulcular tem sido utilizado na investigacao de doencas que
afetam a cavidade oral, embora ainda nao seja utilizado como ferramenta de
diagnéstico na pratica clinica (Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al.,
2004). Marcadores bioldgicos presentes no fluido sulcular sdo extensivamente
pesquisados nas doencas periodontais (Murata et al.,, 2002; Ebersole, 2003;
Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Ozmeric 2004;
Berglundh et al., 2005; Loos & Tjoa 2005, Yalgin et al., 2005). As semelhancas
entre o microambiente periodontal e peri-implantar, levaram os pesquisadores
a investigarem na mucosa peri-implantar os mesmos marcadores utilizados no
diagnéstico das periodontites (Paolantonio et al., 2000; Liskmann et al., 2004;
Yalgin et al., 2005).

O estabelecimento de novos padrdes de diagnédstico, baseados em
biomoléculas presentes no fluido sulcular peri-implantar pode constituir um
método complementar para avaliacdo e acompanhamento longitudinal de
diferentes tipos de implantes (Yalcin et al., 2005; Duarte et al., 2009a-b).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Implantodontia

A utilizacdo de implantes com a finalidade de reposi¢cdo de dentes
perdidos representa um grande avanco da Odontologia moderna, permitindo
aos pacientes restaurar a funcao mastigatoria, estética e fonética com maior
conforto e seguranca se comparado com as préteses tradicionais (Misch,
2009). A busca por um substituto aos dentes naturais levou ao
desenvolvimento de diferentes sistemas de implantes, como os implantes
agulhados, subperiostais e laminados, utilizando varios tipos de materiais
(Albrektsson, 2005).

Os primeiros implantes odontolégicos baseavam-se no empirismo e
fracassaram devido a falta de estudos clinicos e cientificos controlados.
Entretanto, na década de 60, Branemark e colaboradores, fundamentados em
pesquisas basicas e clinicas, desenvolveram um novo sistema de implantes,
fundamentado na ancoragem direta do implante no tecido désseo, sem a
interposicdo de tecido mole, fenbmeno este, denominado osseointegracao,
(Amarante & Lima, 2001; Simon & Watson, 2002; Franchi et al., 2005).
Branemark (1985) definiu a osseointegracdo como sendo “uma conexao
estrutural e funcional direta entre o tecido 6sseo vivo e ordenado e a superficie
de um implante submetido a carga funcional”. Inicialmente ndo foi possivel
demonstrar tal fen6meno, devido a auséncia de equipamentos que permitissem
seccionar o tecido 6ésseo sem a remocdo do implante metélico, o que foi
demonstrado por Shroeder et al. em 1976 (Davies, 2003; Amarante & Lima,
2001; Albrektsson, 2005).

As altas taxas de sucesso dos implantes enddsseos fabricados com
ligas de titanio (Adell et al., 1981; Davies, 2003; Lang et al., 2004) provocaram
profunda modificacdo no planejamento e seqliiéncia de tratamento em diversas
areas da reabilitacdo oral. Novos sistemas de implantes, baseados no
protocolo original de Branemark e colaboradores, foram desenvolvidos com

variacbes no desenho do parafuso, composicao do titdnio, topografia e



tratamento de superficie (Amarante & Lima, 2001; Davies, 2003; Li et al., 2004;
Xie et al., 2005; Coelho et al., 2009; Dohan Ehrenfest et al., 2010). No entanto,
perdas de implantes, tanto nas fases iniciais (periodo de cicatrizagcdo) como
tardias (apds o periodo de osseointegracao e instalacdo da protese), podem
ocorrer (Liskmann et al., 2004).

As perdas de implantes podem estar relacionadas a falhas durante o
procedimento cirargico (trauma e superaquecimento 6sseo, contaminacao) e a
confeccao da prétese (ocasionando excesso de carga oclusal) ou fatores
inerentes ao individuo como habitos parafuncionais (bruxismo e apertamento
dental), ma higienizagdo, além de problemas sistémicos como diabetes
(Exposito et al., 1998; Murata et al., 2002; Leonhardt et al, 2002; Kivela-
Rajamaki et al., 2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Watzek, 2004; Liskmann
et al., 2004). O tabagismo também tem sido apontado como um dos possiveis
responsaveis pelo fracasso de implantes, embora muitos fatores relacionados
ao comportamento da doenca peri-implantar ainda ndo estejam esclarecidos
(Watzek, 2004).

Atualmente, séo utilizados critérios clinicos e radiograficos para
avaliar os diferentes sistemas de implantes em funcdo (Murata et al., 2002;
Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al.,
2004; Tdézum et al., 2008). Clinicamente, um implante € considerado com
sucesso se nao for observado sangramento, mobilidade, dor ou desconforto e
os tecidos peri-implantares apresentarem aparéncia saudavel (Persson et al.,
2001; Watzek, 2004). O exame radiografico permite avaliar a relacao
osso/implante, possibilitando acompanhar a evolugao da perda éssea marginal
ao longo do tempo. Entretanto, esses critérios de avaliacdo nao permitem
acompanhar alteragdes iniciais no sitio peri-implantar (Kivela-Rajamaki et al.,
2003a; Yalgin et al., 2005). Uma vez que os processos inflamatérios peri-
implantares evoluem de forma mais rapida que os periodontais (Jovanovic,
1997; Persson et al., 2001; Martelli et al., 2004), o diagnédstico precoce dessas
alteracoes é essencial para o tratamento da doenca e manutencdo dos
implantes (Paolantoio et al., 2000; Yalgin et al., 2005; Misch, 2009).



2.2. Mucosa Peri-implantar

A mucosa peri-implantar, analoga a gengiva marginal encontrada ao
redor da denti¢cdo natural, é constituida por lamina propria densa e colagenosa
coberta por delgado epitélio oral estratificado e pavimentoso. Sendo assim, a
mucosa peri-implantar possui importante funcdo de protecdo e atua como
barreira bioldgica, promovendo vedamento entre meio externo e meio interno
(Koka, 1998; Weber & Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 2010).

Semelhante ao periodonto de protecdo, o epitélio da mucosa peri-
implantar apresenta uma face voltada para a cavidade oral (externa) e outra
que constitui a juncao implante-epitélio (interno). A porcao externa é revestida
por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, que se continua com o
epitélio ndo-queratinizado que reveste o sulco peri-implantar. Na face voltada
para o implante, a mucosa esta aderida a superficie do implante por uma
porcdo de epitélio semelhante ao epitélio juncional, denominada juncgao
implante/epitélio. Essa adesao das células epiteliais ao implante é feita por
hemidesmossomos e lamina basal (Bernard et al., 1997; Koka, 1998; Weber &
Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 2010).

As principais diferencas entre a mucosa peri-implantar e a gengiva
marginal residem na composi¢cdo do tecido conjuntivo, no alinhamento dos
feixes de fibras colagenas e na vascularizagdo (Weber & Cochran 1998; Lindhe
& Berglundh, 2010). Quando comparada com a gengival marginal, a lamina
prépria da mucosa peri-implantar apresenta algumas diferencas quanto a
proporcdo de colageno e fibroblastos. Na regido peri-implantar o tecido
conjuntivo apresenta caracteristica de tecido cicatricial, sendo constituido por
poucas células e muitas fibras colagenas (Bernard et al.,1997; Jovanovic, 1997;
Koka, 1998; Groisman & Vidigal Jr, 2004; Lindhe & Berglundh, 2010).

Devido a auséncia do cemento e a influéncia das caracteristicas da
superficie dos implantes, os feixes de fibras colagenas da regidao supra-
alveolar, organizam-se paralelamente ao longo eixo dos implantes ou se
inserem no peridsteo da crista 6ssea alveolar ndo ocorrendo feixes de fibras

perpendiculares ao implante. Assim, a adesao entre mucosa peri-implantar e
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superficie do implante € mais fragil que a adesao entre dente e gengiva (Buser
et al., 1992; Bernard et al., 1997; Koka, 1998; Weber & Cochran 1998;; Machtei
et al., 2006; Lindhe & Berglundh, 2010).

Nos tecidos periodontais a vascularizagdo provém de duas origens,
uma a partir de vaso supraperiostal, que forma os capilares das papilas do
conjuntivo subjacente ao epitélio oral e ao plexo vascular lateral ao epitélio
juncional. A outra origem ¢é derivada do plexo vascular do ligamento
periodontal, que emite ramificagdes em diregdo coronaria, passando pela crista
alveolar e terminando na porcdo supra-alveolar da gengiva livre (Jovanovic,
1997; Koka, 1998; Weber & Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 2010). Ja na
mucosa peri-implantar a vascularizacdo € garantida apenas pelo vaso
sanglineo supraperiosteal localizado externamente ao processo alveolar, que
origina o plexo de capilares e vénulas localizado subjacente ao epitélio
juncional e ao epitélio oral. Devido a auséncia do plexo proveniente do
ligamento periodontal, na mucosa peri-implantar, o conjuntivo supra-alveolar
apical ao epitélio juncional apresenta-se pouco vascularizado (Jovanovic, 1997;
Koka, 1998; Weber & Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 2010).

2.3. Doenca Peri-implantar

Doenca peri-implantar € um termo genérico relacionado as reacoes
infecciosas que ocorrem nos tecidos circundantes ao implante em funcéo,
resultando em processo inflamatorio com perda 6ssea ou ndo. O quadro de
mucosite peri-implantar caracteriza-se por um processo inflamatério inicial e
reversivel, restrito aos tecidos moles que circundam o implante. No entanto,
persistindo o0 agente agressor, esse processo pode evoluir rapidamente para
uma inflamacgéo severa e irreversivel, denominada peri-implantite. Este estagio
avancado da doenca é caracterizado pela destruicdo do osso de suporte e dos
tecidos moles adjacentes, levando ao comprometimento do implante devido a
perda de ancoragem (Weber & Cochran 1998; Kivela-Rajamaki et al., 2003a;
Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Martelli et al., 2004; Yalgin et al., 2005; Liskmann
et al., 2006; Misch, 2009; Lindhe & Berglundh, 2010).

11



Estudos em animais e em humanos tém demonstrado semelhancas
clinicas, radiograficas e histolégicas entre a infeccdo periodontal e peri-
implantar (Liskmann et al, 2006). O mesmo mecanismo patogénico
responsavel pela instalacdo da doenca periodontal parece existir nos tecidos
peri-implantares, ainda com o agravante de evoluir de forma mais rapida e
agressiva que no dente (Jovanovic, 1997; Persson et al., 2001; Martelli et al.,
2004).

O sulco peri-implantar, que é semelhante ao sulco gengival, atua
como nicho propicio para a colonizacdo e crescimento de microorganismos
orais (Liskmann et al., 2006). Assim, o acumulo de placa na superficie dos
implantes e no sulco peri-implantar, inicialmente leva ao comprometimento do
epitélio e aumento no infilirado inflamatério do tecido conjuntivo (Jovanovic,
1997), entretanto, com a progressao da doenca, pode haver comprometimento
total da osseointegracao e perda do implante (Schou et al., 1993; Misch, 2009;
Lindhe & Berglundh, 2010).

Um dos critérios utilizados para avaliagdo clinica dos tecidos
periodontais é a profundidade de sondagem (Ataoglu et al., 2002; Murata et al.,
2002; Yalgin et al., 2005; Liskmann et al., 2006; Strbac et al., 2006; Tézum et
al., 2007; Renvert, et al., 2007; Lachmann et al., 2007; Tézum et al., 2008;
Duarte et al., 2009a; Duarte et al., 2009b). No entanto, nos tecidos peri-
implantares, este parametro torna-se menos confiavel, devido a disposi¢ao das
fibras colagenas paralela a superficie do implante (Kivela-Rajamaki et al., 2003;
Misch, 2009; Lindhe & Berglundh, 2010). Além disso, apenas a medida
quantitativa da profundidade de sondagem, ndao € capaz de fornecer
informagcdes conclusivas a respeito do estado de saude/doenca peri-
implantares porque pode ser influenciada por mudangas na anatomia e posi¢ao
da mucosa (Dinato & Polido, 2001; Misch, 2009; Lindhe & Berglundh, 2010).

Por ser o principal fator etiolégico das doencas peri-implantares, a
placa bacteriana é utilizada como critério de monitoramento da saude dos
implantes, bem como da capacidade de higienizacdo dos pacientes (Ataoglu et
al., 2002; Murata et al., 2002; Yalcin et al., 2005; Liskmann et al., 2006; Strbac
et al., 2006; Tézum et al., 2007; Renvert et al., 2007; Lachmann et al., 2007;
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Duarte et al., 2009a; Duarte et al., 2009b). O indice de placa isoladamente, ndo
permite identificar a presenca de alteragcbes ou mesmo o nivel de risco
apresentado pelo paciente, mas, estatisticamente, niveis mais baixos de placa,
tendem a desenvolver menos doencga (Dinato & Polido, 2001; Renvert et al.,
2007).

A presenca de sangramento, por sua vez, demonstra as alteracoes
inflamatérias dos tecidos moles circunjacentes aos implantes dentais (Misch,
2009), entretanto, sua relevancia clinica € considerada quando correlacionado
a outros parametros clinicos (Dinato & Polido, 2001). A presenca de
sangramento pode ser avaliada por meio do sangramento a sondagem
(Renvert et al., 2007; Lachmann et al., 2007; Duarte et al., 2009a; Duarte et al.,
2009b) e do indice gengival (Ataoglu et al., 2002; Murata et al., 2002; Yalgin et
al., 2005; Liskmann et al., 2006; Strbac et al., 2006; Té6zum et al., 2007; Duarte
et al., 2009a; Duarte et al.,, 2009b). De acordo com Ericsson & Lindhe (1993),
freqientemente ocorre sangramento a sondagem mesmo ao redor de
implantes saudaveis. Dessa forma, as diferencas na insercao dos dentes e
implantes contra-indicam este parametro nas comparagdes entre esses sitios.
O indice gengival, por representar a tendéncia ao sangramento espontaneo da
mucosa, poderia ser mais apropriado para avaliacdo da inflamacao peri-
implantar (Tézum et al., 2005).

A supuracdo (Duarte et al, 2009a; Duarte et al, 2009b) e a
mobilidade (Tézum et al., 2008) peri-implantar sdo elementos indicativos do
estagio avancado da doencga, quando, na maioria das vezes ja ndao é possivel
estabelecer formas de tratamento de modo a manter os implantes (Dinato &
Polido, 2001; Misch, 2009). Da mesma forma, o exame radiografico, que
também é utilizado para determinar a condi¢cao de saude dos implantes (Murata
et al., 2002; Renvert et al., 2007; Tézum et al., 2007; Tézum et al., 2008;
Duarte et al., 2009a; Duarte et al., 2009b) , sé permite avaliar a perda éssea
quando esta avancada, e praticamente irreversivel (Kivela-Rajamaki et al.,
2003a; Misch, 2009).

As limitagcdes dos exames disponiveis dificultam o estabelecimento

da condicao clinica dos implantes e tém estimulado a busca por marcadores
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bioldgicos que possam ser utilizados como métodos de diagndstico precoce da
saude peri-implantar (Liskmann et al., 2004). Métodos dessa natureza tém sido
bastante estudados na doenca periodontal com objetivo de identificar
marcadores biologicos presentes no fluido sulcular (Ataoglu et al., 2002; Murata
et al., 2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalcin et al., 2005; Gurkan et al.,
2006; Strbac et al., 2006; Tézum et al., 2007; Renvert et al., 2007; Lachmann
et al.,, 2007; Tézum et al., 2008; Duarte et al., 2009a; Duarte et al., 2009b).

A semelhanga entre o microambiente periodontal e peri-impalntar
(Yalcin et al., 2005) sugere que estes microambientes compartihem os
mesmos marcadores o que torna viavel a implantodontia avaliar métodos de
diagnéstico complementares estudados na periodontia. Alguns desses estudos
verificaram modificacbes na composicdo do fluido sulcular (Ozmeric 2004,
Griffiths, 2003; Loos & Tjoa, 2005; Tozum et al., 2005) em individuos com
periodontite e peri-implantite, incentivando sua utilizagdo como ferramenta de

diagnéstico.

2.4. Fluido Sulcular Peri-implantar (FSPI)

A cavidade oral possui uma complexa flora microbiana, composta
por microorganismos permanentes e transitérios. Além disso, ha uma
variedade de nichos, tais como: a superficie dental, a lingua e o sulco gengival,
que favorecem o estabelecimento e o desenvolvimento da microbiota. Muitos
desses microorganismos estabelecem uma relacdo de simbiose com o
hospedeiro, entretanto, algumas espécies sao patogénicas. Assim, o meio
bucal representa uma porta para diversos patégenos envolvidos direta ou
indiretamente em doencas infecciosas locais e/ou sistémicas (Ebersole 2003;
Lindhe & Berglundh, 2010).

Entre as diversas funcbes que a mucosa oral desempenha, a
principal delas é a de protecado. Diante desse desafio antigénico, o préprio
revestimento epitelial da mucosa, representa uma barreira natural, protegendo
os tecidos mais profundos do ambiente contaminado que é a cavidade oral
(Ten Cate; 2001; Ebersole 2003; Lindhe & Berglundh, 2010). Para manter a
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homeostasia do meio, existem varios mecanismos do sistema imune que
contribuem para controlar a colonizacdo microbiana e dentre eles estao o fluido
sulcular e a saliva, que servem como fatores mecanicos, minimizando a
acumulacao bacteriana, além de apresentarem biomoléculas que participam
dos mecanismos de imunidade inata e adquirida (Lindhe & Berglundh, 2010).

O fluido sulcular gengival foi identificado no século XIX, mas
somente a partir da década de 50, sua composicdo e possivel papel nos
mecanismos de defesa da cavidade oral comecaram a ser elucidados
(Carranza & Bulkacz, 1997; Lindhe & Berglundh, 2010). Os tecidos periodontais
e peri-implantares apresentam semelhangas na constituicdo, na microbiota e
também em relacdo a presenca de um fluido protetor, o fluido sulcular
(Paolantonio et al., 2000; Lindhe & Berglundh, 2010), o qual é constantemente
produzido (Ebersole, 2003; Lindhe & Berglundh, 2010).

Localizado banhando a regido dos sulcos gengival e peri-implantar,
o fluido sulcular é formado devido a permeabilidade do epitélio juncional, que
permite a passagem de componentes macromoleculares provenientes do soro
e do meio intersticial gengival. Assim, este fluido € constituido por ultra-filtrado
do plasma sanguineo e contém enzimas e proteinas individuais, tais como:
proteases inibidoras, microglobulinas, fibrinogénio, albumina, lipoproteinas,
bem como mediadores inflamatérios, fatores de crescimento, como fator de
crescimento e transformacgao B (TGF-B) e imunoglobulinas (IgG e IgA). Além
destes componentes, o fluido contém células descamadas dos epitélios
juncional e sulcular, bem como células de defesa (neutréfilos, linfocitos e
mondcitos) que migram constantemente do tecido conjuntivo subjacente para o
sulco. No fluido também podem ser encontradas bactérias e acumulos de
elementos do seu metabolismo (Carranza & Bulkacz, 1997; Ten Cate, 2001;
Ebersole 2003; Goodson 2003, Ozmeric 2004; Lindhe & Berglundh, 2010).

Devido a sua consisténcia fluida e fluxo constante, o fluido sulcular
age como fator de limpeza mecénica, minimizando o acumulo de bactérias. As
moléculas da imunidade inata e adquirida presentes no fluido também
contribuem para a homeostasia do meio (Ten Cate; 2001; Ebersole 2003).

Devido a essas caracteristicas, o fluido gengival vem sendo estudado como
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método de diagnéstico para determinar o estado de atividade da doenca
periodontal ou risco do individuo a doenca (Carranza & Bulkacz, 1997;
Goodson, 2003; Ozmeric, 2004; Lindhe & Berglundh, 2010).

No periodonto saudavel, alguns constituintes do fluido, como IgG e
IgA, e enzimas como a colagenase I, apresentam-se em niveis baixos,
atuando de forma protetora (Ebersole, 2003). Ja no periodonto inflamado,
ocorre aumento do volume de fluido sulcular e mudangcas na composicao deste
exsudato, que passa a apresentar mais componentes vasculares e celulares
pro-inflamatérios (Ebersole, 20003; Loos e Tjoa, 2005).

Apesar da presenga de microrganismos patogénicos ser necessaria
para o desenvolvimento inicial da doenca, a amplificacdo e progressao deste
processo parece ser altamente dependente da resposta imune e inflamatéria
gerada pelo hospedeiro em resposta as bactérias ou a seus produtos. Alguns
estudos tém evidenciado a importancia do fluido sulcular nos mecanismos de
defesa do periodonto (Ebersole, 20003; Loos e Tjoa, 2005). Porém, somente
na ultima década, pesquisadores propuseram métodos de analise que
permitissem sua utilizagdo no diagnéstico da doenga periodontal (Goodson,
2003). Para andlise do fluido foi desenvolvida metodologia para coleta com
pontas de papel absorvente e mensuragdo do volume de fluido por meio do
aparelho Periotron® (Goodson, 2003; Perinetti & Spoto, 2004). Além de medir
variagcdes no volume de fluido gengival em funcdo do estado de saude do
periodonto, as pesquisas avaliaram o comportamento das macromoléculas
presentes no fluido em funcdo do estdgio de evolugcdo da periodontopatia
(Griffiths, 2003).

Segundo Loos e Tjoa (2005) existem aproximadamente 100
componentes do fluido sulcular que podem ser utilizados como marcadores de
saude periodontal, e futuramente poderdo ser utilizados rotineiramente no
monitoramento de individuos com periodonto saudavel. A dosagem de
citocinas pro e anti-inflamatérias no fluido sulcular peri-implantar tem potencial
para uso na clinica odontolégica e também em pesquisas.

Citocinas sao polipeptideos envolvidos na mediacao e regulacédo das

respostas imune e inflamatéria. Essas proteinas sdo produzidas por varios
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tipos celulares distintos e atuam sobre diversas células. Comprovadamente,
muitas fungbes originalmente atribuidas a uma citocina sdo propriedades
partilhadas por diversas citocinas diferentes, sendo que elas podem também,
interagir modificando, ampliando ou reduzindo seus efeitos (Abbas et al., 2008).
A sintese de determinada citocina pode ser influenciada por outras, levando a
formacao de cascatas em que uma segunda ou terceira citocina regula as
acoOes biolégicas da primeira. Em geral, as citocinas participam da imunidade
inata, apresentacdo de antigenos, diferenciacdo, ativagdo e recrutamento
celulares, regulam a expressao de moléculas de adesdo, assim como o
crescimento e diferenciagdo celulares (Feldmann et al., 1998; Abbas et al.,
2008).

2.5. Interleucina 1B (IL1B)

A IL1 foi uma das primeiras citocinas descritas e é amplamente
estudada (Dinarello, 1994). A familia da IL1 é composta por trés polipeptidios,
interleucina-1a (IL1a), interleucina-1B (IL1B) e antagonista do receptor da
interleucina-1 (IL1Ra) (Dinarello,1994). Essa citocina € um dos varios
mediadores da inflamacao que foram identificados no fluido sulcular (Nicolau et
al., 2003; Konradsson & Van Dijken, 2005).

Nos ultimos anos, estudos procuram elucidar a correlagao entre as
condicdes clinicas dos implantes osseointegrados, com a concentracao da IL13
no fluido sulcular peri-implantar. A IL1 B é produzida principalmente pelos
mondcitos e macréfagos, mas também pode ser sintetizada por fibroblastos e
células 6sseas (Tatakis et al., 1988; Gruica et al., 2004), além de leucocitos e
células do epitélio juncional (Gemmell et al., 1998; Page, 1991). Entre os
efeitos biolégicos da IL1B estdo sua capacidade de estimular linfocitos T,
proliferacao de linfocitos B, estimulo da produgcdo de PGE2 pelos monécitos e
fibroblastos, e liberacdo de metaloproteinases que degradam as proteinas da
matriz. Além disso, a IL1B também promove o recrutamento de osteoclastos e
a reabsorcao dssea, afetando também a quimiotaxia para neutréfilos e a

ativacao dessas células (Tatakis et al., 1988; Gruica et al., 2004).
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Kao et al. (1995), Panagakos et al. (1996) e Murata et al. (2002),
demostraram que a concentracao de IL1B no fluido sulcular peri-implantar, esta
aumentada na condi¢ao de doenca, quando comparada a saude peri-implantar.
A observagcédo de que a concentracdo da IL1B no fluido sulcular aumenta de
acordo com o grau de severidade da doenca (saude, mucosite e peri-
implantite), sugere que esta citocina esteja relacionada a rapida e ampla
destruicao do tecido de suporte observado durante a progressdo do processo
inflamatério (Panagakos et al., 1996). Assim, IL1 3 poderia ser um indicador
para o monitoramento da saude/doenca em implantes osseointegrados (Kao et
al., 1995).

Ataoglu et al. (2002), por sua vez, ao avaliarem pacientes fumantes
e nao fumantes que apresentavam implantes, demonstraram niveis elevados
de IL1B em sitios peri-implantares com sinais clinicos de inflamagdo quando
comparado aos sitios saudaveis. Esses dados sugerem que o monitoramento
da concentracao de IL1B pode auxiliar o diagndstico de saude peri-implantar
em pacientes nao fumantes.

Machtei et al. (2006), ao avaliarem a presenca de IL1B no fluido
sulcular de dentes e de implantes com diferentes plataformas em pacientes
edéntulos parciais, observaram uma correlacao positiva entre os niveis de IL13
e a perda 6ssea em dentes e implantes. Os autores sugerem seu possivel uso
como marcador da reabsorcao ossea.

2.6. Fator de Crescimento e Transformacao 3 (TGF)

O TGFB é uma citocina multifuncional, com papel tanto pré6 como
anti-inflamatoério, o que a torna uma proteina interessante no monitoramento
das patologias peri-implantares e periodontais (Cornelini et al., 2003). Esta
citocina é expressa em 5 isoformas, porém apenas TGFB1, TGFB2 e TGFB3
sd0 expressos em mamiferos, sendo o primeiro o mais comum. E considerada
uma citocina anti-inflamatéria devido a capacidade de supressao da imunidade
celular e humoral, bem como da producéao de citocinas inflamatérias e atividade

das células apresentadoras de antigenos. Entretanto também é considerada
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pré-inflamatéria pela atividade quimiotatica para neutréfilos e linfécitos
(Steinsvoll et al, 1999). Além disso, esta envolvida na embriogénese
(multiplicacdo e diferenciacdo celular), inflamacdo, regulacdo da resposta
imune, adesdao e migracdo celular, formacdo da matriz extracelular,
angiogénese e reparo tecidual (Saito et al., 1999).

Schultze-Mosgau et al. (2006), ao compararem a producao de TGF
B1 na mucosa em pacientes com implantes saudaveis, sem implantes e
irradiados. Encontraram niveis mais elevados nos grupos com implantes
saudaveis e os irradiados, e niveis baixos nos grupos sem implantes, sugerindo
o efeito positivo desta citocina para o sucesso dos implantes, uma vez que ha
estimulo a proliferacao dos fibroblastos, bem como sintese das proteinas da
matriz extracelular e moléculas de adeséo.

Gulrkan et al. (2006), ao avaliarem individuos com diferentes formas
de doenca periodontal, observaram um aumento dos niveis de TGFB1 no fluido
sulcular de individuos com periodontite quando comparados aos individuos
com gengivite, atribuindo a esta citocina um papel modulatério importante na
doenca periodontal, podendo regular quadros inflamatérios.

Cornelini et al. (2003), por sua vez, ao avaliarem a presenca de TGF
B1 na mucosa ceratinizada ao redor de implantes saudaveis e com peri-
implantite, encontraram niveis mais elevados desta citocina em implantes com
inflamacao, de forma semelhante aos resultados encontrados por Duarte et al.
(2009a) com IL10, atribuindo ao TGF B1 papel importante na homeostasia dos
tecidos e controle da degradacéao tecidual (Steinsvoll et al., 1999; Cornelini et
al., 2003), estimulando os fibroblastos e células endoteliais (Cornelini et al.,
2003).

2.7. Interleucina 10 (IL10)
A IL10 é uma das citocinas com caracteristicas imuno-regulatorias
mais destacadas do sistema imune humano (Conti et al., 2003). E produzida

por varias células do sistema de defesa, incluindo monécitos/macréfagos

ativados, linfécitos T e linfécitos B, embora os macr6fagos e mondcitos
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parecem a ser fonte predominante de sintese de IL10 endégena em humanos
(Conti et al., 2003). Essa citocina atua na inibicado da sintese de citocinas pré-
inflamatérias, incluindo TNF-a, IL6, IL8 e IL12, bem como na supressao de
varias atividades das células apresentadoras de antigenos (Grimbaldeston et
al., 2007). Além disso, é capaz de ativar a produgao de IL1Ra, um antagonista
da IL1, bem como limitar a duracdo e extensdo da resposta inflamatéria
(Konradsson & Van Dijken, 2005). Sua auséncia esta associada com a maior
susceptibilidade a qualquer tipo de doenca infecciosa (Helminem et al., 1999),
0 que indica um papel protetor contra destruicdo tecidual (Duarte et al., 2009a-
b).

Goutoudi et al. (2004) avaliaram o efeito da terapia periodontal nos
niveis de IL10 e IL1B no fluido sulcular de pacientes com periodontite crénica e
observaram relacdo inversa entre os niveis dessas citocinas e o estado de
saude periodontal do individuo, com niveis mais altos IL10 nos sitios
saudaveis.

Duarte et al. (2009a), ao avaliarem biopsias da mucosa peri-
implantar em individuos edéntulos parciais e totais, encontraram niveis baixos
de IL10 em implantes saudaveis se comparado aos com inflamacédo, porém,
ndo encontraram diferenga significante de acordo com a severidade do
processo inflamatorio.

Duarte et al., (2009b) avaliaram a presenca de IL10 no fluido sulcular
peri-implantar de individuos saudaveis, com mucosite e com peri-implantite
antes e apoés diferentes terapias mecanicas anti-infecciosas. Nao encontraram
diferengas significativas nos niveis de IL10 entre implantes saudaveis e com
inflamagéo, embora aqueles com inflamagéao tenham apresentado valores mais
elevados.

Liskmann et al. (2006), por sua vez, encontraram niveis mais
elevados de IL10 na saliva de pacientes totalmente edéntulos cujos implantes
apresentavam-se com doenca peri-implantar e demonstraram correlacéo
positiva entre os niveis desta citocina com os parametros clinicos profundidade
de sondagem, indice gengival e sangramento a sondagem. Duarte et al,
(2009Db) e Liskmann et al. (2006) sugerem que os niveis elevados de IL10 estdo
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relacionados a tentativa do organismo em manter o equilibrio local, o que

reforga sua importancia na modulacao da inflamagéo peri-implantar.

2.8. Interleucina 17 (IL17)

A IL17, recentemente descoberta, também é apontada como uma
das citocinas chave na patologia do periodonto, embora seu papel ainda néao
esteja completamente esclarecido (Vernal et al, 2005). A IL17 tem sido
considerada fator chave no desenvolvimento da osteoartrite e no conseqlente
desencadeamento da reabsorcao da matriz éssea e cartilaginosa pelos clastos.
No entanto, estudos recentes apontaram um papel regulador para esta citocina
(Pinkerton et al., 2008).

Alguns estudos demonstram a presenca da IL17 nos tecidos
periodontais doentes (Vernal et al., 2005; Honda et al., 2008). Sua presenca
estaria relacionada a expressdao de metaloproteinases, interleucinas pro-
inflamatérias como IL1B e TNF-a (Beklen et al., 2007), bem como inducédo da
reabsorcao 6ssea (Takayanagi, 2007; Inoue & Takayanagi, 2009), contribuindo
para maior severidade da doenca (Takahashi et al., 2005; Colic et al., 2007;).
Dessa forma, variagbes nos niveis de IL17 podem ser determinantes na
progressdao da doenca, sendo que fatores microbianos, imunolégicos e
genéticos podem estar envolvidos em tal regulagéo.

Outros autores, pelo contrario, sugerem que a IL17 estaria
relacionada a integracdo entre a imunidade inata e adaptativa, atuando de
modo distinto na presenca ou auséncia de inflamacao (Harrington et al., 2006,
2006; Yu et al., 2007; Bi et al., 2007). Kawaguchi et al. (2004) sugerem ainda
que esta citocina tem participagcdo nos mecanismos de defesa do organismo,
com potencial atividade protetora contra invasado bacteriana. No entanto, o
papel desta citocina na progressao da doenca peri-implantar e seu potencial

como marcador precoce da inflamacéo ainda ndo foram investigados.
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3. PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos:

e Determinar o nivel das citocinas IL13, TGFB1, IL10 e IL17 no
fluido sulcular peri-implantar em individuos parcialmente edentados,

reabilitados com implantes osseointegrados.

e Verificar a correlacdo entre os niveis dessas citocinas e 0s

parametros clinicos de avaliag&do peri-implantar.

e Determinar um possivel marcador biolégico de saude peri-
implantar.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Populacao
4.1.1. Selecao dos individuos

Participaram deste estudo individuos parcialmente edéntulos, que
receberam implantes dentais na clinica do curso de Especializagdo em
Implantodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Uberlandia.

Os critérios observados para inclusdo dos individuos foram:

e individuos saudaveis, sem alteracdo sistémica que pudesse interferir na
condicao peri-implantar.

e nao-fumantes.

® nao estivessem gravidas ou lactantes.

e ndo utilizassem medicamentos como antibidticos, antiinflamatorios,
imunossupressores ou qualquer outra medicacdo que pudesse interferir
na condicao peri-implantar, nos ultimos 3 meses.

e ndo apresentassem histéria de terapia periodontal ou peri-implantar
durante os Ultimos 6 meses.

e possuissem implantes e as respectivas proteses, em fungéo, ha pelo
menos 6 meses.

Todos os procedimentos foram previamente autorizados pelo Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Federal de
Uberlandia (parecer n®. 370/06 - Anexo 1). Os individuos foram orientados
sobre os procedimentos e assinaram termo de consentimento livre e

esclarecido autorizando a realizacdo dos mesmos.
4.2. Procedimentos clinicos

Inicialmente foram coletados dados referentes a identificacdo dos
pacientes, tais como idade e género. Foi realizada anamnese sobre a condi¢ao
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sistémica atual dos individuos e sobre os motivos que levaram a perda do
elemento dentario. Em seguida, nova ficha foi preenchida para avaliar o indice
de placa (IP), além das condicbes de higiene oral do individuo. Apds o
preenchimento desses dados, em cada individuo, foi coletado o fluido sulcular
peri-implantar (FSPI) em todos os implantes presentes. Apds essas coletas,
foram medidos o indice gengival (IG), a profundidade do sulco peri-implantar
(PS), o nivel de insercao clinica (NIC) e, em seguida, foram obtidas tomadas
radiograficas. A presenca de supuracao (S) e mobilidade (M) também foram
avaliadas. O exame clinico foi realizado em 6 sitios peri-implantares (disto-
vestibular:DV, vestibular central:VC, mesial-vestibular:MV, disto-lingual:DL,
lingual central :LC e mesio-lingual:ML) por um uUnico examinador treinado e
calibrado. Uma ficha clinica, especialmente confeccionada para a pesquisa
(Anexo 2), permitiu o registro dos parametros clinicos avaliados, bem como
dados biol6gicos de interesse.

4.2.1. indice de Placa (IP)

A presenca de placa foi avaliada através do indice de placa de
Silness e Lée (1964) modificado por Mombelli et al. (1987), e foram atribuidos
valores obedecendo ao seguinte critério:
Escore 0: ndo foi detectada presenca de placa bacteriana;
Escore 1: placa reconhecida apenas através do uso de sonda;
Escore 2: placa identificada a olho nu;

Escore 3: quando houver placa em abundancia.

4.2.2. Coleta do fluido sulcular peri-implantar (FSPI)

Em cada individuo, previamente a coleta, foi realizada remocao de
placa supragengival sem tocar a gengiva marginal. A saliva da superficie da
coroa dos implantes a serem avaliados eram gentilmente secas com jato de ar
e 0s mesmos eram isolados com roletes de algodao para evitar contaminacgao.

Em seguida, pontas endodénticas de papel absorvente padronizadas numero
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30 - Maillefer, Dentsply, Suica - (Perinetti & Spoto, 2004) foram introduzidas
aproximadamente 1mm no interior do sulco peri-implantar, e deixadas por 30
segundos para absorcédo do fluido sulcular (Yalgin et al., 2005). As amostras
contaminadas com sangue foram descartadas e repetida a coleta.

Em cada implante foram utilizadas 6 pontas, uma para cada face:
disto-vestibular (DV), vestibular central (VC), mesial-vestibular (MV), disto-
lingual (DL), lingual central (LC) e mesio-lingual (ML). Imediatamente ap6s a
coleta, as pontas foram colocadas individualmente em tubos cénicos de 1.5mL
(Eppendorf) estéreis contendo 400ul de solugdo tampdo de armazenagem
(50nM de tampao Tris-HCI, pH 7,5, contendo 0,15M de NaCl e 1mM de CaCly)
e mantidas em banho de gelo até serem iniciados os procedimentos para
extracao do fluido absorvido.

Para a extracdo do fluido sulcular absorvido pelas pontas
endoddnticas, os tubos foram centrifugados a uma velocidade 10.000G por 300
segundos e o sobrenadante contendo os fluidos foi coletado, distribuido em
aliquotas e congelado a -20°C para posterior dosagens de citocinas.

4.2.3. indice Gengival (IG)

O indice gengival (Mombelli et al. 1987) foi avaliado apds percorrer
levemente a margem da mucosa peri-implantar utilizando sonda clinica
introduzida superficialmente no sulco peri-implantar sem encontrar resisténcia.
Foram atribuidos valores a cada um dos sitios obedecendo ao seguinte critério:

Escore 0: auséncia de sangramento
Escore 1: presenca de pontos isolado de sangramento
Escore 2: presenca de sangramento formando um colar

Escore 3: presenca de sangramento abundante
4.2.4. Sondagem do sulco peri-implantar (PS)

Ap6s a coleta das amostras de fluido, foram obtidas as

profundidades de sondagem do sulco peri-implantar utilizando uma sonda
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periodontal milimetrada estéril (Golgran/Brasil®, Sao Paulo, SP, Brazil). A
sonda era introduzida paralelamente ao longo eixo do implante de forma suave,
até encontrar ligeira resisténcia, tendo sempre o cuidado para nao causar dano
a regido, obtendo-se 6 medidas em milimetros (mm): DV, VC, MV, DL, LC, ML
(Yalgin et al., 2005).

4.2.5. Nivel de insercao clinica (NIC)

O nivel de insercéo clinica (NIC) foi avaliado a partir de um ponto de
referéncia da protese sobre implante (margem cervical da coroa sobre o
implante) até o ponto mais apical do sulco peri-implantar utilizando uma sonda
periodontal milimetrada estéril (Golgran/Brasil®, Sao Paulo, SP, Brazil). Nos
casos em que a margem cervical da coroa sobre o implante estava
subgengival, o NIC era o valor da prépria profundidade de sondagem peri-
implantar (PS). A avaliagdo do NIC foi realizada em 6 sitios peri-implantares
(DV, VC, MV, DL, LC, ML), obtendo-se 6 medidas em milimetros (mm).

4.2.6. Supuracao (S) e Mobilidade (M)

A presenca de supuracdo nos implantes foi avaliada através de
pressao digital na mucosa peri-implantar no sentido apico-coronal, sendo
utilizado um indice dicotdmico: presente (1) e ausente (0). Através de indice
semelhante, a mobilidade foi avaliada utilizando espelho clinico apoiado sobre
a regiao vestibular da coroa dos implantes e levemente forcada contra esta
superficie. Os implantes que apresentassem supuracdo ou mobilidade, nao
foram considerados no presente estudo, em que avaliamos os estagios iniciais

da doenca peri-implantar.

4.2.7. Exame radiografico

Em todos os individuos foram obtidas radiografias periapicais de

cada implante, padronizadas pela técnica do paralelismo ou cone longo com
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uso de posicionadores de filme radiografico. Esses exames radiogréficos, de
carater complementar, tiveram o intuito de avaliar a presenca de perda 6ssea
ou lesbes nos implantes, porém, nao foram utilizados para classificacdo dos

sitios peri-implantares.

4.2.8. Classificacao dos sitios peri-implantares

Inicialmente os sitios peri-implantares dos pacientes foram alocados
em 2 grupos: sem inflamacgéo (saudavel) e com inflamacao (mucosite). Foram
considerados sem inflamacao os sitios que possuissem indice gengival igual a
zero e com inflamagéo os com indice gengival maior ou igual a 1 (Tozum et al.,
2007). Imediatamente apds, os sitios peri-implantares com inflamacao
(mucosite) foram subdivididos considerando a severidade da inflamacao, sendo
que o indice gengival igual a 1 representa a inflamacéo leve e o indice gengival
maior que 1 representa a inflamagcdo moderada (Tozum et al., 2007). A peri-
implantite foi considerada como profundidade de sondagem peri-implantar
maior que 4mm, indice gengival maior que 1 e indice de placa maior que 1
(Strbac et al., 2006 adaptado). Os sitios que se incluiam no grupo peri-
implantite ndo foram considerados no presente estudo, em que avaliamos os

estagios iniciais da doenca peri-implantar.

4.3. Procedimentos laboratoriais

4.3.1. Dosagem das citocinas

A concentragdo das citocinas foi determinada utilizando \kits
comerciais de ELISA de captura (eBioscience, San Diego, CA, USA) para as
citocinas IL1B3, TGFB1, IL10 e IL17 de acordo com as instrugdes fornecidas
pelo fabricante. Resumidamente placas de alta afinidade com 96 pogos foram
adsorvidas com 100uL/poco do anticorpo de captura, monoclonal, obtido de
rato, anti-citocina de humano, na concentracdo adequada para cada citocina e

incubadas overnight a temperatura de 4°C. As placas foram lavadas 5 vezes
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com PBS-Tween e bloqueadas com 200uL/pog¢o de solugédo bloqueadora por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes
com PBS-Tween e incubadas overnight a 4°C com 100uL/po¢o das amostras
ou do padrao correspondente a cada citocina. As placas foram novamente
lavadas 5 vezes com PBS-Tween e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com 100uL/poco do anticorpo de deteccdo conjugado a Biotina, na
concentracdo adequada para cada citocina (Biotin-conjugate anti-human
antibody). Apds 5 lavagens com PBS-Tween, foram adicionados 100uL/pogo
do conjugado peroxidase-estreptavidina (Avidin-HPR), com periodo de
incubacgédo de 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram novamente
lavadas 5 vezes com PBS-Tween e receberam 100uL/poco do substrato
enzimatico (1X TBM solution), permanecendo protegidas da luz por 15 minutos
a temperatura ambiente. ApGs este periodo, os niveis de absorbancia foram
obtidos a 450nm utilizando uma Leitora de ELISA (Titertek Multiskan Plus -
Flow Laboratories, Mclean, VA, EUA). As concentra¢gdes de cada citocina foram
obtidas e quantificadas por um programa de computador (Programa Microplate
Manager® 4.0, BIO-RAD — Molecular Bioscience Group, Hercules, CA, USA)
utilizando-se uma curva padrdao previamente estabelecida com quantidades
conhecidas dos padrdes das citocinas (standard curve range IL1[3: 4-500 pg/ml,
TGFB1: 60-8000 pg/ml, IL10: 2-300 pg/ml e IL17: 4-500 pg/ml). Os resultados

obtidos foram expressos em pg/mL.

4.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism version 5.0 for Windows, San Diego, CA,
USA). Primeiramente, foi verificada a normalidade dos utilizando o teste
Kolmogorov-Smirnov. Uma vez detectada a auséncia de normalidade, os dados
clinicos e dosagem das citocinas foram avaliados utilizando testes nao-
paramétricos. O teste Kruskall-Wallis com correcdo Dunns foi utilizado para
avaliar os parametros clinicos e os niveis das citocinas nos sitios saudaveis,

com inflamacgédo leve ou moderada. O teste de correlacido de Spearman foi
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utilizada para testar possiveis relacées entre os niveis das citocinas entre si e
com os parametros clinicos. O nivel de significancia para todas as analises foi

estabelecido em 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Dados Clinicos

Foram avaliados 91 implantes dentais em 40 individuos parcialmente
edéntulos, sendo 15 homens e 25 mulheres, entre 25 e 65 anos de idade
(média de idade 50,5 anos). Os implantes estavam em fungéao por um periodo
médio de 35 meses, variavam em didmetro de 3.3 a 5.0 mm e em comprimento
de 8.5a 15.0 mm.

Dentre os motivos que levaram a perda dental, 36,26% dos
individuos relataram caries dentais; 15,38% insucesso no tratamento
endoddntico e/ou protético; 14,28% perda dental devido a traumas ou fratura;
13,19% perda devido a doenca periodontal; 4,40% agenesia dental e 16,49%
nao souberam informar o motivo que levou a perda dental (Figura 1).

Dentre os 91 implantes dentais avaliados, 76,92% eram do tipo
hexagono externo, 23,08% hexagono interno e nenhum cone Morse (Figura 2).
Dentre os 546 sitios peri-implantares avaliados, 476 (87,18%) eram do grupo
saudavel, 32 (5,86%) eram do grupo inflamacao leve e 38 (6,96%) eram do
grupo inflamacdo moderada (Figura 3). Para as varidveis categdricas o0s
resultados foram apresentados como numero e porcentagem e para as
variaveis continuas os dados foram apresentados como média e erro padrao
(dados clinicos) e mediana (dosagens das citocinas).

A profundidade de sondagem nos sitios peri-implantares saudaveis
(1,60mm = 0,02) foi significativamente menor quando comparada a dos sitios
com inflamacao (2,51mm £ 0,14; p<0,0001; Figura 4). Os sitios peri-
implantares do grupo saudavel apresentaram profundidade de sondagem mais
elevada quando comparados aos sitios com inflamacao leve (2,28mm + 0,21;
p<0,01) e moderada (2,71imm = 0,18; p<0,001). No entanto, ndo houve
diferencga significante ente os sitios com inflamacéo leve e moderada quando
comparados entre si (p>0,05) (Figura 5).

O nivel de insercdo clinica nos sitios peri-implantares saudaveis

(1,82mm = 0,04) foi significativamente menor quando comparada ao dos sitios
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com inflamagcdo (2,51mm £ 0,13; p<0,0001; Figura 6). Os sitios peri-
implantares do grupos saudavel apresentaram nivel de insergéo clinica mais
elevada quando comparados aos sitios com inflamagédo moderada (2,72mm =+
0,18; p<0,0001). No entanto, ndo houve diferenca significante ente os sitios
saudaveis quando comparados aos com inflamacao leve (2,29mm = 0,20;
p>0,05) e entre os com inflamacdo leve quando comparados aos com
inflamacao moderada (p>0,05) (Figura 7).

A porcentagem de sitios com indice de placa igual a zero € maior no
grupo saudavel (71,43%) se comparado aos grupos inflamacao leve (43,75%) e
moderada (26,32%). A porcentagem de sitios com indice de placa igual a 1 foi
maior no grupo inflamacao moderada (31,58%) em comparacdo com 0s grupos
inflamacéo leve (31,25%) e saudavel (19,95%). Do mesmo modo, porcentagem
de sitios com indice de placa igual a 2 foi maior no grupo inflamacédo moderada
(42,10%) em comparacao com os grupos inflamacao leve (25,00%) e saudavel
(8,62%). Houve diferenca significativa entre a freqiéncia de distribuicao dos
valores de indice de placa entre os grupos saudavel e inflamacao (p<0,0001),
saudavel e inflamagédo leve (p<0,0001), saudavel e inflamagdo moderada
(p<0,0001) e entre inflamacao leve e moderada (p=0,0008) (Figuras 8 e 9).

Mobilidade e supuracao nao foram observadas em nenhum dos
implantes incluidos no presente estudo.
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5.2. Niveis de citocinas nos sitios peri-implantares

Em todos os sitios experimentais foi detectada a presenca das
citocinas. Os niveis médios de IL1B foram maiores no grupo saudavel
(23,64pg/ml £ 1,50) quando comparados ao grupo com inflamagéo (22,33pg/ml
t 2,69), no entanto, a diferenca nao foi significante (p=0,65) (Figura 10). O
grupo inflamacdo moderada (25,32pg/ml = 3,92) apresentou maiores niveis
médios de IL1B quando comparado aos grupos saudavel e inflamacao leve
(18,78pg/ml + 3,59), porém, ndo houve diferenca significante (p=0,51) (Figura
11).

Houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis médios
de TGFB1 no grupo saudavel (1646,00pg/ml + 109,90) quando comparado ao
grupo com inflamacéao (509,30pg/ml + 98,24; p<0,0001) (Figura 12). Também
foi encontrada diferenca significante entre os niveis médios de TGFB1 entre o
grupo saudavel quando comparado aos grupos inflamacao leve (546,10pg/ml £
113,10; p<0,01) e inflamagcdo moderada (471,60pg/ml + 155,50; p<0,001). No
entanto, ndo houve diferenca significante entre os niveis de TGFB1 nos grupos
inflamacéo leve e inflamagdo moderada quando comparados entre si (p>0,05)
(Figura 13).

Os niveis médios de IL10 foram maiores no grupo com inflamacéao
(10,76pg/ml = 1,81) quando comparado ao grupo saudavel (8,97pg/ml + 0,67),
porém ndo foram significantes (p=0,39) (Figura 14). Os niveis médios de IL10
foram maiores no grupo inflamacdo moderada (13,52pg/ml + 3,01) quando
comparado aos grupos saudavel e inflamagéao leve (7,47pg/ml + 1,57), porém,
nao foram significantes (p=0,52) (Figura 15).

Os niveis médios de IL17 foram maiores no grupo saudavel (35,89
pg/ml = 3,43) quando comparado ao grupo com inflamacao (31,31pg/ml +
4,59), porém, ndao houve significancia nos resultados (p=0,19) (Figura 16). Nao
houve diferenca significante entre os niveis de IL17 nos grupos saudavel,
inflamacéo leve (24,72 pg/ml = 5,78) e inflamagdo moderada (36,86 pg/ml +
6,86) quando comparados entre si (p=0,25) (Figura 17).
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Figura 10: Niveis de IL1B nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel e
Inflamacao (p>0,05).
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Figura 11: Niveis de IL1B nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel,
Inflamacao leve e Inflamacao moderada (p>0,05).
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Figura 13: Niveis de TGFB1 nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel,

Inflamacao leve e Inflamacao moderada (*p<0,01; **p<0,001).
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Figura 14: Niveis de IL10 nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel

Saudavel e Inflamagéo (p>0,05).
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Figura 15: Niveis de IL10 nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel,

Inflamacao leve e Inflamag¢ao moderada (p>0,05).
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Figura 16: Niveis de IL17 nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel e
Inflamacao (p>0,05).
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Figura 17: Niveis de IL17 nos sitios peri-implantares dos grupos Saudavel,
Inflamacao leve e Inflamag¢ao moderada (p>0,05).
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5.3. Correlacao entre os parametros clinicos e as citocinas

No grupo saudavel, foi observada correlagdo estatisticamente
significante quando PS foi comparado as citocinas TGFB1 (r=-0,1048; p=0,02)
e IL1B (r=0,1264; p=0,006), quando NIC foi comparado com as citocinas
TGFB1 (r=-0,0916; p=0,04), IL1B (r=0,1357; p=0,003) e IL17 (r=-0,0950;
p=0,03) e quando IP foi comparado com as citocinas TGFB1 (r=-0,2764;
p<0,0001) e IL1B (r=0,1003; p=0,02). Quando as citocinas foram
correlacionadas entre si, foram encontradas correlagbes positivas
estatisticamente significantes entre IL1 B e IL17 (r=0,1275; p=0,005) e entre
IL1B e IL10 (r=0,0933; p=0,04) (Tabela 1).

No grupo com inflamac&o, foi observada correlagao estatisticamente
significante quando PS e NIC foram comparados a citocina IL1B (r=0,4652;
p<0,0001 e r=0,4582; p<0,0001 respectivamente) e quando o parametro IP foi
comparado a citocina TGFB1 (r= -0,3758; p=0,001). Quando as citocinas foram
correlacionadas entre si, foram encontradas correlagbes positivas
estatisticamente significantes apenas entre IL17 e IL10 (r=0,3381; p=0,004)
(Tabela 2).

No grupo com inflamagdo leve, foi observada correlagéo
estatisticamente significante quando PS foi comparado as citocinas TGFB1 (r=-
0,3859; p=0,02) e IL1B (r=0,5354; p=0,001), quando NIC foi comparado com as
citocinas TGFB1 (r=-0,3860; p=0,02) e IL1B (r=0,5355; p=0,001), e quando IP
foi comparado as citocinas TGFB1 (r=-0,4621; p=0,007) e IL1B (r= 0,3653;
p=0,03). Quando as citocinas foram correlacionadas entre si, foram
encontradas correlagdes positivas estatisticamente significantes apenas entre
IL17 e IL10 (r=0,4281; p=0,01) (Tabela 3).

No grupo com inflamagdo moderada, foi observada correlacao
estatisticamente significante quando PS foi comparado a citocina IL1B
(r=0,3693; p=0,02), quando NIC foi comparado com a citocina IL1B (r=0,3562;
p=0,02) e quando IP foi comparado a citocina TGFB1 (r=-0,3329; p=0,04).

Quando as citocinas foram correlacionadas entre si, foram encontradas
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correlacdes positivas estatisticamente significantes apenas entre TGF1B e IL13
(r=0,4791; p=0,002) (Tabela 4).
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Tabela 1: Coeficientes de correlacao para as citocinas estudadas e os
parametros clinicos no grupo Saudavel.

TGF B IL1B IL17 IL10
IL1B 0,0221 - - .

IL17 -0,0530 0,1275** - -

IL 10 0,0627 0,0933* 0,0694 -

PS -0,1048* 0,1264** -0,0308 -0,0394
NIC -0,0916* 0,1357** -0,0950* -0,0099
IP -0,2764*** 0,1003* 0,0099 -0,0339

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Tabela 2: Coeficientes de correlacao para as citocinas estudadas e os

parametros clinicos no grupo Inflamacao.

TGF B IL1B IL17 IL10
IL1B 0,1950 - - .
IL17 0,2338 0,0700 - -
IL 10 0,2063 0,0953 0,3381** -
PS -0,1238 0,4652+** -0,1565 -0,1001
NIC -0,1440 0,4582*** -0,1312 -0,1277
IP -0,3758*** -0,2866 -0,1086 -0,0852

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Tabela 3: Coeficientes de correlacao para as citocinas estudadas e os

parametros clinicos no grupo Inflamacao leve.

TGF B IL1B IL17 IL10
IL1B -0,0940 - - .
IL17 -0,0881 0,2290 - -
IL 10 0,3329 0,0350 0,4281* -
PS -0,3859* 0,5354** -0,2619 -0,1871
NIC -0,3860* 0,5355** -0,2620 -0,1872
IP -0,4621* 0,3653* -0,2418 0,2442

*p<0,05; **p<0,01

Tabela 4: Coeficientes de correlacao para as citocinas estudadas e os
parametros clinicos no grupo Inflamacao moderada.

TGF B IL1B IL17 IL10
IL1B 0,4791* - - -
IL 17 0,2601 0,1854 - -
IL 10 0,2271 0,1005 0,0913 -
PS 0,1323 0,3693* -0,1476 -0,0561
NIC 0,0781 0,3562* -0,0839 -0,1082
IP -0,3329* -0,3803 -0,0065 0,0001

*p<0,05; **p<0,01
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DISCUSSAO

48



6. DISCUSSAO

Investigagdes imunoldgicas tém sido extensivamente desenvolvidas
no ambito periodontal (Seymour & Gemmel, 2001; Bostanci et al., 2007), no
entanto, até o presente momento, numero limitado de estudos objetivaram
esclarecer o papel da resposta imune nas doencgas peri-implantares.

O presente estudo utilizou parametros clinicos tradicionais para
determinar as condicdes de saude peri-implantar em um grupo de individuos
com diferentes sistemas de implantes dentais. Os paradmetros clinicos
escolhidos para analise consideram a realidade de clinicas dentais privadas,
onde métodos simples e rapidos sdo utilizados para acompanhamento clinico.
Estudos anteriores utilizaram esses parametros para determinar a condicao de
saude peri-implantar (Leonhardt et al., 2002; Paolantonio et al., 2000; Liskmann
et al., 2006). Os mesmos foram associados a quantificacdo de marcadores da
inflamacao — IL1B, TGFB1, IL10 e IL17 no fluido sulcular peri-implantar.

A utilizacdo da profundidade de sondagem (PS) e nivel de
inser¢ao clinica (NIC) para acompanhamento dos implantes dentais é
controversa (Ataoglu et al., 2002), uma vez que ambos sdo vulneraveis a
erros de interpretacédo e execucao (Hill et al., 2006), pois os tecidos peri-
implantares sdo estruturalmente diferentes da denticdo natural (Machtei et
al., 2006).

A adesao entre a mucosa peri-implantar e a superficie do implante é
mais fragil que a adesao entre dente e gengiva. Isso ocorre porque 0S
implantes ndo apresentam cemento e fibras colagenas perpendiculares (Weber
& Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 2010). Dessa forma, durante a
sondagem, a mucosa peri-implantar é deslocada principalmente na direcao
lateral, o que faz com que a sonda penetre mais profundamente ao redor dos
implantes (Machtei et al., 2006; Lindhe & Berglundh, 2010). No entanto, mesmo
diante desses fatores, ambos ainda sdo considerados critérios confiaveis
para avaliar a saude peri-implantar (Lang & Bragger, 1991).

Nos sitios avaliados, os valores de PS foram mais elevados de

acordo com a progressao da inflamacao, no entanto, ndo excederam 4mm. A
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auséncia de valores elevados pode ter influenciado nossos resultados, quando
comparados a outros estudos que encontraram valores acima de 5mm (Ataoglu
et al., 2002; Murata et al., 2002). Entretanto, considerando que este trabalho
avaliou apenas os estagios iniciais da doenca peri-implantar, ndao seria
esperado que valores elevados de PS fossem encontrados.

Alguns estudos utilizam sondas pré-calibradas na tentativa de
minimizar a possibilidade de erros relacionados a forca durante a sondagem e
sugerem que o0 uso desses equipamentos poderia garantir valores mais
confiaveis (Liskmann et al., 2004; Tézum et al., 2005). O presente estudo,
embora tenha utilizado a sondagem convencional, encontrou valores
semelhantes aos trabalhos de Tézum e cols. (2005), que, avaliaram pacientes
edéntulos totais portadores de overdenture com sondas pré-calibradas. De
modo semelhante ao presente trabalho, Duarte e cols. (2009b) utilizaram
sondagem convencional para avaliagdo peri-implantar e também nao
encontraram valores elevados nos grupos que se enquadravam nos estagios
iniciais da doenca. Dessa forma, podemos sugerir que a sondagem peri-
implantar convencional, desde que adequadamente realizada, pode ser
utilizada para avaliagdo da saude peri-implantar associada a outras formas de
diagnéstico.

O indice gengival de sangramento (IG), utilizado para classificar os
sitios peri-implantares, parece ser um parédmetro mais confiavel que o
sangramento a sondagem. O sangramento marginal representa a tendéncia ao
sangramento espontaneo da mucosa, 0 que ocorre prontamente em tecidos
inflamados (Dinato & Polido, 2001). Além disso, é de facil execu¢do, mesmo
em casos em que ha sobrecontorno das préteses. J& 0 sangramento a
sondagem, embora ainda utilizado, pode sofrer influéncia da forga e posicao do
instrumento durante a sondagem, bem como da anatomia e posicao da mucosa
(Mombelli et al., 1987; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Matchei et al., 2006; Hill
et al., 2006), oferecendo valores menos confiaveis.

Outro parametro bastante utilizado € a presenca de placa. Os
indices de placa (IP) encontrados foram maiores no grupo com inflamagao

moderada, o que condiz com a realidade clinica, visto que a mucosa se torna
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inflamada devido ao maior acumulo de biofilme dental (Dinato & Polido, 2001).
As bactérias presentes no biofilme, através da liberacdo de toxinas, provocam
um processo inflamatério, que leva a destruicao tecidual e, conseqgliientemente,
elevacao dos valores de PS se comparado a pacientes saudaveis, que
apresentam indices de placa menores. Embora o IP ndo seja considerado um
bom parametro a ser avaliado devido a possibilidade do paciente melhorar a
higienizagdo apenas no dia do exame (Lachmann et al., 2007) e também a
natureza subjetiva deste parametro (McClanahan et al.,, 2001), no presente
trabalho, foi demonstrado coeréncia nos resultados.

O controle do biofilme dental deve comecar imediatamente apds a
exposicdo do implante na cavidade oral, sendo constantemente monitorado,
uma vez que as coroas protéticas instaladas sobre os implantes sao
freqientemente volumosas e sobrecontornadas, o que dificulta uma adequada
higienizag&do. Especialmente nos casos de perda dental causadas por doengas
periodontais ou caries, deve-se buscar maior conscientizacdo devido ao
histérico de higienizacdo inadequada ou insuficiente (Jovanovic, 1997).
Justamente por esses motivos, a presenca de placa deve ser cuidadosamente
avaliada nos implantes.

Um grande nuimero de estudos sobre o sucesso da terapia com
implantes foram derivados de populacées sob rigoroso controle periodontal e
peri-implantar (Kassouris et al., 2003; Kassouris et al., 2004; Wennstrém et al.,
2004; Lachmann et al., 2007). Grupos de pacientes com essas caracteristicas
nao representam a maioria da populacdo com implantes dentais (Renvert et al.,
2007), o que pode ter influenciado a auséncia de associagao positiva entre a
presenca de placa e a inflamacao encontrada por alguns autores. O presente
trabalho, entretanto, reflete a realidade clinica do monitoramento dos implantes
dentais. Embora apenas estagios iniciais da doenca peri-implantar tenham sido
avaliados, a higiene bucal deficiente continua a ser um fator importante para o
desenvolvimento e progresséo da inflamacéo (Renvert et al., 2007).

A correlacdo positiva observada entre a presenca de placa com os
parametros clinicos que caracterizam a perda de insercao (PS e NIC), bem
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como com a citocina IL1B3, mais uma vez indicam que o biofilme dental tem
importante papel no desenvolvimento de inflamagdes peri-implantares.

Nos ultimos anos, o fluido sulcular peri-implantar (FSPI) tem sido
proposto como potencial instrumento para diagnosticar e determinar a atividade
da doenca peri-implantar (Ataoglu et al., 2002; Murata et al., 2002; Liskmann et
al., 2004; Yalgin et al., 2005; Strabc et al., 2006; Tézum et al., 2008; Duarte et
al., 2009b). No sentido de contribuir com o entendimento e diagnostico
precoce, o presente estudo analisou fluido sulcular, envolvido na defesa imune
da cavidade oral (Paolantonio et al., 2000; Kaufman & Lamster 2000; Loos &
Tjoa 2005; Liskmann et al., 2006).

Os niveis IL1B no FSPI do grupo com inflamacao moderada foram
superiores, e 0os menores valores foram encontrados no grupo saudavel.
Embora os resultados ndo tenham sido significativos, estdo de acordo com
estudos anteriores que encontraram niveis mais elevados de IL1B em sitios
com inflamacao severa quando comparados aos saudaveis (Panagakos et al.,
1996; Murata et al., 2002). E possivel sugerir que, em locais com inflamagao
avancada, também poderiamos encontrar resultados semelhantes.

Em todos os grupos avaliados, a correlacdo positiva dos niveis
médios de IL18 com PS e NIC podem indicar perda de inser¢cdo durante a
progressdao da doenca. Ja se sabe que a IL1B tem forte associacdo com a
susceptibilidade a doenca periodontal (Gamonal et al., 2000), provavelmente
devido a sua capacidade de inducdo da osteoclastogénese através da
regulacao da expressao de RANKL (Wei et al., 2005). Sendo assim, a IL1[
atuaria como um estimulador primario da perda 6ssea e poderia ser Gtil como
marcador de estagios avancados da inflamacao (Massada et al.,, 1990) ou da
doenca peri-implantar.

A presenca de citocinas modulatérias nos locais com inflamacgéao
sugere um mecanismo no qual a propria resposta inflamatéria do hospedeiro
poderia atuar, tanto no reparo quanto na remodelacédo dos tecidos (Tyler et al.,
1999). Os niveis de IL10 foram maiores no grupo inflamag¢édo moderada quando
comparados com o0s demais grupos, no entanto, a diferenca nao foi

significativa. A IL10 € um potente inibidor das citocinas Th1 (IL2 e IFN-y), bem
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como da atividade dos monécitos e macréfagos (Page, 1991),desempenhando
funcbes protetoras nos locais inflamados. Berg e cols. (1995) ja demonstraram
que camundongos knockout para IL10 ndo s6é desenvolvem a inflamacao, mas
também apresentam hipersensibilidade prolongada. Aparentemente, a IL10
parece desempenhar papel importante na regulacdo negativa da produgéao de
citocinas pré-inflamatérias e pelo estimulo a producédo de anticorpos (Rousset
et al., 1992).

Evidéncias indicam que a IL17 participa da regulacao do processo
inflamatério e da autoimunidade (Mangan et al., 2006). Ja se sabe que a IL17
assume carater destrutivo no contexto da artrite, no entanto, seus efeitos sobre
neutréfilos e expressao de quimiocinas sugerem que ela poderia ter funcdes
protetoras na doenca periodontal (Yu et al, 2007) . No presente estudo,
embora nao significativamente, os niveis mais elevados de IL17 foram
encontrados na inflamag¢do moderada e saudavel, indicando que, assim como
outras citocinas, a IL17 teria diversas fung¢des in vivo (Harrington et al., 2006;
Yu et al., 2007). Considerando a correlacéo positiva entre IL17 e IL10 no grupo
inflamacéo moderada, é possivel especular que a IL17 também esta envolvida
no desenvolvimento da inflamacdo, mediando ativacdo da resposta
imunoldgica frente ao agressor (Vernal et al., 2005).

Em sitios saudaveis, a correlacao positiva entre IL10 e IL1B, assim
como entre IL17 e IL1B sugere a participacdo de ambas como moduladoras do
processo inflamatdrio peri-implantar e que o equilibrio da saude peri-implantar
poderia ser mantido pela regulagéo das citocinas pré-inflamatérias como a IL13
por outros mediadores como a IL17 e a IL10. A expressdao aumentada de IL10
induzida por niveis elevados de IL1B3 (Gretzer et al., 2003) poderia ajudar a
manter a homeostasia, reduzir a degradacao do tecido conjuntivo bem como a
resposta imunolégica e a producdo de mediadores pré-inflamatérios (Rousset
et al., 1992). Por sua vez, embora o papel da IL17 durante a inflamacéo
periodontal e peri-implantar ndo seja completamente conhecido, esta citocina
tem funcdes pleiotropicas (Harrington et al., 2006; Takayanagi, 2007; Yu et al.,
2007;19. Inoue & Takayanagi, 2009), podendo agir na regulacdo das
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reagcOes imunoinflamatérias. Os resultados indicam que, tanto a IL10 como a
IL17 parecem ser Uteis em algumas condi¢des inflamatérias.

A expressao elevada de TGFp esta ligada ao sucesso dos implantes
dentais (Schierano et al., 2003). Em individuos saudaveis, foram encontrados
niveis significativamente mais altos de TGFB1 quando comparado aos demais
grupos. Niveis elevados de TGFB1 parecem ter um efeito positivo sobre a
integracao do implante uma vez que ele estimula a sintese dos componentes
da matriz extracelular bem como a proliferagdo de fibroblastos (Schierano et
al.,, 2001). Dessa forma, esta citocina poderia ser indicativa de saude peri-
implantar.

A reacao inflamatéria descontrolada observada em camundongos
knockout para TGFB1, sugere que esta citocina possua importantes funcoes
anti-inflamatérias (Shull et al,, 1992) como sugerido pelo presente estudo.
Assim, a queda expressiva dos niveis de TGFB1, como observado, poderia ser
indicativa a maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca peri-
implantar. Sendo assim, na auséncia desta citocina, terapias clinicas de
controle da inflamagéo peri-implantar bem como terapias utilizando o TGFf31
poderiam ser implementadas como forma de auxilio a manutencdo da saude
peri-implantar.

No presente estudo, considerando a presenca de TGFB1 em todos
0s grupos avaliados, € possivel sugerir um papel regulatério a citocina,
semelhante as fungdes desenvolvidas pela IL10 e IL17. Entretanto, apesar do
envolvimento desta citocina no reparo dos tecidos periodontais (Goutoudi et al.,
2004) e peri-implantares inflamados (Schierano et al., 2001; Schierano et al.,
2003) ser conhecido, houve uma brusca diminuicdo dos niveis de TGFfB1
apenas quando a inflamagéo leve se instala, no entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes estagios da inflamacao. Estes resultados
podem sugerir que a inflamacao moderada ao redor dos implantes ainda nao
foi suficientemente agressiva para estimular mudangas no nivel da citocina
conforme a progressao da inflamacao. No entanto, a correlacédo positiva entre
TGFB1 e IL1B no grupo inflamacdo moderada sugere que a progressao da

doenca pode levar a maior liberacao de TGFB1 na tentativa de proteger o
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organismo frete a IL13. O provavel aumento dos niveis de TGFB1 com a
evolucao da inflamacéo ja foi reportado na literatura (Girkan et al., 2006) como
forma de conter a inflamacao, o que sugere seu efeito benéfico nos tecidos.

Ja se sabe que o TGFB1 age durante o inicio e progressdao da
doenca periodontal (Steinsvoll et al., 1999; Glrkan et al., 2006). Assim, o
TGFB1 poderia modificar suas fungdes, assumindo tanto carater pr6 como anti-
inflamatério, para regular as respostas imunoinflamatérias, bem como para
limitar a degradacao tecidual (Steinsvoll et al., 1999; Girkan et al., 2006).
Contudo, ainda ndao sabemos se o avanco da doenca ocorre devido a
quantidade insuficiente de citocinas anti-inflamatérias ou niveis mais elevados
de citocinas pro-inflamatorias (Gurkan et al., 2006).

Embora estudos prévios tenham demonstrado infiltrados
inflamatérios distintos entre peri-implantite, inflamacdo moderada, leve e
saudavel (Seymour et al.,, 1989; Bullon et al.,, 2004), no presente estudo, as
diferencas entre os niveis dos mediadores inflamatérios entre os grupos
estudados foram sutis, exceto para TGFB1. Isso pode ser explicado pela
grande variabilidade intra-sitio observada e pela dificuldade de determinar o
momento de atividade da doenca por meio dos parametros clinicos atualmente
existentes.

Analises moleculares nao tém como objetivo substituir os exames
clinicos utilizados rotineiramente, mas o intuito de complementar a avaliagao
clinica, auxiliando o diagnostico. Dessa forma, dados clinicos relacionados aos
niveis de citocinas do fluido podem elucidar o padrdo de resposta, indicando
como alteracbes em marcadores biolégicos poderiam auxiliar o diagnostico
clinico. Um melhor entendimento da patogénese das doencas peri-implantares
pode gerar um beneficio terapéutico importante no que diz respeito a
modulacéo da resposta imune do hospedeiro pela regulacdo da expressao dos
mediadores inflamatérios, bem como por tratamentos com moléculas biolégicas

especificas.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada, os resultados do
presente estudo demonstraram que:

e A presenca de placa dental é um fator importante para o
desenvolvimento e progressao da inflamagao, apresentando correlacédo positiva
com a perda de inser¢cao nos implantes.

e As citocinas IL10 e IL17 parecem modular a resposta inflamatéria
peri-implantar.

e Houve queda expressiva nos niveis de TGFB1 nos grupos com
inflamacdo quando comparados ao grupo saudavel. Dessa forma, niveis
elevados desta citocina poderiam ser marcadores indicativos da saude peri-

implantar.
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ANEXO 1

0) Universidade Federal de Uberlandia
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CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 370/06
Registro CEP: 181/06

Projeto Pesquisa: “Saliva e fluido crevicular no diagnostico de doengas
perimplantares.”

Pesquisador Responsavel: Paula Dechichi

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolucdo CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagéao: Projeto aprovado.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugido 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o
relatério da pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados
pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério
e documentagéo pertinente ao projeto.

Data para entrega do Relatério Final: janeiro/2007

05 de dezembro de 2006. - <f }{)
Ru(/(Ax jeﬂa\‘-f-\— /C!-t Je—~«<f AA\AC/C

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagées)

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagdo alguma ¢ sem prejuizo ao sen cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.0) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item 1V.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo
somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I11.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a_superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agio imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP € a Agéncia
Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

* Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I
ou IT apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo imicial ( Res. 251/97,
item [11.2.¢). O prazo para entrega de relatorio ¢ de 120 dias apos o término da execugiio prevista no
cronograma do proieto. conforme norma da Res 196/96 CNS
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FICHA CLINICA

Mot o da perda dentaria:
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