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Resumo

O oxido nitrico tem papel importante na resposta inflamatéria do
hospedeiro. Entretanto, seu potencial como possivel ferramenta no diagnostico
de doencas peri-implantares tem sido pouco investigado. O presente estudo
teve como objetivo determinar os niveis de nitrito na saliva e no fluido sulcular
peri-implantar (FSPI), de pacientes parcialmente desdentados, portadores de
implantes dentais, e verificar as correlagbes entre esses niveis e parametros
clinicos. Participaram do estudo vinte e quatro individuos separados em dois
grupos de acordo com a condi¢éo clinica da mucosa periimplantar. No grupo
saudavel a mucosa periimplantar ndo apresentava nenhuma alteracao clinica,
enquanto no grupo doente havia mucosite. Esta avaliagdo foi realizada de
acordo com parametros clinicos: profundidade de sondagem (PS),
sangramento durante a sondagem (SS) e presenca de placa visivel (PV). No
mesmo individuo, para cada implante (mucosa periimplantar) havia um dente,
com gengiva marginal saudavel, como controle. Foram coletados saliva e fluido
sulcular (FS) em torno dos dentes (controle intrinseco) e dos implantes
dentarios, e os niveis de nitrito foram avaliados pelo método de Griess. Os
niveis de nitrito na saliva e no FS dos individuos foram comparados e avaliadas
suas correlacdes com os parametros clinicos. Os dados clinicos SS e PV foram
mais elevados nos implantes quando comparados com os dentes controles,
mas nao mostraram significancia (p>0,05), com excecao da PS. Nao foram
observadas diferengas no nivel total de nitrito na saliva e no FS dos grupos
saudavel e doente (p>0,05). Os dentes e os implantes dos grupos saudavel e
doente ndo mostraram diferenga estatistica em relacao aos niveis de nitrito
(p>0,05). A correlagéo entre os parametros clinicos e os niveis de nitrito na
saliva ou FS nao foi observada nos grupos saudavel e doente, exceto para PV
nos implantes do grupo saudavel (p=0,031; r=-0,72). Estes resultados
confirmaram a similaridade entre os sitios periodontais e peri-implantares. De
acordo com a metodologia aplicada e os resultados obtidos, € possivel concluir
que o nivel de nitrito presente no fluido peri-implantar e na saliva ndo apresenta

correlacdo com os parametros clinicos de avaliagdo da mucosa peri-implantar.



Abstract

Nitric oxide has an important effect on host response. However its
potential as a possible diagnostic tool in peri-implant disease has been little
studied. In this study the nitrite levels in saliva and peri-implant sulcular fluid
(PISF) of partially edentulous patients and the possible correlation between
these levels and clinical parameters were determined. Twenty four patients
were examined to determine the peri-implant status (healthy or diseased) based
on probing depth (PD), bleeding on probing (BOP) and presence of visible
plaque (VP). Saliva and sulcular fluid (SF) around teeth (internal control) and
dental implants were collected and the nitrite levels were evaluated by the
Griess method. Nitrite levels in saliva and SF of these patients were compared
and their correlations with clinical parameters were evaluated. Clinical data
(BOP and VP) were higher in implants than in matching control teeth, but did
not show significance (p>0.05) with the exception of PD. Differences in total
nitrite levels in saliva and SF of healthy and diseased groups were not observed
(p>0.05). Teeth and implants of healthy or diseased groups did not demonstrate
statistical difference regarding nitrite levels (p>0.05). Correlation between
clinical parameters and nitrite levels in saliva or SF was not observed in healthy
or diseased groups except for VP in implants of the healthy group (p=0.031, r=-
0.72). These results demonstrated similarity between dental sites and implants.
The present findings do not allow the use of nitrite as a diagnostic tool for peri-

implant disease, in patients with slight inflammation.

Palavras-chaves: Nitrito, 6xido nitrico, Saliva, Fluido sulcular, Fluido peri-

implantar, mucosa periimplantar



1. Introducao

Os implantes osseointegrados representam um importante avango
da odontologia moderna, apresentando uma alta taxa de sucesso. Entretanto,
ainda ocorrem perdas de implantes, tanto nas fases iniciais, durante o periodo
de cicatrizacdo, bem como nas fases tardias, apés os implantes estarem em
funcdo mastigatéria (Liskman et al., 2004).

Estudos longitudinais tém mostrado baixos indices de fracasso,
relacionados principalmente a falta de habilidade e motivagdo dos pacientes
em controlar fatores etiolégicos responsaveis pela instalacdo e progresséao da
inflamagéo nos tecidos peri-implantares (Murata et al., 2002; Leonhardt et al.,
2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Liskmann et al., 2004). Em geral, as
doengas peri-implantares estao relacionadas a presenga de placa bacteriana,
com ou sem sobrecarga (Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al., 2004).

A instalacdo de uma inflamacao inicial, restrita apenas aos tecidos
moles que circundam os implantes € denominada mucosite. Este processo
pode evoluir rapidamente para uma inflamacao severa, conhecida como peri-
implantite, que é caracterizada pela destruicdo do osso de suporte e dos
tecidos moles adjacentes, levando conseqlientemente a perda de insercao do
implante (Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yal¢n et
al., 2005).

A evolugdo dos processos inflamatorios peri-implantares é mais
rapida que os periodontais. Portanto, 0 monitoramento dos implantes dentais &
ponto critico para a prevencao e detecgdo precoce da inflamagédo, sendo
essencial no tratamento da doenga e na manutengéao dos implantes (Paolantoio
et al., 2000; Yalgn et al., 2005). Dentre os critérios utilizados para avaliagdo da
saude peri-implantar incluem-se a avaliagdo radiografica, a presenga de
sangramento a sondagem, a determinagdo da profundidade de sondagem e o
grau de mobilidade (Murata et al., 2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-
Rajamaki et al., 2003b; Liskmann et al, 2004). O implante é considerado
clinicamente saudavel se ndo houver sangramento ou mobilidade, associada a

dor ou desconforto, e os tecidos peri-implantares apresentarem aspecto de



normalidade (Watzek, 2004). O exame radiografico permite avaliar a altura da
crista 6ssea em relacdo ao implante, possibiltando acompanhar a
osseointegracao ao longo do tempo.

No entanto, esses parametros clinicos sdo limitados, uma vez que
s6 revelam o grau de destruicdo promovido pela doenca apds sua
manifestacao clinica (Paolantonio et al., 2000; Kivela-Rajamaki et al., 2003b),
nao permitindo observar alteragdes iniciais no sitio peri-implantar, como
reabsorcao relacionada a peri-implantite (Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalgn
et al.,, 2005). Assim, atengéo especial tem sido dada a métodos de diagndstico
complementares, que possibilitem avaliar mudancas na condicdo de saude
peri-implantar, em estagios ndo detectaveis em exames clinicos e
radiograficos, ou seja, previamente a uma perda 6ssea irreversivel (Liskmann
et al., 2004, Yalgn et al., 2005).

A cavidade oral possui mecanismos de defesa presentes na saliva e
no fluido crevicular que participam tanto da imunidade inata como da imunidade
adaptativa (Walker, 2004). Frente a um processo inflamatério, tanto a saliva,
quanto o fluido, sofrem alteragbes na sua composicao (Tenovuo, 2002;
Ozmeric, 2004). Essas alteracoes tém sido investigadas em varias doencas
que afetam a cavidade oral, embora ainda ndo sejam utilizadas como
ferramentas de diagnéstico na pratica clinica (Kivela-Rajamaki et al.,, 2003b;
Liskman et al., 2004).

O fluido crevicular é formado por um filtrado sanguineo que contém
células de defesa do hospedeiro e elementos do metabolismo das bactérias ali
localizadas (Goodson, 2003). Esse fluido contém uma variedade de
macromoléculas derivadas do soro e do intersticio da gengiva, apresentando
inclusive componentes do sistema imune, como imunoglobulinas e citocinas
(Ebersole, 2003).

Ferramentas de diagnéstico baseadas em marcadores biolégicos
presentes na saliva e no fluido sulcular, tem sido extensivamente pesquisadas
nas doencas periodontais (Kaufman & Lamster 2000; 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, Yalcn et al., 2005). As



similaridades entre o microambiente dos sitios periodontal e peri-implantar,
levaram os pesquisadores a investigarem na mucosa peri-implantar os mesmos
marcadores utilizados no diagnostico das periodontites (Paolantonio et al.,
2000; Liskmann et al., 2004; Yalcn et al., 2005), o que tornaria essa analise
vidvel também para a implantodontia, no acompanhamento longitudinal dos
implantes (Yalgn et al., 2005). Um dos marcadores estudados € o 6xido nitrico,
o Oxido nitrico possui fungao regulatéria na inflamagéao

O o6xido nitrico € uma molécula altamente reativa e com mudltiplas
funcbes, envolvida nos mecanismos fisiopatoldgicos da regido periodontal
(Siqueira Jr & Sabdia Dantas, 2000; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006). Nos
tecidos periodontal e peri-implantar e na saliva, este parece fazer parte de um
mecanismo de defesa ndo-especifica contra bactérias patogénicas (Brennan et
al., 2003). No entanto, a toxicidade do NO nao esta restrita aos
microorganismos (Gyurko et al., 2005), uma vez que quantidades excessivas
de NO podem contribuir para a destruicao tecidual nos sitios periodontal e peri-
implantar (Leitdo et al., 2005; Tozum et al., 2005; Ugar-Cankal & Ozmeric,
2006; Liskmann et al., 2007; Wiley, 2007; Tozum et al., 2007; Tozum et al.,
2008).

O nitrito é um metabdlito final da oxidacdo do NO, e por ser um
produto estavel, tem sido frequentemente usado como marcador da inflamacao
(Leitao et al, 2005; Gyurko et al., 2005; Tozum et al, 2005). Portanto,
quantificacdes dos niveis de nitritos salivares e do fluido sulcular peri-implantar
associados aos parametros clinicos podem ser Uteis no diagnostico precoce de
alteragbes no sitio peri-implantar e na determinagdo do progndéstico dos
implantes.



2. Revisao da Literatura

2.1. Periodonto

O periodonto é o conjunto de tecidos localizados ao redor do dente
que formam o 6rgao de sustentacdo e protecao do elemento dentario, sendo
suas principais fungdes inserir o dente no osso da mandibula e maxila e manter
a sua integridade (Ten Cate, 2001; Ferraris & Mufoz, 2006).

De acordo com a fung¢ao, o periodonto se divide em: periodonto de
insercdo e periodonto de protecdo. O primeiro também conhecido como
periodonto de sustentagéo é constituido pelo cemento, ligamento periodontal e
osso alveolar, formando uma unidade estrutural e funcional responsavel pela
fixacdo ou ancoragem do dente ao alvéolo. Ja o periodonto de protecao
compreende duas regides: a gengiva marginal, que recobre a crista do
processo alveolar, formando um colar ou anel ao redor do colo do dente e a
juncao dentogengival, porcao que estabelece continuidade da mucosa oral com

o elemento dental (Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufoz, 2006).

2.1.1. Periodonto de Insercao

Os componentes do periodonto de insercdo desenvolvem-se
simultaneamente, a partir de células ectomesenquimais do foliculo dental,
dependendo da formacao prévia de dentina radicular e da presenca da bainha
epitelial radicular de Hertwig. O periodonto de inser¢édo é formado durante a
fase em raiz da odontogénese e, a medida que ocorre a formagao da dentina
radicular, inicia-se o processo de erupgao dental (Ten Cate, 2001; Katchburian
& Arana, 2004)

Os tecidos de suporte formam uma articulagéo fibrosa especializada
chamada de gonfose, em que as fibras colagenas do ligamento periodontal se
inserem no cemento e no 0sso que reveste o alvéolo dental. Essa articulagao
aveolodentaria € que mantém o dente em seu alvéolo, permitindo que 0 mesmo

suporte as forcas da mastigacao (Ten Cate, 2001; Ferraris & Mufoz, 2006)



O cemento é um tecido conjuntivo mineralizado que reveste a
dentina radicular, tendo como funcao principal inserir as fibras do ligamento
periodontal. Muito semelhante ao tecido ésseo, o cemento possui 50 a 60% de
matriz inorganica, constituida por fosfato de calcio sob a forma de cristais de
hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). J& sua matriz organica € composta
principalmente por fibras colagenas do tipo | e proteinas nao-colagenas
(osteopontina, sialoproteina dssea, etc.). Os componentes celulares sdo os
cementoblastos, células que revestem a superficie do cemento e sintetizam
sua matriz organica, e os cementdcitos, que sdo cementoblastos que foram
aprisionados na matriz do cemento durante sua formagéo. Os cementocitos
séo células com baixa atividade metabdlica e que estabelecem comunicag¢des
entre si através de canaliculos. A vitalidade dessas células depende da difusao
dos nutrientes essenciais a partir dos vasos sanguineos do ligamento
periodontal, uma vez que o cemento é um tecido avascular (Ten Cate, 2001;
Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Munoz, 2006).

Ha dois tipos de cemento, o cemento acelular, formado por delgada
camada adjacente a superficie da dentina radicular; e o cemento celular, que
contém os cementécitos e geralmente localizado no terco apical da raiz. Este
ultimo possui um importante papel de adaptacdo em resposta ao desgaste e
movimento dos dentes (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris &
Munoz, 2006).

Outro componente do periodonto de insercdo € o ligamento
periodontal, um tecido conjuntivo frouxo atravessado por grossos feixes de
fibras colagenas do tipo | que se inserem no cemento e no 0sso alveolar. Esse
tecido possui uma espessura variavel de 0,15 a 0,38mm, sendo mais delgado
no terco médio da raiz. Sua espessura sofre diminuicdo progressiva com a
idade, em toda sua extensdo (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004;
Ferraris & Mufnoz, 2006).

A principal funcdo do ligamento periodontal € suportar o dente no
seu alvéolo e, a0 mesmo tempo, permitir que ele resista e amorteca o impacto
das forgcas mastigatorias. Além de articular o dente com o0sso, o ligamento,

através dos seus receptores sensoriais proprioceptivos e dos seus



mecanorreceptores, desempenha importante papel no posicionamento e na
acomodacao dos arcos dentarios durante os movimentos funcionais do sistema
estomatognatico (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris &
Munoz, 2006).

Como todo tecido conjuntivo propriamente dito, o ligamento
periodontal é composto por células contidas no compartimento extracelular de
fibras e substancia fundamental amorfa (SFA). A célula mais abundante neste
tecido é o fibroblasto, responsavel pela sintese, remodelacdo e degradacao
das fibras colagenas, bem como a sintese da SFA. Além dos fibroblastos,
estao presentes células ectomesenquimais indiferenciadas, restos epiteliais de
Malassez, além de células de defesa, como macrofagos e mastocitos (Ten
Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

A porgao fibrilar da matriz extracelular é constituida principalmente
por fibrilas colagenas tipo |. Muitas dessas fibrilas agrupam-se formando fibras,
as quais podem formar feixes de fibras caracteristicos do ligamento e que séao
chamados de fibras principais. De acordo com a orientagdo ou regido da raiz
onde se inserem, essas fibras sdo classificadas em cinco grupos: o da crista
alveolar; o horizontal ou de transicdo; o obliquo; o apical e o inter-radicular.
Além das fibras principais, existem as fibras secundarias, que nao se
entrelacam e, portanto ndo chegam a formar grossos feixes e nem apresentam
orientacao regular. No ligamento também sao encontrados fibras reticulares e
duas formas imaturas de fibras elasticas que sédo as oxitalanicas e as elauninas
(Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

Semelhante aos demais tecidos conjuntivos a SFA do ligamento é
constituida por grande quantidade de agua, além de proteoglicanas e
glicosaminoglicanas, glicoproteinas e alguns lipideos. Além do seu papel
estrutural, a SFA atua como amortecedor hidraulico ante as forcas e pressdes
as quais o complexo dente-periodonto esta sujeito (Ten Cate, 2001;
Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Munoz, 2006).

Devido ao seu alto metabolismo, com rapida renovacgéo (turnover) e

remodelacdo dos constituintes de sua matriz, o ligamento € um tecido com



abundante irrigacao (Avery, 2001; Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004;
Ferraris & Muioz, 2006).

Assim como os demais componentes do periodonto de insercéo, o
ligamento periodontal inicia sua formag&o durante a fase em raiz. No entanto,
durante o processo eruptivo e a rizogénese, os feixes de fibrilas colagenas a
medida que estdo sendo formados, sofrem modificacbes no seu arranjo e na
sua disposic¢ado. A orientagéo dos fibroblastos e, consequéntemente, dos feixes
colagenos muda notavelmente, principalmente no terco cervical. Portanto, o
ligamento periodontal sé atinge sua estrutura final apds o término da erupc¢ao,
quando o dente entra em contato com o seu antagonista e recebe forgas
funcionais correspondentes (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004).

Outra estrutura que compde o periodonto de inser¢cdo é 0 0sso
alveolar, um tecido conjuntivo mineralizado que reveste os alvéolos dos
processos maxilares. A principal caracteristica desse tecido é a quantidade de
feixes de fibras colagenas nele inseridas, que sao as fibras de Sharpey. Estas
fibras estao orientadas perpendicularmente a superficie, e conferem ao 0sso
um aspecto fasciculado (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris
& Muioz, 2006).

O tecido 6sseo possui rigidez e dureza proporcionada por sua
porcao inorganica que corresponde a cerca de 60% da matriz extracelular.
Sendo o restante constituido por agua e componentes organicos, o0 que
conferem certo grau de elasticidade e resisténcia as fraturas (Ten Cate, 2001;
Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufoz, 2006). Cerca de 90% da matriz
organica é constituida por colageno tipo | e o restante por substéncias néo-
colagenas. As células que constituem o tecido ésseo sdo: os osteoblastos que
sintetizam, secretam e mineralizam a matriz orgénica; os osteocitos, células
aprisionadas no interior de lacunas, que constituem uma rede celular
comunicando-se por canaliculos e que mantém a integridade da matriz; os
osteoclatos, células multinucleadas responsaveis pela reabsorgdo 6ssea; além
das células osteoprogenitoras (Avery, 2001; Ten Cate, 2001; Katchburian &
Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).
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O osso alveolar é classificado histologicamente como um 0sso
primario ou imaturo, isto é, suas fibrilas colagenas nao apresentam uma
organizagao bem definida, possuindo um maior nimero de ostedcitos incluidos
na matriz 6ssea e um menor conteldo mineral quando comparado a um 0SSO
maduro. Essa classificacdo se deve ao fato de que o osso alveolar é
extremamente dindmico, com grande plasticidade, respondendo rapidamente
os estimulos que induzem formacgéo e reabsorgao tecidual (Avery, 2001; Ten
Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

2.1.2. Periodonto de Protecao

O periodonto marginal ou de protecdo € uma porcao especializada
da mucosa oral, denominada gengival marginal ou livre, que forma um colar ou
anel circundando o colo do dente, proximo ao limite amelocementario. Esse
colar possui uma face voltada para a cavidade bucal e que reveste o0s
processos ou rebordos alveolares e outra face voltada para o dente,
denominada juncao dentogengival (Avery, 2001; Ten Cate, 2001; Katchburian
& Arana, 2004; Ferraris & Mufoz, 2006).

A principal fungdo do periodonto de protecdo € promover a adesao,
estabelecendo uma continuidade entre a mucosa oral e a superficie da coroa
dental. Dessa forma, constitui uma barreira biolégica a medida que promove o
vedamento do meio externo com o meio interno, protegendo ndo s6 as
estruturas do periodonto de sustentacdo como também as demais estruturas
internas (Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

Por ser uma por¢cdo de mucosa oral, a gengiva marginal possui uma
dupla origem embrioldgica, sendo constituida por epitélio derivado do
ectoderma que reveste a cavidade oral primitiva, € conjuntivo subjacente,
originado do ectomesénquima (Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufoz,
2006).

O epitélio € dividido em trés partes funcionais: o epitélio gengival ou
da vertente externa; o epitélio do sulco ou sulcular e o epitélio juncional ou

epitélio de fixacdo. E o tecido conjuntivo, ou lamina prépria, apresenta duas
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regides, uma superficial e outra profunda (Ten Cate, 2001; Katchburian &
Arana, 2004; Ferraris & Munoz, 2006).

A porgao voltada para a cavidade oral é revestida pelo epitélio
gengival ou da vertente externa. Essa regiao esté sujeita diretamente ao atrito
dos alimentos durante a mastigagdo, sendo parte da mucosa mastigatéria,
revestida por epitélio estratificado pavimento queratinizado. Sua interface com
o conjuntivo é bastante irregular apresentando vérias projecdes papilares de
conjuntivo entre cristas epiteliais.

A regido voltada para o dente é a jungdo dentogengival, constituida
pelo epitélio juncional, pelo sulco gengival e pelo epitélio que reveste esse
sulco. O sulco gengival € uma estreita fenda situada entre o dente e a gengiva
livre, que se estende da crista da margem gengival até o limite coronario do
epitélio juncional. Trata-se de um sulco raso, cuja profundidade pode variar de
0,5 a 3mm, sendo, em média 1,8mm (ltoiz & Carranza, 1997; Ten Cate, 2001;
Katchburian & Arana, 2004)

O sulco gengival € revestido por um epitélio estratificado
pavimentoso nao-queratinizado. A interface entre o epitélio do sulco e a lamina
propria subjacente é mais regular apresentando pequenas papilas. Como nao
existe aderéncia entre o epitélio do sulco e a superficie dentaria, essa regiao é
banhada por um fluido crevicular.

O epitélio juncional geralmente é mais largo no assoalho do sulco
gengival, onde contém de 15 a 30 células de espessura, torna-se mais delgado
a medida que progride em sentido apical, isto é, em direcdo ao limite
amelocementario, chegando a atingir uma espessura final de trés a quatro
células. A interface com o conjuntivo subjacente € bastante retilinea, néo
apresentando ondulagdes.

Basicamente o epitélio juncional possui dois estratos: o basal,
proximo a lamina propria e o suprabasal. O estrato basal é constituido por uma
Unica camada de células cubicas e, como em todos os epitélios, essas células
se dividem constantemente, constituindo a porcao germinativa, responsavel
pela proliferagdo do epitélio. As células do epitélio juncional s&o renovadas

num periodo de quatro a sete dias, sendo descamadas para a regido do sulco
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gengival, portanto o epitélio juncional possui alto indice de renovacado (Ten
Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

O estrato suprabasal é formado por camadas de células achatadas,
dispostas paralelamente a superficie da coroa dental. Essas células estao
unidas entre si por um escasso numero de desmossomos, quando comparado
com os epitélios de outras regides da gengiva. Isso determina a existéncia de
amplos espagos intercelulares, conferindo grande permeabilidade ao epitélio
juncional, o que permite a passagem de liquido tissular e células inflamatérias
da lamina propria para a regido do sulco gengival, onde irdo constituir o fluido
crevicular (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufoz,
2006).

Devido a imaturidade do epitélio juncional, as células superficiais do
estrato suprabasal formam uma lamina basal interna e hemidesmossomos que
garantem a aderéncia epitelial da gengiva a superficie dental. Diferentemente
das demais camadas do epitélio juncional, essas células superficiais possuem
um baixo indice de renovacao, a fim de ndo comprometer a adesao da gengiva
ao dente (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufoz,
2006).

O tecido conjuntivo possui propriedades indutoras que
desempenham papel importante na determinagcdo da expressao epitelial,
principalmente quanto a maturacado do epitélio. No periodonto de protecéo, o
conjuntivo da mucosa, também conhecido como lamina proépria, e divido em
conjuntivos superficial e profundo (Ten Cate, 2001; Ferraris & Mufioz, 2006).

O conjuntivo superficial, localizado subjacente aos epitélios gengival
e sulcular, instrui a maturagdo normal desses em epitélios estratificados
pavimentosos. Ja o conjuntivo profundo, localizado abaixo do epitélio juncional,
possui apenas fatores necessarios para a manutengcdo deste epitélio,
conferindo-lhe caracteristicas peculiares. Uma delas, ja mencionada, é a
imaturidade do tecido, uma vez que o conjuntivo subjacente ndo induz a
maturacado do epitélio juncional, este permanece como epitélio imaturo (Ten
Cate, 2001).
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Outro fator que influencia na expressao epitelial € o infiltrado
inflamatério presente no conjuntivo. Pois, em adultos, mesmo gengivas
clinicamente saudaveis, apresentam leve grau de inflamacao na lamina prépria
associada a juncao dentogengival, provavelmente iniciada quando o dente
irrompe na cavidade oral. Esse infiltrado inflamatorio justificaria o fato do
epitélio sulcular ndo ser queratinizado, enquanto que o epitélio gengival
apresenta-se queratinizado, embora ambos sejam sustentados pelo mesmo
conjuntivo (Ten Cate, 2001; Ferraris & Mufioz, 2006).

A inflamag&o da lamina prépria, além de aumentar a capacidade
proliferativa do epitélio juncional, ainda mantém um gradiente de células
inflamatorias, especialmente polimorfonucleares, que migram continuamente
por entre os espagos intercelulares do epitélio sulcular, mas principalmente do
epitélio juncional. Acredita-se que chegam a migrar do conjuntivo para o sulco
gengival, cerca de trés mil neutrofilos por minuto, além de alguns linfocitos e
mondcitos, células estas que irdo constituir o fluido crevicular. Esse fluxo de
células de defesa garante ao organismo um monitoramento, que no caso da
entrada de qualquer agente estranho, ja esta preparado para atuar com a sua
primeira linha de defesa (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004).

O tecido conjuntivo ou lamina prépria da gengiva marginal é do tipo
denso, possui grossos feixes de fibras colagenas, que constituem o ligamento
gengival. De acordo com sua localizagcao e orientacéo, essas fibras principais
da gengiva dividem-se em seis grupos: as dentogengivais; as dentoperiostais;
as alvéologengivais; as circulares; as interpapilares e as transeptais, também
conhecidas como interdentarias ou dentodentais. Além das fibras principais que
constituem os grossos feixes, existem também as fibras coldgenas secundérias
dispostas de maneira irregular na matriz. Essa grande quantidade de fibras
confere a gengiva livre uma consisténcia firme e resisténcia ao deslocamento
(Avery, 2001; Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Muioz,
2006).
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2.2. Implantodontia

A implantodontia representa um grande avanco da Odontologia
moderna. A busca por um substituto do elemento dental perdido levou ao
desenvolvimento de diferentes sistemas de implantes, como os implantes
agulhados, subperiostais e laminados, utilizando diversos tipos de materiais.

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, iniciaram o desenvolvimento de um novo sistema
de implantes. Este sistema fundamentava-se na ancoragem direta do implante
no tecido 6sseo, sem a interposi¢cao de tecido mole, formando uma espécie de
anquilose, fenbmeno este, denominado osseointegracdo, (Amarante & Lima,
2001; Simon & Watson, 2002; Franchi et al., 2005). Inicialmente nao foi
possivel demonstrar o fendmeno de osseointegracdo devido a auséncia de
equipamentos que permitissem cortar o tecido 6sseo, sem a remocao do
implante metalico, o que s6 foi demonstrado claramente por Shroeder et al. em
1976 (Davies, 2003; Amarante & Lima, 2001).

Estudos longitudinais demonstraram altas taxas de sucesso com 0s
implantes de titanio desde que empregados adequadamente (Adell et al., 1981;
Davies, 2003). Novos sistemas de implantes foram desenvolvidos, baseados
no protocolo original de Branemark e colaboradores, com variagées no
desenho do parafuso, composicao do titanio, topografia e tratamento de
superficie (Amarante & Lima, 2001; Brunette & Chehroudi, 1999; Davies, 2003;
Li et al., 2004; Xie et al., 2005). Entretanto, ainda ocorrem perdas de implantes
tanto nas fases iniciais, durante o periodo de cicatrizacdo, quanta nas fases
tardias, isto é, apds o periodo de osseointegracdo e instalacdo da proétese
(Liskmann et al., 2004).

As perdas tardias podem estar relacionadas a falhas durante a
confeccdo da prétese, ocasionando excesso de carga, a habitos
parafuncionais, ma higienizacdo e problemas sistémicos como diabetes
(Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Watzek, 2004). O tabagismo também tem sido
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apontado como um dos possiveis responsaveis pelo fracasso de implantes,
embora muitos fatores relacionados ao comportamento da doenca peri-
implantar, tanto sistémico como local, ainda nao estejam esclarecidos (Watzek,
2004).

Para avaliar os diferentes sistemas de implantes em funcdo, séo
utilizadas avaliagcdes clinicas e radiograficas. Clinicamente um implante é
considerado com sucesso se nado for observada mobilidade associada a dor ou
desconforto, auséncia de sangramento e aparéncia saudavel dos tecidos peri-
implantares (Persson et al., 2001; Watzek, 2004). O exame radiografico permite
avaliar a altura da crista 6ssea em relagcdo ao implante, possibilitando
acompanhar a evolugdo da osseointegragdo. No entanto, esses critérios de
avaliagdo ndo permitem acompanhar alteragées iniciais no sitio peri-implantar,
como neoformacéo 6ssea ou reabsorcdo relacionada a peri-implantite (Kivela-
Rajamaki et al., 2003a; Yal¢gn et al., 2005). Uma vez que 0S processos
inflamatoérios peri-implantares evoluem de forma mais rapida que os
periodontais, o diagndstico precoce dessas alteracbes € essencial para o
tratamento da doenca e manutencdo dos implantes (Paolantoio et al., 2000;
Yalcn et al., 2005).

2.2.1. Mucosa Peri-implantar

A mucosa peri-implantar é constituida por lamina prépria densa e
colagenosa coberta por delgado epitélio oral estratificado e pavimentoso. Essa
porcao de mucosa que circunda os implantes € analoga a gengival marginal
encontrada ao redor da denticdo natural. Sendo assim, a mucosa peri-implantar
possui importante funcdo de protegcdo atuando como barreira bioldgica,
promovendo vedamento entre meio externo e meio interno, garantindo a
integridade dos tecidos e, consequentemente a longevidade dos implantes
(Koka, 1998; Weber & Cochran 1998).

Semelhante ao periodonto de protecdo, o epitélio da mucosa peri-

implantar apresenta uma face voltada para a cavidade oral (externa) e outra
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que constitui a jungdo implante-epitélio. A porcdo externa é revestida por
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, que se continua com o epitélio
nao-queratinizado que reveste o assoalho do sulco peri-implantar. Na face
voltada para o implante, a mucosa esta aderida a superficie do implante por
uma porcao de epitélio semelhante ao epitélio juncional, denominada juncao
implante-epitélio. Essa adesado das células epiteliais ao implante é feita por
hemidesmossomos e lamina basal (Bernard et al., 1997; Koka, 1998; Weber &
Cochran 1998; Lindhe & Berglundh, 1999).

As principais diferencas entre a mucosa peri-implantar e a gengiva
marginal residem na composi¢do do conjuntivo, no alinhamento dos feixes de
fibras colagenas e na vascularizagdo (Weber & Cochran 1998; Lindhe &
Berglundh, 1999). 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; Lindhe & Berglundh, 1999; Groisman & Vidigal Jr, 2004).

Devido a auséncia do cemento e a influéncia das caracteristicas da
superficie dos implantes, os feixes de fibras colagenas da regido supra-
alveolar, organizam-se diferentemente do ligamento gengival do periodonto de
protecdo. Na mucosa peri-implantar, por ndo terem onde inserir, ndo ha feixes
de fibras perpendiculares ao implante, sendo grande parte das fibras dispostas
paralelas ao longo eixo dos implantes. Diante disso, a ades&o entre a mucosa
peri-implantar e a superficie do implante € mais fragil que a entre dente e
gengiva (Bernard et al., 1997; Koka, 1998; Weber & Cochran 1998; Lindhe &
Berglundh, 1999; Machtei et al., 2006).

Outra diferengca existente entre os tecidos moles que circundam
dentes e implantes reside no suprimento vascular sangiineo. Nos tecidos
periodontais a vascularizagdo provem 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 &

derivada do plexo vascular do ligamento periodontal, que emite ramificacées
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em direcdo coronaria, passando pela crista alveolar e terminando na porcao
supra-alveolar da gengiva livre. J& na mucosa peri-implantar a vascularizacao é
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, 1999)

2.3. Doenca Periodontal e Peri-implantar

A doenca periodontal é uma patologia infecciosa associada a
presenca de bactérias gram-negativas, anaerdbias, como Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Bacterioides forsythus e Actinobacillus
actinomycetecomitans, presentes no biofilme dental. Entretanto, o fato de um
individuo estar colonizado por essas bactérias nao significa que desenvolvera
doenca periodontal (H6fling & Gongalves, 2006).

Segundo o conhecimento atual, a doenca periodontal é de natureza
etiolégica multifatorial, ou seja, é provocada por diversos fatores que agem de
maneira conjunta e simultdnea. Dentro deste conceito, 0 hospedeiro passou a
ser considerado como componente fundamental, incluindo suas caracteristicas
individuais e os mecanismos da resposta imunolégica. Assim, além dos fatores
causais, como a presenca da placa bacteriana, existem também fatores de
risco que influenciam diretamente no estabelecimento da doencga periodontal.
Além disso, a maior parte do dano tecidual ocasionado pelas bactérias e seus
subprodutos, que resulta na degradagcdao do ligamento periodontal e perda
Ossea irreversivel, depende da resposta do hospedeiro (Papapanou & Lindhe,
1999; Goutoudi et al., 2004; H6fling & Gongalves, 2006).

Mesmo em gengivas clinicamente saudaveis, existe um infiltrado
inflamatdrio constante com células inflamatoérias como linfécitos, neutrofilos e

macrofagos, que parecem ser essenciais @ manutencao da homeostase entre
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tecidos periodontais e bactérias presentes na placa ou biofilme dental (Ten
Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Berglundh & Donati, 2005; Ferraris &
Munoz, 2006; Honda et al., 2006).

A gengivite € caracterizada pelo estabelecimento e aumento da
inflamag&o, ainda circunscrita aos tecidos moles, mais especificamente a
gengiva marginal. Este processo pode ou nao evoluir para periodontite
(Berglundh & Donati, 2005; Honda et al., 2006). A partir do momento em que
ocorre a progressao da doenca, levando a um comprometimento das estruturas
de suporte, tem se instalado o quadro de periodontite. Neste estagio mais
avangado, pode ocorrer a formagéo de bolsas periodontais, devido a migracao
do epitélio juncional em sentido apical, até atingir fibras do ligamento
periodontal que ainda nao foram destruidas (Katchburian & Arana, 2004).

As reacgdes inflamatorias e imunolégicas a placa bacteriana
representam caracteristicas predominantes tanto na gengivite quanto na
periodontite (Kinane & Lindhe, 1999). As interacées hospedeiro-bactérias irdo
determinar a extensdo da doenca. Assim, 0s microorganismos patogénicos
podem influenciar no curso da doenga por produzirem substancias toxicas aos
tecidos, por invadirem diretamente estes tecidos e por estimularem a resposta
do hospedeiro. Em geral, a invasao bacteriana e a liberacao de suas toxinas
sdo nocivas ao hospedeiro, no entanto, a resposta a essa agressdo pode
apresentar carater protetor ou destrutivo (Newman et al., 1997; Goutoudi et al.,
2004).

Além da destruicdo dos tecidos promovida diretamente pelos
mecanismos patogénicos das bactérias, estes ainda induzem as células
hospedeiras a liberarem mediadores biologicos que também promovem
destruicdo tecidual. Entre estes mediadores produzidos como respostas do
hospedeiro estédo: proteinases, citocinas e prostaglandinas (Goutoudi et al.,
2004; Ozmeric 2004; Liskmann et al., 2006).

Evidéncias recentes indicam que nas periodontites, produtos
bacterianos (tais como lipopolissacarideos e endotoxinas), induzem uma
resposta inflamatéria em que muitas citocinas inflamatorias liberadas pelas

células hospedeiras sdo responsaveis pelo processo de destruicdo do
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periodonto (Goutoudi et al., 2004; Martelli et al., 2004; Ozmeric 2004; Liskmann
et al., 2006). Estas substancias, em geral sdo classificadas como citocinas
inflamatorias a IL-1a. IL-1B3, IL-6, IL-8, PGE2 e TNF-a (Martelli et al., 2004;
Liskmann et al.,, 2006). Algumas dessas citocinas sao produzidas por células
imunocompotentes presentes nas proximidades do sitio inflamado, como
células T e mondcitos; ou por células que normalmente compde o tecido
periodontal, como fibroblastos, células epiteliais e células endoteliais (Liskmann
et al., 2006). Muitos desses mediadores inflamatérios relacionados com a
destruicdo periodontal foram identificados no fluido crevicular gengival
(Goutoudi et al., 2004).

Estudos em animais e em humanos tém demonstrado semelhancas
clinicas, radiogréficas e histoldégicas entre a infeccdo periodontal e peri-
implantar (Liskmann et al, 2006). O mesmo mecanismo patogénico
responsavel pela instalagdo da doenga 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 quanto a
anatomia, funcdo e no microambiente, atua como nicho propicio para
colonizagé@o 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 a um comprometimento do epitélio e a aumento no
infiltrado inflamatério do conjuntivo (Jovanovic, 1997).

O quadro de mucosite peri-implantar caracteriza-se por um processo
inflamatorio inicial e reversivel, restrito aos tecidos moles que circundam o
implante. No entanto, persistindo o0 agente agressor, esse processo pode
evoluir rapidamente para uma inflamag&o 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
consequientemente ao comprometimento do implante devido a perda de
ancoragem (Weber & Cochran 1998; Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Kivela-
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Rajamaki et al., 2003b; Martelli et al., 2004; Yalcn et al., 2005; Liskmann et al.,
2006).

Um dos critérios utilizados para avaliacdo clinica dos tecidos
periodontais é a profundidade de sondagem. No entanto, nos tecidos peri-
implantares, este parametro torna-se menos confiavel, devido a disposi¢cao das
fibras colagenas paralela a superficie do implante (Kivela-Rajamaki et al.,
2003b). O exame radiografico, que também ¢é utilizado para determinar a
condicao de saude dos implantes, sé permite avaliar a perda éssea quando
essa estd avancada, e praticamente irreversivel (Kivela-Rajamaki et al.,
2003a). Essas limitagbes dos exames disponiveis dificultam o estabelecimento
da condi¢ao clinica dos implantes e tém estimulado a busca por marcadores
biologicos que possam ser utilizados como métodos de diagndstico precoce da
saude peri-implantar (Liskmann et al., 2004).

Devido a rapidez na evolugdo dos processos inflamatérios peri-
implantares, o monitoramento dos implantes dentais é critico para prevencao
ou deteccdo precoce da inflamacdo e possivel destruicdo éssea, sendo
essencial no tratamento da doenga e na manutengédo dos implantes (Paolantoio
et al., 2000; Yalgn et al., 2005). Assim, tém se buscado métodos de diagndstico
complementar, que permitam detectar alteragdes iniciais no sitio peri-implantar
em estagios ainda nao detectdveis em exames clinicos e radiogréficos
(Liskmann et al, 2004). Métodos dessa natureza vém sendo bastante
estudados na doenga periodontal com objetivo de identificar marcadores
biol6gicos presentes no fluido crevicular (Murata et al., 2002; Kivela-Rajamaki
et al., 2003b; Yalcn et al., 2005; Gurkan et al., 2006).

A semelhanca entre o microambiente periodontal e peri-impalntar
(Yalgn et al, 2005) torna viavel a implantodontia os diagnosticos
complementares que vém sendo estudados na periodontia. Alguns desses
estudos verificaram modificagbes na composicdo da saliva (Kaufman &
Lamster, 2000; Ozmeric 2004; Gomes et al., 2006; Liskmann et al., 2006) e do
fluido crevicular (Ozmeric 2004, Griffiths, 2003; Loos & Tjoa, 2005; Tozum et
al., 2005) em individuos com periodontite e peri-implantite, confirmando a

utilizag@o desses fluidos como ferramenta de diagnostico.
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2.4. Defesa da Cavidade Oral

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 dessa microbiota.
Muitos desses microorganismos estabelecem uma relagdo de simbiose com o
hospedeiro, entretanto, algumas espécies sao patogénicas. Assim, o meio
bucal representa uma porta de entrada para diversos patdégenos envolvidos
direta ou indiretamente em doengas infecciosas locais e/ou sistémicas
(Ebersole 2003).

Entre as diversas fungbes que a mucosa oral desempenha, a
principal delas é a de protecdo. Diante desse desafio antigénico, o proprio
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). Para manter a homeostasia do meio, existem
varios mecanismos do sistema imune que contribuem para controlar a
colonizagdo microbiana e dentre eles estao o fluido sulcular e a saliva, que

servem como fatores mecanicos, minimizando a acumulacao bacteriana.

2.4.1. Fluido sulcular gengival e peri-implantar

O fluido crevicular do sulco gengival foi identificado no século XIX,
mas somente a partir da década de 50, € que sua composi¢cao e possivel papel
nos mecanismos de defesa da cavidade oral comegaram a ser elucidados
(Carranza & Bulkacz, 1997).

Localizado banhando a regido dos sulcos gengival e peri-
implantar, o fluido sulcular € formado gracas a permeabilidade do epitélio
juncional que permite a passagem de varios componentes macromoleculares
derivados do soro e do meio intersticial da gengiva. Assim, este fluido é
constituido por um ultra-filtrado do plasma sanguineo, contendo enzimas e

proteinas individuais, tais como: proteases inibidoras, microglobulinas B2,
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fibrinogénio, albumina, lipoproteinas, bem como mediadores pré inflamatérios,
fatores de crescimento, como TGF-B e imunoglobulinas G e A (IgG e IgA).
Além destes componentes, o fluido contém células descamadas dos epitélios
juncional e sulcular, bem como células de defesa (neutrdfilos, linfécitos e
monaocitos) que migram constantemente do conjuntivo para o sulco. No fluido
podem ser encontrados também bactérias e acumulos de elementos do
metabolismo de bactérias (Carranza & Bulkacz, 1997; Ten Cate, 2001;
Ebersole 2003; Goodson 2003, Ozmeric 2004).

Devido a sua consisténcia fluida e fluxo constante, o fluido sulcular
age como fator de limpeza mecanica, 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).
Com base nessas caracteristicas, o fluido gengival vem sendo estudado como
método de diagnostico para determinar o estado de atividade da doenca
periodontal ou risco do individuo a doenca (Carranza & Bulkacz, 1997;
Goodson, 2003; Ozmeric, 2004).

No periodonto saudavel, alguns constituintes do fluido, como as
imunoglobulinas 1gG e IgA, e enzimas como a colagenase |l, apresentam-se
em niveis baixos, atuando de forma protetora (Ebersole, 2003). Ja no
periodonto inflamado, ocorre aumento do fluido crevicular e mudangas na
composicao desse exsudato, que passa a apresentar mais componentes
vasculares e celulares pré-inflamatérios (Ebersole, 20003; Loos e Tjoa, 2005).

Varios estudos tém evidenciado a importancia do fluido crevicular
nos mecanismos de defesa do periodonto (Loos e Tjoa, 2005), mas, somente
na ultima década, pesquisadores passaram a propor métodos de analise que
permitissem sua utilizagdo no diagnostico da doencga periodontal (Goodson,
2003).

Para andlise do fluido foi desenvolvida metodologia para coleta com
pontas de papel absorvente e mensuragdo do volume de fluido através do
aparelho Periotron® (Goodson, 2003; Perinetti & Spoto, 2004). Além de medir
variagdes no volume de fluido gengival em fungdo do estado de saude do

periodonto, essas pesquisas procuraram avaliar macromoléculas presentes no
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fluido que aumentassem sua concentracdo progressivamente em funcao do
estagio de evolugcao da periodontopatia (Griffiths, 2003).

A maioria dos trabalhos correlaciona a presenca da doenca
periodontal a um aumento no volume do fluido crevicular, o que poderia
sinalizar o grau de inflamacdo, ainda em estéagio subclinico. Assim, o volume e
a consisténcia do fluido funcionariam como indicadores mais precisos do que
medidas clinicas, como aspecto colorimétrico e os indices gengival e de
sangramento. Dessa forma, mesmo em gengivas clinicamente saudaveis, o
aumento na quantidade do fluido crevicular e a propensdo ao sangramento,
funcionaria como método de diagnostico precoce de inflamacédo (Griffiths,
2003).

Segundo Loos e Tjoa (2005) existem aproximadamente 100
componentes do fluido crevicular que podem ser utilizados como marcadores
no diagnéstico precoce da periodontite. Muitos desses marcadores podem ser
utilizados como marcadores de saude periodontal, e futuramente poderao ser
utilizados no monitoramento de individuos com periodonto saudavel. Estes
testes sdo simples e de baixo custo, possibilitando diagnosticar alteracoes
moleculares que caracterizem um desequilibrio local, antes mesmo da doenca
periodontal instalar-se.

As similaridades entre o microambiente dos sitios periodontal e peri-
implantar, quanto a constituicdo, a microbiota e a presenca de fluido protetor,
(Paolantonio et al., 2000) levaram os pesquisadores a investigarem na mucosa
peri-implantar os mesmo marcadores biolégicos utilizados no diagnéstico das
periodontites (Paolantonio et al.,, 2000; Liskmann et al., 2004, 2006; Yal¢n et
al., 2005). Esse tipo de analise, pode tornar-se um método de investigacao
alternativa para acompanhamento longitudinal da saude peri-implantar nos
diferentes tipos de implantes (Yalgn et al., 2005). O fluido peri-implantar possui
uma gama de citocinas, enzimas e fatores de crescimento que podem ser
mensurados, permitindo avaliar a saude peri-implantar (Kivela-Rajamaki et al.,
2003a; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalgn et al., 2005).

A presenca de marcadores do metabolismo 6sseo no fluido peri-

implantar pode auxiliar no diagnéstico de perdas 6sseas em estagios iniciais,
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ainda ndo visiveis radiograficamente. A mensurag¢ado dos niveis de ostecalcina,
por exemplo, pode contribuir no monitoramento do turnover ésseo no sitio peri-
implantar (Murata et al., 2002). Segundo Murata et al. (2002) e Wilson et al.
(2003), no fluido crevicular também podem ser detectados outros marcadores
do turnover 6sseo, embora ndo possam ser feitas conclusées sobre sua
utilizagdo como métodos de diagndstico.

A IL-18 é um dos véarios mediadores da inflamagcdo que foram
identificados no fluido crevicular (Nicolau et al.,, 2003; Konradsson & Van
Dijken, 2005). Esta citocina é produzida principalmente pelos mondcitos e
macrofagos, mas também pode ser sintetizada por fibroblastos e células
Osseas. Entre os efeitos bioldgicos da IL-1B podem ser incluidos sua
capacidade de estimular linfocitos T, proliferacdo de linfécitos B, estimulo da
producdo de PGE2 pelos mondcitos e fibroblastos, e liberacdo de
metaloproteinases que degradam as proteinas da matriz. Além disso, a IL-1B
também promove o recrutamento de osteoclastos e a reabsorgdo éssea,
afetando também a quimiotaxia para neutréfilos e a ativacdo dessas células
(Gruica et al., 2004).

Uma série de outras citocinas inflamatérias como a IL-6, IL-8 e TNF-
a também tem sido foco de investigacées relacionadas a patologias
periodontais e peri-implantares. Yalgn et al. (2005) observaram correlacao
positiva entre os niveis de PGE2 e os parametros clinicos em pacientes com
mucosite. A IL-17 também é apontada como uma das citocinas chave na
patologia do periodonto, embora seu papel ainda nao esteja completamente
esclarecido (Vernal et al., 2005). Outro importante mediador pré-inflamatério
encontrado no fluido sulcular € o NO (6xido nitrico). Esta molécula é produzida
por diversas células, inclusive células fagocitarias. Segundo Tozum et al.
(2005, 2007, 2008), a presenca do NO no sitio peri-implantar aumenta
proporcionalmente ao grau da inflamacao, confirmando assim a importancia
desse mediador frente aos processos inflamatorios da regido peri-implantar.

Além dos mediadores pré inflamatérios, também sdo produzidas
citocinas imunoregulatérias como a IL-10. Esta citocina é capaz de ativar a

producao de IL1-ra, um antagonista da IL-1, além de poder limitar a duracao e
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extensao da resposta inflamatéria (Konradsson & Van Dijken, 2005). Goutoudi
et al. (2004) avaliaram o efeito da terapia periodontal nos niveis de IL-10 e IL-
1B no fluido crevicular de pacientes com periodontite crénica, nao encontrando
resultados significativos. Entretanto, os autores observaram relagdo inversa
entre os niveis dessas citocinas e o estado de saude periodontal do individuo,
com niveis mais altos IL-10 nos sitios periodontais saudaveis.

TGF-B é uma citocina multifuncional, com papel tanto pr6 como anti-
inflamatoério, o que a torna uma proteina interessante no monitoramento das
patologias peri-implantares e periodontais. Gurkan et al. (2006) observaram um
aumento dos niveis de TGF-B1 no fluido crevicular de individuos com
periodontite quando comparados aos individuos com gengivite, atribuindo a
esta citocina um papel modulatério importante na doenga periodontal, podendo
exacerbar quadros inflamatorios.

Outros compostos importantes nos processos inflamatérios, os quais
tém sido associados as periodontites e peri-implantites, sado as
metaloproteinases (MMP). Essas enzimas presentes no fluido periodontal e
peri-implantar  originam-se dos granulos azurdfilos dos leucdcitos
polimorfonucleares, no entanto, pesquisas recentes tém demonstrado a
producao desses compostos por outros tipos celulares (Liskmann et al., 2004).
As MMPs sao proteinas zinco especificas que coletivamente degradam quase
todos os componentes da matriz extracelular e membrana basal. Além disso,
elas podem atuar como sinalizadoras para outras moléculas de defesa ou
inflamatorias. Entre as MMPs, a MMP-8 é considerada a mais agressiva aos
tecidos periodontais, apresentando niveis elevados nas peri-implantites (Kivela-
Kajmaki et al., 2003a; Kivela-Kajmaki et al., 2003b).

A MMP-7 é uma metaloproteina expressa em tecidos nédo inflamados
e na mucosa oral, caracterizando-se por ativar outras metaloproteinases e
processar varias moléculas da matriz extracelular, sendo capaz de converter
compostos inertes em antimicrobianos ativos. Recentemente, esta
metaloproteinase foi identificada no fluido crevicular de individuos com
periodontopatias, embora ndo seja conhecido seu mecanismo de atuacéo
(Kivela-Rajamaki et al., 2003a).
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A dosagem de citocinas pré e anti-inflamatérias no fluido peri-
implantar tem uso potencial na clinica odontolégica e também em pesquisas.
Esse método pode auxiliar os parametros clinicos e radiograficos, ja utilizados
no acompanhamento longitudinal de implantes, além de auxiliar pesquisas
clinicas que buscam comparar neoformacao O0ssea e sucesso de diferentes

tipos de implante comercialmente disponiveis.

2.4.2, Saliva

A saliva é um liquido complexo, de consisténcia viscosa, produzido
pelas glandulas salivares, cuja finalidade é a manuten¢cdo da umidade na
cavidade oral. Na espécie humana encontramos trés pares de glandulas
salivares maiores: parétidas, submandibulares e sublinguais, localizadas fora
da cavidade oral, encapsuladas e com um extenso sistema de ductos por onde
descarregam suas secrecOes. Além dessas glandulas, no interior das
membranas mucosas existe ainda grande numero de glandulas salivares
menores: labiais, linguais, palatinas, bucais, glossopalatinas e retromolares
(Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

A saliva é composta por 99% de agua, além de eletrdlitos,
aminoacidos, enzimas, fatores de crescimento, imunoglobulinas e citocinas,
secretadas pelas células do epitélio oral ou originadas do fluido gengival,
juntamente com células de defesa (leucdcitos). Estédo presentes ainda células
descamadas do epitélio bucal, bem como microorganismos e seus produtos
(Katchburian & Arana, 2004; Walker, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

Dentre os componentes protéicos e glicoprotéicos presentes na
saliva estdo a amilase salivar ou ptialina, mucinas, lisozimas, IgAs, proteinas
acidas ricas em prolina, cistatinas, histatinas, estaterinas, € em menor
quantidade: eritropoietina, catalases, peroxidase e lactoperoxidase, anidrase
carbdnica secretora, IgM e IgG, tromboplastina, ribonuclease,
desoxirribonuclease, calicreina, fosfatase acida, esterase, fator de crescimento
nervoso (NGF), epidérmico (EGF), entre outros. J& os componentes organicos

nao-protéicos encontrados sdo: uréia, &cido urico, colesterol, AMP ciclico,
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glicose, citrato, lactato, amoniaco, creatina, dentre outros. Entre os
componentes inorganicos encontrados na saliva estdo: os fons Na*, K*, Ca*™,
cloretos, fluoretos, tiocianatos, fosfatos, bicarbonatos e outros (Ferraris &
Mufioz, 2006). Esses componentes salivares parecem agir de forma sinérgica
na protecao e defesa contra a doenga periodontal, embora fatores locais (placa
bacteriana) e sistémicos possam influenciar na progressao das periodontites
(Ozmeric, 2004).

Dentre as fungdes basicas da saliva estao as de protecao, digestao,
gustagdo e agao antimicrobiana, bem como fung¢des reguladoras, como
contribuir para a manutengcdo de um equilibrio hidrico e da integridade dos
dentes, através dos ions calcio e fosfato que atuam na maturagédo e
remineralizacdo do esmalte. A saliva também possui capacidade de
tamponamento, atribuida ao bicarbonato e aos ions fosfato, que neutralizam a
acidez da saliva e mantém um pH inadequado para a colonizagdo de
microorganismos (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris &
Munoz, 2006).

A saliva possui um importante papel na digestdo por fornecer
sensibilidade gustativa, neutralizar o conteddo do eséfago, diluir o suco gastrico
e contribuir na formag¢ao do bolo alimentar. Além disso, a amilase salivar ou
ptialina, enzima mais abundante na saliva é responsavel pela quebra do amido
(Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana, 2004; Ferraris & Mufioz, 2006).

Acredita-se ainda que a saliva esteja envolvida na reparacéao
tecidual da mucosa oral, embora ainda ndo estejam bem estabelecidos os
mecanismos e os efeitos da saliva nesse processo. A presencga de lisozima e
Ca** ativam a coagulacdo, diminuindo o tempo de hemorragia e a agdo dos
fatores de crescimento nervoso e epidérmico, presentes na saliva, facilitam a
rapida cicatrizagdo das feridas bucais (Ten Cate, 2001; Katchburian & Arana,
2004; Ferraris & Mufoz, 2006).

De todas essas fungdes, a mais relevante € o papel protetor que a
saliva exerce na cavidade oral, estando relacionado a imunidade da mucosa,
dentes e seus tecidos de sustentagdo (Walker, 2004). A funcdo protetora da

saliva é expressa de varias maneiras. Uma delas € promovendo a lubrificacao,
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mantendo assim a integridade da mucosa oral. Esse efeito deve-se ao
conteudo glicoprotéico da saliva, destacando-se as mucinas salivares. Essas
glicoproteinas concentram-se sobre a superficie da mucosa, formando uma
pelicula e promovendo assim uma barreira efetiva contra o ressecamento e
estimulos nocivos, limitando a permeabilidade da mucosa oral, dificultando a
penetragdo de substancias irritantes ou toxinas, além de pequenos traumas e
agressdes produzidas por agentes irritantes (Ten Cate, 2001; Ferraris &
Munoz, 2006).

Devido a sua consisténcia fluida, a saliva é capaz de promover uma
acao de lavagem mecénica. O fluxo salivar lava e arrasta células descamadas,
restos alimentares e microorganismos como: bacterias, fungos e virus; diluindo
os produtos de seus metabolismos (toxinas, acidos) e interferindo na sua
aderéncia. Além disso, a saliva propicia uma agao limpadora quando associada
ao movimento dos labios e lingua (Ten Cate, 2001; Ferraris & Muioz, 2006)

Somente nas Ultimas trés décadas os pesquisadores iniciaram
pesquisas buscando identificar quais os fatores protetores presentes na saliva
e como um desequilibrio desses fatores poderia predispor os individuos a
periodontopatias (Tenovuo, 2002). Os componentes salivares que participam
nos processos de defesa da cavidade oral podem ser divididos em
componentes ativos, inespecificos, constituido principalmente por enzimas, e
componentes passivos, 0s quais fazem parte da resposta imune humoral e
celular (Ferraris & Mufioz, 2006).

Oxido nitrico, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase,
metaloproteinases, fazem parte dos componentes salivares ativos, nao posuem
mem©éria imunoldgica, mas, no entanto sdo muito importantes na manutencao
da homeostase da cavidade oral, modulando a colonizagdo e o metabolismo
microbiano (Jespersgaard et al., 2002). A lisozima, por exemplo, é uma enzima
que age hidrolisando a parede celular de algumas bactérias, enquanto que a
lactoferrina liga-se ao ferro livre, privando assim, as bactérias do seu elemento
essencial. Varias pesquisas tém procurado correlacionar aumentos nos niveis
de enzimas como gelatinases e metaloproteinases com a presenga de doenga

periodontal ativa (Kaufman & Lamster, 2000; Ozmeric, 2004).
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Além das diversas funcdes e propriedades da saliva, este complexo
fluido presente em abundéncia na cavidade oral, representa também um
importante meio de diagndstico para doencas sistémicas e bucais. Por se tratar
de um fluido de facil obtencao e manipulacdo, podendo ser coletado de forma
natural e ndo invasiva, a saliva possui importantes marcadores relacionados
com a doencga periodontal. Entre os marcadores salivares investigados para
diagnéstico periodontal e monitoramento da resposta ao tratamento, estdo,
além das células hospedeiras, proteinas préprias do organismo (tais como:
enzimas e imunoglobulinas), marcadores fenotipcos, hormonios, ions,
componentes volateis, bem como bactérias e suas toxinas (Ozmeric 2004;
Liskmann et al., 2006).

Sculley e Langley-Evans (2003) observaram redugédo na capacidade
antioxidante da saliva em individuos portadores de condigcdes periodontais
desfavoraveis. Alguns componentes antioxidantes da saliva fazem parte do
sistema de defesa nao especifico e, segundo os autores, poderao ser utilizados
no monitoramento da doenga periodontal.

A principal imunoglobulina presente na saliva é a IgA secretéria, que
faz parte da resposta imune humoral e especifica, sendo capaz de aglutinar
microrganismos. Outras imunoglobulinas como IgG e IgM também encontradas
na saliva, juntamente com componentes do sistema complemento e
imunoglobulinas séricas sao derivadas do fluido sulcular (Cole et al., 1981;
Kaufamn & Lamster, 2000; Ten Cate, 2001; Walker, 2004). Portanto, a andlise
do isotipo IgG na saliva possivelmente sirva de indicador da doenga
periodontal. A presenca de algumas imunoglobulinas especificas no plasma
sanguineo geralmente estd associada a protecdo do hospedeiro ou como um
possivel indicador de uma infe¢do (Kaufman & Lamster, 2000).

As IgAs secretdria e sérica, exercem fungdo protetora e anti-
inflamatoria, inibindo os mecanismos pré-inflamatérios IgG e IgM-mediados
(Hagewald et al., 2002). Alguns estudos demonstraram correlagdo positiva
entre 0 aumento nos niveis de IgA salivar e a severidade da inflamacao
periodontal (Kaufman & Lamster, 2000; Gomes et al., 2006), embora outros

trabalhos tenham demonstrado diminuicdo dos niveis de IgA1 salivar em
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pacientes com doenca periodontal severa (Hagewald et al., 2002; Hagewald et
al., 2003). Essas diferengas podem ser atribuidas ao fato de algumas bactérias
relacionadas a doenga periodontal severa como P. gingivalis, utilizarem
proteases capazes de degradar IgA1 como mecanismo de escape a resposta
imune, diminuido os niveis dessa imunoglobuina na saliva (Hagewald et al.,
2002).

Hagewald et al. (2003) avaliaram os niveis de IgA1 salivar apés o
tratamento periodontal de individuos com periodontite agressiva generalizada e
nao observaram diminuicdo significativa nos niveis de IgA1 apds o tratamento
clinico, descartando-a como possivel marcadora no prognostico da doenca
periodontal. No entanto, poucas pesquisas tém sido realizadas utilizando
marcadores imunes salivares relacionados a saude peri-implantar.

Likmann et al. (2006) avaliaram os niveis de IL-6 e IL-10 salivar em
individuos totalmente edéntulos, reabilitados com implantes. Os autores
sugeriram uma relagao entre niveis elevados de IL6 salivar e peri-implantite. A
presenca de citocinas na saliva depende principalmente da ativacdo de
linfécitos Th localizados na mucosa oral e/ou no sitio periodontal (Berglundh et
al., 2005). Parece haver um predominio de citocinas produzidas por células
Th2, que sdo produzidas nesses sitios e passam para a saliva (Hofling e
Goncgalves, 2006), podendo ser detectadas através de ELISA (Rhodus et al.,
2006) ou RT-PCR (Gomes et al., 2006).

Gomes et al. (2006) observaram um aumento da expressao de IFN-y
salivar em individuos diabéticos com periodontite severa em relacdo aos
individuos com periodontite moderada. Esse € um dos poucos estudos que
correlaciona diagndstico clinico através de citocinas salivares e doenga
periodontal. Varios autores tém investigado citocinas pro-inflamatérias salivares
como auxiliares no diagnoéstico de outras doengas com manifestagdo na
cavidade oral (Boras, 2006; Rhodus et al., 2006). Entretanto, até o presente
momento, existem poucos estudos relacionado a dosagem e expressao de
citocinas na saliva com o monitoramento da saude peri-implantar.

A andlise da saliva constitui um interessante modelo de investigacéao

para marcadores prdé e antiinflamatérios, e sua relagdo com a saude
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periodontal e peri-implantar. Além disso, a saliva possui uma intima relagao
com o fluido, uma vez que ha uma constante troca entre esses meios, sendo
encontrados mediadores correspondentes, relacionados diretamente com a
protecdo da cavidade oral (Liskmann et al., 2006). Sendo assim, as analises
salivares podem complementar as investigagbes do fluido sulcular com a

vantagem de estar disponivel em maior quantidade que o fluido.

2.5. Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma importante molécula de sinalizacao,
presente em uma gama variada de tecidos e envolvida em muitos processos
fisiologicos tais como a neurotransmissdo; a resposta imune, atuando na
defesa inespecifica do hospedeiro e até mesmo na regulacdo da pressao
sanguinea, promovendo a homeostasia vascular (Bryan & Grisham, 2007;
Pacher et al., 2007). O interesse no NO tem aumentado significativamente
desde a sua descoberta como um mensageiro biolégico em 1987 (Brennan et
al., 2003). A capacidade das células de mamifero sintetizarem o radical livre
oxido nitrico (NO), estimulou uma série de pesquisas buscando elucidar o
papel desta molécula que responde de maneira diferente em condicdes
fisiologicas e patolégicas (Bryan & Grisham, 2007; Cauwels, 2007; Pacher et
al., 2007; Wiley, 2007).

Atualmente j4 se sabe que o 6xido nitrico € um dos mais potentes
componentes antibacteriano, possuindo também um papel como modulador da
proliferagdo bacteriana (Carossa et al., 2001). Esses efeitos do NO como
agente bactericida tém sido revistos desde o inicio de 1980 (Brennan et al.,
2003).

O o6xido nitrico possui multiplas fungdes diretamente relacionadas
aos mecanismos fisiopatologicos da regido periodontal (Siqueira Jr & Sabdia
Dantas, 2000; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006), sendo um importante
componente da imunidade inata presente na saliva e nos fluidos periodontal e

peri-implantar, que parece estar relacionado com um mecanismo de defesa
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nao-especifica contra bactérias patogénicas (Brennan et al., 2003; Ugar-Cankal
& Ozmeric, 2006).

Na saliva o NO possui agdo bactericida, limitando a colonizagao
bacteriana (Brennan et al., 2003). Um dos importantes papéis do NO como
mediador citotéxico da resposta imune nao-especifica, pode resultar tanto em
efeitos prejudiciais ou benéficos (Tozum et al., 2005). Portanto, a toxicicidade
do NO né&o esta restrita aos microorganismos (Gyurko et al., 2005), uma vez
que quantidades excessivas de NO podem contribuir para a destruicao tecidual
(Leitao et al., 2005; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006, Wiley, 2007). O 6xido nitrico
possui fungdo regulatéria na inflamagédo e niveis altos de NO no fluido
crevicular tem sido relacionados a destruicdo tecidual nos sitios periodontal e
peri-implantar (Tozum et al., 2005, Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006; Liskmann et
al., 2007; Tozum et al., 2007; Tozum et al., 2008).

O NO ¢é sintetizado por uma complexa familia de enzimas,
denominada NO sintases (NOS). Essas sao algumas das muitas complexas
enzimas conhecidas e que requerem muitos fatores e co-fatores para sua
atividade (Siqueira Jr & Sabodia Dantas, 2000; Brennan et al., 2003; Ugar-
CGankal & Ozmeric, 2006; Cauwels, 2007). Sendo assim, as iINOS, isoformas
encontrada em células fagocitarias, sao expressas em resposta a um estimulo
inflamatorio, resultam em uma grande producado de NO por um longo periodo
de tempo. A analise imunohistoquimica de casos de doenca periodontal
humana, sejam gengivites ou mesmo periodontites crénicas tem mostrado um
aumento significativo células iINOS positivas, principalmente polimorfonucleares
(Tozum et al., 2005).

Na producdo do NO, via NOS (NO sintases), o aminoacido L-
arginina € utilizado como substrato. Assim, o NO ¢é sintetizado pelas enzimas
NOS, que convertem o L-arginina em L-citrulina. No entanto, existe uma
enzima, denominada arginase, que compete com o NOS pelo substrato comum
que é o L-arginina, consequentemente, a presenga dessa enzima reduz a
sintese de NO. E o que ocorre nas periodontites, em que a atividade
aumentada da arginase salivar, promove redugédo na sintese de NO (Brennan
et al., 2003; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006).
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O éxido nitrico por ser um radical livre diatémico, formado por um
atomo de nitrogénio e um de oxigénio, possui uma relativa instabilidade, sendo,
portanto, uma molécula de vida-curta no sistema biol6gico. Na presenca do
oxigénio molecular, o NO sofre uma rapida e espontanea auto-oxidacao,
produzida pelo iNOS e resultando em uma variedade de Oxidos de nitrogénio
(Robbins & Grisham, 1997; Siqueira Jr & Saboia Dantas, 2000; Brennan et al.,
2003; Tozum et al., 2005; Bryan & Grisham, 2007; Pacher et al., 2007; Wiley,
2007).

A reatividade e instabilidade do NO, dificulta sua medi¢cao precisa
nos fluidos corporais. Diante disso, tem se usado como marcador da
inflamagéo, o nitrito (NO2’), que € um metabdlito final do NO, produzido a partir
da redugédo do nitrato e sendo, portanto, um produto estavel da oxidacao do
NO. A quantificagdo desse metabdlito em amostras bioldgicas, além de ser um
método facil e direto de medicéo, ainda proporciona valiosa informacéo, pois
reflete a produgao, a bioviabilidade e o metabolismo do NO in vivo (Carossa et
al., 2001; Leitao et al., 2005; Gyurko et al., 2005; Tozum et al., 2005, 2007 e
2008; Bryan & Grisham, 2007).

Segundo Tozum et al. (2005, 2007, 2008), a inflamacdo e a
sobrecarga mastigatéria, provocam um aumento nos niveis de nitrito ao redor
de implantes inflamados. Embora j4 se saiba que o nitrito possui diversos
papéis no sistema imune, ainda sdo necessarias mais investigacées para uma
melhor compreensdo da atuagdo desse metabdlito no microambiente oral
(Brennan et al., 2003; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006).

Portanto, quantificagbes dos niveis de nitrito na saliva e no fluido
sulcular peri-implantar, associados aos parametros clinicos podem ser Uteis no
diagndstico precoce de alteragdes no sitio peri-implantar e na determinacao do
prognostico dos implantes.
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3. Proposicao

O presente estudo teve como objetivos:

e Determinar o nivel total de nitrito na saliva e nos fluidos gengival e
peri-implantar em individuos parcialmente desdentados reabilitados com
implantes osseointegrados.

e Verificar a correlagdo entre os niveis de nitrito (saliva e fluidos
gengival e peri-implantar) e parametros clinicos de avaliacao periodontal e peri-
implantar.

35



4. Material e Métodos

4.1. Populacao

4.1.1. Selecao dos individuos

Participaram deste estudo vinte e quatro individuos desdentados
parciais, sendo 14 homens e 10 mulheres, com idades entre 25 a 45 anos,
selecionados de clinica particular, que nos ultimos 10 anos (periodo entre 1996
a 2006) haviam sido reabilitados com diferentes sistemas de implantes
osseointegrados. Os implantes eram do tipo hexagono externo, interno e cone
Morse, todos instalados pelo mesmo cirurgiao e colocados em fung&o hé pelo
menos um ano.

Para selecdo dos individuos, os critérios observados foram:
individuos saudaveis, sem alteracao sistémica; nao fossem fumantes; que nos
ultimos 3 meses nao utilizaram medicamentos como antibioticos,
antiinflamatérios, imunossupressores ou qualquer outra medicacdo que
pudesse interferir na secrecao salivar e ndo apresentassem histéria de terapia
periodontal ou peri-implantar durante esse periodo.

Todos os procedimentos foram previamente autorizados pelo comité
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Federal de
Uberlandia (parecer n® 370/06). Os individuos foram orientados sobre o0s
procedimentos e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido

autorizando a realizagdo dos mesmos.

4.2. Procedimentos clinicos e radiograficos

Inicialmente foram coletados dados referentes a identificagéo, tais
como idade e género. Foi realizada anamnese sobre a condigdo sistémica atual
dos individuos e sobre os motivos que levaram a perda do elemento dentario.
Em seguida, nova ficha foi preenchida para avaliar o aspecto colorimétrico da

gengiva marginal e inserida, presenga ou ndo de edema local e sangramento
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espontaneo nos dentes e implantes. Também foram registradas as condi¢oes
de higiene oral do individuo e presenca ou nao de placa visivel (PV) nos
implantes.

Ap6s o preenchimento desses dados, em cada individuo, foram
selecionados um implante e um dente préximo, que ndo apresentasse doenca
periodontal, para controle intrinseco. Antes da coleta de saliva e fluido sulcular,
o mesmo profissional realizava a higienizagdo local, com escova de dentes
nova. Apds essas coletas, foram medidas as profundidades dos sulcos
gengival e peri-implantar, verificando a preseng¢a ou ndo de sangramento, e em
seguida foram obtidas tomadas radiograficas.

Com base nos parametros clinicos avaliados nos implantes, os
individuos foram separados em dois grupos: saudavel (mucosa periimplantar

integra) e doente (mucosa periimplantar com mucosite).

4.2.1 Obtencao das amostras de saliva

As amostras de saliva foram coletadas de forma nao estimulada. Os
individuos eram instruidos a permitir que a saliva se acumulasse na parte
inferior da boca e entdo depositassem um volume de aproximadamente 5mL
em recipiente plastico de coleta, ndo reutilizavel, que foi mantido em gelo até o
processamento. Em seguida, as células e os sedimentos foram separados da
parte solavel por duas centrifugagdes em velocidade 10.000G por 300
segundos. O sobrenadante foi coletado, distribuido em aliquotas de 1mL e

congelado a -20°C para posterior dosagem de NO.

4.2.2 Coleta do fluido sulcular

Em cada individuo foram coletadas amostras de fluido sulcular nos
sitios periodontal e peri-implantar. Previamente a coleta, foi realizada remogéo
de placa supragengival, sem tocar na gengiva marginal e, o dente e o implante
a serem avaliados, eram isolados com roletes de algodao e secada a saliva na

superficie da coroa. Em seguida, pontas endodonticas de papel absorvente
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padronizadas numero 30 - Maillefer, Dentsply, Suica - (Perinetti & Spoto, 2004)
foram introduzidas aproximadamente 1mm no interior do sulco ou até encontrar
leve resisténcia, e deixadas por 30 segundos para absor¢ao do fluido crevicular
(Yalgn et al.,, 2005). As amostras contaminadas com sangue foram descartadas
e repetida a coleta.

Em cada implante ou dente 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).

Ap6s a coleta, as 6 pontas de papel de cada implante ou dente
foram imediatamente colocadas em um tubo plastico de 1.5mL (Eppendorf)
com 300ul de solugédo tampao de armazenagem (50nM de tampao Tris-HCI, pH
7,5, contendo 0,15M de NaCl e 1mM de CaCl,) e mantidas em banho de gelo
até serem iniciados os procedimentos para extracao do fluido absorvido.

Assim, para cada paciente, foram obtidos dois tubos de amostras,
um do dente e outro do implante, cada um contendo seis pontas endodonticas
com fluidos sulcular (FS) obtidos de cada face (DV, VC, MV, DL, LC, ML).

Para a extracdo do fluido sulcular absorvido pelas pontas
endoddnticas, esses tubos (Eppendorf) foram centrifugados duas vezes a uma
velocidade 10.000G por 300 segundos. As pontas de papel foram
armazenadas para futuros experimentos e o sobrenadante contendo os fluidos
foi coletado, distribuido em aliquotas e congelado a -20°C para posteriores
dosagens de NO.

4.2.3 Sondagem do sulco gengival

Apoés a coleta das amostras de saliva e fluidos, foram obtidas as
profundidades de sondagem dos sulcos gengival e peri-implantar. Para isso,
utilizou-se uma sonda periodontal milimetrada estéril, introduzida ao redor de
cada dente e de cada implante obtendo-se 6 medidas: DV, VC, MV, DL, LC, ML
(Yalgn et al.,, 2005). A sonda era introduzida de forma suave, até encontrar
ligeira resisténcia, tendo sempre o cuidado para nao causar dano a regiao.

Esse procedimento foi realizado por um Unico operador.
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As medidas obtidas com a sondagem foram anotadas e atribuido-
Ihes valores de acordo com essa profundidade, sendo | caso essa medida
fosse menor ou igual a 3 milimetros (I<3mm), ou Il se fosse maior que 3
milimetros (l1>3 mm).

Durante a sondagem foi verificada, em cada uma das faces, se havia
sangramento (SS) ou ndo. Caso houvesse sangramento quando a sonda
periodontal passasse ao longo da margem gengival, a essa face era atribuida o
indice 1, caso contrario, a auséncia de sangramento era identificada pelo indice

0 (zero).

4.2.4 Exame radiografico

Em todos os individuos foram obtidas radiografias periapicais de
rotina, uma do dente (controle intrinseco) e outra do implante. Esses exames
radiograficos, de carater complementar, tiveram o intuito de avaliar a presenca

de perda 6ssea ou lesdes apicais nos dentes e implantes.

4.2.5 Classificacao dos sitios periodontais e peri-implantares

Os dentes foram classificados como saudaveis (livres de doenca
periodontal) considerando os critérios: profundidade de sondagem menor ou
igual a 3 milimetros e auséncia de perda éssea.

Os sitios peri-implantares foram classificados em dois grupos:
saudavel ou doente (mucosites peri-implantar), de acordo com os parametros
clinicos avaliados: presenga ou ndo de placa visivel (PV), profundidade de
sondagem (PS) e presencga de sangramento durante a sondagem (SS);

A presenca de placa visivel (PV) foi um indice avaliado apenas nos
implantes dentais, aos quais eram atribuidos o valor de 1, se apresentassem
placa e 0 caso ndo houve placa durante o exame clinico. Por esse motivo esse
critério ndo interferia na classificagdo dos implantes.

Assim, os implantes foram considerados clinicamente saudaveis,

com regido peri-implantar normal, caso apresentassem sondagem até 3
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milimetros () e auséncia de sangramento (0), podendo apresentar ou nao
presenca de placa visivel (Tabela 1).

Os implantes foram considerados doentes, caso apresentassem
profundidade de sondagem acima de 3 milimetros e presenca de sangramento,
podendo apresentar ou ndo indice de placa visivel durante a inspec¢éo visual
(Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagao clinica e diagnéstico dos implantes

Condicoes clinicas
Parametros Analisados dos Implantes
Saudavel Doente
I Il
(=3mm) (>3mm)

Profundidade de sondagem
Sangramento a sondagem 0 1

Presenca de placa visivel 0N 0N

4.3. Procedimentos laboratoriais

4.3.1 Dosagem de Nitrito (NO2") pelo método de Griess

A producédo de NO foi determinada pela dosagem do total de nitrito
(NO2) nas amostras de saliva e de fluido sulcular, utilizando o método de
Griess (Grisham et al,, 1996). Para o preparo do reagente de Griess foram
misturados quantidades iguais (1:1), de sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil)
etilenodiamina dihidrocloridrato a 0,1% em acido fosférico a 2,5%.

Em uma microplaca de 96 pogos foram colocados 100ul de cada
amostra. Foi criada uma curva padrao com nitrito de sédio 200uM até a 11°
diluicdo na base 2. Em seguida, foram adicionados 100ul de reagente de
Griess aos pogos que continham a curva e as amostras. O controle da reagéo
(branco) foi feito pela adicdo de 100ul de solugdo tampao mais 100ul do
reagente de Griess. Essa placa foi incubada a temperatura ambiente para
permitir o desenvolvimento e a estabilizacdo do croméforo. A absorbancia da

reacao foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda entre
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540 a 570nm. Apds a leitura esses dados foram inseridos no programa
Microplate Manager® 4.0. A andlise de regressao linear foi usada para calcular
as concentracoes de nitrito nas amostras de saliva e fluido sulcular em relacéo
a curva padrao de nitrito de sédio (NaNO,, 200uM — 0,1 pM). Os niveis de
nitrito das amostras foram expressos em pM NO, e foram analisadas

estatisticamente.

4.4 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa
GraphPad Prisma. Foi realizado um estudo interno (implante versus dente, do
mesmo individuo) e externo (entre os implantes, de individuos diferentes), para
determinar os niveis totais de nitrito na saliva e no fluido sulcular (FS) e os
diversos parametros clinicos, de acordo com as condicées de saude peri-
implantar (saudavel ou doente).

Para os parametros clinicos e niveis de nitrito na saliva e nos fluidos
gengival e peri-implantar, foi testada a normalidade da distribuicdo das
amostras. Uma vez que os dados nao apresentavam distribuicdo normal, o
teste de Mann-Whitney com correcao de Bonferroni foi executado para
comparagoes pareadas entre dentes e implantes, sem notificacdo do estado
peri-implantar. Os niveis de nitrito na saliva também n&o apresentaram
distribuicdo normal, e a correlagdo entre a saliva e o fluido sulcular peri-
implantar foi analisada com coeficiente de correlagcdo de Spearmans.

As comparagdes entre os parametros clinicos e niveis de nitrito, de
acordo com o estado do implante também foi testada a normalidade da
distribuicdo. Comparacdes entre implantes saudaveis e doentes foram feitas
usando o teste de Mann-Whitney, enquanto que para as comparagdes entre 0s
dentes e implantes em cada grupo (saudavel ou doente) foi usado o teste
Mann-Whitney com correcdo Bonferroni. A correlagéo entre niveis de nitrito e
parametros clinicos registrados foi analisada com teste de correlacdo de
Spearmans. Os valores de p menores do que o 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. Resultados

5.1. Dados Clinicos

Segundo os dados obtidos na anamnese, a respeito da historia
odontoldgica, a maioria dos individuos tinha conhecimento sobre os motivos
que levaram a perda do elemento dentério e a colocagédo dos implantes. Dentre
esses motivos 29,2% dos individuos relataram insucesso no tratamento
endodéntico; 20,9% perda dental devido a traumas ou fratura; 20,9% por caries
dentais; 16,7% eram casos de agenesia dental (auséncia do elemento dentario)
e 12,5% perda devido a doenga periodontal.

Dos vinte e quatro implantes dentais avaliados, nove eram do tipo
hexagono externo, dez hexagono interno e cinco cone Morse. Os implantes
estavam em funcdo de 1 a 10 anos (média de 7.01 anos), variavam em
comprimento de 10 a 15 mm e em diametro de 3,3 a 5mm. Dos vinte e quatro
dentes selecionados para controle intrinseco nenhum apresentou profundidade
de sondagem maior que 3 milimetros. Nove dentes (37,5%) apresentaram
sangramento a sondagem em pelo menos uma das faces. Cinco dentes eram
tratados endodbnticamente (20,83%) e dois apresentavam préteses fixas
(8,33%). Considerando o critério de profundidade de sondagem e por nao
apresentarem perda éssea, todos os dentes foram considerados livres de
doenca periodontal.

Dentre os vinte e quatro implantes, nove apresentaram tecidos peri-
implantares saudaveis. Quinze implantes apresentaram mucosites e nenhuma
peri-implantite. A tabela 2 mostra os dados clinicos dos grupos, incluindo PS,
SS e PV. Para as variaveis categédricas os resultados foram apresentados
como numero e porcentagem e para variaveis continuas os dados foram
apresentados como media e desvio padrdo (DP).

Nos grupos saudavel e doente, quando comparados dente versus
implante do mesmo paciente, a média de profundidade de sondagem foi
significativamente maior nos sitios dos implantes do que nos sitios dentais

(p<0,05). Quando comparado a profundidade de sondagem nos implantes dos
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diferentes individuos, houve uma diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) entre os implantes do grupo saudavel (2,54 £ 0,25mm) e do grupo
doente (3,30 + 0,66 milimetros), (Tabela 2).

Na comparacdo entre individuos, todos os paréametros clinicos
analisados (PS, SS e PV) apresentaram valores mais baixos nos implantes
saudaveis do que nos inflamados, isto é, com mucosite peri-implantar (Tabela
2). Nos dentes avaliados, nove apresentaram sangramento a sondagem (SS),
dos quais dois eram dentes controles para os implantes localizados no grupo
saudavel e os outros sete eram dentes controle para os implantes do grupo
doente. Dos quinze implantes do grupo doente, treze (86,67%) apresentaram
sangramento a sondagem. Ja no grupo saudavel, nenhum dos implantes
mostrou sangramento.

Quando comparados dentes dos dois grupos, a média de
sangramento por face de dente, foi maior nos individuos do grupo doente (1,26
+ 1,58) do que nos do grupo saudavel (0,22 £ 0,44), mas essas diferencas nao
foram estatisticamente significantes (p=0,47). Dentro do grupo doente, quando
comparados dente versus implante, a média de sitios que apresentaram
sangramento, foi semelhante nos implantes (1,86 £ 1,25) e seus respectivos
controles intrinsecos (1,26 + 1,580), ndo demonstrando qualquer diferenga
estatisticamente significante (p=0,14).

A presenca de placa visivel ou ndo (PV) foi um parédmetro avaliado
apenas nos implantes e, dos vinte e quatro implantes analisados, dez
apresentaram placa visivel (41,7%), sendo dois no grupo saudavel (20,8%) e
oito no grupo doente (33,3%). Ao comparar a média de implantes com placa
nos grupo saudavel (0,22 + 0,44) e no doente (0,53 + 0,51) n&o foi encontrada
diferenca estatistica (p=0,21).
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Tabela 2. Parametros clinicos nos grupos saudavel e doente

Grupos Profundidade de Sangramento a Presenca de placa
sondagem (PS) sondagem (SS) visivel (PV)
u?+DPP Sitios por % p?+DPP® %
Dente/Implate
Implantes Grupo Saudavel (n=9)° 2.54+0.25 0 0 0.22+0.44 20.8
Dentes Grupo Saudavel (n=9)° 1.73£0.51 0.22+0.44 22.2% * *
Implantes Grupo Doente (n=15)° 3.30+0.66 1.86+1.25 86.7% 0.53+0.51 33.3%
Dentes Grupo Doente (n=15)' 1.881£0.44 1.26+1.58 40.6% * *

aMédia; PDesvio padrdo. *Este parametro ndo foi analisado nos dentes dos
grupos saudavel e doente. Os valores expressos em porcentagem sao para
elementos que mostraram esta caracteristica em relacao ao total no grupo. Os
seguintes grupos nao apresentaram diferenca estatistica significante (p>0.05)
quando analisados para SS °versus', versus’; para PV °versus®. Para PS todas

as comparacdes foram significantes (p<0.05) °versus®, ®versus', ®versus®.
5.2. Niveis totais de nitrito
5.2.1. Nivel total de nitrito no fluido sulcular (FS) e na saliva

Em todos os sitios experimentais foi detectada a presencga de nitrito.
Nao houve diferenca estatisticamente significante (p=0,25; Fig. 1A) nos niveis
de nitrito no fluido sulcular dos dentes do grupo saudavel (7,99 uM £ 4,13) e do
grupo doente (9,48 uM + 9,76). Do mesmo modo, as diferengas entre as
médias dos niveis de nitrito no fluido e implantes saudaveis (8,67 uM £ 5,30) e
doentes (9,48 uM £ 9,76) nao foram significantes (p=0,31; Fig. 1B).

Dentro do grupo saudavel, a média do nivel total de nitrito
encontrado no fluido foi maior nos sitios dos implantes (8,67 uM + 5,30) do que
nos dentes correspondentes (7,99 uM + 4,13), mas ndo mostrou significancia
(p=0,665; Fig. 1C). Resultado semelhante foi observado dentro do grupo
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doente, quando comparado o fluido de implantes inflamados (9,48 uM % 9,76),
com os dentes correspondentes (6,34 uM + 4,52) (p=0,663; Fig.1D).

Ao comparar o nivel total de nitrito salivar nos dois grupos, nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,72) entre individuos
saudaveis (108,8 uM £ 92,45) e doentes (117,8 uM + 87,16).

5.3. Anadlises das correlacoes entre grupos saudavel e doente

5.3.1. Correlacao entre achados clinicos e nivel total de nitrito

Nos dentes do grupo saudavel ndo houve correlagdo entre a media
do nivel total de nitrito do fluido sulcular e os parametros PS (p=0,67; r = 0,15,
Fig.2A) ou SS (p=0,21; r=- 0,46, Fig.2B). Resultado semelhante foi observado
nos dentes do grupo doente quando comparados o nivel total de nitrito e os
parametros PS (p=0,09; r= 0,45, Fig. 2C) ou SS (p=0,9; r=0,03, Fig.2D). Entre
os implantes também n&o houve correlagdo entre o nivel total de nitrito do
fluido peri-implantar (FSPI) e os parametros clinicos (PS, SS, e PV) nos grupos
saudavel (para PS, p=0,29; r=-0,38, Fig. 2E) e doente (para PS, p=0,77,r = -
0,08, Fig. 2F; para SS, p=0,75 r= 0,08; para PV, p=0,43 r=0,21), exceto para o
indice PV nos implantes saudaveis (p=0,031; r=- 0,72), (Tabela 3).

O nivel total de nitrito na saliva ndo demonstrou correlacdo entre
parametros clinicos (PS e SS) nos dentes do grupo saudavel (para PS, p=0,58;
r=-0,20; para SS, p=0,16; r=0,51, Figs.3A, B) ou do grupo doente (para PS,
p=0,75; r=- 0,08; para SS, p=0,53; r =- 017, Figs.3C, D). Da mesma forma, nao
houve correlagdo significativa entre o nivel total de nitrito na saliva e os
parametros clinicos nos implantes saudaveis (para PS, p=0,9; r=- 0,05, Fig. 3E;
para PV, p=0,31; r=0,41) e nos implantes doentes (para PS, p=0,79; r= -0,07,
Fig. 3F; para SS, p=0,88; r=- 0,04; para PV, p=0,08; r=- 0,46), (Tabela 3).
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5.3.2. Correlacao entre os niveis de nitrito na saliva e no fluido sulcular

Nao houve correlagdo entre os niveis de nitrito na saliva e no fluido
gengival, tanto no grupo saudavel (p=0,74, r=0,13, Fig. 4A) como no grupo
doente (p=0,51; r=0,18, Fig. 4B). Do mesmo modo, o nivel total de nitrito nos
sitios dos implantes saudaveis (p=0,98; r=-0,01, Fig. 4C) ou doentes (p=0,57;
r=0,15, Fig.4D), n&o apresentaram correlagdo com os niveis de nitrito salivares.

Tabela 3. Correlagdo entre os parametros clinicos e os niveis de nitrito

Parametros Clinicos

Grupo Saudavel Grupo Doente

Dente Implante Dente Implante
PS SS PS SS PV PS SS PS SS PV
o _ P=0,58 P=0,16 P=0,9 P=0,31 P=0,75 P=0,53 P=0,79 P=0,88 P=0,08
Nitrito salivar
r=-0,20 r=0,51 =-0,05 r=0,41 r=-0,08 r=-017 r=-0,07 r=-0,04 r=-0,46
Nitrito Fluido P=0,67 P=0,21 P=0,29 P=0,031 P=0,09 P=0,9 P=0,77 P=0,75 P=0,43
sulcular r=0,15 r=-0,46 r=-0,38 r=-0,72 r=045 r=0,03 r=-0,08 r=0,08 r=0,21

* Este critério ndo se aplica aos implantes saudaveis.
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Figura 1. Niveis totais de nitrito nos sitios periodontal e peri-implantar. A —
comparagao entre os niveis totais de nitrito no fluido sulcular de dentes dos
grupos saudavel e doente. B - comparagao entre os niveis totais de nitrito no
fluido sulcular de implantes dos grupos saudavel e doente. C, D - comparagao
entre os niveis totais de nitrito no fluido sulcular de dentes dos grupos saudavel
(C) e doente (D).
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Figura 2. Analises das correlagbes entre os parametros clinicos e os niveis de
nitrito no fluido sulcular. A, B - Correlacao entre PS (A) ou SS (B) e os niveis de
nitrito no fluido sulcular de dentes do grupo saudavel. C, D - correlagdo entre
PS (C) ou SS (D) e os niveis de nitrito no fluido sulcular de dentes do grupo
doente. E, F - correlacdo entre PS nos implantes saudaveis (E) ou doentes (F)

e 0s niveis de nitrito no fluido sulcular.
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Figura 3. Analises das correlagbes entre os parametros clinicos e os niveis de
nitrito salivares. A, B - Correlacao entre PS (A) ou SS (B), nos dentes do grupo
saudavel e niveis de nitrito salivares. C, D - correlacao entre PS (C) ou SS (D),
nos dentes do grupo doente e niveis de nitrito salivar. E, F - correlagdo entre

PS no implantes saudaveis (E) ou doentes (F) e niveis de nitrito salivares.
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Figura 4. Correlagao entre os niveis de nitrito no fluido sulcular e na saliva. A, B
- correlagdo entre os niveis de nitrito na saliva e no fluido sulcular de dentes
dos grupos saudavel (A) ou doente (B). C, D - correlagdo entre os niveis de
nitrito na saliva e no fluido sulcular de implantes dos grupos saudavel (A) ou
doente (B).
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6. Discussao

A mucosa peri-implantar € constituida por tecidos moles que
circundam os implantes intra-ésseos formando um colar aderente com uma
densa lamina prépria de colageno, revestida por epitélio. A por¢cdo da mucosa
peri-implantar voltada para a cavidade oral € revestida por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado. A porgdo em contato com o implante &
revestida por epitélio estratificado nao-queratinizado, na regido do sulco
periimplantar. A junc&o implante-mucosa é constituida por epitélio estratificado
cujas células epiteliais aderem ao implante por meio de hemidesmossomos e
lamina basal, semelhantemente ao epitélio juncional presente nos dentes
naturais (Bernard et al., 1997; Lindhe & Berglundh, 1999).

A semelhanca dos epitélios sulcular e juncional na regiao peri-
implantar com os encontrados nos dentes naturais indica que a formacao
desses epitélios ndo requer a presenca de estruturas dentais. Em especial, o
estabelecimento do epitélio juncional ao redor do implantes, ou mesmo nos
dentes ap0s varias cirurgias periodontais, indica que a formacao deste tecido
ndao depende do epitélio odontogénico (Weber & Cochran, 1998). Assim, o
epitélio juncional provavelmente é formado como defesa do organismo em
resposta a exposicdo causada pela cirurgia, estabelecendo um selamento
bioldgico.

O tecido gengival resiste as constantes agressfes bacterianas e
mecanicas as quais esta sujeito devido aos mecanismos de defesa natural.
Entre esses mecanismos estdo: a secrecdo salivar, o fluido gengival, a
superficie epitelial, com os seus variados graus de queratinizacéo e os estagios
iniciais da resposta inflamatéria (Carranza & Bulkacz, 1997).

O sucesso a longo prazo dos implantes dentais depende da saude
continua dos tecidos peri-implantares e de uma distribuicdo adequada de forga
sobre os implantes (Jovanovic, 1997; Liskmann et al., 2006). As perdas tardias
de implantes, causadas por doengas peri-implantares, estao entre as principais
preocupagdes dos implantodontistas. De modo geral, exames clinicos e sinais

radiograficos de perda éssea sao usadas para o diagndéstico e monitoramento
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da progressao da doenca peri-implantar (Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Yalcn
et al., 2005; Strbac et al., 2006). Entretanto, esses métodos fornecem limitadas
informacbes sobre o dindmico mecanismo fisiopatolégico da doenca peri-
implantar, ndo sendo possivel estabelecer os limites entre o inicio da doenca,
ainda em estagio subclinico, e sua progressao. Assim, testes simples e
objetivos baseados em marcadores biolégicos representam uma alternativa de
monitoramento da saude do tecido peri-implantar durante consultas de controle
(Paolantonio et al., 2000; Liskmann et al., 2004, Yalcn et al., 2005; Strbac et al.,
2006).

Neste estudo foram selecionados individuos desdentados parciais
reabilitados com implantes osseointegrados, uma vez que existem diferengas
entre individuos desdentados parciais e totais, sobretudo na composicao
microbiana da cavidade oral. Em individuos totalmente desdentados ocorre
reducdo de microorganismos periodontais no sulco da mucosa peri-implantar,
tornando os individuos menos susceptiveis a peri-implantites quando
comparados com os parcialmente desdentados (Jovanovic, 1997; Weber &
Cochran 1998).

O presente estudo utilizou parametros clinicos tradicionais para
determinar as condi¢coes de saude peri-implantar em um grupo de individuos
com diferentes sistemas de implantes dentais (Liskmann et al., 2004; Strbac et
al., 2006). Os parametros analisados foram associados a quantificagdo de um
marcador bioquimico da inflamagéo e da remodelacdo 6ssea — o éxido nitrico,
que foi quantificado na saliva e no fluido sulcular de dentes e implantes como
nivel total de nitrito. O nitrito (NO2) € um metabdlito estavel do NO e que
recentemente vem sendo utilizado no diagnostico de doencas (Leitédo et al.,
2005; Gyurko et al., 2005; Tozum et al., 2005, Bryan & Grisham, 2007).

Os parametros clinicos escolhidos para andlise (SS, PS e PV)
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 condicdo de saude peri-
implantar (Leonhardt et al.,, 2002; Paolantonio et al., 2000; Liskmann et al.,
2006).

52



A profundidade de sondagem (PS) foi o Unico parametro clinico que
mostrou diferenca estatistica em todas as andlises (dente versus implantes e
implantes saudaveis versus doentes). Esses resultados estdo de acordo com a
literatura, em que estudos mostraram profundidade de sondagem
significativamente maior em torno dos implantes do que ao redor dos dentes
(Karoussis et al., 2004; Machtei et al., 2006). Uma possivel explicacao para
estes resultados, reside nas diferengas anatdémicas e histologicas entre dentes
e implantes (Lindhe & Berglundh, 1999; Kivela-Rajamaki et al., 2003b; Machtei
et al, 2006), uma vez que a adesdo entre a mucosa peri-implantar e a
superficie do implante é mais fragil que a entre dente e gengiva. Isso se deve
ao fato dos implantes ndo apresentarem cemento e nem fibras colagenas
perpendiculares, sendo grande parte das fibras dispostas paralelas a superficie
do implante (Bernard et al., 1997; Koka, 1998; Weber & Cochran 1998; Lindhe
& Berglundh, 1999; Groisman & Vidigal Jr, 2004). Dessa forma, durante a
sondagem, a mucosa peri-implantar € deslocada principalmente na direcao
lateral, o que faz com que a sonda, penetre mais profundamente ao redor dos
implantes do que nos dentes naturais (Weber & Cochran 1998; Lindhe &
Berglundh, 1999; Machtei et al., 2006).

Os outros dois parametros utilizados, SS e PV, ndo mostraram
diferencas significantes entre dentes e implantes. Apesar destes parametros
(SS e PV) terem sido utilizados em estudos anteriores (Leonhardt et al., 2002;
Liskmann et al., 2004), aparentemente eles ndo representam indicadores
precisos da inflamacéo peri-implantar. De acordo com Ericsson & Lindhe
(1993), freqientemente ocorre sangramento a sondagem (SS) mesmo ao redor
de implantes saudaveis. Além disso, as diferengas na inser¢cdo dos dentes e
implantes contra-indicam este parametro nas comparagdes entre esses sitios.

A presenca de placa visivel (PV) foi avaliada nos implantes, sendo
identificada tanto no grupo saudavel, quanto no doente, e ndo houve diferengas
estatisticas entre eles. Este resultado pode estar relacionado com o critério
utilizado para registrar o indice de placa, uma vez que o PV s6 foi registrado
como presente ou ausente. Assim, mesmo pequenas quantidades de placa
resultaram em um indice total de placa elevado.
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Exames clinicos ndo sao suficientes para determinar a presenca da
doenca peri-implantar antes de danos clinicos extensos. No sentido de
contribuir com o entendimento e diagnéstico precoce de doenga peri-implantar,
o presente estudo analisou dois fluidos corporais, saliva e fluido sulcular,
envolvidos na defesa imune da cavidade oral (Paolantonio et al., 2000;
Kaufman & Lamster 2000; Loos & Tjoa 2005; Liskmann et al., 2006).

Nos ultimos anos, a saliva tem sido proposta como um potencial
instrumento para diagnosticar e determinar a atividade da doenga periodontal
(Kaufman & Lamster 2000, Ozmeric 2004; Mashayekhi et al., 2005), no entanto
poucos estudos avaliaram marcadores salivares nas peri-implantites (Liskmann
et al., 2006, 2007). A maior parte dos testes de diagndstico para peri-
implantites ou risco do paciente para esta doenga, analisaram componentes do
fluido sulcular (Liskmann et al., 2004). Na presente pesquisa, foi avaliado o
nivel de nitrito tanto na saliva quanto no fluido sulcular peri-implantar (FSPI)
visando determinar semelhancas e diferencas entre eles, bem como seu papel
como possivel marcador bioquimico no diagnéstico precoce de destruicao
tecidual ao redor dos implantes. Além disso, comparamos o nivel de nitrito nos
dentes e implantes, dois sitios considerados similares e com marcadores
correspondentes (Kivela-Rajamaki et al., 2003a; Liskmann et al., 2004).

O presente estudo comprovou as semelhancas entre os sitios
periodontais e peri-implantares quanto a dosagem de nitrito, ndo existindo
diferenca estatisticamente significante entre eles, em ambos 0s grupos,
saudavel e doente. No entanto, uma vez que todos os dentes apresentaram
caracteristicas clinicas que permitiram sua classificacdo como saudaveis
(auséncia de doenca periodontal), seria esperada uma diferenga significativa
nos niveis de nitrito entre dentes e implantes. Uma possivel explicacao para
este resultado reside nos parametros clinicos escolhidos para classificar os
dentes e os implantes, visto que todos os dentes controle foram considerados
saudaveis baseados nos valores de profundidade de sondagem e na auséncia
de perda éssea radiografica. Os parametros clinicos SS e PV nao foram
considerados entre os critérios para selecionar os dentes controle, visto que o

interesse principal era ndo incluir individuos com periodontite. Assim, pode-se
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especular que, se os implantes e os dentes fossem classificados de acordo
com o grau de inflamacéo (ex.: mucosites, peri-implantites e periodontites), as
diferencas entre os niveis de nitrito poderiam ser significantes. Resultados
semelhantes foram obtidos quando comparados os fluidos dos implantes nos
diferentes grupos (saudavel e doente). O nivel de nitrito foi maior nos sitios
peri-implantares doentes, do que nos sitios saudaveis, mas sem diferencas
significativas.

Tozum et al. (2005, 2007) observaram diferengas significantes entre
os niveis de nitrito no FSPI dos sitios inflamados quando comparados com 0s
saudaveis. No entanto, esses autores utilizaram critério diferente, classificando
os implantes em grupos saudavel ou inflamado, de acordo com a severidade
da inflamagcdo. Este estudo foi realizado em individuos reabilitados com
overdenture e, devido as dificuldades de higienizacdo, € comum encontrar até
mesmo mucosites mais severas nestes casos. Assim, baseado nos resultados
obtidos, podemos especular que, em sitios mais inflamados, os niveis de nitrito
seriam mais elevados do que os encontrados no presente estudo.

No grupo doente, nossos resultados ndo demonstraram nenhuma
correlagdo entre o nivel de nitrito presentes nos fluidos gengival ou peri-
implantar e qualquer um dos parametros clinicos avaliados. J& no grupo
saudavel, correlacdo negativa significante foi encontrada entre os indices de
placa visivel (PV) e os implantes saudaveis. Curiosamente, neste grupo,
apenas dois individuos apresentaram implantes com presencga de placa visivel,
0S quais corresponderam aos mais elevados niveis de nitrito. Estes dados
estdo de acordo com Carossa et al. (2001) e confirmam a necessidade de
reforgcar a higienizacao dos individuos, a fim de evitar a destruicdo dos tecidos
por mediadores locais da inflamagao, tais como o nitrito.

O acumulo de placa na superficie dos implantes pode acarretar em
comprometimento do epitélio, que parece tornar-se ulcerado e perder
aderéncia, além de promover aumento do infiltrado inflamatorio no conjuntivo.
Persistindo a presenca da placa, surgem sinais clinicos e radiograficos de
destruigao tecidual, podendo comprometer o prognostico do implante, visto que
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a inflamacao nos tecidos peri-implantares evolui mais rapidamente que nos
periodontais (Jovanovic, 1997).

O controle da placa dental deve comecar imediatamente apds a
exposicao do implante na cavidade oral e ser constantemente monitorado, uma
vez que coroas protéticas instaladas sobre os implantes sé&o freqlientemente
volumosas e sobrecontornadas, o que dificulta a higienizagdo. Especialmente
nos casos de perda dental devido a doengas periodontais ou caries, deve-se
buscar maior conscientizacdo devido ao histérico de higienizacao inadequada
ou insuficiente (Jovanovic, 1997).

Os critérios utilizados para incluir os implantes no grupo doente,
foram apenas a profundidade de sondagem (PS) e a presenca de sangramento
durante este procedimento (SS). Dessa forma, os implantes classificados como
inflamados, poderiam ou nao apresentar indice de placa visivel (PV), conforme
mostra a Tabela 1. Isso pode justificar a auséncia de correlagcédo entre PV e os
niveis de nitrito no FSPI, uma vez que nem todos os implantes deste grupo
apresentavam placa visivel.

Outras duas consideracdes importantes no que se referem ao nivel
de nitrito presente no fluido sulcular dos dentes e implantes estdo relacionadas
com a forma de expressao do nivel e o volume do FSPI. Neste estudo, néo foi
calculado o volume do FSPI, embora trabalhos anteriores tenham demonstrado
que sitios inflamados apresentam uma quantidade maior de FSPI quando
comparado com sitios saudaveis (Strbac et al., 2006). No presente estudo, os
dados foram apresentados como nivel total de nitrito, os quais independem do
volume e foram considerados por Yamalik et al. (2000) e Tozum et al. (2005)
como uma forma mais apropriada de apresentagéo dos dados.

Quanto ao nivel de nitrito na saliva, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os implantes classificados como
saudaveis e doentes, embora o nivel de nitrito estivesse mais elevado no grupo
doente. Estes resultados conflitam com estudos de Ozmeric (2004) e Ugar-
CGankal & Ozmeric (2006) que observaram niveis de nitrito salivar mais altos no
grupo saudavel do que no doente, o que refletiria uma protecao inespecifica na

cavidade oral, tornando-a menos susceptivel as patologias periodontais.
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Segundo Carossa et al. (2001), em individuos com dentes naturais
saudaveis, a deposicdo de placa dental estaria associada ao aumento
significativo do NO oral e dos nitritos salivares. Entretanto, nas periodontites, a
atividade aumentada da arginase salivar, enzima relacionada a producao de
NO, implicaria em reducdo na sintese de NO, levando a diminuicdo na
propriedade antibacteriana da saliva e consequentemente, tornando os tecidos
periodontais mais suscetiveis aos patdgenos existentes (Brennan et al., 2003;
Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006). Caso estes patdgenos sejam bactérias
patogénicas, eles podem super-regular a sintese de NO (Leitdo et al., 2005).

Do mesmo modo que nas amostras de FSPI, os resultados das
analises salivares parecem ter sido influenciados pelos critérios de distribuicao
dos individuos. No entanto, ndo ha consenso na literatura quanto a melhor
forma de agrupar os individuos como saudavel ou doente, levando em
consideragao as limitagdes dos exames clinicos utilizados rotineiramente nas
clinicas privadas. Além disso, a auséncia de diferengas observadas neste
estudo para o nitrito salivar em ambos os grupos poderia estar relacionada a
mecanismos envolvidos no metabolismo do 6xido nitrico (Ugar-Cankal &
Ozmeric, 2006) que nao estdo plenamente explicados, além da possivel
interferéncia de outros componentes e mediadores salivares.

Embora varios estudos tenham demonstrado mdultiplas funcbées do
NO salivar, o presente estudo é o primeiro na tentativa de estabelecer relagao
entre nivel de nitrito salivar e doenga peri-implantar em individuos desdentados
parciais. Apesar da auséncia de correlagdo entre o nivel de nitrito salivar e os
parametros clinicos avaliados, bem como entre os niveis de nitrito no fluido
sulcular e na saliva, sua utilizagdo como método de analise complementar no
prognostico de implantes n&o foi descartada. A auséncia de correlagdo pode ter
sido influenciada por ser o estudo em humanos, onde existe uma gama de
variaveis que podem interferir no resultado, mesmo tendo sido aplicados
critérios de inclusdo e exclusédo, na tentativa de delimitar e homogeneizar ao
maximo a amostra.

Outra alternativa de investigacao para compreender a fungcao do NO,

seria através de estudos em modelos experimentais, em que fosse possivel
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analisar o seu papel de forma isolada sem interferéncia de outros
componentes, entretanto, isso ndo corresponderia a realidade da cavidade oral.

A complexidade da cavidade oral, contendo uma diversidade de
mediadores inflamatérios, tais como: citocinas, enzimas e fatores de
crescimento, além de fatores hormonais, criam um microambiente capaz de
interferir inibindo ou potencializando a agao do 6xido nitrico. Além disso, em
individuos idosos em geral a perda dental ocorre devido a doencga periodontal,
0 que sugere que eles possuam fatores, como por exemplo microorganismos
colonizadores, que os tornem mais susceptiveis a inflamagbes peri-
implantares, principalmente se estes ja apresentarem histérico de higienizacao
deficitaria.

O estudo em humanos também esta sujeito as caracteristicas
individuais, seja na diversidade de suas respostas imunes ou até mesmo nas
diferengas de metabolismos. Mesmo se tratando de uma faixa etaria ndo muito
ampla, com individuos com idades entre 25 a 45 anos, existe uma variagdo no
metabolismo desses individuos e de forma ainda desconhecida esse fator pode
interferir nos resultados. Entretanto, o presente estudo realizou comparagdes
intrinsecas, considerando a mucosa periodontal e peri-implantar no mesmo
individuo, o que elimina diferencas sistémicas.

O 6xido nitrico tem papel protetor na cavidade oral, mas também
pode promover a destruicdo dos tecidos. Esse limiar entre a citoprotecéao e a
citotoxicidade do NO é ténue, sendo assim sua deteccdo e quantificacéo
precisas sao importantes para o entendimento de saude e doenca (Bryan &
Grisham, 2007). Em condigdes fisioldgicas, o NO possui fungdo importante na
defesa inespecifica do hospedeiro, bem como na destruicdo de patbégenos
intracelulares e células tumorais (Tozum et al., 2005). No entanto, na presenca
de um superédxido (O2'), o 6xido nitrito reage formando um dos mais poderoso
oxidantes, o peroxinitrito (ONOO) e este provavelmente seja o motivo pelo qual
o NO responde de maneira diferente em condicoes fisioldgicas e patoldgicas.

In vivo, de maneira isolada, nem o superodxido (O2) e nem o éxido
nitrico (NO) séo toxicos, pois 0 proprio organismo possui mecanismos eficazes

para minimizar a acumulacao dessas moléculas. O superéxido é rapidamente
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removido por altas concentracées de enzimas localizadas em compartimentos
extracelulares, ou mesmo no interior das células, nas mitocdndrias e no
citoplasma. Ja o NO é um radical livre, que atua como importante mensageiro
intercelular, mas que possui uma vida-curta no sistema biolégico, pois se
difunde facilmente, sendo rapidamente convertido e oxidado em uma variedade
de 6xidos de nitrogénio, como o nitrito. Entretanto, quando o superéxido e o NO
séo sintetizados préximos um do outro, eles se combinam espontaneamente e,
através de uma reacao difusdo-limitada, originam o peroxinitrito. Assim, cada
vez que o 6éxido nitrico (NO) e superdxido colidem, eles formam o peroxinitrito
(ONOOQO), nédo sendo necessario nenhum tipo de enzima, mesmo porque
nenhuma enzima poderia catalisar uma reacdo tdo rapida. Em geral, na
literatura o NO é discutido como um agente sinalizador fisiol6gico. No entanto,
muitos dos efeitos bioldgicos atribuidos ao 6xido nitrico (NO) sdo na verdade,
mediados pelo peroxinitrito (Pacher et al., 2007; Wiley, 2007).

Todas essas anadlises moleculares, feitas em laboratérios, ndo tém
como objetivo substituir os exames clinicos utilizados rotineiramente nas
clinicas odontolégicas, mas o intuito de contribuir complementando exames
sem contudo descarta-los. Dessa forma, dados clinicos relacionados aos niveis
de NO salivar e do fluido, podem elucidar o padrdao de resposta biologica,
indicando como alteracbes em marcadores biol6gicos poderiam auxiliar no
diagndstico clinico. Assim, contribuindo ndo somente para detecgédo precoce da
doenca, uma vez que acrescenta valiosas informag¢des sobre o estado
subclinico dos implantes, mas cooperando também na prevencdo das peri-
implantites.

Devido ao importante papel do NO no metabolismo ésseo e na
inflamacédo, mais estudos s@o necessarios para comprovar sua relevancia
como marcador no diagndstico inicial ou no prognéstico dos implantes.
Sugerimos também um acompanhamento longitudinal do perfil de nitrito na
saliva e no FSPI a fim de confirmar o presente estudo.
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7. Conclusao

De acordo com a metodologia aplicada e os resultados obtidos, é
possivel concluir que o nivel de nitrito presente no fluido peri-implantar e na
saliva ndo apresenta correlagdo com os parametros clinicos de avaliagdo da

mucosa peri-implantar.
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UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
_ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
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 diagnéstico de doencas
perimplantares.”

Pesquisador Responsavel: Paula Dechichi

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

Situagao: Projeto aprovado.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 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 documentagao pertinente ao projeto.

Data para entrega do Relatério Final: janeiro/2007

)
05 de dezembro de 2006. : <f f
_om f,wao-ﬂ» i 5 Bera - hoaibisedt

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

Orientagdes ao pesquisador;

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagcées)

* 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 e sem prejuizo ao seu 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 I'V.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I11.3 2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a supcrioridade 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 e 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 II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envii-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item [I1.2.¢). O prazo para entrega de relatorio ¢ de 120 dias apos o término da execugdio prevista no
cronograma do proieto. conforme norma da Res 196/96 CNS
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