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Resumo

Objetivo: o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis das citocinas IL-1B, IL-4, TNF-
o« e MIP-1B na saliva de pacientes com peri-implantite. Determinar se esses biomar-
cadores podem ser utilizados como método auxiliar de diagndstico da doencga peri-
implantar.

Metodologia: foram coletadas amostras de saliva de 52 pacientes os quais foram
divididos em trés grupos: Saudavel - nPimp (n=21), Peri-implantite - Pimp (n=21) e
Desdentados - Des (n=10). A peri-implantite foi caracterizada por perda dssea em
forma de taga, reabsor¢cdo 6ssea maior do que 3mm, inflamacdo da mucosa peri-
implantar exibindo sangramento a sondagem e/ou supuragado. Parametros clinicos
como indice de placa, indice gengival, sangramento a sondagem, supuragao foram
avaliados na forma dicotémica. As medidas de profundidade de sondagem e perda
de insergao clinica foram determinada em 6 sitios por implante (mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, disto-lingual, lingual e mésio-lingual). As citocinas foram
mensuradas por meio de um imunoensaio Multiplex.

Resultados: a quantidade de IL-1p na saliva obteve significAncia somente quando
comparada entre os grupos Pimp vs Des p< 0,05, ja a IL-4 ndo apresentou signifi-
cancia quando comparada entre os 3 grupos, MIP-13 obteve significancia quando
comparado os grupos Pimp vs Des p<0,001 e nPimp vs Des p<0,002 e nao foi signi-
ficativo quando comparado Pimp vs nPimp, TNF-a obteve significancia quando com-
parado os grupos Pimp vs Des p<0,002 e nPimp vs Des p<0,002 e nao foi significan-
te quando comparado Pimp vs nPimp.

Conclusao: nao foram encontradas diferengas significantes na expressao das cito-
cinas IL-1B3, IL-4, MIP-1B e TNF-a na saliva entre os pacientes com implantes sau-
daveis e doentes, portanto com os resultados deste estudo estes biomarcadores nao

estdo indicados para diagnostico da doenga peri-implantar.

Descritores: peri-implantite, citocinas, saliva, implante dental



Abstract

Objective: the aim of this study was to evaluate the levels of IL - 1B, IL - 4, TNF - a
and MIP- 1B in saliva from patients with peri-implantitis. Determine if. these bi-
omarkers can be used as a auxiliary method to diagnostic peri-implant disease.
Methodology: were collected saliva samples from 52 patients who were divided into
three groups: healthy - nPimp (n = 21), Peri-implantitis - Pimp (n = 21) and edentu-
lous - Des (n = 10). The peri-implantitis was characterized by bone loss like cup-
shaped, more than 3mm of bone resorption, inflammation of peri-implant mucosa
showing bleeding on probing and/or suppuration. Clinical parameters such as plaque
index, gingival index, bleeding on probing, suppuration were evaluated in a dichoto-
mous manner. Measurements of probing depth and clinical attachment loss were
determined at 6 sites per implant (mesiobuccal, buccal, distobuccal, distolingual, lin-
gual and mesiolingual). The cytokines were measured using a multiplex immunoas-
say.

Results: The amount of IL-1B in saliva obtained significance only when compared
between the groups Pimp vs Des p<0.05, the IL-4 showed no significance when
compared among the 3 groups, MIP-13 showed significance when compared the
Pimp x Des p<0.001 and nPimp x Des p< 0.002 groups and was not significant when
compared Pimp x nPimp, TNF- a showed significance when comparing the Pimp vs
Des p<0.002 and nPimp x Des p<0.002 and was not significant when compared
Pimp vs nPimp.

Conclusion: No significant differences were found in the expression of cytokines IL-
18, IL-4, MIP-13 and TNF-a in saliva among patients with healthy and peri-implantitis

implants.

Key-words: peri-implantitis, cytokines, saliva, dental implant
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INTRODUGAO

O conceito de osseointegragéo surgiu em 1969 e foi definido por Branemark e
colaboradores como uma conexao direta, estrutural e funcional entre o osso vivo e
organizado e a superficie de um implante de titanio capaz de receber carga funcio-
nal.

Com a crescente popularidade dos implantes dentarios a presenga de compli-
cacgOes relacionadas aos implantes vem sendo discutida na literatura. A prevaléncia
de peri-implantite € de 10 a 20% ap6s 5 a 10 anos da instalagéo do implante e rece-
bimento de carga funcional (MOMBELLI, MULLER E CIONCA, 2012).

Caracteriza-se como peri-implantites processos inflamatérios destrutivos ao
redor de implantes osseointegrados que estejam em fungao, que levam a formagao
de bolsa e perda 6ssea marginal com perda do osso de suporte (ALBREKTSSON &
ISIDOR, 1994, MOMBELLI, 1999). A doenca peri-implantar pode ser divida em mu-
cosite e peri-implantite. A mucosite consiste em uma inflamagao relacionada aos
tecidos de protecao, enquanto que a peri-implantite € uma reposta inflamataria irre-
versivel que leva a perda dssea alveolar, causando reabsor¢cao 6ssea podendo levar
a perda do implante dentario (BERGLUNDH et al. 2002; PONTORIERO et al. 1994).

Segundo Zitzmann & Berglundh (2008), sangramento a sondagem esta sem-
pre presente na peri-implantite. Outros sinais clinicos da doenga pode incluir supura-
¢ao, aumento da profundidade de sondagem, recessdao da mucosa, fistula e hiper-
plasia gengival (HEITZ-MAYFIELD, 2008)

LISKMANN et al. 2006; STASHENKO et al 1991 consideram o biofiime dental
como fator etiolégico primario das doencas peri-implantares. A intensidade da res-
posta inflamatdria a produtos bacterianos, tais como o lipopolissacarideos e endoto-
xinas, gera a liberagao das citocinas pelas células inflamatérias do hospedeiro. Tais
citocinas podem estimular a perda éssea peri-implantar (MONTES et al. 2009;
MURATA et al. 2002).

A liberacao de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas, como as interleuci-
nas (IL) IL-1B, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), estdo associadas com
a progressao da doenga devido a sua capacidade em estimular a reabsorgéo 0ssea
(KORNMAN et al. 1997; KREUTZ et al. 1992).
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Citocinas sao proteinas e glicoproteinas extracelulares solluveis que atuam
como fungdes regulatérias intercelulares de células envolvidas em resposta inflama-
téria, crescimento celular, diferenciacdo celualr, morte celular, angiogénese, e pro-
cessos de desenvolvimento e reparagao destinadas a restauragédo de homeostasia.
(Oppenheim, 2001)

Em geral, na resposta imune do hospedeiro, as citocinas envolvidas na res-
posta mediada por células T helper (Th) 1 por exemplo, IL-1 B, IL-12 e o interferom-
Y (IFN-y) induzem um processo celular mediado, enquanto citocinas de resposta de
Th2 (por exemplo, IL-4 e IL-10), estimulam a producédo de predominantemente anti-
corpos (MACHTEI et al. 2006).

A saliva humana é composta por 98% de agua e 2% de outros componentes,
tais como eletrdlitos, muco, compostos antibacterianos e varias enzimas. A saliva
possui varias fungdes incluindo lavagem, solubilizacdo de substancias alimentares,
lubrificagdo dos tecidos moles, formagao de bolo alimentar, diluicdo de detritos, de-
gluticao, fala e facilitador da mastigacao. Além disso, os componentes da saliva con-
tribuem para mucosas de revestimento, a digestao e defesa antibacteriana. Alguns
biomarcadores associados as doencgas periodontais tem sido detectadas na saliva
como IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a e matriz de metaloproteinases MMP-8 e MMP-9
(RATHNAYAKE et al. 2013).

Varios estudos tém mostrado a saliva como um meio de diagndstico de doen-
¢as. Poucos trabalhos na literatura dosaram biomarcadores salivares em pacientes
com peri-implantite. Portanto justifica este estudo que visa dosar biomarcadores na

saliva de pacientes com implantes saudaveis e com peri-implantite.
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1 REVISAO DE LITERATURA

Mediadores inflamatérios sao liberados a partir de células do periodonto in-
flamado durante a periodontite, e estes incluem a IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. A IL-1B
€ uma citocina pré-inflamatéria liberada por células diferentes na lesao inflamatoria,
principalmente por mondcitos e/ou macrofagos, a IL-6 atua tanto como citocina pro
inflamatorio como anti-inflamatodria, capaz de induzir crescimento e diferenciacéo de
células T e B, e também indugao de proteinas na fase aguda. A IL-8 € uma quimio-
cina, produzida principalmente por macrofagos e células epiteliais apos estimulagao
inflamatoria e desempenha um papel causal na fase inflamatéria aguda, ativando os
neutréfilos, portanto, tem um papel importante na patogénese da periodontite
(HARADA et al. 1994).

Kao et al. (1995) compararam os niveis de IL-1p em fluido gengival crevicular
(FGC) em pacientes tanto com implante saudavel quanto com implante de diagndsti-
co clinico de peri-implantite em doze pacientes, os quais deveriam apresentar pelo
menos um implante saudavel e um implante com peri-implantite em locais anatomi-
camente semelhantes. Os critérios utilizados para implante saudavel e implante com
peri-implantite respeitaram o rapido aumento de profundidade de bolsa (> 2 mm com
aumento ao longo de 6 meses), supuragao, evidéncia radiografica de perda 6ssea e
dor. Implantes saudaveis nao exibiram evidéncia radiografica de perda éssea, sem
profundidade de bolsa superior a 4mm, € nenhuma dor. Os locais de implantes sau-
daveis e com peri-implantite foram isolados para coleta de amostra do fluido gengi-
val. Periopaper foram colocados no interior do sulco gengival para realizagao da co-
leta de FGC. A dosagem de IL-1pB foi realizada pela técnica ELISA. Os resultados
dos niveis de IL-1B nos 12 pacientes, foi que apenas um paciente apresentou sinais
clinicos de doenga aguda indicada pela presenca de alteragbes granulomatosas e
supuragao. Na maioria dos pacientes, houve mudancas minimas na apresentagao
gengival quando comparando implantes saudaveis e falhos. Somente com o monito-
ramento de aumento da profundidade da bolsa e aumento da radiolucéncia ao redor
do implante foi detectado como peri-implantite. Os resultados indicaram aumento
estatisticamente significativo na produgao de IL-1B associado com os implantes
perdidos. O aumento de 320% na producao de IL-1[ estatisticamente indica que IL-

18 pode discriminar implantes saudaveis contra implantes com peri-implantite.
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Panagakos et al. (1996) testaram a hipétese de que as mesmas citocinas po-
dem estar envolvidas tanto na resposta inflamatéria, quanto em tecidos danificados,
observados em peri-implantite. Um total de 50 implantes em 13 pacientes foram
examinados clinicamente e amostras de FGC foram obtidos a partir de quatro sitios
por implante. Estas amostras foram analisadas por um ensaio imunoabsorvente
(ELISA) para detectar a presenca e os niveis de IL-1B, TNF-a e o precursor da cito-
cina, pro-IL-1B. Com base nos dados clinicos, os implantes foram classificados em
trés grupos. O grupo controle incluiu 17 saudaveis, 27 com peri-implantite precoce, e
6 implantes peri-implantite avangada. Os resultados indicaram que os implantes cli-
nicamente saudaveis tinham niveis muito baixos de IL-1p (59,47 + 15,55 pg/sitio);
os implantes com peri-implantite precoce e avangada tinham niveis elevados (460,77
+ 35,67 pg/sitio e 191,10 + 21,60 pg/sitio, respectivamente), TNF-a nao foi detectada
em todas as amostras. Além disso, amostras com niveis elevados de IL-1p também
tinham niveis elevados de pro-IL-1B, (233,13 + 14,60 pg/sitio). Com base nesses
resultados, e o fato de que a periodontite e peri-implantite sdo semelhantes em ma-
nifestacdo clinica e perfil de agente patogénico, parece que a IL-1B estimulada na
peri-implantite também pode ser a mesma citocina que € liberada na periodontite. A
IL-18 pode ser a causa para a destruigdo rapida e extensa dos tecidos de suporte
visto durante este processo.

Salcetti et al. (1997) pesquisaram os niveis de fator inflamatério e aumento de
mediadores e patdgenos bacterianos associados com implantes perdidos, em com-
paragcao com implantes saudaveis. Vinte e um pacientes com faléncia de implante
(grupo 1) e 8 pacientes apenas com implantes saudaveis (grupo 2) foram incluidos.
Quinze dos 21 pacientes com implantes falhos (grupo 1) também apresentavam pelo
menos um implante estavel e saudavel. Amostras de placa foram examinadas usan-
do sondas de DNA para 40 microrganismos diferentes. Amostras de FGC foram co-
letadas para analisar pelo método ELISA os catabolicos de reabsorgéo 6ssea ago-
nistas da prostaglandina E2 (PGE), a IL-1B e IL-6, anabdlicos de crescimento, for-
madores de osso o fator de crescimento transformado B (TGF-B) e do fator de cres-
cimento derivado de plaquetas (PDGF). Embora tendéncias positivas foram obser-
vadas, nao houve diferengas significativas em qualquer um dos mediadores para os
fatores microbianos, inflamatoérios ou de crescimento no grupo 1. Este estudo encon-

trou aumento significativo no FGC de PGE,, IL-1p e PDGF em locais com implante
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falho em comparagao com implantes de controle, saudaveis. Os niveis de TGF-
nao foi clinicamente detectavel nos niveis de sensibilidade determinados pelo kit
ELISA. Os niveis médios de PGE; foram encontrados como sendo significativamente
mais elevada nos locais de perda (74,2 ng/mL) e locais estaveis (64,2 ng/mL) de um
grupo de pacientes contra os locais do grupo controle ndao-doentes (36,1 ng/mL).
Uma tendéncia semelhante foi observada nos niveis de IL-13, com o nivel mais ele-
vado entre os locais de perda (761,5 ng/mL) e locais estaveis (626,7 ng/mL ) nos
pacientes do grupo 1 contra as pacientes do grupo 2 (255,4 ng/mL). Esses niveis
também sao estatisticamente significativos para os locais de perda versus os locais
de controle e para os locais estaveis versus os locais controle. Nao houve diferenca
significativa nos niveis médios de PGE,, IL-1B8 ou PDGF, no mesmo individuo,
quando os locais de implante perdidos foram comparados com os locais de implan-
tes estaveis no grupo 1.

Kabashima et al. (2002), avaliaram dez pacientes adultos exibindo doenca
periodontal de moderada a severa evidenciado por varios sitios com uma profundi-
dade de sondagem > 6mm e sangramento a sondagem e que demonstrou radiogra-
ficamente uma reabsorgdo Ossea alveolar compreendendo entre 50% e 70% do
comprimento da raiz da maior parte dos dentes. A faixa etaria desses pacientes era
de 34-65 anos (média de idade 45 anos). As amostras de tecidos gengivais inflama-
dos foram obtidos durante o tratamento periodontal. Amostras do grupo controle
(saude periodontal) foram obtidas durante o tratamento ortodéntico, onde foram ex-
traidos os 3° molares inclusos impactados e assim se obteve tecido gengival com
salde periodontal da gengival marginal na face distal do 2° molar, quando se extraiu
o pré-molar do paciente removeu-se a papila interdental saudavel. Além disso, ob-
teve-se um tecido gengival com saude periodontal de sujeitos submetidos a cirurgia
de aumento de coroa. Foram utilizados trés amostras como controle negativo. As
amostras foram preparadas para analise imunohistoquimica. Os resultados forne-
cem uma evidéncia de interagdo entre as quimiocinas, tais como proteina quimiota-
tica do macrofago-1 (MCP-1), proteina inflamatéria do macréfago (MIP)-1a, MIP-1,
proteina indutora de IFN 10 (IP-10), citocina regulada sob ativacdo expressa e se-
cretada por células T normais (RANTES), infiltrado celular, incluindo mondci-
tos/macrofagos e células Th1, na progressao da doenga inflamatéria tal como perio-
dontite. Os resultados sugerem que a MCP-1, MIP-1a, MIP-1pB, IP-10, RANTES e

células produtoras podem modular a patogénese da doenga, como a periodontite e
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pode ser responsavel por estimular a destruicdo de tecido com a reabsorgao 0ssea
alveolar.

Emingil et al. (2005) avaliaram 82 individuos que foram divididos em 4 grupos,
gengivite, periodontite crénica, periodontite agressiva generalizada e saudavel, com
0 objetivo de examinar os niveis de polipeptidio ativador mondcito endotelial |l
(EMAP-II), MIP-1a e MIP-1B no FGC. Faziam parte do grupo de periodontite cronica
9 mulheres e 17 homens, com idades de 39-63 anos (média de idade 49,9 + 6,2
anos). Esses individuos apresentavam perda éssea alveolar de moderada a grave e
perda de insergdo clinica > 5mm, profundidade de sondagem > 6mm em varios si-
tios de todos os quatro quadrantes da boca, mas sem evidéncia de progressao rapi-
da. O grupo de periodontite agressiva generalizada consistia de 12 mulheres e 14
homens, com idades entre 18 a 39 anos (média de idade de 28,9 £ 6,8 anos). Estes
pacientes demonstraram um padrdo generalizado de destruicdo severa e perda do
nivel clinico de insercdo = 5mm em 8 ou mais dentes; pelo menos trés deles eram
diferentes incisivos centrais ou primeiros molares. O grupo gengivite incluia 7 mulhe-
res e 8 homens com variacao do graus de inflamagao gengival, mas sem sinais de
perda de insercao. Estes pacientes tinham idades entre 17 a 49 anos (média de ida-
de 31,5 + 10,2 anos). O grupo saudavel consistia de 7 mulheres e 8 homens com
idades entre 23 a 72 anos (média de idade de 40 + 14,4 anos) que apresentavam
profundidade de sondagem < 3mm, sem perda de insergao clinica, inflamagao, san-
gramento sulcular e perda éssea radiografica. Nos grupos de peridontite crénica e
periodontite agressiva generalizada (PAG) as amostras FGC foram coletados a partir
de um sitio proximal de um dente com > 6mm de profundidade de sondagem. No
grupo gengivite, as amostras de FGC foi colhido a partir de um sitio proximal de um
dente com sangramento e profundidade de sondagem > 2 mm. No grupo saudavel,
amostras do FGC foram coletados a partir de um sitio proximal de um dente com
profundidade de sondagem < 2mm. As amostras foram analisadas por ensaio imu-
noenzimatico. Foram encontradas diferengas significativas entre os grupos de estu-
do (p = 0,0008). Entre os grupos, o PAG apresentou niveis mais altos de EMAP-II
comparado com 0s grupos gengivite e saudaveis (31,6 - 9,0 e 8,4ng/amostra; p =
0,0007 e 0,0017, respectivamente). Niveis de EMAP-II do grupo PAG também foram
maiores em comparagao com os do grupo periodontite crénica, mas isso nao obteve
significancia (31,6 e 13,3 ng/amostra, respectivamente, p = 0,0158). Os grupos peri-

odontite crbnica, gengivite e saudavel foram semelhante nos niveis de EMAP-II (p >
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0,008). Os grupos PAG, periodontite crénica, gengivite e saudaveis tinham quanti-
dade similar de MIP-1a total sem diferenca significante. Quando os dados foram ex-
pressos em concentracao, niveis de MIP-1a dos grupo PAG, periodontite crénica e
gengivites foram significativamente menor em comparagédo com o grupo saudavel
(p<0,0008). Os grupos PAG, periodontite crénica, gengivite e saudaveis tinham uma
quantidade similar total de MIP-1B (88,1 - 102,4 - 97,6 e 96,3 pg/amostra, respecti-
vamente, p= 0,1787). Quando os dados foram expressos como a concentragao, os
niveis de MIP-1B dos grupos periodontite crénica e periodontite agressiva generali-
zada foram significativamente inferiores aos do grupo saudavel (p<0,0001 e
p<0,0001, respectivamente). O grupo PAG tinha também diminuicéo significativa dos
niveis de MIP-13 em comparagao com o grupo de gengivite (p=0,0005).
Heitz-Mayfield (2008) realizou por meio de revisdo sistematica no banco de
dados Medline (Ovid), no periodo entre 1 janeiro de 1950 até 21 janeiro de 2008, a
fim de rever as evidéncias para diagnéstico e os indicadores de risco para doenca
peri-implantar. Os estudos experimentais e clinicos tém identificado varios critérios
de diagndstico incluindo parametros de sondagem, a avaliagao radiografica e anali-
ses de fluido peri-implantar e saliva. Analises transversais tém investigado risco po-
tencial de indicadores para a doenga peri-implantar, incluindo a ma higiene bucal,
tabagismo, historia de periodontite, diabetes, caracteristicas genéticas, consumo de
alcool e a superficie implante. A profundidade de sondagem, presenca de sangra-
mento a sondagem e supuragao deveriam ser avaliadas regularmente para o diag-
nostico de doencgas peri-implantares. As radiografias seriam necessarias para avaliar
os niveis de contato do osso ao redor dos implantes. A revisao identificou fortes in-
dicios de que a falta de higiene oral, uma histéria de periodontite e tabagismo, séo
indicadores de risco para a doencga peri-implantar. Os estudos identificados nessa
sistematica tém comentarios consideraveis sobre variagées no desenho do estudo, o
tempo de acompanhamento, definicdo de populacdes de pacientes com relagao a
condicdo periodontal, medidas de resultados e regimes de terapia de suporte perio-
dontal, além da falta de relatérios sobre a ocorréncia de fatores de confusdo como o
tabagismo e as diferencas de tempo de fazer medigdes de referéncia, portanto tor-
nando-se dificil tirar conclusdes soélidas. No entanto, as revisdes sistematicas indi-
cam que os individuos com histéria de periodontite estdo em maior risco de doenga

peri-implantar.
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Duarte et al. (2009) avaliaram 48 individuos e um total de 48 implantes, cujo
critério de inclusdo foram individuos total ou parcialmente desdentados com pelo
menos um protocolo Branemark em fungédo a pelo menos 1 ano. Os individuos que
participaram do estudo eram nao fumantes e sistemicamente saudaveis. Individuos
parcialmente edéntulos eram periodontalmente saudaveis ou, se eles apresentas-
sem uma historia de doenga periodontal, eles deveriam ter sido tratados periodon-
talmente e acompanhados em uma terapia periodontal de suporte. Foram avaliados
os seguintes parametros: acumulo de placa (AP); sangramento marginal (SM), pre-
senca de supuracao (SUP), sangramento a sondagem (SS) profundidade de sonda-
gem (PS). Avaliagao radiografica: a perda 6ssea foi avaliada de acordo com as ra-
diografias feitas no momento da instalagdo do implante onde se determinou o nivel
0sseo inicial e a radiografia para perda 6ssea peri-implantar. Uma biépsia de tecido
mole peri-implantar foi obtido de cada individuo. De acordo com os parametros clini-
cos e radiograficos, as 48 bidpsias foram divididas em um dos seguintes grupos:
implante saudavel (IS) (n = 11): PS <4 mm, sem SM, SS, SUP e sem evidéncia de
perda 6ssea radiografica; Mucosite (MC) (n = 15): SM e/ou SS e auséncia de perda
Ossea radiografica e SUP; peri-implantite inicial (Pl) (n = 10): PS > 5 milimetros com
SS e/ou SUP e perda 6ssea radiografica envolvendo quatro faces, e peri-implantite
severa (PiS) (n = 12): PS > 5 milimetros com SS e/ou SUP e perda 6ssea radiografi-
ca envolvendo mais de 4 faces, apdés o agrupamento foi realizado . A analise dos
dados demonstraram que a IL-12 e TNF-a foram significativamente maiores em PiS,
seguido por Pl e MC, que nao eram diferentes uns dos outros. Foram observados
niveis menores de IL-12 e TNF-a em IS (P<0.05). Niveis de IL-4 foram significativa-
mente maiores em IS, seguido por MC, PiS e PI, respectivamente (P<0,05). A ex-
pressao de IL-10 foi o mais baixo em IS (P < 0,05), enquanto que nao foram detec-
tadas diferencas significativas entre os grupos doentes (P>0,05). Os niveis de oste-
oprotegrina (OPG) foi significativamente mais elevado em IS, seguido por PI, PiS e
MC, respectivamente (P<0,05). Niveis do receptor ativador do fator nuclear kappa
B ligante (RANKL) foram menores nos grupos IS e MC, que nao diferem umas das
outras. A expressao de RANKL progressivamente aumentada, como aumento da
gravidade da peri-implantite (P<0,05). A maior relacado OPG/RANKL foi observada
em IS e a menor em PiS (P<0,01). Nao houve diferenga na proporgdo de OPG /
RANKL entre MC e PI.
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Zanatta et al. (2009) realizaram por meio de uma revisdo nao sistematica de
literatura uma analise dos aspectos imunoldgicos dos linfécitos Th, bem como a par-
ticipagao destas células na etiopatogenia da periodontite cronica. As células Th sao
classificadas, baseadas no padrao de citocinas que produzem, em Th1 (IFN-Y) Th2
(IL-4, IL-10 e IL-13) e, mais recentemente, um novo grupo foi identificado, as células
Th17 (IL-1B, IL-17, TNF-a). A resposta imune pode exibir uma caracteristica Th1,
que consiste principalmente de uma resposta imune celular pro-inflamatéria, uma
caracteristica Th2, com aspecto anti-inflamatério e de resposta imune humoral, ou
ainda polarizagado Th17, com acéao efetora da imunidade inata. Tém-se sugerido que
a destruicdo dos tecidos na periodontite pode ser resultante de um desequilibrio na
regulacdo da resposta imune sob controle dos linfocitos Th. Alguns estudos encon-
traram uma polarizagcdo Th1, outros uma polarizagao Th2. Entretanto, ha estudos
que ndo mostraram polarizagao de resposta Th1 ou Th2. Ainda, evidéncias recentes
tém colocado uma possivel polarizacao de resposta Th17 nas lesbdes periodontais.
Permanece incerto se ha uma polarizagdo de resposta Th na periodontite crénica,
sendo necessaria a elaboragcéo de mais estudos para que se obtenha respostas cla-
ras sobre esta questdo. A tabela 1 apresenta as principais caracteristicas das citoci-
nas IL-1B, TNF-«, IL- 4 e MIP-1p.

Teles et al. (2009) realizaram um estudo transversal para comparar os niveis
de fator estimulador de colénia de granulécito-macréfago, IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a em amostras de saliva 74 individuos com periodontite
cronica e 44 individuos periodontalmente saudaveis. Os individuos periodontalmente
saudaveis tinham idade entre 18-65 anos, com pelo menos 20 dentes naturais e sem
profundidade de bolsa ou nivel de inser¢ao > 3 mm. Os individuos com doenca peri-
odontal tinham idade 18-65 anos, com pelo menos 20 dentes naturais e 8 ou mais
sitios com profundidades de bolsa > 4 mm e perda do nivel de inser¢ao > 3 mm. Os
niveis de citocina foram determinados por um imunoensaio (Multiplex). Os resulta-
dos do imunoensaio revelaram que os niveis da maioria das citocinas estavam den-
tro da média de quantificagdo do ensaio. Para o fator de estimulagao de colénias de
granulécitos-macrofagos, IL-13, IL-4, IL-6 e TNF-&, as amostras estavam acima de
90% dentro da gama dinamica das curvas padrées. No caso do IFN-y, 83 % das
amostras foram quantificadas, enquanto IL-2, IL-5, IL-8 e IL-10, aproximadamente
50% das amostras estavam na gama dindmica do ensaio. IL-10 teve o maior percen-

tual de amostras negativas (33%), enquanto a IL-8 teve a maior porcentagem de
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valores acima do limite superior da quantificagéo (34%). O nivel médio dos 10 bio-
marcadores foram inicialmente comparados entre individuos com periodontite e pe-
riodontalmente saudaveis, utilizando o teste de Mann-Whitney. Os resultados mos-
traram alta significancia estatistica dos niveis médios salivares de IL-10 (p<0,01) e
IL-5 (p <0,05) no grupo saudavel. A IL-8 foi a citocina mais abundante na saliva, com
niveis médios (x erro padrao da média) de 1945 + 181 pg/ml e 2268 + 111 pg/mL,

para individuos periodontalmente saudaveis e com periodontite respectivamente.

Tabela 1. Caracteristicas das citocinas associadas as células T helper

Caracteristicas das Citocinas Associadas as Células T Helper

Citocina Principais Fontes Principais Atividades
Macréfagos ativados Ativagao das células Th; promogéao da
Células B maturacao das células B; quimiotaxia
Fibroblastos de neutrdfilos e macréfagos; estimula
IL-1* Neutrdéfilos a reabsorgao 6ssea; estimula fi-
Células epiteliais broblastos a liberarem prostaglandi-

nas e outras citocinas.

Fator de crescimentos para as células

Celulas Th
Th2; promove reagdes por IgE; inibe a
Mastdcitos
IL-4* proliferagao e atividade de IL-12; inibe
Basdfilos
a ativagao do macroéfago
Aumenta a fagocitose e quimiotaxia;
Celulas Th ativagao de osteoclastos; o IFN-y
TNF* Macréfagos ativados produzidos pelas células T e NK au-
Células NK menta a sintese de TNF pelos macro-
fagos estimulados por LPS
Neutrdfilos Funcgao regulatéria durante as respos-
Mondcitos tas imunes mediadas por células;
MIP-1B ** Linfécitos causa a migragao seletiva de monéci-
Células ndo-inflamatdrias tos e linfocitos; esta envolvida na mi-
no local de inflamagao gracdo de células CD4".

* ZANATTA et al. 2009 **EMINGIL et al., 2005

A segunda citocina mais abundante na saliva foi IL-13, com niveis médios de
633 + 91 pg/ml e 673 + 69 pg/mL para individuos periodontalmente saudaveis e com
periodontite respectivamente. Todas as outras citocinas estavam presentes em ni-

veis que variam 39-327 pg/ml. Nao houve uma associagao entre os niveis de citoci-
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nas salivares e parametros clinicos da doenca periodontal. A diluigdo dos compo-
nentes fluido gengival em saliva parece mascarar diferencas existentes nos niveis
destes biomarcadores no nivel do sitio.

Petkovi¢ et al. (2010) consideraram que a analise do fluido crevicular peri-
implantar (FCPI) oferece um método nao invasivo e que pode ser um dos métodos
para se estudar a resposta do hospedeiro na doenga peri-implantar, como também
pode fornecer uma indicagao precoce de pacientes com risco de doencga ativa. Neste
estudo, os autores examinaram o FCPI e os niveis de IL-1B, TNF-a, IL-8 e MIP-1a
em pacientes sem manifestacdo de inflamacgao, e nos estagios iniciais e tardios da
mucosite. O grupo de estudo composto por 90 voluntarios, sendo todos adultos sau-
daveis com implantes. Foram coletadas amostras do FCPI utilizando a técnica com
um papel filtro. Tecidos de implantes foram categorizados como clinicamente sauda-
vel, mucosite precoce ou mucosite avangada. As manifestagdes clinicas foram de-
terminadas por: indice gengival e sangramento a sondagem, indice de placa e anali-
ses radiograficas. As concentragdes de citocinas foram avaliadas pelo método
ELISA. Os pacientes do grupo controle (pacientes saudaveis) apresentavam concen-
tracdes significativamente mais baixas de IL-1B, TNF-a, IL-8 e MIP-1a em FCPI em
comparagao com ambos 0s grupos com a mucosite. Correlagcao positiva foi observa-
da no grupo controle entre a IL-18 e TNF-a e entre MIP-1a e IL-8 no grupo com mu-
cosite precoce. Os resultados sugerem que as citocinas podem ser marcadores para
determinar o prognostico do implante .

Gulncu et al. (2012) analisaram componentes do FCPI: IL-1j3, IL-10, osteopro-
tegerina (OPG), ativador do receptor do fator nuclear kappa B ligante (RANKL) para
determinar se os niveis do valor do diagnéstico do FCPI pode ser utilizada para ava-
liar alteragcbes precoces ao redor dos implantes. Participaram do estudo oito pacien-
tes com média de idade de 48,5 £ 12,72 anos, comum total de 47 implantes. Todos
os implantes foram colocados pelo menos ha 12 meses e carregados pelo menos ha
6 meses antes do estudo. Os 47 implantes dentarios foram divididos em dois grupos:
saudavel/nao-inflamado (n = 20) (Grupo 1), ou mucosite/inflamado (n = 27) (Grupo
II). As condicbes peri-implantares foram avaliadas clinicamente por meio de indice
de placa, indice gengival, profundidade de sondagem e indice de sangramento gen-
gival, amostras de FCPI também foram obtidos e os niveis de IL-1(3, IL-10, de
RANKL e OPG foram quantificados no FCPI por ensaio imunoenzimatico. Também

foram avaliadas as mudangas volumétricas potenciais no FCPI. Todos os parame-
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tros clinicos e de volume do FCPI foram maiores no Grupo |l e essas diferencas fo-
ram estatisticamente significantes, exceto os valores de volume. Os niveis de IL-1(,
IL-10 e OPG no FCPI foram significativamente mais elevados no Grupo Il. Embora o
nivel RANKL no Grupo Il foi mais elevado do que o nivel do grupo |, a diferenca en-
tre os dois grupos nao atingiram o nivel de significancia estatistica. Estes dados su-
gerem que o equilibrio de moléculas inflamatdrias na osteoclastogénese, produzidas
localmente podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de doen-
cas e lesodes inflamatdrias na peri-implantite.

Fonseca et al. (2014) verificaram niveis de IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-10, IL-12, IFN-y, e TNF-a no FCPI e saliva de vinte e dois pacientes (16 mulhe-
res e 06 homens, com idade média de 62,5 anos, desdentados totais e usavam pré-
tese fixa mandibular protocolo Branemark), suportado por cinco implantes com plata-
forma regular hexagono externo durante pelo menos 6 meses, esses pacientes fo-
ram divididos e dois grupos, mucosite e peri-implantite. As amostras de pacientes
com doenga peri-implantar foram avaliadas por meio de imunoensaio (Multiplex),
observaram que a quantidade total de IL-1B no FCPI foi significativamente maior em
areas com peri-implantite em relacédo a mucosite e parece ser um trago caracteristi-
co de pacientes com peri-implantite, independentemente do grau de destruicdo. A
saliva do ducto da parétida mostrou um aumento significativo da expressao de IL-8,

o qual poderia estar relacionado com uma resposta sistémica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de biomarcadores (IL-1B, IL-4,
MIP-1B, TNF-a) na saliva de pacientes portadores de peri-implantite e saudaveis.
Determinar se esses biomarcadores podem ser utilizados como método auxi-

liar de diagndstico da doenga peri-implantar.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo transversal foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade de Guarulhos (CEP UnG 113-2008). O protocolo
do estudo foi explicado a cada individuo e posteriormente assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os dados referentes aos pacientes com
e sem peri-implantite foram descritos no estudo de Shibli et al. (2008).
Foram coletadas amostras de saliva de cinquenta e dois (52) individuos com
média de idade 48,9 = 13,5 anos, com implantes dentarios em fungao ha 2 anos.
Os individuos foram divididos em 3 grupos:
* grupo saudavel n=21 individuos com pelo menos 1 implante saudavel
(nPimp)
* grupo com peri-implantite n=21 individuos com pelo 1 implante com pe-
ri-implantite (Pimp)
e grupo desdentados com n=10 individuos desdentados totais (Des)
A peri-implantite foi caracterizada por perda 6ssea em forma de taca, reab-
sorgcao 6ssea maior do que 3mm, inflamagdo da mucosa peri-implantar exibindo

sangramento a sondagem e/ou supurac¢ao (MOBELLI,1999).

3.1 Critério de exclusao

Os individuos foram excluidos se tivessem um implante com uma superficie
tratada, periodontite crbnica moderada a severa (ex. supuragao, sangramento a
sondagem em mais de 30% dos sitios subgengivais ou qualquer sitio com profundi-
dade de sondagem > 5 mm), ter feito uso antibiéticos ou anti-inflamatérios e se ha-
viam recebido terapia periodontal ou peri-implantar 6 meses antes da analise clinica,
ter uma doenga ou condicdo médica crdnica, apresentado proteses implanto-
suportadas com pilares soltos e/ou parafusos, fratura das coroas protéticas de ce-
ramica ou resina (para evitar interferéncia oclusal), mobilidade clinicamente detecta-

vel do implante (perda de osseointegracao) e se eles eram fumantes.
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3.2 Avaliagao clinica dos implantes

Foram avaliados 42 implantes (1 por individuo), caso o individuo tivesse mais
de um implante saudavel foi escolhido o mais anterior. Para inclusdo do grupo teste
(peri-implantite), estes deveriam apresentar somente 1 implante com a doencga. Ca-
so o individuo apresentasse 1 implante saudavel e 1 com peri-implantite ele foi colo-

cado no grupo teste.

3.3 Exame clinico e radiografico

Os parametros clinicos como indice de placa (IP), indice gengival (IG), san-
gramento a sondagem (SS), supuracao (SUP) foram coletados na forma dicotomica,
e as medidas de profundidade de sondagem (PS) e perda de insergao clinico (PIC),
foram determinada em 6 sitios por implante (mésio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, disto-lingual, lingual e mésio-lingual). As medi¢cdes de profundidade de
sondagem e o nivel clinico de inser¢gao foram registrados em milimetros, utilizando
uma sonda periodontal Carolina do Norte (PCPNU-15, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).

Foram obtidas radiografias periapicais intra-orais padronizadas, utilizando um
aparelho de raio-X odontolégico equipado com um cone de 35 cm de comprimento.
Os parametros de exposicao foram de 70 quilovolts (pico), 15 mA, e 74 segundo a
uma distancia do foco para o sensor de 30 cm. O exame radiografico foi utilizado

como método auxiliar de diagndstico da perda dssea.

3.4 Coleta de saliva

Amostras de saliva foram coletadas na clinica, previamente ao exame denta-
rio, ndo houve ingestao de alimentos ou liquidos antes da realizagao da coleta das
amostras.

A quantidade minima de saliva coletada para cada paciente foi de 5ml, colo-

cados em um tubo de coleta previamente marcado. As amostras foram transferidas
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para tubos de 50ml, apds a coleta e transferidas para os tubos de analises as amos-

tras foram congeladas a -20 C°.

3.5 Analise das citocinas pelo método MULTIPLEX

A Tecnologia Luminex™ xMAP (MAP=Muiltiple Analyte Profiling, x= sua varia-
vel (ex: citocinas, enddcrino, oligo) envolveu um processo exclusivo que cora micro-
esferas de latex com dois fluoréforos. Utilizando proporgdes precisas de dois fluoro-
foros podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas, cada uma delas
com uma assinatura baseada em “codigo de cores” e que podem ser identificadas
pelo instrumento Luminex.

Os kits Milliplex foram desenvolvidos com estas microesferas e se fundamen-
tam no imunoensaio. Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imo-
bilizados as microesferas através de ligagdes covalentes nao reversiveis. Depois
que o analito (amostra) se liga aos anticorpos de captura localizados na superficie
das microesferas, a detecgao final é feita através de um terceiro marcador fluores-
cente, ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de detecgao. O resultado final € um en-
saio “sanduiche” realizado por meio de microesferas. O equipamento Luminex 200
movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em
um citdbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a microesfera (o
codigo de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de reporte em cada
microesfera. A leitura dos resultados foi realizada no Equipamento MagPix - Softwa-
re xPonent/Analyst versao 4.2. Para a analise das citocinas foi utilizado o kit Cat #
HCYTO60K-08 (IL-1B, IL-4, MIP-1B e TNF-a) - Lote: 2346690 - Exp. em 30/09/2014-
Millipore.
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3.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism ver-
sao 5.0 for Mac Os X (San Diego, CA, USA).

Os parametros clinicos, e os marcadores na saliva foram computados por
item e por individuo de ambos 0s grupos.

Para os dados clinicos e salivares, primeiramente foram testados a normali-
dade pelo Teste de normalidade — Kolmogorov-Smirnov. As amostras que apresen-
tavam normalidade foram aplicadas o teste de t student, e no caso de ndo apresen-
tarem normalidade foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. A Idade e profundidade a
sondagem o teste t student foi utilizado. Para os parametros de indice de Placa, in-
dice Gengival, Sangramento a sondagem (dados dicotémicos) o teste Mann Whitney

foi aplicado. O nivel de significancia foi fixado em 5%.
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4 RESULTADOS

O grupo desdentado (Des) foi utilizado como grupo controle para a compara-
¢ao dos outros dois grupos (grupo controle negativo).

Portanto dos parametros clinicos, somente a idade foi comparada entre os
trés grupos (Pimp, nPImp e Des), foi encontrada diferenca significativa entre o grupo
nPImp (49,0 £ 12,2) com o grupo Des (62,2 £ 12,45) p=0,0137 (Tabela 2).

PS foi comparada entre os grupos Pimp, nPimp utilizando o teste t student,
houve diferenga estatisticamente significante quando comparado Pimp (5,06 * 2,28)
vs nPimp (3,27 + 0,99) p=0,0050.

O IP, IG e SS foram comparados entre os grupos Pimp, nPimp, utilizando o
teste Mann Whitney onde IP n&o apresentou diferencas significantes entre os gru-
pos, entretanto o |G obteve diferenca significante quando comparado Pimp (53,9 +
36,1) vs nPimp (26,5 + 35,3) p=0,0227. O SS também apresentou diferenga entre os
grupos Pimp (80,8 = 30,8) vs nPimp (50,0 £+ 36,4) p=0,0089 (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigao dos dados clinicos dos pacientes

Pimp Pimp nPimp
Pimp nPimp Des VS VS VS
nPimp Des Des
Idade 526 +12,1 | 49,0+12,2 | 62,2+ 12,45 0,3778 0,0537 |0,0137*
IP (%) 31,7+40,1 | 43,1 £43,7 - 0,5058 - -
1G (%) 53,9 + 36,1 26,5+ 35,3 - 0,0227* - -
PSmm | 506228 | 3,27 +0,99 - 0,0050* - -
PIC 508+2,03 | 0,15+0,64 - <0,0001* - -
SS (%) | 80,8+30,8 | 50,0+36,4 - 0,0089* - -
SUP 10,7+ 0,1 0,0+£0,0 - <0,01* - -

Idade e PS (Teste t student); IP, IG,SS, SUP (Teste Mann Whitney)
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4.1 Resultados da quantificagao de citocinas pelo método do Multiplex

Os niveis médios dos biomarcadores foram inicialmente comparados entre os
grupos Pimp, nPimp e Des utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados mos-
traram que quantidade de IL-1B na saliva obteve significancia somente quando com-
parada entre os grupos Pimp (5,31% 13,20 pg/ml) vs Des (3,74 + 2,27 pg/ml) (Figura
2 e Tabela 3), ja a IL-4 nao apresentou significancia quando comparada entre os 3
grupos (Figura 3 e Tabela 3). O biomarcador MIP-1 obteve significancia quando
comparado os grupos Pimp (2,67 £ 2,43) x Des (7,32 £+ 4,45) e nPimp (3,53 + 2,82) x
Des (7,32 + 4,45) e nao foi significativo quando comparado Pimp (2,67 + 2,43) x
nPimp (3,53 + 2,82) (Figura 4 e Tabela 3). O biomarcador TNF-a seguiu 0 mesmo
padrdao do MIP-13 tendo significAncia quando comparado os grupos Pimp (1,02 +
0,86) x Des (8,32 + 5,46) e nPimp (1,64 + 1,86) x Des (8,32 + 5,46) e nao foi signifi-
cante quando comparado Pimp (1,02 £ 0,86) x nPimp (1,64 + 1,86) (Figura 5 e Tabe-

la 3). Os resultados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados das citocinas em pg/ml (média e DP)

Pimp Pimp | nPimp
Pimp nPimp Des VS VS VS
nPimp Des Des
IL-18 5,31+ 13,20 1,87 £ 2,01 3,74 £ 2,27 ns * ns
IL- 4 0,0026 £ 0,0045 | 0,0173 £ 0,0369 | 0,0244 + 0,0430 ns ns ns
MIP-1 2,67 £2,43 3,53 +£2,82 7,32+ 4,45 ns * *
TNF-a 1,02 + 0,86 1,64 + 1,86 8,32 + 5,46 ns o o

ns= nao significante

Kruskal-Wallis (* =p<0,05; ** =p<0.001; ***p<0,002)




pg/mi

Figura 2. Grafico apresentando valores de IL-1B nos grupos estudados. *=p<0,05
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Figura 3. Grafico apresentando valores de IL-4 nos grupos estudados.
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Figura 4. Grafico apresentando valores de MIP-1f nos grupos estudados. *=p<0,05
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Figura 5.Grafico apresentando valores de TNF-a nos grupos estudados. *=p<0,05
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os niveis de biomarcadores como IL-1(3,
IL-4, TNFa e MIP-1B na saliva de pacientes saudaveis e com peri-implantite e em
pacientes desdentados.

Levando em consideragao que a periodontite e a peri-implantite apresentam
caracteristicas semelhantes em manifestagao clinica e perfil de agente patogénico
(biofilme dental) (PANAGAKOS et al. 1996), e o FGC e o FCPI apresentam seme-
lhangas em sua composicao (JAVED et al. 2011), e devido a dificuldade de se en-
contrar trabalhos de peri-implantite associadas a esses biomarcadores utilizamos
trabalhos com ambas as doencgas e amostras tanto no fluido e/ou saliva.

Na analise dos parametros clinicos onde foi comparado o grupos Pimp vs
nPimp os dados referente a IG, PS, PIC, SS, SUP obteve significancia estatistica
devido as diferengas caracteristicas da doenca peri-implantar (ALBREKTSSON &
ISIDOR, 1994; MOMBELLI, 1999; HEITZ-MAYFIELD, 2008; ZITZMANN &
BERGLUNDH, 2008).

O grupo de desdentado foi utilizado como controle negativo. O paciente nao
apresentava nenhum nicho dentario ou implantar, sem fator de retencao de biofilme
dentario/implantar. Quando aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov foi encontrado
normalidade nos biomarcadores estudados representado o mesmo padrao do bio-
marcador nestes pacientes. Outro ponto interessante € que nao encontramos traba-
Ihos publicados sobre biomarcadores com grupo de desdentados, o que tornou mais
dificil a comparagao dos resultados encontrados para esse grupo.

Na comparacgao entre os grupos Pimp e nPimp, os resultados do imunoensaio
multiplex revelaram que a citocina mais abundante na saliva foi a IL-1B (5,31%
13,20), esse resultado esta de acordo com relatos de outros pesquisadores que
descreveram elevados niveis deste biomarcador, tais como a IL-18 em individuos
com periodontite e peri-implantite em comparagao com individuos saudaveis (KAO
et al. 1995; PANAGAKOS et al. 1996; SALCETI et al. 1997; PETKOVIC et al. 2010;
GUNCU et al. 2012; FONSECA et al. 2012). No presente estudo, embora as amos-
tras foram analisadas na saliva e ndo no FGC e FCPI como trabalhos de Kao et al.
(1995), Panagakos et al. (1996), Salcetti et al. (1997), PETKOVIC et al. (2010),
GUNCU et al. (2012), Fonseca et al. (2012), os niveis de IL-1B8 em saliva de pacien-

tes eram mais elevados em pacientes com peri-implantite em relagdo aos saudaveis,
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porém nao apresentou significancia. Este achado sugere que niveis elevados de IL-
18 pode ser apontado como um fator importante para a manifestacao clinica da do-
enca peri-implantar.

Embora a expressao da citocina IL-1 nao foi significativa no presente estudo,
esta ndo pode ser utilizada como método para diagnosticar a doenga peri-implantar.

Os resultados nao demonstraram diferengas significativas nos niveis das cito-
cinas analisadas entre pacientes com peri-implantite, saudaveis. Porém quando
comparados com o grupo de desdentados apresentou diferenga significativa em
quase todos os biomarcadores com excegao da IL-4.

Em relagdo a expressao de citocinas Th2, nosso estudo mostrou que a IL-4
nao obteve significancia. Apesar de que numericamente foi encontrada a proporgao
de seis vezes mais IL-4 nos pacientes saudaveis. Nos estudos de Duarte et al.
(2009), Fonseca et al. (2014) a IL-4 apresentou uma tendéncia a ser mais elevada
em sitios rasos de pacientes com peri-implantite em comparagdo com sitios profun-
dos, isso demonstrado por técnicas diferentes, o estudo de Duarte et al. (2009) foi
realizado por meio de bidpsia e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de Fonse-
ca et al. (2014) realizado em FCPI. A presenca deste biomarcador de Th2, com ca-
racteristicas anti-inflamatorias pode explicar a auséncia de progressao da doenga
nesses sitios, uma vez que a resposta imune do hospedeiro é regulada pelo balango
de pro e anti-inflamatérias (ZANATA et al. 2009; FONSECA et al, 2014).

O resultado referente ao biomarcador MIP-13 ndo apresentou significancia
entre os grupos Pimp vs nPimp, mas apresentou diferenca significativa entre o grupo
Des e os demais. Os resultados obtidos por Emingil et al. (2005) onde constataram
que o biomarcador MIP-13 foi significativamente inferior quando comparado aos
grupos que apresentavam graus diferentes de periodontite em relacdo aos sauda-
veis no FGC e de Kabashima et al. (2002) que também constataram aumento desse
biomarcador de acordo com a progressao da doenga por estudo imunohistoquimico.

Nos resultados para TNF-& n&o foi encontrado significancia estatisticas entre
os grupos Pimp vs nPimp, dados similares foram encontrados por Fonseca et al.
(2014), que também nao encontraram significancia entre os grupos de peri-implantite
e mucosite, porém nos resultados encontrados por Duarte et al. (2009), apresenta-
ram uma tendéncia a ser mais elevado em peri-impantite avancgada, seguido de peri-
implantite inicial e mucosite respectivamente ja Petkovi¢ et al. (2010) encontrou ni-

veis elevados de TNF-ax em mucosite em relagao a paciente saudaveis.
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O unico estudo realizado em saliva pela técnica multiplex para quantificar bi-
omarcadores inflamatérios em doencas peri-implatares foi o de Fonseca et al.
(2014). Os autores comparam amostras salivares e de FCPIl em pacientes com mu-
cosite e peri-implantite, seus resultados também nao apresentaram diferencas signi-
ficantes em nenhum biomarcador inflamatdrio na saliva.

A diferenca estatistica referente ao grupo Des onde ha uma prevaléncia maior
a lesbes orais causadas muitas das vezes por proteses mal adaptadas, sendo as
mais frequentes hiperplasias, as estomatites, uUlceras traumaticas e as candidoses
(NEVILLE, 2004).

Diferencas nos métodos de coleta de saliva (estimulada ou n&o estimulada),
FCPI e do FGC, processamento (velocidade e tempo de centrifugacao), armazena-
mento (tempo, temperatura e adicao ou nao de inibidores de proteases) e na meto-
dologia utilizada para a quantificacdao dos biomarcadores (ELISA, Luminex, imu-
nohistoquimica) também pode ter tido um impacto sobre a diferenga no resultado
(BROWNE et al. 2013)

O fluido crevicular peri-implantar (FCPI) € um exsudato inflamatério osmoti-
camente mediado, proveniente dos vasos do plexo gengival. A sua composicao é
semelhante a do FGC que contém as enzimas, mediadores inflamatoérios e produtos
de degradacao de tecidos (JAVED et al. 2011), e a diluicao na saliva pode mascarar
diferencas existentes nos niveis destes biomarcadores .

ApOs a analise desses biomarcadores nao foi encontrado diferenca estatisti-
ca. No estudo de Fonseca et al. (2012) também nao foi encontrado diferencas signi-
ficativas nos biomarcadores estudados quando a quantificagdo do Multiplex foi feita
na saliva de pacientes com mucosite e peri-implantite, os resultados de Teles et al.
(2009) também nao demonstraram diferenga significativa nos niveis das citocinas
avaliadas entre pacientes com periodontite crénica e individuos adultos saudaveis,
alegando que a diluicdo dos componentes do fluido gengival na saliva parece mas-

carar as diferencgas existentes nos niveis destes biomarcadores a nivel local.
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6 CONCLUSAO

Nao foram encontradas diferencas significativas na expressao dos biomarca-
dores IL-1B, IL-4, MIP-18 e TNF-a na saliva entre os pacientes com implantes sau-
daveis e pacientes com peri-implantite, e com base nos resultados deste estudo os
biomarcadores analisados néo podem ser utilizados como método auxiliar de diag-

nostico da doencga peri-implantar.
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