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RESUMO

Introdugéo: As doencas peri-implantares devem ser diagnosticadas precocemente de
forma a permitir a intervengdo antes que uma porcao substancial do osso de suporte seja
perdida. Os procedimentos de diagnostico utilizados devem incluir parametros sensiveis
para a detecdo dos primeiros sinais e sintomas de infecdo. Os métodos de diagnostico
mais comumente utilizados podem ser imprecisos, uma vez que avaliam apenas a
destruicdo pré-existente, e ndo a atividade atual da doenca. Ademais, ndo existe um
modelo atual para prever a progressdo da peri-implantite. A identificacdo de
biomarcadores tanto no fluido crevicular do sulco peri-implantar saudavel como
naquele com bolsas peri-implantares, pode ser um complemento importante para o

diagnéstico inicial e descri¢do do mecanismo das doengas peri-implantares.

Objetivos: Pretende-se com o presente trabalho fazer uma revisdo do conhecimento atual
sobre a composi¢cdo do fluido crevicular e a comparacao deste com o das bolsas,na
presenca de peri-implantite e descricdo dos componentes identificados com papel

promissor como marcadores de doenca.

Métodos e Materiais: Foi realizada uma pesquisa bibliografica, recorrendo a artigos
cientificos disponiveis nas bibliotecas eletronicas Medline via pubmed e Google Scholar,
utilizando as seguintes palavras-chave: gingival crevicular fluid e periimplantitis
biomarker. Foram critérios de exclusdo o ano de publicacdo anterior a 2000, o conteudo

ndo relevante para a revisdo em questdo e a impossibilidade de aceder ao artigo.

Resultados: Embora sejam necessarios mais estudos, a avaliagdo de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo a IL-1f3, TNF-a e MMP-8, no fluido crevicular peri-implantar

pode ser util no diagnéstico de peri-implantite e mucosite peri-implantar.

Discussao: Existem alguns biomarcadores promissores para o diagnostico precoce e
prognostico das doengas peri-implantares, todavia, ndo hd ainda um biomarcador
especifico capaz de identificar a futura perda de inser¢do ou a suscetibilidade a doenca
peri-implantar. As evidéncias atuais permanecem insuficientes para indicar se os

biomarcadores predizem a progressao da doenga peri-implantar.

Palavras-chave: Fluido Crevicular; Biomarcador de Peri-implantite.






ABSTRACT

Introduction: Peri-implant diseases must be diagnosed early in order to allow
intervention before a substantial portion of the supporting bone is lost. The diagnostic
procedures used should include sensitive parameters for detecting the first signs and
symptoms of infection. The most commonly used diagnostic methods may be inaccurate,
as they only assess the pre-existing destruction, not the current disease activity.
Furthermore, there is no current model for predicting the progression of peri-implantitis.
The identification of biomarkers in both the crevicular fluid of the healthy and pathologic
peri-implant pockets can be an important complement to the initial diagnosis and

description of the mechanism of peri-implant diseases.

Objectives: The aim of this review is to verify if the biomarkers present in the
composition of crevicular fluid have clinical utility in the real time identification of active

peri-implantitis, as well as in determining the degree of disease evolution.

Methods and Materials: A bibliographic search was performed using scientific articles
available in the electronic libraries Medline via pubmed and Google Scholar, using the
following keywords: crevicular fluid, peri-implantitis biomarker. Exclusion criteria were
year of publication before 2000, the content with themes not relevant to the review in

question and the impossibility of accessing the article.

Results: Although further studies are needed, the evaluation of pro-inflammatory
cytokines, including IL-1p, TNF-a and MMP-8, in the peri-implant crevicular fluid can

be useful in the diagnosis of peri-implantitis and peri-implant mucositis.

Discussion: There are some promising biomarkers for the early diagnosis and prognosis
of peri-implant diseases, however, there is still no specific biomarker capable of
identifying future insertion loss or susceptibility to peri-implant disease. Current evidence
remains insufficient to indicate whether biomarkers predict the progression of peri-

implant disease.

Key-Words: Crevicular Fluid, Peri-Implantitis Biomarker.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

A utilizagdo clinica de reabilitacdes suportadas por implantes dentarios
osseointegrados, para restabelecer a capacidade de comer, falar e melhorar a componente
estética do sorriso, tem vindo a aumentar significativamente nas ultimas décadas. O
tratamento com recurso a implantes dentarios osseointegrados ¢ um tratamento previsivel
¢ com uma elevada taxa de sucesso (Dursun & To6ziim, 2016). Todavia, ha uma série de
possiveis complicagdes biologicas que podem afetar os implantes osseointegrados, que
sdo atualmente um topico de grande interesse na area da medicina dentdria. Podem ser
distinguidas duas variedades clinicas das doengas peri-implantares, a mucosite peri-
implantar e a peri-implantite. Enquanto a presen¢a de uma lesdo inflamatéria ¢ uma
caracteristica de ambas as condigdes, apenas a ultima forma apresenta perda de osso de
suporte (Schwarz et al., 2018). Embora a taxa de sucesso dos implantes seja elevada, as
falhas de implantes provocadas pelo estabelecimento das doencas peri-implantares
constituem ainda um problema na pratica clinica didria.

\

A combinacdo de parametros clinicos e radiograficos, como hemorragia

o

o~

sondagem, profundidade de sondagem, mobilidade, supuragdo e perda dssea marginal,
atualmente o método mais comumente utilizado para o diagnéstico das doengas peri-
implantares (Dursun & To6ziim, 2016). No entanto, este método de diagndstico pode ndo
ser sensiveis ou especificos o suficiente para diferenciar o inicio, o desenvolvimento ou
a taxa de risco de desenvolver a doencga, taxa de progressdo e avaliagdo da resposta ao
tratamento. Na tentativa de complementar os dados clinicos e radiograficos e aperfeicoar
o diagndstico das doencgas peri-implantares, tém sido propostos métodos de diagnostico
alternativos, priorizando aqueles com caracteristicas ndo invasivas.

A avaliagdo dos niveis de diversos biomarcadores no fluido crevicular peri-
implantar, fluido que se encontra em redor do implante, tem vindo a ser proposta como
método auxiliar para a dete¢do precoce das doengas peri-implantares, principalmente pela
facilidade de obten¢do de amostras de forma nao invasiva (Alassy et al., 2019). Uma vez
que as doengas peri-implantares podem estar latentes nos seus estagios iniciais, a analise
dos biomarcadores no fluido crevicular peri-implantar pode servir como uma ferramenta
para o diagnéstico precoce da doenga, determinagdo da suscetibilidade do paciente,
prognostico dos implantes afetados e para a escolha da abordagem de tratamento ideal

para individuos-alvo (Zani et al., 2016).
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO
1. Doencas Peri-implantares

Os implantes dentarios osseointegrados sdo considerados, desde a década de 1970,
uma opgao terapéutica previsivel para a reabilitagcdo de pacientes desdentados parciais ou
totais, proporcionando uma fungdo e estética satisfatorias a longo prazo (Branemark et
al., 1977). Estes tornaram-se uma opg¢ao terapéutica indispensavel na medicina dentéria,
com utilidade em inimeras situagdes clinicas.

Os principais fatores associados ao sucesso do tratamento com implantes
osseointegrados sdo a estabilidade primaria do implante, isto ¢, a estabilidade que o
implante adquire na sua inser¢do no 0sso, € a inexisténcia de micromovimentos
(Bhandari, 2019). Desta forma, define-se falha de um implante como mobilidade do
implante no sentido vertical com dor e perda 6ssea progressiva que impliquem a remogao
do mesmo (Misch et al., 2008), e pode ser classificada como falha precoce ou falha tardia.
A falha precoce ocorre durante a fase de cicatrizagdo relacionada com a auséncia de
osseointegragao, isto €, de ligacdo funcional e estrutural entre o osso vital e a superficie
de um implante em funcdo (Brinemark et al., 1977). A falha tardia ocorre durante o
periodo de follow-up, resultando de uma deficiente sustentagdo do processo de
osseointegragdo, surgindo assim associada ao estabelecimento das doencas peri-

implantares (Gupta et al., 2015).

1.1. Definicdo e Patogénese das Doencas Peri-implantares

A elevada taxa de sobrevivéncia dos implantes dentarios osseointegrados esta bem
documentada na literatura. Contudo, ¢ cada vez mais claro que mesmo os implantes com
uma boa osseointegragao sao suscetiveis a processos inflamatoérios que podem resultar na
perda do implante (Bhandari, 2019). As lesdes inflamatdrias que se desenvolvem nos
tecidos que rodeiam os implantes sdo denominadas doengas peri-implantares. De acordo
com a classificagdo das doengas e condigdes periodontais e peri-implantares pela
Academia Americana de Periodontologia e pela Federagdo Europeia de Periodontologia,
a doenca peri-implantar abrange trés entidades: mucosite peri-implantar, peri-implantite
e defeitos nos tecidos duros e tecidos moles peri-implantares (Caton et al., 2018). Em

analogia a gengivite e periodontite, que afetam o periodonto dos dentes naturais, a

15



Mapeamento De Biomarcadores Do Fluido Crevicular Peri-Implantar Com Utilidade No Diagnostico De
Peri-Implantite

mucosite peri-implantar e peri-implantite afetam os tecidos moles e duros que rodeiam os
implantes dentarios.

A mucosite peri-implantar consiste num processo inflamatério reversivel dos
tecidos moles peri-implantares induzido pela presenga de microrganismos (Mombelli et
al., 2012). Clinicamente, caracteriza-se por vermelhiddo, edema e hemorragia a
sondagem. A mucosite peri-implantar precede a peri-implantite, apresentando potencial
de evolugdo para perda progressiva de osso de suporte (Schwarz et al., 2018).

A peri-implantite, em contraste com a mucosite, ¢ uma doenga progressiva e
irreversivel dos tecidos que rodeiam o implante, com origem na adesdo de
microrganismos patogénicos formando biofilmes na superficie do implante e tecidos peri-
implantares, sendo caracterizada por reabsor¢do 6ssea, diminui¢do da osseointegragdo,
aumento da profundidade de sondagem, hemorragia e/ou supuracdo (Mombelli et al.,
2012). A peri-implantite pode surgir precocemente apds a coloca¢do do implante e, na
auséncia de tratamento, parece progredir num padrdo nao linear de aceleragdo (Caton et
al., 2018).

Por fim, os defeitos dos tecidos peri-implantares duros incluem defeitos intra-
alveolares, deiscéncias, fenestragdes, defeitos Osseos verticais e defeitos Osseos
horizontais, enquanto que os defeitos dos tecidos peri-implantares moles incluem
deficiéncias de volume e qualidade provenientes de diversas causas (Hdmmerle &
Tarnow, 2018).

O processo de destruicido dos tecidos na peri-implantite compartilha
caracteristicas patologicas semelhantes a periodontite, principalmente no processo
inflamatorio em resposta a presen¢a de biofilme bacteriano na superficie do implante ou
dente (L. J. Heitz-Mayfield & Lang, 2010). Contudo, existem diferencas importantes
relatadas entre as duas condi¢des, destacando-se na peri-implantite uma maior extensao
do infiltrado inflamatdrio e disseminacdo do infiltrado inflamatorio diretamente no osso

(L. J. Heitz-Mayfield & Lang, 2010).

1.2.  Etiologia e Epidemiologia das Doencas Peri-implantares

A transicdo de uma relagdo simbiodtica com o hospedeiro para uma disbiose na
mucosite peri-implantar e peri-implantite resulta numa resposta imune inflamatoria aguda
e libertacdo de produtos de degradacdo tecidual das bactérias, criando um ciclo

patogénico auto-perpetuante (Rosier et al., 2018). As principais bactérias associadas as
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Desenvolvimento

doencas peri-implantares sdo as bactérias periodontopatogénicas anaerdbias gram-
negativo, das quais se destacam Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola. Outros agentes patogénicos nao considerados membros regulares
da microbiota oral, incluindo Staphylococcus, Acinetobacter, Pseudomonas e
Enterobactérias, foram detetados numa frequéncia relativamente elevada em localizagdes
com peri-implantite (Belibasakis & Manoil, 2020). Estes microrganismos tém tempos de
duplicacdo curtos o que permite uma rapida adaptacdo evolutiva a ambientes hostis e
desenvolvimento de estratégias eficazes de sobrevivéncia (Delima & Van Dyke, 2003).

Os mecanismos de defesa numa situagdo peri-implantar saudavel sdo por norma
suficientes para controlar a atividade microbiana, por meio de um epitélio juncional em
normal fun¢do e migracdo de uma concentragdo elevada de células inflamatorias, células
imunitarias e macromoléculas através desse epitélio. Em contrapartida, a destrui¢dao da
integridade estrutural do epitélio juncional, que inclui a rutura dos contactos célula a
célula e o descolamento da superficie do implante, levando a formagao de um bolsa peri-
implantar, desequilibra o funcionamento deste sistema de defesa. O aumento de
profundidade da bolsa peri-implantar e a difusdo apical do biofilme coloca em causa o
normal funcionamento deste sistema. O adelgacamento do epitélio e a sua ulceragdo
aumentam a capacidade de invasdo de microrganismos e dos seus produtos no tecido
conjuntivo mole, agravando o processo inflamatorio (Bosshardt, 2018). A presenca de
bactérias adjacentes ao sulco gengival e o contato intimo entre lipopolissacarideos
bacterianos e as cé¢lulas hospedeiras leva a que mondcitos, leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos e outras células libertem os mediadores que levam a resposta inflamatdria
(Taba et al., 2005). Para além dos osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos, varias células
do sistema imunolédgico, como neutréfilos polimorfonucleares, células B e células T,
também foram implicadas no processo de remodelagao 6ssea. Algumas citocinas como a
interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a tém um papel conhecido na estimulagdo
da perda 6ssea ao redor de dentes e implantes nos processos inflamatdrios. Para além
dessas citocinas, outros mediadores como a prostaglandina E2 (PGE2) e o ligante do
recetor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) também estdo envolvidos na
regulacdo da remodelacdo dssea (Xiao et al., 2015). Dependendo da gravidade da doenga,
pode desenvolver-se um ciclo vicioso no ambiente da bolsa peri-implantar dificil ou
impossivel de ser quebrado sem intervengao terapéutica.

Uma historia prévia de periodontite, habitos tabagicos e higiene oral inadequada,

resultando em acumulagdo de placa bacteriana em torno dos implantes, sdo os principais
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fatores de risco associados a peri-implantite (Saaby et al., 2016). Saaby et al. (2016)
indicaram que a presenca concomitante de uma histdria prévia de periodontite e habitos
tabagicos ndo aumenta a gravidade da peri-implantite, quando comparada com qualquer
um destes dois fatores de risco isoladamente (Saaby et al., 2016). Para além destes fatores
de risco, embora com evidéncia limitada, a diabetes com pouco controlo metabdlico e o
consumo de alcool parecem também estar associados a esta doenga (Turri et al., 2016).
Revisdes sistemdticas e metandlises dos ultimos cinco anos indicam médias de
prevaléncia para mucosite peri-implantar de 42,9% (Derks & Tomasi, 2015) e de 29,48%
(Lee et al., 2017) dos implantes e 46,83% (Lee et al., 2017) dos pacientes. Para a peri-
implantite, os valores médios relatados de prevaléncia ao nivel do implante sdo 21,7%
(Derks & Tomasi, 2015), 9,25% (Lee et al., 2017) e 12,8% (Rakic et al., 2018) e ao nivel
do paciente 19,83% (Lee et al., 2017) e 18,5% (Rakic et al., 2018). Esta discrepancia de
valores baseia-se maioritariamente em diferentes modelos de estudo e tamanhos de

populagdo, assim como em diferentes perfis de risco.

1.3.  Diagnostico das Doencas Peri-implantares

O diagnostico das doengas peri-implantares baseia-se essencialmente em critérios
clinicos, nos quais estdo incluidos a profundidade de sondagem, hemorragia a sondagem,
presenca de supuracdo e mobilidade do implante. A sondagem dos implantes ¢ uma
ferramenta clinica essencial para a monitorizagdo das condi¢des dos tecidos peri-
implantares e ¢ incorporada como parte dos exames orais de rotina, semelhantes aos
efetuados em dentes naturais. O aumento da profundidade de sondagem ¢ indicativo da
progressdo da doenga, podendo, no entanto, a medigdo ser influenciada pela extensdo da
inflamacao, for¢ca de sondagem, localiza¢do do implante na cavidade oral, diferencas de
forma e material da sonda utilizada e altura dos tecidos moles no local do implante
(Dursun & Toziim, 2016; Mombelli et al., 2012). A presen¢a de hemorragia a sondagem
e/ou de supuragdo sugere inflamag¢do dos tecidos moles (Hirooka & Renvert, 2019). A
avaliagdo da mobilidade dos implantes ¢ também um parametro essencial no diagnostico,
sendo a sua presenca um indicador de falta de osseointegragdo. Dado que a
osseointegragdo ¢ mantida apicalmente ao defeito e permanece algum contacto direto
entre o osso e o implante, ¢ possivel ocorrer progressdo da destrui¢do dssea, sem
mobilidade (Mombelli & Lang, 1998). Desta forma, a mobilidade do implante ¢ um

método insensivel na detegdo de estagios iniciais da doenga peri-implantar mas vantajosa
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para diagnosticar o estagio final da doenca, podendo assim ajudar na decisdo de remogao
de um implante (Mombelli et al., 2012).

Em termos clinicos a satide peri-implantar requer a auséncia de sinais clinicos de
inflamagao, de hemorragia e supuracgdo a sondagem suave e auséncia de perda dssea para
além da existente no decurso da remodelacao Ossea inicial. Ao contrario da periodontite,
ndo ¢ possivel definir valores de profundidade de sondagem compativeis com saude e
doenca peri-implantar, avaliando-se apenas a varia¢do dos valores de profundidade de
sondagem, quando comparados com exames anteriores (Hirooka & Renvert, 2019).

A principal caracteristica clinica da mucosite peri-implantar ¢ a presenga de
hemorragia a sondagem suave. Contudo, podem ser também detetados outros sinais
clinicos de inflamagdo, como eritema e edema. Embora o aumento da profundidade de
sondagem seja uma caracteristica da peri-implantite, ¢ também frequentemente observado
na mucosite peri-implantar, derivado do edema dos tecidos ou da diminuicdo da
resisténcia a sondagem (L. J. A. Heitz-Mayfield & Salvi, 2018). J& a peri-implantite
caracteriza-se clinicamente pela presenca de hemorragia ou supura¢do numa sondagem
suave, por um aumento progressivo da profundidade de sondagem e por uma perda dssea
para além da expectavel apos o periodo de remodelacdo dssea inicial. Contudo, na
auséncia de exames anteriores, o diagnostico de peri-implantite baseia-se em
profundidades de sondagem > 6 mm e niveis 6sseos = 3 mm para apical da plataforma
do implante concomitantemente com sinais inflamatorios (Schwarz et al., 2018).

Para além da avaliacdo clinica € necessaria a avaliagdo radiografica das alteragdes
dos niveis 6sseos ao redor dos implantes para a distingao entre estados de satde e doenca.
Radiograficamente, o defeito 6sseo tipico da peri-implantite ¢ semelhante a uma cratera,
envolve todo o implante e ¢ estritamente demarcado (Mombelli et al., 2012).

A combinagdo de parametros radiograficos e clinicos, como os ja referidos acima,
¢ a estratégia mais comumente utilizada no diagnostico das doencas peri-implantares. No
entanto, este método de diagnostico pode ndo ser especifico ou sensivel o suficiente para
distinguir o inicio, o desenvolvimento e o grau de atividade da doenca. Nenhum dos
parametros clinicos habitualmente utilizados para avaliar o estado de satde peri-implantar
foi validado como ferramenta de diagnodstico fidedigna para monitorizar mudangas
precoces nos tecidos peri-implantares. Contudo, a analise do fluido crevicular peri-
implantar ¢ indicada como um método auxiliar de diagnostico essencial para a detegdo de

estagios iniciais destas patologias (Alassy et al., 2019)
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1.4. Tratamento das Doencas Peri-implantares

A instrugdo de habitos de higiene oral adequados, a avaliagdo regular de
profundidades de sondagem nas diversas localiza¢cdes do implante e o desbridamento
mecanico dos implantes, sdo medidas de prevencao essenciais que devem ser instituidas
subsequentemente a colocacao de um implante (Smeets et al., 2014).

Em 2004 foi estabelecido um protocolo de medidas terapéuticas, designado de
Terapia de Suporte Intercetiva Cumulativa (CIST), dependente do diagnostico clinico e
radiografico, como resumido na tabela 1. Este protocolo ¢ de natureza cumulativa,
incluindo quatro estagios sequenciais de procedimentos terapéuticos: desbridamento
mecanico (A), tratamento antisséptico (B), tratamento antibidtico (C) e cirurgia ressectiva
ou regenerativa (D) (Lang et al., 2004).

Para o tratamento da mucosite peri-implantar, os métodos ndo cirurgicos em
associacdo a medicagdo antisséptica local sdo apropriados e suficientes. Estes incluem o
desbridamento mecanico dos implantes com curetas de titdnio ou plastico, ultrassons ou
polimento a ar (Smeets et al., 2014).

O tratamento da peri-implantite pode ser efetuado com recurso a tratamentos
conservadores, ndo cirirgicos e/ou tratamentos cirargicos. Os métodos nao cirargicos, tal
como no tratamento da mucosite peri-implantar, baseiam-se no desbridamento mecanico
dos implantes. Os tratamentos cirurgicos podem ser efetuados através de abordagens
ressectivas ou regenerativas (Smeets et al., 2014). O tratamento peri-implantar ressectivo
visa a elimina¢do do biofilme e a manuten¢do das condigdes peri-implantares ideais,
baseando-se particularmente na limpeza da superficie dos implantes (Smeets et al., 2014).
O tratamento peri-implantar regenerativo, recorrendo a enxertos dsseos, membranas e
fatores de crescimento, visa a criagdo de uma nova inser¢do, sendo esta a técnica de
eleicdo quando se pretende uma redugdo consideravel da profundidade de sondagem e
um ganho 6sseo (Mahato et al., 2016).

Nao existe ainda consenso acerca do melhor protocolo para tratamento das
doencas peri-implantares. Dadas as fisiopatologias idénticas, os protocolos para o
tratamento da periodontite foram incorporados no tratamento da doenca peri-implantar
(Alassy et al., 2019). Contudo, a andlise do nivel de células inflamatodrios, células imunes
e macromoléculas no fluido crevicular peri-implantar ¢ promissora para avaliacdo do

estabelecimento e progressao da patologia peri-implantar.
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2. Biomarcadores do Fluido Crevicular Peri-implantar

2.1. O Fluido Crevicular

O fluido crevicular ¢ um fluido de composi¢do variavel, que se encontra no sulco
gengival, entre o dente e a gengiva marginal. Em locais saudéaveis, admite-se que a
produgdo de fluido crevicular seja um transudato sérico devido a passagem de fluido dos
capilares envolventes para o sulco. Em locais inflamados ou estimulados mecanicamente,
o fluido crevicular ¢ considerado um exsudato inflamatoério que atua como um mecanismo
de protegdo para a eliminagdo de bactérias e transporte de substincias antibacterianas
(Griffiths, 2003). Egelberg (1966) sugeriu que a producdo de fluido crevicular era
derivada de um aumento da permeabilidade dos vasos subjacentes ao epitélio juncional
do sulco, podendo ocorrer devido a inflamacdo, trauma ou estimulacdo mecanica
(Egelberg, 1966). Posteriormente, Alfano (1974) sugeriu que o mecanismo da formagao
do fluido crevicular inclui a formagdo de um gradiente osmoético e a inducdo de
inflamacdo. Sao os subprodutos das bactérias do biofilme que se difundem através do
epitélio crevicular até a membrana basal que geram este gradiente osmotico. A
acumulagdo de macromoléculas na membrana basal leva a um aumento localizado da
concentragdo de soluto e ao estabelecimento de um gradiente osmotico. Por sua vez, esse
gradiente osmotico leva a passagem de dgua através da membrana basal, aumentando a
pressdo hidrostatica intercelular e instigando a exsudacdo do fluido crevicular (Alfano,
1974). J& o modelo proposto por Pashley (1976) sugere que a produgdo de fluido
crevicular advém de um aumento na taxa de transudacao capilar, provocada pela liberagao
de mediadores inflamatorios. Este autor concluiu que os mediadores originam um
aumento da pressao capilar e a libertacdo de proteinas plasmaticas no liquido intersticial
e que a baixa complacéncia do tecido gengival resulta na movimentacdo do fluido
intersticial do tecido conjuntivo para o sulco (Pashley, 1976).

A quantidade e composi¢do do fluido crevicular varia de acordo com o estado de
saude dos tecidos periodontais, sendo menor a quantidade no sulco saudavel e
aumentando progressivamente com o processo de inflamacdo. Os principais fatores
estimulantes do aumento do fluxo de fluido crevicular sdo a inflamagdo gengival,
mastigacdo de alimentos duros, aplica¢do topica de histaminas, enzimas e hormonas
sexuais, ovulacdo, contracetivos, tabagismo e apds cirurgia periodontal (Subbarao et al.,

2019). Um estudo de Goodson (2003) revelou a existéncia clara de um amplo espectro de
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valores do fluxo de fluido crevicular relacionados com a doenca. Em sulcos rasos, em

individuos saudaveis, mediram-se taxas de fluxo de fluido crevicular de 3 a 8 ml/h, em

individuos com doenga periodontal moderada, de aproximadamente 20 ml/h e em

individuos com doenca periodontal avangada valores até 137 ml/h (Goodson, 2003).

O fluido crevicular é composto por elementos celulares, compostos organicos,

compostos inorganicos, enzimas e produtos bacterianos, como esquematizado na tabela

1 (Khurshid et al., 2017).

Tabela 1: Composic¢ao do fluido crevicular (Adaptado de Khurshid et al., 2017).

Elementos Compostos Compostos Enzimas Produtos
Celulares Orginicos Inorginicos enddégenas Bacterianos
Leucocitos Proteinas 70 g/l Sodio Fosfatase acida Endotoxinas
polimorfonucleares | Albuminas 35 g/l Potassio Fosfatase alcalina Enzimas do tipo
Linfocitos Gama globulinas Calcio Catepsinas tripsina
Monbcitos 7,5 g/l Magnésio Elastase Fosfatase acida
Células epiteliais Imunoglobulinas Fosfato Colagenase Fosfatase
Beta-glucuronidase alcalina
Lactato desidrogenase Substancias

Lactoferrina
Lisozima
Activador de plasminogénio
Mieloperoxidases
Aspartato aminotransferase
Arilsulfatase

Gelatinases

semelhantes a

prostaglandinas

Os neutrofilos (leucdcitos polimorfonucleares) constituem entre 91 a 97% das

células do sistema imunologico e prevalecem quantitativamente entre todos os leucocitos

no fluido crevicular. Os restantes 2 e 3% s@o mondcitos, macréfagos, linfocitos T, e

linfocitos B, como esquematizado na tabela 2 (Rahnama et al., 2014).
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Tabela 2: Conteudo de células do sistema imunolégico no fluido crevicular (Adaptado de Rahnama et al.,
2014).

Tipo Celular Fluido Crevicular
Neutroéfilos 91-97%
Mondcitos / Macrofagos 2-3%
Linfocitos 1-6%
Linfécitos T 29%
Linfécitos B 71%

Ao fluido crevicular presente no sulco peri-implantar da-se o nome de fluido
crevicular peri-implantar. O mecanismo de produgdo e o fluxo do fluido crevicular peri-
implantar ndo diferem substancialmente dos observados nos sulcos e bolsas de dentes
naturais, podendo, no entanto, ser observadas algumas discrepancias volumétricas e na
composi¢ao, dada a existéncia de dissimilaridades estruturais e vasculares entre a mucosa

peri-implantar e a mucosa gengival (Attar et al., 2018).

2.2. Biomarcadores do fluido crevicular

O National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group definiu
um biomarcador como sendo “uma caracteristica que ¢ objetivamente medida e avaliada
como um indicador de processos normais bioldgicos, processos patogénicos ou respostas
farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica” (Atkinson et al., 2001). Assim, o
biomarcador serve como indicador objetivo de um estado bioldgico observado de fora do
paciente que pode ser medido com precisdo e reprodutibilidade. Em termos praticos, o
biomarcador consiste numa ferramenta que pode auxiliar na compreensdo da causa,
diagnéstico, progressao, regressao ou resultado do tratamento de uma doencga (Papagerkis
et al., 2019). Compreender a relagdo entre processos bioldgicos mensuraveis e os
resultados clinicos ¢ essencial para a especificidade dos tratamentos para todas as
doencgas, mas também para aprofundar a compreensdo da fisiologia normal e saudavel.

Existem trés parametros principais para a validagdo de um biomarcador, sendo
estes a validade analitica, validade clinica e utilidade clinica. A validade analitica consiste
na capacidade do biomarcador medir o pressuposto e as medidas utilizadas sdo o limite

de detegdo, precisdo, especificidade analitica, linearidade do teste, confiabilidade,
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repetibilidade dos resultados e robustez do teste. A validade clinica surge associada a
utilidade clinica e ¢ expressa em termos da precisdo do biomarcador, isto €, o grau em
que ¢ capaz de identificar pacientes com patologias alvo e ¢ aferida através de estudos
clinicos e epidemioldgicos. A utilidade clinica baseia-se na utilidade do biomarcador para
melhorar ou manter o nivel de satde do paciente, isto ¢, na capacidade de providenciar
uma utilizagdo mais eficiente dos recursos de assisténcia médica, sem comprometer o
resultado do paciente (Bossuyt, 2010).

Os biomarcadores podem ser medidos em secrecdes como a saliva e o fluido
crevicular. Os biomarcadores do fluido crevicular tém evidéncia moderada no diagnostico
de periodontite e os biomarcadores do fluido crevicular peri-implantar também
apresentam resultados promissores em relacdo ao seu valor diagnostico e prognostico,
vindo a demonstrar-se promissores na diferencia¢dao da condi¢do de doenca e saude peri-
implantar. Consequentemente, os biomarcadores podem providenciar aos
periodontologistas informagdes essenciais para melhorar os métodos de diagnostico das
doencas periodontais e peri-implantares e adequar os tratamentos, sendo a sua analise
vantajosa pela facilidade de obten¢do de amostras de forma ndo invasiva (Faot et al.,
2015).

Uma vez que o fluido crevicular se acumula na margem gengival, contém nao s6
biomarcadores derivados dos tecidos e soro do hospedeiro, mas também da placa
bacteriana subgengival. Os biomarcadores conhecidos do fluido crevicular podem ser
divididos em trés categorias distintas: enzimas derivadas do hospedeiro, mediadores
inflamatorios e modificadores da resposta do hospedeiro e produtos de degradacdo

tecidular, como esquematizado na tabela 3 (AlRowis et al., 2014).
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Tabela 3 : Classificagdo dos biomarcadores do fluido crevicular (Adaptado de AlRowis et al., 2014).

Enzimas derivadas do

Mediadores inflamatorios e
modificadores da resposta do

Produtos de degradacao

Fosfatase Acida
B-Glucuronidase
Elastase e seus inibidores
Catepsinas
Enzimas do tipo tripsina
Enzimas hidroliticas de
imunoglobulinas
Dipeptidil peptidases
Peptidases neutras ndo especificas
MMPs e seus inibidores

- Colagenases

- Gelatinases
Estromelisinas
Mieloperoxidases
Lactato desidrogenase
Arilsulfatase

B-N-acetil-hexosaminidase

tecidual

Fator de ativagdo de plaquetas
Substéancia P

Inibidor do ativador de
plasminogénio-2
Calgranulina A

Neopterina

Peptideo vasoativo intestinal
Neurocinina A

CD14

Cistatinas

TNF-0, interferon-o.
Proteina quimioatraente de
monocitos-1

Anticorpos antibacterianos
RANTES

Leucotrieno B4

Proteinas de fase aguda

Citocinas

hospedeiro hospedeiro tecidular
Aspartato aminotransferases Prostaglandina E2 Glicosaminoglicanos
Fosfatase Alcalina Ativador do plasminogénio Hidroxiprolina

Fragmentos de fibronectina
Proteinas do tecido conjuntivo
€ 0S50:

- Osteonectina

- Osteocalcina

- Osteopontina

- Peptideos de colagénio

tipo |

Laminina
Calprotectina
Peptideos da cadeia 3 da
hemoglobina
Piridinolina

Fatores de crescimento

Embora a etiologia das doengas periodontais e peri-implantares seja a acumulagao

de microrganismos, o desenvolvimento e a progressdao da doenga sdo influenciados pela
resposta do hospedeiro, que ¢ modulada por fatores ambientais e comportamentais
(Leppilahti et al., 2011). A progressio da doenca envolve um conjunto de vias
moleculares interatuantes com destaque para os mediadores pré-inflamatorios como
citocinas, fatores de crescimento e metalopeptidases da matriz (MMPs), e os respetivos
inibidores e reguladores (Dursun & Toziim, 2016).

Foram avaliadas combinagdes de diversos biomarcadores do fluido crevicular
com potencial para distingdo do estado de doenga e foi demonstrado um potencial
significativo para o desenvolvimento de um modelo do status da doenga periodontal nos
fluidos orais. Num estudo em 145 implantes de 52 pacientes, Zani et al., (2016)
procuraram examinar o potencial de modelos multi-biomarcadores serem usados para

discriminar implantes com peri-implantite de implantes saudaveis. As classes de
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biomarcadores incluidas no estudo foram citocinas pro-inflamatérias, citocinas anti-
inflamatorias, quimiocinas, fatores de crescimento e moduladores de células T (Tabela
4).

Tabela 4 : Biomarcadores incluidos no estudo de Zani et al., (2016).

Classes Biomarcadores

Interleucina-1 beta (IL-1 ), Interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose

Citocinas pro-inflamatorias
tumoral alfa (TNF- o)

Antagonista do recetor de interleucina-1 (IL-1ra), Interleucina-10 (IL-10)

e Interleucina-13 (IL-13)

Citocinas anti-inflamatorias

Quimioci Macrofago derivado da quimiocina (MDC), eotaxina e proteina
uimiocinas
quimioatraente de mondcitos-3 (MCP-3)

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de
] fibroblastos-2 (FGF-2), fator de crescimento derivado de plaquetas na
Fatores de crescimento ) ] ) ]
isoforma BB (PDGF-BB), fator estimulador de colonias de granulocitos e

macrofagos (GM-CSF) e ligante tirosina quinase 3 do tipo FMS (FIt-3L)

Ligando CD40 humano soluvel (sCD-40L), Interleucina-17 (IL-17),
Moduladores de células T Interleucina-12p40 (IL-12p40), Interleucina-12p70 (IL-12p70),
Interleucina-2 (IL-2) e Interleucina-15 (IL-15).

Ao selecionar diferentes classes de biomarcadores, os investigadores procuraram
melhorar as propriedades de diagndstico dos modelos de multi-biomarcadores. Quase a
totalidade das amostras apresentaram niveis detetaveis de todos os biomarcadores, sendo
que dos vinte biomarcadores estudados, foram encontradas diferencas significativas entre
localizagdes com satde peri-implantar e localizagdes com peri-implantite, nos niveis de
GM-CSF, MDC, IL-12p70, IL-13, PDGF- BB, IL-15, sCD40L, IL-17, IL-1, IL- 2, IL-6
e TNF-a, constituindo um total de doze biomarcadores. Os resultados obtidos revelam
que mesmo os perfis de biomarcadores obtidos de localizagcdes com saude peri-implantar
de implantes ndo controlados sdo capazes de discriminar saude peri-implantar de peri-
implantite, embora sejam necessarios estudos longitudinais com amostras maiores para
confirmar os resultados obtidos. Foi ainda evidente que a associacdo de seis
biomarcadores (FIt-3L, GM-CSF, IL-10, sCD40L, IL-17 e TNF-a) elevou
significativamente a qualidade de diagnostico do modelo, quando comparado com o
estudo de biomarcadores isolados, sugerindo que uma abordagem através de conjuntos
de biomarcadores pode ser benéfica para o diagndstico das doengas peri-implantares

(Zani et al., 2016).
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A maioria das investiga¢des acerca da analise do nivel de biomarcadores no fluido
crevicular peri-implantar com utilidade no diagnostico de peri-implantite focam-se no
estudo da aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, catepsina K, metalopeptidases
da matriz, citocinas anti-inflamatorias, citocinas pro-inflamatdrias, prostaglandina E2,
complexo RANK/RANKL/OPG, osteocalcina, osteopontina e osteonectina. Os
biomarcadores referidos anteriormente serdo abordados com maior detalhe na

continuidade da revisdo narrativa.

2.2.1. Enzimas derivadas do Hospedeiro

2.2.1.1.Aspartato Aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST) é uma enzima citoplasmatica normalmente
confinada a célula, encontrando-se em maior concentragdo nas células epiteliais,
fibroblastos e células polimorfonucleares (Paknejad et al., 2006). A sua libertacdo no
meio extracelular tem vindo a ser associada ao metabolismo dsseo e a danos e morte
celular, tornando-a um marcador inespecifico da morte celular, sendo comumente
utilizada no diagnoéstico de distirbios que causam destrui¢do de tecidos, como hepatite e
enfarte do miocérdio (Paknejad et al.,2006). Uma vez que o metabolismo dsseo e a morte
celular sio componentes integrais e essenciais da destrui¢ao dos tecidos peri-implantares,
os niveis desta enzima no fluido crevicular estdo associados a atividade das doencas peri-
implantares e correlacionados com parametros clinicos como profundidade de sondagem,
hemorragia a sondagem e perda clinica de inser¢do (Oringer et al., 2001). A elevada
atividade desta enzima surge associada a presenca de agentes periodontopatogénicos,
incluindo  Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans e
Prevotella intermedia (Oringer et al., 2001).

Diversos estudos demonstram que a analise dos niveis de AST no fluido crevicular
e fluido crevicular peri-implantar ¢ til para o diagndstico de condi¢des patoldgicas ao
nivel dos tecidos periodontais e peri-implantares, sendo que os niveis de AST aumentam
significativamente em localizagcdes com peri-implantite, quando comparadas com
localizagdes peri-implantares saudaveis (Oringer et al., 2001; Paknejad et al., 2000).
Contudo, Oringer et al. (2001) indicaram que o controlo do estabelecimento e progressao
das doengas periodontais pode ser inviabilizado por resultados falso-positivos e falso-
negativos, e que niveis elevados de AST sdo comummente detetados em tecidos sem
sinais clinicos de progressao da doenca (Oringer et al., 2001). Porém, Paolantonio et al.,
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(2000) demostraram que os niveis de AST sdo indicativos de diferentes condi¢des peri-
implantares, de acordo com critérios clinicos e radiograficos bem definidos. Neste estudo
a atividade média de AST foi significativamente diferente entre implantes saudéaveis 0,26
+ 0,16 U/ml e implantes com peri-implantite 0,62 + 0,29 U/ml e também entre implantes
com mucosite peri-implantar 0,38 + 0,27 U/ml e com peri-implantite. Estes resultados
parecem demonstrar, dentro das limitagcdes do estudo transversal, que a mucosite peri-
implantar e a peri-implantite diferem em relagao a atividade de AST do fluido crevicular
peri-implantar, podendo este fendémeno ser explicado pelo facto de os dois processos
patologicos diferirem na quantidade de tecido envolvido e, portanto, na magnitude da
destrui¢do do tecido e consequente morte e danos celulares. O aparecimento de AST nao
estd associado a danos no tecido causados pela sondagem, mas os implantes que
sangraram durante a sondagem libertam maiores quantidades de AST, o que pode ser
devido a facilidade com que os tecidos peri-implantes inflamados sdao penetrados pela
ponta da sonda (Sanchez-Pérez et al., 2012). Neste estudo de Sanchez-Pérez et al., (2012)
foi detetada uma relagdo significativa entre o nivel de AST e o indice gengival em
implantes com mucosite peri-implantar e PS<3 mm (Sanchez-Pérez et al., 2012).
Existem atualmente disponiveis dois testes para avaliagdo do nivel de AST no
fluido crevicular, o Periogard e o Pocket Watch. O teste com o Periogard ¢ um processo
relativamente complexo que envolve varias etapas e que € projetado para ser positivo em
valores de atividade de AST > 800 puIU e negativo em valores <800 pIU. Contudo, o teste
¢ incapaz de discriminar localizagdes com e sem perda de inser¢do (Mani et al., 2016).
Por outro lado, o Pocket Watch é um teste de diagnéstico disponivel em consultorio que
fornece ndo apenas um indice de morte celular, mas também a extensao de destrui¢ao das

bolsas periodontais (Mani et al., 2016).

2.2.1.2. Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) ¢ uma glicoproteina que surge geralmente ancorada a
superficie externa da membrana plasmatica e que catalisa desfosforilagdo em ambiente
alcalino, libertando fosfato inorganico. E um membro da classe de enzimas conhecidas
como fosfomonoesterases e ¢ inespecifica, sendo capaz de atuar numa ampla variedade
de substratos (Daltaban et al., 2006). A fosfatase alcalina esta presente em leucocitos
polimorfonucleares durante o processo de inflamagdo, osteoblastos no processo de

formagdo Ossea e fibroblastos do ligamento periodontal no processo de regeneragdo
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periodontal. Pode também ser produzida pelas bactérias presentes no sulco ou bolsa
periodontais. Desta forma, apresenta uma acao dupla, participando tanto no processo de
inflamacao periodontal como na regeneracao dos tecidos. (Malhotra et al., 2010).

A ALP ¢ considerada um marcador da atividade osteoblastica, uma vez que ¢
essencial para o processo de deposi¢do 6ssea, ao hidrolisar o pirofosfato inorganico, um
potente inibidor da formacao e dissolu¢do de cristais de hidroxiapatite, e ¢ produzida em
quantidades elevadas durante a fase de formacao do ciclo dsseo (AlRowis et al., 2014;
Daltaban et al., 2006). Fathima e Harish (2019) encontraram uma correlagdo positiva
entre a atividade da ALP no fluido crevicular e os valores do indice de placa, indice
gengival e o indice periodontal comunitério (Fathima & Harish, 2019).

Da mesma forma, diversos estudos detetam uma diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de ALP entre localizagdes peri-implantares saudaveis e
patologicas, com quantidades totais elevadas de ALP associadas a implantes com peri-
implantite (Malik et al., 2015; Natarajan et al., 2017; Paknejad et al., 2006). Dado que a
principal fonte de ALP no fluido crevicular sdo os leucocitos polimorfonucleares, o
aumento da migracdo dos mesmos para o local da inflamagdo, pode ser atribuido ao
aumento do nivel desta enzima, assim como as bactérias gram-negativo, osteoblastos e
fibroblastos (Malik et al., 2015). A maioria dos estudos detetam ainda niveis mais
elevados de ALP no fluido crevicular peri-implantar em pacientes com valores mais
elevados de indice de placa modificado, indice gengival modificado e hemorragia a
sondagem, embora sem uma correlagdo significativa (Malik et al., 2015; Paknejad et al.,
2006), com uma excec¢dao. Num estudo que envolveu 42 pacientes, foi encontrada uma
correlacdo significativa entre os niveis de ALP e o indice de placa (Natarajan et al., 2017).
A terap€utica mecanica, associada a terapéutica farmacoldgica com clorexidina, mostrou
uma reducado consideravel da quantidade total de ALP no fluido crevicular peri-implantar
(Malik et al., 2015; Paolantonio et al., 2000). A associagdo de todos os fatores
anteriormente descritos sugere que a analise da atividade da ALP no fluido crevicular
peri-implantar pode contribuir para monitorizar as doengas peri-implantares, uma vez que
as modificacdes enzimaticas ao nivel do fluido crevicular antecedem as modificacdes

clinicamente evidentes associadas a destrui¢ao do tecido (Malhotra et al., 2010).
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2.2.1.3 Catepsina K

As catepsinas s3o uma classe de peptidases de cisteina responsaveis pelo processo
de degradagdo de vérias proteinas. Estas enzimas desempenham fun¢des fulcrais em
processos fisioldgicos, como a angiogénese, isto &, processo de formacao de novos vasos
sanguineos, cicatrizacdo de feridas, apoptose, ativacdo enzimadtica, processamento
hormonal, remodela¢do e reabsorcdo Ossea. A libertacdo de catepsinas na sua forma
inativa e a preseng¢a de iniciadores endogenos participam na manuten¢do do equilibrio
fisioldgico. A desregulacdo destes dois componentes tem vindo a ser associada a diversas
doengas sistémicas, incluindo aterosclerose, osteoporose, artrite, distirbios neurolégicos
e cancro, mas também ao metabolismo 6sseo (Benarji et al., 2019).

A catepsina K ¢ uma endopeptidase de cisteina lisossomica, que a pH 4cido
desempenha um papel principal na reabsorcio e remodelagio 6ssea. E expressa
predominantemente nos osteoclastos, mas ¢ também encontrada em células
mononucleares, macréfagos, células do musculo liso da aorta e células epiteliais da tirdide
e pulmao (Yi et al., 2017). No processo de degradacio do osso, os osteoclastos libertam
acido, que leva a dissolugdo da hidroxiapatite, e cria o ambiente adequado para a
degradagdo de proteinas da matriz dssea, incluindo colagénio tipo I e osteonectina, pela
catepsina K. A sobrexpressdo da catepsina K pode provocar o aumento da taxa de
reabsorcdo Ossea, provocando uma diminuicdo da massa dssea. Através da sua acdo, a
catepsina K pode degradar ossos e cartilagens, tornando-a um possivel biomarcador de
interesse para a monitorizagdo da atividade osteoclastica (Yi et al., 2017).

Strbac et al. (2006) determinaram, num estudo piloto, a concentragao de catepsina
K secretada para o fluido crevicular peri-implantar e descobriram que os niveis desta
enzima eram significativamente maiores em pacientes com peri-implantite (22,4
pmol/amostra), quando comparados com pacientes com implantes saudaveis (10,1
pmol/amostra). Em adicdo, os niveis absolutos de catepsina K no fluido crevicular de
todos os implantes analisados apresentaram correla¢do positiva com a profundidade de
sondagem, indice de placa modificado e indice gengival modificado. Contudo, a andlise
dos dados obtidos revelou que se o nivel de catepsina K fosse normalizado com a
quantidade de fluido crevicular peri-implantar, mostraria uma correlagdo ligeiramente
negativa com a gravidade da inflamacao ao redor do implante. Esta correlagdo negativa
pode estar associada a ligacdo de catepsina K ativa aos substratos sélidos da matriz

extracelular. Ainda assim, quando normalizados a proteina eluida, os niveis de catepsina
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K ndo aumentaram, indicando que a avaliacdo da catepsina K com uma combinagdo do
método de amostragem intra-crevicular e do imunoensaio nao responde aos requisitos de
um marcador de dete¢@o para a peri-implantite, uma vez que um biomarcador ideal requer
um aumento proporcional ao volume de fluido crevicular (Strbac et al., 2006).

Posteriormente, Yamalik et al., (2012) demonstraram que a atividade de catepsina
K esta positivamente correlacionada com o volume de fluido crevicular peri-implantar
em localiza¢des com sinais clinicos de perda dssea, indicando desta forma, que pode ser
um biomarcador usado para prever ou avaliar a perda 6ssea alveolar peri-implantar. Os
niveis médios de atividade total de catepsina K dos subgrupos com satude peri-implantar,
mucosite peri-implantar e peri-implantite foram 3,637, 6,114 e 16,290 unidades,
respetivamente, sendo que a diferenga entre os trés subgrupos em relacio ao nivel médio
de atividade total de catepsina K foi significativa. Segundo os autores, a inflamagao por
si s6 ndo induz um aumento acentuado no nivel total de atividade da catepsina K, contudo
a perda dssea alveolar induz um aumento mais significativo. Os resultados do presente
estudo realgam a importdncia da andlise da catepsina K como uma ferramenta de
diagnostico, uma vez que as alteracdes enzimaticas a nivel do fluido crevicular
periodontal e peri-implantar, relacionadas com a perda dssea alveolar, precedem as
alteracdes clinicas e radiograficas (Yamalik et al., 2012). Estes resultados sdo
concordantes com os obtidos num estudo transversal de Rakic et al., (2014) onde foram
detetados valores significativamente superiores de catepsina K em localiza¢cdes com peri-
implantite, quando comparados com localizagdes com saude peri-implantar, mas nao
foram encontradas diferengas significativas entre os niveis em localizagdes com peri-
implantite e mucosite peri-implantar (Rakic et al., 2014).

Atualmente ndo € possivel prever com precisdo a quantidade de perda 6ssea que
ocorre durante o processo destrutivo da peri-implantite. Assim, o desenvolvimento e
implementagdo de uma ferramenta de diagnostico simples e confidvel com base na analise
da catepsina K, na pratica clinica, pode ser essencial para a dete¢do precoce de possiveis

alteragcdes nos tecidos peri-implantes.

2.2.1.4 Metalopeptidases da Matriz

As metalopeptidases da matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco e célcio, secretadas por diversos tipos celulares incluindo

neutrdfilos, fibroblastos, mondcitos, macréfagos, células endoteliais do epitélio sulcular
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gengival e células plasmaticas (Sorsa et al., 2004). Estao envolvidas em processos
fisiologicos, como o desenvolvimento, remodelagdo e cicatrizagao de tecidos, regulagdo
da comunicacao celular e em funcdes imunoldgicas, ao processarem citocinas, recetores
de superficie celular, hormonas, moléculas de adesdo celular, defensinas e fatores de
crescimento, mas também em processos patologicos como o cancro, artrite € diabetes
(Gupta et al., 2018). O papel das MMPs na patogénese das doencas peri-implantares,
foca-se na sua capacidade de degradar quase a totalidade dos componentes da matriz
extracelular e da membrana basal (Sorsa et al., 2004). A atividade das MMPs € regulada
por um grupo de proteinas enddogenas denominadas inibidores teciduais das
metalopeptidases da matriz (TIMPs), capazes de inibir quase todos os membros da familia

MMP de forma nao especifica (Sorsa et al., 2006).

Tabela 5 : Classes de metalopeptidases da matriz (Adaptado de Laronha et al., 2020).

Classe MMPs
Colagenases MMP1, MMPS8, MMP13
Gelatinases MMP2, MMP9
Estromelisinas MMP3, MMP10, MMP11
Matrilisinas MMP7, MMP26
Metalopeptidases de membrana MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24, MMP25
. MMP12, MMP19, MMP20, MMP21, MMP23, MMP27,
Outras metalopeptidases MMP28

As MMPs sdo uma familia de 23 enzimas estruturalmente relacionadas, mas
geneticamente distintas, que podem ser subdivididas em seis grupos de acordo com o seu
substrato  preferencial: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas,
metalopeptidases de membrana e outras MMPs, como esquematizado na tabela 6
(Laronha et al., 2020). As colagenases e as gelatinases sdo as principais classes de MMPs
associadas a destrui¢do dos tecidos peri-implantares, com destaque na MMP1, MMPS,
MMP9 e MMP13. A subclasse das colagenases tem um papel particularmente relevante
pela sua capacidade de clivar a tripla hélice do colagénio fibrilar tipo I, IL, III e IV, no
dominio helicoidal assim como outras proteinas na matriz extracelular (Laronha et al.,

2020; Sorsa et al., 2004).
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A MMPS ¢ libertada dos neutrdfilos por desgranulacdo seletiva estimulada por
bactérias periodontopatogénicas e mediadores pro-inflamatorios derivados do
hospedeiro, e ¢ considerada a principal colagenase presente no fluido crevicular peri-
implantar (Sorsa et al., 2006). Arakawa et al., (2012) demonstraram que os niveis de
MMP8 sdo significativamente superiores aos niveis de MMP1 e MMP13 no fluido
crevicular peri-implantar e constataram que a MMPS8 ¢ a principal colagenase presente
nas localiza¢des com peri-implantite (Arakawa et al., 2012). Para além de ser a mais
abundante, os niveis de MMP8 aumentam significativamente em localiza¢des com peri-
implantite, quando comparados com localiza¢des de implantes saudaveis (Arakawa et al.,
2012; Ramseier et al., 2016; Song et al., 2019). Um estudo recente de Song et al., (2019)
detetou niveis de MMPS8 no fluido crevicular dos grupos com implantes sauddveis e
implantes com peri-implantite de 0,12 + 0,03 mg/l e 3,85 + 0,45 mg/l, respetivamente
(Song et al., 2019). A MMPS8 tem uma associag@o positiva com os indicadores clinicos
de peri-implantite, incluindo a hemorragia a sondagem, indice de placa, indice gengival
e profundidade de sondagem (Ramseier et al., 2016; Song et al., 2019). Diversos estudos
demonstram ainda que os niveis de MMPS8 podem ser mantidos baixos em pacientes
submetidos a terapia de suporte peri-implantar bem sucedida (Thierbach et al., 2016;
Ziebolz et al., 2017). Desta forma, niveis elevados de MMPS8 no fluido crevicular estao
significativamente associados ao processo de inflamagdo peri-implantar e a perda dssea,
sendo que niveis de MMPS8 inferiores a 20 ng/ml sdo indicativos de um status peri-
implantar saudédvel e/ou tratado com sucesso e niveis de MMP8 superiores a 20 ng/ml sdo
indicativos de condigdes patologicas (Alassiri et al., 2018).

As fortes evidéncias da associagdo de niveis elevados de MMPS8 no fluido
crevicular, saliva e tecidos afetados em pacientes com patologias periodontais e peri-
implantares, resultaram no desenvolvimento de um dispositivo imunolégico point-of-care
para quantificagdo dos niveis de MMP8 em fluidos orais. O dispositivo ImplantSafe
apresenta grande interesse para a diferenciagdo entre localizacdes peri-implantares ativas
e inativas de forma simples, econdmica e rdpida, com elevada sensibilidade e
especificidade (Alassiri et al., 2018). Os testes t€ém demonstrado ser uteis no rastreio de
peri-implantite em pacientes e, mais concretamente, localizagGes suscetiveis, diferenciar
localiza¢Ges com peri-implantite ativa, prever a progressao futura da doenca e monitorizar
a resposta ao tratamento (Sorsa et al., 2017). Ao possuir a capacidade de detetar peri-
implantite subclinica, ou seja, antes do aparecimento de sinais clinicos e radiogréficos,

pode ser essencial para a prevencdo de danos irreversiveis nos implantes osseointegrados
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(Sorsa et al., 2017). Todavia, sdo necessdrios futuros estudos prospetivos para garantir a

validade deste teste desenvolvido para a periodontite na avaliacdo da peri-implantite.

2.2.2. Mediadores inflamatérios e modificadores da resposta do hospedeiro

2.2.2.1. Citocinas

As citocinas constituem um grupo de proteinas soluveis de baixo peso molecular,
mediadores inespecificos da reagdo inflamatdria, responsaveis pelos sinais intercelulares
necessarios para a resposta celular a diferentes estimulos exdgenos, tanto em condigdes
fisioldgicas como em condigdes patologicas. As citocinas classificam-se em quimiocinas,
interferdes, interleucinas (IL), fatores de crescimento tumoral (TNF), fatores de
crescimento transformador (TGF) e fatores estimuladores de colonia (CSF) e sdo
produzidas por macréofagos, linfocitos, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e
células estromais (Kaur et al., 2017). Através da regulacao do crescimento, mobilidade e
diferenciagdo de leucocitos e outras células sdo capazes de modular o processo de
inflamacao e as reagdes imunes, podendo induzir ou suprimir a formagao de osteoclastos
(Kaur et al., 2017). Desta forma, as citocinas podem ser classificadas em pro-
inflamatorias e anti-inflamatdrias, assumindo um papel importante na fisiopatologia de
inimeras doengas incluindo as doengas periodontais e peri-implantares (Alassy et al.,
2019). O desequilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias pode impedir
a resolugdo do processo inflamatorio e resultar na perpetuagdo da doenga e destrui¢do dos
tecidos. As principais citocinas alvo de estudos, quanto ao seu potencial como
biomarcadores de periodontite e peri-implantite, sdo a IL-1f, IL-10 e TNF-a (Alassy et
al., 2019). Porém, apesar de todas as deligéncias para quantificar as vérias citocinas do
fluido crevicular peri-implantar, a eficacia destes pardmetros para prever ou contribuir

para o diagnostico de peri-implantite ainda ¢ inconclusiva.

2.2.2.1.1. Citocinas Pré-Inflamatorias

Uma citocina pro-inflamatéria pode ser descrita como uma citocina que é
produzida durante uma resposta inflamatdéria e que esta associada ao inicio e/ou
progressdo da inflamacdo. As citocinas pro-inflamatérias promovem a atividade
osteocldstica, podendo resultar na perda de dentes naturais ou de implantes dentérios

(Alassy et al., 2019). Assim, a quantificacdo de citocinas pro-inflamatdrias pode ser uma
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ferramenta fundamental para a dete¢do de lesdes inflamatdrias em estdgio inicial, que
podem ser ainda clinicamente latentes. A maioria das investigacdes, incluindo revisdes
sistematicas e meta-analises, concentraram-se no estudo da Interleucina-13 (IL-1pB),
Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), pois sdo estas as
principais citocinas envolvidas no processo de formagdo de osteoclastos e,
consequentemente, no processo de remodelacdo e reabsor¢do oOssea. O aumento
significativo do nivel destas trés citocinas no fluido crevicular peri-implantar surge
associado a localizagdes com peri-implantite, quando comparadas com localizagdes em
implantes saudéveis (Alassy et al., 2019). Algumas evidéncias sugerem que a IL-1f atua
sinergicamente com o TNF-a para iniciar e propagar a inflamacao. A IL-1B compartilha
com o TNF-a, a capacidade de regular positivamente o RANKL, bem como outros fatores
indutores de osteoclastos, e existem evidéncias em modelos animais de que a IL-1P ¢
essencial para o efeito osteoclastogénico do TNF-a (Schett, 2011).

A IL-1PB pertence a familia IL-1 juntamente com véarios outros membros. Esta
familia foi uma das primeiras a ser descrita e ¢ profusamente estudada. A IL-1p ¢ uma
citocina pré-inflamatoria produzida primariamente por células da linhagem monocitica,
incluindo mondcitos, células dendriticas e macrofagos, que inicia e amplifica uma vasta
diversidade de efeitos associados a imunidade inata e respostas do hospedeiro a invasao
microbiana e lesdo tecidual (Eder, 2009). Além do seu papel benéfico na mediagdo das
respostas do hospedeiro a invasdo microbiana, a IL-1f também pode ter efeitos
prejudiciais, ao facilitar a invasdo tumoral e promover dano tecidual na patogénese de
doengas inflamatorias cronicas. A IL-1p tem como fungdes regular a degradagdo dos
componentes da matriz extracelular do sistema plasminogénico e a atividade das
colagenases (Casado et al., 2013).

A generalidade das evidéncias atuais relata niveis aumentados de IL-1  no fluido
crevicular peri-implantar de implantes com peri implantite, quando comparados com
implantes saudaveis, sendo ainda detetada uma diminui¢do da degradagdo e progressao
da inflamagdo dos tecidos periodontais e peri-implantares, quando se inibe a IL-1B
(Delima & Van Dyke, 2003; Fonseca et al., 2014; Ketabi et al., 2017; Teixeira et al.,
2017). A partir de um modelo experimental de gengivite, demonstrou-se que os niveis de
IL-1P no fluido crevicular aumentam rapidamente com a acumulagdo de placa bacteriana
e com a consequente progressdo da inflamacdo gengival (Kinane et al., 1992).
Posteriormente, um estudo em fluido crevicular peri-implantar, também revelou um

aumento significativo do nivel de IL-1f apds trés semanas de suspensdo das medidas de
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higiene oral, revertendo para niveis pré-experimentais sessenta e nove dias apos o
restabelecimento das mesmas medidas (Schierano et al., 2008), corroborando o potencial
desta citocina como marcador precoce de alteracdes na inflamagao gengival.

Os niveis de IL-1p sdo também mais elevados no caso de implantes com peri-
implantite, incluindo localiza¢gdes com perda dssea peri-implantar (Fonseca et al., 2014;
Teixeira et al., 2017), contudo, ndo foram detetadas diferencas significativas entre os
niveis de IL-1B na mucosite peri-implantar e peri-implantite, sugerindo que, uma vez
estabelecido e iniciado o processo inflamatorio, ndo existe disparidade entre estigios
iniciais e avangados das doencas peri-implantares (Faot et al., 2015).

O TNF-a ¢ uma citocina pleiotrdpica, isto €, capaz de atuar em diversos tipos
celulares, produzida principalmente por macréfagos e mondcitos. Esta citocina esta
envolvida no processo de defesa, inflamacao e apoptose do hospedeiro e desempenha uma
dupla a¢do na regulagdo das respostas imunes, atuando tanto como mediador pro-
inflamatorio, ao iniciar uma resposta inflamatéria, como como mediador
imunossupressor, ao inibir o desenvolvimento de doengas autoimunes e limitar a extensao
e a duragdo dos processos inflamatérios (Faot et al., 2015). O papel fundamental do TNF-
a na inflamagdo foca-se na ativagdo da expressdo de outras citocinas € quimiocinas,
inducdo da expressdo da molécula de adesdo celular endotelial, promog¢do da
angiogénese, supressao da atividade reguladora das células T e sensibilizagdo a dor. O
TNF-a exerce o seu efeito sobre a osteoclastogénese, atuando diretamente nos
precursores dos osteoclastos, bem como indiretamente, ao regular positivamente a
producdo de M-CSF e RANKL em células mesenquimais, reduzindo a capacidade de
reparagdo dos tecidos peri-implantares (Schett, 2011). Niveis mais elevados de TNF-a no
fluido crevicular peri-implantar surgem associados a localizagdes de implantes com
patologia peri-implantar, quando comparados com implantes saudaveis (Fonseca et al.,
2014; Ketabi et al., 2017; Teixeira et al., 2017). Contudo, tal como a IL-1p, o nivel de
TNF-a no fluido crevicular peri-implantar ndo apresenta uma correlagio com a
severidade da inflamacdo. Como revisto por Faot et al., (2015), ndo foram detetadas
diferengas estatisticas entre a mucosite peri-implantar e a peri-implantite, quando os
niveis de IL-1B e TNF-a foram comparados no fluido crevicular peri-implantar (Faot et
al., 2015).

Outras citocinas pro-inflamatérias, incluindo a IL-6 e IL-8, também sao
biomarcadores comprovados para inflamag¢ado periodontal e reabsor¢ao dssea alveolar e,

portanto, sdo potenciais biomarcadores para a peri-implantite (Kaur et al., 2017). Destas,
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a IL-6 estd envolvida na diferenciagcdo das células T CD4 e, tal como a IL-13 ¢ TNF-q, é
um regulador positivo da osteoclastogénese (Ghassib et al., 2019). Existe atualmente
uma ampla evidéncia da presenca de niveis mais elevados de IL-6 nos tecidos
periodontais inflamados que nos tecidos sdaos (Ghassib et al., 2019). A IL-8, por outro
lado, é uma quimiocina produzida por células epiteliais e endoteliais e macrofagos e tem
um papel importante no recrutamento e desgranulacdo de neutréfilos durante a
inflamacdo, sendo assim fundamental para a resposta inflamatoria precoce. No entanto,
ndo foi detetada uma diferenca nos niveis de IL-8 entre grupos com saude peri-implantar
e peri-implantite (Severino et al., 2011).

Existe evidéncia limitada na literatura de que estas citocinas pro-inflamatorias
estdo presentes em maior concentracdo no fluido crevicular em implantes com peri-
implantite em compara¢do com implantes saudaveis (Wohlfahrt et al., 2014; Zani et al.,
2016). No entanto, ao contrario do relatado acerca da IL-1B e TNF-a, a concentragao de
IL-6 no fluido crevicular peri-implantar aumenta significativamente entre localizagdes
com mucosite peri-implantar e peri-implantite, sugerindo que esta pode desempenhar um
papel essencial no padrdo ndo linear de perda dssea na peri-implantite (Schwarz et al.,

2018).

2.2.2.1.2. Citocinas Anti-Inflamatorias

As citocinas anti-inflamatorias s3o um conjunto de moléculas imunorreguladoras
que controlam a resposta pro-inflamatoria das citocinas, inibindo a sintese de citocinas
pro-inflamatoérias, particularmente da IL-1B e TNF-a. As principais citocinas anti-
inflamatorias sdo o antagonista do recetor de interleucina-1, IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13.
J& o interferon-alfa, IL-6 e o fator de TGF-P podem ser classificados tanto como citocinas
anti-inflamatorias como pro-inflamatérias (Schett, 2011).

A IL-10 ¢ a principal citocina anti-inflamatoria estudada quanto ao seu potencial
no diagnéstico das doengas peri-implantares. E uma citocina anti-inflamatéria potente
que suprime respostas inflamatérias e imunoproliferativas (Zhang et al., 2014). A IL-10
pode regular negativamente a sintese de IL-1, IL-6 e TNF- a, e a sintese de 6xido nitrico,
gelatinase e colagenase. Para além disso, a IL-10 inibe a formacdo de RANKL e aumenta
a producdo de osteoprotegerina (OPG), mediadores envolvidos no processo de

remodelagdo Ossea, reduzindo desta forma a reabsorcdo Ossea associada a atividade
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osteoclastica, podendo ser considerada um importante regulador da homeostasia 6ssea
(Zhang et al., 2014).

Na literatura estdo relatados niveis mais reduzidos de IL-10 em pacientes com
periodontite cronica, quando comparados com grupos controle saudaveis, sendo sugerido
que o estabelecimento e progressao da inflamacdo periodontal pode derivar da falta ou
resposta inadequada das citocinas anti-inflamatorias (Dursun & To6ziim, 2016). Da mesma
forma, alguns estudos verificaram que os niveis de IL-10 no fluido crevicular peri-
implantar estdo correlacionados negativamente com a doenca peri-implantar (Casado et
al., 2013; Zani et al., 2016) no entanto, esta correlacdo significativa nem sempre ¢é
observada (Severino et al., 2011, 2016).

Outras citocinas anti-inflamatorias, incluindo a IL-4, IL-8 e IL-12 ndo mostraram
diferengas significativas no seu nivel no fluido crevicular peri-implantar entre estados de

saude peri-implantar e a doenca peri-implantar (Alassy et al., 2019).

2.2.2.2. Prostaglandina E2

A Prostaglandina E2 (PGE2) ¢ uma molécula multifuncional cuja produgdo ¢
regulada pela enzima cicloxigenase (COX). Os macrofagos sdo uma das principais fontes
de PGE2 nos tecidos periodontais e estimulam os osteoblastos a libertarem fatores que
levam ao estimulo de osteoclastos e consequente reabsor¢do dssea (Xiao et al., 2015). A
PGE2 tem sido associada a estimulacdo da expressao do gene do fator de crescimento
semelhante a insulina 1, que promove a sintese de colagénio pelos osteoblastos,
promovendo assim a formacao 6ssea (Minamizaki et al., 2009). Esta molécula possui
diversos efeitos pro-inflamatdrios, tanto nos tecidos periodontais, como nos tecidos peri-
implantares, sendo a sua agdo baseada na vasodilatagdo, isto ¢, aumento da
permeabilidade vascular nas localizagdes com inflamagdo, ativagdo de osteoclastos e
media¢do da reabsor¢do dssea (Basegmez et al., 2012).

Uma investigacao longitudinal de Basegmez et al., (2012) procurou detetar os
niveis de PGE2 no fluido crevicular peri-implantar até 18 meses apds osseointegracao e
avaliar a correlagdo com parametros clinicos, de forma determinar a utilidade deste
biomarcador no diagnéstico precoce da peri-implantite. Foram detetados niveis de PGE2
significativamente mais baixos nos primeiros doze meses, 30,21+2,23 ng/bolsa ao 3°
més, 29,58+2,79 ng/bolsa ao 6° més e 31,03+2,56 ng/bolsa ao 12° més, quando

comparados com os niveis do 18° més, onde se mediram 51,67+3,96 ng/bolsa, sendo este
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aumento significativo. Num estudo anterior realizado pelos mesmo autores, tinham sido
registados niveis superiores de PGE2 no fluido crevicular em localizagdes com mucosite
peri-implantar, quando comparados com localizagdes de implantes saudaveis, tendo ainda
sido encontrada uma associagdo entre este aumento, com o aumento da profundidade de
sondagem (Yalgn et al., 2005). Os resultados obtidos em ambos os estudos sustentam a
hipotese da existéncia de uma associagdo entre niveis elevados de PGE2 em localizagdes

com inflamacgdo gengival e formag¢ado de bolsas.

2.2.3. Produtos de degradacio tecidular

2.2.3.1. RANK/RANKL/OPG

A descoberta do complexo RANK/RANKL/OPG tem sido essencial para auxiliar
na compreensao do processo de remodelacdo Ossea e, consequentemente, das causas das
patologias Osseas como a perda resultante da peri-implantite. Neste caso hd uma
predominancia da reabsorcio 6ssea e redugdo da massa 6ssea em torno do implante. Na
reabsor¢do, os osteoclastos tornam-se ativados quando ligados ao RANKL, indiretamente
na sua forma solivel (SRANKL), ou diretamente ao RANKL na forma de proteinas
ancoradas a membrana (mRANKL) nos pré-osteoblastos (Sharaf-Eldin et al., 2016). As
células do revestimento 6sseo expdem a superficie da matriz dssea aos osteoclastos que
selam uma zona onde secretam 4cido e enzimas hidroliticas, que, por sua vez, reabsorvem
o osso danificado (Kapasa et al., 2017). Desta forma, a interag@o entre estes trés membros
da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF): o recetor ativador do fator nuclear
kappa-B (RANK), o ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) e a
osteoprotegerina (OPG) ¢ responsavel pela estimulagdo e inibicdo da osteoclastogénese
e, consequentemente, pela promocgao e inibi¢do da reabsor¢ao Ossea.

O RANK ¢ um recetor expresso por diferentes tecidos, como o musculo
esquelético, figado, colon, prostata, pancreas, timo e glandulas mamarias e por células da
série monocitos-macréfagos, como os precursores de osteoclastos, osteoclastos maduros,
células B ¢ T, células dendriticas, fibroblastos ¢ condrécitos. A sinalizagdo do RANK
resulta no comprometimento das células precursoras de mondcitos/macrofagos com a
linhagem de osteoclastos e ativagdo de osteoclastos maduros (Ney et al., 2012).

O RANKL ¢ uma proteina que pode ser expressa na forma de proteinas ancoradas
a membrana (mMRANKL) ou numa forma soluvel (SRANKL) em osteoblastos, células

estromais, fibroblastos e células B e T, quando estimulados por citocinas ou

39



Mapeamento De Biomarcadores Do Fluido Crevicular Peri-Implantar Com Utilidade No Diagnostico De
Peri-Implantite

lipopolissacarideos bacterianos. E produzido em diversos tecidos como osso, pulmao,
tecidos linfoides e medula Ossea e liga-se ao RANK encontrado na superficie dos
percursores de osteoclastos, estimulando a reabsor¢ao dssea através da osteoclastogénese
(Sharaf-Eldin et al., 2016).

Por outro lado, a OPG ¢ uma proteina soluvel produzida na medula 6éssea, figado,
pulmao, rim, timo e linfonodos e expressa por osteoblastos, ostedcitos e fibroblastos. Ao
apresentar uma sequéncia homologa ao RANK, compete para a ligagdo ao RANKL,
impedindo este ultimo de se ligar ao recetor, bloqueando assim o efeito indutor de
osteoclastogénese (Kapasa et al., 2017).

Como representado na fig. 1, quando o nivel de RANKL em torno dos pré-
osteoclastos ¢ superior em rela¢do ao nivel de OPG, o RANKL esta livre para se ligar ao
RANK expresso nos precursores osteoclasticos, promovendo a sobrevivéncia e ativagao
osteoclastica, com consequente aumento da reabsor¢do dssea. Em alternativa, quando a
concentragdo de OPG ¢ superior a de RANKL, a OPG liga-se ao RANKL, impedindo
desta forma a sua ligagdo ao RANK, resultando numa reducdo da velocidade e intensidade
da osteoclastogénese e promogao da apoptose de osteoclastos diferenciados e ativados,

com consequente inibicdo da reabsor¢do ossea (Sharaf-Eldin et al., 2016).
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Figura 1 : Controlo da diferenciacio de osteoclastos pelo sistema RANK/RANKL/OPG (Adaptado de Ney et
al., 2012).

Até hoje, existe um numero limitado de estudos acerca do papel do complexo

RANK/RANKL/OPG na doenga peri-implantar. A maioria dos estudos nao identifica
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diferencas significativas nos niveis destes biomarcadores do metabolismo 6sseo entre
localizagdes saudaveis e com peri-implantite (Dursun & Toziim, 2016). Os niveis de
RANKL e OPG soluveis foram avaliados em 84 amostras de fluido crevicular peri-
implantar de implantes com diferentes condi¢des clinicas, sem demonstrar qualquer
correlagdo entre esses niveis e os resultados clinicos estudados (Monov et al., 2006).
Contudo, estudos mais recentes envolvendo diversos individuos com saude peri-
implantar, peri-implantite e periodontite, estabeleceram correlagdes significativas entre
as concentracdes de RANKL, RANK e OPG e a profundidade de sondagem, hemorragia
a sondagem e nivel clinico de inser¢ao (Rakic et al., 2013; Yakar et al., 2019). Existe uma
associagdo positiva entre niveis mais elevados de OPG com o status peri-implantar
saudavel e entre niveis mais elevados de RANKL com o status de doenga peri-implantar
(Alassy et al., 2019). Embora diversos estudos relatem niveis significativamente mais
altos de RANKL, OPG e RANK em localizagdes com peri-implantite em comparagao
com localizagdes com satde peri-implantar, existem algumas discrepancias relatadas
entre os estudos para a razdo RANKL/OPG como um indicador de gravidade ou atividade
da doenca peri-implantar. Alguns estudos detetam diferencas na relacio RANKL/OPG,
embora ndo estatisticamente significativas (Rakic et al., 2013; Yakar et al., 2019).

Rakic et al., (2013) relataram uma maior relagio RANKL/OPG na peri-implantite,
quando comparada com a periodontite, propondo que este fendémeno pode ser devido a
progressdao da lesdo inflamatdria diretamente no osso que rodeia os implantes
osseointegrados (Rakic et al., 2013). Em seguimento, Yakar et al., (2019) detetaram uma
relagdo RANKL/OPG significativamente maior no grupo com saude peri-implantar, em
relag@o ao grupo com saude periodontal, podendo estes resultados estar relacionados com

uma maior taxa de progressdao de uma lesdo subclinica nos implantes (Yakar et al., 2019).

2.2.3.2. Osteocalcina/Osteopontina/Osteonectina

Diversos estudos recentes acerca dos mecanismos de mineralizacdo do tecido
conjuntivo e remodela¢do dssea destacam o potencial papel de trés proteinas nao
colagenosas da matriz, a osteocalcina (OC), osteopontina (OPN) e a osteonectina (ON)
(Alassy et al., 2019).

A OC ¢ uma proteina pertencente a familia das proteinas dependentes da vitamina
K, produzida e secretada quase exclusivamente por osteoblastos. Menores quantidades

sdo também produzidas por odontoblastos e condrécitos hipertroficos (Ram et al., 2015).

41



Mapeamento De Biomarcadores Do Fluido Crevicular Peri-Implantar Com Utilidade No Diagnostico De
Peri-Implantite

As fungdes detalhadas e o mecanismo de agdo da OC ndo sdo ainda bem compreendidos,
no entanto, pensa-se que desempenha um papel vital no desenvolvimento esquelético,
sendo considerado um marcador da formacgao e remodelagdo 6ssea. A OC secretada pelos
osteoblastos possui uma elevada afinidade a hidroxiapatite dssea. Esta propriedade foi
proposta como o mecanismo que permite que a OC inicie a formacdo de cristais de
hidroxiapatite e, por conseguinte, promova a mineralizagdo dssea. Durante o processo de
reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos, o pH dcido do meio faz com que os grupos carboxilo
da OC sejam removidos e que a OC descarboxilada seja libertada e entre na circulagdo
sanguinea. Os niveis circulantes de OC descarboxilada sdo desta forma dependentes da
taxa de remodelagdo 6ssea (Zoch et al., 2016).

A OPN ¢ uma proteina com elevada capacidade de ligacdo ao célcio, produzida
por diversas células, incluindo osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e macrofagos (Singh
et al., 2018). Embora seja considerada um componente principal da matriz extracelular
do cemento ¢ do osso alveolar, é encontrada em diversos tecidos nao mineralizados,
incluindo o rim, células do musculo liso arterial e superficie luminal das células epiteliais
dos tecidos ductais (Ram et al., 2015). A OPN estd envolvida em diversos processos
fisioldgicos e patologicos, incluindo remodelagdo 0ssea, biomineralizacdo, cicatrizagdo
de feridas e apoptose (Ram et al., 2015). Considera-se que desempenha um papel
fundamental, tanto na formag¢do como na reabsor¢do Ossea, através da regulacdao da
adesdo, fixacdo e disseminacdo de osteoclastos a superficie dssea. Perturba¢des num
destes mecanismos podem induzir um efeito tipo cascata que leva a consequéncias
noutros mediadores 0sseos (Singh et al., 2018).

A ON ¢ uma proteina de ligagao ao calcio e um componente da matriz dssea com
um papel na interagdo célula-matriz na remodelagdo dos tecidos e € secretada tanto por
osteoblastos como por células endoteliais e fibroblastos (Ram et al., 2015). Os
mecanismos através dos quais a osteonectina influencia a formagdo, manutengdo e
reparacdo 0ssea ocorrem através de varias vias, incluindo a regulagdo do processamento
de pro-colagénio e ligacdo na matriz Ossea, mineralizacdo Ossea e diferenciacdo e
atividade dos osteoblastos e osteoclastos. Pensava-se que a ON era expressa
especificamente nos tecidos mineralizados contudo, foi posteriormente demonstrado que
tem um padrdo de expressdo amplo, tanto nos tecidos mineralizados como nos nao
mineralizados (Cakal et al., 2018). A sua expressdo estd intimamente relacionada com a
ligacdo entre o colagénio e a hidroxiapatite e com a libertagdo de ides de célcio,

promovendo desta forma a mineralizagcdo da matriz de colagénio no osso. A evidéncia de
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que a osteonectina contribui para a mineralizagao ¢ssea ¢ apoiada por niveis aumentados
da sua concentragdo no fluido crevicular, correlacionados com niveis mais baixos de
perda 6ssea em pacientes com doenga periodontal (Ram et al., 2015).

Sdo ainda limitados os estudos que avaliam os niveis de OC, OPN ¢ ON em
diferentes condic¢des peri-implantares. Tlimer et al., (2008) examinaram os niveis de OC
no fluido crevicular peri-implantar pela técnica de radioimunoensaio e detetaram niveis
mais elevados em localizagdes com peri-implantite quando comparados com localizagdes
peri-implantares saudaveis (Tiimer et al., 2008). J4 Murata et al., (2002) detetaram niveis
de OC significativamente mais elevados em localizagdes com mucosite peri-implantar
quando comparados com localizagdes saudaveis, embora ndo tenham encontrado
diferencas significativas entre localizagdes com peri-implantite e localizagdes com
mucosite peri-implantar ou saude peri-implantar (Murata et al., 2002). Cakal et al.,
(2017), num estudo mais recente, ndo encontraram diferencas significativas nas
quantidades totais de OC no fluido crevicular peri-implantar entre controlos saudaveis,
grupos com mucosite peri-implantar e grupos com peri-implantite, concluindo que a
inflamacdo dos tecidos moles ao redor de implantes dentarios osseointegrados e o
estabelecimento de peri-implantite ndo causam uma alteragao nos niveis de OC no fluido
crevicular peri-implantar. Estes resultados contraditdrios podem originar de diferentes
protocolos de estudo, podendo sugerir-se que a doenga peri-implantar ndo estava em
estagio de progressdao no momento de amostragem (Cakal et al., 2018). Para além disso,
um outro estudo demonstrou que ndo existe uma redugao significativa nos niveis de OC
no fluido crevicular peri-implantar apds o tratamento cirtirgico da peri-implantite
(Wohlfahrt et al., 2014).

Foi demonstrado que os niveis de OPN sdo mais elevados no fluido crevicular em
localizagdes com periodontite, quando comparados com localizagdes saudaveis e que o
tratamento periodontal incita a diminui¢do dos niveis deste biomarcador (Sharma &
Pradeep, 2007). Contudo, embora seja espectdvel uma alteragdo nos niveis deste
biomarcador no fluido crevicular peri-implantar, devido ao seu papel no processo de
formacao Ossea, ndo ¢ detetada uma diferencga significativa entre localizagdes com peri-
implantite, mucosite peri-implantar e localizagdes saudéaveis (Cakal et al., 2018).

Existe um nimero muito limitado de estudos acerca da ON nas doengas
periodontais e doencgas peri-implantares. Cakal et al., (2018) espectavam uma mudanga
nos niveis de ON no fluido crevicular peri-implantar, principalmente em implantes com

peri-implantite, devido ao seu papel na formagao 6ssea, mas os resultados do estudo ndo
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demonstraram diferenga entre o grupo controlo e implantes com peri-implantite (Cakal et

al., 2018).

3. Meétodos de recolha e analise do Fluido Crevicular Peri-implantar

Existem diversas técnicas para a recolha de fluido crevicular peri-implantar. A
técnica eleita deve depender dos objetivos do estudo, uma vez que cada técnica apresenta
vantagens e desvantagens. Os principais problemas associados a recolha de fluido
crevicular sd3o a contaminagdo com sangue, saliva ou placa bacteriana, um tempo
prolongado de recolha e a perda de agua por evaporagdo, resultando num erro na
determinagdo de volume (Wassall & Preshaw, 2016). A contaminacdo da amostra pode
resultar ndo s6 numa determinacdo incorreta do volume, como também da composi¢ao
do fluido crevicular, enquanto que a recolha demorada de fluido crevicular pode resultar
numa concentragdo elevada de biomarcadores, quando comparada com outras amostras
recolhidas num menor periodo de tempo (Wassall & Preshaw, 2016).

Os métodos de recolha podem ser, de maneira geral, divididos em técnicas intra
ou extrassulculares (fig. 2) e em trés estratégias basicas, sendo estas: métodos de lavagem
gengival, por meio de tibulos microcapilares ou micropipetas e utilizagdo de tiras ou

cones de papel de filtro absorvente (Khurshid et al., 2017).

(a) (b) (c)

Figura 2 : Representacdo das diversas abordagens para a recolha de fluido crevicular. a) Técnica
Intrassulcular b) e ¢) Técnica Extrassulcular (Adaptado de Khurshid et al., 2017).

O método mais comumente utilizado para a recolha de fluido crevicular peri-
implantar ¢ o método com recurso a cones e tiras de papel, inseridas no sulco ou bolsa
gengival normalmente por 30 segundos (Alassy et al., 2019). Por representar um método
rapido, simples e ndo traumatico, este método tem vindo a ser o mais recomendado.
Destes materiais, as tiras de papel destacam-se por apresentarem uma maior taxa de

recuperagdo de biomarcadores (Attar et al., 2018).
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Ap6s a recolha do fluido crevicular peri-implantar, a amostra ¢ eluida para uma
solucdo tampao ou diluente, e o fluido crevicular peri-implantar ¢ avaliado utilizando
ensaios especificos para os biomarcadores. O teste ELISA, citometria de fluxo, luminex
e espectrofotometria sdo os ensaios mais utilizados na andlise do fluido crevicular,
dependendo do marcador alvo. Segundo uma revisdo sistematica, a maioria dos estudos
utilizam o teste ELISA para analisar um ou dois biomarcadores do fluido crevicular peri-

implantar (Alassy et al., 2019).

3.1. Recolha através de lavagem gengival

A lavagem gengival consiste na irrigagdo do sulco gengival com uma solugdo
isotonica, resultando a amostra recolhida numa dilui¢do de fluido crevicular. O
instrumento utilizado ¢ caracterizado por duas agulhas de inje¢do encaixadas uma dentro
da outra, de forma que durante a amostragem a agulha de ejecdo mais fina esteja na parte
inferior do sulco ou bolsa e a agulha de recolha, na margem gengival. A solugdo de
irrigagdo ¢ ejetada manualmente e drenada imediatamente através da agulha de recolha,
para um tubo de amostra, através de um ato de succdo continua. Esta técnica ¢
particularmente vantajosa para a recolha de células da regido do sulco gengival (Nazar
Majeed et al., 2016).

A principal desvantagem desta técnica € a incapacidade de recuperagao de todo o
fluido crevicular peri-implantar, durante o procedimento de aspira¢do. Desta forma, ¢
impossivel obter a quantifica¢do exata do volume e composi¢ao do fluido crevicular peri-
implantar, dada a incapacidade de determinar o fator de diluicdo de forma precisa
(Griffiths, 2003).

3.2. Recolha através de tubos microcapilares ou micropipetas

Ap6s o isolamento e secagem de uma determinada localizagdo, sdo inseridos na
entrada do sulco gengival tubos capilares de didmetro conhecido (fig.3). O fluido
crevicular peri-implantar migra para dentro do tubo por acdo capilar e, uma vez que o
didmetro deste ¢ conhecido, o volume de fluido pode ser determinado com precisdo,
medindo a distancia da sua migragdo. Esta técnica aparenta ser ideal, uma vez que fornece

uma amostra ndo diluida de fluido crevicular peri-implantar. No entanto, ¢ dificil a
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obten¢do de uma amostra com volume adequado para analise, num curto periodo de

tempo e a remocao completa da amostra dos tubos (Nazar Majeed et al., 2016).

Figura 3: Recolha de fluido crevicular com recurso a micropipetas (Adaptado de Malhotra et al., 2010).

3.3. Recolha através de tiras ou cones de papel absorvente

A recolha do fluido crevicular peri-implantar por meio de tiras de papel ou cones
de papel absorvente ¢ um método ndo invasivo e profusamente utilizado (fig. 4). Existem
variagoes consideraveis na aplicagdo do método de recolha de fluido crevicular com tiras
de papel absorvente, referindo-se ndo apenas ao método e ao momento da recolha das
amostras, mas também aos meios de calcular o volume da amostra recolhida (Nazar

Majeed et al., 2016).

Figura 4: Recolha de fluido crevicular através de tiras de papel absorvente (Adaptado de Papagerkis et
al., 2019).

Uma vez que o papel apresenta uma tendéncia a dobrar sob a pressdo de insercao,
a medida que se torna cada vez mais saturado com fluido, o posicionamento das tiras de
papel absorvente a profundidade de sondagem de uma bolsa periodontal s3o muitas vezes

malsucedidas. Desta forma, a insercdo das tiras de papel ¢ geralmente efetuada no
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maximo a 1-2 mm de profundidade do sulco ou bolsa peri-implantar e sdo deixadas in
situ por 5 a 60 segundos (Wassall & Preshaw, 2016).

Quando comparada a outros métodos disponiveis, a quantificagdo do volume de
fluido crevicular através de meios eletronicos oferece algumas vantagens evidentes. O
Periotron ¢ um aparelho capaz de quantificar o volume de fluido crevicular e saliva
recolhido em tiras de papel absorvente. O aparelho mede a capacitancia elétrica de uma
tira de papel hiimida colocada na sua superficie. O campo elétrico criado por cargas
opostas induz a polaridade das moléculas, o que reduz a diferenca de potencial entre as
placas e aumenta a capacitancia. Desta forma, quanto maior o nimero de moléculas
polares entre as placas do Periotron, maior a capacitancia e consequentemente, maior a
pontua¢ao do Periotron. O volume de fluido desconhecido em tiras de papel de filtro pode
ser determinado a partir de graficos de calibragdo construidos através de quantidades de

fluido medidas com precisao (Sehdev et al., 2017).
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III. CONCLUSAO

Com o consequente aumento do nimero de implantes osseointegrados colocados,
surge também o aumento do numero de lesdes peri-implantares. Deste modo, ¢ essencial
que o primeiro passo a ser dado passe por um diagnostico meticuloso que possa promover
a execucdo de um plano de tratamento adequado, contribuindo assim para um resultado
satisfatorio.

Os parametros clinicos utilizados atualmente para o diagndstico das doengas peri-
implantares, como a determinagdo do nivel clinico de inser¢do, profundidade de
sondagem e hemorragia a sondagem, ndo sdo suficientemente sensiveis e especificos para
a detecdo de estadios iniciais de peri-implantite, levando a pesquisa de ferramentas
adicionais como os marcadores moleculares

A andlise de biomarcadores do fluido crevicular peri-implantar ¢ uma ferramenta
promissora para o diagnostico precoce de alteracdes nos tecidos peri-implantares. Os
biomarcadores sdo medidas objetivas e quantificaveis da atividade da doenca, que
permitem indicar, avaliar e monitorizar a doenga peri-implantar de forma mais especifica.

O interesse na investigacdo do fluido crevicular peri-implantar advém da
facilidade de obtencdo de amostras de forma minimamente invasiva e do seu valor
preditivo, permitindo a identificacdo do risco de alteragdes futuras nas localizagdes
avaliadas.

De acordo com a literatura publicada, existem alguns biomarcadores promissores
para o diagnostico precoce e progndstico das doengas peri-implantares, no entanto, ndo
h4a ainda um biomarcador que possa identificar a futura perda de inser¢do ou a
suscetibilidade a doenca peri-implantar. Embora sejam necessarios mais estudos, a
avaliagdo de citocinas pré-inflamatorias, incluindo a IL-13, TNF-o e MMP-8§, no fluido
crevicular peri-implantar pode ser Util no diagnostico de peri-implantite e mucosite peri-
implantar. Os testes de diagnostico disponiveis em consultdrio para a analise de
biomarcadores, como a MMP-8, na detecdo de doengas peri-implantares, sao
promissores, contudo ainda pouco utilizados na pratica clinica comum.

Seria de interesse investigagdes futuras focarem-se na abordagem de multiplos
biomarcadores ao invés de um biomarcador unico, uma vez que modelos de multi-

biomarcadores ja demonstraram possuir uma maior validade diagnostica.
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