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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina e da aspartato
aminotransferase como biomarcadores para o diagnostico precoce da peri-implantite.
Materiais e Métodos: Estudo experimental realizado em 22 pacientes (n=22) que
compareceram na Clinica Universitaria Egas Moniz. Os participantes foram divididos em
quatro grupos: grupo controlo incluindo pacientes com implantes saudaveis (n=5), grupo
com pacientes com peri-implantite mas com satde periodontal (n=7), grupo com
pacientes com peri-implantite e com doenga periodontal (n=7) e um grupo de pacientes
com implantes saudaveis mas com doenga periodontal (n=3). Foi efetuada a recolha do
liquido crevicular com cones de papel esterilizados e determinada a atividade enzimatica
da fosfatase alcalina (ALP) e da aspartato aminotransferase (AST) por
espectrofotometria. Foi também avaliado o perfil proteico por eletroforese 1D (SDS-
PAGE).

Resultados: A atividade enzimatica da ALP foi maior nos pacientes com peri-implantite
e com doenga periodontal (0,089+0,02 U/ml) e menor nos pacientes com implantes
saudaveis (0,021+£0,02 U/ml) embora sem uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,075). A atividade da AST, tal como observado na ALP, foi maior nos pacientes com
peri-implantite e com doenca periodontal (1,7940,7 U/ml) e menor nos pacientes com
implantes saudaveis (0,45+0,3 U/ml), (p=0,167). O perfil protedmico, das amostras
reunidas por grupo, revelou diferengas na intensidade de algumas bandas das amostras
com doenga em relagdo as do grupo das amostras com implantes saudaveis.
Conclusdes: O aumento da atividade enzimatica da ALP e AST na presenca de doenga
peri-implantar sem significado estatistico, aponta para a necessidade de avaliar as
amostras por grau de severidade da doenca antes de concluir sobre a sua utilidade no
diagnoéstico. O perfil de proteinas mostrou algumas diferengas promissoras entre a
amostra saudavel e as amostras com doenca que poderdo ser exploradas na tentativa de

encontrar um biomarcador especifico.

Palavras-chave: Aspartato aminotransferase, biomarcadores, fosfatase alcalina e peri-

implantite.






ABSTRACT

Objective: To evaluate the enzymatic activity of alkaline phosphatase and
aminoaminotransferase as potential biomarkers for early peri-implant diagnosis.
Materials and Methods: Experimental study conducted on 22 patients (n=22) who
attended the Egas Moniz University Clinic. Participants were divided into four groups:
control group including patients with healthy implants (n=5), group with patients with
peri-implantitis and periodontal health (n=7), group with patients with peri-implantitis
and periodontal disease (n=7) and a group of patients with healthy implants and
periodontal disease (n=3). Crevicular fluid was collected with sterile paper points and the
enzymatic activity of alkaline phosphatase (ALP) and aspartate aminotransferase (AST)
was determined by spectrophotometry. The protein profile was also evaluated by 1D
electrophoresis (SDS-PAGE).

Results: The enzymatic activity of ALP was higher in patients with peri-implantitis and
periodontal disease (0,089+0,02 U/ml) and lower in patients with healthy implants
(0,021£0.02 U/ml) although without a statistically significant differences (p=0,075). AST
activity, as observed in ALP, was higher in patients with peri-implantitis and periodontal
disease (1,7940,7 U/ml) and lower in patients with healthy implants (0,45+0,3 U/ml)
(p=0,167). The proteomic profile of the pooled samples revealed differences in the
intensity of some bands of the disease samples compared to the healthy implant group.
Conclusion: The increased enzymatic activity of ALP and AST in the presence of peri-
implant disease without statistical significance points to the need to evaluate samples for
disease severity before concluding on their usefulness in the diagnosis. The protein profile
showed some promising differences between the healthy sample and the disease samples

that could be explored in an attempt to find a specific biomarker.

Key words: Aspartate aminotransferase, biomarkers, alkaline phosphatase and peri-

implantitis.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

Os implantes osteointegrados s3o uma opg¢ao cada vez mais utilizada na reposicao de
dentes perdidos, apresentando uma elevada taxa de sucesso e previsibilidade. Contudo,
para atingirmos o sucesso a longo prazo, torna-se importante termos em conta os fatores
que podem levar ao fracasso do tratamento. Um dos motivos da falha dos implantes sdo
as complicagdes biologicas que sdo classificadas em duas categorias: a mucosite e a peri-

implantite (Berglundh et al., 2018).

A mucosite peri-implantar ¢ definida como a presenca de um infiltrado inflamatorio
no tecido mole devido a acumulag¢ado de placa bacteriana, sem perda de tecido 6sseo peri-
implantar, enquanto a peri-implantite € uma inflamagao nos tecidos peri-implantares com
perda de osso de suporte (Lindhe & Meyle, 2008). Se ndo existir um diagndstico e
tratamento precoce pode ocorrer a perda de osteointegracdo e consequentemente a perda

do implante dentério (Bohner et al., 2017).

1.1. Epidemiologia das Doencas Peri-implantares

Estima-se que a mucosite peri-implantar afete 43% a 48% dos implantes colocados
(Jepsen etal., 2015; Yaghobee, Khorsand, Ghohroudi, Sanjari, & Kadkhodazadeh, 2014).
No entanto, existem dados controversos relativamente a prevaléncia das patologias peri-
implantares, sendo estas influenciadas pela defini¢do dos casos nomeadamente a extensao
e a gravidade da doenga (Salvi, Cosgarea, & Sculean, 2017). Esta variacdo também pode

ser justificada por incoeréncias e caréncias metodoldgicas (Sanz & Chapple, 2012).

Diversos estudos tém avaliado a prevaléncia da peri-implantite, que varia em funcdo
dos parametros analisados, sendo um deles o intervalo de tempo desde que o implante
esta em funcdo. No relatério do Oitavo Workshop Europeu de Periodontologia, foi
aconselhado a incorporagdo nas estatisticas de implantes que tenham estado em fungao
durante tempo suficiente, ndo havendo um tempo preestabelecido (Sanz & Chapple,
2012). Num estudo de Marrone, Lasserre, Bercy, & Brecx (2013) a prevaléncia de peri-
implantite em implantes com mais de dez anos em funcao foi de 38,4% e em implantes

em funcao entre 5 a 10 anos foi de 17,6 %.
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Outro dos parametros considerado ¢ a presenca de doenca periodontal. A prevaléncia
da peri-implantite em pacientes com doenga periodontal ativa foi de 57,1%. O mesmo
estudo indica que um paciente com periodontite que ndo realize as consultas de suporte
periodontal tem maior probabilidade do implante apresentar peri-implantite apos cinco
anos da sua colocagdao (Marrone et al., 2012). A diferenga na prevaléncia da peri-
implantite apds cinco anos da colocagdo do implante em pacientes que aderiram ou nao

a terapia de suporte, foi respetivamente de 18% e 43,9% (Jepsen et al., 2015).

1.2. Etiopatogénese das Doencas Peri-implantares

A etiologia da peri-implantite ¢ semelhante a etiologia da periodontite, estando
associada a diversas reacoes da cascata de fatores, tanto do hospedeiro como microbianos,
que levam a perda de tecidos moles e duros (Kuula et al., 2009). A acumulacao de
biofilme bacteriano tem sido apontada como o principal fator etiol6gico da mucosite e da
peri-implantite (Berglundh et al., 2018). Na peri-implantite ocorrem reacdes imuno-
osteoliticas em torno do implante dentario que sdo responsaveis pela reabsorcao 0ssea
conduzindo a perda 6ssea marginal (Albrektsson, Canullo, Cochran, & De Bruyn, 2016).
No entanto, a peri-implantite também pode ser iniciada e/ou mantida devido a fatores
iatrogénicos como por exemplo o mau posicionamento do implante, complicacdes

técnicas ou excessos de cimento (Lang & Berglundh, 2011).

A microflora peri-implantar sauddvel ¢ semelhante a de um dente saudavel e ¢
principalmente composta por cocos gram-positivo, bacilos ndo modveis e um reduzido
numero de espécies anaerdbias gram-negativo. Quando estamos perante uma mucosite,
uma condicdo semelhante a gengivite, verifica-se um aumento no numero de cocos,
bacilos moveis e espiroquetas. Na peri-implantite, condicdo semelhante a periodontite,
observa-se um aumento no nimero de espécies gram-negativo, moveis e anaerobias
incluindo as trés espécies do complexo vermelho: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola (Mombelli & Décaillet, 2011). No entanto, existem
algumas diferengas em relacdo a doenca periodontal pois nas lesdes peri-implantares
encontram-se bactérias que ndo fazem parte do grupo de microrganismos
periodontopatogénicos classicos. Por exemplo, Staphylococcus aureus, que mostrou ter

elevada afinidade com o titdnio, desempenhando uma fungao importante na evolugdo da

doenca peri-implantar (Rakic, Grusovin, & Canullo, 2016; Smeets et al., 2014). As
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bactérias patogénicas mais frequentemente associadas a este processo sao as bactérias

gram-positivo como Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus (Wang & Ren,

2017).

1.3. Caracterizacao da Mucosite Peri-implantar e Peri-implantite

A saude peri-implantar ¢ caracterizada pela auséncia de sinais visuais de inflamagao
nomeadamente eritema, edema, supuragdo e hemorragia a sondagem, podendo o tecido
0sseo estar normal ou reduzido (Figura 1). Nao ¢ possivel definir um intervalo de
profundidades de sondagem compativel com a satude peri-implantar. Histologicamente, a
por¢do da mucosa peri-implantar que esta voltada para o implante ¢ constituida por uma
por¢ao "coronal" revestida por um epitélio sulcular e um epitélio juncional fino e um
segmento mais "apical" no qual o tecido conjuntivo estd em contato direto com a

superficie do implante (Berglundh et al., 2018).

Figura 1: Radiografia peri-apical de um implante saudavel.

Clinicamente, a mucosite peri-implantar € caracterizada como uma doenga reversivel
na qual existe a preseng¢a de inflamagao limitada aos tecidos moles em torno do implante
dentario, sem evidéncia de perda éssea apds a remodelagcdo dssea inicial decorrente da
cicatrizag¢do. Caso esta ndo seja tratada, pode evoluir para peri-implantite, uma condicao
patologica na qual existe um processo inflamatorio que envolve os tecidos moles e duros,
havendo uma perda progressiva de tecido de suporte (Figura 2) apos o periodo de
remodelagao bioldgica do osso como esquematizado na Figura 3 (Berglundh et al., 2018;

Sanz & Chapple, 2012).
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Figura 2: Radiografia peri-apical de um implante com peri-implantite.

Histologicamente, a mucosite peri-implantar caracteriza-se por uma lesdo
inflamatoria limitada, lateral ao epitélio juncional da bolsa, com infiltrado abundante em
estruturas vasculares, plasmocitos e linfocitos. As lesdes da peri-implantite caracterizam-
se pela extensao apical ao epitélio juncional e pela elevada concentragdo de plasmocitos,

neutréfilos e macréfagos (Berglundh et al., 2018).

Figura 3: Esquema: a) mucosa peri-implantar saudavel; b) mucosite peri-implantar; ¢) peri-implantite.
(Adaptado de Lindhe & Lang, 2015).

1.4. Fluido Crevicular Peri-implantar

O fluido crevicular ¢ um exsudado inflamatdério composto por soro € compostos como
produtos de degradagdo tecidual, mediadores inflamatdrios, proteinas, enzimas e
anticorpos. Os constituintes do fluido sao derivados do soro, tecido conjuntivo e epitélio.
Este fluido tem uma fun¢do importante na manuten¢do da estrutura do epitélio juncional
e na defesa antimicrobiana. A quantidade de fluido presente varia em funcdo do estado
de saude dos tecidos peri-implantares, sendo que num sulco saudavel a sua quantidade ¢
muito menor. A principal forma de disseminacdo ¢ através da membrana basal e, de

seguida, pelo epitélio juncional no sulco (Subbarao et al., 2019). Alguns dos componentes
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do fluido crevicular também variam em func¢ao do estado de saude do implante,
nomeadamente o nivel de peptidases neutras sdo mais altos na presenca de inflamagao
moderada a grave, assim como, o nivel de IL-1f € trés vezes maior em torno dos implantes

com doenga peri-implantar (Subbarao et al., 2019).

Existem varios fatores que estimulam o fluxo do fluido crevicular como a inflamacao
gengival, a mastiga¢do de alimentos duros, a existéncia de bolsas profundas, o ritmo
circadiano (aumento gradual das 6h as 23h), o aumento da temperatura corporal,
ovulagdo, as hormonas sexuais, os contracetivos hormonais e o tabagismo (Subbarao et
al., 2019). O aumento da inflamagdo gengival, leva ao aumento da permeabilidade do
epitélio gengival, que por sua vez leva ao aumento do fluxo do liquido crevicular (Attar,

Banodkar, Gaikwad, Patil, & Simon, 2018).

Este liquido ¢ muito rico em diversos compostos que tém sido estudados como
potenciais biomarcadores. Torna-se assim importante a escolha do método adequado para
a recolha do mesmo. Os métodos que podem ser utilizados sdo: micropipetas, lavagens
creviculares e tiras ou cones de papel absorvente. Os cones e as tiras de papel sao um
método rapido, de facil utilizagdo e atraumatico. Sendo que o mais recomendado entre
estes dois ultimos métodos sdo as tiras de papel porque t€ém maior taxa de recuperacgao de

certos compostos (Attar et al., 2018).

1.5. Diagnéstico de Mucosite Peri-implantar e Peri-implantite

1.5.1. Parametros Clinicos e Radiograficos

A mucosite peri-implantar ¢ caracterizada por sinais clinicos de inflamag¢do como
eritema, edema e/ou supuracdo, sendo apontada como principal caracteristica a
hemorragia a sondagem. Pode também ser observado um aumento de profundidade de
sondagem devido ao edema ou diminuicao na resisténcia a sondagem, sem evidéncia de
perda Ossea além da remodelacdo Ossea inicial (Berglundh et al., 2018). O parametro
chave para o diagndstico de mucosite ¢ a ocorréncia de hemorragia a sondagem suave

(0,25N) (Lang & Berglundh, 2011).
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A peri-implantite ndo ¢ uma doenga que tenha manifestagoes clinicas imediatamente
apos o seu inicio, pelo que quando estas surgem ja existem sequelas irreversiveis. Derks
et al. (2016) observaram que pacientes diagnosticados com peri-implantite
moderada/grave, tiveram o inicio da doenca trés anos antes, verificando-se um modelo de

aceleracao nao linear durante nove anos.

Em relagdo a avaliagdo radiografica foi realizado um estudo em que se realizou a
comparacdo da eficacia de diversas técnicas, nomeadamente a ortopantomografia e
radiografia intraoral (técnicas bidimensionais), tomografia computadorizada de feixe
conico (CBCT) e tomografia computadorizada (TC) (técnicas tridimensionais) na
identificacdo dos diferentes defeitos 6sseos peri-implantares, concluindo-se que a
radiografia intraoral € um meio aconselhavel para se utilizar na identificacdo de perda
Ossea em torno do implante dentario e a ortopantomografia mostrou ser a menos eficaz
no reconhecimento de perda peri-implantar. O CBCT e o TC sdo meios recomendaveis,
no entanto, devem ser utilizados apenas em situagdes particulares devido a sua elevada

radiacdo e custo (Bohner et al., 2017; Kiihl et al., 2016).

No Workshop Mundial de Periodontologia de 2017 foram discutidas as diversas
lacunas na classificacdo das doengas peri-implantares com o objetivo de se estabelecerem
critérios precisos e rigorosos para a definicdo de satide, mucosite peri-implantar e peri-
implantite, que permitam a realizagio de um correto diagnéstico destas patologias. E
recomendado que o clinico realize uma radiografia apos a carga do implante de forma a
determinar uma referéncia do nivel 6sseo apos a remodelacao fisiologica e faca a medigao
das profundidades de sondagem, de forma a serem utilizados como um auxilio num
posterior diagnostico peri-implantar. Na presenga de exames clinicos e radiograficos
anteriores, o diagnostico de saude peri-implantar requer auséncia de sinais clinicos de
inflama¢ao e de hemorragia e/ou supuracao a sondagem suave, nenhum aumento da
profundidade de sondagem (PS) (sendo que esta depende da altura do tecido mole em
torno do implante) e auséncia de perda dssea para além da remodelacao dssea inicial. Por
outro lado, o diagnostico da mucosite peri-implantar requer a presenga de hemorragia
e/ou supuragdo a sondagem suave, com ou sem aumento da PS e auséncia de perda 6ssea
para além da remodelacdo dssea inicial. Ambas as condi¢des, podem existir em torno de
implantes com diferentes niveis de suporte 6sseo. O diagnostico da peri-implantite requer

a presenca de hemorragia e/ou supuracao a sondagem suave, aumento de PS e presenca
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de perda 6ssea. Na auséncia de exames anteriores, foram propostos os seguintes critérios
para o diagnostico da peri-implantite: presen¢a de hemorragia e/ou supuragao a sondagem

suave, PS >6 mm e niveis 0sseos apicais > 3 mm da por¢do mais corondria da por¢ao

intradssea do implante, como resumido na Tabela 1 (Berglundh et al., 2018).

Tabela 1: Diagnostico peri-implantar segundo Berglundh et al. (2018).

AUSENCIA
PRESENCA DE EXAMES PREVIOS DE EXAMES
PREVIOS
Satide Mucosite
Peri-implantite | Peri-implantite
Peri-implantar | Peri-implantar
Hemorragia e/ou | Hemorragia e/ou | Hemorragia e/ou
Sinais
Ausente supuragao a | supuragdo a | supuragao a
inflamatorios
sondagem sondagem sondagem
Profundidade Presente ou
Ausente Aumento da PS >6mm
de sondagem ausente
Nivel 0sseo
>3mm para
Perda dssea '
apical da porgado
apos a _ )
Ausente Ausente Presente mais coronaria
remodelacao
da porcao
ossea inicial '
intradssea do
implante

A ocorréncia isolada de hemorragia a sondagem ndo € obrigatoriamente sinal de peri-

implantite (Cionca, Hashim, Cancela, Giannopoulou, & Mombelli, 2016).

A correlagdo entre a profundidade de sondagem e a perda 6ssea tem sido apontada
como um indicador da gravidade da peri-implantite (Berglundh et al., 2018). A peri-
implantite pode ser classificada em trés graus de gravidade, precoce, moderada e
avancada, como resumido na Tabela 2 (Froum & Rosen, 2012). A perda 6ssea deve ser
avaliada comparando a radiografia atual com a tirada ap6s a colocag@o da supra- estrutura

(Froum & Rosen, 2012).
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Tabela 2: Classifica¢@o da peri-implantite segundo Froum e Rosen (2012).

Classificacio | Caracteristicas clinicas
PS >4 mm (HS e/ou supuracdo a sondagem)
Precoce . .

Perda 6ssea < 25% do comprimento do implante

PS > 6 mm (HS e/ ou supuragdo a sondagem)
Moderada ) .

Perda 6ssea 25% a 50% do comprimento do implante

PS > 8 mm (HS e/ou supuracdo a sondagem)
Avanc¢ada ‘ _

Perda 6ssea > 50% do comprimento do implante

PS=Profundidade de sondagem, HS=Hemorragia a sondagem.

1.5.2. Biomarcadores

Os meios de diagnostico, tanto clinicos como radiograficos, fazem com que o médico
dentista se depare com elevada dificuldade em realizar um diagnéstico especifico que
distinga o inicio, a evolugdo e a atividade da doenca. Para apoiar o médico no diagnostico,
tém vindo a ser estudados diversos biomarcadores, que sdo moléculas de resposta do
hospedeiro, para a identificagdo antecipada da destrui¢do peri-implantar € monitorizagao
da progressao da perda 6ssea em combinagdo com a avaliagdo clinica (Dursun & To6ziim,

2016; Li & Wang, 2014; Wang et al., 2016).

O fluido crevicular peri-implantar (FCPI), fluido que se encontra em volta do
implante, ¢ um fluido muito idéntico ao fluido crevicular produzido pelos tecidos a volta
dos dentes naturais tendo na sua constitui¢do varios componentes que podem ser

possiveis biomarcadores (Wang et al., 2016).

O FCPI ¢ um exsudado cuja composi¢do se assemelha a do soro e a intensidade do
seu fluxo varia em fungao da inflamagao gengival, sendo considerado um meio promissor
para a identificag¢do da atividade da doenga periodontal (Gupta, Chhina, & Arora, 2018),
assim como, para a identificacao da peri-implantite (Dursun & T6ziim, 2016) tendo como

vantagem poder ser recolhido de forma ndo invasiva (Wang et al., 2016).
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Existem diversos biomarcadores no FCPI nomeadamente as citoquinas pro
inflamatorias principalmente a interleucina-1 beta (IL-1 8), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8), as metaloproteinases da matriz
(MMP), as enzimas como a mieloperoxidase (MPO), a fosfatase alcalina (ALP), a
elastase, a catepsina-K (CTSK) e a aspartato aminotransferase (AST) (Dursun & Toziim,
2016; Gupta et al., 2018). Uma revisdo recente refere que os biomarcadores mais
utilizados para o auxilio no diagnodstico da peri-implantite sdo os mediadores

inflamatérios como a IL-1 8 € 0 TNF-a (Dursun & T6zlim, 2016).

Um estudo que avaliou as citocinas pro-inflamatorias no FCPI como potenciais
biomarcadores na identificagdo de implantes saudaveis, com mucosite peri-implantar e
com peri-implantite concluiu, dentro das limitacdes, que as IL-18 e as IL-6 podem ser
usadas como auxiliares em conjunto com os parametros clinicos. Os autores verificaram
um aumento significativo na IL-6 entre mucosite peri-implantar e peri-implantite, porém

na IL-18 esse aumento ndo foi tdo evidente (Ghassib, Chen, Zhu, & Wang, 2019).

Outro potencial biomarcador que tem sido alvo de estudo ¢ a MMP-8 que ¢ sintetizada
na maior parte nos granulocitos polimorfonucleares, pré-armazenados nos granulos
subcelulares especificos, sendo libertados em elevadas quantidades no local da

inflamac¢ao (Kinney, Ramseier, & Giannobile, 2007).

As MMP apresentam diversas fungdes nos processos fisioldgicos, nomeadamente na
morfogénese, osteogénese, erupcao de dentes e cicatrizagdo, sendo influenciadas por
inibidores enddgenos, pelo que quando estas apresentam baixa atividade significa que
estamos perante um tecido sao (Baker, Edwards, & Murphy, 2002). Mais especificamente
as colagenases intersticiais (MMP-1 e MMP-8) tém como fung¢ao iniciar a destrui¢ao da
matriz extracelular na doenca periodontal. As atividades destas enzimas sdo controladas
principalmente por inibidores teciduais de metaloproteinases (Aiba, Akeno, Kawane,
Okamoto, & Horiuchi, 1996). A ocorréncia da destrui¢do do tecido conjuntivo,
estimulado pela MMP-8 leva ao desenvolvimento das lesdes peri-implantares. Sendo a
MMP-8§ a principal colagenase encontrada na presenca de uma peri-implantite, havendo
evidéncia para esta ser um potencial biomarcador (Janska, Mohr, & Wahl, 2015). A
MMP-8 ¢ muito eficaz no controlo da rapidez da destrui¢ao do tecido conjuntivo, sendo

que existe um aumento ligeiro da MMP-8 nas primeiras duas semanas apods a colocagao
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de implantes, porém a ocorréncia desse aumento em fases posteriores, pode ser
considerado um biomarcador para identificar o desenvolvimento de peri-implantite

(Arakawa et al., 2012; Janska et al., 2015).

Quando se procura um novo biomarcador ¢ importante avalid-lo de forma a perceber
se apresenta suficiente sensibilidade e especificidade para ser aplicado com utilidade para
fins diagnosticos. A especificidade pode ser definida como a probabilidade de um
individuo sem a doenca ter um resultado negativo no teste e a sensibilidade ¢ a
probabilidade de um individuo com a doenca ter um resultado positivo no teste (Leeflang,
2014). Todavia, a utilidade clinica de um teste ndo pode ser determinada apenas pela
sensibilidade ou so pela especificidade exigindo a considera¢do de ambas as medidas de
desempenho. Estima-se que ao se utilizar um teste com alta especificidade, um resultado
positivo ¢ eficaz na decisdo de uma condi¢do e que ao se utilizar um teste com alta
sensibilidade, um resultado negativo seja eficaz para descartar uma condi¢@o. Porém, nao
adianta um teste ter alta especificidade e baixa sensibilidade ou o inverso, pois nao
acrescenta nada para determinar uma condi¢do. Pelo que se torna importante um
equilibrio entre ambas as medidas, mesmo que por vezes nao seja facil (Kent & Hancock,

2016).

1.5.2.1.  Fosfatase Alcalina (ALP)

Nas ultimas décadas a fosfatase alcalina tem sido alvo de estudo em pacientes com
distarbios dsseos e hepaticos. E uma enzima que tem baixa especificidade de substrato,
sendo que os substratos tipicos da fosfatase alcalina humana incluem ésteres de fosfato
de alcoois alifaticos primarios e secundarios. A ALP catalisa a hidrdlise de varios ésteres
de fosfato em pH alcalino. Esta enzima ¢ encontrada em tecidos humanos nomeadamente

nos 0ssos, intestinos, rins, figado, placenta e glébulos brancos (Kaplan, 1994).

A ALP ¢ uma glicoproteina que se encontra ligada a membrana. Esta enzima, quando
presente no fluido, € proveniente de leucocitos, osteoblastos, macrofagos e fibroblastos,
podendo ainda ser produzida por bactérias que se encontram no sulco ou na bolsa
periodontal. Os niveis de ALP mostraram ser tUteis na detecao antecipada de alteragdes

periodontais, avaliagdo do progndstico e da eficacia do tratamento, uma vez que esta
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enzima ¢ encontrada nas membranas dos osteoblastos durante a formag¢ao e mineralizacao

do osso (Gupta et al., 2018).

1.5.2.2. Aspartato Aminotransferase (AST)

A enzima citoplasmatica aspartato aminotransferase encontra-se distribuida a nivel
hepatico, esquelético e musculo cardiaco. A libertacdo extracelular desta enzima esta
relacionada com o dano e morte celular. Verificou-se que os niveis de AST estavam
correlacionados de forma positiva com os parametros clinicos, nomeadamente a
profundidade de sondagem, presenga de hemorragia a sondagem e perda clinica de

inser¢do em pacientes com doenca periodontal (Gupta et al., 2018).

As doencas periodontais sdo compostas por duas entidades principais: gengivite e
periodontite. Na periodontite existe destruicao tecidular com consequente morte celular
e perda de tecido periodontal, pelo que a AST pode ser utilizada como um marcador
inespecifico para as mesmas. A elevada atividade desta enzima estéd associada a presenca
de agentes patogénicos periodontais, incluindo Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia (Oringer et al., 2001). Do
mesmo modo, na peri-implantite onde também existe a ocorréncia de destrui¢do tecidular,
um dos potenciais biomarcadores apontados ¢ a atividade da AST presente no FCPI

(Dursun & T6ztim, 2016).

1.6. Tratamento das Doencas Peri-implantares

O tratamento da doenca peri-implantar pode ser ndo cirlirgico ou cirurgico,
dependendo da gravidade da mesma. O principal objetivo ¢ descontaminar as superficies

do implante contaminado (Smeets et al., 2014).

Idealmente, num tratamento peri-implantar o objetivo seria acabar com a doenga, ou
seja, ndo existir supuracdo, hemorragia a sondagem, nem perda Ossea, estabelecendo
tecidos peri-implantares duros e moles saudaveis, e apds isso proceder a uma manutengao
periddica. Porém, caso isso seja impossivel de se obter, um dos objetivos serd a redugcao

da inflamagdo clinica (redugcdo da profundidade de sondagem peri-implantar e
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hemorragia a sondagem) e o estabelecimento de um ambiente local propicio ao controle

do biofilme (Heitz-Mayfield & Mombelli, 2014).

Embora haja dificuldade em delinear recomendacdes especificas sobre a terapia
cirtirgica ou ndo cirargica da peri-implantite hd procedimentos que evidenciam ser
vantajosos. Nomeadamente, numa fase antes do tratamento, o paciente deve ser instruido
a realizar uma correta higiene oral, a cessar o habito tabagico, caso utilize protese realizar
os devidos ajustes, caso necessario, avalia-la em termos de facilidade de controlo de placa
e realizar o desbridamento nao cirirgico com ou sem antimicrobianos. Caso nao seja
suficiente o tratamento nao cirlrgico deve-se realizar um acesso cirurgico através de um
retalho de espessura total de forma a criar um acesso para a limpeza completa das
superficies contaminadas do implante e eventual regeneracdo dos defeitos Osseos
existentes. E importante alertar para a necessidade de cuidados de manutengdo em

intervalos regulares (Heitz-Mayfield & Mombelli, 2014).

1.6.1. Tratamento da mucosite

Numa primeira fase o tratamento passa por instru¢des de higiene oral e tratamento
ndo cirargico. Este ultimo inclui a limpeza mecanica com curetas de titdnio ou de plastico,
ultra-som ou polimento com jato de glicina ou eritrol. A terapia antimicrobiana pode ter
o auxilio da terapia fotodinamica e da medicagdo antisséptica local nomeadamente com

clorohexidina, peréxido de hidrogénio, iodo-povidona (Smeets et al., 2014).
1.6.2. Tratamento da peri-implantite
O tratamento da peri-implantite ¢ similar ao tratamento de dentes com doenga
periodontal. A escolha do tratamento a ser aplicado ird depender da severidade da peri-

implantite, avaliada através da profundidade de sondagem, hemorragia a sondagem e

perda Ossea radiografica, como esta resumido na tabela 3 (Lang et al., 2004).
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Tabela 3: Protocolo de Terapia de Suporte Intercetiva Cumulativa (CIST), (adaptado de Lang et al.,
2004)

Estagio | Caracteristicas Tratamento
PS <3 mm sem placa bacteriana ou HS Sem tratamento
‘ Desbridamento manual e
A PS <3 mm com placa bacteriana e/ou HS )
polimento

PS 4-5 mm, sem perda 6ssea radiografica

PS > 5mm sem perda 6ssea radiografica

Desbridamento manual, polimento
B e aplicagdo de antissépticos (por

eX. clorohexidina a 0,1% a 0,2%)

PS > Smm com perda dssea radiografica <2

C Terapia antibiotica local/sistémica
mm
PS > 5mm com perda dssea radiografica > 2 | Cirurgia ressectiva ou
D
mm regenerativa

PS= profundidade de sondagem. HS=Hemorragia 4 sondagem.

Os pacientes ap6s realizarem uma reabilitagdo implanto-suportada devem receber
instrugdes sobre a sua manutengao, assim como a monotorizagao sistematica e continua
do estado de satde dos tecidos peri-implantares, de forma a detetar e intervir
precocemente caso exista algum problema. Nestas consultas devem ser avaliados os
seguintes parametros: presenga de placa microbiana e de tartaro, PS e HS peri-implantar,
supuragdo e caso seja indicado a avaliacdo radiografica. Apos o diagnostico, deve-se
utilizar a Terapia de Suporte Intercetiva Cumulativa. Esta inclui quatro estagios:
A=desbridamento mecanico, B=tratamento antisséptico, C=tratamento antibidtico e

D=cirurgia ressectiva ou regenerativa (Lang, et al., 2004).

Atualmente o diagnostico da peri-implantite € feito com base no exame clinico e
radiografico, no entanto existem diversas limitacdes como a dificuldade em distinguir o
grau de atividade da doenga, risco de progressdo futura e avaliagdo da resposta ao
tratamento. De forma a superar estas limitacdes poderd ser vantajosa a utilizagdo de

biomarcadores que permitam detetar estas alteracdes de modo preciso e atempado.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da fosfatase alcalina e da aspartato

aminotransferase como biomarcadores para o diagndstico precoce da peri-implantite.

27




Fosfatase Alcalina e Aspartato Aminotransferase como biomarcadores de peri-implantite: estudo piloto

28



Hipoteses

II. HIPOTESES

Foram estabelecidas duas hipoteses:

Hipoétese nula (Ho) = Nao existe um aumento da atividade da fosfatase alcalina e da

aspartato aminotransferase em pacientes com peri-implantite.

Hipotese alternativa (Hi) = Existe um aumento da atividade da fosfatase alcalina e da

aspartato aminotransferase em pacientes com implantes com peri-implantite.
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III. MATERIAIS E METODOS

3.1. Consideracoes éticas

Este estudo foi conduzido conforme os principios da declara¢do de Helsinquia e foi
submetido a Comissdo de Etica da Cooperativa de Ensino Superior Egas Moniz (processo

n° 705), tendo sido aprovado.

Os participantes do estudo foram informados e esclarecidos sobre a metodologia e
objetivos do mesmo e assinaram o Termo de Consentimento Informado (anexo I). Os
dados foram utilizados exclusivamente para analise estatistica, mantendo-se a

confidencialidade e o anonimato.

3.2. Tipo de estudo

Estudo experimental.

3.3. Local de estudo

O estudo decorreu na clinica dentdria Egas Moniz e nos laboratorios do Instituto

Universitario Egas Moniz, no Monte da Caparica.
3.4. Amostra
3.4.1. Sele¢ao da amostra
O estudo decorreu entre margo e julho de 2019. Foram selecionados pacientes da
Clinica Universitaria Egas Moniz que cumpriam os critérios de inclusdo e assinaram o
consentimento informado. Em casos, em que o paciente apresentava mais que um

implante, foi realizada a recolha no implante com a bolsa com maior profundidade de

sondagem.
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A selecao dos pacientes com peri-implantite foi de acordo com os critérios definidos
por Berglundh et al. (2018) e a dos pacientes com doenga periodontal foi de acordo com

os critérios definidos por Tonetti, Greenwell, & Kornman (2018).

3.4.2. Critérios de inclusio

Incluiram-se no estudo pacientes:

e Com idade entre 18 € 65 anos;

¢ Que nunca realizaram tratamento periodontal ou peri-implantar;
e Com pelo menos um implante osseointegrado;

e Com implantes colocados ha pelo menos dois anos € em fun¢do héa pelo menos

um ano.

3.4.3. Critérios de exclusdo

Neste estudo excluiram-se pacientes que:

e Apresentavam doencas sistémicas tais como diabetes mellitus ou patologias
hepaticas ou Osseas;

e Fizeram antibioterapia ou tomaram corticosteroides hd menos 30 dias;

e Estavam gravidas ou a amamentar;

e FEram fumadores;

e [FEstavam em tratamento ortodontico.

3.5. Materiais

3.5.1. Para observacao do paciente e recolha da amostra

e Kit basico (espelho, pinga e sonda);

e Luvas e mascaras individuais de protegao;

e Sonda periodontal CP-12 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA)
e Rolos de algodao;

e Bolinhas de algodao esterilizadas;

e Sani-tips descartaveis;

32



Materiais e Métodos

Pontas de papel n°40 (Bestdent);
Tubos Eppendorfs de 1,5 ml;

Régua oclusal, 3M;

Paralelizador (X-Ray Holders, Kerr);

Peliculas de radiografias peri-apicais (Dental X-ray Film, Henry Schein);

3.5.2. Para determinagdo das atividades enzimaticas

Balanga Analitica, Precisa 125 A;

Microplate reader AMP Platos R496;

Centrifuga de bancada Eppendorf centrifuge 5418;
Mini Vortexer da VWR;

IPS sanofi diagnostics pasteur;

4-Nitrofenilfosfato de di-sddio hexahidratado da VWR Chemicals;
2-amino-2-methyl-1-propanol, Sigma-Aldrich;
4-Nitrophenol, Fluka;

Microplaca;

Micropipeta de 10, Biopette outoclavable;
Micropipeta de 100, Gilson VWN;

Micropipeta de 1000, Biopette outoclavable;
Micropipeta Multicanal Biohit proline;

Pipetedor automatico Fastpette V-2;

Tubos de centrifuga de 15 mL;

Espatula de inox;

Aminotranferase (AST), Activity Assay Kit (Sigma- Aldrich).

3.5.3. SDP-PAGE

Sistema electroforese, Mini-protean II (Bio-Rad);
Fonte de tensao, Power pac 300 (Bio-Rad);
Agitador orbital;

Acetone 3, II (VWR);
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e Accublock digital dry bath, (Labnet);

e Padrdes de massa molecular, Precision plus protein standards unstained (Bio-
Rad);

e Solucdo corante, Coomassie brilliant blue de-staining solution (Bio-Rad);

e Trichloroacetic Acid (BP, Ph. Eur.) pure, pharma grade, Panreac;

e 12% mini-protein TGX precast Gels (Bio-Rad);

e Solugao descolorante (Bio-Rad);

e Tampao de corrida (10x; 0,25 M Tris-HCI, pH 8,3; 1,92 M glicina; 1% (p/v)
SDS);

e Tampao de amostra (4x; 0,2% M Tris-HCI, pH 6,8; 20% (v/v) glicerol; 8% (p/v)
SDS; 5% (v/v) B-mercaptoetanol; 0,02% (p/v) azul bromofenol.

3.6. Protocolo Clinico

Ap0s selecionar o participante segundo os critérios de inclusdo e exclusdo procedeu-
se a explicacdo dos objetivos do estudo e do procedimento a efetuar e solicitou-se a

assinatura do consentimento informado.

3.6.1. Avaliacdo da higiene Oral

Foi realizada a avaliacdo da higiene oral através da medi¢do dos indices de placa (IP)

e do indice gengival (IG) utilizando uma sonda periodontal graduada.

3.6.2. Recolha da amostra

Para recolher a amostra de fluido crevicular procedeu-se ao isolamento relativo da
zona do implante onde se iria realizar a recolha com rolos de algoddo. Com bolas de
algodao secas e esterilizadas removeu-se a placa bacteriana supragengival. De seguida,
secou-se a zona com um jato de ar suave durante 10 segundos. Inseriu-se com uma pinga
um cone de papel esterilizado e pré-pesado, na localizacdo de maior profundidade até se
sentir uma ligeira resisténcia e aguardou-se 30 segundos (Figura 4), removendo-se de

seguida o cone que foi colocado no tubo Eppendorf.
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Figura 4: Recolha do FCPI com um cone de papel esterilizado (cortesia do Professor Ricardo Alves).

No implante onde se realizou a recolha foi medida a profundidade de sondagem,
recessdo e avaliada a presenca de hemorragia a sondagem e/ou supura¢do. Foram
desprezadas as amostras que continham sangue visivel a olho nu. Realizou-se um raio X
peri-apical com um paralelizador e avaliou-se a perda 6ssea, medindo com uma régua
desde a plataforma do implante ao topo da crista 6ssea. Foi considerada a zona com maior

perda (Figura 5).

Figura 5: Medi¢fo da perda 6ssea numa radiografia peri-apical.

As amostras foram encaminhadas de imediato para o laboratorio onde os tubos
Eppendorf contendo os cones de papel foram de novo pesados numa balanga analitica
para determinagao, por diferenca, do volume recolhido. De seguida, foi adicionado 100

pl de tampao PBS a cada amostra que foi posteriormente congelada (-20°C).
3.7. Estudo Laboratorial
Preparagdo das amostras: as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente

durante 30 min, e posteriormente colocadas no vortex durante 1 min sendo em seguida

centrifugadas durante 60 segundos.
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3.7.1. Analise da Fosfatase Alcalina

A atividade da ALP foi determinada, em triplicado, em tampdao 900 mM 2-amino-2-
methyl-1-propanol (AMP) pH 10,3 por espetrofotometria, utilizando como substrato 9
mM de p-nitrofenilfosfato (pNPP). A reagao foi iniciada por adi¢ao de 100 ul de substrato
a 100 ul de tampao AMP contendo 5 ou 10 pl da amostra, e decorreu a 37°C durante 1
hora. A libertagdo do produto p-nitrofenolato foi determinada pela absorvancia medida
ao comprimento de onda de 405 nm usando uma curva de calibragdo. Para a curva de

calibragdo foi usado 0, 0,5, 1, 2, 5, 10 nmol de p-nitrofenol em tampao AMP (anexo II).

Figura 6: Analise da atividade da Fosfatase Alcalina (ALP): A) amostras e B) curva de calibragéo.

3.7.2. Analise da Aspartato Aminotransferase
A atividade da AST foi determinada, em duplicado, usando um kit comercial para a

detecdo da sua atividade, seguindo as instrugdes do fabricante. Curva de calibragdo em

anexo (anexo III).
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Figura 7: Analise da atividade da Aspartato Aminotranferase (AST), Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich):
A) amostra, B) curva de calibragdo e C) amostras de controlo.

3.7.3. SDS-PAGE

As amostras de cada grupo foram reunidas num Eppendorf para serem analisadas no
seu todo. Apos homogeneizadas no vortex durante 1 min foram centrifugadas durante 60
segundos. As proteinas foram precipitadas por adigdao de acido tricloroacético a -20°C
durante 2 min, de seguida, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se a acetona e levou-
se ao vortex durante Smin, repetindo-se este Ultimo procedimento duas vezes para

remocao total do acido. As proteinas foram de novo dissolvidas em PBS.

Para a quantificagdo proteica foi usado o kit Pierce™ BCA Protein Assay segundo as
indicacdes do fabricante. As amostras foram diluidas para 1,5 mg/ml em tampao de
amostra, incubadas por 3 min a 100°C, e arrefecidas em gelo antes de serem colocadas no
gel. Foi realizada a montagem da tina de eletroforese, posteriormente foi preenchida com
o tampao de corrida. As amostras foram colocadas nos pogos do gel, com o auxilio de
uma micropipeta, assim como o marcador dos padrdes de massa molecular (em cada

extremidade).
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Figura 8: Equipamento de eletroforese com as amostras aplicadas no gel.

A eletroforese foi realizada a uma tensao constante de 100 V. O gel foi incubado em
solucdo corante de azul de Coomassie R-250 no agitador orbital durante 3 horas. Foi
substituida a solugdo corante por uma solu¢do descorante. As massas moleculares das
bandas de interesse foram determinadas usando uma curva de calibragao realizada com

as bandas do marcador (anexo IV).

3.8. Analise Estatistica

Os dados clinicos e laboratoriais foram introduzidos numa base de dados criada no
programa Microsoft Excel® 2017 (Microsoft, Seattle, USA). A analise estatistica foi
efetuada no programa IBM SPSS (Statistical Package of the Social Sciences versao 24.0,
Armonk, NY: IBM Corp.). Foram realizados os testes de normalidade e segundo o teste
Shapiro-Wilks e como as amostras eram em nimero reduzido ndo se verificou a mesma,

pelo que se recorreu aos testes ndo paramétricos de amostras independentes.
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IV.RESULTADOS

4.1. Caracterizacao da amostra

Dos 43 pacientes inicialmente convidados a participar no estudo foram excluidos seis
por apresentarem diabetes mellitus, trés por serem fumadores e dois por ja terem realizado
tratamento periodontal. Posteriormente, dez amostras foram excluidas por terem volume
de FCPI < 0,5 ul. Sendo assim, a amostra final foi de 22 pacientes, sendo dez do género
masculino e doze do género feminino com uma média de idades de 57+12 anos e com

implantes em func¢do, em média, ha 8+ 5anos.

Género

| feminino

B masculino

Grifico 1: Distribuicdo dos pacientes por género na amostra estudada.

Os pacientes foram divididos em quatro grupos de acordo com o diagnoéstico clinico:

e Grupo 1 (controlo): com saude peri-implantar € com satide periodontal (n=5);
e Grupo 2: com doenga peri-implantar e com saude periodontal (n=7);
e Grupo 3: com doenga peri-implantar e com doenga periodontal (n=7);

e Grupo 4: com saude peri-implantar e com doenga periodontal (n=3);
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Distribuicao dos pacientes em cada grupo

Saudavel Peri-implantite Peri-implantite com Periodontite
periodontite

O P N W b~ U1 O N

m Individuos

Grifico 2: Distribuicao dos participantes de acordo com o diagnostico.

O grupo 1, incluiu cinco individuos do género feminino com uma média de idades de
49421 anos. Nestes pacientes os implantes em carga foram postos em média ha 14+5

anos.

O grupo 2, incluiu quatro individuos do género feminino e trés do género masculino
com uma média de idades de 62+5anos, sendo que nestes pacientes os implantes em

carga foram postos em média hd 613 anos.

O grupo 3, incluiu dois individuos do género feminino e cinco do género masculino
com uma média de idades de 6016 anos e nestes pacientes os implantes com carga foram

postos em média ha 945 anos.
O grupo 4, incluiu um individuo do género feminino e dois do género masculino com

uma média de idades de 57+13 anos e nestes pacientes os implantes em carga foram

postos em média ha 442 anos.

40



Resultados

Os grupos 2 e 3 (peri-implantite) foram subdivididos conforme o grau de perda de

insercdo em: leve, moderada e severa (Grafico 3 ¢ 4).

Grupo 2 (n=7)

H Leve
B Moderada

M Severa

Grafico 3: Frequéncia da severidade da peri-implantite no grupo 2: leve (n=1), moderada (n=4) e severa
(n=2).

Grupo 3 (n=7)

W Leve
B Moderada

M Severa

Grafico 4: Frequéncia da severidade da peri-implantite no grupo 3: leve (n=3), moderada (n=3) e severa

(n=1).
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4.2. Comparacao da atividade da ALP nos trés grupos

Ap0s realizar a andlise da atividade enzimatica da ALP no liquido crevicular dos trés
grupos, verificou-se uma maior atividade enzimatica no grupo com doenca peri-implantar
e com doenca periodontal (0,089+0,02 U/ml), seguida dos individuos com doenga peri-
implantar e com saude periodontal (0,062+0,04 U/ml), e com valores mais baixos no
grupo com saude peri-implantar e com saude periodontal (0,021+£0,02 U/ml), (ver
Grafico 3). No entanto, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre

os trés grupos (p=0,075, teste de Kruskal-Wallis).

Tabela 4: Resultados da atividade da ALP nos trés grupos. Os valores representam a média * desvio
padrio.

ALP (U/ml) p Valor Max. Valor Min.
(U/ml) (U/ml)
Grupo 1 0,021+0,02
Grupo 2 0,06240,04 0,075 0,127 0,001
Grupo 3 0,08910,02

Amostras Independentes de Teste de Kruskal-Wallis
15

| B

00

ALP

saudavel peri- peri-
implantite implantite
com
periodontite

Estado

Grafico 5: Atividade enzimatica da ALP em fung¢do do estado de saude peri-implantar. O grafico revela os
quartis inferior e superior e a mediana (caixa azul). Os valores adjacentes marcam os menores € 0s maiores
valores nao declarados como outliers.
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4.3. Comparacao da atividade da AST nos trés grupos

Na andlise da atividade enzimatica da aspartato aminotransferase no liquido

crevicular observou-se uma maior atividade da AST no grupo com doenga peri-implantar

e com doenga periodontal (1,794 0,7 U/ml), seguida do grupo com doenga peri-implantar

e com saude periodontal (1,05+1,5 U/ml), e por fim nos pacientes com saude peri-

implantar e satde periodontal (0,45+0,3 U/ml), (ver Grafico 4). Nao se observam

diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos. (p=0,167, teste de Kruskal-

Wallis).

Tabela 5: Resultados da atividade da AST nos trés grupos. Os valores representam a média + desvio

padrao.
AST (U/ml) p Valor Max. Valor Min.
(U/ml) (U/ml)
Grupo 1 0,45+0,3
Grupo 2 1,05 £1,5 0,167 2,73 0,160
Grupo 3 1,7940,7

Amostras Independentes de Teste de Kruskal-Wallis

3,00

2,00

AST

1,00

00

salde peri- peri-
implantite  implantite
com

periodontite

Estado

Grafico 6: Atividade enzimatica da AST em fung¢do do estado de saude peri-implantar. O grafico revela os
quartis inferior e superior e a mediana (caixa azul). Os valores adjacentes marcam os menores € 0s maiores

valores nao declarados como outliers.
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4.4. Analise das proteinas totais do fluido crevicular por SDP-PAGE

Tendo como ultimo objetivo a identificagdo de um marcador para a peri-implantite, e
na posse de amostras de fluidos de diferentes condi¢des, optamos por em adicdo a
determinagdo das atividade das enzimas analisar o perfil das proteinas totais presentes.
Nesta andlise foram utilizados os quatro grupos de pacientes com implantes saudaveis
sem e com doenga periodontal, implantes com peri-implantite sem e com doenga
periodontal. Para esta andlise foram reunidas as amostras de FCPI de todos os
participantes de cada grupo para tentar evidenciar alguma altera¢do caracteristica da
condi¢do de satde. Verificou-se nos pacientes saudaveis seis bandas com massas
moleculares: 70kDa, 60 kDa, 49 kDa, 25 kDa, 12 kDa e 11kDa, sendo que estas também

foram visiveis nos outros grupos (Figura 9).

—» 75 kDa

—» 25 kDa

—» 10 kDa

Figura 9: Analise por SDP-PAGE (12%) das proteinas totais do fluido crevicular de implantes saudaveis
(1), com peri-implantite € com periodonto saudavel (2), com peri-implantite € com doenga periodontal (3)
e implantes saudaveis com doenca periodontal (4). Marcador de massas moleculares (M). A seta indica a
massa molecular de proteina do marcador e a linha a tracejado a massa molecular calculada de proteinas
comuns nas quatro amostras

Ao realizar uma comparacao entre as bandas dos pacientes saudaveis e os outros
grupos ha trés notas a referir. 1) Observa-se que nos pacientes com o implante saudavel e

com doenga periodontal e nos pacientes com peri-implantite e com o periodonto saudavel

44



Resultados

uma banda adicional abaixo da banda de 60 kDa com massa aproximada de 55kDa, e no
grupo dos pacientes com peri-implantite € com doenga periodontal uma banda adicional
ligeiramente superior a 49 kDa que ndo ¢ evidente nas outras duas condig¢des; ii) A
amostra dos pacientes com peri-implantite € com o periodonto saudavel aparenta a banda
de 60 kDa com menor intensidade que nos outros grupos; iii) Nas amostras dos pacientes
com peri-implantite com e sem doenga periodontal assim como no grupo dos pacientes
com o implante sauddvel mas com doenca periodontal verificou-se que a banda de 11

kDa ¢ mais intensa que no grupo dos pacientes saudaveis.
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V. DISCUSSAO

A doenga peri-implantar ¢ diagnosticada recorrendo a avaliagdo clinica e radiografica,
no entanto estas apresentam algumas limitagdes. Por exemplo, na avaliacao clinica ¢
avaliada a profundidade de sondagem, no entanto, esta pode ser afetada por varios fatores
nomeadamente: variagdes na forca de sondagem, o diametro da sonda, mau
posicionamento da sonda, erro na leitura, estado de saude dos tecidos moles, forma do
implante e existéncia de depdsitos subgengivais (Cha, Wadhwani, Wang, Hokett, &
Katancik, 2019). A avaliagdo clinica e radiografica também nao ¢ eficiente na avaliagao
da progressdo da doenca e no seu estado de atividade, avaliando apenas a gravidade da
destruicdo j& ocorrida (Berglundh et al., 2018). Assim torna-se importante desenvolver
um teste, como por exemplo biomarcadores, que permitam um diagnostico precoce,
preciso e rigoroso antes de ocorrer a perda oOssea irreversivel, mas também avaliar a

resposta ao tratamento no caso de esta ja ter ocorrido.

Existe um risco aumentado para o desenvolvimento da peri-implantite em pacientes
com antecedentes de periodontite, mau controle de placa bacteriana e auséncia de
manutencdo regular apds a colocagao dos implantes a diabetes e o tabagismo também tém
sido identificados como potenciais indicadores de risco da peri-implantite (Berglundh et
al., 2018). Neste estudo, uma das grandes dificuldades foi recrutar pacientes apenas com
peri-implantite ¢ sem doenga periodontal, pois a maioria dos pacientes com peri-
implantite também tinham periodontite, provavelmente devido a associacdo entre ambas
as patologias. Todavia, para que o estudo abranja o maior numero de pacientes possivel,

foi incluido um grupo com doenga peri-implantar e com doenca periodontal.

O FCPI ¢ um exsudado com diversos constituintes que sao apontados como potenciais
biomarcadores da doenga peri-implantar e t€m sido alvo de inimeros estudos. A anélise
dos seus componentes pode dar informagdes importantes sobre a doenca peri-implantar
(Zani et al., 2016). Este estudo procurou avaliar se a atividade enzimatica da ALP e da
AST no FCPI poderia ser utilizada como biomarcador da peri-implantite. Varios estudos
tém relacionado estas enzimas a periodontite, observando-se um aumento das mesmas
nos pacientes com periodontite em comparagao aos pacientes com o periodonto saudavel

(Caula, Lira-Junior, Tinoco, & Fischer, 2015). No entanto, no ambito da peri-implantite
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ainda sdo poucos os estudos sobre estas enzimas no FCPI na monotorizacdao da saude e

da doenca peri-implantar.

De forma a tentar esclarecer a relagdo destas enzimas na peri-implante foi realizado
um estudo experimental em que foi efetuada a anélise da atividade enzimatica da ALP e
da AST como potenciais biomarcadores enzimaticos da peri-implantite em trés grupos de
pacientes com condig¢des clinicas bem definidas: saudaveis, com peri-implantite com e

sem doenca periodontal.

A atividade enzimatica da ALP aparenta ser maior no grupo dos pacientes com peri-
implantite e periodontite, seguido do grupo com peri-implantite com saude periodontal e
por ultimo, com valores mais baixos, pacientes com implantes saudaveis, embora nao se
tenham verificado diferengas estatisticamente significativas entre os trés grupos. Estes
resultados vao de encontro aos de um estudo semelhante realizado por Paknejad, Emtiaz,
Khoobyari, Gharb, & Yazdi (2006) onde foram comparados implantes sem e com peri-
implantite e se verificou um aumento da atividade da ALP nestes ultimos, porém ndo se
encontraram correlacdes estatisticas entre os indices de placa e hemorragia e os niveis de

ALP.

Os resultados parecem indicar, que a atividade enzimatica da ALP entre os pacientes
com peri-implantite e com doenga periodontal ¢ maior em comparagdo aos pacientes com
peri-implantite e com o periodonto saudavel. Isto pode ser explicado pelo facto de os
pacientes com doenca periodontal terem maior quantidade de tecido envolvido, sendo
maior a magnitude da destruicdo do tecido. Por outro lado, ainda que a recolha tenha sido
realizada no sulco peri-implantar pode existir um aumento da inflamag¢ao provocada pelos

dentes adjacentes.

A AST ¢ uma enzima intracelular confinada ao citoplasma celular que ¢ libertada
quando ocorre morte celular. Neste estudo, nos resultados da atividade da AST verificou-
se, como esperado, um aumento nos dois grupos com peri-implantite relativamente ao
controlo, apesar de ndo se terem verificado diferengas estatisticamente significativas entre
os trés grupos. Estes resultados, estdo de acordo com um estudo semelhante realizado por
Paolantonio et al. (2000) que verificou uma maior atividade da AST no FCPI de pacientes

com peri-implantite em comparag¢ao com pacientes saudaveis e com mucosite. Paknejad
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et al. (2006), observaram um aumento da atividade de AST em torno de implantes com

hemorragia a sondagem e aumento da PS.

Em ambas as determinacdes, ALP e AST, se observou uma elevada dispersao dos
resultados para as amostras com peri-implantite. Isto pode dever-se ao facto dos pacientes
com peri-implantite apresentarem diferengas na severidade (ver Grafico 3 e 4) ou no
estado de atividade da peri-implantite. O facto de haver poucas amostras de pacientes
apenas com peri-implantite levou a que ndo fosse possivel a analise de acordo com o grau
de severidades, ndo tendo havido distingdo entre as mesmas, sendo esta uma das
limitacdes deste estudo. Este foi um estudo piloto onde no global foi analisado um ntimero
reduzido de amostras. Uma outra limitacao foi o facto de apenas ter sido possivel recolher
um volume reduzido de FCPI. O reduzido volume recolhido dificultou os procedimentos
laboratoriais € aumentou o erro associado as determinagdes. No futuro, esta questdo
podera ser ultrapassada aumentando o tempo de recolha, realizando esta recolha em varias
localizagdes do implante, ao invés de apenas na localizag¢do mais profunda e juntando-as
de forma a obter um maior volume de amostra. Também poderia ser considerada a
utilizacao de outro método de recolha como por exemplo com micropipetas ou tiras de

papel absorvente que tém maior area de absor¢ao que os cones (Attar et al., 2018).

Na anélise das proteinas totais do fluido crevicular nos pacientes saudaveis observa-
se um padrao de bandas semelhante ao do estudo realizado por Balducci et al. (2007) que
traduzem a abundincia de proteinas normalmente presente neste fluido. Muito
interessante ¢ a compara¢do desse padrao com o das amostras de pacientes com doenca
(peri-implantite e/ou periodontite) que faz sobressair a banda de 11kDa como principal
diferenca. No grupo dos pacientes com implantes saudaveis € menos intensa, ou seja, com
menos concentracao de proteinas com essa massa molecular, em comparagdo aos outros
grupos. No entanto, ndo parece ser especifica de peri-implantite. Uma outra observacao
curiosa € que, em comparagdo com os restantes grupos de pacientes, o grupo com peri-
implantite e com saude periodontal apresenta a banda do 60 kDa de muito menor
intensidade, mas mantendo as bandas de 11 e 12kDa de intensidade semelhante aos outros
grupos. A identificagdo destas proteinas poderdo trazer novos dados que contribuam para
a melhoria do diagnostico precoce com base em marcadores especificos da saude peri-
implantar. Também com potencial discriminatorio surge a banda adicional com cerca de

55kDa, massa molecular semelhante a da ALP “P05186 (PPBT_HUMAN)” (2019) com
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57 kDa mas também a da MMPS, uma proteina com 53kDa “P22894 (MMP8 HUMAN)”
(2019) ja referida em varios estudos como potencial biomarcador da periodontite e da
peri-implantite (Al-Majid et al., 2018). Alguns estudos verificaram que a MMP-8 na
saliva tinha maior sensibilidade, podendo ser vantajosa na triagem, € que no fluido
crevicular tinha maior especificidade, pelo que estes niveis poderdo avaliar o sucesso do
tratamento assim como permitir realizar uma personalizagdo do tratamento necessario a
cada individuo. A combinagdo de outros biomarcadores com a MMP-8 na dete¢do da
inflamagao periodontal/peri-implantar pode aumentar a precisdo do diagnostico.(Al-

Majid et al., 2018).

Ao longo dos anos tem-se vindo a estudar varios biomarcadores para a peri-
implantite, no entanto, ainda nao foi encontrado um que fosse suficientemente sensivel e
especifico, que nos permitisse realizar um diagndstico rigoroso e preciso da peri-
implantite. O facto de ainda ndo se ter encontrado esse biomarcador pode dever-se a
varios fatores. Provavelmente podera ser necessario a utilizagdo de varios biomarcadores
em conjunto de forma a proporcionarem um diagnostico fiel com reduzida margem de
erro. Seria clinicamente vantajoso que fosse possivel criar com esse marcador um teste
rapido, cujo resultado fosse um valor que nos especificasse a condi¢do peri-implantar.
Neste aspeto a ALP e AST seriam muito interessantes pois a sua atividade ¢ relativamente
facil de determinacio. E necessario continuar a estudar este tema de forma a contornar as
limitagdes existentes, nomeadamente aumentando o nimero de pacientes € o volume das

amostras de FCPIL.
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VI.CONCLUSAO

Neste estudo foi testada a atividade de duas enzimas em condi¢gdes de implantes
saudaveis e com doenca. Os resultados apontam para um ligeiro aumento, embora sem
significancia estatistica, da atividade da fosfatase alcalina e da aspartato aminotransferase
no liquido crevicular de implantes com doenca peri-implantar. As pequenas diferengas
observadas e a grande variabilidade nos valores podem ter resultado da dificuldade em
recolher um maior volume de FCPI mas também do pequeno tamanho da amostra que
inviabilizou a avaliacdo das amostras por grau de severidade da doenca. Ainda assim,
estes resultados sugerem que estas enzimas poderdo ser uteis como biomarcadores da
peri-implantite. O perfil de proteinas totais revelou-se muito informativo. Entre as
proteinas totais do liquido crevicular surge, aparentemente, uma proteina de peso
molecular 11 kDa em menor quantidade no grupo dos pacientes saudaveis em
comparagdo aos outros grupos assim como uma proteina adicional de 55kDa, pelo que

estas poderdo ser exploradas como possiveis biomarcadores da saude peri-implantar.
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ANEXOS

Consentimenteo infermadeo

Cédigo | IMP:EM.PE.17_02

Monte de Caparica, ___de de

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do mestrado de Medicina Dentaria na Unidade Curricular de Orientacdo Tutorial
de Projecto Final do(a) Instituto Universitario Egas Moniz, sob a orientagéo do Professor
Doutor Ricardo Castro Alves, solicita-se autorizagdo para a participagdo no estudo
“Fosfatase alcalina e Aspartato aminotransferase como biomarcadores de peri-implantite”.

Este estudo tem como objetivo avaliar a atividade de duas enzimas (fosfatase alcalina e da
aspartato aminotransferase) recolhidas do fluido crevicular (liquido produzido pela gengiva)
como potencial marcador para o diagnéstico precoce da peri-implantite (perda 6ssea a volta
dos implantes) e verificar se o nivel de severidade da peri-implantite se relaciona com a
atividade das enzimas mencionadas.

A recolha demorara apenas breves minutos e sera efetuada de forma nao invasiva, com

desconforto minimo, com recurso a pontas de papel esterilizadas.

A participagdo neste estudo é voluntaria. A sua ndo participagdo nao lhe trara qualquer
prejuizo.
Este estudo pode trazer beneficios tais como encontrar uma forma de diagnéstico precoce

da peri-implantite, permitir uma melhor monitorizacdo da doenga e resposta ao tratamento.

A informacgéo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicacao e
sera tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha € anénima e
confidencial.

(Riscar o que néo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as
condi¢des do mesmo e que ndo tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mée ou tutor legal)



II.

Curva de calibragio do doseamento da ALP
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Representacdo da absorvancia medida ao comprimento de onda 405 nm em fun¢do do produto da reagao
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Representacdo da absorvancia medida ao comprimento de onda 450 nm em fun¢do do produto da reagao
(glutamato).



IV.

Curva de calibragao para o doseamento das
proteinas
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Representacdo da massa molecular das proteinas do marcador (Log Mr) em fungao da distancia migrada
apos electroforese



<& EGAS MONIZ

Autorizacdo para realizacao de trabalho de Investigacdo na

Clinica Dentaria Universitaria Egas Moniz
Cédigo | IMP.CDEM.05_00

IDENTIFICACAO DO INVESTIGADOR RESPONSAVEL: Prof® Doutor Ricardo Castro Alves

ricardocastroalves@gmail.com

TITULO DO TRABALHO: Fosfatase alcalina e Aspartato aminotransferase como biomarcadores de peri-
implantite : Estudo piloto.

Excelentissima Professora Doutora Fernanda de Mesquita—Presidente da Comissao de Etica,

O Médico Prof. Doutor Ricardo Castro Alves e a sua equipa podem utilizar a Clinica Dentéaria
Universitaria Egas Moniz (CDUEM), para realizagao da investigacao da Fosfatase alcalina e Aspartato
aminotransferase como biomarcadores de peri-implantite : Estudo piloto.

Aguardo a aprovacao da Comissao Cientifica e da Comissao de Etica, para cedéncia das instalagoes e

dos doentes da clinica de acordo com o normal funcionamento da Clinica.
Atenciosamente, com os melhores cumprimentos

Monte da Caparica, 31 de Janeiro de 2019




VL

Comisséo de Etica

Proc. Interno n° 705

Ex.ma Senhora

Yana Slovinska

Monte de Caparica, 13 de fevereiro de 2019.

Ex.ma Senhora,
Em resposta ao Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comisséo de Etica da
Egas Moniz, com o tema denominado “Fosfatase alcalina e Aspartato aminotransferase

como biomarcadores de peri-impantide: Estudo Piloto”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comiss&o de Etica da Egas Moniz

Prof?. Doutora Maria Fernanda de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica



