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RESUMO

Atualmente, os implantes dentarios sao utilizados rotineiramente na pratica clinica
como uma das principais op¢des de reabilitacdo de espacos edéntulos, devido aos seus
beneficios funcionais e estéticos a longo prazo. Apesar das elevadas taxas de sucesso e
sobrevivéncia associadas a reabilitagdo com implantes, podem surgir complicacdes,
nomeadamente a doenga peri-implantar, que em ultima instancia leva a falha do implante.

A peri-implantite afeta os tecidos de suporte peri-implantares, ocorrendo
inflamacao da mucosa e perda de osso de suporte. Os métodos comumente utilizados para
diagnosticar esta patologia sdo complexos na sua aplicagdo e interpretagao, além de nao
permitirem a especificidade e sensibilidade desejaveis para a detecdo precoce da doenga.
A avaliacdo e a quantificagdo dos biomarcadores presentes no fluido crevicular peri-
implantar podem complementar este diagnostico.

Esta revisdo narrativa pretendeu analisar a evidéncia cientifica existente acerca da
associacao entre os niveis de interleucina-1 beta (IL-1P), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e prostaglandina E2 (PGE2) no fluido crevicular peri-implantar e a peri-
implantite. Foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados: PubMed,
Cochrane Library, Research Gate e Elsevier.

A analise da literatura mostra que a IL-1p, o TNF-a ¢ a PGE2 desempenham um
papel pro-inflamatério fulcral na peri-implantite, sobretudo através da mediacdo da
reabsorcdo Ossea a partir da ativagdo dos osteoclastos. Por conseguinte, a maioria dos
estudos verificou um aumento das suas concentragdes no fluido crevicular peri-implantar
de localizacdes afetadas, sendo confirmada a presenga de uma associag¢do positiva com a
doenca, que no futuro devera ser fortalecida com evidéncia de mais estudos longitudinais
controlados.

A descoberta desta associacdo e o desenvolvimento de um teste que permita
identifica-la no contexto clinico, concede ao Médico Dentista a capacidade de realizar o
diagnostico precoce da peri-implantite, que melhora consideravelmente o prognostico do

seu tratamento.

Palavras-chave: Interleucina-1 beta, Fator de necrose tumoral alfa, Prostaglandina E2 e

Peri-implantite.






ABSTRACT

Currently, dental implants are used as one of the main clinical rehabilitation
methods for edentulous spaces due to their long-term functional and aesthetic benefits.
Despite the high success and survival rates associated with implant rehabilitation,
complications can arise, namely peri-implant disease, which ultimately can lead to
implant failure.

Peri-implantitis affects the supporting peri-implant tissues, with inflammation of
the peri-implant mucosa and loss of supporting bone. The methods commonly used to
diagnose this pathology are complex in their application and interpretation, in addition to
not allowing the desired specificity and sensitivity for the early detection of the disease.
The evaluation and quantification of biomarkers present in the peri-implant crevicular
fluid can complement this diagnosis.

This narrative review aimed to analyze the existing scientific evidence about the
association between the levels of interleukin-1 beta (IL-10), tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) and prostaglandin E2 (PGE2) in the peri-implant crevicular fluid and the peri-
implantitis. A bibliographic search was carried out in the following databases: PubMed,
Cochrane Library, Research Gate and Elsevier.

The literature review shows that IL-1pB, TNF-a and PGE2 play a key pro-
inflammatory role in the establishment of peri-implantitis, mainly from the mediation of
bone resorption through activation of osteoclasts. Therefore, most studies have found an
increase in their concentrations in the peri-implant crevicular fluid of affected locations,
confirming the presence of a positive association with the disease which in the future
should be strengthened with additional evidence from controlled longitudinal studies.

The discovery of this association and the development of a test that allows it to be
identified in the clinical context, gives the Dentist the ability to perform an early diagnosis

of peri-implantitis, which considerably improves the prognosis of its treatment.

Keywords: Interleukin-1 beta, Tumor necrosis factor alpha, Prostaglandin E2 and Peri-

implantitis.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

A utilizagdo de implantes dentarios para suporte de protese fixas e removiveis €
vista como uma solucdo estética e funcional com resultados previsiveis no tratamento da
perda dentaria, devido a sua capacidade de osteointegracao e estabilidade (Charalampakis
& Belibasakis, 2015; da Silva et al., 2011; Javed & Almas, 2010; The American Academy
of Periodontology [AAP], 2013). Assim, a reabilitacdo de espagos edéntulos, parciais ou
totais, suportada por implantes, tem registado um aumento significativo na pratica clinica
dos ultimos 20 anos, sendo estimada a colocagao de mais de cinco milhdes de implantes
por ano (Renvert et al., 2018; Shimchuk et al., 2020; AAP, 2013). Atualmente, a
prevaléncia de implantes dentarios aumenta cerca de 14% ao ano e espera-se que atinja
valores de 23% no ano de 2026 (Kormas et al., 2020).

Contudo, ¢ importante referir que os implantes dentarios nao sdo imunes as
complicagdes que podem resultar de um planeamento inadequado do tratamento, do
procedimento cirurgico e pos-cirurgico, da reabilitacdo protética e da auséncia de
consultas de manutencao perioddicas (AAP, 2013). Além disso, os implantes sdo pilares
artificiais cuja superficie estd propensa a formacao de biofilmes orais, o que pode resultar
em processos inflamatorios € na consequente destruicdo dos tecidos peri-implantares
(Charalampakis & Belibasakis, 2015). Isto €, com o aumento do recurso a Implantologia,
surgiu da mesma forma, um nimero crescente de casos de insucesso e falhas dos
implantes, causado em parte pelo aparecimento de doengas peri-implantares (Alassy et
al.,2019; AAP, 2013). Por conseguinte, torna-se fulcral a dete¢do precoce e o tratamento
destas patologias (Giirlek et al., 2017).

No ambito do Workshop Mundial de 2017 sobre a Classificagdo de Doencas
Periodontais e Doengas e Condigdes Peri-implantares o grupo de trabalho n°4 definiu a
peri-implantite (PI) como uma condicdo patologica associada a acumulagdo de placa que
ocorre nos tecidos de suporte peri-implantares, caracterizada pela inflamag¢do da mucosa
e subsequente perda progressiva do osso de suporte (Berglundh et al., 2018).

O conjunto de parametros clinicos e radiograficos, tais como a profundidade de
sondagem (PS), a hemorragia a sondagem (HS), a supuracdo, a mobilidade e a perda dssea
sao utilizados para diagnosticar a PI (Schwarz et al., 2018). Todavia, além de ndo serem
especificos, nem sensiveis o suficiente, estes métodos de diagndstico podem ser

complexos de realizar e de interpretar (Duarte et al., 2016).
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Andlise dos niveis de IL-1, TNF-a e PGE?2 no fluido crevicular peri-implantar como método auxiliar de diagnostico
da peri-implantite

O fluido crevicular peri-implantar (FCPI) ¢ um biofluido facilmente obtido através
de métodos de recolha ndo invasivos e com potencial para a dete¢do precoce da PI, devido
a presenca de moléculas na sua composi¢do, que podem ser usadas como biomarcadores
(Giirlek et al., 2017). Segundo o Biomarkers Definitions Working Group (2001) um
biomarcador, ou marcador bioldgico, ¢ considerado ‘“uma caracteristica que ¢
objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervengdo terapéutica”.
Diversos estudos comprovaram o aumento da concentragdo de determinados
biomarcadores no FCPI nos locais de inflamagdo e degradagdo tecidular,
comparativamente as localizagdes saudaveis (Giirlek et al., 2017).

As citoquinas pro-inflamatérias interleucina-1 beta (IL-1PB) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) tém sido investigadas como marcadores bioquimicos da PI em
diversos estudos clinicos face a sua concentra¢dao visivelmente elevada no FCPI de
localizagdes doentes (Faot et al., 2015). Relativamente ao papel que estas citoquinas
exercem no desenvolvimento da doenga peri-implantar destacam-se, a inducdo da
expressao de moléculas de adesdo endotelial e de outros mediadores que facilitam e
amplificam a resposta inflamatoria, ¢ a estimulagdo das metaloproteinases de matriz e
reabsorcao 6ssea (Graves & Cochran, 2003; Petkovi¢ et al., 2010). A prostagladina E2
(PGE2) ¢ um metabolito do acido araquiddnico que apresenta também efeitos na PI,
nomeadamente na vasodilatagdo, no aumento da permeabilidade vascular em locais de
inflamacao, na ativagao dos osteoclastos e na regulacao da reabsor¢do 6ssea (Alkan et al.,
2016). De acordo com Basegmez et al. (2012) a maioria dos estudos transversais e
retrospetivos estdo em concordancia no que diz respeito ao aumento dos niveis da PGE2
no FCPI de pacientes com peri-implantite.

A seguinte revisdo narrativa da literatura tem como objetivo analisar a evidéncia
cientifica existente acerca da associacao entre os niveis de IL-1f3, TNF-a e PGE2 no FCPI
e a peri-implantite. Além disso, pretende avaliar o papel destes mediadores inflamatdrios
enquanto meios complementares de diagnodstico e de controlo da doenga.

Como tal, procurou-se alcancar um melhor entendimento relativamente a PI e as
suas caracteristicas, prevaléncia e fatores de risco, bem como do FCPI e da sua

composi¢dao em termos de biomarcadores, em particular da IL-1p, TNF-o e PGE2.
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

1. Peri-Implantite

1.1 Definicdo de Peri-Implantite, Mucosite Peri-Implantar e Saude
Peri-Implantar

No decorrer do Workshop Mundial de 2017 sobre a Classificagio de Doengas
Periodontais e Doengas e Condigdes Peri-implantares, a peri-implantite foi definida como
sendo uma condi¢@o patoldgica associada a acumulacdo de placa bacteriana que ocorre
nos tecidos peri-implantares, caracterizada pela inflama¢do da mucosa adjacente e pela
perda progressiva de osso de suporte (Berglundh et al., 2018; Caton et al., 2018; Schwarz
et al.,, 2018). A PI resulta da interagdo entre as bactérias e os tecidos de suporte do
implante e da consequente resposta imune do hospedeiro (Faot et al., 2015).

O diagnostico da PI ¢ frequentemente realizado no decorrer das consultas de
rotina, sendo esta maioritariamente assintomatica (Klinge et al., 2005). Clinicamente, o
método convencional empregado para avaliar a satide dos implantes consiste, ndo s6 na
utilizagdo de uma sonda periodontal para medi¢cdo da profundidade de sondagem e a
concomitante analise do grau de inflamacdo dos tecidos moles através da hemorragia a
sondagem, bem como na identificagdo da perda Ossea a partir de radiografias (Alassy et
al., 2019; Schwarz et al., 2018).

A mucosite peri-implantar (MPI) precede a PI, de forma idéntica a evolucdo da
gengivite para periodontite, tratando-se assim, de uma condi¢ao inflamatdria que afeta os
tecidos moles em redor do implante, no entanto, sem que haja perda de osso de suporte
(Heitz-Mayfield & Salvi, 2018; Schwarz et al., 2018).

Contrariamente a doenca, a satde peri-implantar ¢ determinada pela auséncia de
eritema, hemorragia a sondagem, edema, supuracgdo e perda O6ssea que ndo seja fisioldgica

(Araujo & Lindhe, 2018; Berglundh et al., 2018).
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Andlise dos niveis de IL-1, TNF-a e PGE?2 no fluido crevicular peri-implantar como método auxiliar de diagnostico
da peri-implantite

1.2 Caracteristicas Clinicas da Peri-Implantite

Entre as principais caracteristicas clinicas duma localizacdo afetada por peri-
implantite devem-se destacar, os sinais de inflamacdo, incluindo rubor e edema,
hemorragia a sondagem, com ou sem supuragao, aumento da profundidade de sondagem
e/ou recessdo da margem gengival, juntamente com perda Ossea radiografica, quando
comparada com registos prévios. Na auséncia de registos, o diagndstico ¢ realizado com
base nas seguintes premissas: presenca de hemorragia a sondagem e/ou supuracio a
sondagem suave; profundidades de sondagem maiores, ou iguais a 6 mm e niveis 0sseos
com valores de 3 mm ou mais para apical, da por¢ao mais coronal da parte intradssea do
implante (Berglundh et al., 2018; Schwarz et al., 2018).

No sentido de fazerem um acompanhamento da reabilitacdo protética ¢
recomendado que os clinicos obtenham medicdes iniciais da perda 6ssea radiografica e
profundidades de sondagem. Posteriormente, uma nova radiografia deve ser realizada
para que seja estabelecido um nivel 6sseo de referéncia apos remodelagdo fisiologica
(Berglundh et al., 2018).

De acordo com Ramanauskaite et al. (2018) observa-se uma correlagdo positiva
entre a severidade da doenga com os pardmetros clinicos referidos. No que diz respeito
aos valores de HS, verifica-se um aumento significativo deste parametro clinico em
implantes diagnosticados com PI (86% ao nivel do implante). Quando analisadas as
médias relativas a PS entre localizagdes saudaveis e afetadas, as mesmas evidenciam
diferencas igualmente relevantes (saudavel: 2,95 mm; peri-implantite: 4,91 mm). Apos
confirmacao da associagao entre PS aumentadas com o estado de doenga, Schwarz et al.
(2017) verificaram uma frequéncia ainda maior de medigdes entre os 4 € 0s 6 mm em
localizagdes nao saudaveis. Relativamente a supuragdo, inimeros autores indicaram a sua

presenca nas localiza¢des afetadas por PI (Lang et al., 2011; Lindhe et al., 2008).
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Desenvolvimento

1.3 Caracteristicas Histopatologicas da Peri-Implantite

Histologicamente, a mucosa peri-implantar saudavel forma uma barreira ao aderir
ao implante e, em contraste com o periodonto, apresenta fibras de colagénio paralelas a
superficie do mesmo (Berglundh et al., 1991). A disposi¢ao das fibras, apesar de
transmitirem fragilidade, comparativamente ao tecido conjuntivo nos dentes naturais,
proporciona, pelo contrario, o mesmo tipo de aderéncia e potencial na prevencdo da
formacgao de placa bacteriana (Kormas et al., 2020).

As lesoes peri-implantares t€ém sido extensivamente avaliadas através de biopsias
humanas. Importante serd referir as suas caracteristicas principais, entre as quais, a
extensdo para apical do epitélio juncional, nimero e densidade aumentada dos seus
constituintes, principalmente macréfagos e neutrdfilos, tal como um aumento da
densidade de estruturas vasculares externas e laterais ao infiltrado celular (Berglundh et
al., 2018; Carcuac & Berglundh, 2014).

Tém sido conduzidos diversos estudos com o objetivo de clarificar a diferenga
entre o padrdo de progressao da peri-implantite e da periodontite, que apesar de bastante
similares apresentam, ainda assim, as suas diferencas (Kormas et al., 2020). Nas
localizacdes afetadas pela periodontite, entre o infiltrado celular inflamatério e a crista
Ossea alveolar, encontra-se o tecido conjuntivo supra-alveolar ndo inflamado; ao passo
que na peri-implantite este ¢ substituido por um volume aumentado de infiltrado celular
que se estende até ao osso alveolar (Kormas et al., 2020). Na sua composi¢do, assim como
nas lesdes periodontais, o infiltrado contém células plasmaticas. Contudo, a mesma ¢
caracterizada sobretudo pelo aumento da propor¢do de macrofagos e leucocitos

polimorfonucleares presentes nos compartimentos perivasculares (Schwarz et al., 2018).

1.4 Caracteristicas Microbioldgicas da Peri-Implantite

Atualmente, existem evidéncias de estudos observacionais em como a placa
bacteriana representa o principal fator etiologico para o desenvolvimento de PI
(Berglundh et al., 2018; Javed et al., 2011).

Imediatamente apos a inser¢dao do implante ¢ formada uma pelicula salivar em
torno das superficies expostas a0 meio oral, o que possibilita a adesdo de colonizadores

bacterianos iniciais, fornecendo assim, uma superficie recetora para adesdo de futuros
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Andlise dos niveis de IL-1, TNF-a e PGE?2 no fluido crevicular peri-implantar como método auxiliar de diagnostico
da peri-implantite

colonizadores (Kolenbrander et al., 2010). Numa fase mais tardia, as comunidades
bacterianas que colonizam o nicho peri-implantar atingem um equilibrio simbiético com
o hospedeiro, compativel com satde peri-implantar (Belibasakis & Manoil, 2021).
Todavia, ocorrem ocasionalmente modificagdes resultantes do microambiente, que por
sua vez resultam em disbiose exacerbando a progressao inflamatéria (Heitz-Mayfield &
Lang, 2010).

Com o objetivo de identificar as bactérias associadas a infe¢des peri-implantares
tém sido utilizadas as técnicas em cultura anaerobia e observagdo em microscopia de
contraste de fase (Charalampakis & Belibasakis, 2015). Desta forma, ¢ possivel referir as
bactérias anaerobias gram-negativo e modveis, como sendo as espécies que surgem
maioritariamente na PI (Belibasakis & Manoil, 2021).

Em comparagao as localiza¢des saudaveis, as localiza¢des afetadas pela peri-
implantite apresentam maior diversidade de bactérias, mais precisamente de 19 espécies,
incluindo membros do “complexo vermelho”, comumente envolvidos na
periodontopatogénese, tais como, a Porphyromonas gingivalis ¢ Tannerella forsythia
(Belibasakis et al., 2016; Persson & Renvert, 2014; Shibli et al., 2008). De um modo
geral, os estudos verificaram semelhancas entre as infe¢des peri-implantares e a gengivite
ou periodontite cronica (Belibasakis & Manoil, 2021). No entanto, observam-se algumas
diferengas relacionadas com a presenca de patdgenos oportunistas de origem bacteriana,
(por exemplo: Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus), fingica (por
exemplo: Candida albicans, Candida boidinii, Penicillum spp., Rhadotorula laryngis,
Paelicomyces spp) e viral (por exemplo: Cytomegalovirus humano, virus Epstein-Barr),
0 que aponta para uma infecao heterogénea complexa (Kormas et al., 2020; Persson &
Renvert, 2014; Schwarz et al., 2018).

Essencialmente a peri-implantite continua a ser considerada uma infe¢do mista
endogena, implicando, ocasionalmente, bactérias orais atipicas (Belibasakis & Manoil,

2021).
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1.5 Fatores e Indicadores de Risco

Sao considerados fatores de risco os agentes que aumentam a probabilidade de
ocorréncia da doenga, sendo geralmente confirmados por estudos longitudinais. Em
contrapartida, os indicadores de risco sdo justificados com base em estudos transversais
(Beck, 1998). O seu conhecimento revela-se importante, uma vez que permite identificar
pacientes que apresentam um maior risco de desenvolvimento de uma resposta osteo
imunoinflamatéria acentuada, quando expostos aos agentes patogénicos da PI (Correa et
al., 2019).

Entre os fatores de risco que tém sido associados a esta patologia destacam-se o
tabagismo e a diabetes mellitus. Todavia, uma revisdo de literatura submetida para o
Workshop Mundial de 2017, relatou uma discordancia e inconclusividade entre alguns
dos estudos incluidos, os quais ndo conseguiram identificar nem o tabagismo nem a
diabetes como fatores de risco para a PI (Schwarz et al., 2018). Schwarz et al. (2018)
confirmaram ainda a necessidade de desenvolver estudos adicionais que avaliassem estas
possiveis associagdes, com o intuito de alcancar uma robustez maior na evidéncia
apresentada.

Mais tarde, segundo os estudos de Kormas et al. (2020) e Maney et al. (2020), o
tabagismo foi considerado um fator de risco relevante para a peri-implantite e tem sido
altamente relacionado com o aumento da prevaléncia desta condi¢do, induzindo
negativamente a perda dssea implantar e consequente falha do implante (Kormas et al.,
2020; Maney et al., 2020). Por outro lado, de acordo com Kormas et al. (2020) a diabetes
mellitus é considerada uma doenga sistémica pro-inflamatdria, na qual a resposta imune
do hospedeiro ¢ alterada, afetando as vias anabolica e catabolica da cicatrizacdo Ossea,
que resulta no aumento da osteoclastogénese e comprometimento da atividade dos
osteoblastos. Assim, ¢ conhecida por poder afetar a osteointegracdo e o sucesso dos
implantes.

A literatura atual tem refor¢ado a influéncia de outros fatores de risco,
previamente estabelecidos, para a peri-implantite, tais como, uma higiene oral deficiente,
auséncia de manutenc¢ao regular, historico de periodontite, e ma qualidade do tecido mole
peri-implantar. Pode-se ainda referir a medicagao, idade, género, niveis de vitamina D e
doengas auto-imunes, como indicadores no estabelecimento da PI, todavia investigacdes

futuras sdo precisas para confirmar a sua associacao (Maney et al. 2020).

19



Andlise dos niveis de IL-1, TNF-a e PGE?2 no fluido crevicular peri-implantar como método auxiliar de diagnostico
da peri-implantite

Por outro lado, determinadas evidéncias indicam a eventual influéncia de varios
polimorfismos genéticos e consequentemente a suscetibilidade de certos individuos para

esta condicdo (Schwarz et al., 2018).

1.6 Prevaléncia

Como referido anteriormente, a colocacdao cirirgica de implantes dentarios
constitui, cada vez mais, uma das principais opc¢des de reabilitacdo oral, estabelecendo
assim, uma correlagdo positiva com a prevaléncia das doengas associadas, como a peri-
implantite (Alassy et al., 2019).

Com objetivo de alcancar um melhor entendimento sobre a prevaléncia da PI
foram realizadas duas meta-analises, nas quais os valores estimados para a prevaléncia
desta patologia a nivel dos implantes e dos pacientes sdo de 9,6% e de 18,8%,
respetivamente (Atieh et al., 2013).

Por outro lado, Derks & Tomasi (2015) apresentam resultados que rondam valores
entre 1 ¢ 47%, sendo a média ponderada de 22% (a nivel do paciente). A discrepancia
entre o valor maximo e o valor minimo da prevaléncia deve-se ao facto de os estudos
incluidos apresentarem limitagdes na aleatoriedade da amostragem e selecdo dos
pacientes. Segundo os autores, os estudos também deveriam incluir pacientes tratados em
diversos contextos clinicos, bem como amostras maiores (Derks & Tomasi, 2015).

Além disso, apesar da definicdo de peri-implantite ter sido aplicada de igual modo
em todos os estudos, os limiares de perda 6ssea estipulados para as defini¢des de caso de
doenga variaram significativamente, com implicagdes nos resultados das prevaléncias
obtidas (Albrektsson & Isidor, 1994; Derks & Tomasi, 2015; Zitzmann & Berglundh,
2008).

De acordo com um estudo de Zetterqvist et al. (2010) que estabeleceu 5 mm como
limiar maximo para a perda Ossea, a prevaléncia da peri-implantite reportou valores
minimos de 1%, enquanto Koldsland et al. (2010) que utilizou como limiar 0,4 mm obteve
valores maximos de 47%.

Em virtude da necessidade de um consenso relativo ao que € tido como limiar de
perda dssea considerada patoldgica, de maneira a facilitar comparagdes em estudos
epidemioldgicos, foram determinadas defini¢des de caso no 8° Workshop Europeu de

Periodontologia. Na condi¢ao de ndo existirem radiografias prévias, uma perda Ossea
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superior a 2mm, juntamente com a presenga de inflamagao clinica, foi considerado como
o limiar para definir PI (Sanz & Chapple 2012).

Recentemente, ao serem aplicados critérios mais estritos que os anteriores, nos
quais o requisito para se considerar perda 6ssea nao fisiologica foi 1 mm superior ao
estabelecido previamente, verificou-se uma diminuicao significativa na prevaléncia da
peri-implantite (6,5% a nivel do paciente e 3,4% a nivel do implante) (Shimchuk et al.,
2020).

Em conclusao, estudos futuros sobre a epidemiologia da PI devem considerar
varios aspetos, nomeadamente as definigdes de caso sugeridas, aleatoriedade
relativamente a sele¢do de pacientes, prevaléncia, extensdo e severidade das diferentes
entidades da doenca (Derks & Tomasi, 2015; Sanz & Chapple, 2012; Zitzmann &
Berglundh, 2018).

2. Fluido Crevicular Gengival e Fluido Crevicular Peri-
Implantar

Em meados do século passado, investigadores dedicaram-se a estudar a anatomia
e fisiologia do sulco, com o objetivo de determinar a composi¢ao e fun¢do do fluido
gengival (Bostanci et al., 2007; Ganowicz, 2011; Miller et al., 2010). Ainda nessa altura,
em 1960, foi proposta a andlise do fluido crevicular gengival (FCG) para obtengao
quantitativa do estado inflamatorio dos tecidos periodontais (Brill, 1960). Desde entdo, o
interesse no potencial do FCG para o diagndstico tem vindo a aumentar e continua, no
decorrer dos anos, a ser um topico de estudo relevante (Bevilacqua et al., 2016).

No entanto, apesar da importancia do FCG ter vindo a ser reconhecida nas ultimas
décadas, a sua origem e funcdo constituem um tema controverso. Isto deve-se a
discordancia entre estudos, relativamente a questdo sobre a origem fisiologica, ou
patoldgica do fluido, o que resulta numa discrepincia na sua caracterizagdo face as
diferentes definicdes atribuidas pelos varios autores (Barros et al., 2016).

Originalmente, a maioria dos investigadores definiam o FCG como um exsudado
inflamatorio (Cimasoni, 1974). Contudo, outras evidéncias indicaram que o FCG
proveniente de tecido clinicamente saudavel constitui um transudado sérico, cuja
alteracdo para um exsudado inflamatorio s6 ocorre na presenga clinica de doenca

(Weinstein et al., 1967). Recentemente, esta afirmagdo foi refutada tendo em conta a
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descoberta da migracao dos neutréfilos para o sulco mesmo em condigdes de saude. Tal
facto, tende a ofuscar a caracterizagdo do FCG como um exsudado inflamatorio versus
um transudado fisiologico (Barros et al., 2016). Assim, segundo a maioria dos autores o
FCG ¢ considerado um fluido fisiolégico e um exsudado inflamatorio, formado no plexo
dentogengival, localizado no tecido conjuntivo, subjacente ao epitélio de revestimento do
espaco dento-gengival (Alassy et al., 2019; Barros et al., 2016).

Segundo Khurshid et al. (2017), o FCG ¢ constituido, essencialmente, por
componentes celulares, 10es organicos, ides inorganicos, enzimas ¢ produtos bacterianos.
No que diz respeito as células do sistema imunologico do FCG, 91 a 97% sao neutrofilos
e outros leucdcitos polimorfonucleares, que prevalecem quantitativamente entre todos os
leucdcitos presentes no fluido. Apenas 2 a 3% sdo mondcitos/macréfagos e 1 a 6%
linfocitos, dos quais 29% linfocitos T e 71% linfocitos B (Rahnama et al., 2014).

No decorrer do estado inflamatdrio, a composi¢ao do FCG modifica-se e, segundo
alguns investigadores, os niveis de proteinas obtidos a partir das localizagdes afetadas
aumenta bastante, apresentando valores similares as concentragdes de proteinas no soro
sanguineo (Ganowicz, 2011; Miller et al., 2010). Em concordéncia, Barros et al. (2016)
e Rahnama et al. (2014) confirmaram a libertagdo de inimeras células e mediadores
inflamatorios no FCG, tais como citoquinas, proteinases ¢ fosfatases, durante a
inflamacdo (Tabela 2). Deste modo, a sua composi¢do podera ser utilizada com o
proposito de detetar mudangas subclinicas no metabolismo tecidular, recrutamento de
células inflamatorias e remodelag@o do tecido conjuntivo (Alassy et al., 2019).

A homeostase dos tecidos ¢ mantida através da microcirculagdo de nutrientes e de
metabolitos entre o sangue e os tecidos, sendo a pressao resultante do fluido intersticial
definida como pressdo osmética (PO). Consequentemente, o aumento da pressao vascular
numa fase inicial da inflamagdo pode ser considerado um fator para o aumento da PO.
Este fenomeno ocorre igualmente nos tecidos gengivais e na pressao osmotica gengival
(POG). Assim, sempre que a POG aumenta, devido a inflamacao causada pela deposicao
de placa bacteriana e consequente aumento da pressao dos vasos sanguineos subepiteliais,
da-se a saida do FCG para o sulco gengival (Barros et al., 2016; Sakallioglu et al., 2011).
Por conseguinte, até alcangar o sulco gengival o FCG passa pela membrana externa basal

e pelo epitélio juncional (Alassy et al., 2019).
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Tabela 1. Mediadores inflamatorios libertados no fluido crevicular gengival na inflamagdo. Adaptado de

(Rahnama et al., 2014).

Mediadores da resposta

imunitaria

Enzimas e Inibidores de

Enzimas

Proteinas especificas do

0SSO0

Componentes

Produtos de degradacao

Péptidos finais

Grupos totais e subgrupos de imunoglobulina IgG

Derivados do acido araquidonico — PGE2

Citoquinas — IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a

Colagenase
Elastase

Catepsina-B

Enzimas proteoliticas Catepsina-G

Catepsina-D
Triptase
Arilsulfatase
B-glucuronidase

Fosfatase alcalina

Enzimas hidroliticas Fosfatase acida
Mieloperoxidase
Lactoferrina
Lisozima
Osteonectina

Fosfoproteina (N-propeptideo)
Osteocalcina
Telopeptideo do colagénio tipo 1
Produtos de degradacao tecidual
Fibronectina
Colagénio
Proteoglicanos
Glicosaminoglicanos
Componentes divididos da fibronectina
Hidroxiprolina
Glicosaminoglicanos
Condroitina-4-sulfato

Sulfato de condroitina-6

O fluido crevicular peri-implantar ¢ considerado um exsudato inflamatério

mediado osmoticamente. A sua composi¢do, semelhante a do fluido crevicular gengival,

¢ rica em biomarcadores uteis no diagnostico de uma doenga, por serem considerados
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indicadores mensuraveis da severidade da mesma, ou da sua progressao (Li & Wang,
2014; Strimbu & Tavel, 2010). No estagio inicial da doenca peri-implantar, ainda que
clinicamente latente, o volume do FCPI e a expressao dos seus biomarcadores aumentam
como resposta a inflamacao dos tecidos (Wang et al., 2016). Além disso, sao também
registados niveis de fluxo mais elevados do FCPI, consoante a severidade da inflamagao

gengival (Bevilacqua et al., 2016).

3. Biomarcadores no Fluido Crevicular Peri-Implantar

Como referido anteriormente, as radiografias e os parametros clinicos, como a
profundidade de sondagem, a hemorragia a sondagem e o nivel de insercdo clinico, sdo
utilizados para diagnosticar a peri-implantite. Porém, algumas das investigagdes
publicadas sobre biomarcadores revelam a sua utilidade perante o diagnéstico e o
entendimento da patogénese de determinadas doencas (Li & Wang, 2014). Um
biomarcador, ou marcador bioldgico, ¢ considerado “uma caracteristica que ¢
objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacologicas a uma intervengdo terapéutica”
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Entre as principais vantagens dos
biomarcadores, deve-se mencionar a repetibilidade e a natureza ndo invasiva na recolha
das amostras (Dursun & Toztim, 2016).

Relativamente aos biomarcadores mais estudados no fluido crevicular peri-
implantar devem-se salientar: os mediadores inflamatorios, entre eles, a PGE2, as
citoquinas pro-inflamatorias, como a IL-1B, o TNF-a, a interleucina-6 (IL-6), a
interleucina-12 (IL-12), a interleucina-17 (IL-17), a interleucina-8 (IL-8) e a interleucina-
23 (IL-23), além das citoquinas anti-inflamatorias, nomeadamente a interleucina-4 (IL-4)
e a interleucina-10 (IL-10); os marcadores 0sseos, tal como o ligante do recetor ativador
do fator nuclear kappa-B (RANKL), o recetor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK)
e a osteoprotegerina (OPG); e as enzimas, sobretudo a metaloproteinase de matriz 1
(MMP1), a metaloproteinase de matriz 8§ (MMPS), a metaloproteinase de matriz 9
(MMP9) e a metaloproteinase de matriz 13 (MMP13) (Alassy et al.,2019).

De seguida, irdo ser aprofundadas as principais agdes pro-inflamatdrias dos
biomarcadores de estudo desta revisdo narrativa, os mediadores inflamatérios IL-1p,

TNF-a e PGE2 e, posteriormente, a sua relacdo com a peri-implantite.
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4. Papel Pro-Inflamatorio dos Mediadores: IL-1p, TNF-a e
PGE2

4.1 Citoquinas Pro-Inflamatorias: IL-1p e TNF-a

A infecdo bacteriana da peri-implantite promove a resposta imunoldgica e
bioquimica dos tecidos do hospedeiro e resulta na libertagdo de diversas citoquinas
(Bharadwaj & Varghese, 2018). Assim, estes mediadores soluveis das reagdes imunes,
presentes no FCPI, sdo produzidos como resultado da interagdo fisioldgica do epitélio
gengival e leucdcitos locais com a placa bacteriana e microbiota oral. Na periodontologia
e na implantologia o efeito das citoquinas ¢ crucial na homeostase dos tecidos, por meio
da alteragdo e reparagdo que promovem em situagdes de inflamagao (Petkovi¢ et al.,
2010).

As citoquinas pro-inflamatérias sdo proteinas secretadas pelas células de
imunidade inata (principalmente neutréfilos polimorfonucleares, monocitos/macrofagos
e c¢lulas dendriticas) e adaptativa (principalmente linfocitos) envolvidas na progressao
da peri-implantite e das condigdes periodontais, sendo consideradas biomarcadores deste
processo (Nowzari et al., 2012; Vieira et al., 2013; Xiao et al., 2016).

Os neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) sdo leucdcitos recrutados dos vasos
sanguineos periféricos por fatores quimiotaticos, mais especificamente por quimiocinas
e predominam na resposta inflamatéria aguda inicial. Estes sdo responsaveis por produzir
inimeras citoquinas, tais como a [L-13, o TNF-a e a IL-6 (Graves et al., 2011). Por outro
lado, os macrofagos sdo produzidos a partir da diferenciacdo dos monocitos nos tecidos.
Os monocitos/macrofagos podem ter um fenotipo inflamatorio ou de provascularizagao,
conhecidos como M1 e M2, sendo os macréfagos M1 responsdveis pela producao de
citoquinas, como a IL-1B, o TNF-a e o RANKL, enquanto os macréfagos M2 produzem
mediadores anti-inflamatérios, por exemplo, a IL-10 e a IL-4 (Benoit et al., 2008).

As principais células da imunidade adaptativa sdo os linfocitos B e T. Os linfocitos
B apresentam um papel na expressdo do TNF-a, da IL-6 e do RANKL, estimulando a
osteoclastogénese. Em contrapartida, os linfocitos T podem-se converter em células T
auxiliares 1 (Th1), células T auxiliares 2 (Th2) e células T auxiliares 17 (Th17), as quais
regulam a reabsor¢do 6ssea. As células do tipo Th1 produzem a interleucina-1 (IL-1) e o

TNF-a (Sato et al., 2006).
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A superfamilia IL-1 constitui um grupo de 11 citoquinas, que perante uma infegao
sdo essenciais nas respostas imunes e reagdes inflamatérias agudas e cronicas do
hospedeiro, estando também por isso associadas a inflamag¢des como a periodontite e a
peri-implantite (Bharadwaj & Varghese, 2018). Ambas as isoformas do IL-1,aIL-1B e a
IL-10, tém agdes pro-inflamatérias capazes estimular a produgdo de outras citoquinas e
prostaglandinas e de induzirem a expressao do RANKL e producdo de enzimas de
degradagdo tecidular (Xiao et al., 2016).

A IL-1P ¢ secretada localmente em resposta a infecao periodontal e peri-implantar
e como mencionado anteriormente, os macréfagos e os neutrofilos sdo, entre outras
células, os responsaveis pela producdo desta citoquina (Casado et al., 2013; Tatli et al.,
2013).

Assim, destacam-se como principais fun¢des da IL-1B, o controlo, ndo s6 da
degradacdo dos componentes da matriz extracelular pelo sistema ativador do
plasminogénio no decorrer da inflamagdo, como também da cicatrizagdo de feridas e da
produgdo da PGE2, que também desempenha um papel importante na degradacdo dos
tecidos duros (Casado et al., 2013; Faot et al., 2015).

Contudo, os efeitos bioldgicos da IL-1p dependem da sua concentragdo nos
tecidos (Petkovi¢ et al., 2010). Uma vez inibida a IL-1P, verifica-se uma redugdo na
progressdo da inflamacdo tecidular e na destruicdo dos tecidos (Delima & Van Dyke,
2003).

O TNF-a ¢ considerado uma citoquina pré-inflamatoria com propriedades
semelhantes a IL-1p, fulcral na patogénese da PI. Além disso, ¢ também o principal
mediador na resposta a bactérias gram-negativo e a sua concentragao reflete a quantidade
de bactérias presentes no estado inflamatorio da doenga (Graves & Cochran, 2003;
Petkovi¢ et al., 2010).

Relativamente a sua origem, o TNF-a ¢ produzido sobretudo por macréfagos
ativados e por outros tipos de células, como linfocitos T ativados, neutrofilos, células
epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e células de revestimento 6sseo, incluindo
osteoblastos (Xiao et al., 2016).

A expressdao do TNF-a promove a osteoclastogénese, através do aumento da
expressao do recetor do fator estimulador de colonias-1 (recetor CSF-1), bem como da
inducdo dos mecanismos de sinalizagdo do RANKL, responsaveis por ativar os
osteoclastos. Adicionalmente, o TNF-a estimula os precursores dos osteoclastos e as

células do estroma para produzirem citoquinas osteoclastogénicas, tais como a IL-1, o
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RANKL e o fator estimulador de colonias de macrofagos humano (M-CSF) (Xiao et al.,
2016).

Contudo, surge um conflito sobre a possivel indugdo da osteoclastogénese a partir
do TNF-a, independentemente da agdo do RANKL. Schett (2011) afirma que ¢ provavel
que o TNF-a propicie um aumento sinérgico da reabsorcdo ¢ssea mediada por
osteoclastos, apenas ao interagir com o RANKL. Todavia, Xiao et al. (2016) defendem
que o TNF-a ¢ capaz de induzir o RANKL e estimular a osteoclastogénese diretamente e
independentemente do RANKL.

Por outro lado, o TNF-a inibe a diferenciagdo das células precursoras em novos
osteoblastos e o papel dos osteoblastos na formagdo ossea (Xiao et al., 2016).

Além de promover a reabsorcao dssea, Schett (2011) salienta o papel fundamental
do TNF-a na inflamagao, através da ativagao da expressao de citoquinas, quimiocinas ¢
da molécula de adesdo celular endotelial. O TNF-o estimula ainda a apoptose de
fibroblastos, o que resulta numa limitag¢ao da reparagdo do periodonto e aumenta também
a secrecao local e a atividade das metaloproteinases, que degradam o tecido conjuntivo.
Esta citoquina atua também na promog¢do da angiogénese, na inibicdo da atividade de
células T reguladoras e, por fim, na sensibilizacdo a dor (Boyce et al., 2005; Faot et al.,
2015; Tatli et al., 2013).

Tendo em consideracdo as fungdes referidas anteriormente e devido a atuacao
sinérgica do TNF-a e da IL-1P s3o desencadeados diversos mecanismos envolvidos na
degradacdo dos tecidos peri-implantares, como esquematizado na figura 1 (Duarte et al.,

2009; Graves & Cochran, 2003; Petkovi¢ et al., 2010).
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Estimulagio da Estimulagao da Aumento da Indugio da Estimulagio da
adesdo de moléculas produgéo de formagdo e expresséo das apoptose de células
e expressdo de mediadores atividade metaloproteinases produtoras de

quimiocinas inflamatorios osteoclastica da matriz matriz
Inflamagao Perda dssca Degradagio do Limitagdo na
tecido conjuntivo reparagio do
periodonto

Figura 1: Mecanismos envolvidos na degradagdo dos tecidos peri-implantares, desencadeados pela IL-15
¢ TNF-a. Adaptado de (Graves & Cochran, 2003).

4.2 Prostaglandina E2

A prostaglandina E2 ¢ um metabolito do acido araquidénico que apresenta
diversos efeitos pro-inflamatorios nos tecidos peri-implantares e periodontais (Yal¢n et
al., 2005). A produ¢do deste mediador inflamatorio € atribuida a diferentes tipos de
c€lulas, principalmente macrofagos, mas também fibroblastos e células epiteliais
gengivais (Alkan et al., 2016; Bage et al., 2011).

De acordo com Nasry et al. (2018) ao ligar-se a um dos seus quatro recetores (EP1,
EP2, EP3 e EP4) a PGE2 desencadeia processos fisiologicos relacionados com a resposta
imune do hospedeiro e com a pressdao sanguinea. Deste modo, como descrito por Alkan
et al. (2016), Basegmez et al. (2012) e Tatli et al. (2013) a PGE2 funciona como um
vasodilatador que intensifica a permeabilidade vascular em locais de inflamacdo, para
além de contribuir para a libertacdo de colagénio, ativagao de osteoclastos e mediagao da
reabsor¢ao Ossea.

Por outro lado, ao promover a angiogénese contribui para o processo de
cicatrizacdo na inflamagao crénica (Nasry et al., 2018).

Todavia, Minamizaki et al. (2009) defende que apesar da PGE2 promover a

formacgao de osteoclastos por intermédio do RANKL, pode também possuir um efeito na
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osteogénese por si propria, sem intermediarios. Esta afirmagao pode ser confirmada face
a evidéncia existente acerca dos mecanismos moleculares subjacentes as acdes da PGE2
na formagdo 6ssea, nomeadamente o fator-2 transcricdo Runt-related (Runx2) e o fator
de transformag¢dao do crescimento beta tipo III (TGF-B tipo III), cruciais para o

desenvolvimento e fun¢do dos osteoblastos (Minamizaki et al., 2009).

5. Associacdo Entre os Niveis de IL-1p, TNF-a e PGE2 e a Peri-
implantite

Os investigadores e os profissionais clinicos procuram, continuamente, encontrar
métodos e técnicas que auxiliem na realizacdo de um diagndstico precoce da PI. Desta
forma, a medi¢do dos niveis dos biomarcadores tem vindo a despertar interesse como
potencial ferramenta para a detecdo precoce desta doenga (Dursun & Toziim, 2016).

Como tal, serao apresentados neste capitulo diversos estudos, incluindo
investigacoes, revisoes narrativas, revisdes sistematicas e meta-analises que analisam esta
tematica e procuram uma associagdo entre as concentracdes da IL-1p, TNF-a e PGE2
com o estabelecimento da doenca peri-implantar.

A maioria das revisdes sistematicas ¢ meta-analises destacam o papel das
citoquinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-a, comparativamente a outros biomarcadores,
no diagnoéstico precoce da PI (Alassy et al., 2019; Dursun & Toziim, 2016). Tal facto
deve-se as diferengas estatisticas significativas observadas ao comparar as concentragdes
destes mediadores inflamatorios no FCPI de localizagdes afetadas pela doenca, em
comparagdo a localizagdes saudaveis (Duarte et al., 2009).

Zani et al. (2016) desenvolveram uma investigagdo, cuja abordagem compreende
a utilizacao de multiplos biomarcadores para avaliar a capacidade destes analitos do FCPI
em diferenciarem saude de doenca peri-implantar. Consequentemente, foi aplicada uma
regressao logistica para determinar o modelo de biomarcadores que revela propriedades
de diagnoéstico superiores, em comparacao com os biomarcadores isolados. Esse modelo
consiste na combinagdo de seis biomarcadores, entre eles o TNF-a. Este estudo
comprovou ainda que as localizagdes diagnosticadas com PI exibem niveis mais elevados
de IL-1B, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-17. Porém, menciona a existéncia de
outros estudos que contradizem a alteragdo na concentracao da IL-1p nas localizagdes

doentes, comparativamente as saudaveis.
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O estudo transversal realizado por Giirlek et al. (2017) analisou os niveis das
citoquinas no FCPI, no FCG e amostras de placa bacteriana submucosa/subgengival de
localizagdes clinicamente saudaveis e doentes nos mesmos individuos. Relativamente aos
niveis da IL-1B, estes sdo significativamente mais baixos em situagdes de saude,
contrariamente a PI e MPI. Por outro lado, ao comparar implantes dentarios com os dentes
naturais com estados de saude semelhantes, foram registadas concentragdes de IL-1 mais
elevadas no grupo dos implantes dentarios saudaveis, ao invés dos dentes naturais.

Os resultados de uma investigagao publicada em 2016, sugerem que os niveis mais
elevados de biomarcadores (IL-1B) no FCPI de areas de inflamacao tecidular, de
regulacdo/degradacdo da matriz ¢ de reabsor¢do Ossea, combinados com perfis
microbianos especificos, apresentam potencial quanto a previsdo da PI (Wang et al.,
2016).

Todavia, Hultin et al. (2002) ndo reportaram nenhuma diferenga estatisticamente
significativa, relativamente aos niveis da IL-1 nas localiza¢des afetadas e ndo afetadas
pela PIL.

Conforme a revisdo narrativa de Alassy et al. (2019), a avaliag@o dos niveis das
citoquinas pro-inflamatoérias IL-1p e TNF-a no FCPI pode ser relevante no diagnostico
da peri-implantite e da mucosite peri-implantar. Ainda assim, sdo necessarios mais
ensaios clinicos longitudinais controlados para estudar o papel destas citoquinas na
previsdo da progressao da PIL.

Os resultados de uma revisdo sistemadtica realizada por Duarte et al. (2016)
apresentaram niveis de evidéncia moderados relativamente a associacdo entre
concentragoes elevadas das citoquinas pré-inflamatorias no FCPI e a PI. Por outro lado,
a evidéncia ¢ limitada no que diz respeito as concentragdes de outros biomarcadores,
nomeadamente citoquinas anti-inflamatdrias, citoquinas relacionadas com a
osteoclastogénese e quimiocinas, como possiveis indicadores da PI.

Javed et al. (2011), numa revisdo sistematica, defendem que niveis aumentados
de citoquinas pro-inflamatorias sdo evidenciados no FCPI de pacientes com PI. Como
resultado, a monitorizacao das concentragdes das citoquinas possibilita a dete¢ao precoce
das condi¢des inflamatorias, mesmo que ndo sejam ainda clinicamente detetaveis. Em
concordancia, 4 e 6 estudos, dos 15 analisados nesta revisao, validaram a associa¢ao entre
a IL-1PB e o TNF-q, respetivamente, com a PI.

Em concordancia, Dursun & Toziim (2016) comprovaram, através de uma revisao

sistematica descritiva, que a IL-1B e o TNF-a sdo, atualmente, as citoquinas pro-
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inflamatérias mais promissoras no que concerne a sua utilizagdo como biomarcadores no
FCPI para diferenciacdo entre a PI e saude. Entre os 19 estudos avaliados, 13 e 7 estudos
confirmaram a rela¢do da IL-1p e do TNF-o, respetivamente, com a inflamagdo peri-
implantar. Em oposic¢ao, outros 3 estudos ndo verificaram nenhuma associagao entre o
TNF-a e a Pl e 5 deles ndo constataram diferencas significativa entre os grupos saudaveis
e doentes.

Nesta circunstancia, uma meta analise refere que, tanto o TNF-0, como a IL-1f,
existentes no fluido crevicular de bolsas peri-implantares, podem ser utilizados com o
objetivo de diagnosticar precocemente a PI. Entre os 19 estudos abrangidos, todos
demonstraram que os valores das citoquinas pré-inflamatorias no FCPI, com destaque
para a IL-1 e o TNF-0, aumentaram nas localizagdes afetadas pela MPI e PI, em relacdo
as localizagdes saudéaveis. No entanto, apds a instalacdo do processo inflamatério, nao
sdo detetadas diferengas significativas entre as concentragdes das citoquinas na PI e na
MPIL. Por conseguinte, a terapia peri-implantar deve ser iniciada num estagio precoce da
progressdo da doenga, com o intuito de modular a resposta imunitéaria do hospedeiro (Faot
etal., 2015).

O papel desempenhado pela PGE2 na reabsor¢do 6ssea mediada por osteoclastos
tem vindo a despertar o interesse de varios investigadores, que desenvolveram estudos
retrospetivos e transversais com o objetivo de pesquisar a associagdo deste mediador com
os parametros clinicos de tecidos peri-implantares saudaveis e de implantes que
aparentam sinais de doenca peri-implantar (Basegmez et al., 2012; Tatli et al., 2013).

No que diz respeito a PGE2, os primeiros estudos que avaliaram a associagao entre
as concentracdes deste mediador inflamatorio com a PI remontam ao século passado.
Porém, enquanto o estudo de Salcetti et al. (1997) detetou uma associagdo entre os niveis
elevados de PGE2 e uma maior frequéncia de P. nigrescens e P. micros, fornecendo um
método de diagnostico adicional nos implantes com PI, o estudo de Aboyoussef et al.
(1998) reportou que as concentragcdes de PGE2 ndo diferiam significativamente entre as
localizagdes saudaveis e afetadas pela PI.

Mais tarde, Yalgn et al. (2005) consideram a possibilidade da utilizacdo de testes
bioquimicos, particularmente a dete¢do dos niveis de PGE2 no FCPI ser considerado um
meio de diagndstico adequado para o controle de implantes funcionais. Ainda assim,
sendo esta investigacdo um estudo transversal, ¢ necessario um maior niumero de estudos
longitudinais para confirmar a relevancia dos niveis de PGE2 na dete¢do da destruigdo

Ossea e tecidular em redor dos implantes. Adicionalmente, este estudo apresenta algumas
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limitagdes, entre as quais, uma amostra pequena ¢ um numero limitado de casos que
apresentem bolsas profundas.

Numa investigagdo de Ketabi et al. (2017) foram analisados simultaneamente
quatro biomarcadores no FCG e no FCPI de 41 pacientes em 4 grupos diferentes (dentes
saudaveis , implantes saudaveis, periodontite e peri-implantite) durante um periodo de 6
meses. De acordo com os resultados do estudo, a PGE2 registou niveis mais elevados no
FCPI do grupo com PI, em comparacdo com o FCPI de implantes saudaveis.

Num estudo prospetivo de Basegmez et al. (2012) foram comparados os niveis de
PGE2 e de MMP-8 no FCPI apos a osteointegracao e reabilitacdo dos implantes com
proteses fixas ou parciais. Apds o 12° més observou-se um aumento do nivel de PGE2,
sendo que este atingiu o seu pico ao 18° més. Por fim, concluiu-se que a detegdo de PGE2
e MMP-8 no FCPI podem ser Uteis para monitorizar a progressdo da doenga peri-
implantar.

Segundo Dursun & Toziim (2016), embora um dos estudos incluidos na revisao
sistematica revele a correlagdo positiva entre o indice gengival e as PS com a PGE2, dois
outros estudos nao reportaram diferengas entre a PI e a saude peri-implantar, no que se
refere as concentragdes do biomarcador no FCPI.

De acordo com a evidéncia apresentada pode-se concluir que apesar de
determinados estudos ndo encontrarem relagdo entre a IL-1p, TNF-a, PGE2 e a peri-
implantite, a sua maioria, como ¢ evidenciado nas revisdes sistemadticas referenciadas,
demonstra uma associagao positiva entre as concentracdes elevadas destes biomarcadores
no FCPI de localizacdes doentes versus saudaveis. A tabela 2 sintetiza a evidéncia

apresentada acerca da associagdo entre a [L-1B, TNF-a e PGE2 e a peri-implantite.
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Autores Ano

Sabrina Rebollo Zani,
Kevin Moss,

Jamil Awad Shibli,
Eduardo Rolim
Teixeira,

Renata de Oliveira
Mairink,

Tatiana Onuma,
Magda Feres,
Ricardo Palmier
Teles.

2016

Onder Giirlek, Pmar
Glimiis, Christopher J.
Nile, David F.
Lappin, Nurcan
Buduneli

2017

Nome e Tipo de estudo

“Peri-implant crevicular
fluid biomarkers as
discriminants of
peri-implant health and
disease”

(Estudo transveral)

“Biomarkers and Bacteria
Around Implants and
Natural Teeth in the Same
Individuals”

(Estudo transveral)

Objetivos

- Examinar o potencial
dos analitos do FCPI
como indicadores de
saude e de doenca,
recorrendo a uma
abordagem multi-
biomarcadores.

- Analisar os niveis das
citoquinas no FCPI, no
FCG e amostras de placa
bacteriana
submucosa/subgengival
de localizagoes
clinicamente saudéveis e
doentes nos mesmos
individuos.
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Resultados

- Foram registadas
diferencas estatisticas
significativas entre as
localizagdes saudaveis
de implantes saudaveis
e as localizacGes
afetadas dos implantes
doentes em 12 dos 20
biomarcadores.

- Os niveis de IL-1p sdo
significativamente mais
baixos em situagdes de
saude, contrariamente a
PI e MPL

- Foram registadas
concentragdes de IL-1f3
mais elevadas no grupo
dos implantes dentarios
saudaveis, ao invés dos
dentes naturais.

Conclusoes

- Os biomarcadores do FCPI
podem auxiliar na disting@o

entre saude peri-implantar e
doenga peri-implantar.

- Uma abordagem multi-
biomarcadores, que inclua a
IL-17, IL-1-ra, Flt-3L, IL-10,
sCD40L, GM-CSF, TNFa,
PDGEF-BB ¢ IL-15, pode ter
potencial no diagndstico de
implantes com PI.

- Verificaram-se semelhangas,
apesar de algumas diferengas,
nos niveis de biomarcadores
(IL-1B e sSRANKL) e nas
espécies bacterianas entre as
localizagdes com peri-
implantite e as localizagdes
com periodontite nos mesmos
individuos, sugerindo assim
mecanismos patogénicos
semelhantes.
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Autores Ano

Hom-Lay Wang,
Carlos Garaicoa-
Pazmino,

Amy Collins,
Hwen-Sei Ong,
Rini Chudri,
William V.
Giannobile.

2016

Margareta Hultin,
Anders Gustafsson,
Hadar Hallstrom,
L-A. Johansson,
Anders Ekfeldt,
Bjorn Klinge.

2002

Nome e Tipo de estudo

“Protein biomarkers and
microbial

profiles in peri-
implantitis”

(Estudo transveral)

“Microbiological findings
and host

response in patients with
periimplantitis”

(Estudo longitudinal)

Objetivos

- Determinar o perfil dos
biomarcadores do FCPI
combinado com perfis
microbianos de implantes
saudaveis e de implantes
com peri-implantite, para
avaliar a atividade da
doenga em tempo real.

- Caracterizar a
microbiota e a resposta
inflamatoria do
hospedeiro em redor dos
implantes e dentes nos
pacientes com peri-
implantite.
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Resultados

- A concentrag@o média
de IL-1p ¢ mais elevada
nos pacientes com PI.

- A T. denticola
juntamente com as
concentragdes de IL-1f
potencia a capacidade
de diagnostico para a
PL

- Nao foi reportada
nenhuma diferenga
estatisticamente
significativa,
relativamente aos niveis
da IL-1P nas
localizagdes afetadas e
ndo afetadas pela PI.
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Conclusoes

- Os niveis elevados de IL-1
no FCPI de areas de
inflamacdo tecidular, de
regulagdo/degradacdo da
matriz e de reabsor¢do Ossea,
combinados com perfis
microbianos especificos,
apresentam potencial quanto
a previsdo da PI.

- As concentragoes de IL-18
apresentam valores bastante
semelhantes nas diferentes
localizag0es avaliadas.
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Autores Ano
Hatem Alassy,
Praveen Parachuru,
Larry Wolff.
2019

Duarte PM, Serrao
CR, Miranda TS,
Zanatta LCS, Bastos
MF, Faveri M,
Figueiredo LC, Feres
M.

2016

Nome e Tipo de estudo

“Peri-Implantitis
Diagnosis and Prognosis
Using Biomarkers in Peri-
Implant Crevicular Fluid:
A Narrative Review”

(Revisdo narrativa)

“Could cytokine levels in
the peri-implant crevicular
fluid be used to distinguish
between healthy implants
and implants with
periimplantitis? A
systematic review”

(Revisdo Sistematica)

Objetivos Resultados

- Resumir o conhecimento
atual acerca dos
biomarcadores no FCPI e
no diagndstico da PI,
além de avaliar o seu
potencial na previsdo da
progressao da doenga.

- Responder a questao: - Dos 18 estudos

“Os niveis de citoquinas incluidos, 9 relataram
no FCPI podem ser valores estatisticamente
utilizados para distinguir significativos em

os implantes saudaveis relagdo aos niveis

dos implantes com peri- elevados de
implantite?”’ citoquinas pro-

inflamatorias no FCPI
de implantes com PI,
comparativamente aos
implantes saudaveis.
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Conclusoes

- A avaliagdo dos niveis das
citoquinas pré-inflamatorias
(IL-1B, TNF-a) e MMP-8 no
FCPI podem ser uteis para
diagnosticar a PI ¢ a MPI.

- A evidéncia atual
permanece insuficiente para
indicar o potencial destas
citoquinas na previsao da
progressédo da PI.

- Os niveis de evidéncia sdo
moderados, relativamente a
associagdo entre as
concentragdes elevadas das
citoquinas pré-inflamatorias
no FCPl e a PL.
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Autores

Fawad Javed, Khalid
Al-Hezaimi, Ziad
Salameh, Khalid
Almas, Georgios E.
Romanos.

Erhan Dursun, Tolga
Fikret Toziim.

Ano

2011

2016

Nome e Tipo de estudo

“Proinflammatory
cytokines in the crevicular
fluid of patients with peri-
implantitis”

(Revisdo Sistematica)

“Peri-Implant Crevicular
Fluid Analysis, Enzymes
and Biomarkers: a
Systemetic Review”

(Revisao Sistematica)

Objetivos

- Avaliar os perfis das
citoquinas pro-
inflamatorias no FCPI de
pacientes com PI.

- Rever o conhecimento
atual acerca dos
biomarcadores e enzimas
associados a doengas peri-
implantares e de que
forma ¢é que as suas
concentragoes
influenciam a patogénese
das doengas inflamatorias
em redor dos implantes
dentarios.
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Resultados

- Dos 15 estudos
analisados na revisdo
sistematica, 4 ¢ 6
estudos, validaram a
associacdo entre a IL-1f
e 0 TNF-a,
respetivamente, com a
PIL

- Entre os 19 estudos
avaliados, 13 e 7
estudos confirmaram a
relagdo da IL-1B e do
TNF-o0, respetivamente,
com a inflamacéo peri-
implantar.

- Outros 3 estudos ndo
verificaram nenhuma
associacdo entre o TNF-
aeaPl

- 5 estudos ndo
constataram diferencas
significativa entre os
grupos saudaveis e
doentes.

Conclusoes

- A monitorizacdo das
concentragdes das citoquinas
possibilita a detecdo precoce
das condig¢des inflamatorias,
mesmo que ndo sejam ainda
clinicamente detetaveis.

- AIL-1P e o TNF-a sdo,
atualmente, as citoquinas pro-
inflamatdrias mais utilizadas
para auxiliar o diagndstico
precoce da PI.
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Autores

Fernanda Faot,
Gustavo G.
Nascimento, Amalia
M. Bielemann,
Thiago D. Campao,
Fabio R. M. Leite,
Marc Quirynen.

JM Salcetti, JD
Moriarty, LF
Cooper, FW

Smith, JG Collins, SS
Socransky, S
Offenbacher.

Ano

2015

1997

Nome e Tipo de estudo

“Can Peri-Implant
Crevicular Fluid Assist
in the Diagnosis of Peri-
Implantitis? A
Systematic Review and
Meta-Analysis”

(Revisdo Sistematica e
Meta-analise)

“The clinical, microbial,
and host response
characteristics of the
failing implant”

(Estudo transversal)

Objetivos

- Confirmar se os
pacientes com PI
apresentam maior nivel de
citoquinas pro-
inflamatérias no FCPI, em
compara¢ao com
pacientes saudaveis e se a
medi¢do da inflamagdo
local pode ser utilizada
como preditor da PI.

- Fornecer informagao
atualizada sobre os niveis
dos mediadores
inflamatoérios, de fatores
de crescimento e de
patdgenos bacterianos
associados a implantes
com peri-implantite, em
comparagao com
implantes saudaveis.
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Resultados

- Todos os estudos
demonstraram que os
valores das citoquinas
pro-inflamatorias no
FCPI, com destaque
paraalL-18 e o TNF-a,
aumentaram nas
localizagdes afetadas
pela MPI e PI, em
relagdo as localizagoes
saudaveis.

- Foram detetadas
concentragdes elevadas
de PGE2 nos pacientes
com implantes afetados
pela PI, em relagé@o aos
pacientes com
implantes saudaveis.

Conclusoes

- Tanto o TNF-a, como a IL-
1B, existentes no fluido
crevicular de bolsas peri-
implantares podem ser
utilizados com o objetivo de
diagnosticar precocemente a
PL

- Existe uma associagdo entre
os niveis elevados de PGE2 e
uma maior frequéncia de P.
nigrescens e P. micros,
fornecendo um método de
diagnostico adicional nos
implantes com PI

Desenvolvimento
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Autores Ano

H Aboyoussef, C
Carter, JJ
Jandinski, FS
Panagakos.

1998
Serdar Yalcin, Cansu
Basegmez, Eitan
Mijiritsky, Funda
Yalcin, Gulden Isik,
Utku Onan.
2005

Nome e Tipo de estudo

“Detection of
prostaglandin E2 and
matrix metalloproteinases
in implant crevicular
fluid”

(Estudo transversal)

“Detection of Implant
Crevicular Fluid
Prostaglandin E2 Levels
for the Assessment

of Peri-implant Health: A
Pilot Study”

(Estudo transversal)

Objetivos

- Avaliar os possiveis
mecanismos envolvidos
na perda 6ssea da peri-
implantite, através da
analise da PGE2 e
enzimas proteoliticas,
mais especificamente as
MMP no FCPIL.

- Avaliar os niveis de
PGE2 no FCPl e a
possibilidade

de utilizar este método

para diagnosticar a MPI.
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Resultados

- Os resultados
indicaram que os niveis
de PGE2 nas
localizagdes saudaveis
nao sao
significativamente
diferentes das
localizag0es afetadas
pela PL.

- Foram detetadas
diferengas
estatisticamente
significativas em
relagdo as
concentra¢des da PGE2
no grupo teste.

Conclusoes

- Os niveis de PGE2 e MMP
nao sdo marcadores
biolégicos tteis para
distinguir implantes saudaveis
de implantes com PI.

- E prevista a possibilidade da
utilizagdo de testes
bioquimicos, particularmente
da detegdo dos niveis de
PGE2 no FCPI ser
considerado um meio de
diagnoéstico adequado para o
controle de implantes
funcionais


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Aboyoussef+H&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Carter+C&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Carter+C&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jandinski+JJ&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jandinski+JJ&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Panagakos+FS&cauthor_id=9796154
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Panagakos+FS&cauthor_id=9796154

Tabela 2. Evidéncia cientifica apresentada sobre a associagé@o entre a L-18, TNF-o ¢ PGE2 e a peri-implantite.

Autores Ano

Ali-Reza Ketabi,
Hjalmar Friese,
Heiner Weber.

2017

Cansu Basegmez,
Serdar Yalcin, Funda
Yalcin,
Selim Ersanli, Eitan
Mijiritsky.
2012

Nome e Tipo de estudo

“A Comparison Of, IL-1f,
PGE2, Pai-2 and TNF-q,
Levels in Gingival
Crevicular Fluid (Gef) and
Peri-Implant Crevicular
Fluid (Picf) from

Groups of Patients with
Healthy Teeth, Healthy
Implants, Periodontitis
and Peri-Implantitis”

(Estudo transversal)

“Evaluation of Periimplant
Crevicular Fluid
Prostaglandin E2 and
Matrix Metalloproteinase-
8 Levels From Health

to Periimplant Disease
Status: A

Prospective Study”

(Estudo prospetivo)

Objetivos

- Analisar
simultaneamente 4
biomarcadores no FCG e
no FCPI de 41 pacientes
em 4 grupos diferentes
(dentes saudaveis ,
implantes saudaveis,
periodontite e peri-
implantite) durante um
periodo de 6 meses.

- Comparar os niveis de
PGE2 e de MMP-8 no
FCPI apos a
osteointegragdo e
reabilitacdo dos implantes
com proteses fixas ou
parciais.

39

Resultados

- A PGE?2 registou
niveis mais elevados no
FCPI do grupo com PI,
em comparagdo com o
FCPI de implantes
saudaveis.

- O nivel médio de
PGE2 no FCG de
dentes saudaveis foi
duas vezes maior, do
que o nivel registado no
FCPI de implantes
saudaveis.

- Apos o0 12° més
observou-se um
aumento do nivel de
PGE2, sendo que este
atingiu o seu pico ao
18° més.

Conclusoes

- Os niveis significativamente
mais elevados de IL-16 e
PGE2 nos dentes saudaveis,
em relagdo aos implantes
saudaveis, pode ser em parte
devido a falta de células do
ligamento periodontal em
redor dos implantes. Outra
possivel explicagdo poderia
ser a propriedade anti-
inflamatoria das superficies
de titanio dos implantes.

- A detegdo de PGE2 e MMP-
8 no FCPI podem ser uteis
para monitorizar a progressao
da doenca peri-implantar.
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6. Meios de Recolha e Quantificacio do Volume do Fluido
Crevicular Peri-Implantar

A evolugao da tecnologia e a possibilidade de utilizar o FCPI como meio de estudo
da inflamag¢do a nivel dos tecidos periodontais e consequente diagnéstico da PI levou
inumeros investigadores a focarem-se na recolha e analise do mesmo (Alassy et al., 2019;
Wassall & Preshaw, 2016). Segundo Ciantar & Caruana (1998), a anélise bioquimica do
FCPI recebe atualmente uma atencao redobrada pelas potencialidades que apresenta.

O processo que envolve a recolha do FCPI ¢ considerado um processo nao
invasivo, indolor e relativamente simples, em comparagao, por exemplo, a uma bidpsia
do tecido gengival (Wassall & Preshaw, 2016). Como tal, quando se trata da obtencdo do
FCPI podem ser utilizados diversos métodos, nomeadamente a técnica de lavagem
gengival, na qual o sulco ¢ irrigado com uma solugdo isotonica e o fluido obtido consiste
numa dilui¢do do fluido crevicular, composto por células e componentes soluveis. Outra
op¢ao sao os tubos capilares ou micropipetas de tamanhos conhecidos, que sao inseridos
superficialmente no sulco gengival apds o isolamento e secagem da localizacdo, com o
objetivo de recolher e quantificar o volume. As tiras de papel absorvente, que ¢ uma
técnica de utilizacdo facil, rapida e ndo traumadtica, também podem ser usadas como
método de recolha do fluido crevicular gengival. As tiras sdo inseridas no sulco, ou bolsa
gengival por um periodo de tempo determinado, permitindo a recolha do fluido (Alassy
et al., 2019; Chibebe et al., 2008; Ciantar & Caruana, 1998; Griffiths, 2003; Guentsch et
al., 2011).

A técnica mais frequentemente referida na literatura ¢ a das tiras de papel
absorvente. Os Periopapers sdo papéis de filtro pré-esterilizados com uma por¢do
absorvente a inserir no sulco e outra extremidade revestida por plastico para manusear
com a pinca. Com cerca de 1,4 cm de comprimento, os Periopapers conseguem absorver
volumes de fluido até 1,2 ul (Alassy et al., 2019; Bevilacqua et al., 2016; Wassall &
Preshaw, 2016). A sua inser¢do no sulco € realizada até ser sentida uma resisténcia leve,
nao mais do que 1 a 2 mm no sulco, para que seja possivel a absorcao do fluido. Na
tentativa de inserir o Periopaper até ao fundo do sulco, este fica mais saturado de fluido
e tem tendéncia a dobrar sob pressdo, além de ser contaminado mais facilmente com
sangue (Figura 2). As amostras devem ser descartadas quando contaminadas com sangue

ou saliva, face a alteragdo da sua composicao e volume (Attar et al., 2018). De acordo
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com o protocolo, o Periopaper ¢ mantido no sulco por 30 segundos até ser retirado (Alassy

etal., 2019; Wassall & Preshaw, 2016).

Figura 2: Periopaper inserido no sulco/bolsa contaminado com sangue.

Inicialmente para quantificar o volume de FCPI recolhido de uma localizagao
eram utilizadas a coloracdo de ninidrina, ou os métodos de marcacao fluorescente. No
entanto, o uso destas técnicas impedia a posterior analise bioquimica da composigdo do
fluido (Wassall & Preshaw, 2016).

O Periotron (Figura 3) ¢ um dispositivo eletronico criado como método alternativo
para medir o volume do fluido crevicular gengival e do fluxo salivar recolhido numa tira
de papel absorvente (Attar et al., 2018; Ciantar & Caruana, 1998; Wassall & Preshaw,
2016). Os elétrodos do Periotron contém cargas opostas, criando assim um campo elétrico
que, consequentemente, induz a polaridade das moléculas, reduzindo a diferenga de
potencial entre as placas e aumentando a capacitancia. Quanto maior o nimero de
moléculas polares posicionadas entre os elétrodos, maior a capacitancia e dessa forma,
maiores os valores registados pelo Periotron. Deste modo, este dispositivo eletronico
funciona de acordo com um principio baseado na medi¢ao da capacidade elétrica de um
Pariopaper humido, colocado entre os seus elétrodos, apos a colheita da amostra (Ciantar

& Caruana, 1998; Wassall & Preshaw, 2016).
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Figura 3: Periotron 8000 (Oraflow Inc., New York, NY, USA).

Segundo Griffiths (2003) uma leitura de 0 a 20 no Periotron indica que o tecido
se encontra saudavel e que apresenta pouco ou nenhum sinal de inflamagdo. Por outro
lado, uma leitura de 21 a 40 revela sinais de inflamagao leves. No caso de uma condi¢ao
inflamatoria moderadamente grave as medi¢des registam valores entre 41 e 80, sendo que
valores acima de 81 até 200 indicam a presenca de inflamagdo muito grave.
Resumidamente, os valores de leitura do Periotron aumentam de acordo com a severidade
da inflama¢do. No entanto, com uma leitura de 41 ja ¢ expectavel que a atividade
bacteriana e o nivel de putrefacdo sejam considerados um fator de risco consideravel para
o desenvolvimento de doencas periodontais e peri-implantares. Quanto mais tempo o
FCPI estiver acima desses valores, maior a possibilidade de um método relativamente
sensivel como o da medi¢ao da profundidade de sondagem, indicar danos periodontais e
peri-implantares.

Os valores de leitura do Periotron podem ser convertidos em volume (ul) a partir
de curvas de calibragdo, utilizando quantidades de fluido definidas, pipetadas com
precisdo e Periopapers (Figura 4). Ao configurar a curva de calibragio, cada volume deve
ser testado pelo menos trés vezes no Periotron e a média de leituras deve ser calculada
para esse mesmo volume. O soro, por ter uma viscosidade semelhante a do FCG, ¢é
geralmente o fluido indicado para este propdsito. Contudo, também a 4dgua destilada e a

saliva podem ser utilizadas (Bhardwaj; & Prabhuji, 2013; Ciantar & Caruana, 1998;
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Wassall & Preshaw, 2016). A calibragao do Periotron deve ser realizada segundo as
recomendacdes do fabricante, antes de se iniciar o processo de recolha de amostras
(Bevilacqua et al., 2016; Bhardwaj & Prabhuji, 2013).

Varios tipos de modelos de regressao foram propostos para resolver a equacao da
curva de calibracao que ¢ gerada. Todavia, a versao mais atual do Periotron, o Periotron
8000 (1995) ¢ disponibilizado com um software que tem a capacidade de calcular
volumes do FCG utilizando uma regressao polinominal de 4* ordem (Wassall & Preshaw,

2016).

Periotron Units
o
(=]

y=-285,1x" + 742, 85x" - 637,57x" + 383,66x - 24,347
20 R*=0,9985

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Fluid volume {ul)

Figura 4: Exemplo de curva de calibragdo.

O Periotron ¢ deste modo considerado um dispositivo que auxilia tanto no
diagndstico precoce das condigdes periodontais e peri-implantares, como na
monitorizagdo de pacientes durante a fase de manutengdo do tratamento (Attar et al.,
2018).

Segundo Chibebe et al. (2008) existem aspetos que podem interferir na obtencao
adequada de amostras do FCPI, nomeadamente o tempo de recolha, sendo que a literatura
mais antiga sugere o minimo de 5 segundos para a recolha da amostra. Adicionalmente,
sao descritas complicagdes relacionadas sobretudo com os niveis de proteinas quando o
tempo ¢ prolongado. A evaporagao da amostra ¢ também considerada uma limitacao que
pode influenciar o processo de medi¢cdo do volume e resultar em erros volumétricos, em
especial quando se trata de pequenos volumes de FCPI. Esse fenomeno de evaporagdo da

amostra pode afetar ainda a recuperagdo do FCPI, que se realiza através da técnica de
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eluicdo, posteriormente a recolha da amostra do FCPI e previamente a andlise da sua
composi¢ao.

Apds a recolha do FCPI e consequente determina¢do do seu volume, os
Periopapers que contém as amostras devem ser colocados em criotubos com, ou sem
solucao tampao, congelados em nitrogénio liquido e armazenados numa arca congeladora
a -80°C para sua posterior analise (Wassall & Preshaw, 2016). Outra opcao consiste em
colocar as amostras em tubos eppenddorf, dentro de uma caixa térmica com gelo, até

serem armazenadas a -80°C (Zani et al., 2016).

7. Analise do Conteudo Imunologico do Fluido — Técnicas —
ELISA e Luminex

Devido aos avangos na tecnologia, a protedmica ¢ um método que permite a
analise do FCG com valor a nivel de progndstico e diagnostico, devido ao reconhecimento
e identificacdo dos biomarcadores da satde e doenga periodontal. A palavra protedmica
deriva da palavra “proteoma”, que consiste no conjunto de proteinas expressas numa dada
condicdo. Este método ¢ considerado uma abordagem poderosa na investigacdo
biomédica, ao examinar os componentes principais dos sistemas bioquimicos,
nomeadamente as proteinas (Ghallab, 2018).

Em virtude dos niveis baixos de citoquinas e¢ dos volumes de amostragem
pequenos, sdo requisitados métodos sensiveis para uma quantificagdo rigorosa dos
mediadores presentes no fluido crevicular gengival/peri-implantar. Assim sendo, técnicas
como os bioensaios, radioimunoensaios, ensaios multiplex e ensaios de imunoabsor¢do
enzimdtica (ELISA) tém sido aplicados com o objetivo de detetar e quantificar as
citoquinas em amostras biologicas (Wassall & Preshaw, 2016).

Todavia, as investigagdes mais recentes que avaliam os mediadores do FCG
utilizam maioritariamente a técnica ELISA, devido a sua especificidade e sensibilidade
nas interagdes antigénio-anticorpo (Liu et al., 2009; Shah & Maghsoudlou, 2016; Wassall
& Preshaw, 2016). Uma das vantagens do ELISA ¢ a possibilidade de utilizagdao em
diversos tipos de amostras, quer seja saliva, fluido crevicular gengival, ou mesmo sangue
(Alhajj & Farhana, 2022; Wassall & Preshaw, 2016).

A técnica ELISA consiste na captura de antigénios por anticorpos ligados a

marcadores enzimaticos nos pogos de microplacas, também designadas de placas de
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microtitulagdo, resultando num conjugado com atividade imunologica e enzimatica. Ao
utilizar um substrato incolor dessa enzima ligado a um cromogéneo e apds a reagdo
enzimdtica, o resultado ¢ um produto final colorido observdvel e mensuravel. A
intensidade da cor nos pocos pode ser medida através da leitura da absorvancia e a
quantidade do antigénio ¢ determinada ao ser comparada a uma curva padrao (Aydin,
2015; Shah & Maghsoudlou, 2016; Wassall & Preshaw, 2016). Na pratica laboratorial, é
comum a realizagdo do imunoensaio numa microplaca com cerca de 48 a 96 pogos de
amostra (Liu et al., 2009).

Relativamente as desvantagens apresentadas pela técnica destacam-se, por
exemplo, a manipulagdo exigente das amostras, o consumo elevado de reagentes com um
custo igualmente elevado, o tempo de incubagdo prolongado e o facto de geralmente ser
utilizado apenas um ELISA para uma unica amostra de fluido crevicular gengival e
analito a ser estudado (Liu et al., 2009; Shah & Maghsoudlou, 2016; Wassall & Preshaw,
2016).

Deste modo, foram desenvolvidos os imunoensaios multiplex, como a técnica
Luminex, com o intuito de quantificar multiplas citoquinas numa tUnica amostra. O
Luminex 100/200™ tem a capacidade de analisar 100 analitos diferentes, no mesmo
volume de amostra em simultaneo, guiando-se pelos principios da citometria de fluxo
(Khalifian et al., 2015; Wassall & Preshaw, 2016; Waterboer et al., 2006).

De forma mais detalhada, esta técnica baseia-se sobretudo na ancoragem dos
reagentes a superficie de microsferas de polistireno marcadas com dois fluoréforos, cada
um com proporg¢des estabelecidas em cada microesfera. Assim, o espetro de emissao de
cada microsfera € Unico, resultando em 100 conjuntos de microesferas diferentes que
podem ser identificadas simultaneamente, além da rea¢do que estd a ocorrer em cada
superficie. A placa na qual o teste € realizado € lida no sistema Luminex 100/200 ™, onde
as microesferas passam pelo fluxo da corrente. Como dito anteriormente, o sistema
Luminex funciona de modo semelhante a uma citometria de fluxo com dois lasers, sendo
que um deles permite a identificagdo do conjunto de microesferas com base no perfil de
emissao dos fluoréforos internos e o outro laser € utilizado para excitar o fluoroéforo ligado
a cada esfera (Khalifian et al., 2015; Lukacs et al., 2005; Waterboer et al., 2006).

Na hipotese de serem obtidos grandes volumes de amostra, qualquer uma das duas
técnicas pode ser considerada uma opgao valida para a analise do seu contetido. Contudo,
se o0 volume for limitado, como ¢ o caso de amostras de fluido cérebroespinal, fluido

crevicular gengival, fluido sinovial, lagrimas, soro de rato, entre outras, o sistema
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Luminex 100/200™ tem a vantagem relativamente a técnica ELISA, de conseguir
analisar inimeros parametros, utilizando uma amostra bastante pequena de volume. No
que concerne a duracdo da andlise, qualquer uma das técnicas pode ser selecionada para
avaliar um parametro. Todavia, se for necessario analisar varios parametros, o sistema
Luminex poupa tempo ao analisar todos os parametros concomitantemente (Khalifian et
al., 2015; Wassall & Preshaw, 2016).

Em suma, os ensaios ELISA e Luminex s3o amplamente utilizados em
investigacdes no ambito da biologia, bioquimica, medicina e sobretudo na area da
medicina dentaria, onde acrescentam varidveis imunologicas nesse campo de
investigacdo e auxiliam no diagndstico, prognostico e tratamento ao analisar a resposta
imune dos pacientes. Embora a sua importancia tenha vindo a ser demonstrada sobretudo
nos estudos que avaliam a resposta imune do hospedeiro a diversas infe¢des bacterianas,
também apresentam um papel importante no entendimento dos mecanismos de
remodelagdo 6ssea, envolvidos na doenga periodontal, através de estudos “in vitro”. Além
disso, contribuem para a investigagdo de doencas sistémicas associadas ao
desenvolvimento de patologias orais (Alhajj & Farhana, 2022; Wassall & Preshaw, 2016).

A cromatografia liquida/espectrometria de massa (LC/MS) e a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) tém sido
amplamente aplicadas para estudar as biomoléculas, sendo um dos seus campos de
desenvolvimento a analise global de proteinas, a protedmica. Em especial, acredita-se que
a LC-MS/MS represente uma das abordagens para o diagndstico clinico a partir da anélise
de biomarcadores abundantes. Entre os principais objetivos da protedmica associada a
MS deve destacar-se a identificagdo e a quantificacdo de proteinas e das suas
modificacdes apods tradugdo, numa mistura de proteinas purificada, enriquecida ou
complexa (Kido et al., 2012; Matthiesen & Bunkenborg, 2013).

Apesar de existirem diversas tecnologias alternativas e mais recentes para
identificar proteinas, nomeadamente o ELISA e a espectrometria de massa (MS), como
mencionado anteriormente, todas apresentam as suas limitacdes. Assim, o Western
blotting (WB) continua a ser referido na literatura como um dos métodos mais comumente
utilizados no laboratério para a detecdo de proteinas. O WB consiste numa técnica
experimental baseada em anticorpos, frequentemente utilizada em estudos para separar e
identificar proteinas-alvo extraidas de misturas complexas de células ou tecidos.
Primeiramente, nesta técnica ¢ utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida com

dodecil-sulfato de sddio (SDS-PAGE) para separar a mistura de proteinas com base no
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seu peso molecular. De seguida, as proteinas ja separadas sdo transferidas para uma
membrana sélida. Esta transferéncia ocorre devido a formag¢do de um campo elétrico
perpendicular a superficie do gel, o que resulta na movimentagdo das proteinas para a
membrana e, apos ligacao a mesma, produzem uma banda. A membrana ¢ entao incubada
com anticorpos especificos para a proteina de interesse. Um dos procedimentos
fundamentais no protocolo desta técnica ¢ a lavagem do anticorpo ndo ligado, de forma a
permanecer apenas o anticorpo ligado a proteina. Os anticorpos ligados sdo geralmente
marcados com uma enzima e detetados na membrana pelo sinal que produzem,
correspondente a posi¢do da proteina-alvo. Este sinal ¢ capturado num filme revelado
num quarto escuro. Uma vez que os anticorpos apenas se ligam a proteina de interesse,
deve ser visivel uma unica banda. A espessura da banda corresponde a quantidade de

proteina presente (Mahmood & Yang, 2012; Tie et al., 2021).
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III. CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, a expectativa dos pacientes face a reabilitagcdo protética tem
vindo a alterar-se, no sentido em que priorizam opgoes de reabilitacdo que valorizam a
estética, funcionalidade, conforto e longevidade. Deste modo, tem sido registado um
aumento exponencial na reabilitagdo de espacos edéntulos com recurso a Implantologia
e, consequentemente, uma correlagdo positiva com a prevaléncia das doengas associadas,
nomeadamente a peri-implantite. A peri-implantite ¢ uma patologia que pde em a causa
a osteointegracao do implante e consequentemente a reabilitagdo protética efetuada,
devido a degradagdo dos tecidos de suporte peri-implantares subjacente a esta condi¢ao.
Por conseguinte, torna-se fundamental agir a nivel da prevencdo da doenga, bem como
do seu diagnostico precoce, com o objetivo de proceder ao tratamento peri-implantar num
estagio inicial e evitar futuras complicacdes irreversiveis.

A andlise dos niveis dos biomarcadores presentes no fluido crevicular peri-
implantar complementa os métodos tradicionais de diagndstico da peri-implantite e
permite ainda detetar a doenca através da utilizacdo de uma técnica indolor, segura e
confortavel para o paciente.

As citoquinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-a destacam-se no estabelecimento e
progressao da doenca peri-implantar pela sua atuagdo sinérgica e papel desempenhado na
inflamacdo, destrui¢do tecidular e reabsor¢do Ossea, assim como a PGE2 que atua,
igualmente, na reabsorcdo Ossea, através da ativagdo dos osteoclastos. Com base na
evidéncia cientifica apresentada acerca da associa¢do destes biomarcadores com a peri-
implantite, conclui-se que, embora exista alguma incoeréncia nos resultados dos varios
estudos, a sua maioria, como € comprovado pelas revisoes sistematicas, verifica niveis
elevados de IL-1B, TNF-a e PGE2 no fluido crevicular peri-implantar de localizagdes
afetadas pela doenga, em comparagdo com as localizagdes saudaveis.

Contudo, considerando que a maioria das investigacdes sdo estudos transversais,
surge a necessidade de desenvolver mais estudos longitudinais controlados, para sustentar
esta afirmacdo. Adicionalmente, ¢ importante referir a existéncia de uma evidéncia
bibliografica mais robusta no que se refere a IL-1p e TNF-a, em comparacdo com a PGE2.

A associagdo positiva entre a IL-1p, TNF-a e PGE2 e a peri-implantite comprova
o potencial da analise destes biomarcadores na detecao precoce desta doencga, ao atuarem

como um método complementar de diagnostico.
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O Meédico Dentista deve considerar todos os métodos capazes de auxiliar no
diagnéstico de uma doenca que se encontre ainda em fase inicial, ou seja, sem sinais
clinicos visiveis. Desta forma, ¢ possivel prevenir a progressao da doenga e preservar o
sucesso da reabilitacao realizada, além de alcangar as expectativas do paciente.

Por fim, a criacdo de um teste rapido e passivel de ser utilizado num consultorio
dentario, que possibilite a analise da concentragdo destes biomarcadores, podera vir a ser

um meio de diagndstico e controlo fundamental para a peri-implantite.
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