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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar a relagao
entre os niveis salivares de dois mediadores proé-inflamatdrios
(6xido nitrico-NO e proteina quimiotatica para mondcitos-MCP
1) e o diagndstico clinico do estado de satide peri-implantar em
pacientes desdentados totais e parciais reabilitados com implan-
tes. Material e método: Os pacientes desdentados totais e par-
ciais reabilitados com implantes foram classificados em grupo
saudavel ou inflamado de acordo com os critérios profundidade
e sangramento a sondagem peri-implantar. Dados sobre indice
de placa, perda de insergao clinica, supuragao e mobilidade tam-
bém foram avaliados. Pacientes carie zero e periodontalmente
saudaveis foram utilizados como controle. A saliva foi coletada
sem estimulagao e os niveis de MCP1 e NO foram determinados
por ensaio imunoenzimatico e submetidos a andlise estatistica.
Resultados: Nao houve diferenca entre os niveis de MCP1 nas

analises intra e intergrupos (p=0.0922). Os niveis de NO foram
estatisticamente diferentes entre os implantes parcial e total
sauddvel e entre o grupo controle e parcial saudavel (p<0.001).
A profundidade de sondagem nao diferiu entre os pacientes
desdentados totais do grupo inflamado e saudavel, embora nos
outros grupos a diferenca tenha sido significante (p<0.05). No
grupo desdentado total inflamado foi observada correlagdo en-
tre os niveis de MCP1 e profundidade de sondagem (p=0.0132)
e entre esse parametro e o NO (p=0.0032). Conclusao: O NO e o
MCP1 sao candidatos a marcadores auxiliares no diagnoéstico e
acompanhamento de pacientes com inflamagao peri-implantar,
desdentados totais reabilitados com overdenture, embora mais
estudos precisem ser realizados.

PALAVRAS- CHAVE: Inflamagao peri-implantar; mediado-
res; saliva; desdentados

INTRODUCAO

A utilizagao de implantes dentais vem proporcionando int-
meros beneficios aos pacientes com perdas dentérias, tornando-
-se mais uma opgao de tratamento, uma vez que as proteses
removiveis e fixas convencionais eram suas tnicas alternativas.
O advento dos implantes possibilita que o paciente melhore a
qualidade de vida e a autoestima pelo conforto e estabilidade
que as proteses implantossuportadas fornecem. O sucesso dos
implantes de titanio adequadamente empregados € elevado, po-
rém, perdas ainda sao encontradas. Fatores relacionados ao ex-
cesso de carga oclusal, bem como dificuldades de higienizacao
estdo entre as principais causas de perda'.

Clinicamente, um implante ¢ considerado com sucesso se
nao for observada mobilidade, dor ou desconforto, auséncia de
sangramento e aparéncia saudavel dos tecidos peri-implanta-
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res’. Para avaliar os diversos sistemas de implantes em fungao,
andlises clinicas e radiograficas sao rotineiramente utilizadas®.
No entanto, os critérios de avaliagdo empregados rotineiramen-
te ndo permitem detectar alteracdes iniciais no sitio peri-implan-
tar®’. Ainda assim, o cirurgido-dentista nao pode abrir mao da
avaliacao clinica durante o acompanhamento longitudinal dos
implantes, a qual deveria ser associada a métodos de diagnods-
tico complementar, que permitissem detectar uma inflamagao
antes que esta seja clinicamente visivel®. Diante disso, varias
pesquisas utilizando fluido peri-implantar tem sido realizadas
buscando encontrar mediadores capazes de auxiliar no acom-
panhamento clinico dos implantes, detectando modifica¢oes
precoces. Recentemente, a saliva tem sido apontada como uma
potencial ferramenta no acompanhamento de implantes.
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A saliva desempenha um importante papel protetor na ca-
vidade oral, estando relacionada a imunidade da mucosa, den-
tes e seus tecidos de sustentacao’. Esta contém componentes da
imunidade inata e adquirida, que podem ser utilizados como
possiveis marcadores da condigao peri-implantar. Além disto,
a saliva é um fluido obtido facilmente através de método nao
invasivo, facilitando sua coleta para estudos'.

Vérios autores tém investigado citocinas inflamatorias sali-
vares como auxiliares no diagndstico de doengas com manifes-
tagdo na cavidade oral'"'?, no entanto, até o presente momento,
existem poucos estudos relacionandos a quantificagao de cito-
cinas'” e quimiocinas na saliva com o monitoramento da saude
peri-implantar.

A MCP-1 é uma quimiocina potente que estimula a quimiota-
xia de mondcitos e parece expressar em varias doencas inflama-
torias cronicas e é essencial na mediagao da migracao seletiva e
recrutamento de monocitos para a drea com a inflamagao. Al-
guns autores também sugerem que a MCP-1 pode atuar siner-
gicamente com outros mediadores inflamatorios, como TNF-a,
que determina a intensidade da resposta inflamatdria e, conse-
quentemente, a destruicdo do tecido®.

O NO representa outro mediador pro-inflamatdrio. Este
apresenta propriedades antibacterianas e bacteriostaticas, e é
um potente vasodilatador'*. Em niveis elevados, o NO possui
efeito e pode levar a destruigao tecidual nos sitios periodontal
e peri-implantar*>". Por ser uma molécula relativamente ins-
tavel, as pesquisas utilizam o nitrito (NO,), metabolito final do
oxido nitrico, como marcador da inflamagao'>'8%.

A despeito da relevancia dos estudos utilizando tais marca-
dores na avaliagao das inflamagdes peri-implantares, possiveis
diferencas na caracteristica da mucosa e do fluido sulcular em
pacientes desdentados totais e parciais podem influenciar nos
resultados.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo determi-
nar os niveis de nitrito e de MCP-1 na saliva de pacientes den-
tados parciais e totais, reabilitados com implantes, e verificar
as correlagdes entre os niveis desses mediadores e parametros
clinicos de avaliacao da satide peri-implantar.

MATERIAL E METODO

Foram previamente selecionados individuos adultos, des-
dentados totais e parciais que receberam implantes dentais na
clinica de Especializacdo em Implantodontia da Universidade
Federal de Uberlandia. Dentre estes, foram selecionados aqueles
sistemicamente saudaveis (sem registro de complicag¢des sisté-
micas como diabetes e outras doengas autoimunes) de ambos os
sexos que ja concluiram o tratamento (instalacao dos implantes
e proteses tipo overdenture), com faixa etdria entre 25 e 65 anos.
Estes individuos foram convidados a comparecerem a uma con-
sulta-controle, cientes de que tratava-se de uma pesquisa. Todos
os procedimentos foram previamente autorizados pelo comité
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos (217/08). Par-
ticiparam do estudo 25 individuos, sendo 10 desdentados par-
ciais, 10 desdentados totais e 5 controles (sem implantes, carie
zero e sem comprometimento periodontal) .

Procedimentos clinicos
Na primeira consulta, os individuos foram questionados so-
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bre a condigao sistémica atual, e foi preenchida uma nova ficha
clinica para avaliar as condi¢des de higiene oral, presenca de
placa, edema local e sangramento espontaneo.

O exame clinico foi conduzido da seguinte maneira: foram
avaliados inicialmente os parametros clinicos indice de placa
(IP), bem como as condi¢des de higiene oral do individuo em
todos os implantes. O IP foi avaliado de acordo com o critério
definido por Mombelli® (1987).

Determinacio do comprimento de sondagem e sangramento
a sondagem

Durante a coleta da saliva foi realizada sondagem nos sitios
peri-implantares. Uma sonda periodontal milimetrada estéril
foi introduzida em todas as faces M, D, V e L de forma suave,
até encontrar ligeira resisténcia. Os valores obtidos foram ano-
tados e associados aos parametros clinicos para determinar se o
implante e o dente estavam saudaveis (sondagem até 3mmm),
com mucosite (sondagem de 3-5 mm) ou com peri-implantite/
periodontite (sondagem acima de 5 mm). Durante a sondagem
foram também avaliados os sitios sangrantes, sendo que para
cada implante era registrado o niimero de sitios que apresen-
tou sangramento. Além disso, a radiografia também foi um ins-
trumento utilizado para auxiliar na classificacao do estado de
saude implantar, perdas dsseas extensas, associados aos outros
parametros clinicos. Somam-se a isso as observagdes quanto a
mobilidade, dor e exsudato.

Apos o preenchimento desses dados, em cada individuo, fo-
ram coletadas, de forma nao estimulada, as amostras de sali-
va. Os individuos depositaram em recipiente plastico Salivette®
(Sarstedt, Newton, North Carolina, USA), ndo reutilizavel, um
volume de aproximadamente 4 ml de saliva, que foi mantida
em gelo até seu processamento. Em seguida as células e os se-
dimentos foram separados da parte soltivel por centrifugacgao a
1000xg. O sobrenadante foi coletado, distribuido em aliquotas
e congelado a -20°. Uma parte foi utilizada para a dosagem de
MCP-1 e NO.

DOSAGEM DE CITOCINAS

A produgao de NO foi determinada pela dosagem do total
de nitrito (NO2-) nas amostras de saliva, utilizando o método
de Griess?' (1996). Para o preparo do reagente de Griess foram
misturados quantidades iguais (1:1), de sulfanilamida a 1% e
N-(1-naftil) etilenodiamina dihidrocloridrato a 0,1% em acido
fosforico a 2,5%. Em uma microplaca de 96 pocos foram colo-
cados 100ul de cada amostra. Foi criada uma curva padrao com
nitrito de s6dio 200uM até a 112 diluicao na base 2. Em seguida,
foram adicionados 100ul de reagente de Griess aos pogos que
continham a curva e as amostras. O controle da reagdo (bran-
co) foi feito pela adigao de 100ul de solucao tampao mais 100ul
do reagente de Griess. A placa foi incubada a temperatura am-
biente para permitir o desenvolvimento e a estabiliza¢ao do cro-
moforo. A absorbancia da reacao foi medida em um leitor de
microplacas no comprimento de onda entre 540 a 570nm. Apos
a leitura esses dados foram inseridos no programa Microplate
Manager®4.0. A analise de regressao linear foi usada para calcu-
lar as concentragdes de nitrito nas amostras de saliva em relagao
a curva padrao de nitrito de sédio (NaNO2, 200uM - 0,1 uM).
Os niveis de nitrito das amostras foram expressos em uM NO2-
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e foram analisadas estatisticamente.

A dosagem das quimiocinas foram realizadas seguindo as re-
comendacdes do fabricante (BD OptEIATM, Human MCP-1 ELI-
SA Kit - BD Biosciences®,USA). Resumidamente, as dosagens de
MCP-1 baseiam-se na sensibilizacao de placas com anticorpo de
captura monoclonal anti-citocina humana, bloqueio dos sitios
inespecificos, incubagao das amostras, adigao de anticorpo anti-
-quimiocina de humanobiotinilado, amplificagao da reagao com
conjugado peroxidase-estreptavidina, revelagdo com substrato
(TMB), parada da reacao com acido H2504 2N. As placas fo-
ram lidas em Microplate Reader UVM 340 (Asys Hitech GmbH,
Biochrom® Cambs, United Kingdom) no comprimento de 450
nm. As concentra¢des de cada quimiocina foram quantificadas
utilizando-se uma curva padrao. Os resultados foram expressos
em pg/mL.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa Gra-
phPad Prism versao 5.0 (GraphPad Prism version 5.0 for Windo-
ws, San Diego, CA, USA). Os dados clinicos e dosagem dos me-
diadores foram avaliados utilizando testes nao-paramétricos de
Kruskall-Wallis com corre¢ao Dunns. O teste de correlagao de
Spearman foi utilizado para estabelecer possiveis relagoes entre
os niveis dos mediadores com o parametro clinico profundida-
de de sondagem. O nivel de significancia para todas as andlises
foi estabelecido em 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Apds andlise estatistica, foi observado que nao houve dife-
renga entre os niveis de MCP1 nas analises intra e inter-grupos
(p=0.0922)(Figura 1). Para os niveis de NO, houve diferenca esta-
tisticamente significante entre os grupos parcial e total saudavel
e entre o grupo controle e parcial saudavel (p<0.001)(Figura 2).
Quanto a profundidade de sondagem, nao foi observada diferen-
¢a estatisticamente significante entre os pacientes desdentados
totais do grupo inflamado e saudavel, embora na andlise entre os
grupos parcial e total saudavel e parcial e total inflamacao a di-
ferenca tenha sido significante (p<0.05) (Figura 3). No grupo des-
dentado total inflamado foi observada correlacdao negativa entre
os niveis de MCP1 e profundidade de sondagem (p=0.0132). Da
mesma forma, foi observado uma correlagao negativa entre esse
parametro e os niveis de NO (p=0.0032) (Tabela 1).

DISCUSSAO

O presente estudo utilizou parametros clinicos ja conhecidos
para determinar as condi¢des de sauide peri-implantar em um
grupo de individuos com diferentes sistemas de implantes asso-
ciado a quantificagdo de mediadores pré-inflamatdrios presentes
na saliva. Os parametros clinicos escolhidos para analise consi-
deram a realidade de clinicas dentais, onde métodos simples e
rapidos sao utilizados para acompanhamento clinico. A literatu-
ra apresenta controvérsia a respeito do uso da profundidade de
sondagem em torno de implantes como parametro de avaliagao
da satde peri-implantar®. Diante disso, optamos por realizar a
sondagem, sem, contudo, utiliza-la para alocacao dos pacientes.

A profundidade de sondagem apresentou uma tendéncia a
aumento nos pacientes do grupo parcial inflamado para total in-
flamado, e o mesmo aconteceu do grupo parcial saudavel para
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Figura 3. Profundidade de sondagem nos grupos avaliados. (p<0,01)

Tabela 1. Correlagdes entre a profundidade de sondagem e os marcadores NO/
MCP-1, nos grupos avaliados (*p=0,003/p=0,01)

Grupos Parametro NO MCP

Grupo Parcial Saudavel PS R=-0,1307 R=0,1873

Grupo Parcial Inflamacao ~ Ps R=-0,0059 R=-0,0428
Grupo Total Saudavel Ps R=-0,2661 R=-0,0874
Grupo Total Inflamacdo PS R=-0,6542* R=-0,5718**

391



Saliva Versus Inflamacao Peri-Implantar. Quantificacdo de no e mcp1 em Desdentados Parciais e Totais

Pesquisa

o grupo total saudavel, o que determina que esta condicao re-
flete o fato deste parametro nao ter sido utilizado para alocagao
dos pacientes. E importante salientar que a auséncia de dentes
na arcada, associado ao tipo de proétese utilizado, pode levar a
uma hiperplasia gengival®, e isto da a impressao de haver um
aumento da profundidade de sondagem, principalmente em
pacientes desdentados totais. Além disso, como este trabalho
avaliou apenas estdgios iniciais da doenca peri-implantar, nao
seria esperado que valores elevados de profundidade de sonda-
gem fossem encontrados.

Os parametros analisados foram associados a quantificagao
de possiveis marcadores da inflamacao, o 6xido nitrico e a pro-
tefna quimiotatica para mondcitos (MCP1).

Os maiores niveis de NO salivar nos pacientes desdentados
totais saudaveis, quando comparados aos parciais saudaveis su-
gerem que a presenga de processo inflamatdrio nao interferiu
nos niveis de 6xido nitrico, mas a presenca ou nao de dentes na
cavidade oral. A saliva da cavidade oral contém uma diversi-
dade de mediadores inflamatdrios que poderiam criar um mi-
croambiente capaz de interferir inibindo ou potencializando a
acao do 0xido nitrico, e a presenga de dentes pode ser um fator
complementar para que este processo ocorra. As investigacoes
dos niveis de quimiocinas na saliva de pacientes desdentados
totais, portadores de implante, associados a avalia¢des clinicas
da protese e da mucosa implantar, podem ser mais acuradas
que avaliagdes em pacientes parcialmente desdentados, como
foi proposto por Liskmann et al.'® (2006), pois a presenca de den-
tes pode influenciar nos resultados. No entanto, novos estudos
s30 necessarios para uma comparagao entre os grupos.

Embora os resultados do presente estudo ndo apresentem
diferengas significantes quanto aos niveis de MCP1, um estudo
feito por Pradeep et al.** (2009) encontrou niveis elevados des-
ta quimiocina no fluido sulcular, na presenca de inflamagao,
o qual reduziu apds realizagao de tratamento periodontal. No
entanto, tais resultados nao podem ser comparados aos nossos,
tendo em vista as diferencas no modelo experimental.

Os dados encontrados nos testes de correlagao surpreende-
ram por haver uma correlagdo negativa entre os parametros
profundidade de sondagem e dosagem tanto de NO, assim
como de MCP-1. Seria plausivel postular que em sitios mais pro-
fundos haveria maior inflamagao e consequentemente, maiores
niveis desses mediadores. No entanto, a relacao entre menores
niveis de NO e MCP-1 e maiores profundidades de sondagem
pode refletir as caracteristicas da microbiota. Estudos observa-
ram a presenca de placa bacteriana associado a altos niveis de
MCP1%7%, o que pode ter relagao com os resultados do presente
estudo. Pacientes com presenca de placa podem nao apresentar
qualquer sinal de inflamacao na mucosa peri-implantar, mas
a presenca de agentes bacterianos presentes no biofilme pode
levar a um aumento dos niveis de MCP1 na saliva destes pa-
cientes, pois a acao de agentes estranhos ao organismo leva a
um recrutamento de células de defesa que podem, em um outro
momento, levar a um processo inflamatdrio, que nao foi detec-
tado no momento da coleta®.

Ja existem pesquisas buscando identificar quais os fatores
protetores presentes na saliva e como um desequilibrio desses
fatores poderia predispor os individuos a periodontopatias®.
Em pacientes edéntulos, a analise de biomarcadores salivares
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torna-se interessante, pois além dos préprios componentes sali-
vares, os componentes do fluido entram em intimo contato com
a saliva, podendo ser mensurados nesta', o que levou a opgao
de analise para o presente estudo. Além disso, a saliva é um flui-
do obtido facilmente através de método nao invasivo, estando
diretamente relacionada a protecdo da cavidade oral™.

CONCLUSAO

O NO e o0 MCP1 sao candidatos a marcadores auxiliares no
diagnostico e acompanhamento de pacientes com inflamacao
peri-implantar, desdentados totais reabilitados com overdentu-
re, embora mais estudos precisem ser realizados.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to investigate the re-
lationship between salivary levels of two proinflammatory me-
diators (nitric oxide NO and protein quimiotraente monocytes
to MCP-1) and clinical diagnostic of total and partial edentulous
patients rehabilitated with implants. Material and methods: The
total and partial edentulous patients rehabilitated with implants
were classified as healthy or inflamed according to the criteria
of depth and bleeding on probing peri-implant. Data on plaque
index, clinical attachment loss, suppuration and mobility were
also evaluated. Patients zero decay and periodontally healthy
were used as controls. Saliva was collected without stimulation
and the levels of MCP1 and NO were determined by enzyme
immunoassay and subjected to statistical analysis. Results: The-
re was no difference between the levels of MCP1 in the analysis

within and between groups (p = 0.0922). NO levels were statis-
tically different between the partial and total implants healthy
and between the healthy control group and partial (p <0.001).
The probing depth did not differ between total inflamed eden-
tulous patients and healthy group, while in the other groups
the difference was significant (p <0.05). In total the group total
edentulous inflamed correlation was observed between levels
of MCP1 and probing depth (p = 0.0132) and between this and
NO leves (p = 0.0032). Conclusion: The NO and MCP1 are can-
didates for markers in the diagnosis and monitoring of patients
with peri-implant inflammation, overdenture in rehabilitated
edentulous, although more studies need to be made.

KEYWORDS: Peri-implant inflammation; mediators; saliva-
ry; edentulous
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