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Resumo

O fluido sulcular peri-implantar (FSPI) possui moléculas que podem ser utilizadas como
marcadores, permitindo avaliacdo da satide peri-implantar. A IL-1p ¢ um mediador pro-
inflamatorio encontrado no FSPI, porém, seu potencial no diagndstico precoce de
doengas peri-implantares ndo estd completamente esclarecido. O objetivo deste estudo
foi avaliar os niveis de IL-1p no FSPI para investigar o potencial desta citocina como
indicador precoce de alteragdes peri-implantares. Foram selecionados para este estudo
40 individuos desdentados parciais (totalizando 91 implantes). A condi¢do peri-
implantar foi avaliada e classificada (saudavel, mucosite leve ou moderada) de acordo
com os parametros clinicos: profundidade de sondagem (PS) e indice de sangramento
marginal (IS). O FSPI foi coletado em 6 sitios, em cada implante, com pontas
endodonticas de papel absorvente. Os niveis de IL-1p foram quantificados utilizando a
técnica ELISA de captura e analisados pelos testes Mann-whitney, Kruskall-wallis e
Dunns. O grupo mucosite moderada obteve maiores valores de PS se comparado aos
grupos saudavel e mucosite leve (p<0,0001). Os niveis de IL-1p foram maiores no

grupo mucosite moderada (25,32+3,92 pg/ml) quando comparados aos grupos saudavel
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(23,64+1,50 pg/ml) e mucosite leve (18,78+3,59 pg/ml), porém, essa diferenca entre os
grupos ndo foi estatisticamente significante (p=0,51). Conclui-se, portanto, que a
citocina IL-1PB ndo representa um bom marcador precoce de alteragdes peri-implantares.
Mais estudos avaliando IL-1p no FSPI sdo necessarios para identificar seu possivel uso

como marcador no prognostico de formas mais severas da doenga peri-implantar.

Descritores: Implante Dentério, Inflamacgao, Citocinas.

ANALYSIS OF IL-1p LEVELS IN PERI-IMPLANT SULCUS FLUID OF
PACIENTS WITH HEALTHY OR INFLAMMED IMPLANTS

Abstract

Peri-implant sulcus fluid (FSPI) has various molecules that can be used as markers,
allowing periimplant health control. The IL-1f is a pro-inflammatory mediator found in
FSPI, however, its potential in early diagnosis of peri-implant diseases is not completely
understood. The aim of this study was to evaluate the levels of IL-1f in FSPI to
investigate the potential of this cytokine as an early indicator of peri-implant changes.
Were selected for this study 40 partially edentulous individuals (with a total of 91
implants). Peri-implant condition was evaluated and classified (healthy, slight or
moderate mucositis) in accordance with the clinical parameters: probing depth (PS) and
marginal bleeding index (IS). The FSPI was collected on 6 sites in each implant with
endodontic paper points. IL-1P levels were quantified using capture Elisa technique and
analyzed with Mann-Whitney, Kruskall-wallis and Dunns tests. The moderate mucositis
group obtained the highest PS values compared to healthy and slight mucositis groups
(p<0.0001). IL1p levels were greater in moderate mucosistis group (25.32+3.92 pg/mL)
when compared to healthy (23.64 = 1.5 pg/mL) and slight mucositis groups (18.78 +
3.59 pg/mL), however, it was not significant (p = 0.51). The cytokine IL-1p does not
represent a good marker of early peri-implant changes. Further studies evaluating IL-1
levels in FSPI are required to identify its possible use as a marker in prognosis of severe

forms of peri-implant disease.

Descriptors: dental implants, inflammation, cytokines.



1. INTRODUCAO

A implantodontia representa um
grande avango da  Odontologia
moderna, apresentando altas taxas de
sucesso. Entretanto, ainda ocorrem
perdas de implantes tanto nas fases
iniciais, poOs-cirtrgicas, durante o
periodo de osseointegracdo, como nas
fases tardias, apds os implantes estarem
em funcdo mastigatdria (Liskman et al.,
2004). A instalacdo de uma inflamagdo
inicial nos tecidos moles peri-
implantares (mucosite) pode evoluir
rapidamente para uma inflamagao
severa, levando a perda Ossea
irreversivel (peri-implantite) e a perda
de insercdo dos implantes (Kivela-
Rajamaki et al.,, 2003A; Kivela-
Rajamaki et al., 2003B).

Para avaliar os diferentes
sistemas de implantes em funcdo
mastigatoria, sdo utilizadas avaliagdes
clinicas e radiograficas (Kivela-
Rajamaki et al., 2003B; Liskman et al.,
2004). No entanto esses critérios de
avaliagdo ndo permitem acompanhar
alteracdes iniciais no sitio peri-
implantar (Liskman et al., 2004).

Atualmente, ateng¢do especial
tem sido dada a métodos de diagnostico
complementar, que permitam detectar
modificacdes na composi¢ao do fluido

peri-implantar e  possam  refletir

alteracOes 1iniciais no sitio peri-
implantar, em estagios ainda nao
detectaveis em exames clinicos e
radiograficos (Yalen et al., 2005).
M¢étodos dessa natureza vém sendo
bastante estudados na doenga
periodontal com objetivo de identificar
marcadores bioldgicos presentes no
(Ebersole, 2003;
Ozmeric, 2004; Berglundh & Donati,

2005; Loos & Tjoa, 2005).

fluido  sulcular

As  semelhancas entre o
microambiente periodontal e peri-
implantar, levaram os pesquisadores a
investigarem no fluido peri-implantar os
mesmos marcadores utilizados no
diagnostico das periodontites
(Liskmann et al., 2004; Yal¢n et al.,
2005). O estabelecimento de novos
padrdoes de diagnostico, baseados em
imunoglobulinas e citocinas presentes
no fluido sulcular peri-implantar pode
constituir um método complementar
para avaliacdo e acompanhamento
longitudinal de diferentes tipos de
implantes (Yalgn et al., 2005; Duarte et
al., 2009A-B).

A interleucina 1 (IL1B) ¢ um
dos varios mediadores da inflamagdo
que foram identificados no fluido
sulcular (Konradsson & Van Dijken,
2005). E produzida,

predominantemente, por macréfagos ou

por linfocitos, mas também pode ser



liberada por plaquetas sanguineas,
fibroblastos, queratindcitos e células
endoteliais (Dinarello, 1990; Lipsky et
al., 1989). Ela ¢ capaz de induzir sua
propria producao (Dinarello et al.,
1987), bem como de ampliar e
perpetuar a resposta inflamatoria e a
destrui¢do tecidual (Page, 1991).

Kao et al. (1995), Panagakos et
al. (1996) e Murata et al (2002),
demostraram que a concentragdo de
IL1B no fluido sulcular peri-implantar,
estd aumentada na condi¢do de doenca,
quando comparada a saade peri-
implantar. A observagdo de que a
concentragdo da IL1PB no fluido sulcular
aumenta de acordo com o grau de
severidade da doenca (satide, mucosite ¢
peri-implantite), sugere que esta
citocina esteja relacionada a réapida e
ampla destruicdo do tecido de suporte
observado durante a progressio do
processo inflamatorio (Panagakos et al.,
1996). Assim, IL1B poderia ser um
indicador para o monitoramento da
saude/doenca em implantes
osseointegrados (Kao et al., 1995),
porém, pouquissimos estudos
efetivamente avaliaram a presenca desse
mediador inflamatério em associagdo a
doengas peri-implantares (Andreiotelli
et al., 2008).

Foram avaliados, portanto, os

niveis de IL-1p, presentes nas amostras

no fluido peri-implantar de pacientes

parcialmente  edéntulos,  buscando
comparar apenas individuos com
implantes saudaveis e com mucosite,
condi¢do clinica mais freqiiente que a
peri-implantite e que ¢ passivel de
tratamento. = A conclusdo  deste
experimento auxiliard no desenho do
perfil de resposta imune no
microambiente peri-implantar,
contribuindo com os estudos que tem
procurado estabelecer uma forma de
diagndstico precoce e acompanhamento
da saude peri-implantar mais rapida e
eficiente que as avaliagdes clinicas e

radiogréficas.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram
previamente autorizados pelo Comité de
Etica em Pesquisa — CEP/UFU. Os
individuos foram orientados sobre os
procedimentos e assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido
autorizando a realizagdo dos mesmos.

Participaram  deste  estudo
quarenta individuos desdentados
parciais, sendo 15 homens e 25
mulheres, com idades entre 25 e 65
anos, que receberam implantes dentais
na clinica do curso de Especializagdo

em Implantodontia da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal de



Uberlandia, no periodo de 1998 a 2008.

Os critérios observados para
inclusdo  dos  individuos  foram:
individuos saudaveis (sem alteragdo
sistémica); ndo-fumantes; ndo estivesses
gravidas ou lactantes; ndo utilizassem
medicamentos como antibioticos,
antiinflamatdrios, imunossupressores ou
qualquer outra medicacdo que pudesse
interferir na condi¢do peri-implantar,
nos ultimos 3 meses; ndo apresentassem
historia de terapia periodontal ou peri-
implantar durante os ultimos 6 meses;
possuissem implantes ¢ as respectivas

proteses, em funcao, hd pelo menos 6

meseEs.

2.1 Material

Para o exame do paciente foram
utilizados:  ficha  clinica, sonda
periodontal, espelho, pinca, cone de
papel absorvente para coleta do fluido e
tampao da amostra para armazenagem
(0.5M NaCl, 50nM Tris-HCl e 5mM
CaCl, ). Para a dosagem de citocinas
foram utilizadas: placas de ELISA de
alta afinidade, kit de Elisa da marca e-

Bioscience para dosagem de IL-1p.

2.2 Métodos
Procedimentos clinicos

Na primeira consulta realizou-se
anamnese ¢ exame clinico. Os

individuos foram questionados sobre

sua condi¢do sistémica atual. Em
seguida, nova ficha foi preenchida para
avaliar os parametros clinicos indice de
placa (IP) (Mombelli et al., 1987) e
indice de mucosa ceratinizada (IMC)
(Cox e Zarb, 1987). Apods o
preenchimento  desses dados, foi
coletado o fluido sulcular peri-implantar
(FSPI) em todos os implantes presentes.
ApoOs essas coletas, foram medidos o
indice de sangramento (IS) (Mombelli
et al. 1987) e a profundidade do sulco
peri-implantar (PS) (Yalgn et al., 2005).
Avaliou-se também a presenca de
supuragdo e mobilidade. O exame
clinico e a coleta do fluido foram
realizados em 6 sitios peri-implantares
(disto-vestibular: DV, vestibular central:
VC, mesial-vestibular: MV, disto-
lingual: DL, lingual central: LC e
mesio-lingual: ML) por um {nico
examinador treinado e calibrado.
Coleta do fluido

Em cada individuo, previamente
a coleta, foi realizada remogao de placa
supra-gengival sem tocar a gengiva
marginal. A saliva da superficie da
coroa dos implantes a serem avaliados
era gentilmente seca com jato de ar e a
mesma eram isolados com roletes de
algoddo para evitar contaminag¢dao. Em
seguida, pontas endoddnticas de papel
absorvente padronizadas numero 30

(TANARI-Manacapuru-AM-Brasil)



(Perinetti &  Spoto, 2004) foram
introduzidas aproximadamente 1mm no
interior do sulco peri-implantar, e
deixadas por 30 segundos para absor¢do
do fluido sulcular (Yal¢n et al., 2005)
(Figura 1).

Em cada implante foram
utilizadas 6 pontas, uma para cada face.
Imediatamente apds a coleta do fluido
as pontas foram colocadas em tubos
eppendorf contendo 300 pl de solugdo
de armazenagem contendo 0.5M NaCl,
50nM Tris-HClI e 5mM CaCl, e
mantidas em banho de gelo até serem
iniclados os  procedimentos para
extracdo do fluido absorvido no cone.
Cada eppendorf recebeu 1 ponta de
papel absorvente, correspondente a face
em que foi feita a coleta do fluido. Para
extragdo do fluido absorvido pelos
cones, 0s eppendorf foram
centrifugados (FANEM-Mod. 243 Série
GV 6618 - Sao Paulo - Brasil). O
sobrenadante foi coletado, congelado a
-20° para utilizagdo nas dosagens de
IL1P.

Sondagem peri-implantar

A sondagem nos sitios peri-
implantares foi realizada com uma
sonda periodontal milimetrada estéril
(Golgran/Brasil®, Sao Paulo, SP,
Brazil), que foi introduzida em todas as
faces pré-estabelecidas, de forma suave,

até encontrar ligeira resisténcia (Figura

2). Os valores obtidos em cada face
foram, anotados e associados aos outros
parametros clinicos para classificagdo

do implante em sauddvel ou com

mucosite.

Figura 1. Coleta do FSPI utilizando
pontas de papel absorvente

endodonticas.

Figura 2.

Introducdo de sonda

milimetrada para marcacao da PS.

Classificacao  dos  sitios  peri-
implantares

Inicialmente os sitios peri-
implantares dos  pacientes foram

alocados em 2 grupos: sem inflamagdo e



com inflama¢do (mucosite). Foram
considerados sem inflamagdao os sitios
que possuissem indice de sangramento
igual a zero (Tozum et al., 2007 A-B) e
com inflamagdo os com profundidade
de sondagem menor ou igual a 4 mm,
indice de sangramento maior ou igual a
1 e indice de placa maior ou igual a zero
(Murata et al 2002 adaptado).
Imediatamente apds, os sitios peri-
implantares com inflamagdo (mucosite)
foram subdivididos considerando a
severidade da inflamacdo, sendo que o
indice de sangramento igual a 1
representa a inflamacao leve e o indice
de sangramento maior que 1 representa
a inflamagdo moderada (Tozum et al.,
2007). A peri-implantite ndo foi
considerada neste estudo.
Procedimentos laboratoriais

Amostras do fluido foram
submetidas a técnica de ELISA de
Captura. Placas de alta afinidade com
96 pocos foram adsorvidas com
50uL/pog¢o do anticorpo de captura,
monoclonal, obtido de rato, anti-
citocina de humano, nas concentragoes
adequadas e incubadas de um dia para o
outro a temperatura de 4°C. No dia
seguinte, as placas foram lavadas 5
vezes com PBS-Tween e bloqueadas
com 100uL/poco de diluente de
bloqueio por 1 hora a temperatura

ambiente. Apés a incubacgdo, as placas

foram lavadas 5 vezes com PBS-T.
Apo6s a lavagem, foram adicionados
50uL/pogo das amostras ou do padrio
correspondente  a  citocina, que
permaneceram incubados de um dia
para o outro a 4°C. Novamente, as
placas foram lavadas 5 vezes com PBS-
T e foram adicionados 50uL/pogo do
anticorpo de deteccdo conjugado a
Biotina, na concentragdo adequada e as
placas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida,
foram realizadas 5 lavagens com PBS-T
e adicionados 50 uL/poco do conjugado
peroxidase-estreptavidina (Avidin-
HPR), sendo as placas incubadas a
temperatura ambiente por 30 min. Apds
este periodo de incubagdo, as placas
foram lavadas 5 vezes com PBS-T e, em
seguida, foram colocados 50 pL do
substrato  enzimatico (1X TBM)
solution) em cada pogo e as placas
incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Os niveis
de absorbancia foram obtidos a 450nm
utilizando uma Leitora de ELISA
(Titertek Multiskan Plus - Flow
Laboratories, Mclean, VA, EUA).

As concentracdoes da citocina
foram quantificadas utilizando-se uma
curva padrao, previamente estabelecida,
com quantidades conhecidas dos
padrdes das citocinas. Os resultados

foram expressos em pg/mL.



Estatistica

A analise estatistica foi realizada
através do programa GraphPad Prisma
version 5.0 for Windows. Foi utilizado
o teste Kolmogorov-smirnov para
verificacdo se os dados apresentavam
distribuicdo normal e, posteriormente,
foram utilizados os testes Mann-
Whitney e Kruskall-Wallis (pos-teste de
Dunns).  Valores  expressos em
média/desvio padrdo para os pardmetros

clinicos e média/erro padrio para a

dosagem de IL1p.

3. RESULTADOS

O grupo mucosite moderada
obteve maiores valores de profundidade
de sondagem se comparados aos grupos
saudavel e mucosite leve (p<0,0001)

(Figura 3).

2,5

1,5

0,5

Profundidade de Sondagem {mm)

0

A porcentagem de sitios com
indice de placa igual a zero ¢ maior no
grupo saudavel. Em ambos os grupos
com inflamagdo, houve aumento da
porcentagem de sitios com indice maior
que zero, se comparado ao grupo
saudavel (Figura 4)

A porcentagem de sitios com
indice de mucosa ceratinizada igual a
zero foi maior no grupo mucosite
moderada (Figura 5).

Os niveis de IL-18 foram
maiores no grupo mucosite moderada
(25,3243,92 pg/ml) quando comparados
ao grupo saudavel (23,64+1,50 pg/ml) e
mucosite leve (18,78+3,59 pg/ml),
conforme previsto, porém, ndao foram

significantes (p=0,51) (Figura 6).

H Saudavel
B Mucosite leve

Mucosite moderada

Figura 3. Profundidade de sondagem em pacientes considerados saudaveis, com

mucosite leve e com mucosite moderada (*** p<0,0001).
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Figura 4. Indice de placa em pacientes considerados sauddveis, com mucosite leve e

com mucosite moderada.
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Figura 5. Indice de mucosa ceratinizada em pacientes considerados saudaveis, com

mucosite leve e com mucosite moderada.
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Figura 6. Niveis de IL-1p em pacientes considerados sauddveis, com mucosite leve e

mucosite moderada (p=0,51).

4. DISCUSSAO

Apesar de a Implantodontia
representar um sucesso no que diz
respeito a Reabilitagdo Oral, ainda
ocorre perda dos implantes, tanto nos
periodos iniciais da osseointegracao
quanto em fases tardias, em que o
implante ja se encontra em fungao.

A instalagdo de uma inflamagao
inicial pode, rapidamente, levar a uma
perda de inser¢do dos implantes, o que
ndo ocorre em dentes naturais (Kivela-
Rajamaki et al., 2003A; Kivela-
Rajamaki et al., 2003B). Isso acontece
devido a disposicdo e morfologia dos
tecidos peri-implantares que, embora
semelhantes aos tecidos periodontais,
exibem algumas peculiaridades. Os
feixes de fibras coldgenas, que nos
dentes se apresentam em diversas
diregdes, nos implantes estdo dispostos

paralelamente ao longo eixo do

implante, o que faz com que a barreira
de mucosa peri-implantar seja mais
fragil, permitindo progressdo da doenga
com mais facilidade (Weber & Cochran
1998). Sendo assim, métodos de
deteccdo precoce da doenca sdo
importantes para a manutencdo dos
implantes.

Critérios clinicos atuais nao sao
eficientes  para  diagnosticar  as
inflamacdes em seu estagio precoce,
pois, tanto clinica quanto
radiograficamente, as alteracdes peri-
implantares sdo evidenciadas somente
em estagios avancados, quando, muitas
vezes, Os tratamentos existentes ja se
fazem ineficazes (Yal¢n et al., 2005;
Duarte et al., 2009A-B).

O indice de sangramento,
utilizado para classificar os sitios peri-
implantares, parece ser um parametro

mais confidvel do que o sangramento a



sondagem. O sangramento marginal
representa a tendéncia ao sangramento
espontaneo da mucosa, 0 que ocorre
prontamente em tecidos inflamados. Ja
o sangramento a sondagem, embora
ainda utilizado, pode sofrer influéncia
da for¢a e posicdo do instrumento
durante a sondagem, bem como da
anatomia e posi¢ao da mucosa (Kivela-
Rajamaki et al., 2003b), oferecendo
valores menos confiaveis.

Os valores de profundidade de
sondagem e indice de placa foram
maiores no  grupo mucosite  se
comparado ao grupo saudavel, sendo o
de mucosite moderada o que apresentou
os valores mais elevados. Esses valores
condizem com a realidade clinica
encontrada, visto que a mucosa se torna
inflamada devido ao maior acimulo de
biofilme dental (placa) na superficie
dentaria. As bactérias presentes no
biofilme, através da liberacdo de
toxinas, provocam um  Processo
inflamatorio, que leva a destruicdo
tecidual e, conseqiientemente, elevagdo
dos wvalores de profundidade de
sondagem se comparada a pacientes
saudaveis, que apresentam indices de
placa menores. Embora o indice de
placa nao seja considerado por alguns
autores como um bom paradmetro a ser
avaliado devido a possibilidade do

paciente melhorar a higienizacdo apenas
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no dia do exame, no presente trabalho,
foi  demonstrado  coeréncia  nos
resultados.

Os exames clinicos foram
realizados pelo mesmo examinador, a
fim de se obter valores mais fiéis,
reduzindo a possibilidade de variacdes
com relacdo a forga utilizada durante a
sondagem. Além disso, foi utilizada
sonda milimetrada da mesma marca
comercial em todos os pacientes,
também com o objetivo de reduzir as
variaveis no presente estudo.

Como método de diagnostico, a
citocina IL-1B foi escolhida para este
estudo devido a sua importancia para a
progressdo do processo inflamatorio.
Esta citocina atua na ativacdo dos
osteoclastos (Garlet et al., 2004) e
producdo de metaloproteinases (Chang
et al., 2002), intimamente relacionadas
com o processo de reabsorcdo Ossea e
também a degradagdo das fibras
colagenas, que contribuem para a
progressao da doenga.

O método ELISA de captura foi
utilizado para se detectar a presenca ¢ a
intensidade da IL-1B nas faces onde
foram colhidas amostras do fluido peri-
implantar. As concentracdes da citocina
foram quantificadas utilizando-se uma
curva padrdo, previamente estabelecida,
com quantidades conhecidas dos

padroes das citocinas. O ELISA



consiste em um método eficaz e
relativamente simples de ser realizado,
o que favorece seu uso. Um dos
inconvenientes, no entanto, ¢ o custo
elevado dos kits disponiveis no
mercado.

Os niveis de IL-18 foram
maiores no grupo mucosite moderada se
comparado aos demais grupos, porém
ndo foram significantes. O presente
estudo avaliou apenas estagios iniciais
do processo inflamatoério e, sendo a IL-
1B uma citocina classicamente ligada a
estagios avancados de inflamagdo
(Konradsson & Van Dijken, 2005), seus
niveis em situacoes clinicas de mucosite
ndo se apresentaram elevados, como
esperado. Esta citocina nao ¢ um bom
marcador de estagios iniciais de
inflamacdo, entretanto, ¢ sugerido na
literatura seu possivel uso como forma
de monitoramento do tratamento em
implantes com formas severas de
doenca peri-implantar (Machtei et al
2006). Sendo assim, estudos avaliando a
expressdo desta citocina em condicdes
clinicas de doenga peri-implantar em
estagios avancados, correlacionando
com diversas  modalidades  de

tratamento, podem ser interessantes.

5. CONCLUSAO
A citocina IL-1P ndo representa

um bom marcador precoce de alteragdes

12

peri-implantares. Mais estudos
avaliando IL-1B no fluido sulcular peri-
implantar ~ sdo  necessarios  para
identificar seu possivel uso como
marcador no prognéstico de formas

mais severas da doenga peri-implantar.
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