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Resumo

O oxido nitrico tem papel importante na resposta inflamatéria do hospedeiro.
Entretanto, seu potencial como possivel ferramenta no diagnoéstico de doencas peri-
implantares tem sido pouco investigado. O presente estudo teve como objetivo
determinar os niveis de nitrito na saliva de pacientes totalmente desdentados, portadores
de implantes dentais, e verificar as correlagcdes entre esses niveis e parametros clinicos
de avaliacdo da saude peri-implantar. Esta avaliacdo foi realizada de acordo com
parametros clinicos: profundidade de sondagem (PS), indice gengival (IG) e indice de
placa (IP). Foi coletada saliva e os niveis de nitrito foram avaliados pelo método de
Griess. Os niveis de NO salivares foram maiores nos pacientes que apresentavam maior
porcentagem de sitios peri-implantares que se incluiam no grupo saudavel. Os menores
niveis de NO encontrados foram nos pacientes que apresentavam maior porcentagem de
sitios peri-implantares no grupo mucosite moderada. Devido ao importante papel do NO
no metabolismo 6sseo e na inflamagdo, bem como seu papel protetor no organismo,
mais estudos sdo necessarios para comprovar sua relevancia como marcador no

diagndstico inicial ou no prognostico dos implantes dentais.

Descritores: 6xido nitrico, saliva, implante dental.
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ANALYSIS OF NITRIC OXIDE LEVELS IN SALIVA OF TOTALLY
EDENTULOUS PATIENS REHABILITATED WITH DENTAL IMPLANTS.

Abstract

Nitric oxide has an important effect on host response. However its potential as a
possible diagnostic tool in peri-implant disease has been little studied. In this study the
nitrite levels in saliva of totally edentulous patients and the possible correlation between
these levels and clinical parameters were determined. Peri-implant status was
determined based on probing depth (PD), gingival index (GI) and plaque index (PI).
Saliva was collected and the nitrite levels were evaluated by the Griess method. The
salivary levels of NO were higher in patients with most of peri-implant sites within the
healthy group. Lower levels of NO were found in patients with a higher percentage of
sites in the moderate peri-implant mucositis group. Given the important role of NO in
bone metabolism and inflammation and its protective role in the body, further studies
are needed to prove its relevance as a marker for initial diagnosis or prognosis of dental

implants.

Descriptors: nitric oxide, saliva, dental implant.



1. INTRODUCAO

1.1. Implantodontia

A utilizagdo de implantes dentais vem proporcionando inumeros beneficios,
principalmente aos pacientes desdentados totais, anteriormente conhecidos como
“invalidos orais”, uma vez que a protese removivel total era sua Unica alternativa. O
advento dos implantes possibilita que o paciente melhore a qualidade de vida e a auto-

estima pelo conforto e estabilidade que as préteses implanto-suportadas fornecem.

O sucesso dos implantes de titanio adequadamente empregados ¢ elevado, porém
perdas ainda sd3o encontradas. Fatores relacionados ao excesso de carga oclusal, bem
como dificuldades de higienizacdo estdo entre as principais causas de perda (Kivela-

Rajamaki et al., 2003B; Watzek, 2004; Degidi et al., 2006).

Clinicamente, um implante ¢ considerado com sucesso se ndo for observada
mobilidade, dor ou desconforto, auséncia de sangramento e aparéncia saudavel dos
tecidos peri-implantares (Watzek, 2004). Para avaliar os diversos sistemas de implantes
em funcdo, avaliacdes clinicas e radiograficas sdo rotineiramente utilizadas (Tozum et
al., 2008). O exame radiografico permite avaliar a altura da crista 6ssea em relagdo ao
implante, possibilitando acompanhar a perda dssea com o decorrer do tempo. No
entanto esses critérios de avaliacdo ndao permitem detectar alteragdes iniciais no sitio
peri-implantar (Mombelli & Lang, 1994; Kivela-Rajamaki et al., 2003A; Yal¢in et al.,
2005).

Essas limitagdes dos exames disponiveis dificultam a deteccdo precoce de
alteracdes peri-implantares por meio de dados clinicos (Mombelli & Lang, 1994). No
entanto, o cirurgido dentista nao pode abrir mao da avaliagdo clinica durante o
acompanhamento longitudinal dos implantes, a qual deveria ser associada a métodos de
diagnoéstico complementar, que permitissem detectar uma inflamac¢do antes que esta seja

clinicamente visivel (Liskmann et al., 2004).

Alguns estudos tém verificado modificagdes na composic¢ao da saliva (Kaufman
& Lamster, 2000; Gomes et al., 2006; Liskmann et al., 2006) e do fluido sulcular
(Griffiths, 2003; Loos & Tjoa, 2005; Tozum et al.,, 2005) de individuos com



periodontite e peri-implantite. Estes métodos, ja estudados na doencga periodontal,
possibilitam a identificacio de marcadores bioldgicos que estdo presentes no fluido
sulcular e na saliva (Murata et al., 2002; Kivela-Rajamaki et al., 2003B, Gurkan et al.,
2006). Devido a semelhanga entre os microambientes periodontal e peri-implantar este
tipo de diagndstico se torna viavel na implantodontia (Yalgin et al., 2005; Duarte et al.,

2009 A; Duarte et al., 2009 B).

Investigacdes dos niveis de quimiocinas na saliva de pacientes desdentados
totais, portadores de implante, associados a avaliagdes clinicas da protese e da mucosa
implantar, podem ser mais acuradas que avaliagdes em pacientes parcialmente
desdentados, um ambiente no qual os dentes presentes podem influenciar nos
resultados, assim, em pacientes desdentados totais, avaliacdo dos componentes salivares

também tém sido propostas para o monitoramento da saude peri-implantar (Liskmann et

al., 2000).
1.2. Saliva

A saliva, composta por agua, eletrdlitos, aminoacidos, imunoglobulinas e
citocinas, juntamente com células de defesa, desempenha um importante papel protetor
na cavidade oral, estando relacionada a imunidade da mucosa, dentes e seus tecidos de
sustentacao (Walker, 2004). Dentre as fungdes bésicas da saliva estdo as de protegdo,
digestdo, gustacdo e agdo antimicrobiana, bem como manuten¢cdo de um equilibrio

hidrico e integridade dos dentes.

Os componentes salivares que participam dos processos de defesa da cavidade
oral podem ser divididos em componentes salivares ativos, inespecificos, constituido
principalmente por enzimas, € componentes salivares passivos, os quais fazem parte da

resposta imune humoral e celular (De Souza et al., 2001).

Virios autores tém investigado citocinas inflamatorias salivares como auxiliares
no diagndstico de doencas com manifestacdo na cavidade oral (Boras, 2006; Rhodus et
al., 2006), no entanto, até o presente momento, existem poucos estudos relacionando a
dosagem e expressdo de citocinas (Likmann et al. 2006) e quimiocinas na saliva com o

monitoramento da saude peri-implantar.



Em pacientes edéntulos, a andlise de biomarcadores salivares torna-se
interessante, pois além dos proprios componentes salivares, os componentes do fluido
entram em intimo contato com a saliva, podendo ser mensurados nesta (Liskmann et al.,
2006). Além disto, a saliva ¢ um fluido obtido facilmente através de método ndo
invasivo e esta diretamente relacionada a prote¢do da cavidade oral (Liskmann et al.,

2000).
1.3. Oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico ¢ uma molécula pequena, relativamente instavel e
multifuncional. Pode agir como neurotransmissor € como vasodilatador, com fung¢des
importantes na defesa contra patégenos em geral, além de participar dos mecanismos
fisiopatologicos da regido periodontal e peri-implantar (Siqueira Jr & Sabdia Dantas,
2000; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006; Bryan & Grisham, 2007; Pacher et al., 2007).
Atualmente ja se sabe que o 6xido nitrico ¢ um dos mais potentes metabolitos com
propriedades antibacterianas, possuindo também um papel modulador da proliferacao

bacteriana (Carossa et al., 2001).

Por ser um potente vasodilatador, o NO regula a resposta vascular inicial na
reacdo inflamatoria aguda, bem como as fung¢des de outras células envolvidas nesse
processo (Bryan & Grisham, 2007; Pacher et al., 2007), no entanto, em niveis elevados,
possui efeito e pode levar a destruicao tecidual nos sitios periodontal e peri-implantar

(Tozum et al., 2005, Liskmann et al., 2007; Tozum et al., 2007; Tozum et al., 2008).

O papel especifico do NO na doenga periodontal ainda ndo foi completamente
esclarecido e ha informagdes limitadas a respeito da producdo de NO pelos tecidos
periodontais e peri-implantares. No entanto, sugere-se que o NO presente na saliva faca
parte de um mecanismo de defesa ndo-especifica contra bactérias periodontopatogénicas

(Brennan et al., 2003).

Segundo Tozum et al. (2005, 2007, 2008), a inflamacdo e a sobrecarga oclusal,
levaram ao aumento da concentracdo de nitrito nos tecidos peri-implantares com
inflamacao atribuindo a esta molécula um papel na progressao do processo inflamatorio.
Embora ja se saiba que o nitrito possua diversos papéis no sistema imune, atuando na

protegdo e destrui¢do dos tecidos (Bryan & Grisham, 2007), ainda sd3o necessarias mais



investigacdes para uma melhor compreensdo da atuacdo desse metabdlito na cavidade

oral (Brennan et al., 2003; Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006).

O nitrito ¢ um metabolito final da oxidagdo do NO, e por ser um produto estavel
e dosado com maior facilidade que o NO, tem sido freqiientemente usado nas pesquisas
como marcador da inflamagao (Leitdo et al., 2005; Gyurko et al., 2005; Tozum et al.,
2005). Portanto, quantificagdes dos niveis de nitritos salivares e do fluido sulcular peri-
implantar associados aos pardmetros clinicos podem ser uteis no diagnostico precoce de
alteracdes no sitio peri-implantar, contribuindo para o sucesso dos implantes. O presente
estudo teve como objetivo determinar os niveis de nitrito na saliva de pacientes
totalmente desdentados, portadores de implantes dentais, e verificar as correlagcdes entre

esses niveis e parametros clinicos de avaliagao da satide peri-implantar.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Sele¢ao dos individuos

Foram previamente selecionados individuos adultos, desdentados totais que
receberam implantes dentais na clinica de Especializagdo em Implantodontia da
Universidade Federal de Uberlandia. Dentre estes, foram selecionados aqueles
sistemicamente saudaveis (sem registro de complicacdes sistémicas como diabetes e
outras doengas auto-imunes) de ambos os sexos que ja concluiram o tratamento
(instalagdo dos implantes e proteses tipo overdenture), com faixa etaria entre 25 e 65
anos. Estes individuos foram convidados a comparecerem a uma consulta-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).



Figura 1: A- Paciente desdentado total com protese total removivel convencional

superior e protese inferior removivel tipo overdenture (sobre implantes). B- Vista
anterior dos implantes dentais inferiores, unidos por barra metalica. C- Vista oclusal da
inferior removivel tipo overdenture (sobre implantes). D- Grampo de retengdo da

overdenture na barra metalica.

2.2. Procedimentos clinicos
Na primeira consulta, os individuos foram questionados sobre a condi¢ao
sistémica atual, e foi preenchida uma nova ficha clinica para avaliar as condi¢cdes 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 et al. (1987).

Apos o preenchimento desses dados, em cada individuo, foram coletadas, de

forma nao estimulada, as amostras de saliva (Figura 2A-F). Os individuos depositaram



em recipiente plastico Salivette® (Sarstedt, Newton, North Carolina, USA), nao
reutilizavel, um volume de aproximadamente 2ml de saliva, que foi mantida em gelo até

Scu processamento.

Figura 2: Método para coleta de saliva utilizando Salivette®. A- Salivette® utilizado

para coleta de saliva. B- Abertura do recipiente. C- Remocao do algodao. D- Colocagao
do algoddo sob a lingua para coleta da saliva. D- Colocagdo do algoddo com saliva no

Salivette®. F- Saliva depositada no Salivette® apos centrifugacao.

Ap0s essas coletas, foram medidos o indice gengival (IG), a profundidade do
sulco peri-implantar (PS) e, em seguida, foram obtidas tomadas radiogréficas de todos

os implantes. O IG foi obtido de acordo com o critério definido por Mombelli et al.



(1987). A sondagem nos sitios peri-implantares foi realizada com uma sonda
periodontal milimetrada estéril, que foi introduzida em todas as faces de forma suave,

até encontrar ligeira resisténcia.

O exame clinico foi realizado 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 unico examinador treinado e calibrado. Uma ficha clinica,
especialmente confeccionada para a pesquisa, permitiu o registro dos parametros
clinicos avaliados, bem como dados demograficos, comportamentais e bioldgicos de

interesse.

Os sitios peri-implantares dos pacientes foram alocados em 2 grupos: sem
inflamacdo e com inflamagdo (mucosite). Foram considerados sem inflamagao os sitios
que possuissem indice gengival igual a zero (Tozum et al., 2007), e com inflamagao os
com profundidade de sondagem menor ou igual a 4 mm, indice gengival 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 inflamacdo (mucosite) foram subdivididos
considerando a severidade da inflamagdo, sendo que o indice gengival igual a 1
representa a inflamacdo leve e o indice gengival maior que 1 representa a inflamagao

moderada (Tozum et al., 2007). A peri-implantite ndo foi considerada neste estudo.

Em seguida, em laboratério, as células e os sedimentos das amostras de saliva
coletadas foram separados da parte soluvel por centrifugagdo a 1000xg. O sobrenadante
foi coletado, distribuido em aliquotas e congelado a -20°. Uma parte foi utilizada para a

dosagem de NO.
2.3. Dosagem de NO pelo método de Griess

A produgdo de NO foi determinada pela dosagem do total de nitrito (NO2-) nas
amostras de saliva e de fluido sulcular, utilizando o método de Griess (Grisham et al.,
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 pogos foram colocados 100ul de cada amostra. Foi

criada uma curva padrao com nitrito de sédio 200uM até a 11° diluicdo na base 2. Em
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seguida, foram adicionados 100ul de reagente de Griess aos pogos que continham a
curva e as amostras. O controle da reagdo (branco) foi feito pela adigdo de 100ul de
solugdo tampdo mais 100ul do reagente de Griess. Essa placa foi incubada a
temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento e a estabilizacdo do cromoforo.
A absorbancia da reagdao 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 andlise de regressdo linear foi usada para calcular as
concentragdes de nitrito nas amostras de saliva e fluido sulcular em relagdo a curva
padrao de nitrito de s6dio (NaNO2, 200uM — 0,1 uM). Os niveis de nitrito das amostras

foram expressos em uM NO2- e foram analisadas estatisticamente.
2.4. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prisma version
5.0 for windows. Foi utilizado o teste Kolmogorov-smirnov para verifica¢do se os dados
apresentavam distribui¢do normal e, posteriormente, foram utilizados os testes Mann-

Whitney e Kruskall Wallis (p6s-teste de Dunns).

3. RESULTADOS

Segundo os dados obtidos na anamnese, a respeito da historia odontoldgica, a
maioria dos individuos tinha conhecimento sobre os motivos que levaram a perda do
elemento dentario e a colocacdo dos implantes. Dentre esses motivos 66,67% dos
individuos relataram perda dental devido a doenca periodontal e 33,33% perda devido a
caries dentais.

Dentre os trinta e seis sitios peri-implantares avaliados, dezoito apresentaram
tecidos peri-implantares sauddveis. Nove sitios apresentaram mucosite leve e nove sitios
apresentaram mucosite moderada. Sitios com peri-implantite ndo foram encontrados
uma vez que os mesmos nao foram considerados no presente estudo. A tabela 1 mostra
os dados clinicos dos grupos. Para as varidveis categoricas os resultados foram
apresentados como ntimero e porcentagem e para varidveis continuas os dados foram
apresentados como média e desvio padrao (DP).

A profundidade de sondagem (PS) nos sitios peri-implantares saudaveis

(2,13mm =+ 0.63) foi menor quando comparada a dos sitios com mucosite leve (2,33mm
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+ 0,43) e moderada (2,50mm = 0,90). No entanto, ndo houve diferenca significante ente
os grupos (p=0,36) (Tabela 1).

A porcentagem de sitios com indice de placa (IP) igual a zero ¢ maior no grupo
saudavel (29,41%) se comparado aos grupos mucosite leve (9,09%) e moderada (0%). A
porcentagem de sitios com indice de placa igual a 1 foi maior no grupo mucosite leve
(45,46%) em comparacdo com os grupos mucosite moderada (11,11%) e saudavel
(17,65%). A porcentagem de sitios com indice de placa igual a 2 foi maior no grupo
saudavel (29,41%), seguido pelos grupos mucosite moderada (22,22%) e mucosite leve
(18,18%). O grupo mucosite moderada (66,67%) apresentou maior porcentagem de
sitios com indice de placa igual a 3 em comparagdo com o0s grupos mucosite leve

(27,27%) e saudavel (23,53%) (p=0,005) (Tabela 1).

Tabela 1- Dados clinicos dos grupos saudavel, mucosite leve e mucosite

moderada.
Mucosite
Saudavel Mucosite leve
moderada
PS (média £DP) 2,13 +0.63 2,33 +0,43 2,50 £ 0,90
% sitios com
IP=0 29,41 9,09 0
IP=1 17,65 45,46 11,11
IP =2 29.41 18,18 22,22
IP=3 23,53 27,27 66,67

Em todos os sitios experimentais foi detectada a presenga de 6xido nitrico (NO).
Os niveis de NO salivares foram maiores nos pacientes que apresentavam maior

porcentagem de sitios peri-implantares que se incluiam no grupo saudavel. Os menores



12

niveis de NO encontrados foram nos pacientes que apresentavam maior porcentagem de

sitios  peri-implantares no  grupo  mucosite =~ moderada  (Tabela  2).

Tabela 2- Porcentagem de sitios peri-implantares nos grupos saudavel,
mucosite leve e mucosite moderada por paciente e niveis de oxido

nitrico salivares.

Mucosite Mucosite Nivel de NO

Saudavel
leve moderada puM + DP
Paciente 1 75% 25% 0% 441,6 £ 27,78
Paciente 2 33,33% 16,67% 50% 192,2 £11,25
Paciente 3 41,67% 33,33% 25% 569,5 £ 26,02

4, DISCUSSAO

Parametros clinicos tradicionais j& utilizados em outros estudos (Leonhardt et
al., 2002; Paolantonio et al., 2000; Liskmann et al., 2006; Duarte et al., 2009 A; Duarte

et al., 2009 B) foram usados para determinar as condi¢des de satde peri-implantar.

A profundidade de sondagem e a presenca 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 dentéria (Dinato & Polido, 2001). As bactérias presentes no
biofilme, através da libera¢do de toxinas, provocam um processo inflamatorio, que leva
a destruicao tecidual e, conseqiientemente, elevagao dos valores de profundidade de
sondagem se comparada a pacientes saudaveis, que apresentam indices de placa

menores.
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Apesar da controvérsia a respeito do uso da profundidade de sondagem em torno
de implantes (Ataoglu et al., 2002), esse parametro clinico parece ser confidvel para
avaliar o estado de saude peri-implantar (Lang & Bragger, 1991). No entanto, ¢
importante lembrar das limitagdes devido a fatores anatdmicos porque os tecidos peri-
implantares sdo estruturalmente diferente da denti¢ao natural, especialmente quando a

inflamacao est4 presente (Mombelli et al., 1997).

Embora o indice de placa ndo seja considerado por alguns autores como um bom
parametro a ser avaliado devido a possibilidade do paciente melhorar a higienizacdo
apenas no dia do exame, no presente trabalho, foi demonstrado coeréncia nos
resultados. Embora tenha sido avaliada apenas estdgios iniciais da doenca peri-
implantar, higiene bucal deficiente entre os sujeitos parecem ser um fator importante
para o desenvolvimento da mucosite moderada, como observado por Renvert et al.

(2007).

Os parametros analisados foram associados a quantificagio de um marcador
bioquimico da inflamag¢do e da remodelagdo 6ssea — o oxido nitrico (NO), que foi

quantificado na saliva como nivel total de nitrito.

Tozum et al. (2005, 2007, 2008) observaram diferengas significantes entre os
niveis de nitrito no fluido sulcular peri-implantar dos sitios inflamados quando
comparados com os saudaveis, utilizando critérios semelhantes ao de presente estudo,
classificando os implantes em grupos saudavel ou inflamado, ¢ também de acordo com
a severidade da inflamagdo, em pacientes reabilitados com overdenture.
Contraditoriamente, a presente analise, em que os niveis de nitrito foram dosados na
saliva em pacientes em condigdes clinicas semelhantes aos estudos de Tozum et al.
(2005, 2007, 2008) revelou que os niveis de nitrito salivares foram maiores nos
pacientes que apresentavam maior porcentagem de sitios peri-implantares que se
incluiam no grupo saudavel. Os menores niveis de nitrito encontrados foram nos
pacientes que apresentavam maior porcentagem de sitios peri-implantares no grupo
mucosite moderada. A saliva da cavidade oral contém uma diversidade de mediadores
inflamatorios, tais como: citocinas, enzimas e fatores de crescimento, além de fatores
hormonais, que poderiam criar um microambiente capaz de interferir inibindo ou

potencializando a agdo do 6xido nitrico.
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Além disso, embora possa promover toxicidade e destruicao dos tecidos quando
em concentracdes elevadas, o 6xido nitrico também possui papel protetor na cavidade
oral (Bryan & Grisham, 2007). Aparentemente, em condigdes fisiologicas, o NO possui
funcdo importante na defesa inespecifica do hospedeiro, bem como na destrui¢do de
patogenos intracelulares e células tumorais (Chi et al., 2003; Tozum et al., 2005).
Assim, em estudos avaliando estagios iniciais do processo inflamatério, o NO pode
estar com a funcdo protetora no organismo sobrepondo a capacidade de destrui¢cdo
tecidual. Provavelmente, grande parte do NO oxida-se antes de atingir seu alvo
(Kroncke et al., 1997). Por essa razao, ¢ bastante dificil determinar qual a concentragao

de NO que leva a toxicidade celular.

O oxido nitrico, quando na presenca de outras moléculas como o superoxido
(02-), reage rapidamente formando o peroxinitrito (ONOO), considerado um dos mais
potentes oxidantes. Estas moléculas podem ser mais ou menos produzidas em algumas
situacdes especificas e este provavelmente seja o motivo pelo qual o NO atua
diferentemente em condig¢des fisiologicas e patologicas. Alguns autores sugerem ainda
que os efeitos inicialmente atribuidos ao NO seriam, na verdade, promovidos pelo

peroxinitrito (Pacher et al., 2007; Wiley, 2007).

Um melhor entendimento da patogénese das doencas peri-implantares pode
gerar um grande beneficio terapéutico com relagdo a modulagdo da resposta imune do
hospedeiro por meio da regulacdo da expressio dos mediadores inflamatorios, bem

como por tratamentos com moléculas bioldgicas especificas.

5. CONCLUSAO

Mais estudos sdo necessarios para comprovar sua relevancia como marcador no

diagnéstico inicial ou no prognostico dos implantes dentais.
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