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RESUMO

Introducdo: A peri-implantite € uma lesdo inflamatoria cronica de provavel etiologia
bacteriana caracterizada por inflamacdo da mucosa e perda de suporte 6sseo ao redor do
implante dentario. As lesBes peri-implantares apresentam infiltrado inflamatério composto
por plasmacitos, linfocitos, macréfagos e neutrofilos. N&o foram encontrados estudos que
relatassem associacdo entre hipdxia e peri-implantite. Objetivos: Avaliar as alteracfes
histologicas e a expressao dos anticorpos anti-CD15, anti-CD57 e anti-HIF-1o na gengiva
peri-implantar de pacientes com e sem peri-implantite. Material e Métodos: Trata-se de
estudo transversal empregando bidpsias gengivais de 28 pacientes, sendo 18 com peri-
implantite e 10 sem peri-implantite de servico privado, realizado entre 2010 e 2012. Os
fragmentos obtidos foram fixados em formol tamponado a 10%, processados e incluidos em
parafina para avaliacdo histopatologica e estudo imuno-histoquimico. Resultados: Foi
verificada a presenca de acantose, espongiose e exocitose nos dois grupos, sem diferenca
significativa entre eles quanto a acantose e a espongiose, e significativamente maior quanto a
exocitose no grupo com peri-implantite. No grupo com peri-implantite foi observada maior
expressdo dos anticorpos CD-15, marcador de neutrofilos, e HIF-1o, marcador de hipoxia
tecidual. N&o foi observada diferenca estatistica na expressdo do anti-CD57, marcador de
células natural killer. Conclusdo: A expressao significativamente mais forte de HIF-1a no
grupo com peri-implantite nos leva a concluir que, além da infeccdo bacteriana, a hipoxia
representaria um fator importante na patogénese da doenca peri-implantar. Além disso
sugerimos que, embora a inflamacéo e a exocitose tenham sido mais intensas nos pacientes
com peri-implantite, a acantose e a espongiose ndo seriam alteracGes epiteliais tipicas dessa

doenca.

Palavras-chave: Hipoxia. Imuno-histoquimica. Inflamagéo. Peri-implantite.
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ABSTRACT

Introduction: Peri-implantitis is a chronic inflammatory lesion of probable bacterial etiology
characterized by inflammation of the mucosa as well as bone loss around the dental implant.
Peri-implant lesions have infiltration of plasma cells, lymphocytes, macrophages and
neutrophils. No studies reporting the association between hypoxia and peri-implantitis were
found. Objective: The aim of this study was to evaluate histological changes and expression
of antibodies anti-CD15, anti-CD57 and anti-HIF-1a in the peri-implant gingiva of patients
with and without peri-implantitis. Material and Methods: This cross-sectional study used
gingival biopsies from 28 patients, 18 with peri-implantitis and 10 without peri-implantitis,
and was conducted at a private health care center between 2010 and 2012. The sections were
fixed in buffered formalin 10%, processed and embedded in paraffin for histopathological and
immunohistochemical study. Results: Acanthosis, spongiosis and exocytosis were observed
in both groups, without significant difference between them in acanthosis and spongiosis, and
significantly higher in exocytosis in the peri-implantitis group. In the peri-implantitis group,
there was an increased expression of CD-15 antibody, a marker of neutrophils, and HIF-1a, a
tissue hypoxia marker. There was no statistical difference in the expression of anti-CD57, a
natural killer cell marker. Conclusion: Significantly stronger expression of HIF-1a in the
peri-implantitis group leads us to conclude that, besides bacterial infection, hypoxia would
represent an important factor in the pathogenesis of peri-implant disease. In addition, we
suggested that although inflammation and exocytosis were more severe in patients with peri-
implantitis, acanthosis and spongiosis would not be epithelial changes typical of this disease.

Keywords: Hypoxia. Immunohistochemistry. Inflammation. Peri-implantitis.
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1 INTRODUCAO

A perda dentéria resulta principalmente da progressdo da carie dentaria e da doenca
periodontal (BARBATO et al., 2015). E considerada um dos principais agravos a satde bucal
devido a sua alta prevaléncia, aos danos esteticos, funcionais, psicologicos e sociais que
acarreta (SAINTRAIN e DE SOUZA, 2012). Para a substituicdo e reabilitacdo oral podem ser
realizadas proteses convencionais parciais ou totais, e mais atualmente os implantes dentarios

osseointegrados, com resultados satisfatorios (SANCHEZ-GARCES; GAY-ESCODA, 2004).

Dentre as vantagens das préteses apoiadas sobre implantes, podem ser citadas, dentre
outras, a capacidade de manutencdo do 0sso, melhora da estética dental e facial, da fonética e
da oclusdo, além de melhora da performance mastigatoria e melhora da saude psicolégica do
individuo (SALLUM:; SILVA FILHO; SALLUM, 2008; MISCH, 2008).

O indice de sucesso e longevidade dos implantes é bem documentado na literatura, e
0 aumento no numero de implantes em funcdo na cavidade oral também tem sido
acompanhado por aumento da prevaléncia de doencas peri-implantares, o que torna o
diagnostico das doencas peri-implantares importante na pratica clinica do cirurgido dentista. E
desejavel que o diagndstico de peri-implantite seja realizado num estagio inicial e reversivel
da infeccdo (MOMBELLI et al., 1997; KOLDSLAND et al., 2010); caso contrario podera

resultar na perda do implante decorrente, por exemplo, da peri-implantite.

A peri-implantite é caracterizada por inflamacéo e perda da crista 6ssea nos tecidos
circundantes aos implantes (LOMBARDO et al., 2015). Sendo assim uma lesdo que circunda
os implantes dentéarios, podendo ocorrer devido a fatores como esforcos mecanicos
excessivos, corrosdo e presenca de bactérias agressivas, podendo provocar inflamagédo e/ou

infeccdo (MOUHYI et al., 2009), além de perda 6ssea (SANTOS e DUARTE, 2009).

Os parametros mais sensiveis e confiaveis para verificar o desenvolvimento e a
presenca de infeccdes peri-implantares sdo a profundidade de sondagem, o sangramento a
sondagem e a interpretacdo de exames de imagem. Estes visam detectar 0 mais cedo possivel

estas lesbes (HEITZ-MAYFIELD, 2008).

Durante varios anos o interesse clinico e de investigagdo cientifica concentrou-se
maioritariamente na interface osso/implante. Nos ultimos anos, uma vez alcangados 0s niveis

de osseointegracdo desejados, as investigacGes tem sido mais direcionadas para a interface


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mouhyi%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20VR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duarte%20PM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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tecido mole/implante. Nos implantes orais, o pilar e a coroa fazem emergéncia através do
tecido conjuntivo e epitelial, sendo por este motivo importante conhecer a anatomia e a

funcdo dessa interface, pilar e coroa/tecido mole.

Neste sentido, a invasdo do espaco bioldgico ao redor dos implantes pode originar o
mesmo tipo de efeitos adversos que se verificam na invasdo do espaco bioldgico dentario.
Reacdes inflamatorias ndo controladas e a subsequente invaginacdo do epitélio podem

prejudicar a manutencdo do implante (NEWMAN et al., 2012).

Assim, sabendo do aumento crescente da instalacdo de implantes dentarios nas
ltimas décadas e que a peri-implantite € uma doenca inflamatoria, se fazem necessarios
novos estudos para melhor compreensdo da patogénese do processo inflamatério com a

finalidade de contribuir para novas terapias que irdo prevenir a perda precoce do implante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPLANTES DENTARIOS E TECIDOS PERI-IMPLANTARES

A perda dentaria resulta, principalmente, da progressdo da carie dentaria e da
doenca periodontal (BARBATO et al., 2015), e é considerada um dos principais agravos a
salde bucal devido a sua alta prevaléncia, aos danos estéticos, funcionais, psicoldgicos e
sociais que acarreta (SAINTRAIN e DE SOUZA, 2012). Para a substituicao e reabilitacéo
oral podem ser realizadas préteses convencionais parciais ou totais, podendo ser
removiveis ou fixas e suportadas por dentes, mucosa ou dentomucossuportada.
Entretanto, estas mesmas proteses convencionais podem apresentar diversas desvantagens
como a reducédo da funcdo mastigatdria, a estética desfavoravel advinda da atrofia 6ssea e
muscular e a necessidade de utilizacdo de dentes saudaveis para confeccdo de pilar/apoio

(no caso de proteses parciais fixas) (MISCH, 2008).

Desenvolver substitutos artificiais para dentes ausentes tem sido um objetivo
relatado ha mais de 1.500 anos. Uma pedra escura e fina com o formato de um dente
datando de 600 dC foi encontrada implantada em um cranio maia na América Central e
existem relatos de tentativas de implantes no antigo Egito e Oriente Médio (PEPPAS;
LANGER, 1994 apud NEWMAN et al., 2012). A atual ressurgéncia de implantes
comecou com Per-Ingvar Branemark, médico ortopedista sueco, que em 1952 conduziu
estudos clinicos e experimentais investigando a microcirculagdo sanguinea em tibias de
coelhos utilizando o titanio. Branemark e seus colaboradores perceberam que o metal e 0
0SSO se integravam perfeitamente, sem a presenca de rejeicdo, e descreveram essa relacéo
entre o titanio e 0 0sso com o termo osseointegracdo (BRANEMARK et al., 1969;
ALBREKTSSON et al., 1981; BRANEMARK; ZARB; ALBREKTSSON, 1985 apud
NEWMAN et al., 2012).

O trabalho de Branemark e seus colaboradores nos anos 60 mostrou que oS
implantes comerciais de titdnio puro podem ser ancorados aos 0ssos da mandibula e da

maxila e usados com sucesso para reposicdo de dentes. A pesquisa clinica controlada
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mostrou excelentes resultados a longo prazo, alcangados apos a selecdo correta dos casos,
0 preparo adequado dos biomateriais e a cuidadosa manipulacdo dos tecidos mole e duro
dos pacientes (NEWMAN et al., 2012).

A reabilitacdo oral utilizando implantes dentarios, quando bem realizada, € uma
técnica com resultados satisfatorios, indicada para reabilitar espagos decorrentes de

auséncias dentais parciais ou totais (SANCHEZ-GARCES; GAY-ESCODA, 2004).

As préteses apoiadas em implantes, também chamadas de proteses
implantossuportadas, apresentam como vantagens a capacidade de manutencdo do 0sso,
restauracdo e manutencdo da dimenséo vertical de oclusdo, manutencdo da estética facial
(no que se refere ao tonus muscular), melhora da estética em virtude do melhor
posicionamento dos dentes e reducdo da movimentacdo de proteses removiveis, melhora
da fonética e da oclusdo, melhora da performance mastigatoria, reducdo do tamanho da
prétese, melhora da estabilidade e retencdo das proteses, aumento do tempo de vida das
préteses, além de melhorar a sadde psicoldgica do individuo (SALLUM; SILVA FILHO;
SALLUM, 2008; MISCH, 2008).

O implante dentério € um material aloplastico, inserido por meio de uma cirurgia
em um rebordo OGsseo residual (Figura 1), principalmente como base protética
(AMERICAN ACADEMY OF IMPLANT DENTISTRY, 2016). Basicamente, 0sS
implantes sdo constituidos por um parafuso metalico e um pilar, e sobre eles é
confeccionada uma coroa protética andloga a coroa dentaria. Em conjunto, 0s
componentes parafuso e pilar representam uma analogia da raiz dentaria (PETKOVIC-
CURCIN et al., 2011) (Figura 1).

Por sua biocompatibilidade, o titanio € o material de escolha para o parafuso nos
implantes dentérios, fornecendo uma superficie para cicatrizagdo celular e epitelial,
processo que ocorre geralmente entre trés a quatro meses na mandibula e entre cinco e
seis meses na maxila (LINDHE; KARRING; LANG, 2010). Ja para os pilares dos
implantes os materiais mais adequados sdo o titanio e a zircbnia, por possuirem superficie
mais lisa, diminuindo a colonizagéo por bactérias € menor (HAUSER-GERSPACH et al.,

2011).
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O sucesso dos implantes esta diretamente relacionado a obtencdo e estabilidade
da osseointegracdo. O fendmeno da osseointegracdo foi primeiramente descrita por
Branemark et al. (1969). E definido como o “contato direto entre o 0sso vivo e uma
superficie de implante sob cargas funcionais sem interposicdo de tecido mole a nivel da

microscopia de luz comum” (MISCH, 2008).

Figura 1 — Esquema de um implante dentario osseointegrado e sua analogia com o dente

natural.

Coroa dentaria A ‘ /\ Coroa protética

\

Raiz Implante

Fonte: WOLF; RATEITSCHACK, 2006.

Os fatores que determinam a osseointegracdo estdo ligados ao paciente, ao
implante e ao protocolo cirdrgico e protético (DAVARPANAH et al., 2007). Os fatores
relacionados aos pacientes sdo os fatores gerais, como a idade, as afeccdes
cardiovasculares, fatores enddcrinos, doencas reumaticas, alteracdes do metabolismo
6sseo, doencas hematoldgicas e uso de medicacdes. Além disso, existem outros fatores de
risco como o tabagismo, alcoolismo e fatores locais como o estado da mucosa, a presenca
de doenca periodontal, a quantidade e a qualidade dssea, a estabilidade primaria do
implante e o grau de reabsorcdo Ossea. Os fatores ligados ao implante se referem a

biocompatibilidade do material, forma e o estado da superficie do implante.

Quanto aos protocolos cirargicos e protéticos, a osseointegracdo acontece em
duas fases. A primeira, chamada de estabilizacdo primaria, que é a fase de ancoragem

mecanica no local preparado, que depende essencialmente da qualidade do osso, do
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volume 06sseo disponivel, da técnica cirurgica e da morfologia do implante. A segunda,
denominada estabilizacdo secundéria, é caracterizada pela formacdo de adeséo bioldgica
entre a superficie do implante e o tecido ¢sseo, sendo determinada pela resposta bioldgica
ao traumatismo cirdrgico, pelas condicdes de cicatrizacdo e pelo tipo da superficie do
implante (DAVARPANAH et al., 2007).

Qualquer que seja o tipo de traumatismo Osseo (fratura, enxerto 6sseo ou
preparacdo do local do implante), o seu esquema de cicatrizacdo, € idéntico. Existe um

processo de cicatrizacdo seguido de remodelagem.

O tecido 0sseo € um tecido mineralizado e dinAmico continuamente remodelado
por reabsorcdo e formacdo dssea (GARTNER; HIATT, 2007). As ceélulas responsaveis
pela formacdo, destruicdo e remodelacdo Gssea sdo, respectivamente, os osteoblastos, o0s
osteoclastos e os ostedcitos. Os osteoblastos provenientes de células osteoprogenitoras
encarregam-se da sintese dos compostos organicos da matriz 6ssea, inclusive do colageno,
das proteoglicanas e glicoproteinas. Os ostedcitos sdo células 6sseas maduras, derivadas
dos osteoblastos, que residem em lacunas dentro da matriz, e secretam substancias
necessarias para a manutencdo do o0sso. Os osteoclastos sdo células derivadas de
progenitores granulécitos macrofagos e desempenham papel na reabsor¢do Ossea

(GARTNER; HIATT, 2007).

Para que um implante possa ser considerado bem sucedido, alguns critérios
devem ser observados e incluem: imobilidade individual do implante quando testado
clinicamente, auséncia de evidéncia radiografica de radioluscéncia peri-iimplantar,
auséncia de inflamagdo gengival ou mucosite peri-implantar, auséncia de sinais de
infeccdo e dor, auséncia de danos ao dente adjacente e sobrevida funcional de 90% apds

cinco anos e de 85% apos 10 anos de instalacdo (MISCH et al., 2008).

Além da osseointegracdo, o selamento bioldgico proporcionado pela mucosa peri-
implantar ao redor dos implantes é de fundamental importancia para a salude peri-
implantar (YEUNG, 2008). O selamento biologico representa barreira contra penetracao

de patdgenos quimicos e substancias bacterianas (YEUNG, 2008).



© o0 ~N o o B~ O w N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

31

A mucosa peri-implantar apresenta duas faces, uma externa e uma interna. A face
externa esta voltada para a cavidade oral e é revestida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, e a face interna é revestida por fino epitélio estratificado ndo
queratinizado que constitui a juncdo implante-epitélio (LINDHE; KARRING; LANG,
2010). Este ultimo epitélio é analogo ao epitélio juncional que ocorre ao redor de dentes e
¢ denominado barreira epitelial. Este epitélio esta ligado a superficie do implante via
hemi-desmossomas (GOULD; WESTBURY; BRUNETTE, 1984), cobre o tecido
conjuntivo peri-implantar separando-o da superficie do implante por uma extenséo de 2

mm e termina a uma distancia de 1-1,5 mm da crista 0ssea.

A extensdo de tecido conjuntivo que separa a porcao apical do epitélio da barreira
e a crista 6ssea € denominada barreira conjuntiva, a qual é andloga a insercao a conjuntiva
que ocorre ao redor de dentes. A barreira conjuntiva apresenta caracteristicas diferentes da
insercdo conjuntiva. Enquanto no dente as fibras colagenas da insercdo conjuntiva se
inserem no cemento radicular, as fibras colagenas da barreira conjuntiva estdo organizadas
paralelamente a superficie do implante e estende-se da crista 6ssea a margem peri-
implantar. Estas dimensdes da barreira epitelial e conjuntiva parecem representar
dimensdes bioldgicas minimas que se estabelecem na mucosa peri-implantar saudavel
(BERGLUNDH; LINDHE, 1996). Estas dimensdes sdo independentes do sistema de
implante e do tipo de instalagdo usado (ABRAHAMSSON et al., 1999). A composicdo do
tecido conjuntivo ao redor do implante difere da composicédo do tecido conjuntivo ao
redor do dente pelo seu maior contetdo de fibras colagenas e menor contedo de células e
vasos sanguineos (BERGLUNDH et al., 1991). Esta composic¢do, no entanto, pode variar
de acordo com o tipo de material e superficie do pilar ou conector intermediario com o
qual o tecido conjuntivo estd em direto contato (ABRAHANSSOM et al., 1998,
WELLANDER; ABRAHANSSOM; BERGLUNDH, 2008).

Apesar da mucosa peri-implantar apresentar semelhangcas com a mucosa
periodontal, estudos tem sugerido que o selamento biolégico € menor no peri-implante
quando comparado ao dente natural (ATSUTA et al., 2005). Isto pode ocorrer devido as
diferencas observadas no peri-implante, como a auséncia de cemento e ligamento

periodontal na regido peri-implantar, e a orientagdo das fibras coldgenas no tecido mole
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peri-implantar, as quais se encontram paralelas ou obliquas ao implante, ndo estando inseridas
a superficie do implante como ocorre no dente natural, onde as fibras colagenas se inserem ao
cemento de forma perpendicular (TETE et al., 2009) (Figura 2, 3). Essas diferencas tornam o
selamento biolégico no peri-implante uma barreira menos eficiente em comparagdo com o

selamento apresentado pelo periodonto (NEWMAN et al., 2012).

Figura 2 — Fotomicrografia de um corte vestibulo-lingual dos tecidos peri-implantares.

Coloracéo; Ludewig; aumento original: 5x.

Fonte: ARAUJO; LUBIANA, 2008

Figura 3 — Esquema mostrando as diferencas entre tecido periodontal (A) e tecido peri-

implantar (B).

A. (E) esmalte; (D) dentina; (C) cemento; (EG) epitélio gengival; (EJ) epitélio juncional; (TC) tecido conjuntivo;
(OA) osso alveolar; F — fibroblasto; M — medula. B. (IT) intermediario; (IP) implante; (EJI) epitélio juncional
implantar.

Fonte: CONSOLARO et al., 2010.
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A formacgdo da mucosa peri-implantar ocorre apos a instalacdo de implantes em
um dnico estagio ou ap6s a reabertura de implantes submersos e instalacdo do pilar ou
conector intermediario. Em resumo, imediatamente apds a instalagdo do componente
transmucoso e sutura, uma camada de coagulo, contendo uma rede fibrina, eritrocitos e
neutrofilos, é formada entre a mucosa e a superficie do implante. Durante as duas
primeiras semanas de cicatrizacao este codgulo € substituido primeiramente por tecido de
granulacdo e depois por tecido conjuntivo. Concomitantemente, o epitélio comeca a
migrar apicalmente. ApoOs oito semanas de cicatrizagdo, a mucosa peri-implantar esta

formada (BERGLUND et al., 2007).

Assim como o tecido gengival ao redor dente, a mucosa peri-implantar também
exibe um sulco que se localiza entre a superficie do pilar intermediério ou protese e a
mucosa. Este sulco peri-implantar pode variar muito em profundidade mesmo em
condi¢Ges onde o tecido estd saudavel. O local onde foi instalado o implante (regido
estética versus ndo estética), forma do implante, o tipo de superficie, a forca utilizada e o
formato da prétese sdo fatores que dificultam o estabelecimento de uma profundidade
padrdo. Por outro lado, a extensdo da penetracdo da sonda em tecidos peri-implantares
saudaveis quando realizada com forca adequada indica o final da barreira epitelial e o
inicio da barreira conjuntiva (LANG et al., 1994, ABRAHAMSSON; SOLDINI, 2006).
Além disso, uma sondagem com forca adequada também revela que a mucosa peri-

implantar saudavel ndo sangra (LANG et al., 1994).

A margem entre o limite peri-implantar e o limite da protese representa a porta de
entrada para bactérias e suas toxinas (COSYN et al., 2011). Quando o biofilme se
acumula na superficie do implante, o tecido conjuntivo subepitelial € infiltrado por grande
numero de ceélulas inflamatérias e o epitélio torna-se ulcerado, ocorrendo perda de
aderéncia e quebra do selamento biolégico local com inicio de processo inflamatorio
decorrente do desequilibrio entre a agressdo do microrganismo e a defesa do hospedeiro
(REZENDE et al., 2005). Quando o biofilme continua a migrar em dire¢do apical,
aparecem os sinais clinicos e radiograficos de destruicdo do tecido, principalmente por
degradacédo de colageno e reabsorgdo Ossea, devido a presenca de enzimas proteoliticas e

celulas osteoclasticas, eventos biologicos necessarios para a migracdo das células de
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defesa ao local da lesdo (SALLUM; SILVA FILHO; SALLUM, 2008). Essa resposta é
semelhante ao que ocorre em dentes naturais, entretanto o tamanho da leséo inflamatoria
de tecido mole e a perda 0ssea resultante s&o maiores ao redor dos implantes do que em
volta dos dentes, o que acaba por gerar implicagdes mais serias do que a inflamacao
marginal nos dentes naturais (LINDHE; KARRING; LANG, 2010).

Assim, um implante bem sucedido ocorre quando se obtem a osseointegragéo e
quando se estabelece um eficiente selamento biolégico da mucosa peri-implantar
(NEWMAN et al., 2012). Falhas na osseointegracdo ou no selamento bioldgico podem
levar a perda de implantes nas fases iniciais (fase de cicatrizacdo) bem como nas fases
finais, isto €, apds a osseointegracdo e colocacdo da protese (LISKMANN et al., 2006).
Nas fases finais a perda de implantes geralmente ocorre devido a reacdo inflamatoria nos
tecidos moles e tecido Gsseo ao redor dos implantes (SANCHEZ-GARCES; GAY-
ESCODA, 2004; DUARTE et al., 2009; HEASMAN; ESMAIL; BARCLAY, 2010).

A reacdo inflamatdria apenas nos tecidos moles, denominada mucosite peri-
implantar, & a principal complicacdo registrada na literatura e estd associada
frequentemente com a dificuldade de realizacdo de correta higiene oral (REAL-OSUNA,;
ALMENDROS-MARQUES; GAY-ESCODA, 2012). Esta condigio afeta mais de 60%
dos pacientes portadores de implantes dentarios e, embora seja mais prevalente, a
mucosite peri-implantar é mais facilmente controlada que a peri-implantite, a qual €
responsavel pelas maiores causas de taxas de insucesso e o principal determinante das

perdas dos implantes (OPPERMANN; GOMES; FIORINI, 2008).

A mucosite peri-implantar afeta apenas a mucosa e tem carater reversivel, ja a
peri-implantite apresenta carater irreversivel, sendo caracterizada por reabsorcdo 0ssea
além da inflamacdo na mucosa. A prevaléncia da mucosite peri-implantar tem sido
relatada entre 8 e 44%. Estudos relatam que a prevaléncia da peri-implantite varia entre
0% e 14,4% (BERGLUNDH; PERSSON; KLINGE, 2002), entretanto estudos mais
recentes relatam que a possibilidade dos pacientes com implantes dentarios apresentarem
peri-implantite, de cinco a dez anos apés a instalacdo do implante, varia de 16% a 28%

(FRANSSON et al.,, 2010). No Brasil, os resultados de Ferreira et al. (2006), apds
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avaliarem 212 individuos, mostraram que as prevaléncias de mucosite peri-implantar e de

peri-implantite foram, respectivamente, 64,6% e 8,9%.

2.2 PERI-IMPLANTITE

A peri-implantite é definida como uma lesdo inflamatdria cronica de etiologia
bacteriana caracterizada por inflamacdo da mucosa e perda de suporte 0sseo ao redor do

implante dentario (CHARALAMPAKIS et al., 2012).

Em 1993, no Primeiro Workshop Europeu de Periodontia, foi acordado que este
termo deve ser utilizado especificamente para processos inflamatorios que conduzem a
formacgédo de bolsa peri-implantar e perda de osso de suporte em torno de implantes

osteointegrados em funcdo (ALBREKTSSON; ISIDOR, 1994).

A peri-implantite pode ser comparada a uma periodontite, uma vez que ambas as
situacOes apresentam diversas semelhangas clinicas, histologicas e microbiologicas. As
duas estdo frequentemente associadas a supuracdo e bolsas profundas, tal como

mobilidade, dor ou sensacgéo de corpo estranho (TRIPLETT, 2003).

Piatteli et al. (1998) descreveram as caracteristicas histopatoldgicas de 230
implantes recuperados num periodo de 8 anos (1989-1996). As principais caracteristicas
histologicas de peri-implantite encontradas nos implantes que foram removidos
consistiram na presenca de bactérias na superficie do implante e na presenca de um
infiltrado inflamatorio composto de macrofagos, linfécitos e células plasmaticas

encontrado no tecido conjuntivo ao redor dos implantes.

Um estudo realizado em biopsias de tecidos moles a partir de 12 lesdes de peri-
implantite em humanos, Berglundh et al. (2004) analisaram algumas das suas
caracteristicas. Os autores encontraram uma grande quantidade de plasmacitos, linfécitos
e macrdfagos nas grandes lesdes da mucosa, e demonstraram que o infiltrado celular
inflamatdrio se estendia para a posicdo apical da bolsa e que a porc¢édo apical da lesdo de

tecido mole frequentemente atingia o tecido 6sseo. Observaram ainda que, um grande
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namero de células polimorfonucleares (PMN) estavam presentes no tecido conjuntivo

adjacente as bolsas epiteliais e nos compartimentos perivasculares.

Gualini e Berglundh (2003) utilizaram técnicas imunohistoquimicas para analisar
a composicdo das lesdes ocorridas em amostras de mucosa peri-implantar de areas com
peri-implantite em seis voluntarios. As lesGes de peri-implantite continham proporc¢des
significativamente maiores de linfocitos B e um grande nimero de células PMN na porcao

central do infiltrado do que as lesGes de mucosite peri-implantar.

Lindhe et al. (1992) estudaram a capacidade de resposta da mucosa peri-
implantar a exposicdo prolongada ao acumulo de placa, tal como a capacidade de lidar
com o infiltrado inflamatério e verificaram que a difusdo do infiltrado inflamatério nos
tecidos peri-implantares era maior que nos tecidos periodontais e atingia 0sso alveolar.
Enquanto a lesdo periodontal estava nitidamente separada do o0sso alveolar, por uma zona
de cerca de 1mm de altura de tecido conjuntivo ndo inflamado, a lesdo peri-implantar
estendia-se para dentro do osso alveolar, envolvendo os espacos medulares. Os autores
concluiram que os tecidos peri-implantares sdo pouco preparados para conter uma leséo
progressiva associada a placa e que o padrdo de disseminacdo da inflamacdo para os

tecidos periodontal e peri-implantares era diferente.

Desde 1988, Mombelli et al., apontavam evidéncias de que a presenca de uma
flora bacteriana patogénica constitui um fator etiolégico primordial no desenvolvimento
das infeccdes peri-implantares. Desta forma a composi¢do da microflora associada a estas
infeccdes é muito diferente daquela que estd associada aos implantes bem sucedidos
(SCHWARZ et al., 2006).

Segundo Lang et al. (1997), normalmente as lesBes inflamatorias peri-implantares
iniciam-se como resultado do acimulo de placa bacteriana e demonstram uma progressao
semelhante a encontrada ao redor dos dentes. Assim, afirma-se que a mucosite € um pré-
requisito para a ocorréncia de peri-implantite. Evidéncias experimentais sustentam o
conceito de que a placa bacteriana constitui a principal causa da ocorréncia de doenca

peri-implantar.
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O perfil microbiologico do tecido que circunda implantes sem infeccdo peri-
implantar é semelhante ao que rodeia dentes com a infec¢do peri-implantar. Por outro
lado, a microbiota identificada em infecdes peri-implantares é muito semelhante a
encontrada nas bolsas com doenga periodontal avangcada (MOMBELLI & MERICSKE-
STERN, 1990; LANG; WILSON; CORBET, 2000).

Estudos publicados provam que em pacientes parcialmente édentulos, o0s
microorganismos associados a peri-implantite sdo similares aos presentes nas bolsas
periodontais sendo, portanto, os principais fatores etiologicos da periodontite e peri-
implantite.  Em  individuos com doenca periodontal, o principal grupo
periodontopatogénico presente inclui as espécies Gram-negativas anaerobias:
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsytensis, Treponema denticola e Fusobacterium

nucleatum (SHIBLI et al., 2008; CORTELLI et al., 2013).

Além disso, alguns microorganismos que nao estdo associados a periodontite,
como Staphylococcus spp., Candida spp. e Neisseria spp. parecem também ter um papel
no desenrolar da peri-implantite (RAMS et al., 1990; MEFFERT, 1996; LEONHARDT et
al., 1999; KRONSTROM et al., 2001).

Em pacientes parcialmente edéntulos, foi presenciada a transmissédo de
microorganismos periodontopatogénicos das bolsas para regides peri-implantares.
Portanto, as bolsas periodontais funcionam como reservatorios para a colonizagédo
bacteriana no leito implantar e, consequentemente, que pacientes parcialmente edéntulos
possuam um maior risco de desenvolver peri-implantite, pois apresentam uma flora mais

patogénica que pacientes totalmente edéntulos (HEITZ-MAYFIELD et al., 2010).

O estabelecimento de um biofilme maduro, a suscetibilidade do hospedeiro e a
capacidade de viruléncia dos microrganismos sdo fatores que podem influenciar
diretamente na severidade e no estabelecimento e evolucdo da doenca peri-implantar
(MEIINDERT et al., 2010).
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O desequilibrio entre a presenca de microrganismos e a resposta do hospedeiro
faz com que se instalem tanto as lesdes periodontais quanto as lesdes peri-implantares

(ZITZMANN; BERGLUNDH, 2008).

O diagnostico precoce de peri-implantite é essencial para a prevencdo da perda
dssea substancial e do sucesso do implante (ATA-ALI et al., 2013). Clinicamente, a peri-
implantite é caracterizada pela formacédo de bolsa peri-implantar com profundidade acima
de 3 mm, além de sangramento & sondagem e/ou supuracdo. Radiograficamente, a peri-
implantite é diagnosticada pela visualizagdo de perda dssea ao redor do implante,
representada por radioluscéncia peri-implantar devido a perda de suporte 0sseo
(SANCHEZ-GARCES; GAY-ESCODA, 2004; HEITZ-MAYFIELD, 2008).

Além da microbiota dominante, outra semelhanca das lesbes peri-implantares
com as periodontais € a presenca mais frequente de células T, o0 que sugere que a resposta
imune local também é regulada por estas células (BULLON et al., 2004). Este fato marca
0 processo de defesa peri-implantar como uma resposta imunolédgica mediada por células,
com caracteristicas identificadoras do antigeno, estimuladora da producdo e liberacdo de
citocinas, que resultam na inibicdo ou até destrui¢do do antigeno; acdes estas responsaveis
pelo processo inflamatério e lesdes teciduais (SALLUM; SILVA FILHO; SALLUM,
2008; PILLAI; ABBAS; LICHTMAN, 2015).

2.4 DIAGNOSTICO DA DOENCA PERI-IMPLANTAR

Segundo Lang e Berglundh o pardmetro utilizado para o diagndstico de mucosite
é a hemorragia discreta a sondagem, enquanto que para o diagnostico de peri-implantite,
sdo as alteracbes no nivel da crista 6ssea em conjunto com sangramento a sondagem e
concomitante aprofundamento da bolsa peri-implantar (WANG, ZHANG e MIRON,
2015).

Na avaliagdo da condicdo peri-implantar devem ser adotados 0S mesmos

parametros clinicos adotados na avaliacdo periodontal. No trabalho realizado por



coO N oo o B~ O w N

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30

39

Karoussis et al. (2004), comparando as alteracdes clinicas e radiogréficas nas condi¢des
periodontais e peri-implantares, observou-se que ao final do periodo de avaliagcdo de dez
anos os parametros clinicos indice de placa, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem, nivel clinico de insercdo e o aspecto radiografico, foram importantes para
caracterizar a semelhanca no tipo de alteracGes que ocorre tanto nos tecidos periodontais
quanto nos peri-implantares. Fransson et al. (2010) mostraram, mais uma vez, a grande
importancia de se incluir a avaliacdo clinica minuciosa e periddica da regido reabilitada

com implantes.

Ja em relacdo ao parametro mobilidade, 0 mesmo ndo pode ser levado em
consideracdo. Em implantes, diferentemente de como acontece com 0s dentes naturais, a
mobilidade, por si sO, ja é indicativo de insucesso. Pode indicar que ndao houve uma

osseointegracdo com justaposicao entre a superficie do implante e o tecido dsseo.

Os eventos que ocorrem na doenca peri-implantar comegcam com a adeséo
bacteriana (biofilme) a superficie do implante, a quebra do selamento biolédgico local com
inicio de um processo inflamatorio, em decorréncia da agressao do parasita e da defesa do
hospedeiro. A inflamacdo pode ficar confinada apenas no tecido marginal ou progredir a
niveis mais profundos, atingindo os tecidos de sustentacdo peri-implantar, quando a
evolucdo do processo ndo € contida com a descontaminacdo local. Assim, o avango da
infeccdo leva a destruicdo dos tecidos, principalmente por degradacdo de colageno e
reabsorcdo Ossea, devido a presenca de enzimas proteoliticas e células osteoclasticas,
eventos bioldgicos necessarios para a migracdo das células de defesa ao local da leséo.
Todo este processo reflete no aparecimento dos sinais clinicos da doenca, confirmados
com o auxilio dos parametros clinicos periodontais, que devem também ser utilizados no

diagnostico da condicéo peri-implantar (NEWMAN et al., 2012).

Existem alguns parametros de diagnosticos, adaptados da periodontia, que podem
ser utilizados rotineiramente na pratica clinica, a fim de monitorar tanto a osseointegracao
quanto o estado de saude das estruturas adjacentes ao implante. S&o eles: indice de placa,
indice de sangramento, exsudacdo e supuracao, profundidade de sondagem, sangramento
a sondagem, mobilidade, avaliacdo radiografica e avaliagdo microbiolégica (ROMITO;

SARAIVA; FREITAS, 2008).
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O indice de placa bacteriana modificado (MOMBELLI et al., 1987) é o indice
utilizado para verificar a presenca e o acumulo de depositos de biofilme sobre os
implantes. Entretanto, existem divergéncias na comunidade cientifica na utilizacdo deste

indice para a previsibilidade de fracasso do implante (CHIAPASCO; ROMEO, 2007).

O indice de sangramento sulcular modificado (MOMBELLI et al.,, 1987)
corresponde a presenca de sangramento da mucosa durante o percurso da sonda
periodontal (1 mm dentro do sulco) ao redor do implante. Avalia a situacdo dos tecidos
peri-implantares para a formulacdo de um diagndstico de mucosite peri-implantar. E
altamente sensivel e medianamente especifico para avaliar o estado de saide dos tecidos
superficiais, enquanto ndo é nem sensivel nem especifico para prever o fracasso do

implante.

A presenca de exsudato é altamente sensivel para evidenciar zonas com presenca
de inflamacdo, enquanto ndo é sensivel para prever a evolucdo da doenca. J& a supuracéo
estd relacionada a uma alta concentracdo de neutrdfilos e leucdcitos, em um quadro
inflamatdrio avancado. E um parametro sugestivo para lesdo peri-implantar avancada, mas

que ndo é utilizado para diagndstico precoce (CHIAPASCO; ROMEO, 2007).

Associada a avaliacdo radiografica e o grau de mobilidade, a sondagem peri-
implantar é sugerida como um procedimento diagndstico extremamente Gtil. Sendo um
teste clinico manual, alguns fatores podem contribuir para a variabilidade entre diferentes
examinadores, como por exemplo, o didmetro da sonda, o posicionamento dela, 0s pontos
de referéncia considerados, os tipos de medicdo, a pressdo exercida no exame, as
condicbes de saude do local, pelo desenho e superficie do implante e pela forma do
componente protético (HAMMERLE; GLAUSER, 2004). Esta sondagem do sulco peri-
implantar permite definir a profundidade de sondagem peri-implantar, a distancia entre a
margem gengival e um ponto de referéncia no implante, sangramento a sondagem e
presenca de exsudacdo ou supuracdo (MOMBELLI; LANG, 1998). Para realizar a
sondagem peri-implantar sdo recomendadas sondas plasticas retas e com pontas
arredondadas para ndo danificar a superficie do implante. Em condic¢des de saude ou no
caso de uma inflamacéo leve, a penetracdo da ponta da sonda além de 3 mm € detida na

aderéncia epitelial, que € morfologicamente semelhante ao epitélio juncional da denti¢éo
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natural. Na presenca de inflamagdes mais severas, a sonda penetra no tecido conjuntivo

supra crestal até se aproximar da crista 6ssea (CHIAPASCO; ROMEO, 2007).

O aumento da profundidade de sondagem esta associado com a presenca de
inflamacdo na mucosa peri-implantar. Um progressivo aumento da profundidade de
sondagem ao longo do tempo € um importante indicador da falha de um implante
(ESPOSITO et al., 1998). E um exame altamente sensivel para o diagnostico da doenca
inflamatoria, mas por si s6 ndo € sensivel para identificar a presenca de uma reabsor¢ao
6ssea marginal. Varios estudos mostraram que a profundidade de sondagem em sitios
saudaveis deve ser de aproximadamente 3 mm (MOMBELLI et al., 1987; BUSER,;
WEBER; BRAGGER, 1990; MERICSKE-STERN et al., 1994). Estudos microbioldgicos
em bolsas peri-implantares rasas e profundas mostraram que sitios mais profundos

apresentaram maiores proporc¢des de microrganismos periodontopatogénicos.

Respeitando-se a forca de sondagem, o sangramento a sondagem é um dado
altamente sensivel para identificacdo da doenca inflamatoria, enquanto seu uso para
prever o fracasso do implante, ainda ndo esta bem claro. Sitios peri-implantares saudaveis
ndo apresentam sangramento a sondagem, contrariamente aos sitios acometidos pela
doenca peri-implantar que mostraram 67% de sangramento a sondagem em sitios com
mucosite peri-implantar e 91% de sangramento a sondagem em locais com peri-implantite
(LANG et al., 1994). Assim como na doenca periodontal, o indice de sangramento a
sondagem nos sitios peri-implantares ndo pode ser utilizado como preditor de progressao
da doenca, mas a auséncia de sangramento durante a sondagem pode ser utilizada como
indicador de estabilidade de perda 6ssea em implantes osseointegrados (JEPSEN et al.,

1996; LUTERBACHER et al., 2000).

A perda progressiva do suporte 0sseo peri-implantar provoca mobilidade do
implante. Este parametro permite reconhecer os fracassos precoces causados pela falta de
osseointegracdo, devido a fatores infecciosos ou traumaticos (CHIAPASCO; ROMEO,
2007). A mobilidade é pouco indicada para diagnosticar as fases iniciais das doencas peri-
implantares e, portanto, para estabelecer diagnostico precoce. Esta avaliacdo é altamente

especifica, mas ndo é um parametro sensivel, ja que nédo identifica as etapas precoces.
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O exame radiografico do 6sseo alveolar é umas das técnicas de maior validade
para o controle e avaliacdo do implante no longo prazo. No entanto as radiografias podem
apresentar distor¢do, além de permitir examinar apenas duas superficies dos implantes

(mesial e distal).

E prudente comparar as radiografias realizadas com as anteriores e avaliar as
dimens@es horizontais e verticais do implante, para ndo se arriscar a erros de avaliagdo
devido a eventual distor¢do das imagens. As variacBes Osseas ao redor dos implantes
podem ser avaliadas comparando-se o nivel da crista alveolar em relagdo aos pontos de
referéncia estaveis do implante, e nestes casos, podemos facilmente utilizar as espiras

como parametros.

Estudos clinicos em humanos e em animais mostraram a associacdo entre a
presenca de lesBes peri-implantares e 0 aumento de espécies bacterianas especificas
(MOMBELLI et al., 1987; GEORGE et al., 1994; MOMBELLI; LANG, 1998; HULTIN
et al., 2002). Métodos de identificagdo de microrganismos como a cultura bacteriana e a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram propostos para monitorar o biofilme
subgengival e determinar o aumento do risco de desenvolvimento das doengas peri-
implantares. A andlise conjunta dos aspectos clinicos, radiograficos e microbioldgicos
pode ser util no planejamento do tratamento das doengas peri-implantares, porém a analise
microbiologica ainda € restrita as pesquisas cientificas (MOMBELLI; LANG, 1998;
HAMMERLE; GLAUSE, 2004).

Marcadores antigénicos podem auxiliar no diagndstico de doencas. Neste trabalho

foram utilizados os marcadores CD15, CD57 e HIF-1a.

2.5 CD15

O antigeno CD15, também conhecido como hapteno-X, se expressa em 90% dos
granulécitos humanos em circulacdo, 30 a 60% de mondcitos em circulacdo e esta ausente

em linfécitos normais.
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CD15 é um complexo de glicoproteinas da superficie celular e glicolipidos com
uma estrutura comum trissacarido, 3-fucosil-transferase-N-acetillactosamina (3-FL),
também referido como o antigeno de Lewis X (LeX). Este antigeno esta envolvido nas
funcdes de neutrofilos, tais como, interacBes célula-célula, a fagocitose e a estimulacéo da
degranulacdo. O CD15 é expresso em células de Reed-Sternberg, células mieldides, bem
como células epiteliais. O anticorpo CD15 tem sido utilizado como um marcador imuno-
histoquimico, citoplasmatico e de membrana, para identificar as células de Reed-

Sternberg no linfoma de Hodgkin cléssico.

Os polimorfonucleares neutrofilos (PMN) maduros medem 10-20um de diametro
e tem ndcleo segmentado, com 3 a 5 I6bulos. Os neutréfilos sdo muito importantes na
fagocitose e digestdo de agentes estranhos, sobretudo bactérias. Nas infec¢cdes agudas
ocorre mobilizacdo rapida de neutrofilos ainda em maturacdo e seu lancamento na

circulacdo ainda jovens (BRASILEIRO FILHO, 2011).

2.6 CD57

O CD57 é um marcador expresso na membrana de células natural killer (NKC) e
outras células T (RITCHIE; JAMES; MICKLEM, 1983). Uma das fun¢des das NKC é a
morte natural, ou seja, destruicdo de uma vasta gama de células alvo, como células
neoplasicas e células infectadas com virus (FUJITA et al., 1992). As NKC possuem
receptor de membrana (NKR) que reconhece uma gama variada de residuos de
carboidratos nas células alvo. Apds interacdo do ligante com o receptor, ocorrem liberacéo
dos granulos das NKC e morte da célula alvo. Um outro receptor reconhece e se liga ao
MHC | da célula alvo. Esse fenbmeno é importante porque impede que as NKC tenham
efeito citotdxico sobre células normais. As células cancerosas sdo um alvo fécil das NKC
porque nao expressam MHC |, deixa livre a acdo do receptor de membrana das NKC.
Virus e parasitas intracelulares podem inibir a expressao e/ou sintese de MHC I, tornando
as células infectadas sujeitas a acdo das NKC. Além do receptor NKR, as NKC possuem o

receptor Fcylll que, em células ou parasitas, descarrega os granulos realizando o
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fendbmeno de citotoxicidade celular independente de anticorpo. O poder citotoxico das
NKC é amplificado pela IL-12, produzida por macréfagos, a qual estimula a producgéo de
IFN-y, citocina fundamental na resisténcia a parasitas intracelulares (BRASILEIRO
FILHO, 2011).

2.7 HIF-1a

O fator 1 induzido por hipdxia (HIF-1) é um fator de transcricdo composto por
duas subunidades: a e . Enquanto a subunidade B ¢ constitutivamente expressa em todas
as células eucariontes, a expressdo da subunidade o estd na dependéncia da
disponibilidade de oxigénio. O HIF-1 funciona como o maior regulador da homeostase do
oxigénio em praticamente todas as células, desempenhando funcBes criticas no

desenvolvimento embrionario e fisiologia pds-natal (SEMENZA, 2004).

Em condigdes normais de suprimento de oxigénio, a subunidade HIF-1p ¢
estavel, enquanto a subunidade HIF-1a ¢ rapidamente degradada. A degradagdo do HIF-
lo decorre da agdo de enzimas prolil-hidroxilases que promovem a hidroxilagdo dos
residuos de prolina presentes em um dos dominios da HIF-1a. A hidroxilagdo marca a
molécula para que seja reconhecida pela via de degradacdo ubiquitina-proteossoma

(SEMENZA, 2004, BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008).

Quando a disponibilidade de oxigénio é reduzida, ndo ocorre a hidroxilacéo e a
subunidade HIF-lo ndo degradada permanece estavel no citoplasma. O acumulo
citoplasmatico do HIF-1o permite sua translocagdo para o nucleo e posterior dimerizagdo
com a subunidade B. Juntas, estas subunidades constituem o fator de transcrigdo HIF-1

(SEMENZA, 2004; BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008).

O complexo HIF-1 liga-se ao ndcleo nas regides correspondentes aos chamados
elementos responsivos de hipoxia, que estdo localizados nas regides promotora ou
amplificadora dos genes alvo (ZAREMBER; MALECH, 2005; BERCHNER-
PFANNSCHMIDT et al., 2008).
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A ligacéo do fator HIF-1 ao DNA culmina com a transcri¢cdo de genes que regular
0s mecanismos de adaptacdo celular as alteracdes nas concentracdes de oxigénio. O tipo
de resposta desencadeada sera em funcéo do tipo celular analisado, podendo ser ativados
genes envolvidos na angiogénese, transporte do oxigénio, metabolismo do ferro, glicdlise,
captacdo rapida de glicose, sinalizacdo de fatores de crescimento, apoptose, invasdo e

metastase (SEMENZA, 2004; ZAREMBER; MALECH, 2005).

O padrdo de distribuicdo do HIF-1a sofre modificagdes durante o
desenvolvimento fisiologico, transformacdo maligna ou sob isquemia. A distribuicéo
temporal e espacial do fator de hipdxia tem revelado que, em condi¢bes normais de
suprimento de oxigénio, o HIF-1a apresenta expressao imuno-histoquimica localizada no
nacleo. A expressdo a nivel citoplasmatico e nuclear do HIF-1a tem sido encontrada em
resposta a hipdxia quando a concentracdo de oxigénio estd reduzida. Este aumento na
concentragdo visa manter captura de energia e a homeostase das atividades celulares

(BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008).

A estabilizagdo da subunidade a também pode ser induzida por outros fatores
além da hipoxia, como a agdo de hormonios, citocinas (IL-1p, TNF-a), fatores de
crescimento insulina-like, oncogenes, 6xido nitrico, entre outros. Os estudos de Haddad
(2002) comprovaram que a estabilizagdo, translocacdo nuclear e ativagdo do HIF-1
requerem a participacdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS). Fundamentado nestes
achados, o autor afirma que existe uma via de ativacdo nao hipoxia do fator HIF-1 e a

ativacdo desta via € dependente de citocinas inflamatorias, principalmente IL-1B e TNF-a.
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3 HIPOTESE

Por ser a peri-implantite uma doenca inflamatoria, levantamos a hipotese de que nos
pacientes com peri-implantite exista aumento da expressdo de CD15, CD57 e HIF-1a, bem

como maior intensidade de infiltrado inflamatorio e alteragdes epiteliais.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a resposta inflamatoria na mucosa peri-implantar entre pacientes com peri-

implantite e sem peri-implantite.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ao comparar a mucosa peri-implantar de pacientes com e sem peri-implantite,

tivemos como objetivos avaliar:

o AlteracOes epiteliais, como acantose, espongiose e exocitose.
¢ Intensidade de infiltrado inflamatdrio.

e Expressdo de células imunomarcadas por anti-CD15.

e Expressédo de células imunomarcadas por anti-CD57.

e Expressédo de células imunomarcadas por anti-HIF-1a.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 SELECAO DOS PACIENTES

O presente estudo transversal foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Humanos da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM),
Uberaba/MG, Brasil, sob 0 n°. 1657 (ANEXO A). Os pacientes foram selecionados durante
consulta de acompanhamento dos implantes, no periodo de julho de 2010 a julho de 2012, em
clinica odontoldgica da rede privada na cidade de Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Foram
obtidas informacdes médicas e odontoldgicas dos pacientes que concordaram participar do
estudo e que atenderam aos critérios de inclusdo/exclusdo (ANEXO B). Os dados
demogréaficos como a idade, o género e a etnia foram avaliados para obter uma distribuicéo
homogénea entre os grupos (Tabela 1). Todos os pacientes elegiveis foram informados da
natureza do estudo, os potenciais riscos e beneficios de sua participacdo no estudo e assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO C). Foram utilizados 28 implantes de
28 pacientes, sendo 18 incluidos no grupo com peri-implantite (CP) e 10 incluidos no grupo

sem peri-implantite (SP).

Todos os pacientes deveriam possuir pelo menos um implante na cavidade oral, em
funcdo h& mais de seis meses. Para serem incluidos no grupo CP, os pacientes deveriam
apresentar, em pelo menos um sitio do implante, sangramento marginal e profundidade de
sondagem superior a 3 mm, além de perda 6ssea identificada radiograficamente. J& no grupo
SP a profundidade de sondagem deveria estar entre 0 e 3 mm, sem a presenca de sangramento
marginal, supuracdo ou perda déssea. Apenas um implante de cada paciente foi incluido no
estudo e, caso possuisse mais de um implante, aquele com maior grau de doenca foi utilizado
para a realizacdo de bidpsia. Nos casos onde todos os implantes eram saudaveis foi
selecionado aquele mais proximo a linha média. Além disso, os pacientes deveriam apresentar
boa salde geral, auséncia de habitos parafuncionais e assinar o termo de consentimento livre e

esclarecido.

Os critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes foram os seguintes: realizagdo

de terapia periodontal ou peri-implantar anterior; presenca de doengas sistémicas relevantes
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ndo compensadas, como diabetes, hipertensdo arterial e osteoporose; uso de antibidticos ou
anti-inflamatorios nos Gltimos seis meses; pacientes fumantes, etilistas cronicos; gestantes;
lactantes; implantes com mobilidade ou supuracdo e agueles pacientes que nao concordaram

assinar o termo de consentimento.

Os seguintes parametros foram avaliados em seis sitios de cada implante (mésio-
vestibular, vestibular, disto-vestibular, meésio-lingual, lingual, disto-lingual) (DE
MENDONCA et al., 2009) (Figura 4), utilizando uma sonda periodontal milimetrada
PCPUNC-15BR (Hu-Friedy, Sao Paulo, Brasil) (Figura 5): (a) sangramento marginal — a
presenca ou auséncia de sangramento foi registrada pela passagem da sonda periodontal ao
longo da margem do tecido mole; (b) supuracdo — presenca ou auséncia de supuracao
espontanea ou a sondagem; (c) profundidade de sondagem — distancia, em milimetros, entre a

margem da mucosa até o fundo da sulco ou bolsa peri-implantar.

Figura 4 — Exame clinico peri-implantar na regido do segundo pré-molar inferior esquerdo em

paciente com peri-implantite.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 5 — Sonda periodontal utilizada para sondagem peri-implantar.

Wy ok

Fonte: Acervo pessoal
Logo apds o exame clinico, foram obtidas radiografias intraorais periapicais para

cada implante utilizando a técnica do paralelismo com posicionador radiografico com o

objetivo de avaliar a perda 6ssea peri-implantar (Figura 6).
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Foi considerada como perda dssea peri-implantar quando o implante apresentou

exposicdo de mais de duas roscas, comparando-se com exame radiografico inicial.

O exame clinico e as tomadas radiograficas foram realizados pelo mesmo

examinador (MLRM), devidamente treinado e calibrado.

5.2 COLETA DOS FRAGMENTOS

Para a coleta dos fragmentos de gengiva, os pacientes foram submetidos a antissepsia
extra-oral com solucdo de digluconato de clorexidina a 2% e intra-oral com bochecho de
solucdo de digluconato de clorexidina a 0,12%. Posteriormente foi realizado bloqueio
anestésico local e recolhido um fragmento de gengiva marginal (Figura 7). No grupo CP os
fragmentos foram removidos do sitio com maior profundidade de sondagem e no grupo SP o0s
fragmentos foram removidos da regido lingual. Cada fragmento possuia dimensdes
aproximadas de 4x4 mm (GUALINI; BERGLUND, 2003), sendo destinado a analise

histopatoldgica .

O fragmento destinado a andlise histopatoldgica foi imediatamente fixado em

formaldeido 10%, por um periodo nédo superior a 24 horas.

5.3 ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA

As amostras fixadas em formaldeido 10% por 24 horas foram desidratadas, incluidas
em parafina e processadas para analise histopatoldgica. Cortes sagitais seriados de seis
micrémetros foram montados em lamina histologica e coradas com hematoxilina e eosina
(HE), sendo avaliadas em microscépio de luz (Olympus BX41) com ampliacdo de 400x do
tamanho original. Avaliou-se o epitélio quanto a presenca ou auséncia de exocitose,
espongiose € acantose, sendo atribuido o escore “0” para auséncia ou o escore “l1” para

presenca.

A intensidade do infiltrado inflamatdrio foi agrupado de uma forma semiquantitativa

em grupos de expressdo: Grupo 0 - nenhuma expressdo (0% de células inflamatdrias nos
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campos analisados); Grupo 1 - expressao leve (maximo de 33% de células inflamatodrias nos
campos analisados); Grupo 2 - expressdo moderada (de 33% a 66% de células inflamatorias
nos campos analisados); e Grupo 3 - expressdo intensa (superior a 66% de células

inflamatdrias nos campos analisados) (SEMBEROVA et al., 2013).

Figura 6 — Exame radiografico periapical na regido de pré-molares inferiores esquerdos em

paciente com peri-implantite evidenciando exposi¢do das roscas do implante.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 7 — Paciente com diagndstico de peri-implantite (A) e coleta do fragmento na regido do

primeiro pré-molar inferior esquerdo (B).

13

Fonte: Acervo pessoal.
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5.4 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes histologicos foram montados em laminas pré-tratadas com 3-
aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Aldrich, St. Louis, MO., EUA) e utilizados para analise

imuno-histoquimica dos marcadores CD15, CD57 e HIF-1a.

Para as reacfes imuno-histoquimicas, as laminas com os cortes histolégicos foram
desparafinizadas em 3 banhos de xilol, permanecendo por 5 minutos em cada um, e
hidratatadas em 3 banhos de alcool absoluto e 1 banho de alcool a 80%, durante 10 segundos

cada um.

Posteriormente as laminas permaneceram em um banho de solucdo salina tamponada
(PBS pH 7,2), durante 5 minutos para hidratacdo. Logo depois, 0 excesso de tampéo foi
removido e a borda do corte foi seca com papel absorvente. As laminas foram colocadas em
uma bandeja, sendo adicionada peroxido de hidrogénio a 6% sobre cada corte, durante 15
minutos, para bloqueio da peroxidase endégena. Novamente foi feita a lavagem em PBS. A
seguir foi realizada a recuperacao dos antigenos através da panela Pascal (DAKO); as laminas
foram colocadas dentro de cubas contendo o tampdo citrato pH6 10 M e em seguida, essas
cubas foram colocadas na panela para que se realizasse a recuperacdo antigénica. Para o
anticorpo anti-CD15 foi utilizado o tampdo tris-EDTA pH 9,0. Apds essa etapa as laminas
foram novamente lavadas em 3 banhos de 5 minutos no tampdo PBS e incubadas com seus
respectivos anticorpos primarios em torno de 18 horas, em cdmara imida com temperatura de
3 a 4°C. Os anticorpos foram diluidos em soro de albumina bovina (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA), de acordo com as indicagOes presentes em suas especificagdes. Foram utilizados os
seguintes anticorpos: Anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD15 (Zeta Corporation,
diluicdo 1:50, Arcadia, CA, USA), Anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD57 (Bio
SB, diluicdo 1:200, Santa Barbara, CA, USA), Anticorpo monoclonal de camundongo anti-
HIF-1a (Sigma-Aldrich, dilui¢do 1:1000, Saint Louis, MO, USA).

Os cortes foram incubados com o anticorpo primario diluido por 18 horas
(overnight), em refrigerador entre 4-8° C. No dia seguinte, as laminas foram retiradas do
refrigerador e deixadas a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados trés vezes com PBS,

sendo a ultima lavagem com duracdo de 5 minutos. Para a detec¢do dos anticorpos foi
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utilizado o sistema de deteccdo de polimeros (Spring, Pleasanton, CA, USA), por ser um
sistema livre de biotina. Apds os 5 minutos, foi adicionado o reagente pos-primario por 30
minutos, a temperatura ambiente e em cdmara Umida. Em seguida, as laminas foram lavadas
com tampédo PBS por 3 vezes, sendo a Ultima também com duracdo de 5 minutos. Foi entdo
adicionado o reagente polimero por 30 minutos, a temperatura ambiente e em camara Umida.

As laminas foram lavadas novamente com PBS por 3 vezes.

A reacdo imuno-histoquimica de cada anticorpo foi visualizada utilizando solucéo
cromogena de diaminobenzidina — DAB (Sigma Chemical CO, Missouri, USA), que foi
aplicada e incubada durante cinco minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em agua
destilada, contracorados com hematoxilina de Harris por dez segundos, desidratados,
diafanizados e as laminas montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Os controles

negativos foram obtidos por omissdo dos anticorpos primarios.

As laminas foram examinadas por um patologista (R.M.E.) em um microscépio
Olympus BX41 comum. As células positivas foram observadas em campos microscopicos em
aumento de 400x e a percentagem de positividade resultante de cada anticorpo foi registrado

em cada exame.

As percentagens de células positivas para cada anticorpo, na avaliacdo geral e local,
foram agrupadas de uma forma semiquantitativa em grupos de expressdo: Grupo 0 - nenhuma
expressdo (0% de células positivas); Grupo 1 - expressdo leve (maximo de 33% de células
positivas); Grupo 2 - expressao moderada (de 33% a 66% de células positivas); e Grupo 3 -
expressdo intensa (superior a 66% de células positivas) (SEMBEROVA et al., 2013). Devido
as baixas frequéncias nos cruzamentos entre as variaveis de interesse considerou-se no caso
de 3 ou mais niveis a soma de 2 deles. Dessa forma, para anti-CD15 e anti-CD57, somou-se
os grupos 0 e 1, e estes passaram a ser “expressao fraca”, e grupos 2 e 3, que passaram a ser
“expressdo forte”. Para HIF-1a, como ndo houve expressao fraca, comparou-se o Grupo 2 e

Grupo 3.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inseridos em uma planilha do Microsoft Excel e analisados com o
auxilio do software estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, California, USA). O
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para a avaliacdo da normalidade. Para comparacéo entre 0s
dois grupos de variaveis com distribuicdo ndo-normal foi realizado o teste Mann Whitney.
Para variaveis qualitativas (masculino/feminino; caucasiano/ndo caucasiano) foi utilizado o
teste exato de Fisher. Para as correlaces foi utilizado o software BioEstat 5.0 (Sociedade

Civil Mamiraua, CNPq, Brasil). O nivel de significancia assumido foi de 5% (p<0,05).



RESULTADOS



© 00 N O O

10
11

12
13
14

15

16
17

59

RESULTADOS

Foram selecionados 28 implantes de 28 pacientes desdentados parciais, sendo 18
pacientes com peri-implantite e 10 sem peri-implantite. Os dados demograficos dos grupos
foram: Brancos (16 versus 8) e ndo-Brancos (2 versus 2), género masculino (7 versus 5) e do
género feminino (11 versus 5). A média e desvio padrdo de idade foi de 62,6 £ 9,6 anos no
grupo CP e 59,5 £+ 7,1 anos no grupo SP. N&o houve diferenca estatisticamente significativa
em relacdo a cor, ao género e a idade entre os pacientes dos grupos, demostrando distribuicédo

homogénea entre os dois grupos (Tabela 1).

N&o houve sangramento marginal ou perda 6ssea radiografica no grupo SP. No grupo
CP houve sangramento marginal em todos os locais avaliados. Nenhum dos grupos

apresentou supuracdo ou mobilidade (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demogréaficas e dados clinicos de pacientes dos grupos com peri-

implantite (CP) e sem peri-implantite (SP).

Grupo CP Grupo SP
(n=18) (n=10)
Etnia® (B:NB) 16:2 8:2
Geénero® (M:F) 7:11 5:5
Idade® (anos, média + SD ) 62,6 £ 9,6 595+7,1
Sangramento marginal 18 0
Supuragao 0 0
Profundidade de sondagem (mm)“ 4,83 + 0,09* 1,61 +£0,11*

B: Brancos; NB: Nao-Brancos; M: Masculino; F: Feminino; SD: desvio padrdo
teste exato de Fisher p = 0,60.

teste exato de Fisher p = 0,69.

Teste “t” Student p = 0,90.

Teste Mann Whitney p < 0,001.

Indica diferenca significativa.

* o o T W
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Em todos os pacientes dos grupos CP e SP foi observada a presenca de acantose no

tecido epitelial, sem diferenca estatistica entre eles (Figuras 8 e 9).

Figura 8 — Presenca de acantose nos grupos CP e SP.
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Teste Mann Whitney; p = 0,854.

Figura 9 — Presenca de acantose em corte histolégico de gengiva peri-implantar de um

paciente do grupo CP.
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A presenca de espongiose no tecido epitelial foi observada em todos os casos dos

grupos CP e SP, sem diferenca estatistica (Figuras 10 e 11).

Figura 10 — Presenca de espongiose nos grupos CP e SP.

= =
o [¢)
1 ]

Presenca de espongiose
o
(6]
L

o
o
1

CP

Teste Mann Whitney; p = 0,854.

p = 0,854

.

SP

Figura 11 — Presenca de espongiose em corte histologico de gengiva peri-implantar de um

paciente do grupo CP.
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Foi observada maior presenca de exocitose nos pacientes do grupo CP quando
comparados aos pacientes do grupo SP, estatisticamente significativa (p = 0,006) (Figuras 12

e 13).

Figura 12 — Presenca de exocitose nos grupos CP e SP.
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Teste Mann Whitney; p = 0,006. * Indica diferenca estatistica.

Figura 13 — Presenca de exocitose em corte histologico de gengiva peri-implantar de um

paciente do grupo CP.
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Foi encontrado infiltrado inflamatério mais intenso no grupo CP quando comparado
ao grupo SP (p = 0,038), com predominio de plasmdcitos nos dois grupos (Figuras 14, 15 e
16).

Figura 14 — Presenca de infiltrado inflamatério moderado em corte histolégico de gengiva

peri-implantar de um paciente do grupo CP.

Figura 15 — Presenca de infiltrado inflamat6rio intenso em corte histolégico de gengiva peri-

implantar de um paciente do grupo CP.
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Figura 16 — Intensidade de infiltrado inflamatorio no grupo CP e SP.
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Teste Mann Whitney; p = 0,038. * Indica diferenca estatistica.
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A média da profundidade de sondagem foi significativamente maior no grupo CP

guando comparado ao grupo SP (Figura 17).

Figura 17 — Profundidade de sondagem (mm) nos grupos CP e SP.
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Teste Mann Whitney; p < 0,0001. * Indica diferenga significativa.
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O grupo com peri-implantite (CP) apresentou maior expressao forte (escores 2 + 3) de
anti-CD15 quando comparada ao grupo sem peri-implantite (SP) (Tabela 2) (Figuras 18 e 19).

Tabela 2 — Expresséo dos anticorpos anti-CD15 e antiCD57 nos grupos com peri-implantite

(CP) e sem peri-implantite (SP).

Grupo CP Grupo SP
Anticorpos Expresséo Expresséo Expresséo Expresséo
fraca forte fraca forte
(0+1) (2 +3) (0+1) (2 +3)
CD15% 5 9 9 1
CD57° 14 0 10 0

a

. teste exato de Fisher p = 0,01.

teste exato de Fisher p = 0,65.

Figura 18 — Expresséo ausente (0) de CD15 em um paciente do grupo SP.
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Figura 19 — Expresséo intensa (3+) de CD15 em um paciente do grupo CP.
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1 Né&o foi observada diferenca significativa na comparagdo da expressao de CD57 nos
2 grupos CP e SP (Tabela 2) (Figuras 20 e 21).

3

4 Figura 20 — Expressao ausente (0) de CD57 em um paciente do grupo CP.

5

6  Imunohistoquimica (400x).

7

8

9  Figura 21 — Expresséo leve (1+) de CD57 em um paciente do grupo CP.
10

11 Imunohistoquimica (400x).
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N&o foram observadas expressdes ausente (0) e leve (1) de HIF-1a nos grupos CP e
SP. Sendo assim, foram comparados as expressdes moderada (2) e intensa (3). O grupo CP
apresentou maior expressao intensa de anti-HIF-la quando comparada ao grupo SP,

estatisticamente significativa (p=0,048) (Tabela 3; Figuras 22 e 23).

Tabela 3 — Expressao de anti-HIF-1o nos grupos com peri-implantite (CP) e sem peri-

implantite (SP).
Grupo CP Grupo SP
Anticorpos Expressdo Expressdo Expressdo Expressdo
moderada intensa moderada intensa
HIF-10? 9 9 9 1

a

teste exato de Fisher p = 0,048
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Figura 22 — Expressédo moderada (2+) de HIF-1a em um paciente do grupo SP.
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Figura 23 — Expresséo intensa (3+) de HIF-1a. em um paciente do grupo CP.
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Houve correlagcdo positiva e significativa entre exocitose e a expressdo de CD15

(p=0,043); entre exocitose e a expressdo de CD57 (p= 0,018); entre a intensidade do infiltrado

inflamatdrio e a expressao de CD57 (p = 0,006) (Tabela 4) (Figuras 24, 25 e 26).

Tabela 4 — Coeficientes de correlacdo de Spearman para expressdo de CD15, CD57, HIF-1a. e

alteracdes epiteliais.

CD15 CD57 HIF-1a
CD57 0,375
HIF-1a 0,255 0,248
Acantose -0,130 -0,120 0,161
Exocitose 0,415° 0,47° 0,307
Infiltrado inflamatdrio -0,004 0,535° 0,134

& Correlagdo de Spearman; p = 0.043.
b Correlacdo de Spearman; p = 0.018.
¢ Correlagdo de Spearman; p = 0.006.

Figura 24 — Correlagéo entre presenca de exocitose e expressao de CD15.
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1  Figura 25 — Correlagdo entre presenca de exocitose e expressdo de CD57.
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5 Figura 26 — Correlacéo entre intensidade de infiltrado inflamatorio e expressao de CD57.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foram analisadas caracteristicas histopatoldgicas de amostras da
gengiva em locais com e sem peri-implantite. Foi observada a presenca de acantose,
espongiose e exocitose nos dois grupos, sem diferenca significativa com relacdo a acantose e
espongiose.

A acantose ¢é definida como um espessamento excessivo da camada espinhosa do
epitélio escamoso, resultando no aumento e no alongamento de cristas epiteliais que se
projetam no tecido conjuntivo, ndo apresentando atipias celulares (HILDEBRAND et al.,
2010; SAPP; EVERSOLE; WYSOCKI, 2012). Tem sido relacionada com uma resposta a
irritacBes croénicas como proteses totais removiveis mal adaptadas, habito de fumar ou mascar
tabaco e infecgdes, como a candidiase (SAPP; EVERSOLE; WYSOCKI, 2012). E um achado
comum nas camadas superiores do epitélio e pode representar uma resposta tissular
inespecifica a agressio (MONTEBUGNOLI, 2010). Como nenhum dos pacientes era
fumante, ndo utilizava protese mal adaptada e ndo apresentava sinais de candidiase,
acreditamos que a acantose observada no grupo com peri-implantite e no grupo sem peri-
implantite decorra de trauma local que ocorre, por exemplo, durante a escovacdo e a
alimentacéo, e ndo esteja associada ao implante.

A espongiose ou edema intercelular € o acimulo de fluido no espaco extracelular
resultando na separacdo das células epiteliais e, por vezes, destacando as juncdes existentes
entre elas (CAMPISI, 2009). Desordens ionicas podem contribuir para um aumento na
quantidade de liquido intra e extracelular (ALMEIDA et al., 2013). Pode ser causada pela
acdo de agentes nocivos ao epitélio (CAMPISI, 2009). No presente estudo, foi encontrada nos
dois grupos, sem diferenca entre eles.

A exocitose de células inflamatdrias é caracterizada pela migracéo destas células no
epitélio (KUMAR et al., 2005). E mais frequente na gengiva que na bochecha e na lingua e
tambem est4 associada a diversos fatores, dentre eles infecgdes locais ou sistémicas como, por
exemplo, a sindrome da imunodeficiéncia humana (ALMEIDA et al., 2013). No presente
estudo houve presenca de exocitose maior no grupo com peri-implantite quando comparada

ao grupo sem peri-implantite e também correlagéo positiva e significativa entre a exocitose e
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a imunomarcacdo para CD15, demonstrando que os neutrofilos também exercem atividade
relevante na destruicao do tecido epitelial na peri-implantite.

Acreditamos que a presenca de biofilme bacteriano na superficie dentaria ou
implantar, proxima ao epitélio, representa um fator irritativo que faz com que os leucdcitos se
mobilizem até o local para tentar conter a inflamacdo. Além disso, a cavidade oral tem contato
com meio externo, esta sujeita a traumas mecanicos, quimicos e térmicos que podem justificar
a auséncia de diferenca entre os grupos estudados. Por outro lado, ndo encontramos estudos
relacionando as alteraces epiteliais como acantose, espongiose e exocitose a doencas peri-
implantares.

As infecgbes peri-implantares ocorrem em resposta a uma flora bacteriana
patogénica, sendo este um fator etioldégico primordial (MOMBELLI et al., 1998).
Normalmente as lesdes inflamatorias peri-implantares iniciam-se como resultado do acimulo
de placa bacteriana e progridem de forma semelhante ao que ocorre no periodonto, porém de
forma mais rapida e mais intensa devido a disposicao paralela das fibras de colageno neste
sitio (LANG et al., 1997). Assim como a anatomia, o perfil microbiolégico é semelhante em
lesbes peri-implantares e periodontais, e incluem Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsytensis, Treponema
denticola e Fusobacterium nucleatum entre os agentes etiégicos mais comuns (YONEDA et
al., 2005; SHIBLI et al., 2008).

Quando a placa dental bacteriana se acumula por muito tempo na superficie do
implante, o tecido conjuntivo subepitelial € infiltrado por grande nimero de células
inflamatorias e o epitélio pode tornar-se ulcerado, ocorrendo perda de aderéncia e quebra do
selamento bioldgico local com inicio de processo inflamatério decorrente do desequilibrio
entre a agressao do microrganismo e a defesa do hospedeiro (REZENDE et al., 2005).
Quando o biofilme continua a migrar em direcdo apical, aparecem os sinais clinicos e
radiologicos de destruicdo do tecido, principalmente por degradacéo do colageno e reabsorcéo
0ssea, devido a presenca de enzimas proteoliticas e celulas osteoclasticas (SALLUM; SILVA
FILHO; SALLUM, 2008). Estes dados corroboram a maior profundidade de sondagem
observada nos casos com peri-implantite do presente estudo.

A doenca peri-implantar é caracterizada por aumento na profundidade da sondagem
advinda da perda 6ssea e consequente formacgédo de uma bolsa peri-implantar. As lesdes peri-

implantares apresentam grande quantidade de plasmadcitos, linfocitos, macrofagos e



© 00 N oo o b~ w N -

W W W NN NN DN RN DNDNNDMDN P P PP P P P P PR R
N P O © 0O N o OB W N P O © 0 N oo ol W N P O

75

neutrofilos que se estendem para a posicao apical da bolsa e frequentemente atingem o tecido
0sseo0.

O actmulo de biofilme e a contaminagdo microbiana dos tecidos peri-implantares
causam inflamacdo e consequentemente exsudacdo de células inflamatorias e
neovascularizagdo (PETKOVIC-CURCIN et al., 2011). Neste estudo observamos maior
intensidade do infiltrado inflamatorio no tecido conjuntivo no grupo com peri-implantite.
Observamos também sangramento marginal apenas no grupo com peri-implantite. Nossos
resultados concordam com outros que demostraram aumento da permeabilidade vascular e
exsudacdo de leucocitos na doenca periodontal, os quais liberam enzimas que causam
destruicdo dos tecidos, incluindo destrui¢do da parede vascular, contribuindo ainda mais para
0 quadro hemorragico observado no processo inflamatorio (ALBOUY; ABRAHAMSSON;
BERGLUNDH, 2012; JUNG et al., 2012). Por outro lado, a acdo de enzimas leucocitarias
causando a destruicdo dos tecidos pode promover a degradacédo das fibras colagenas que, por
serem apenas paralelas a superficie do implante, seriam mais sensiveis a lise, justificando a
maior profundidade de sondagem observada no grupo com peri-implantite.

Encontramos maior expressdo de células imunomarcadas pelo anticorpo anti-CD15
no grupo com peri-implantite. O CD15 ou 3-fucosyl-N-acetyllactosamine é uma proteina
transmembrana encontrada na superficie de neutréfilos (PINKUS et al., 1985). Sabe-se que,
frente a agressdo bacteriana uma importante populacdo leucocitaria é representada pelos
neutrdfilos, leucdcitos polimorfonucleares, que sd8o mobilizados em infecgdes agudas. Ha
relatos na literatura demostrando maiores quantidades de substancias derivadas de neutrdéfilos,
como B-glucuronidase, colagenase e elastase, no fluido crevicular (LAMSTER et al., 2003;
GUSTAFSSON; ASMAN, 1996) e em tecido de biopsia (GUALINI; BERGLUNDH, 2003)
em pacientes com periodontite quando comparados com pacientes sem periodontite. Desta
forma, os autores concluiram que o aumento da liberacdo de elastase por neutrofilos em
pacientes com periodontite indicaria uma reacdo inflamatdria tecidual destrutiva
(GUSTAFSSON; ASMAN, 1996). Os neutrofilos sdo muito importantes na fagocitose e
digestdo de agentes estranhos, sobretudo bactérias (WEISS, 1989; PILLAI; ABBAS;
LICHTMAN, 2015). Sendo assim, por ser frequentemente provocada por infeccao bacteriana,
o0 fato de encontrarmos maior expressdo de anti-CD15 no grupo com peri-implantite corrobora
o fato de a peri-implantite ser uma doenga inflamatoria causada por bactérias
(GUSTAFSSON; ASMAN; BERGSTRIIM, 2000).
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Observamos ainda expressdo fraca do anticorpo anti-CD57 nos dois grupos, sem
diferenca significante. O anti-CD57 (anti-NK-1) evidencia um subconjunto de linfdcitos
conhecidos como células citotoxicas naturais (NKC, Natural Killer Cells). As NKC sdo uma
variedade de linfocitos diferentes dos T e B por apresentarem efeito citotoxico natural,
independentemente de sensibilizacdo e ativacdo prévias (PILLAI; ABBAS; LICHTMAN,
2015). Embora ndo tenhamos encontrado outros estudos relacionando as células NKC com
doencas peri-implantares, pesquisas realizadas em biopsias gengivais humanas apontam que,
embora mesmo sendo pouco clara, ha uma elevacdo de NKC imunomarcadas com 0 CD57 em
pacientes com doenca periodontal quando comparado a pacientes controle (YAMAZAKI;
OHSAWA; YOSHIE, 2001; STELIN et al., 2009; KRAMER et al., 2013). Em nosso estudo,
de modo diferente, ndo encontramos diferenca entre 0s grupos quanto a imunomarcacao pelo
anti-CD57. As NKC também exercem atividade citotoxica contra células cancerosas e células
infectadas por virus ou parasitas intracelulares (PILLAI; ABBAS; LICHTMAN, 2015).
Tendo em vista que a peri-implantite é provavelmente iniciada por bactérias, acreditamos que,
como as NKC tem acdo principalmente em células infectadas por virus, seja justificavel a
fraca expressdo deste anticorpo observada em nosso estudo.

As membranas mucosas de animais sdo normalmente colonizadas por uma ampla e
diversa flora microbiana. Particularmente na cavidade oral, a flora bacteriana é constituida por
anaerobios facultativos, uma vez que a tensdo do oxigénio na boca estad em torno de 12 a 14%,
sendo em torno de 21% para o ar atmosférico fora da cavidade oral e ainda mais baixa no
interior de uma bolsa periodontal, em torno de 1 a 2% (NISENGARD, 1997). Na doenca
periodontal, as bactérias presentes na bolsa periodontal promovem um local com reduc¢édo dos
niveis de oxigénio (GOLZ et al., 2015). Além da doenca periodontal, outras condicdes
promovem situacdo de hipdxia, como por exemplo a mastigacdo (GOLZ et al., 2015). Ndo
encontramos estudos relatando associacdo entre hipoxia e peri-implantite. Uma forma de
mensurar a hipoxia num tecido é a avaliacdo da expressdo do fator indutor de hipoxia 1 alfa
(HIF-1a). Em condigbes normais de suprimento de oxigénio, a subunidade HIF-la ¢
rapidamente degradada em decorréncia da acéo de enzimas prolil-hidroxilases que promovem
a hidroxilacao dos residuos de prolina presentes em um dos dominios da HIF-1o. (SEMENZA,
2004; BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008). Quando a disponibilidade de oxigénio é
reduzida, ndo ocorre a hidroxilacdo e a subunidade HIF-1a nao degradada permanece estavel

no citoplasma. O acimulo citoplasmatico do HIF-1a permite sua translocagao para o nucleo ¢
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posterior dimerizagdo com a subunidade B. Juntas, estas subunidades constituem o fator de
transcricdo HIF-1 (SEMENZA, 2004; BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008). O
complexo HIF-1 liga-se ao nucleo nas regibes correspondentes aos chamados elementos
responsivos de hipoxia, que estdo localizados nas regides promotora ou amplificadora dos
genes alvo (ZAREMBER; MALECH, 2005; BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008).
Em nosso estudo, a expressdo de HIF-1a foi significativamente mais intensa no grupo com
peri-implantite, embora houvesse expressdo no grupo sem peri-implantite. Mesmo em
condi¢cdes de normdxia é observada a presenca do HIF-la no meio extracelular, devido
provavelmente a acdo constante de bactérias anaerdbias na cavidade oral, ou mesmo pela acéo
da mastigacdo (GOLZ et al., 2015). Entretanto, a expressio significativamente mais forte no
estroma no grupo com peri-implantite nos faz concluir que a hipdxia represente um fator
importante na patogénese da doenca peri-implantar, de modo semelhante ao descrito na

doenca periodontal (NG et al., 2011).
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8 CONCLUSAO

A expressdo significativamente mais forte de HIF-1a no grupo com peri-implantite
nos leva a concluir que, além da infeccdo bacteriana, a hipdxia representaria um fator
importante na patogénese da doenca peri-implantar. Além disso sugerimos que, embora a
inflamacdo e a exocitose tenham sido mais intensas nos pacientes com peri-implantite, a

acantose e a espongiose ndo seriam alterac6es epiteliais tipicas dessa doenga.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Data: / / Prontuério:

Nome:

Data de nascimento: / / Sexo: Estadocivil:
Endereco: Bairro:

Telefone: (com) celular:
Profiss&o: Raca:

Género: () masculino () feminino Gravidez: () sim () ndo
Implantes:

Motivo da perda os dentes:

1) Sistema cardiovascular

- Pressdo arterial: hipertenséo arterial ( ) sim ( ) nédo

- outras cardiopatias (angina, infarto, AVC ou derrame, insuficiéncia cardiaca congestiva, marcapso cardiaco, endocardite
bacteriana, cardiopatia isquémica, reumatica, chagésica, prolapso...)

2) Sistema respiratério (asma, pneumonia, bronquite, enfisema, fibrose... )

( )sim ()ndo

3) Sistema digestdrio (gastrites, Ulceras...)
( )sim ()ndo

4) Sistema genito-urindrio (cistite, nefrite, insuficiéncia renal...)

( )sim ()ndo

5) Sistema enddcrino (diabetes, tireoidite, paratireoidismo...)

( )sim ()ndo

6) Alergias
( )sim ()ndo

7) Distarbios hemorragicos (disturbios de coagulagdo, parpuras...)

( )sim ()ndo

8) Discrasias sanguineas (leucemia, agranulocitose...)

( )sim ()ndo

9) Doengas infecciosas (hepatite, DST, AIDS, tuberculose...)




( )sim ()nédo

10) Tabagismo
( )sim ( )ndo Quantos cigarros por dia:

() ex-fumante Ha quanto tempo nédo fuma?

() fumante passivo

11) Sedentarismo ( )sim ()ndo

12) indice de massa corporal (IMC) = peso /(altura)2 - peso= altura=

13) Esta sob tratamento médico? () sim ( ) ndo

14) Faz uso de algum medicamento? ( )sim ( ) néo

15) Possui alguma neoplasia (tumores)? () sim ( ) néo

16) Possui alguma doenga auto-imune (pénfigo, tireoidite de Hashimoto ...)
( )sim ()ndo

17) Toma algum medicamento com agéo imunossupressora?
( )sim ()ndo

18) Deficiéncia de vitamina C? Ingere fontes de vitamina C?

19) Osteoporose ( )sim ( )ndo

20) Jateve problemas periodontite antes da colocagdo do implante? ( )sim ( )ndo

21) Se aresposta anterior foi sim: Fez tratamento periodontal?

( )sim ( )ndo quando?

22) Condicéo dental (coroa)

18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | Indice Condicéo

0 Dente natural

1 Ausente

48 47 46 45 44 43 42 41 |31 32 33 34 35 36 37 38 2 Implante

23) Higienizagdo ( ) satisfatoria () deficiente



24) Sangramento a sondagem (somente no implante)

18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | indice Condicédo
0 Auséncia
1 Presenca
48 47 46 45 44 43 42 41 | 31 32 33 34 3 36 37 38
25) Supuracdo (somente no implante)
18 17 16 15 14 13 12 11 |21 22 23 24 25 26 27 28 | Indice Condicéo
0 Auséncia
1 Presenca
48 47 46 45 44 43 42 41 | 31 32 33 34 35 36 37 38
26) Profundidade de sondagem (em milimetros) do(s) implante(s):
Implante Recessdo Profundidade de sondagem Sangramento
(dente)
V= L= M= D L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D L= M= D= V= L= M= D=
Implante Tipo de implante Data do Data do Data de instalacdo da protese
(dente) implante cicatrizador sobreimplante

27) Ha antagonista ao implante? () sim

() dente natural () protese removivel ( ) prétese fixa

28) Implante com coroa:

( )ndo

( )semcoroa ( ) provisoria ( ) definitiva

Qual material?

Em que condicéo encontra-se? ( ) satisfatéria ( ) insatisfatoria

Assinatura do paciente




ANEXO C - TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N\

\Yr _U*E"J

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Periimplantite € um termo utilizado para identificar o processo de inflamacgdo que
ocorre em torno de um implante dentario. O diagndstico desta doenca é extremamente
importante, pois se ndo for identificada e tratada, pode levar a perda do implante. O presente
estudo “Avaliacdo da mucosa perimplantar em pacientes com periimplantite utilizando
histoquimica, imuno-histoquimica e ELISA” tem como objetivo avaliar a resposta inflamatéria
observada em implantes dentérios, utilizando métodos laboratoriais (histoquimica, imuno-
histoquimica e ELISA) e verificar se essa resposta estd aumentada em pacientes fumantes e
portadores de diabetes mellitus. Como o0s avangos na area da saude ocorrem através de
estudos como este, sua participacdo € importante. Caso vocé participe, sera necessario
fazermos coletas de amostra de tecido gengival (bidpsia), exames radiograficos, perguntas
sobre sua saude geral e odontologica. Este estudo permitird identificar se vocé tem
periimplantite e também lhe oferecera todo o suporte de informacGes sobre sua prevencdo e
tratamento. N&o sera feito nenhum procedimento que traga risco a sua vida ou maior

desconforto, além da remogdo do fragmento.

Vocé podera ter todas as informac6es que quiser e podera ndo participar da pesquisa
ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Por sua
participacdo no estudo, vocé ndo receberad qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de
que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera

identificado com um numero.



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , li elou ouvi o esclarecimento
acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido.A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer/ momento, sem justificar minha deciséo e que isso

ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado, que ndo terei despesas e
n&o receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, / /

Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador
Telefone de contato dos pesquisadores: Sanivia: — Marcelo Ribeiro:

Em caso de davida em relagfo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854



ANEXO D - PROTOCOLO IMUNO-HISTOQUIMICO

Protocolo de Imunohistoquimica

Laboratdrio de Patologia Cirurgica — Universidade Federal do Triangulo Mineiro

1. Completar a panela Pascal® com 500ml de &gua destilada ou deionizada e liga-la.

2. Preparar os tampdes* alto e/ou baixo de acordo com os anticorpos que serdo
utilizados.

3. Separar 0s casos com seus respectivos controles positivos e identificar as laminas com
0 anticorpo correspondente.

4. Submeter as laminas a 3 banhos de xilol, a temperatura ambiente, por 5 minutos cada,
para desparafinizacgéo.

5. Imergir as ldminas em 3 banhos de alcool absoluto, por aproximadamente 10 segundos
cada, e em 1 banho de alcool a 80%, para hidratagéo.

6. Colocar as laminas em agua destilada e, em seguida na solu¢do tampdo ideal para cada
anticorpo.

7. Colocar as laminas com os tampd@es dentro da panela, fecha-la, verificar o modo de
seguranca e acionar o botdo START. Ao acionar o primeiro alarme apertar o botéo
STOP e aguardar o segundo alarme.

8. Retirar as ldminas da panela e desprezar o tampdo, colocar agua destilada nas mesmas.

9. Diluir os anticorpos primarios em diluente proprio, utilizando as concentracdes ideais
de cada reagente.

10. Colocar as laminas na prancha de incubacéo.

11. Lavar as laminas com agua destilada e enxugar, cuidadosamente, em torno do corte

(ndo permitir que os cortes figuem completamente secos).



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Fazer o bloqueio da peroxidase endogena, utilizando agua oxigenada a 3%, por 15
minutos em temperatura ambiente.

Lavar as laminas com tampéo PBS 3x por 5 minutos e enxugar, cuidadosamente, em
torno do corte (ndo permitindo que os cortes figuem completamente secos).

Adicionar o bloqueador de proteinas sobre os cortes por 10 minutos.

Adicionar o anticorpo primario correspondente a cada lamina.

Incubar 1 hora & temperatura ambiente entre 22-25°C ou overnight em geladeira entre
4-8°C por 16 horas, ambas em camara Umida.

Retirar as laminas da geladeira (caso a incubacéo tenha sido overnight), para que estas
figuem a temperatura ambiente.

Retirar o reagente n°1 PGs-Primério da geladeira, para que este fique a temperatura
ambiente.

Lavar as laminas com tampédo PBS* por 3x, sendo a ultima lavagem com duracédo de 5
minutos.

Enxugar as ldaminas, cuidadosamente, em torno do corte (ndo permitindo que os cortes
figuem completamente secos).

Adicionar o reagente p6s-primario por 30 minutos, a temperatura ambiente e em
camara Umida.

Retirar o reagente n°2 polimero da geladeira, para que este fique a temperatura
ambiente.

Escorrer 0 excesso de reagente e lavar as laminas com tampéo PBS por 3x, sendo a
ultima lavagem com duracéo de 5 minutos.

Enxugar, cuidadosamente, em torno do corte (ndo permitindo que os cortes fiquem

completamente secos).



25. Adicionar o reagente Polimero por 30 minutos, a temperatura ambiente e em camara
umida.

26. Retirar o DAB da geladeira, para que este fique a temperatura ambiente.

27. Escorrer 0 excesso de reagente e lavar as laminas com tampéo PBS por 3x, sendo a
ultima lavagem com duracéo de 5 minutos.

28. Preparar a solucdo cromdgena de DAB para o numero de ldminas a serem reveladas.

29. Enxugar, cuidadosamente, em torno do corte (ndo permitindo que os cortes fiqguem
completamente secos).

30. Adicionar o DAB sobre as laminas por 5 minutos.

31. Descartar o excesso de reagente dentro da prancha com hipoclorito de sédio.

32. Colocar as laminas dentro do carrinho e enxaguar em agua destilada.

33. Contra-corar com hematoxilina de Harris por 10 segundos e lavar em agua corrente.

34. Desidratar em 3 banhos de alcool absoluto, colocar na estufa por 40 minutos, colocar

as laminas no xilol e montar com entellan.

*Tampdes e reagentes utilizados em Imuno-histoquimica:

1. Tampao Citrato pH 6.0:
2,19 de &cido citrico + 1.000ml de agua destilada
Homogeneizar a solucéo e acertar o pH até 6.0, utilizando solucdo de Hidroxido de sodio

(NaOH a 2N). Conservar em temperatura ambiente.

2. Tampao TRIS/EDTA pH 9.0:

0,099 de EDTA+ 0,30g de TRIZMA BASE + 250ml de agua destilada

Homogeneizar a solugdo e acertar o pH até 9.0, utilizando solugdo de Hidroxido de sédio
(NaOH a 2N). Essa solugdo é bastante instavel, portanto, deve ser utilizada apenas no dia que

for feita.



3. Tampéo de lavagem PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.2:
Solucéo Mée:

81,79 de Cloreto de sodio

2,699 de Fosfato de sddio dibasico

10,59 de Fosfato de sodio monobasico heptahidratado

0. 5 ml de Tween 20 (DAKO-51966)

Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.

PBS de uso:

100ml de PBS (solucdo mae) + 900ml de agua destilada.

Conservar a temperatura ambiente.

4. Solucéo diluente para anticorpo primario (BSA):
2g de Albumina Bovina + 100ml de PBS de uso
OPCAO (DAKO-53022)

Homogeneizar a solucdo e conservar em geladeira.

5. Solucdo de agua oxigenada a 3%:
3ml de 4gua oxigenada 30volumes + 97ml de &gua destilada

6.Silano - adesivo de laminas
122mliie, 3-aminopropiltrietoxisilano Sigma
500Ml.eiiiiiiiee e Metanol

Colocar as laminas no carrinho, dar um banho de metanol puro, um banho de silano (pronto

para uso), um banho de agua torneiral e estufa por 2 horas, ou até que laminas fiquem secas.





