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Introducdo: As doencas periodontais e peri-implantares podem levar a perda de dentes ou de
implantes, comprometendo a funcdo e estética. Objetivo: Avaliar os niveis de I1L-12, IL-15, IL-
18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-implantar (FCPI) de pacientes com
gengivite e periodontite, antes da instalagdo do implante, e de pacientes com peri-implantite,
um ano apos a instalacdo do implante. Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG
e FCPI foram coletadas entre marco de 2018 a margo de 2019. Os pacientes foram classificados
de acordo com a situagdo periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite (n=7),
pacientes com periodontite (n=14), pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudaveis
(n=24). Desses 49 pacientes, foi coletado fluido crevicular antes da instalacdo do implante
(n=8) e um ano apds a instalacdo do implante (n=8). Nesse grupo (n=8) os pacientes foram
classificados de acordo com a situacdo periodontal: pacientes com gengivite (n=4), pacientes
com periodontite (n=3), pacientes com peri-implantite (n=1). O Ensaio de Imunoabsorcao
Enzimatica (ELISA) foi usado para avaliar os niveis de citocinas no fluido crevicular.
Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores
concentragOes de 1L-12, IL-15, 1L-18 e I1L-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral,
os niveis de IL-12 e IL-15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e apos a
instalacdo do implante. Também houve aumento na concentracdo de IL-18 nos voluntérios do
grupo controle apos a instalacdo do implante. Conclusao: Os resultados e a metodologia deste
estudo mostraram que ndo houve diferenca na sintese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em
individuos saudaveis ou com lesdo periodontal. Porém, houve aumento das citocinas IL-12, IL-
15 e IL-18 um ano apds a instalacdo do implante, o que estaria aumentando a atividade
inflamatdria na peri-implantite.

Palavras-chave: Citocinas; Doengas Periodontais; Liquido do Sulco Gengival; Peri-implantite.
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Introduction: Periodontal and peri-implant diseases can lead to the loss of teeth or implants,
compromising both function and appearance. Objective: To assess the levels of IL-12, IL-15,
IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) and peri-implant crevicular fluid (PICF)
in patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis before and one year after implant
installation. Material and Methods: Forty-nine samples of GCF and PICF were collected from
March 2018 to March 2019. The patients were classified: patients with gingivitis (n=7), patients
with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (n=4) and healthy patients (n=24). The
crevicular fluid from the 49 patients was collected before implant installation (n=8) and one
year after implant placement (n=8). In this group (n=8) the patients were classified according
to their periodontal situation: patients with gingivitis (n=4), patients with periodontitis (n=3),
patients with peri-implantitis (n=1). The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was
used to evaluate the levels of cytokines in crevicular fluid. Results: Patients with gingivitis,
periodontitis, and peri-implantitis showed higher concentrations of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-
32 when compared with control group. In general, the levels of IL-12 and IL-15 increased when
compared to the moments before and after implant installation. There was also an increase in
the concentration of IL-18 in the control group volunteers after implant installation. Conclusion:
The results and methodology of this study showed that there was no difference in the synthesis
of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in healthy individuals or in those with periodontal injuries.
However, there was an increase in the cytokines I1L-12, IL-15, and I1L-18 one year after implant
installation, which would be increasing the inflammatory activity in peri-implantitis.

Keywords: Cytokines; Periodontal diseases; Gingival Crevicular Fluid; Peri-Implantitis.
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1 INTRODUCAO

As doencas periodontais correspondem a um processo inflamatorio que se inicia na
gengiva em resposta a antigenos bacterianos da placa dentaria que se acumula ao longo da
margem gengival. A placa é um biofilme constituido por bactérias, proteinas salivares e células
epiteliais descamadas. As bactérias desencadeam a producdo de citocinas e quimiocinas no
epitélio gengival, resultando na expressdo de moléculas de adesdo, aumento da permeabilidade
dos capilares gengivais e quimiotaxia de neutréfilos através do epitélio juncional para o sulco
gengival (SILVA et al, 2015). A manifestacdo inicial da doenca periodontal é a gengivite,
caracterizada por hiperemia, edema, recessdo e sangramento gengival. Se ndo tratada
precocemente, a gengivite pode evoluir para periodontite, caracterizada por perda de inser¢ao
dos tecidos periodontais que suportam e protegem o elemento dental. Portanto, a periodontite
afeta estruturas mais profundas, causando reabsorcdo das fibras coladgenas do ligamento
periodontal, reabsorcdo do osso alveolar, abscessos, aumento da profundidade do sulco
gengival, maior mobilidade dentéaria e perda do elemento dental (ZHANG et al., 2020).

A progressdo da doenca periodontal ndo depende apenas das bactérias, mas da resposta
imunoldgica. Portanto, a resposta imune do hospedeiro desempenha papel fundamental no
equilibrio entre a destruicédo e a reparacdo do tecido periodontal. Por esse motivo as pesquisas
recentes realizadas em doencas periodontais tém focado nos mecanismos imunoldgicos
envolvidos nessas doencgas (ZHANG et al, 2020).

Por outro lado, as bactérias presentes no biofilme podem também provocar inflamacéo
reversivel na mucosa que circunda os implantes dentarios (mucosite periimplantar) e lesdo
irreversivel no tecido de sustentacdo desses implantes (periimplantite) (RINKE et al., 2020),
podendo desencadear sangramento marginal, mobilidade e perda do elemento dental
implantado, comprometendo a estética e a funcdo. De forma semelhante as doengas
periodontais, as citocinas liberadas no local também contribuem para a progressao dessas
doencgas (AL et al, 2021). No entanto essas doencas periimplantares ainda ndo sdo totalmente
compreendidas, sendo que recentemente tem surgido desafios ao consenso sobre as etiologias
e patogéneses especialmente em comparacdo com a periodontite (KALSI, MORENO, &
PETRIDIS, 2021).
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No entanto, a instalagdo dos implantes dentarios traz grandes beneficios para os
pacientes e tem contribuido para a reducdo do nimero de pacientes desdentados em todo o
mundo. Assim, o tratamento do edentulismo com implantes dentarios € um tratamento de rotina
na pratica odontoldgica diaria e esta se tornando cada vez mais difundido ao longo dos anos
(KORMAS et al, 2020). Embora tenha ocorrido um grande avanco na area desses implantes
nos Ultimos anos, aumentaram também o nimero dos insucessos relacionados a inflamagéo do
tecido periimplantar. No estudo de Rinke et al., (2020) foi detectada uma prevaléncia de 52%
para mucosite periimplantar e 18% para periimplantite baseada nos pacientes do estudo.

Dessa forma crescem o numero de estudos nessa area a fim de compreender o
mecanismo imunoldgico envolvido na progresséo dessas doencas, uma vez que a avaliacdo dos
niveis de citocinas inflamatdrias nas doencas periodontais e periimplantares pode permitir a
identificacdo da doenca ativa, colaborando para o diagndstico e tratamento precoces (ALl et al,
2021).

Portanto, o presente estudo foi realizado a fim de contribuir para a compreenséo da
lesdo tecidual na gengivite, periodontite, e periimplantite partindo do principio de que as
interleucinas (IL) e outras citocinas estimulam células de vérias linhagens e estagios de
diferenciacdo. Mais notavelmente, Interleucina 1 (IL-1), Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
alfa), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 15 (IL-15), Interleucina 17 (IL-17), Interleucina 18 (IL-
18), Interleucina 21 (IL-21), Interleucina 25 (IL-25), Interleucina 31 (IL-31) e Interleucina 32
(IL- 32) contribuem em conjunto para eventos fisiopatologicos como morte celular, inflamacao,
alergia e autoimunidade. A Interleucina 32 (IL-32) é uma citocina inflamatéria produzida por
linfocitos ativados por mitdgenos, células epiteliais ativadas, por interferon gama e por células
NK ativadas por Interleucina 12 (IL-12), Inteleucina 18 (IL-18) e Interleucina 32 (IL-32). Isso
induz a producdo de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-alfa), Interleucina 1beta (IL-1beta),
Interleucina 6 (IL-6) e o Ligante 2 de Quimiocina com Motivo C-C (CCL2) envolvidos em
varias doencas inflamatdrias. Além disso, a Interleucina 32 (IL-32) ativa 0 metabolismo do
acido araquidénico nas células mononucleares do sangue periférico, estimulando a liberagéo de
prostaglandinas (CONTI et al, 2007).

Sendo assim, embora existam estudos que avaliaram a resposta imunoldgica nos
tecidos periodontais e periimplantares (ALI et al, 2021), este é o primeiro estudo a comparar
simultaneamente os niveis de 1L-12, IL- 15, IL-18 e 1L-32 no fluido crevicular de pacientes
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com gengivite, periodontite e periimplantite. Também, o primeiro estudo a comparar todas
essas citocinas simultaneamente, antes e apds um ano da instalagcdo dos implantes dentéarios.

Como todos 0s mecanismos imunoldgicos envolvidos nessas doencas ainda nao sao
compreendidos, os resultados do presente estudo nos permitirdo trazer novos conhecimentos
para um melhor entendimento da patogénese das doengas periodontais e peri-implantares. Este
estudo pode contribuir para uma melhor qualidade de vida para as pessoas, visto que a
compreensdo dos mecanismos dessas doencas pode colaborar na adocao de medidas profilaticas
e terapéuticas a fim de prevenir a perda de dentes e implantes dentarios. Saber da importancia
dos dentes para a estética, mastigacdo e fonética é suficiente para justificar a necessidade de se
compreender a patogénese dessas doengas.

Por ser a gengivite, a periodontite e a peri-implantite doencas inflamatorias,
levantamos a hipdtese de que nesses pacientes exista aumento da expressdo de IL-12, IL-15,
IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival e no fluido crevicular peri-implantar de pacientes
submetidos a implantes dentarios.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os niveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32
no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes com gengivite e periodontite, antes da
instalacdo do implante, e no fluido crevicular peri-implantar (FCPI) de pacientes com peri-
implantite, um ano apdés a instalagdo do implante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPLANTES DENTARIOS E TECIDOS PERI-IMPLANTARES

Com o passar do tempo o avanco técnico-cientifico da Odontologia, em especial no
campo da reabilitacdo bucal, vem restaurando a estabilidade oclusal e, por conseguinte,
promovendo harmonia oral de forma plena com os implantes osseointegraveis, devolvendo
salide aos pacientes que por motivos diversos sofreram danos a sua denticdo (DONATH et al.,
2003).

A terapia com implantes é uma ferramenta confidvel e previsivel para a reabilitacdo
dentéria que requer multiplos fatores para a manutencao do sucesso e da estética do tratamento
a longo prazo (PAN et al., 2019). Os implantes dentérios tornaram-se um procedimento padréo
para a substituicdo de um dente na zona estética, oferecendo muitas vantagens, mas também
desafios para os pacientes (SMEETS et al., 2016).

A instalacdo de implantes requer ndo apenas anatomia 0ssea adequada, mas uma
cobertura favoravel de tecidos moles e um ambiente oral saudavel. A manutencdo, dentes e
dispositivos protéticos convencionais sao essenciais para 0 sucesso a longo prazo das
restauracBes implanto-suportadas. Muitos aspectos técnicos da instalacdo dos implantes
contribuem para o0 sucesso da osseointegracdo, da selecdo do local, técnica cirdrgica e a
necessidade de cura (EPHROS; KIM; DeFALCO, 2019).

O implante dentario é um material aloplastico, inserido por meio de uma cirurgia em
um rebordo dsseo residual, principalmente como base protética (AMERICAN ACADEMY OF
IMPLANT DENTISTRY, 2016). Basicamente, os implantes sdo constituidos por um parafuso
metalico e um pilar, e sobre eles confeccionada uma coroa protética andloga a coroa dentéria.
Em conjunto, 0s componentes parafuso e pilar representam uma analogia da raiz dentéria. O
implante oral é uma insercéo cirargica de materiais como metais, ligas, ceramica, polimeros,
carbonos e suas combinagdes nos tecidos duros e moles das partes superior e inferior da
mandibula (PETKOVIC-CURCIN et al., 2011). As formas comuns dos implantes sio
cilindricas ou conicas (ESPOSITO; GRUSOVIN; WORTHINGTON, 2014).

Em relacdo ao tipos de implantes, existem muitos estudos clinicos prospectivos, para
avaliar pilares de zirconia e titanio; no entanto, sdo frequentemente realizados sem controle
adequado (LINKEVICIUS; VAITELIS, 2015; CIONCA; MULLER; MOMBELLI et al. 2015).
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Os implantes de titanio tém sido utilizados para aplica¢fes odontoldgicas, ortopédicas e outras
aplicacfes médicas desde o inicio dos anos 80 (STAROVESKI; BREZAK; UDILJAK et al.,
2015). Embora haja dividas sobre a forca da zirconia e sua pertinéncia para suportar carga,
profissionais geralmente enfrentam o dilema de escolher entre pilares de zirconia ou titanio ao
trabalhar com tecidos. A influéncia desses materiais na mucosa peri-implantar é ainda néo esta
claro, além de ndo estar bem estabelecido se oferece um melhor resultado (LINKEVICIUS;
VAITELIS, 2015). Além disso, medidas como profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem e placa devem ser avaliados (LINKEVICIUS; VAITELIS, 2015).

Em um estudo anterior avaliou o impacto dos pilares de zirconia ou de titanio no
resultado estético no tratamento em termos da cor dos tecidos moles. Esta revisdo sistematica
recente mostrou uma tendéncia para os pilares de zirconia evocarem uma melhor resposta de
cor e resultados estéticos superiores quando comparados ao titdnio (LINKEVICIUS;
VAITELIS, 2015).

Atuais abordagens sobre como resolver defeitos 6sseos usando materiais aloplésticos
(titanio, ceramica) podem envolver importantes limitacGes, como insucesso da osseointegracao
no caso de implantes de longo prazo, resposta inflamatoria nos locais de implantacdo e
incompatibilidade biomecanica. Esses problemas clinicos determinaram ainda mais pesquisas
neste campo da implantodontia, incluindo intervencgdes sobre caracteristicas dos implantes em
termos de biocompatibilidade (propriedades fisico-quimicas e bioatividade de superficie) e no
comportamento de componentes celulares implicados no processo de osteo-integracdao
(LUCACIU et al., 2015).

Vaérias pesquisas estdo focadas no design de novas topografias de superficies de
implantes para otimizar a migracdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica
(SMEETS et al., 2016). A topografia do implante dentario pode ser classificada em macro,
micro e nanoescala. A macrotopografia de um implante é determinada por sua geometria
visivel, por exemplo, roscas e design conico. A escala metrica é de milimetros para
micrémetro. Nos Gltimos anos, o esforco cientifico se concentrou principalmente na micro e
nanogeometria. No entanto, a macrogeometria apropriada combinada com a preparagéo
adequada do furo do implante é a base fundamental do sucesso clinico na implantologia dentaria
(COELHO et al., 2015).
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O actmulo de placa e a qualidade da fixac&o dos tecidos moles pode desempenhar um
papel no grau de inflamacdo. Foi demonstrado que a zircbnia promove in vitro maior
proliferacdo de fibroblastos quando comparada ao titanio (NOTHDURFT et al., 2015). Em
estudos anteriores foi comprovado que os patdgenos periodontais colonizam a superficie do
implante apds a instalacdo através das proteinas plasmaticas presentes na pelicula (ZHU; LEE
et al., 2016). Caso ocorra alteracfes na superficie do implante, processos de mucosite e peri-
implantite podem ser iniciados; a osseointegracdo pode ser interrompida e os fendmenos de
reabsorcdo Ossea (ostedlise) podem levar a perda do implante (STAROVESKI; BREZAK;
UDILJAK etal., 2015).

Particularmente, no momento da inser¢do do implante, a superficie do implante pode
sofrer alteracGes em suas estruturas quimicas e topogréaficas, que as vezes sdo irreversiveis
(STAROVESKI; BREZAK; UDILJAK et al.,, 2015) e também particulas de titanio de
diferentes tamanhos e caracteristicas podem ser liberadas da superficie do implante dentario
(SENNA et al., 2015).

Superficies moderadamente rugosas (S a 2,21 um) apresentaram mais liberacdo de
titanio até 400 um da superficie do implante do que superficies lisas (S a <1,43 um). Sendo
assim, sdo recomendadas analises quimicas adicionais nas superficies do implante para avaliar
possiveis alteragcdes quimicas e suas consequéncias biologicas (DEPPE et al., 2018).

O sucesso da instalacdo do implante depende do material do implante, selecdo adequada
do paciente e indicadores adequados, cuidadosa técnica cirurgica utilizada e criacdo de
restauracdo protética funcional e estética (PETKOVIC-CURCIN et al., 2011). Cada material
de implante deve ser: biocompativel, bioinerte, biofuncional e bioadesivo (PEROVIC J., 2001).

Para que haja uma maior sobrevida destes implantes dependera do ambiente local, bem
como de fatores relacionados a oclusdo. A taxa de sobrevida de implantes dentarios, oito anos
apos a colocacdo inicial, é estimada em 97%. Este resultado é independente do tamanho do
implante, da qualidade do osso, e da ocorréncia de uma cirurgia 0ssea anterior
(BUSENLECHNER et al., 2014). Um dos critérios para avaliar o sucesso dos implantes é a
estabilidade do nivel 6sseo marginal (GULATI et al., 2015).

Em geral, as taxas de sobrevida a longo prazo dos implantes dentarios sdo
excelentes. No entanto, falhas no implante ainda ocorrem em uma pequena quantidade de

pacientes. A falha primaria do implante devido a osseointegracao insuficiente ocorre em 1-2%
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dos pacientes nos primeiros meses (CHRCANOVIC, ALBREKTSSON, WENNERBER,
2014). A falha secundaria do implante se desenvolve Varios anos ap0s a osseointegracdo bem-
sucedida em cerca de 5% dos pacientes e é geralmente causada por peri-implantite (SMEETS
etal., 2014).

Mudangas na propria topografia da superficie alteram o crescimento, o metabolismo e
a migracdo, bem como a producdo de citocinas e fatores de crescimento das células
osteogénicas (SHIBATA; TANIMOTO, 2015). Com isso, avangos adicionais no design da
superficie do implante dentario séo cruciais para melhorar os resultados de situacGes clinicas
sofisticadas, como no implante imediato apés a extracdo dentaria e 0s protocolos de
carregamento precoce e em pacientes com comprometimento d6sseo ou capacidade de
cicatrizacéo de feridas (GOMEZ-DE DIEGO et al., 2014).

A relacdo entre implante enddsseo e 0sso ocorre por intermédio de mecanismos como
a osseointegracao, quando 0 0sso estd em contato intimo com o implante de forma previsivel e
duradoura para estabelecer uma ancoragem do implante. O termo osseointegracdo € definido
como a direta conexdo, estrutural e funcional, entre o tecido dsseo vital e a superficie de um
implante capaz de suportar esforcos fisioldgicos, quando instalados em sua intimidade
(MENDES; DAVIES, 2016). A osseointegracdo compreende uma cascata de complexos
mecanismos fisiologicos semelhantes a cicatrizacdo direta das fraturas. A perfuracdo de uma
cavidade de implante se assemelha a um insulto traumatico ao tecido 6sseo, levando a fases
distintas da cicatrizacdo da ferida (VON WILMOWSKY et al., 2014).

Para compreender a cicatrizacdo 6ssea em geral e a osseointegracdo em particular, é
necessario entender a biologia e imunologia do osso. As atividades celulares centrais do 0sso
estdo relacionadas a interacdo entre 0s osteoblastos formadores de 0ssos e 0s osteoclastos que
reabsorvem os 0ssos (TRINDADE et al., 2016). A osseointegracdo pode ser prejudicada em
pacientes com diabetes mellitus, osteoporose e utilizacdo de bifosfonatos ou apds
radioterapia. Esses pacientes continuam sendo um grande desafio na implantodontia dentaria e
estimulam a necessidade de modificacbes bioativas da superficie que aceleram a
osseointegracio apos a inser¢io do implante (GOMEZ-DE DIEGO et al., 2014).

A posic¢do do implante em relacdo a crista 6ssea influencia a reabsorcdo dssea marginal,
principalmente durante o periodo de cicatrizagdo (CASSETTA et al., 2015). Em teoria, existem

trés conceitos basicos das vias de cicatrizacdo 6ssea, dependendo da proximidade fisica na
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interface osso-implante (SMEETS et al., 2016). Primeiro, 0 ajuste apertado ocorre quando o
didmetro da rosca interna € igual as dimensdes do soquete, levando a potenciais microfissuras
do osso circundante. Um alto nivel de estabilidade priméria € alcancado inicialmente por
atrito. No entanto, a estabilidade diminui nas primeiras semanas de cicatrizacao 6ssea devido a
necrose por compressao do 0sso vizinho e subsequente remodelagdo 6ssea, um processo que
foi descrito anteriormente como queda da estabilidade do implante (COELHO et al., 2015).
Eventualmente, um novo osso é formado, levando a estabilidade secundaria (SMEETS et al.,
2016). No segundo cenario, o didmetro da rosca externa é o mesmo que o diametro da cavidade
do implante. O espago vazio entre as roscas do implante tem sido referido como camaras de
cicatrizacdo (MARIN et al., 2010). Esses compartimentos ossificam através da formacdo de
tecido de granulacéo e contribuem para a osseointegracdo na estabilidade secundaria (SMEETS
et al., 2016). Terceiro, a linha de instrumentacdo cirurgica fica bem entre a rosca interna e a
externa. Nesse caso, coexistem regides de remodelacéo induzidas por cdmaras de compressao
e cicatrizacdo. A formacdo da camara de cura pode ser de importancia significativa para os
conceitos subsequentes de micro e nanotopografia, discutidos a seguir, uma vez que a migracao

de células osteogénicas requer um espaco vazio (COELHO et al., 2015).

2.2 DOENCAS PERIODONTAIS

As doencgas periodontais sdo doencas infecciosas caracterizadas pela destruicdo
progressiva do periodonto (tecido de sustentacdo do dente), que inclui o ligamento periodontal,
cemento, 0sso alveolar e gengiva (DE JONG et al., 2017).

A gengivite e a periodontite sdo as infec¢bes cronicas mais comuns em adultos (FERES
et al., 2016) que sdo causadas por uma microbiota patogénica no biofilme subgengival (FORD;
GAMONAL; SEYMOUR. etal., 2010). O desafio bacteriano induz a producéo de citocinas e
quimiocinas pelo epitélio gengival, resultando na expressao de moléculas de adesdo, aumento
da permeabilidade dos capilares gengivais e quimiotaxia de neutréfilos polimorfonucleares
através do epitélio juncional e no sulco gengival (FORD; GAMONAL; SEYMOUR. et al.,
2010). Se esse processo continuar, a inflamag&o se estende profundamente nos tecidos e causa
perda de tecido conjuntivo de suporte, 0sso alveolar e também permite a formagdo de uma bolsa
periodontal. Esses eventos patoldgicos recentemente descritos constituem e caracterizam o que
conhecemos como periodontite (HERNANDEZ et al., 2011).
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O principal objetivo da terapia periodontal é regenerar o periodonto destruido por
doencas periodontais (QIU et al., 2020). Sendo assim, a perda de dentes resulta principalmente
de doencas periodontais em adultos, o que adiciona um 6nus substancial a satde publica em
todo o mundo (TONETTI et al., 2017).

2.2.1 Gengivite e periodontite

A gengivite é definida como uma inflamacéo da gengiva mantendo intacta a insercao de
tecido conjuntivo ao dente, estando, portanto, sempre limitada ao compartimento de tecido mole
do epitélio gengival e do tecido conjuntivo (CEKICI et al., 2014).

J& a periodontite é uma doenca crénica nao transmissivel, sendo que a periodontite
severa afeta 11,2% da populacdo mundial, além de ser a sexta doenca humana mais comum
(SANZ et al., 2018). Uma pesquisa epidemioldgica sugeriu que mais de 50% de todos os
adultos no mundo sédo afetados por doencas periodontais. Além disso, a ocorréncia da doenca
periodontal esta aumentando com o tempo; no periodo de dez anos, de 2005 a 2015, as taxas de
prevaléncia aumentaram rapidamente em comparacdo com periodos anteriores (CARASOL et
al., 2016).

O estimulo inicial para a periodontite cronica é o biofilme subgengival anexado ao dente
gue causa a ativacao da resposta imune do hospedeiro (CAVALLA et al., 2018). Caracterizada
por danos irreversiveis nos tecidos de sustentacdo dos dentes, que incluem o osso alveolar,
ligamento periodontal e cemento. Isso eventualmente leva a perda dentaria com sérios
problemas funcionais e estéticos para os pacientes (HERNANDEZ-MONJARAZ et al., 2018).

A periodontite é uma doenca complexa, com fatores etioldgicos atuando em varios
niveis: no nivel microbiano, baseado na presenca de comunidades microbianas disbidticas; no
nivel do hospedeiro, com base nas variac@es da resposta do hospedeiro e nos fatores genéticos
que podem predispor ou proteger da doenca; e no nivel ambiental, fatores que modificam a
resposta do hospedeiro em um resultado protetor ou destrutivo (HAJISHENGALLIS, 2015;
NIBALI, 2018). Por um processo longo e lento, a inflamagdo descontrolada na gengiva pode
levar a destruigdo do tecido periodontal e sua fixacdo nos dentes, definida como periodontite
(HAJISHENGALLIS e KOROSTOFF, 2017). A perda continua de denticdo para apoiar o
tecido resulta em folga dentaria e perda de dentes, o que afeta seriamente a qualidade de vida
dos pacientes (EKE et al., 2015).
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A periodontite grave estd independentemente e significativamente associada a
mortalidade relacionada a causas cardiovasculares em diferentes populacdes (SHARMA et
al., 2014). Pacientes com periodontite apresentaram mais que o dobro do risco de AVC
cardioembolico e trombdtico em comparagdo com individuos periodicamente saudaveis (SEN
etal., 2018).

De acordo com a Nova Classificacdo do Workshop Mundial (2017) a periodontite é
avaliada de acordo com o estadiamento que envolve quatro categorias (estagios 1 a 4) e é
determinado apds considerar muitas variaveis, incluindo perda de volume, quantidade e
porcentagem de perda 6ssea, profundidade de sondagem, presséo e extensao de defeitos 6sseos
angulares, envolvimento de furca, mobilidade dentéria e perda dentéria devido a periodontite.
A classificacdo inclui trés niveis (grau A - baixo risco, grau B - risco moderado, grau C — alto
risco de progressao) e engloba, além de aspectos relacionados a progressao da periodontite,
estado geral de salde e outras exposi¢des como tabagismo ou nivel de controle metabdlico no
diabetes. Assim, o grau permite ao clinico incorporar fatores individuais o diagndstico de cada

paciente, que sdo cruciais para o gerenciamento abrangente dos casos (CATON et al., 2018).

2.2.2 Biofilme e espécies microbianas

Um estudo anterior verificou inimeras espécies microbianas que formam biofilme
dental organizados em uma matriz polissacaridica extracelular (ZHOU et al., 2015). Os
biofilmes também podem se desenvolver em superficies abioticas, incluindo dispositivos
médicos, como proteses ortopédicas, valvulas cardiacas artificiais, stents coronérios, cateteres
intravasculares e urinarios, implantes neurocirargicos, cocleares e mamarios, dentaduras e
dispositivos oculares e de assisténcia ventricular (PERCIVAL et al., 2015), como implantes
dentérios.

Doencgas periodontais séo inflamagGes mediadas pelo crescimento excessivo de
organismos comensais ao invés de ser através da aquisicdo de um Unico patdgeno exogeno
(CEKICI et al.,, 2014). Enquanto alguns microorganismos chave parecem desencadear a
disbiose, a doenca resulta ndo de patégenos individuais, mas de sinergia polimicrobiana
dishiotica, que interrompe a homeostase do microbio hospedeiro (HAJISHENGALLIS;
LAMONT, 20186).
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Existem evidéncias de que as proteinas extracelulares de patdgenos periodontais
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Fusobacterium nucleatum) geram anticorpos que podem reagir de maneira cruzada com as
proteinas extracelulares. Ja foi demonstrado que esses anticorpos ativam a producdo de
citocinas, bem como a ativagdo de mondcitos e células endoteliais (SANZ et al., 2018).

Embora a periodontite seja considerada uma doenca infecciosa, a extensdo e a natureza
da resposta inflamatdria / imune do hospedeiro contra o biofilme subgengival sdo os principais
determinantes do resultado da doenca (CAVALLA et al., 2014). O biofilme microbiano sugere
que fatores microbianos poderiam, em teoria, apresentar algum impacto evolutivo na
resisténcia/suscetibilidade a periodontite. Portanto, € possivel levantar a hipotese de que
variacdes genéticas que facilitam a colonizacdo do biofilme subgengival por microbios-chave
e/ou facilitam o estabelecimento de comunidades subgengivais disbidticas poderiam atuar
como fatores de risco primarios para o desenvolvimento da periodontite, uma vez que esse
evento inicial levaria subsequentemente ao desequilibrio homeostase do micrébio hospedeiro e
posteriormente a ruptura do tecido (HAJISHENGALLIS, 2014; HAJISHENGALLIS, 2015).

A periodontite € uma doenca associada a resposta imune do hospedeiro causada por
bactérias Gram-negativas e que afeta grande parte da populacdo mundial (GOKYU et al.,
2014). As interagdes entre a bactéria e o hospedeiro desencadeiam mecanismos imunolégicos
que causam danos ao tecido periodontal (PARK et al., 2015). Também ha evidéncias baseadas
em estudos microbiolégicos, imunoldgicos e clinicos que sustentam que um tipo de periodontite
pode permanecer estavel por varios anos, enquanto as outras formas, apesar do tratamento
extenso, continuam a progredir, levando a perda do dente. Apesar das bactérias periodontais
serem 0s principais agentes etioldgicos, a susceptibilidade do hospedeiro também é de grande

relevancia para o desenvolvimento da periodontite (LATHA et al., 2015).

2.2.3 Patogénese

A patogénese de doencas periodontais é mediada pela resposta inflamatoria a bactérias
no biofilme (CEKICI et al., 2014). O inicio e a progressao da periodontite estdo relacionados a
multiplos fatores etiologicos e de risco, sendo os mais importantes a microbiota local e a
resposta imune do hospedeiro (HAJISHENGALLIS et al., 2014).
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Tal como acontece com outros locais de barreira, como o trato gastrointestinal e
respiratorio, o tecido periodontal é continuamente exposto a microbiota oral e outros estimulos
fisicos e quimicos gerados pela mastigacdo e respiracdo (MOUTSOPOULOS; KONKEL,
2018). Existe um equilibrio delicado entre a resposta imune local e a microbiota em condigdes
fisiologicas. A vigilancia imunoldgica e a tolerancia da microbiota local sdo alcangcadas sem
uma resposta inflamatdria grave (GRAVES et al., 2019). No entanto, ap6s a colonizagdo de um
patdgeno "chave", os constituintes da microbiota e suas contagens totais sao alterados, o que
eleva a patogenicidade de toda a comunidade e interrompe a homeostase do
tecido (HAJISHENGALLIS et al., 2012). Nessas condices, a resposta imune é superativada,
o0 que leva a infiltracdo de células imunes, ativacdo da atividade osteoclastica e, eventualmente,
destruicdo dos tecidos moles e duros (PAN et al., 2019).

A periodontite é uma doenca complexa, desencadeada pela presenca de comunidades
microbianas disbidticas, modulada por fatores genéticos e modificada pela resposta imune do
hospedeiro, que pode ser protetora ou destrutiva (HAJISHENGALLIS et al., 2015).

A patogénese das doencas periodontais € influenciada por varios fatores do hospedeiro,
incluindo resposta imune, fatores anatdmicos e fatores estruturais do tecido. A maioria desses
fatores é determinada por perfil genético do hospedeiro e pode ser modificado por meio de
fatores comportamentais do hospedeiro. Doencas periodontais e certos disturbios sistémicos
compartilham etiologias genéticas e/ou ambientais similares fatores biolégicos e, portanto,
individuos afetados podem mostrar declaracdes de ambas as doencas. Portanto, a perda de
tecido periodontal ¢ uma manifestacdo comum de certos disturbios sistémicos, que poderiam
tém importante valor diagndstico e implicagdes terapéuticas (ALBANDAR et al., 2018).

Outras condigbes sistémicas, como doencas neoplésicas, podem afetar a aparelho
periodontal independente da placa dentaria induzida por biofilme periodontite (JEPSEN et al.,
2018), e esses achados clinicos também devem ser classificados com base na doenca sistémica
primaria e agrupados como doencas ou condi¢Ges que afetam os tecidos periodontais de
suporte. Existem, porém, doencas sistémicas comuns, como doencas ndo controladas diabetes
mellitus, com efeitos varidveis que modificam o curso da periodontite. Estes parecem fazer
parte da natureza multifatorial das doencas complexas como periodontite e estdo incluidas na
nova classificacdo clinica da periodontite como descritor no estadiamento e processo de

classificacdo (TONETTI et al., 2017). Embora modificadores comuns da periodontite possam

Tese de Doutorado — Juliana Barbosa de Faria

40



380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410

alterar substancialmente a ocorréncia, gravidade e resposta da doenca ao tratamento evidéncia
atual ndo suporta uma fisiopatologia Unica em pacientes com diabetes e periodontite (SANZ et
al., 2018).

2.2.4 Diagnostico clinico e tratamento da doenca periodontal

O diagnostico clinico da doenca periodontal é realizado com uma sonda periodontal
para determinar a profundidade de bolsa e da perda de inser¢cdo em combinagdo com avaliacéo
radiografica (CEKICI et al., 2014).

A perda do suporte do tecido periodontal devido a inflamacéo € a principal caracteristica
da periodontite. Um limiar de perda de insercéo clinica interproximal de >2 mm ou >3 mm em
>2 dentes nao adjacentes € comumente usado. Os dentistas geralmente confirmam a presenga
de perda interproximal de tecido através de avaliacfes radiograficas da perda Ossea. As
descricdes clinicamente significativas da periodontite devem incluir a proporc¢éo de locais que
sangram durante a sondagem e o numero e a propor¢cdo de dentes com profundidade de
sondagem acima de certos limiares (geralmente >4 mm ¢ >6 mm) e de dentes com perda de
insergdo clinica de >3 mm ¢ > 5 mm (HOLTFRETER et al., 2015).

No contexto de atendimento clinico, um paciente é um "caso de periodontite” se: a perda
de insercdo clinica interdental é detectavel em >2 dentes ndo adjacentes ou a perda de insergédo
clinica bucal ou oral > 3 mm com bolsas > 3 mm ¢ detectavel em > 2 dentes, mas a perda de
insercdo clinica observada ndo pode ser atribuida a causas ndo relacionadas a periodontite,
como: 1) recessdo gengival de origem traumatica; 2) cérie dentaria que se estende na area
cervical do dente; 3) presenca de CAL no aspecto distal de um segundo molar e associada a ma
posicao ou extracdo de um terceiro molar; 4) lesdo endoddntica drenando através do periodonto
marginal; e 5) a ocorréncia de uma fratura vertical da raiz (PAPAPANOU et al., 2018).

Um estudo anterior relata que o acompanhamento da imagem radiogréfica € essencial
para a manutencao bem-sucedida dos implantes endosseos e para a minimizagdo das alteracdes
no nivel ésseo circundante (PAN et al., 2019).

Por outro lado, outro estudo demonstra que critérios diagnésticos clinicos
convencionais, como profundidade de sondagem, nivel de inser¢do, sangramento a sondagem,

indice de placa e avaliacao radiografica para verificar perda do osso alveolar, muitas vezes é
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insuficiente para determinar os locais da atividade doenca, monitorar as respostas a terapia ou
medir o grau de suscetibilidade a futura progressdo da doenca (GUPTA et al., 2015).

Em relacdo ao tratamento periodontal ndo é tdo facil quanto apenas controlar a
inflamacéo e impedir o desenvolvimento da doenca; a reconstrucéo de um periodonto saudavel
destruido por doencas merece igual atencdo (GRAZIANI; KARAPETSA; ALONSO;
HERRERA, 2017; GRAZIANI; KARAPETSA; MARDAS; LEOW; DONOS, 2018). As
terapias atuais para doencas periodontais na clinica, incluindo abordagens conservadoras,
condicionamento radicular, enxerto/substituicdo bioativa de 0ssos e regeneracdo guiada de
tecidos, encontram dificuldade em regenerar completamente o periodonto (VAQUETTE et al.,
2019).

O objetivo do tratamento periodontal é controlar a infeccao e reconstruir as estruturas e
funcbes dos tecidos periodontais (SCULEAN et al., 2015). Ainda existem desafios na
regeneracdo do aparelho periodontal com a formacdo do complexo 0sso-ligamento-cemento
simultaneamente (SOWMYA et al., 2017). O processo osteogénico pode preceder levemente a
diferenciacdo do cemento e das fibras. Entdo o ligamento periodontal precisaria ser firmemente
fixado ao cemento recém-formado e ao 0sso alveolar, o que é especialmente dificil de alcancar
em laboratdrio (MASKE; RATHOD; WANIKAR et al., 2018).

Um recente ensaio clinico randomizado concluiu que a terapia periodontal (por meio de
raspagem e aplainamento radicular, SRP) induzia bacteremia em pacientes com gengivite e
periodontite, mas a magnitude e a frequéncia eram maiores entre 0s pacientes com periodontite
(BALEJO et al., 2017) .

Os dentistas devem ser capazes de identificar os sinais precoces da doenga gengival,
mas 0s pacientes também devem suspeitar de doenca gengival se perceberem: Gengivas
vermelhas ou edemaciadas; sangramento das gengivas ou sangue apds a escovacao; mau gosto;
dentes com aparéncia mais longa; dentes com mobilidade; espagos crescentes entre dentes;
calculo (tartaro) nos dentes. Os pacientes devem entender que € importante manter a boca e o
corpo todo o mais saudaveis possiveis, com visitas médicas e odontoldgicas regulares (SANZ
etal., 2018).
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2.3 DOENCAS PERI-IMPLANTARES: MUCOSITE E PERI-IMPLANTITE

Uma nova classificacdo para saude peri-implantar, mucosite e peri-implantite foram
desenvolvidas pelo Workshop Mundial (2017) sobre a Classificacdo das Doencas e Condi¢coes

Periodontais e Peri-implantares.

2.3.1 Saude peri-implantar

O diagndstico de saude peri-implantar requer auséncia de sinais clinicos de inflamacao;
auséncia de sangramento e/ou supuragdo na sondagem suave; nenhum aumento na
profundidade de sondagem em comparacdo com exames anteriores; auséncia de perda 6ssea
além das mudancas no nivel da crista 6ssea resultantes desde a remodelacdo 6ssea inicial
(BERGLUNDH et al., 2018).

A salde peri-implantar foi definida clinicamente e histologicamente (ARAUJO et al.,
2018). Clinicamente, a saude peri-implantar € caracterizada pela auséncia de sinais de
inflamacdo e sangramento na sondagem. Salde peri-implantar pode existir ao redor de
implantes com suporte 6sseo normal ou reduzido. Isto ndo é possivel definir uma gama de
profundidades de sondagem compativeis com salde peri-implantar (BERGLUNDH et al.,
2018; RENVERT et al., 2018). Na saude, ndo existem diferencas visuais entre os tecidos peri-
implantares e periodontais. No entanto, as profundidades de sondagem sdo geralmente maiores
no local do implante do que no dente. As papilas nos locais interproximais de um implante
podem ser mais curtas do que nas papilas dentais interproximais (BERGLUNDH et al., 2018).

As caracteristicas histolégicas de um local peri-implantar saudavel sdo derivadas
principalmente de estudos em animais. A mucosa peri-implantar saudavel tem em média 3 a 4
mm de altura e é coberta por um epitélio queratinizado (mucosa mastigatoria) ou ndo
queratinizado (mucosa de revestimento). A porcao da mucosa peri - implantar que esta voltada
para o implante contém uma porc¢éo "coronal™ que é revestida por um epitélio sulcular e um
epitélio juncional delgado, e um segmento mais "apical” no qual o tecido conectivo estad em
contato direto com a superficie do implante. O tecido conjuntivo lateral ao epitélio sulcular

abriga um pequeno infiltrado de células inflamatorias. A maior parte da parte intra-6ssea do
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implante estd em contato com o 0sso mineralizado, enquanto a porcéo restante fica voltada para

a medula dssea, estruturas vasculares ou tecido fibroso (BERGLUNDH et al., 2018).

2.3.2 Mucosite

A mucosite peri-implantar é caracterizada por sangramento na sondagem e sinais visuais
de inflamagdo (HEITZ-MAYFIELD; SALVI, 2018). Embora haja fortes evidéncias de que a
mucosite peri-implantar é causada por placa, ha evidéncias muito limitadas da presenca de
mucosite peri-implantar induzida por placa. A peri-implantite & mucosite pode ser revertida
com medidas em eliminar a placa (CATON et al., 2018).

A mucosite peri-implantar também é caracterizada por uma maturacdo inflamatoria bem
definida lateral ao epitélio juncional / bolsa com um infiltrado rico em estruturas vasculares,
celulas plasmaéticas e linfécitos. O infiltrado inflamatdrio ndo se estende ao epitélio juncional
para a zona de tecido conjuntivo (BERGLUNDH et al., 2018).

Existem fortes evidéncias de estudos experimentais em animais e humanos de que a
placa é o fator etioldgico da mucosite peri-implantar. O hospedeiro responder ao desafio
bacteriano pode variar entre os pacientes. Fumar, diabetes mellitus e radioterapia podem
modificar a condi¢cdo (BERGLUNDH et al., 2018). Presume-se que a mucosite peri-implantar
preceda a peri-implantite especialmente na auséncia de cuidados de manutencgdo regular. No
entanto, os recursos ou condicdes caracterizando a progressao da mucosite peri-implantar para
peri-implantite em pacientes suscetiveis ndo foi identificada (BERGLUNDH et al., 2018).

A principal caracteristica clinica da mucosite peri-implantar é o suave sangramento a
sondagem. Os sinais clinicos de inflamacéo sdo necessarios para o diagndstico de mucosite
peri-implantar. Eritema, edema e/ou supuracdo também podem estar presentes (BERGLUNDH
etal., 2018).

Hé evidéncias de estudos experimentais em humanos que na mucosite peri-implantar ha
resolucdo dos sinais clinicos de inflamacdo que pode levar mais de 3 semanas apos a
reinstituicdo do controle de placa / biofilme (BERGLUNDH et al., 2018).
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2.3.3 Peri-implantite

A peri-implantite, umas das principais causas de insucesso dos implantes (DE
OLIVEIRA et al., 2015), é uma inflamagdo em torno do implante instalado, sendo considerada
um desequilibrio do hospedeiro-microrganismo, onde é mais propicio a lesbes inflamatdrias,
pelo fato de que os tecidos fibrosos de insercdo nos implantes séo diferentes do dente em si,
pois tem menos vascularizacdo e a direcdo das fibras coldgenas tem direcdo paralela. Essa
doenca causa perda de suporte 6sseo podendo acarretar a perda do implante (DIOGENES et
al., 2018).

A peri-implantite é definida como uma condicéao patoldgica associada a placa que ocorre
no tecido ao redor dos implantes dentarios, caracterizada por inflamacdo na mucosa peri-
implantar e subsequente perda progressiva do 0sso de suporte (SCHWARZ et al., 2018). A
peri-implantite estd associada ao mau controle da placa e a pacientes com histérico de
periodontite grave. O inicio da peri-implantite pode ocorrer precocemente apds a colocagao do
implante, conforme indicado pelos dados radiograficos. Na auséncia de tratamento, parece

progredir em um padrdo néo linear e acelerador (SCHWARZ et al., 2018).

2.3.4 Patogénese, diagndstico e tratamento da peri-implantite

Ha fortes evidéncias de que existe um risco aumentado de desenvolver peri-implantite
em pacientes com historico de periodontite grave, controle deficiente da placa e nenhum
cuidado de manutencéo regular apds a terapia com implantes. Os dados que identificam o fumo
e o0 diabetes como indicadores de risco potencial para peri-implantite sdo inconclusivos. Os
implantes que foram colocados em circunstancias abaixo do ideal sdo frequentemente
encontrados na pratica do dia-a-dia. Como resultado, pode haver um aumento da prevaléncia
de peri-implantite associada a essas situacGes. Existem algumas evidéncias limitadas que ligam
a peri-implantite a fatores como a presenca pos - restauradora de cimento submucoso e o
posicionamento dos implantes que néo facilita a higiene oral e a manutengdo. O papel da
mucosa queratinizada peri-implantar, sobrecarga oclusal, particulas de titdnio, necrose por
compressdo 0ssea, superaquecimento, micromocao e biocorrosdo como indicadores de risco

para peri-implantite ainda precisa ser determinado. H4 uma alta prioridade para conduzir
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estudos que visam desenvolver estratégias diagnosticas, preventivas e de intervengdo para o
gerenciamento dessas questdes peri-implantar (BERGLUNDH et al., 2018).

A perda 0ssea progressiva em torno dos implantes esta associada a sinais clinicos da
inflamacédo. Estudos observacionais indicaram que as alteracfes no nivel da crista 6ssea em
implantes estdo normalmente associadas a sinais clinicos de inflamagdo. No entanto, existem
situacbes em que pode ocorrer perda Ossea peri-implantar devido a fatores iatrogénicos,
incluindo mau posicionamento do implante ou trauma cirargico (BERGLUNDH et al., 2018).

Os métodos clinicos para detectar a presenca ou auséncia de inflamacéo no local do
implante deve incluir inspecdo visual, sondagem com uma sonda periodontal e palpacao digital
(BERGLUNDNH et al., 2018). Estudos experimentais e clinicos tém identificado varios critérios
de diagndstico para a peri-implantite, incluindo pardmetros de sondagem, avaliacao
radiogréafica, avaliacdo do fluido crevicular peri-implantar e analise de saliva (SEVERINO et
al., 2016; DE ARAUJO et al., 2017).

O diagnéstico de peri-implantite requer presenca de sangramento e / ou supuragdo na
sondagem; maior profundidade de sondagem em comparagdo com exames anteriores; presenca
de perda Gssea, além das alteracdes no nivel da crista 0ssea resultantes desde a remodelacéo
6ssea inicial. Na auséncia de dados de exames anteriores, o diagnostico de peri-implantite pode
ser baseado na combinagéo de: presenca de sangramento e / ou supuracdo em sondagem suave.
profundidades de sondagem de >6 mm. Niveis dsseos >3 mm apicais da por¢do mais coronal
da parte intradssea do implante. Deve-se observar que os sinais visuais de inflamacdo podem
variar e que a recessdao da margem da mucosa deve ser considerada na avaliacdo da
profundidade de sondagem (BERGLUNDH et al., 2018).

E necessario sondar os tecidos peri-implantares em um exame oral completo para avaliar
a presenca de sangramento na sondagem e monitorar as mudancas na profundidade da
sondagem e a migracdo da margem mucosa. Essa avaliacdo pode alertar o clinico sobre a
necessidade de intervencdo terapéutica. Ha evidéncias de que a sondagem do tecido peri-
implantar usando uma leve forca de sondagem é um componente seguro e importante de um
exame oral completo (BERGLUNDH et al., 2018).

Os sinais e sintomas principais da peri-implantite sdo: presenca de bolsa peri-implantar
(> 5mm), sangramento a sondagem, destruicdo vertical da crista 6ssea. A presenca de

hiperplasia pode estar relacionada a utilizagdo de overdentures ou auséncia de gengiva
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queratinizada. Em relacdo aos tecidos podem estar edemaciados ou ndo e a dor ndo é
considerada ponto caracteristico da peri-implantite. Para um correto diagnostico, segundo 0s
autores, devem ser realizados: uma radiografia peri-implantar (se o implante ja apresenta perda
0ssea ou ndo), sondagem peri-implantar (analisar a presenca de bolsas, de sangramento e de
supuracdo), mobilidade, uma coleta de fluido e analise microbiolédgica (DE OLIVEIRA et al.,
2015).

Os locais de peri-implantite exibem sinais clinicos de inflamacdo, sangramento na
sondagem e / ou supuracdo, aumento da profundidade de sondagem e / ou recessédo da margem
mucosa, além de perda déssea radiografica em comparacdo com exames anteriores. Em locais
que apresentam peri-implantite, a profundidade de sondagem esté correlacionada com a perda
Ossea e é, portanto, um indicador da gravidade da doenca. E importante reconhecer que a taxa

de progressdo da perda 6ssea pode variar entre os pacientes (BERGLUNDH et al., 2018).

Sendo assim, para o diagnéstico de peri-implantite sdo consideradas as alteragdes no
nivel da crista 6ssea em conjunto com sangramento a sondagem e concomitante
aprofundamento da bolsa peri-implantar (WANG et al., 2016). Embora as alteracdes iniciais na
salde dos tecidos moles peri-implantes sejam dificeis de diagnosticar, estd bem estabelecido
que o sangramento na sondagem é o método preferido para identificar a inflamacdo da mucosa
peri-implantar (JEPSEN et al., 2015).

O diagndstico da peri-implantite € muito importante na pratica do cirurgido-dentista, e
determinante para o tratamento dessas doencas, criando novas vertentes de estudos na
especialidade (DE OLIVEIRA et al., 2015). Algumas caracteristicas clinicas podem ser
observadas nesse processo inflamatdrio, tais como: sangramento a sondagem, exsudato,
profundidade de sondagem aumentada e edema (MARTINS et al., 2019).

A cicatrizacdo normal apds a perda dentéria leva a dimensdes diminuidas do processo /
crista alveolar que resultam em defeitos nos tecidos duros e moles. Deficiéncias maiores de
crista podem ocorrer em locais associados a perda severa de suporte periodontal, trauma de
extracao, infeccOes endodonticas, fraturas radiculares, placas 0sseas bucais finas, ma posi¢édo
do dente, lesdo e pneumatizagdo dos seios maxilares. Outros fatores que afetam a crista podem

estar associados a medicamentos e disturbios sistémicos, reduzindo a quantidade de 0sso
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formado naturalmente, a agenesia dentaria e a presséo das proteses (HAMMERLE; TARNOW
etal., 2018).

O objetivo do tratamento da peri-implantite é reduzir a perda éssea e consiste em duas
etapas: a primeira € a terapia mecanica basica, ou seja, remocdo da placa com curetas de
plastico, seguida de ajuste oclusal. A segunda etapa requer a descontaminagéo da superficie do
implante que pode ser fisica em que consiste no alisamento da superficie do implante com
brocas diamantadas, como também no jateamento com 6xido de aluminio. E quimica em que o
jato de bicarbonato e o &cido citrico apresentaram os melhores resultados. O uso de
antibioticoterapia apresenta bons resultados na erradicacdo da infeccdo (DE OLIVEIRA et al.,
2015).

Ha evidéncias de estudos observacionais de que 0s pacientes que apresentam controle
deficiente da placa e ndo frequentam a terapia de manutencdo regular tém maior risco de
desenvolver peri-implantite. Estudos sobre o tratamento da peri-implantite revelam que as
estratégias de tratamento anti-infecciosas t€ém sucesso na reducdo da inflamagao dos tecidos

moles e na supressdo da progressdo da doenca (BERGLUNDH et al., 2018).

2.4 RELACAO ENTRE DOENCA PERIODONTAL E DOENCA PERI-
IMPLANTAR

Embora a peri-implantite e a periodontite tenham muitas caracteristicas em comum nos
sinais clinicos e radioldgicos, elas representam entidades distintas (ROBITAILLE et al., 2015)
por causa de seus diferentes ambientes anatémicos e histolégicos, microbiomas centrais
(MARUYAMA et al., 2014) e caracteristicas imunolégicas (EMECEN-HUJA et al., 2013). A
peri-implantite apresenta caracteristicas Unicas (LANG; BERGLUNDH et al., 2011) e a
destruicdo dos tecidos peri-implantares parece significativamente maior do que a da
periodontite (TAKAMORI et al., 2017). A peri-implantite é considerada como resultado da
formacdo de biofilme na superficie do implante analogo a periodontite (JOHN; BECKER;
SCHWARZ et al., 2015).

Ha fortes evidéncias de que existe um risco aumentado de desenvolver peri-implantite
em pacientes com historico de periodontite grave, controle deficiente da placa e nenhum
cuidado de manutencgdo regular apos a terapia com implantes (BERGLUNDH et al., 2018).
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Pacientes com periodontite apresentam cerca de quatro vezes mais chances de desenvolver peri-
implantite (ZANI et al., 2016).

As principais diferencas histoldgicas entre os tecidos peri-implantares saudaveis e 0s
tecidos periodontais sdo as seguintes: em comparagdo com o periodonto, os tecidos peri-
implantares ndo possuem cemento e ligamento periodontal. O epitélio peri-implantar é
frequentemente mais longo e na zona do tecido conjuntivo ndo ha fibras de insercdo na
superficie do implante. Os tecidos peri-implantares sao menos vascularizados na zona entre a
crista dssea e o epitélio juncional quando comparados a zona de tecido conjuntivo do periodonto
(BERGLUNDH et al., 2018).

2.5 CITOCINAS NAS DOENCAS PERIODONTAIS E PERI-IMPLANTARES

2.5.1 Citocinas nas doencas periodontais

Na progressdo da periodontite, o papel das citocinas é extremamente importante. Muitos
estudos relataram a rede de citocinas envolvidas na periodontite e seu efeito crucial e
pleiotrépico no recrutamento de leucdcitos, controle de bactérias potencialmente patogénicas e
inducdo ou supressao da atividade osteoclastica (PAN et al., 2019).

Muitos estudos recentes descobriram que polimorfismos de nucleotideo Gnico em
citocinas e genes codificadores de receptores associados estdo relacionados ao risco e a
gravidade da periodontite (BOUKORTT et al., 2015; TANAKA et al., 2017), o que indica que
a regulacéo desordenada das citocinas inicia ou acelera a periodontite. Com base em estudos
em humanos, estudos em modelos experimentais de periodontite em animais também
descobriram que manipular a expressao de citocinas e seus receptores afeta o fenétipo de perda
Ossea alveolar (ESKAN et al., 2012).

A resposta imune patologica do hospedeiro contra micrébios disbioticos locais pode ser
categorizada aproximadamente em trés estagios (PAN et al., 2019). A primeira onda de desafio
ocorre diretamente entre o microbioma e as células hospedeiras que incluem células do tecido
periodontal, a saber, células epiteliais da mucosa e fibroblastos gengivais e outros
imunacitos. Além disso, devido a estimulacéo continua e aos danos causados pelo microbioma

e mastigacdo locais, células imunes como fagocitos mononucleares (MNPs), células
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apresentadoras de antigenos (APCs) e subconjuntos especificos de células T (como células T
auxiliares do tipo 17, Th17 células) residem localmente e podem ser recrutados. As interaces
entre 0 microbioma e todas as células hospedeiras levam a primeira onda de secrecdo de
citocinas pela ativacéo do receptor de reconhecimento de padrdes e sua sinalizacdo a jusante. Os
representantes dessas citocinas sdo a familia interleucina-1 (IL-1), a familia Interleucina 6 (IL-
6) e o fator de necrose tumoral (TNF). Essas citocinas tém efeitos pleiotropicos na promogéo
de linfocitos e destruicdo de tecidos e sdo reconhecidas como citocinas pré-inflamatorias (PAN
etal., 2019).

O segundo estagio ocorre quando um grupo de citocinas estreitamente relacionadas a
diferenciacdo de um subconjunto especifico de linfocitos é secretado por MNPs, APCs e
linfécitos locais apds estimulacdo pelo microbioma. Com a participacdo de membros das
familias IL-1 e IL-6, a estimulacdo dessas citocinas leva a ativacdo das vias de sinalizacao
correspondentes e a maturacao e diferenciacdo de certas células (PAN et al., 2019).

A terceira onda ocorre quando cada um desses subconjuntos de células secretam um
certo padréo de citocinas, que podem atuar como um mecanismo de feedback positivo ou efetor
direto. A maioria dos efeitos dessas citocinas e subconjuntos celulares € extremamente
complexo, incluindo aumento da barreira mucosa, controle de patobiontes (PAN et al., 2019).

As citocinas pro-inflamatérias incluem membros da familia IL-1, familia IL-6 e familia
TNF. A maioria dos membros da familia IL-1 (representada por IL-1, IL-18 e IL-33), IL-6 e
TNF tem efeitos pleiotropicos na promocao de linfécitos e destruicdo de tecidos e atuam como
citocinas pré-inflamatorias. Ao se ligarem ao receptor correspondente, os membros da familia
IL-1 ativam principalmente fatores de transcricdo relacionados a ativacdo de células T e
secrecao pro-inflamatoria de citocinas, e IL-6 medeia principalmente a ativacdo de células B.
Dependendo do estado das principais proteinas de transducéo, a ligacdo entre os membros da
familia TNF e seus receptores relacionados pode levar a destinos celulares muito diferentes que
incluem morte (apoptose e necroptose) ou vida (secrecdo de fatores pré-inflamatorios e
osteoclastogénicos) e ambos levam a destruicdo do tecido periodontal (PAN et al., 2019).

Existem evidéncias de niveis elevados de interleucina sérica 6 (IL-6) em pacientes com
periodontite e niveis mais baixos de Interleucina 4 (IL-4) e Interleucina 18 (IL-18). O efeito da
terapia periodontal demonstrou uma diminuicao significativa nos niveis séricos de Interleucina

6 (IL-6), amildide sérico A e alfa 1 anti-quimiotripsina. Os neutrdfilos periféricos dos pacientes
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com periodontite liberam excesso de IL-1pB, IL-8, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a
quando estimulados por patdgenos periodontais. A terapia periodontal reduz apenas
parcialmente a hiper-reatividade das citocinas com algumas evidéncias de uma resposta
constitutivamente elevada (LING et al., 2016).

A IL-18 foi reconhecida pela primeira vez como fator indutor de interferon (IFN) -y e
ativador de células NK (natural killer) e células Thl, que estdo intimamente relacionadas a
imunidade do tipo 1 (OKAMURA et al., 1995). Polimorfismos foram identificados no
promotor da IL-18 e também mostraram estar relacionados ao aumento do risco de periodontite
(TANAKA et al., 2017). Além disso, a regulacdo positiva da IL-18 foi detectada no FCG
(FIGUEREDO et al., 2008), saliva (OZCAKA et al., 2011), e soro (SANCHEZ-
HERNANDEZ et al., 2011) de pacientes com periodontite cronica. P. gingivalis ativo e seu
lipopolissacarideo (LPS) mostraram aumentar a expressdo de IL-18 (YEE et al., 2012). Além
disso, a IL-18 mostrou estimular a expressdo da metaloproteinase da matriz, (WANG et al.,
2019) e a superexpressao de I1L-18 leva a perda 6ssea inflamatoria apos infecgdo bacteriana oral
YOSHINAKA et al., 2014).

RANKL existe como uma proteina homotrimérica e é tipicamente ligada a membrana
em células T osteoblasticas e ativadas ou é secretada por algumas células, como células T
ativadas (KEARNS et al., 2007; WADA et al., 2006; TAKAYANAGI et al., 2007). A citocina
RANK esta relacionada com a osteoclastogénese e reabsorcdo Ossea. Alguns estudos
demonstraram que a inibicdo de RANKL diminui a reabsorcao 6ssea periodontal (HAN, 2015).
A maioria dos fatores conhecidos por estimular a formacéo e atividade de osteoclastos induz a
expressdo de RANKL pelas células estromais osteoblasticas. No entanto, RANKL também é
altamente expresso em linfonodos, timo, glandulas mamarias e pulmao e em niveis baixos em
uma variedade de outros tecidos, incluindo baco e medula 6ssea (KEARNS et al., 2007). E
expresso por células sinoviais e células T ativadas em articulacBes de pacientes com artrite
inflamatdria para contribuir, pelo menos em parte, para a destruicdo articular observada em
pacientes com artrite reumatéide (BOYCE et al., 2008).

As citocinas estdo intimamente associadas a certos subconjuntos de células, incluindo
células Thl, células Th2, células Thl7 e células Treg (T reguladoras) relacionadas as
citocinas. Essas citocinas e suas células relacionadas formam uma rede de resposta imune do

hospedeiro complexa e integrada contra bactérias. A maioria das citocinas restantes esta
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intimamente relacionada a diferenciagdo e / ou efeitos de subconjuntos especificos de células
imunes. Sob estimulo de certas citocinas inflamatorias, as células T CD4 + ingénuas
diferenciam-se em multiplas direcdes, incluindo as células Thl (Interleucina 12 - IL-12) e Treg
- Interleucina 2 (IL-2) e fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que tém
principalmente efeitos protetores, e Th17 (Interleucina 23 - 1L-23) e células Th2 (Interleucina
4 - IL-4), que tém principalmente efeitos pleiotropicos. As vias de sinalizacdo a jusante da
Interleucina 17 (IL-17) (secretada pelas células Th17) e da Interleucina 10 (IL-10) (secretada
pelas celulas Treg) sdo especificas e de significado especial para a resposta imune do
hospedeiro periodontal (PAN et al., 2019).

Dentre estas citocinas podemos citar a 1L-12 que é secretada por PMNs e células
dendriticas sob estimulacdo de patdgenos e exibe forte capacidade de promover a producéo de
IFN-y nas células T e NK (TRINCHIERI., 2003). Células T CD4 * ingénuas diferenciam-se em
células Thl na presenca de IL-12 com a ativacdo dos fatores de transcricdo STAT-4 e T-bet e
secretam um grupo de citocinas incluindo I1L-12 (como resposta positiva) (GLIMCHER, 2007)
e IFN-y para depuracdo bacteriana (TRINCHIERI et al., 2003). Embora a resposta Thl possa
ocorrer durante o estabelecimento da inflamacdo, ela também pode atuar para proteger contra
a destruicdo do tecido (PAN et al., 2019).

A quantidade de IL-12 no FCG dos pacientes com periodontite cronica foi semelhante
a dos controles saudaveis (STADLER et al., 2016) e aumentou ap6s a terapia periodontal ndo
cirurgica (SHARMA et al., 2014). Além disso, a IL-12 e o IFN-y foram negativamente
correlacionados com a profundidade do sulco gengival (JOHNSON; SERIO, 2005). Além
disso, achados iniciais mostraram que I1L-12 e IFN-y inibem a osteoclastogénese e a reabsor¢ao
6ssea (HORWOOD et al., 2005) in vitro, e a IL-12 ndo estd envolvida na reabsor¢do 6ssea
induzida por infec¢do in vivo (SASAKI et al., 2004). Tomados em conjunto, esses resultados
sugerem que as células IL-12, IFN-y e, presumivelmente, Thl mediam a eliminagdo de
bacterias locais e o controle de P. gingivalis, suprimem a atividade osteoclastica e exibem
principalmente efeitos protetores na patogénese da periodontite (PAN et al., 2019).

A IL-10 é uma citocina em que evidéncias extensas vinculam niveis aumentados de
dessa citocina com resisténcia a perda 6ssea inflamatéria na periodontite experimental (YU et
al., 2017). Um estudo recente demonstrou que a deficiéncia genética de IL-10 leva a alteracGes

taxondmicas significativas no microbioma intestinal (LU et al., 2014), sugerindo que um efeito
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semelhante pode ocorrer no ambiente periodontal. Portanto, a existéncia de padrdes diferenciais
de infec¢do subgengival em associagdo com genotipos distintos de IL-10 parece biologicamente
plausivel e pode contribuir para o desenvolvimento de periodontite, permitindo o
estabelecimento de uma microflora subgengival disbiotica (CAVALLA et al., 2018).

Importantes citocinas como IFN-y e TGF-B, também, estdo presentes em quande
quantidade no fluido crevicular gengival de pacientes com periodontite cronica em relagéo a
pacientes saudaveis antes de tratamento periodontal ndo cirdrgico, mas apos sete dias de
tratamento periodontal hd exacerbacéo precoce da resposta imune em nivel local representada
pelo aumento niveis de IFN-y e diminui¢ao dos niveis de TGF-f3 no fluido crevicular gengival
(ESCOBAR et al., 2018).

Além das citocinas relacionadas as células Treg, algumas outras citocinas tém efeitos
anti-inflamatorios na periodontite. A Interleucina 11 (IL-11) € um membro da familia
Interleucina 6 (IL-6) que também ativa a via de sinalizacdo JAK/STAT3 através de sua ligacéo
ao complexo IL-11R receptor alfa (IL-11Ra) e a trandugdo de sinal subunidade 3 (gp130) (IL-
11Ra-gpl130) (MURAKAMI; KAMIMURA; HIRANO, 2019).

A IL-27, um membro da familia IL-12, € uma citocina heterodimérica que consiste em
duas subunidades: IL-27 p28 (também conhecida como IL-30) e molécula 3 induzida pelo virus
Epstein-Barr (EBI3). Foi descoberto pela primeira vez que (DEVERGNE et al., 1996). IL-27
promove a resposta Thl ativando a secrecdo de IFN-y em células T CD4 * e células NK
(PFLANZ et al., 2002).

Em um estudo anterior foi relatado que a IL-37 secretada pelas células Treg suprime a
funcdo das células NK (SARHAN et al., 2018), indicando que a IL-37 é uma citocina anti-

inflamatoria.

2.5.2 Citocinas nas doencas peri-implantares

As citocinas sdo os principais moduladores tanto da homeostase quanto dos processos
inflamatdrios que atuam na primeira onda de respostas contra patdgenos e estimulos em locais
de barreira e conectam ceélulas de tecido com linfocitos e populagBes de células acessorias
(GRAVES, 2008). O monitoramento e a detecgdo dos biomarcadores no fluido das fendas

gengivais dos pacientes com peri-implantite contribuiriam para a predi¢cdo da atividade da
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doenga (PAVAN KUMAR; JAGDISHREDDY'; RAJA BABU, 2015). Estes biomarcadores no
fluido gengival crevicular, saliva e soro também podem ajudar a avaliar 0s processos bioldgicos
normais e a patogénese da doenca, bem como as respostas ao tratamento medicamentoso (GAO
etal., 2018).

Portanto, a avalia¢do dos niveis de citocinas inflamatdrias em doencas peri-implantares,
podem permitir a identificacdo da doenca ativa, 0 que pode ser uma ferramenta para o

diagnostico precoce e tratamento (FAOT et al., 2015).

2.5.3 1L-12

A interleucina-12 (IL-12) € uma glicoproteina heterodimérica ligada a dissulfeto que
consiste em uma subunidade 35 (p35) e 40 (p40) - kDa (YOON et al., 2000).

A familia IL-12 sdo citocinas heterodiméricas caracterizadas por trés subunidades alfa
(p19, p28, p35) e duas subunidades beta (EBI3 e p40), que formam seis pares diferentes.
Existem evidéncias conclusivas de que o emparelhamento ocorre in vivo para IL-12 (p35 / p40),
IL-23 (p19 / p40) e IL-27 (p28 / EBI3). A semelhanca de estrutura na familia IL-12 leva a
propriedades biol6gicas muito diferentes (AHMED et al., 2019).

A IL-12 pode melhorar a ativagdo de celulas natural killer (NK) e linfdcitos T
citotoxicos (CTLs), promovendo a producdo de interferon-gama (IFN-y) e induzindo a
diferenciacdo de células T auxiliares (NASTALA et al., 1994; AMSEN et al., 2009). A IL-12
também possui atividades antitumorais, antiangiogénicas e antimetastaticas potentes.

Esta citocina desempenha um papel essencial nas interagdes entre a imunidade inata e
adaptativa, atuando nas células natural killer (NK) e nas células T, aumentando a geracéo e a
atividade de linfécitos citotoxicos (GELDHOF et al., 1998; GATELY et al., 1992).

As células Thl secretam principalmente IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a. ¢ TNF-p, e estdo
envolvidas principalmente na ativacdo de macrofagos (FERNANDES et al., 2016).

Ja foi demonstrado que a IL-12 induz resposta antitumoral em modelo murino de
mesotelioma maligno (CAMINSCHI et al., 1998). Os ensaios clinicos em pacientes com cancer
revelaram atividades terapéuticas promissoras, mas também mostraram que a IL-12 humana

recombinante é extremamente toxica para 0s seres humanos (SIDDIQUI et al., 2007).
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Podemos citar importantes mediadores da inflamagdo e imunidade na patogénese da
peri-implantite como citocinas pro-inflamatérias (por exemplo, TNF-a, IFN-y, IL-14, IL-6, IL-
12, IL-17 e RANKL), citocinas anti-inflamatdrias (por exemplo, IL-4, 1L-10) e quimiocinas
(por exemplo, IL-8, proteina quimioatrativa de mondcitos-1, proteina inflamatoria de
macrdfagos-1a) (LI; WANG et al., 2014; CANDEL-MARTI et al., 2011; JAVED et al., 2011).

Estudos anteriores mostram niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-
6, IL-17, TNF-a e IL-12 no Fluido Crevicular Peri-implantar (FCP) de pacientes com peri-
implantite, quando comparados com implantes saudaveis (ATA-ALI et al., 2015; WANG et
al., 2016).

2.5.4 1L-15

A interleucina-15 (IL-15) ¢ um membro da familia de citocinas dos quatro feixes de a-
hélices que inclui IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-21. A IL-15 compartilha a cadeia y do receptor de
citocina comum (yc; também conhecido como CD132) de seu receptor heterodimeérico com 0s
receptores de IL-2, IL-7, IL-4, IL-9 e IL-21 e compartilha a cadeia B (IL-2 / IL-15Rp; também
conhecida como CD122) com o receptor para IL-2 (ROCHMAN et al., 2009; WALDMANN,
2006).

Desde sua descoberta em 1994 (BAMFORD et al., 1994; BURTON et al., 1994;
GRABSTEIN et al., 1994), o papel da IL-15 expandiu-se de um fator de crescimento de células
T para citocinas pleiotropicas que atuam em praticamente cada tipo de célula do sistema
imunoldgico inato e adaptativo. Durante muito tempo, a IL-15 foi vista como uma citocina que
desempenha principalmente um papel na homeostase imune, nomeadamente nas células NK e
na memoria das células T.

A IL-15 funciona principalmente de maneira dependente do contato celular através da
representacdo trans dos complexos IL-15-IL-15Ra (subunidade a do receptor de IL-15)
ligados as membranas das células respondentes que expressam IL-2/IL-15RB-
I'c (WALDMANN, 2006). A sinalizacdo por apresentacao cis ou por complexos soluveis de
IL-15 — IL-15Ra (BERGAMASCHI et al., 2012) também contribui, mas em menor grau, para

as respostas induzidas por IL-15.
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A sinalizagéo do receptor IL-15 induz a ativacdo de JAK1 (Janus quinase 1) — STAT3
(transdutor de sinal e ativador da transcri¢do 3) e ativagdo de JAK3 — STATH5 através da cadeia
B ¢ yc, respectivamente (MISHRA et al., 2014). A IL-15 ¢é notavel entre as citocinas por ser
produzida por uma ampla gama de células (MISHRA et al., 2014) incluindo células ndo
mieloides, como células epiteliais e estromais, células apresentadoras de antigenos e outras
celulas mieloides, como mastdcitos, células B e células T das células da imunidade adaptativa.

Além disso, a IL-15 pode ser induzida em resposta a gatilhos microbianos inatos
(COLPITTS et al., 2012; ZHOU et al., 2007) e sob condicbes de inflamacéo estéril, refletindo
a presenca de sofrimento celular continuo (ABADIE, JABRI, et al., 2014). Notavelmente, a
maioria, se ndo todos, os distdrbios autoimunes especificos de 6rgdos estdo associados a
superexpressdo de IL-15 no tecido afetado (BOUCHAUD et al., 2013). A auséncia de IL-15
em tumores sélidos esta associada a ativacdo defeituosa de linfocitos no ambiente tumoral e a
diminuicdo da sobrevida do paciente, o que também apoia um papel da IL-15 na imunidade e
destruicdo dos tecidos (MLECNIK et al., 2014).

2.5.51L-18

A interleucina-18 (IL-18) é uma citocina que foi originalmente identificada como um
fator pré-inflamatorio indutor de IFN-y. Existem evidéncias crescentes que demonstram efeitos
ndo imunoldgicos em relacao as fungoes fisiologicas (OKAMURA et al., 1995; REDDY et al.,
2004).

A IL-18 é produzida como um precursor inativo de 24 kDa e é processada por
inflamassomas em uma forma madura de 18 kDa ativa (SUGAWARA et al., 2001).

A interleucina-18 (1L-18) tem efeitos imunomoduladores potentes. E a Unica citocina
com capacidade Unica de induzir a polarizagdo de Thl ou Th2, dependendo do contexto
imunoldgico. Os niveis séricos de IL-18 estdo aumentados em muitas doengas humanas e estao
implicados na patogénese de varios processos imunomediados (REDDY et al., 2004).

Estudos anteriores relataram que camundongos com deficiéncia de 1L-18
desenvolveram hiperfagia, obesidade e resisténcia a insulina (NETEA et al., 2006). Em estudos

em humanos, a concentragédo sérica de IL-18 foi significativamente maior em pacientes com
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diabetes mellitus tipo 2 e com sindrome metabolica do que em controles saudaveis
(YAMAOKA-TOJO et al., 2011).

A IL-18 é uma potente citocina pro-inflamatdria capaz de induzir IFN-y, GM-CSF,
TNFa e IL-1 em células imunocompetentes, ativar a morte por linfocitos e regular a expressao
de certos receptores de quimiocinas (NAKANISHI et al., 2001).

A IL-18 também é essencial para conduzir defesas contra infecgdes graves
(NAKANISHI et al., 2001).

Em particular, a depuracdo de bactérias intracelulares, fungos e protozoarios requer a
indugdo de IFN-y derivado do hospedeiro, que evoca moléculas efetoras, como o o6xido
nitrico. Além disso, a IL-18 desempenha um papel na eliminacdo de virus, em parte pela
inducdo de células T citotoxicas (NAKANISHI et al., 2001).

A IL-18 também aumenta a rejeicdo do tumor por sua capacidade potente de aumentar
a atividade citotdxica das células NK e T in vivo. Em contraste, estudos recentes também
demonstram um papel convincente da IL-18 nas respostas atdpicas, incluindo asma atopica. A
IL-18 induz células T a se desenvolverem em células Th2 (NAKANISHI et al., 2001).

Além disso, a IL-18 também induz a producdo de IL-13 e/ou IL-4 pelas células NK,
mastacitos e basofilos (NAKANISHI et al., 2001).

Portanto, a IL-18 deve ser vista como uma citocina Unica que aumenta a imunidade inata
e as respostas imunes conduzidas por Thl e Th2 (NAKANISHI et al., 2001).

2.5.6 1L-32

O gene IL-32 foi identificado inicialmente por Kim et al. 2005 apds a superexpressao
do receptor beta IL-18 em células de adenocarcinoma de pulmao humano, A549. O gene IL-32
é uma citocina pré-inflamatéria produzida pelos tipos de células imune, endotelial e epitelial e
¢ processada como variantes alternativas de emenda. Existem dados limitados descrevendo a
citocina IL-32 em canceres; no entanto, existem evidéncias de que o gene € supressor em alguns
tipos de cancer e facilitador em outros tipos de cancer. A 1L-32 demonstrou suprimir 0s
canceres hepatocelulares, melanoma e cancer de célon (KANG et al., 2012).

A 1L-32 é encontrada no cromossomo humano 16p13.3, é expressa em pelo menos 6

variantes de emenda (a, B, v, 0, €, () e foi originalmente isolada de células T e NK ativadas
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(KIM et al., 2005). Os tipos de isoformas que sdo secretadas em oposi¢do a agdo intracelular
ainda ndo foram resolvidas e dificultadas por um receptor de superficie celular ainda ndo
identificado (HEINHUIS et al., 2012). A isoforma y ¢ a Unica isoforma que possui uma
sequéncia lider, € composta por todos os exons, acredita-se ser secretada e considerada a mais
biologicamente ativa (CHOI et al., 2009). Apesar dessas lacunas em nosso conhecimento,
grande parte da literatura publicada sobre a biologia da IL-32 vem de experimentos utilizando
proteinas recombinantes disponiveis comercialmente, geralmente as isoformas a, B e y
(HEINHUIS et al., 2012).

A citocinas pré-inflamatdrias, como a Interleucina-32 (IL-32), conhecida por melhorar
as respostas das células NK e das células T, também est4 elevada em neoplasias malignas
humanas e esta ligada a maus resultados clinicos (BHAT et al., 2017).

A IL-32 é expressa por varios tipos de células e é conhecida por induzir potentemente a
expressdo de outras moléculas inflamatorias, como o TNF alfa (TNFa) (JOOSTEN et al.
2013).

Em um estudo anterior a alta expresséo de IL-32 correlacionou-se positivamente com
o0s niveis de IFN-y, CCL5, GNLY e TBX21 (BHAT et al., 2017).

Em um estudo anterior foi demonstrado que a IL-32 esta envolvida em mecanismos de
defesa relacionados ao sistema imunolégico (NETEA et al., 2006).

Estudos relacionados a mecanismos mostram que a 1L-32 é induzida por NF-kappa-B
(BAl et al., 2011).

Vérios temas emergem sobre a biologia da IL-32: (a) IL-32 pode modular a producao
de vérias citocinas, incluindo IL-18 (KHAWAR; ABBASI; SHEIKH, 2015), TNF-o (KIM et
al., 2005), IL-6 (KANG et al., 2012), IL-8 (PARK et al., 2014) e pode ativar células do sistema
imunoldgico (PARK et al., 2012; NETEA et al., 2008); (b) a expressdo de 1L-32 pode ser
induzida por varios virus e micro-organismos (JOOSTEN et al., 2013; BAI et al., 2015) e pode
desempenhar um papel na imunidade antiviral (PALSTRA et al., 2018); (c) IL-32 pode ter
efeitos diretos em varias células cancerigenas in vitro (LEE et al., 2016); (d) 1L-32 pode
desempenhar um papel na imunidade tumoral (HEINHUIS et al., 2015) e (e) IL-32 foi
associada a varias doencas inflamatorias (KHAWAR et al., 2015), como colite ulcerosa e artrite
reumatoide (HEINHUIS et al., 2012). A partir de estudos imuno-histoquimicos, a IL-3 €é

expressa por uma ampla gama de malignidades epiteliais e hematopoiéticas e geralmente esteja
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correlacionada com a biologia agressiva, embora nenhum mecanismo unificador tenha sido
identificado (PAZ et al., 2019).

Ao correlacionar as interleucinas citadas podemos observar que a IL-12 pode melhorar
a ativacdo de células natural killer (NK) e linfocitos T citotdxicos (CTLs), promovendo a
producdo de interferon-gama (IFN-y) e induzir a diferenciacdo de células T auxiliares.
Semelhantemente, a IL-18 foi reconhecida pela primeira vez como fator indutor de interferon
(IFN)-y e ativador de células NK (natural killer) e células Thl, que estdo intimamente
relacionadas a imunidade do tipo 1. Durante muito tempo, a IL-15 foi vista como uma citocina
que desempenha principalmente um papel na homeostase imune, nomeadamente nas células
NK e de memdria das células T como a IL-12, IL-18, IL-32 e IL-35. As citocinas pro-
inflamatdrias, como a Interleucina-32 (IL-32), sdo conhecidas por melhorar as respostas das

células NK e das células T.
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3 JUSTIFICATIVA

Sabendo que pacientes com doengas periodontais apresentam maior probabilidade de
desenvolver peri-implantite, € importante tracar um perfil de resposta imunoldgica que compare
essas doencas em um mesmo paciente, com a finalidade de prevenir insucessos na evolucao da

0sseo-integracdo dos implantes dentarios.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) de
pacientes com gengivite e periodontite, antes da instalacdo do implante, e fluido crevicular peri-

implantar (FCPI) de pacientes com peri-implantite, um ano apds a instalacdo do implante.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Ao comparar o fluido peri-implantar de pacientes com gengivite, periodontite e peri-
implantite, tivemos como objetivos:
e Auvaliar os niveis de citocinas entre pacientes do grupo controle e de pacientes com
gengivite, periodontite e peri-implantite;
e Avaliar os niveis das citocinas 11-12, IL-15, IL-18 e IL-32 nos momentos antes e ap0s
a instalacdo do implante;
e Auvaliar os niveis de citocinas comparando 0os momentos antes e depois da instalacdo
do implante, entre os voluntarios controle e aqueles com doenca periodontal (gengivite

e/ou periodontite).
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5. Resultados

5.1 ARTIGO

Titulo: Immunological Evaluation of the Crevicular Fluid in Patients with Gingivitis,

Periodontitis, and Peri-Implantitis: A 1-Year Cross-Sectional Study

Situacdo:
e Revista: Research, Society and Development:
e Aceito em 02 de outubro de 2021;
e Publicado em 04 de outubro de 2021.

Tese de Doutorado — Juliana Barbosa de Faria

65



1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086

1087

ARTIGO

Tese de Doutorado — Juliana Barbosa de Faria

66



PR RRRR RRRER RRRRE RRRER RRERE R R BRRR R R
N N N e N N N N e N N N B N B Y g N N N B N N N N NN
OO IO LILWNIN RIPRININ RNINON PR PR RPROO 0000 OO
0O~ UTRWN RPOWO0 NOOUTR WONFO (O00~IO UTRWN POWOWO00 NOUT™ WN)

Artigo

Immunological Evaluation of the Crevicular Fluid in Patients with
Gingivitis, Periodontitis, and Peri-Implantitis: A 1-Year Cross-Sectional
Study

Avaliacdo Imunoldgica do Fluido Crevicular em Pacientes com Gengivite, Periodontite e
Peri-implantite: um estudo transversal de 1 ano

Evaluacion inmunologica del liquido crevicular en pacientes con gingivitis, periodontitis
y periimplantitis: un estudio transversal de 1 afio
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Abstract

Objective: To assess the levels of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF)
and peri-implant crevicular fluid (PICF) in patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis
before and one year after implant installation. Material and Methods: Forty-nine samples of GCF and
PICF were collected from March 2018 to March 2019. The patients were classified: patients with
gingivitis (n=7), patients with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (n=4) and healthy
patients (n=24). The crevicular fluid from the 49 patients was collected before implant installation (n=8)
and one year after implant placement (n=8). The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was
used to evaluate the levels of cytokines in crevicular fluid. Results: Patients with gingivitis, periodontitis,
and peri-implantitis showed higher concentrations of IL-12, IL-15, 1L-18, and IL-32 when compared with
control group. In general, the levels of IL-12 and IL-15 increased when compared to the moments before
and after implant installation. There was also an increase in the concentration of 1L-18 in the control
group volunteers after implant installation. Conclusion: The results and methodology of this study showed
that there was no difference in the synthesis of IL-12, IL-15, IL-18, and I1L-32 in healthy individuals or
in those with periodontal injuries. However, there was an increase in the cytokines IL-12, IL-15, and IL-
18 one year after implant installation, which would be increasing the inflammatory activity in peri-
implantitis.

Keywords: Cytokines; Periodontal diseases; Gingival Crevicular Fluid; Peri-Implantitis.

Resumo

Objetivo: Avaliar os niveis de 1L-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-
implantar (FCPI) de pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite antes e um ano ap6s a
instalacdo do implante. Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG e FCPI foram coletadas
entre mar¢o de 2018 a marco de 2019. Os pacientes foram classificados de acordo com a situacdo
periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite (n=7), pacientes com periodontite (n=14),
pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudaveis (n=24). Desses 49 pacientes, foi coletado fluido
crevicular antes da instalagdo do implante (n=8) e um ano apds a instalagdo do implante (n=8). O Ensaio
de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) foi usado para avaliar os niveis de citocinas no fluido crevicular.
Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores concentrages
de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral, os niveis de IL-12 e IL-
15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e ap6s a instalacdo do implante. Também houve
aumento na concentragdo de 1L-18 nos voluntérios do grupo controle ap6s a instalacdo do implante.
Concluséo: Os resultados e a metodologia deste estudo mostraram que nao houve diferenca na sintese de
IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em individuos saudaveis ou com lesdo periodontal. Porém, houve aumento
das citocinas IL-12, I1L-15 e IL-18 um ano apds a instalacdo do implante, o que estaria aumentando a
atividade inflamatdria na peri-implantite.

Palavras-chave: Citocinas; Doencas Periodontais; Liquido do Sulco Gengival; Peri-implantite.

Resumen

Obijetivo: Evaluar los niveles de 1L-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en el liquido crevicular gingival (LCG) y en
el liquido crevicular periimplantar (LCP) de pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis antes
y un afio después de la colocacion del implante. Material y métodos: Se recogieron 49 muestras de FCG
y FCPI entre marzo de 2018 y marzo de 2019. Los pacientes se clasificaron segln el estado periodontal
0 periimplantario: pacientes con gingivitis (n=7), pacientes con periodontitis (n=14), pacientes con
periimplantitis (n=4) y pacientes sanos (n=24). De estos 49 pacientes, se recogio liquido crevicular antes
de la instalacion del implante (n=8) y un afio después de la instalacion del implante (n=8). Se utiliz6 un
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para evaluar los niveles de citoquinas en el liquido crevicular.
Resultados: Los pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis presentaban mayores
concentraciones de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en comparacion con el grupo de control. En general, los
niveles de IL-12 e IL-15 aumentaron en comparacion con los momentos anteriores y posteriores a la
instalacion del implante. También se produjo un aumento de la concentracién de 1L-18 en los voluntarios
del grupo de control tras la instalacion del implante. Conclusion: Los resultados y la metodologia de este
estudio mostraron que no habia diferencias en la sintesis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en sujetos sanos
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0 en sujetos con lesiones periodontales. Sin embargo, hubo un aumento de las citocinas IL-12, IL-15 e
IL-18 un afio después de la instalacion del implante, lo que aumentaria la actividad inflamatoria en la
periimplantitis.

Palabras clave: Citoquinas; enfermedades periodontales; liquido del surco gingival; periimplantitis.

1. Introduction

Periodontal diseases are inflammatory processes that start in the gingiva as a response to bacterial antigens
that accumulate on the dental plaque throughout the gingival margin. The plaque is a biofilm formed by bacteria,
salivary proteins, and desquamated epithelial cells. Bacteria trigger the production of cytokines and chemokines
on the gingival epithelium, leading to the expression of adherence molecules and to the increase of the permeability
of gingival capillaries and of the chemotaxes of neutrophils through the junctional epithelium into the gingival
sulcus (Silva et al., 2015). The earlier manifestation of the periodontal disease is gingivitis, which is characterized
by hyperemia, edema, and gingival bleeding. When gingivitis is not treated early, it can evolve into a periodontitis,
which is characterized by the loss of the insertion of the periodontal tissue that gives support and protection to the
dental element. Therefore, the periodontitis affects deeper structures, causing the resorption of the collagen fibers
of the periodontal ligament, the resorption of the alveolar bone, abscesses, increase of the gingival sulcus depth,
greater tooth mobility, and loss of the dental element (Zhang et al., 2020).

The progression of the periodontal disease does not depend only on the bacteria, but also on the
immunological response. Consequently, the immune response of the host has an essential role in the balance
between the destruction and the recovery of the periodontal tissue. Therefore, current researches about periodontal
diseases have focused on the immunological responses involved in them (Zhang et al., 2020).

On the other hand, the bacteria in the biofilm can also provoke revertible inflammation on the mucosa
that surrounds dental implants (peri-implant mucositis) and irreversible injuries in the tissue that sustains these
implants (peri-implantitis) (Rinke et al., 2020). This can trigger marginal bleeding, mobility, and loss of the
implanted dental element, compromising both aesthetic and function. Similarly to periodontal diseases, the
cytokines released in the site contribute for the progress of these diseases (Ali et al., 2021). However, these peri-
implant diseases are still not fully understood. So far there is no consensus on the etiologies and pathogenesis,
especially when compared to periodontitis (Kalsi, Moreno, & Petridis, 2021).

However, the installation of dental implants brings great benefits to patients and has contributed to
reducing the number of edentulous patients worldwide. The treatment of edentulism with dental implants is a
routine treatment in daily dental practice and is becoming more and more widespread over the years (Kormas et
al., 2020). Although there has been a great advance in the area of these implants in recent years, the number of
failures related to inflammation of the peri-implant tissue has also increased. Currently, the prevalence of
periimplant diseases is high, with 43% progressing to periimplant mucositis and 22% progressing to periimplantitis
(Rinke et al., 2020).

The number of studies in this area is growing in order to understand the immunological mechanism

involved in the progression of these diseases, since the assessment of inflammatory cytokine levels in periodontal
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and peri-implant diseases can allow the identification of the active disease, contributing to the diagnosis and early
treatment (Ali et al., 2021).

The present study was carried out aiming to contribute for the understanding of tissue injury in gingivitis,
periodontitis, and peri-implantitis, starting from the principle that interleukins (IL) and other cytokines stimulate
cells from several different lineages and differentiation stages.

Figure 1 summarizes the behavior of the immune response during the establishment and development of
the periodontal lesion. During gingivitis and, later, periodontitis, immune cells, such as TCD4+ lymphocytes and
NK cells are activated and produce IFN-y, a key cytokine for other interleukins to be activated, such as IL-12, IL-
15, IL-18, and IL-32 (Zhuang et al., 2018). Once these cytokines are produced, a feedback loop is activated, more
IFN-y is produced and more NK cells are activated, creating a serious inflammatory disorder (Pradeep et al., 2009).
This disorder is characterized by high levels of IL-12, IL-15, IL-18, IL-32, which are proinflammatory cytokines,
related to the liberation of other proinflammatory cytokines (IFN-y and TNF-o) (Nakanish et al., 2001) and
chemokines. This group of cytokines (Interleukins 12, 15, 18, and 32) have proteolytic action, thus acting in the

progression of inflammatory diseases such as gingivitis and periodontitis (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007).

Figure 1: Relation between IL-12, IL-15, IL-18, and 1L-32.
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Source: the authors, 2021. Created by BioRender.com

Although there are studies that evaluated the immune response in periodontal and peri-implant tissues
(Ali et al., 2021), this is the first study to simultaneously compare the levels of IL-12, IL-15, IL-18 and IL-32 in
the crevicular fluid from patients with gingivitis, periodontitis and periimplantitis. Also, the first study to compare
all these cytokines simultaneously, before and one year after the installation of dental implants.

As all the immunological mechanisms involved in these diseases are not yet understood, the results of the
present study will allow us to bring new knowledge for better understanding of the pathogenesis of periodontal
and peri-implant diseases. This study can contribute to a better quality of life for people, since the understanding

of the mechanisms of these diseases can collaborate in the adoption of prophylactic and therapeutic measures in
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order to prevent the loss of teeth and dental implants. Knowing the importance of teeth for aesthetic, mastication,
and phonetics is enough to justify the need to understand the pathogenesis of these diseases.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the levels of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the
gingival fluids of patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis, before the extraction of the teeth and

one year after the placement of dental implants.

2. Methodology

Selection of patients

This prospective cross-sectional study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the
University of Uberaba/MG, Brazil, under protocol number 2.457.394, CAAE: 64947717.0.0000.51. All eligible
patients were informed about the nature of the study and about the potential risks and benefits of participating by
signing the Informed Consent Form. The clinical investigation was carried out according to the principles from
the Declaration of Helsinki. The patients were selected during the peri-implant support therapy, from March 2018
to March 2019, in the Getulio Vargas Polyclinic from the University of Uberaba/MG, in Uberaba, Minas Gerais,
Brazil. Medical and odontological information were obtained from the patients, who agreed participating in the
study and were in accordance with the inclusion/exclusion criteria.

Forty-nine patients were selected and classified according to their periodontal situation: patients with
gingivitis (n=7), patients with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (n=4), and healthy patients
(n=24). The crevicular fluid from the 49 patients was collected before (n=8) and one year the placement of the
implant (n=8). In this group (n=8) the patients were classified according to their periodontal situation: patients
with gingivitis (n=4), patients with periodontitis (n=3), patients with peri-implantitis (n=1).

For the selection criteria of teeth and implant for collection, the tooth and implant with the greatest
probing depth were selected. Importantly, all patients in the study received implants and most patients had more
than one implant in their oral cavity. When a patient had periodontitis or peri-implantitis in more than one site, the
one with the greatest probing depth was selected.

The inclusion criteria for the selection of patients were: 1. Healthy patients: absence of gingival erythema,
bleeding on probing, edema, suppuration, and no increase in probing depth when compared to previous exams
(Berglundh et al., 2018). Furthermore, the patients had to be in a good general state of health, not having para-
functional habits, and sign the Free and Informed Consent Form; 2. Patients with gingivitis: probing depths of up
to 3mm, 10% or more places with bleeding on probing, no clinical attachment loss or radiographic bone loss
(Chapple et al., 2018); 3. Patients with periodontitis: clinical attachment loss detected in one or more interproximal
non-adjacent sites or loss of insertion of 3mm or more in the vestibule or lingual/palate in at least two teeth, as
long as not caused by: a) traumatic gingival recession; b) dental cavity reaching the cervical area of the teeth; c)
loss of insertion in the distal surface of a second molar and associated to the bad position or extraction of a third

molar; d) endoperiodontal lesion draining through the marginal periodontium or e) vertical root fracture (Tonetti,
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Greenwell, & Kornman, 2018; Papapanou et al., 2018); 4. Patients with peri-implantitis: a) signs of peri-implant
inflammation (gingival erythema, bleeding at probing, edema, suppuration, and increase in probing depth when
compared to previous exams), b) radiographic evidence of bone loss after initial healing, and c) radiographic bone
level > 3 mm accompanied by bleeding at probing and probing depth > 6mm (Renvert et al., 2018).

The exclusion criteria to select the patients were: prior periodontal or peri-implant therapy for at least one
year, relevant systemic diseases not-compensated for, such as diabetes and osteoporosis; the use of antibiotics or
anti-inflammatory in the last six months; smoking; chronic alcoholics; pregnant women; implants with mobility
or suppuration, and those who did not accept signing the Consent Form (De Aradjo et al., 2017).

The following parameters were evaluated in six sites of each implant (mesial-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mesial-lingual, lingual, and disto-lingual), using a periodontal probe (PCPUNC-15BR Hu-Friedy, Sao
Paulo, Brazil): (a) marginal bleeding - the presence or absence of bleeding was recorded by passing of the
periodontal probe alongside the margins of the soft tissue; (b) suppuration - presence or absence of suppuration,
spontaneous or when probing; (c) probing depth - distance in millimeters from the margin of the mucosa to the

bottom of the sulcus or the peri-implant pocket (De Mendonga et al., 2009).

Collection of peri-implant and gingival fluid

For the collection of gingival and peri-implant fluid, selected teeth or implants were isolated using sterile
gauze and the collection places were softly dried with an air syringe. Four absorbent paper points number 40 were
placed, isolated, in each place of collection (mesial-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesial-lingual, lingual,
disto-lingual), for approximately 2 mm in the sulcus/pocket for 30 seconds each. Points contaminated by blood or
saliva were discarded. Later, the points were placed in an epperndorf tube with a 0.5 Phosphate-Buffered Saline
(PBS) buffer solution, pH 7.2, composed by 1.9g monobasic potassium phosphate (KH,PO4), 5.1 g sodium
phosphate (Na;HPO4), 42.5 g sodium chloride (NaCl), and 500 ml ultrapure water, distilled in a Milli Q®
(Millipore) device and frozen at -70°C (Escobar et al., 2018).

Quantification of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) and the peri-implant
crevicular fluid (PICF)

The samples collected were analyzed through an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to
determine the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 using specific antibody pairs commercially available,
according to the recommendations of the manufacturer (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). The
following kits from R&D Systems were used: a) Human IL-12 p70 Quantikine ELISA Kit — listing number:
D1200; b) Human IL-15 Quantikine ELISA Kit — listing number: D1500; ¢) Human Total 1L-18 DuoSet ELISA
— listing number: DY318-05; d) Human IL-32 DuoSet ELISA — listing number: DY3040-05. High-sensitivity 96
well flat bottom plates (Microplate, PS, half area, high binding, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Germany). Later, they were cleaned using PBS/Tween 0.05% in an automated cleaner, blocked with 150 ul of
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PBS/BSA 1% (at least one hour, room temperature) and cleaned again using PBS/Tween 0.05%. The samples
were added to the wells of the plates and, in parallel, a standard curve was incorporated through serial dilutions of
the respective recombinant cytokine. The samples throughout the curve were incubated through night at 4°C. The
wells were then cleaned using PBS/Tween 0.05% and, later, 50 pl/well were inserted with their respective
detection antibodies. They remained for three hours in room temperature and were later cleaned using the
PBS/Tween 0.05%. After this stage, 50 uL/well of alkaline phosphatase were pipetted with streptavidin in
PBS/BSA 1%, remaining in room temperature and protected from direct light for two hours. Later, the plates were
cleaned using PBS/Tween 0.05%, after which 50pl/well of the substrate solution were added. The reaction was
interrupted using a 2N of H,SO4 solution. The results were found using absorbance measures of 450 nm and 570
nm in an automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, EUA). The concentrations of the mediators were
determined using a linear regression with the absorbance values found in the curves and expressed in pg/mL. The
results were calculated using standard curves created in each assay, and the absorbance was found comparing the
difference between the first and the second wavelengths (R&D SYSTEMS, 2020). The ELISA assay was blind.

Quantification of total proteins (TPs)

The concentration of cytokines indicated by the automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, USA)
was corrected according with the total concentration of total proteins (TPs) in the crevicular fluid. To do so, 2 pL
of the sample of crevicular fluid were analyzed in a Spectrophotometer NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). The samples were considered adequately pure when the ratio between
absorbances, for 230nm (Green & Sambrook, 2018).

Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out using Excel 2013 for Windows (Microsoft - EUA), GraphPad
Prism, version 8. The Shapiro-Wilk Test was used to verify the normal distribution of the quantitative variables.
The continuous variables, which present normal distribution, were expressed in mean + standard deviation. For
the multiple comparisons, the ANOVA test and Tukey's test were used. Student's t-test was used for single
comparisons. Variables that did not have normal distribution were expressed in median, minimum, and maximum.
For the multiple comparisons, the Kruskal-Wallis and Dunn's tests were used. For single comparisons, Mann-

Whitney's test was used. The significance level assumed for the variables was 5% («=0.05).

3. Results

The concentration of cytokine dosages between control voluntaries and those affected by gingivitis,
periodontitis, and peri-implantitis can be seen in table 1. There were no statistically significant differences
regarding the concentrations of I1L-12 (p=0.5222), IL-15 (p=0.8463), IL-18 (p=0.9980), and 1L-32 (p=0.4039)
between the control volunteers and those affected by gingivitis, periodontitis, or peri-implantitis (Table 1).
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Table 1 - Representation of the dosage of cytokine in control group patients and those with gingivitis,
periodontitis, and peri-implantitis.

IL-128 IL-15P IL-18° IL-320
(n=49) (n=49) (n=49) (n=49)
Control
237(2.7-3635)  34.1(5.7-2635)  24.6(40-2135)  12.2(0.0-71L6)
—_—
Gingivitis 19.8 (7.3-57.4) 30.3(9.0-60.0) 225 (19.0-39.7) 7.3(0.0-73.7)
Periodontitis
38.9 (5.4-97.1) 390.1(8.0-75.7)  26.6(3.7-51.79) 0.0 (0.0-124.8)
Peri-Implantitis 17.0(12.9-46.3)  24.2(203-484)  241(17.1-335)  7.0(0.0-136.8)

@ Kruskal-Wallis test with p=0.5222;
b Kruskal-Wallis test with p=0.8463.
¢ Kruskal-Wallis test with p=0.9980;
d Kruskal-Wallis test with p=0.4039.
Source: the authors, 2021.

Figure 2 is a residual representation of the dosage of interleukins, to show that the concentrations of
cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 were higher in the crevicular fluid of the group with periodontitis, when

compared to the other groups.

Figure 2: Heat map representation of cytokines IL-12, IL-15, IL-18 E IL-32, comparing the experimental group

volunteers (n=49)

IL-12

IL-15

IL-18

IL-32

Control Gingivitis Periodontitis Peri-implantitis

Source: the authors, 2021.
Regarding the expression of cytokines IL-12, I1L-15, IL-18, and IL-32 between volunteers who received
implants, figure 3 shows the analysis of the moments before the implant and one year after the implant. The levels
of IL-12 (p=0.0499) and IL-15 (p=0.0011) increased after the implant, as shown in images 3A and 3B,

respectively. The concentrations of I1L-18 (p=0.08) also increased when the moment before the implant was
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compared with one year later (Figure 3C), there was no statistically significant difference. Finally, the 1L-32 were

lower after one year of the implant, albeit with no statistical difference (Figure 3D).

Figure 3 - Representation of the dosages of cytokines comparing the moments before and after the implant. ®Mann
Whitney, IL-12: p=0,0499; ®Mann Whitney, 1L-15: p=0,0011; “Mann Whitney, 1L-18: p=0,08; ‘Mann Whitney,

IL-32: p=1; (n=8)
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Figure 4A shows the cytokines IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 before and after the implant, between
control volunteers and those with periodontal injuries (gingivitis and/or periodontitis). Regarding the 1L-12
dosages, in figure 4A, this cytokine increased after the implant, both for control volunteers and for volunteers with
periodontal injuries. However, this result was not statistically significant. The dosages of IL-15 (Figure 4B)
increased after the implant in both groups. However, in the control group, this increase trended towards a
statistically significant result (p=0.0512), while in the group with periodontal injuries there was a significant
increase in IL-15 concentration (p=0.0407). Finally, there was also an increase in the IL-18 concentration

(p=0.0153) among control volunteers, when the moments before and after the implant were compared (Figure

4C).

Source: the authors, 2021.
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Figure 4 - Representation of the dosages of cytokines, comparing moments before and after the implant, between
control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). ®Kruskal-Wallis test and Dunn's post
test, I1L-15: p=0.0512 before implant control vs. after implant control; ®Kruskal-Wallis test and Dunn's post test,
IL-15: p=0.0407 before implant lesion vs. after implant lesion; °Kruskal-Wallis test and Dunn's post test, I1L-18:

p=0.0153 before implant control vs. after implant control; (n=8)
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Source: the authors, 2021.

Regarding figure 5, it is a residual representation of cytokine concentrations. It is possible to notice that
there was an increase in the concentration of the IL-12, IL-15, and IL-18 cytokines when we compare the moments
before the implant in control volunteers and in those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). There was also
an increase in the concentration of cytokines IL-12 and IL-15, when the moment after the implant is compared

between control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis) (Figure 5).

Figure 5 - Heat map representation of cytokines IL-12, IL-15, IL-12, and IL-32, comparing moments before and

after the implant, between control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis) (n=8)

IL-12

IL-15

IL-18

IL-32

Post Implant Injury

Pre Implant Control Pre Implant Injury Post Implant Control

Source; the authors, 2021.
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4. Discussion

The null hypothesis was not rejected in this study, since there was no significant difference between the
cytokines analyzed in the control group and the groups with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis.
Regarding the analysis of the cytokines before and after the implant, the null hypothesis was rejected for cytokines
IL-12, IL-15, IL-18, because a significant difference was observed.

We evaluated the patients one year after they had an implant placed, since the functional load can
collaborate for marginal bone loss around the implants.**According to the literature consulted, this is the first study
that simultaneously compared the levels of 1L-12, IL-15, IL-18, and I1L-32 in the gingival crevicular fluid (GCF)
of patients with gingivitis and periodontitis, in addition to the peri-implant crevicular fluid (PICF) in peri-
implantitis, using the ELISA method.

Our study did not observe statistically significant differences regarding IL-12, IL-15, I1L-18, and 1L-32
concentrations between control volunteers and those affected by gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis,
corroborating a previous study in which the authors showed that the profile of proinflammatory cytokines (TNF-
a, IL1-B, TGF-B2) in the periodontal tissue, measured by the method ELISA, was similar to the peri-implant tissue
at three different points in time (0, 21, 90 days) after the placement of the implant (Schierano et al., 2008). A
previous study found, opposed to these findings, that IL-12 and IL-18 induced severe inflammatory disturbance,
suggesting that 1L-18 is a potent proinflammatory cytokine with a physiopathological role in many inflammatory
conditions (Pradeep et al., 2009). Furthermore, IL-32 is known to be secreted by several cells after the stimulation
of some inflammatory cytokines, such as 11-12, I1L-1b, IFN-y, IL-18. The IL-32 is an inflammatory cytokine
produced by lymphocytes, epithelial cells activated by IFN-y, NK cells (Goda et al., 2006). Furthermore, the IL-
32 acts over macrophages/monocytes, encouraging the synthesis of TNF-o and 1L-6, as well as inducing the
secretion of chemokines (IL-8 and MIP-2), being important in the triggering and persistence of the inflammatory
process (Kim et al., 2005). Still regarding 1L-32, this cytokine antagonizes the activation of NK cells to inhibit
phosphorylation of STATS5 mediated by IL-15, suppressing its expression of an effector molecule induced by IL-
15, with cytolytic capacity (Gorvel et al., 2017). IL-15, in turn, controls the liberation of IL-18 by human
monocytes, creating a proinflammatory environment, as induced by IFN-y (Sattler et al., 2015). The combination
of IL-15 and IL-18 could induce the expression of IFN-y and granzyme B, suggesting that when these cytokines
act together, they are more potent (Ussher et al., 2013). Interleukins IL-15 and IL-32 contributed together to cause
physiopathological events that include cell death, inflammation, allergy, and epithelial cell autoimmunity (Conti,
Youinou, & Theoharides, 2007). Although the human recombinant IL-32 induces the production of many
proinflammatory cytokines and chemokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007), our study suggests that IL-
32 may have contributed for the non-activation of 1L-12, IL-15, IL-18, inhibiting the levels of these cytokines in
the gingival crevicular fluid (GCF) and in the peri-implant crevicular fluid (PICF).

Cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 presented higher levels in the group with periodontitis when compared
to the other groups. Furthermore, after the implant, there was an increase in the concentration of cytokines IL-12,

IL-15, and 1L-18 when compared to the moment one year after the implant, for both the control and injured
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patients. This can be made clear by the fact that the human NK cells show an adaptive behavior in response to a
combination of proinflammatory cytokines, such as interleukins IL-12, IL-15, and IL-18. (Romee et al., 2016). All
cytokines mentioned lead to the generation of NK cells with functional "memory" properties (Zhuang et al., 2018).
It has been shown that the cell line of monocytes and macrophages can respond to the encouragement of IL-15,
increasing 11-18 and IL-12 (Bannwart et al., 2007). Furthermore, the IL-18 is a cytokine responsible for the
beginning and progression of the periodontal disease (Figueredo et al., 2008). Therefore, the periodontal
inflammation may not be resolved successfully due to the accumulation of 1L-18. A previous study showed that
levels of IL-18 in GCF increased in places where there was periodontitis, suggesting that this cytokine is associated
to the severity of the periodontal disease (Orozco et al., 2006). The same thing was verified in the previous study
in which the IL-18 had an extremely important role in gingival inflammation and a strong expression of IL-18 was
found in gingival samples with the increase of the sulcus depth (Johnson & Serio, 2005). Therefore, in our study,
we suggest that this combination of IL-12/15/18 cytokines has the same function in the generation of NK cells.
Furthermore, the activity of IL-18 often requires co-stimulating factors to respond, such as IL-12 or IL-15, which
is why we believe that IL-18 may have interfered in the results of patients with periodontal diseases.

The levels of IL-12 and IL-15 increased after the implant. Regarding the IL-12 dosages, this cytokine
increased after the implant, both for control volunteers and for volunteers with periodontal injuries. However, this
result was not statistically significant. The IL-15 dosages, comparing the moments before and after implant,
increased for both groups. However, it also trended towards a significant increase in the control group. There was
also an increase in the concentration of cytokines IL-12 and IL-15 when we compare the moment after the
installation of the implant, comparing control volunteers and those who had injuries (gingivitis and/or
periodontitis). The combination of IL-15 and IL-12 contributes for the production of IFN-y, TNF-a, and GM-CSF
by human NK cells (Carson et al., 1995). Additionally, the synergy between IL-12 and IL-15 is responsible for
inducing the response of Thl cells against infections by intracellular microorganisms (Yoshikai & Nishimura,
2000). Therefore, both IL-15 and IL-12, produced by activated human monocytes, had a critical role as cofactors
in the production of IFN- y by NK cells, which is important to activate monocytes and for the development of an
effective innate immune response for infections, before the appearance of antigen-specific T cell responses (Carson
& Caligiuri, 1998). As a result, we suggest that cytokines IL-12 and IL-15, which contribute for the production of
IFN- vy, could be the key for the generation of NK cells, which are important components of innate bacteria
immunity, acting in the development of inflammations due to their quick response and to their intimate relation
with the production of proinflammatory cytokines, leading to peri-implantitis.

There was a significant increase in IL-15 in the group with periodontal injuries. These results corroborate
the previous study, according to which the total amount of IL-15 in the GCF of the group with gingivitis was
significantly higher when compared to the healthy controls (Buduneli et al., 2003). Since the IL-15 is a proteolytic
proinflammatory cytokine, it is superexpressed in several inflammatory diseases such as gingivitis and peri-
implantitis. The proinflammatory cytokine 1L-15 is more present in tissue injuries and in the fluids of chronic
inflammatory diseases (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007). Furthermore, an in vitro study showed that I1L-15

induced the expression of monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) by peripheral blood monocytes. The authors
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found that IL-15, produced in inflammation sites, may play an essential role in the regulation of blood leukocytes
(Badolato etal., 1997). Our findings suggest that IL-15, since it is a proinflammatory cytokine, may be pronounced
in tissue injuries and in the fluids of chronic inflammatory diseases, justifying its superexpression in our studies
in the groups with gingivitis and periodontitis.

No statistically significant difference was found regarding the concentrations of IL-18, although the
cytokine increased after the implant. The results corroborate another study which showed a gradual increase in the
concentration of IL-18 in the peri-implant crevicular fluid after 3 months of functioning (Hu et al., 2019). The IL-
18 increased one year after the implant was placed, since it is a proinflammatory cytokine that can induce IFN-y,
GM-CSF, TNF-a, and IL-1 in immunocompetent cells, which can activate cell death by lymphocytes and regulate
the expression of certain chemokine receptors (Nakanishi et al., 2001). As a result, we believe that the increase
in IL-18 one year after the implant was placed is associated to an intensified proinflammatory activity, indicating
local inflammation, which suggests peri-implantitis.

Although the levels of IL-32 were lower one year after the implant, this diminution was not significant,
and it is known that human recombinant I1L-32 induces the production of several proinflammatory cytokines and
chemokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007). This cytokine is produced mainly by T lymphocytes, NK
cells (Novick et al., 2006) and by dendritic cells, when stimulated by IL-15 (Gorvel et al., 2017). Furthermore,
IL-32 is secreted by several cells after the stimulation of certain inflammatory cytokines, such as IL-12, IL-1b,
IFN-y, IL-18 (Goda et al., 2006). IL-32 acts on macrophages/monocytes, stimulating the synthesis of TNF-a and
IL-6, inducing the secretion of chemokines (IL-8, MIP-2). As mentioned above, although the IL-32 induces the
production of several proinflammatory cytokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007) and is important in the
triggering and persistence of the inflammatory process (Kim et al., 2005), although in our study suggests that the
suppression of 1L-32 interfered with the results. In addition, no studies were found in literature that related 1L-32
to peri-implantitis.

Considering this, it is essential to trace an immune response profile that compares periodontal diseases
and peri-implantitis, since it is known that patients with periodontal diseases are more likely to develop peri-
implant diseases (Sgolastra et al., 2013).

This study had limitations, once we obtained a reduced number of samples, as it was not possible to
collect samples from all patients one year after implants installation. This study evaluated the local immune
responses of gingivitis, peri-implantitis, and periodontitis in two moments: before and after the implant was placed.

As a result, there was a prospective evaluation one year after the placement of the implant.

5. Conclusion

According to the results and methodology of this study, there was no difference in the synthesis of 1L-12,
IL-15, IL-18, and IL-32 in healthy individuals or in those with periodontal injuries. However, there was an increase
in the cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 one year after the implant was placed, which would be increasing the

inflammatory activity in peri-implantitis. Since this was the first study to correlate the cytokines 1L-12, IL-15, IL-
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18, and IL-32 before placement of an implant and one year after it, in the volunteers of a control group and in
those with injuries (gingivitis and/or periodontitis), more studies would be necessary to better understand the
immunological balance in gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis.

In summation, local factors, functional implants, and the time since the installation of the implant must

be considered for future studies, so that base cytokine levels in in the peri-implant crevicular fluid can be verified.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As doencgas periodontais, incluindo gengivite e periodontite, sdo as doencas cronicas
mais comuns em infeccdes em adultos que se caracterizam por uma progressdo a danos ao
tecido de suporte dentario, além de serem causadas por um agente patogénico da microbiota do
biofilme subgengival.

Ja as doencas peri-implantares (mucosite peri-implantar e peri-implantite) sao aquelas
associadas ao biofilme, e a progressdo da peri-implantite parece ser mais rapida que a da
periodontite. Recomenda-se que os clinicos obtenham radiografias e medidas de sondagem
imediatamente apos a finalizacdo da prétese sobre implante. Uma radiografia adicional depois
do periodo de carga deve ser obtida para se estabelecer uma referéncia de nivel 6sseo apos a
remodelacdo fisiologica. Devem ser obtidos radiografias e dados clinicos prévios, caso seja um
paciente novo na implantodontia, para avaliar as mudancas no nivel dsseo.

Os implantes dentarios sdo uma opcdo de tratamento com resultados confidveis na
reabilitacdo oral, indicada para reabilitar espacos decorrentes de auséncias dentais parciais ou
totais, a fim de garantir varios tipos de proteses. Os implantes dentarios sdo utilizados para a
substituicdo de um dente em zonas estéticas.

O estudo realizado apresentou limitagdes importantes, pois ndo foi possivel coletar
amostras de todos os pacientes ap6s um ano da instalacdo dos implantes. O presente estudo
avaliou as respostas imune local das condic¢des gengivite, periodontite e peri-implantite em dois
momentos: antes e apos a instalacdo do implante. Havendo, assim, neste estudo, uma avaliacdo
prospectiva de um ano apds a instalagdo do implante, a condicao de peri-implantite no momento
da coleta do fluido crevicular peri-implantar (FCPI).

No inicio deste presente estudo tivemos como objetivo comparar 0s niveis de 1L-12,
IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-implantar (FCPI) de pacientes
com gengivite, periodontite e peri-implantite antes e um ano apés a instalagdo do implante,
através da técnica de ELISA e com os resultados do presente estudo conseguimos alcancar esses
objetivos. Dessa forma, apds concluido o trabalho as expectativas foram alcancadas, ja que
conseguimos, através de analise estatistica, obter resultados comparativos de uma variedade de
marcadores inflamatorios pela analise do fluido crevicular gengival (FCG) e do fluido
crevicular peri-implantar (FCP).

Tese de Doutorado — Juliana Barbosa de Faria

84



1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802

1803

1804

1805

1806

1807

1808

1809

1810

1811

Verificou-se que ndo houve diferenca na sintese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 entre
individuos saudaveis e individuos com lesdo periodontal, sugerindo que a 1L-32 possa ter
contribuido para a ndo ativacdo de I1L-12, IL-15 e IL-18, inibindo os niveis destas citocinas no
fluido crevicular gengival (FCG) e no fluido crevicular peri-implantar (FCPI). Todavia,
evidencia-se que houve um aumento das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano apds a
instalagdo do implante, o que estaria intensificando a atividade proé-inflamatdria na peri-
implantite.

Sabe-se que pacientes com doencas periodontais apresentam maior probabilidade de
desenvolver peri-implantite. Assim, é de grande importancia tracar um perfil de resposta
imunolégica que compare essas doencas em um Unico paciente, com a finalidade de prevenir
insucessos na evolucdo da osseointegracdo dos implantes dentérios. Diante disso, tal
contribuicdo cientifica, aliada a outros estudos anteriores, torna-se uma ferramenta fundamental
para entender melhor a inflamacéo da gengivite, periodontite e peri-implantite, servindo de base
para ampliar o campo cientifico, possibilitando, como consequéncia benéfica, uma maneira de
tentar reverter o quadro inflamatdrio.

Sendo assim, como este estudo foi o primeiro a correlacionar as citocinas IL-12, 1L-15,
IL-18 e I1L-32 antes e um ano ap0s a instalacdo do implante entre os voluntarios controle que
possuiam gengivite, periodontite e peri-implantite, sdo necessarios mais estudos para melhor

compreender o equilibrio imunoldgico nestas trés doencas.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo e a metodologia empregada, ndo houve
diferenca na sintese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 entre individuos saudaveis e individuos com
doenca periodontal. Todavia, houve aumento das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano apdés a
instalagdo do implante, o que estaria intensificando a atividade pré-inflamatéria na peri-
implantite. Como este estudo foi o primeiro a correlacionar as citocinas 1L-12, IL-15, IL-18 e
IL-32 antes e um ano apos a instalacdo do implante entre os voluntarios controle que possuiam
doenca periodontal (gengivite e/ou periodontite), sdo necessarios mais estudos para melhor
compreender o equilibrio imunoldgico na gengivite, na periodontite e na peri-implantite.

Em suma, fatores locais, implante funcional e o tempo da instalacdo dos implantes
devem ser considerados de grande importancia em estudos futuros para verificar niveis basais

de citocinas no fluido crevicular gengival e no fluido crevicular peri-implantar.
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Nome:

108

APENDICE A - ANAMNESE

TRIANGULO MINEIRO- Uberaba-MG

Dados pessoais
Data: / /

Data de nascimento: / Idade:

Raga: o Branco o Negro

Estado civil: Profissao:

Género: oFeminino oMasculino

Endereco:

Bairro:

Telefone: Celular:

Motivo da perda dos dentes:

Sistema cardiovascular: Pressao arterial:

Hipertensdo arterial ( ) sim () ndo

Sistema respiratorio (asma, pneumonia, bronquite,
enfisema, fibrose...) ( )sim ( )ndo

Qual?

Sistema genito-urinario (cistite, nefrite, insuficiéncia renal...)
( )sim ()ndo

Qual?

Sistema digestdrio (gastrites, Ulceras...)
( )sim ()néo

Distarbios hemorrégicos (distarbios de coagulacéo, purpuras...)
()sim ()néo

Qual? Qual?

Sistema enddcrino (diabetes, paratireoidismo. Alergias ( )sim ()ndo
Tireoidite...) ()sim ()néo Qual?

Qual?

Discrasias sanguineas (leucemia, agranulocitose)
( )sim ()néo
Qual?

Doencas infecciosas (hepatite, DST, AIDS, tuberculose...)
)sim () ndo

Qual?

Sedentarismo ( )sim ()ndo

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

Tabagismo ( ) sim ( ) nédo

Indice de massa corporal

Quantos cigarros por dia: (IMC) =peso = =

() ex-fumante Ha quanto tempo? (altura)2

() fumante passivo peso= altura=

Esta sob tratamento médico? ( ) sim ( ) ndo Faz uso de algum medicamento? ( )sim () ndo
Quiais?
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1)Possui alguma doenca auto-imune (pénfigo, tireoidite de
Hashimoto ...) ()sim ()néo

Qual?

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

Qual?

Deficiéncia de vitamina C?

Ingere fontes de vitamina C?

Ja teve problemas periodontite antes da colocacao do
implante? ( )sim ( )ndo

Condicéo dental (coroa)

Osteoporose () sim ( ) ndo

Se a resposta anterior foi sim: Fez tratamento periodontal? ( )
sim () ndo quando?

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Indice Condicao
0 Dente natural
1 Ausente

48 47 46 45 44 43 42 41 | 31 32 33 34 3 3b 37 38 2 Implante

Higienizagdo ( ) satisfatéria () deficiente Ha antagonista ao implante? ( )sim ( )néo

( )dente () protese removivel ( ) protese fixa

Sangramento a sondagem

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 3% 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 | 21 22 23 24 25 26 27 28 | Indice Condicao
0 Auséncia
1 Presenca
48 47 46 45 44 43 42 41 | 31 32 33 34 3% 36 37 38

Profundidade de sondagem (em milimetros)

Implante (dente) Recessdo Profundidade de sondagem Sangramento
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=

Implante Tipo de implante Data do implante Data do Data de instalacdo da prétese
(dente) cicatrizador sobreimplante
o Implante indice de Placa indice Escore — indice de placa Escore — indice gengival
o0 Dente Gengival (sangramento)
0 Sem placa 0 | Auséncia
1 Uso de sonda 1 | Presenca de pontos
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2 Olho nu 2 | Colar

3 Abundancia 3 | Abundante
2739
2740
2741 - Situacdo do provisorio (quando houver):
2742 - Contato prematuro? Dente antagonista € dente ou protese? (de que
2743  material?)
2744
2745
2746
2747 Assinatura do paciente
2748
2749
2750 A
2751 APENDICE B - TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
2752
2753 v
2754 =
2755 MINISTERIO DA EDUCAGAO
2756 UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO- Uberaba-MG
2757
2758 TERMO DE ESCLARECIMENTO
2759
2760 Peri-implantite € um termo utilizado para identificar o processo de inflamacgdo que
2761  ocorre em torno de um implante dentario. O diagndstico desta doenga € extremamente
2762  importante, pois se ndo for identificada e tratada, pode levar a perda do implante. O presente
2763  estudo “AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR EM PACIENTES
2764 COM GENGIVITE, PERIODONTITE E PERI-IMPLANTITE” tem como objetivo comparar
2765  os niveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular peri-implantar de pacientes com e
2766  sem peri-implantite. Como 0s avancos na area da salde ocorrem por meio de estudos como
2767  este, sua participacdo é importante. Caso vocé participe, serd necessario fazermos coletas de
2768  amostra de fluido crevicular peri-implantar, exames radiograficos, perguntas sobre sua saude
2769 geral e odontoldgica. Este estudo permitira identificar se vocé tem peri-implantite e também
2770  lhe oferecera todo o suporte de informag6es sobre sua prevencédo e tratamento. Nao sera feito
2771  nenhum procedimento que traga risco a sua vida ou maior desconforto.
2772 Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da pesquisa
2773  ou retirar seu consentimento a qualguer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Por sua
2774  participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de
2775 que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua
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responsabilidade. Seu nome ndo aparecerd em qualquer momento do estudo, pois vocé sera

identificado com um ndmero.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , li e/lou 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 afetard
meu tratamento. Sei que meu nome nao sera divulgado, que ndo terei despesas e nao receberei
dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, / /

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: Sanivia Aparecida de Lima Pereira: (034) 99153-5353
— Juliana Barbosa de Faria: (034) 99684-3480

Em caso de dlvida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité
Etica em Pesquisa da Universidade de Uberaba, pelo telefone 034 3319-8816.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR E DA GENGIVA MARGINAL
DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM PERI-IMPLANTITE.

Pesquisador: Sanivia Aparecida de Lima Pereira

Area Temética:

Verséo: 3

CAAE: 64947717.0.0000.5145

Instituicdo Proponente: Sociedade Educacional Uberabense
Patrocinador Principal: Sociedade Educacional Uberabense

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.457.394

Apresentacédo do Projeto:

O titulo do projeto em tela é “AVALIACAO IMUNOLOGICA DO FLUIDO CREVICULAR E DA GENGIVA
MARGINAL DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM PERI-IMPLANTITE”", e traz a hipétese de que
pacientes com periodontite crénica apresentam maior probabilidade de desenvolver peri-implantite.

O projeto esta bem fundamentado e traz uma extensa introducéo sobre o tema abordando as principais
causas e consequéncias da periodontite e das doencgas peri-implantares. Para alcancar os objetivos
propostos, os pesquisadores contardo com 30 pacientes com periodontite e indicacao de exodontia com
posterior instalacéo de implantes. Estes pacientes foram/seréo selecionados no periodo de janeiro de 2018
a dezembro de 2018 durante consulta de acompanhamento dos implantes numa clinica odontoldgica da
rede privada na cidade de Uberaba. Apds o exame clinico, serdo obtidas radiografias intra-orais periapicais
para cada dente utilizando a técnica do paralelismo com posicionador radiografico para avaliar a perda
Ossea periodontal. Nestes sera coletado fluido crevicular e fragmentos de gengiva, antes e apos seis meses
decorrentes da instalacdo do implante dentério. O fluido coletado serd processado para 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA), e os fragmentos de gengiva serdo preparados para a imunohistoquimica, ambos
com a finalidade de avaliar citocinas pré e anti-inflamatorias. Além disso, as amostras serdo processadas

histologicamente, coradas pelo corante HE para avaliacdo do processo inflamatério e pelo corante

Endereco: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitario CEP: 38.055-500
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3319-8811 Fax: (34)3314-8910 E-mail: cep@uniube.br
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Picrossirius para quantificagdo de colageno.

Os critérios de exclusdo para a selecdo dos pacientes serdo os seguintes: realizacéo de terapia periodontal
h& menos de 1 ano; presenca de doencas sistémicas relevantes; uso de antibidticos ou anti-inflamatorios
nos Gltimos seis meses; pacientes fumantes, etilistas crénicos; pacientes com doencas sistémicas;
gestantes; lactantes; implantes com mobilidade ou supuracéo e aqueles pacientes que ndo concordarao
assinar o termo de consentimento.

As analises estatisticas serdo realizadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para a avaliacdo da
normalidade, e Mann Whitney para variaveis com distribuicdo ndo-normal quando realizada a comparac¢ao
entre os dois grupos (com ou sem peri-implantite). Para varidveis qualitativas (masculino/feminino;
caucasiano/ndo caucasiano) sera utilizado o teste exato de Fisher. O nivel de significAncia assumido sera de
5% (p<0,05).

Os pesquisadores esperam que os dados obtidos possam auxiliar em tracar um perfil de resposta
imunoldgica que compare as duas doengas em um Unico paciente, com a finalidade de prevenir insucessos
na evolucao da osseointegracao dos implantes dentarios.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Realizar avaliagdo imunolégica do fluido crevicular e da gengiva marginal em pacientes com periodontite e
peri-implantite.

Objetivo Secundario:
Comparar a intensidade de inflamacao, a porcentagem de coldgeno e a expressédo de citocinas no fluido
crevicular e na gengiva antes e apds 1 ano da instalagdo do implante dentario.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

De acordo com os proponentes “nao havera riscos para o paciente porque a coleta do fluido crevicular nao
provocara dor nem desconforto. Da mesma forma a coleta dos fragmentos de gengiva serédo realizadas sob
anestesia local e como forma do tratamento dos pacientes com peri-implantite ou periodontite. Dos
pacientes controles serdo coletados fragmentos do tecido peri-
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implantar na regido adjacente a gengiva que sera aberta para colocagcao de um novo implante. Nao havera
perda de confidencialidade, pois os pacientes serdo identificados por nimeros”.

Beneficios

Os beneficios estao voltados em tragar um perfil de resposta imunol6gica que compare essas duas doengas
em um Unico paciente, com a finalidade de prevenir insucessos na evolucao da osseointegracdo dos
implantes dentarios.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O presente projeto esta bem fundamentado e a metodologia atende aos principios éticos em pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
A folha de rosto esta devidamente assinada, indicando corretamente a Instituicdo proponente (Universidade
de Uberaba); além disso, o declarante menciona estar ciente da resolucéo 466/12, a qual serd cumprida;

A carta de autorizacdo da Policlinica Getulio Vargas, onde as amostras serdo coletadas, esta devidamente
assinada pelo prof. Anderson Silva CRO-16754-MG, e com a ciéncia do prof. Dr. Luis Henrique Borges,
diretor do curso de Odontologia da UNIUBE.

O TCLE vem com uma linguagem mais acessivel ao publico, embora ainda encontramos alguns termos de
dificil entendimento ao leigo como a transcri¢céo do objetivo da pesquisa dentro do mesmo. Contudo, este é
explicado ao longo do termo. Os beneficios sdo apresentados, assim como medidas para evitar eventual
perda da confidencialidade. Além disso, traz o cabecalho correto e os contatos do responsavel pela
pesquisa, da Policlinica e do CEP da UNIUBE.

Recomendagdes:

Nao h&a

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os proponentes adequaram o projeto, TCLE e encaminharam a carta de autorizagéo da Policlinica.
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De acordo com a avaliacao realizada assinalo o referido projeto como APROVADO, salvo melhor juizo feito
pelos membros do CEP-UNIUBE.

Consideracgdes Finais

acritério do CEP:

Em 21/12/2017 a plenaria votou de acordo com o relator, pela aprovacao da proposta, lembrando o

proponente do compromisso com o que trata as Resolucdes 466/12 e 510/2016, especialmente no que diz

respeito a entrega dos Relatorios Parcial e Final da pesquisa ao CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Brochura 16:48:14 |Lima Pereira
Investigador
Parecer Anterior PARECER.pdf 04/12/2017 |Sanivia Aparecida de| Aceito
16:22:16 | Lima Pereira

TCLE / Termos de | TCLE.docx 04/12/2017 |Sanivia Aparecida de| Aceito

Assentimento / 15:42:22 |Lima Pereira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhoderosto.pdf 04/12/2017 |Sanivia Aparecida de| Aceito
14:43:53 _|Lima Pereira

Outros Autorizacaoll.jpeg 04/12/2017 |Sanivia Aparecida de| Aceito
14:41:42 |Lima Pereira
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14:36:15 | Lima Pereira
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Immunological evaluation of the crevicular fluid in patients with gingivitis,

periodontitis, and peri-implantitis: a 1-year cross-sectional study

Avaliacédo imunologica do fluido crevicular em pacientes com gengivite, periodontite e peri-
implantite: um estudo transversal de 1 ano

Evaluacion inmunoldgica del liquido crevicular en pacientes con gingivitis, periodontitis y

periimplantitis: un estudio transversal de 1 afio
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Abstract

Objective: To assess the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) and peri-
implant crevicular fluid (PICF) in patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis before and one year after
implant installation. Material and Methods: Forty-nine samples of GCF and PICF were collected from March 2018 to
March 2019. The patients were classified: patients with gingivitis (n=7), patients with periodontitis (n=14), patients
with peri-implantitis (n=4) and healthy patients (n=24). The crevicular fluid from the 49 patients was collected before
implant installation (n=8) and one year after implant placement (n=8). The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) was used to evaluate the levels of cytokines in crevicular fluid. Results: Patients with gingivitis,
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periodontitis, and peri-implantitis showed higher concentrations of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 when compared
with control group. In general, the levels of IL-12 and IL-15 increased when compared to the moments before and
after implant installation. There was also an increase in the concentration of IL-18 in the control group volunteers
after implant installation. Conclusion: The results and methodology of this study showed that there was no difference
in the synthesis of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in healthy individuals or in those with periodontal injuries.
However, there was an increase in the cytokines I1L-12, IL-15, and IL-18 one year after implant installation, which
would be increasing the inflammatory activity in peri-implantitis.

Keywords: Cytokines; Periodontal diseases; Gingival crevicular fluid; Peri-implantitis.

Resumo

Objetivo: Avaliar os niveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-implantar
(FCPI) de pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite antes e um ano ap6ds a instalacdo do implante.
Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG e FCPI foram coletadas entre marco de 2018 a margo de 2019.
Os pacientes foram classificados de acordo com a situacdo periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite
(n=7), pacientes com periodontite (n=14), pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudaveis (n=24). Desses
49 pacientes, foi coletado fluido crevicular antes da instalagdo do implante (n=8) e um ano apds a instalagdo do
implante (n=8). O Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) foi usado para avaliar os niveis de citocinas no
fluido crevicular. Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores
concentragdes de 1L-12, IL-15, 1L-18 e I1L-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral, os niveis de 1L-12 e
IL-15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e apés a instalagdo do implante. Também houve aumento
na concentracéo de IL-18 nos voluntarios do grupo controle apés a instalacdo do implante. Conclusdo: Os resultados e
a metodologia deste estudo mostraram que ndo houve diferenca na sintese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em
individuos saudaveis ou com lesdo periodontal. Porém, houve aumento das citocinas I1L-12, 1L-15 e IL-18 um ano
apos a instalagdo do implante, o que estaria aumentando a atividade inflamatoria na peri-implantite.

Palavras-chave: Citocinas; Doencas periodontais; Liquido do sulco gengival; Peri-implantite.

Resumen

Obijetivo: Evaluar los niveles de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en el liquido crevicular gingival (LCG) y en el liquido
crevicular periimplantar (LCP) de pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis antes y un afio después de la
colocacion del implante. Material y métodos: Se recogieron 49 muestras de FCG y FCPI entre marzo de 2018 y marzo
de 2019. Los pacientes se clasificaron segln el estado periodontal o periimplantario: pacientes con gingivitis (n=7),
pacientes con periodontitis (n=14), pacientes con periimplantitis (n=4) y pacientes sanos (n=24). De estos 49
pacientes, se recogio liquido crevicular antes de la instalacion del implante (n=8) y un afio después de la instalacion
del implante (n=8). Se utiliz6 un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para evaluar los niveles de citoquinas en el
liquido crevicular. Resultados: Los pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis presentaban mayores
concentraciones de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en comparacién con el grupo de control. En general, los niveles de IL-
12 e IL-15 aumentaron en comparacién con los momentos anteriores y posteriores a la instalacion del implante.
También se produjo un aumento de la concentracion de IL-18 en los voluntarios del grupo de control tras la
instalacion del implante. Conclusion: Los resultados y la metodologia de este estudio mostraron que no habia
diferencias en la sintesis de 1L-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en sujetos sanos o0 en sujetos con lesiones periodontales. Sin
embargo, hubo un aumento de las citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 un afio después de la instalacion del implante, lo que
aumentaria la actividad inflamatoria en la periimplantitis.

Palabras clave: Citoguinas; Enfermedades periodontales; Liquido del surco gingival; Periimplantitis.

1. Introduction

Periodontal diseases are inflammatory processes that start in the gingiva as a response to bacterial antigens that

accumulate on the dental plaque throughout the gingival margin. The plaque is a biofilm formed by bacteria, salivary proteins,

and desquamated epithelial cells. Bacteria trigger the production of cytokines and chemokines on the gingival epithelium,

leading to the expression of adherence molecules and to the increase of the permeability of gingival capillaries and of the

chemotaxes of neutrophils through the junctional epithelium into the gingival sulcus (Silva et al., 2015). The earlier

manifestation of the periodontal disease is gingivitis, which is characterized by hyperemia, edema, and gingival bleeding.

When gingivitis is not treated early, it can evolve into a periodontitis, which is characterized by the loss of the insertion of the

periodontal tissue that gives support and protection to the dental element. Therefore, the periodontitis affects deeper structures,

causing the resorption of the collagen fibers of the periodontal ligament, the resorption of the alveolar bone, abscesses, increase

of the gingival sulcus depth, greater tooth mobility, and loss of the dental element (Zhang et al., 2020).
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The progression of the periodontal disease does not depend only on the bacteria, but also on the immunological
response. Consequently, the immune response of the host has an essential role in the balance between the destruction and the
recovery of the periodontal tissue. Therefore, current researches about periodontal diseases have focused on the immunological
responses involved in them (Zhang et al., 2020).

On the other hand, the bacteria in the biofilm can also provoke revertible inflammation on the mucosa that surrounds
dental implants (peri-implant mucositis) and irreversible injuries in the tissue that sustains these implants (peri-implantitis)
(Rinke et al., 2020). This can trigger marginal bleeding, mobility, and loss of the implanted dental element, compromising both
aesthetic and function. Similarly to periodontal diseases, the cytokines released in the site contribute for the progress of these
diseases (Ali et al., 2021). However, these peri-implant diseases are still not fully understood. So far there is no consensus on
the etiologies and pathogenesis, especially when compared to periodontitis (Kalsi, Moreno, & Petridis, 2021).

However, the installation of dental implants brings great benefits to patients and has contributed to reducing the
number of edentulous patients worldwide. The treatment of edentulism with dental implants is a routine treatment in daily
dental practice and is becoming more and more widespread over the years (Kormas et al., 2020). Although there has been a
great advance in the area of these implants in recent years, the number of failures related to inflammation of the peri-implant
tissue has also increased. Currently, the prevalence of periimplant diseases is high, with 43% progressing to periimplant
mucositis and 22% progressing to periimplantitis (Rinke et al., 2020).

The number of studies in this area is growing in order to understand the immunological mechanism involved in the
progression of these diseases, since the assessment of inflammatory cytokine levels in periodontal and peri-implant diseases
can allow the identification of the active disease, contributing to the diagnosis and early treatment (Ali et al., 2021).

The present study was carried out aiming to contribute for the understanding of tissue injury in gingivitis,
periodontitis, and peri-implantitis, starting from the principle that interleukins (IL) and other cytokines stimulate cells from
several different lineages and differentiation stages.

Figure 1 summarizes the behavior of the immune response during the establishment and development of the
periodontal lesion. During gingivitis and, later, periodontitis, immune cells, such as TCD4+ lymphocytes and NK cells are
activated and produce IFN-y, a key cytokine for other interleukins to be activated, such as IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32
(Zhuang et al., 2018). Once these cytokines are produced, a feedback loop is activated, more IFN-y is produced and more NK
cells are activated, creating a serious inflammatory disorder (Pradeep et al., 2009). This disorder is characterized by high levels
of IL-12, IL-15, IL-18, IL-32, which are proinflammatory cytokines, related to the liberation of other proinflammatory
cytokines (IFN-y and TNF-a) (Nakanish et al., 2001) and chemokines. This group of cytokines (Interleukins 12, 15, 18, and
32) have proteolytic action, thus acting in the progression of inflammatory diseases such as gingivitis and periodontitis (Conti,
Youinou, & Theoharides, 2007).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i13.20756
FreeText
122


123

Research, Society and Development, v. 10, n. 13, e41101320756, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i13.20756

Figure 1 - Relation between IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32.
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Created by BioRender.com. Source: Authors (2021).

Although there are studies that evaluated the immune response in periodontal and peri-implant tissues (Ali et al.,
2021), this is the first study to simultaneously compare the levels of IL-12, IL-15, IL-18 and IL-32 in the crevicular fluid from
patients with gingivitis, periodontitis and periimplantitis. Also, the first study to compare all these cytokines simultaneously,
before and one year after the installation of dental implants.

As all the immunological mechanisms involved in these diseases are not yet understood, the results of the present
study will allow us to bring new knowledge for better understanding of the pathogenesis of periodontal and peri-implant
diseases. This study can contribute to a better quality of life for people, since the understanding of the mechanisms of these
diseases can collaborate in the adoption of prophylactic and therapeutic measures in order to prevent the loss of teeth and
dental implants. Knowing the importance of teeth for aesthetic, mastication, and phonetics is enough to justify the need to
understand the pathogenesis of these diseases.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the levels of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival fluids
of patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis, before the extraction of the teeth and one year after the placement
of dental implants.

2. Methodology
Selection of patients

This prospective cross-sectional study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the University
of Uberaba/MG, Brazil, under protocol number 2.457.394, CAAE: 64947717.0.0000.51. All eligible patients were informed
about the nature of the study and about the potential risks and benefits of participating by signing the Informed Consent Form.
The clinical investigation was carried out according to the principles from the Declaration of Helsinki. The patients were
selected during the peri-implant support therapy, from March 2018 to March 2019, in the Getalio Vargas Polyclinic from the
University of Uberaba/MG, in Uberaba, Minas Gerais, Brazil. Medical and odontological information were obtained from the
patients, who agreed participating in the study and were in accordance with the inclusion/exclusion criteria.

Forty-nine patients were selected and classified according to their periodontal situation: patients with gingivitis (n=7),
patients with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (h=4), and healthy patients (n=24). The crevicular fluid from

the 49 patients was collected before (n=8) and one year the placement of the implant (n=8). In this group (n=8) the patients
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were classified according to their periodontal situation: patients with gingivitis (n=4), patients with periodontitis (n=3), patients
with peri-implantitis (n=1).

For the selection criteria of teeth and implant for collection, the tooth and implant with the greatest probing depth
were selected. Importantly, all patients in the study received implants and most patients had more than one implant in their oral
cavity. When a patient had periodontitis or peri-implantitis in more than one site, the one with the greatest probing depth was
selected.

The inclusion criteria for the selection of patients were: 1. Healthy patients: absence of gingival erythema, bleeding on
probing, edema, suppuration, and no increase in probing depth when compared to previous exams (Berglundh et al., 2018).
Furthermore, the patients had to be in a good general state of health, not having para-functional habits, and sign the Free and
Informed Consent Form; 2. Patients with gingivitis: probing depths of up to 3mm, 10% or more places with bleeding on
probing, no clinical attachment loss or radiographic bone loss (Chapple et al., 2018); 3. Patients with periodontitis: clinical
attachment loss detected in one or more interproximal non-adjacent sites or loss of insertion of 3mm or more in the vestibule or
lingual/palate in at least two teeth, as long as not caused by: a) traumatic gingival recession; b) dental cavity reaching the
cervical area of the teeth; c) loss of insertion in the distal surface of a second molar and associated to the bad position or
extraction of a third molar; d) endoperiodontal lesion draining through the marginal periodontium or e) vertical root fracture
(Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018; Papapanou et al., 2018); 4. Patients with peri-implantitis: a) signs of peri-implant
inflammation (gingival erythema, bleeding at probing, edema, suppuration, and increase in probing depth when compared to
previous exams), b) radiographic evidence of bone loss after initial healing, and c¢) radiographic bone level > 3 mm
accompanied by bleeding at probing and probing depth > 6mm (Renvert et al., 2018).

The exclusion criteria to select the patients were: prior periodontal or peri-implant therapy for at least one year,
relevant systemic diseases not-compensated for, such as diabetes and osteoporosis; the use of antibiotics or anti-inflammatory
in the last six months; smoking; chronic alcoholics; pregnant women; implants with maobility or suppuration, and those who
did not accept signing the Consent Form (De Aradjo et al., 2017).

The following parameters were evaluated in six sites of each implant (mesial-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mesial-lingual, lingual, and disto-lingual), using a periodontal probe (PCPUNC-15BR Hu-Friedy, Sdo Paulo, Brazil): (a)
marginal bleeding - the presence or absence of bleeding was recorded by passing of the periodontal probe alongside the
margins of the soft tissue; (b) suppuration - presence or absence of suppuration, spontaneous or when probing; (c) probing
depth - distance in millimeters from the margin of the mucosa to the bottom of the sulcus or the peri-implant pocket (De
Mendonga et al., 2009).

Collection of peri-implant and gingival fluid

For the collection of gingival and peri-implant fluid, selected teeth or implants were isolated using sterile gauze and
the collection places were softly dried with an air syringe. Four absorbent paper points number 40 were placed, isolated, in
each place of collection (mesial-vestibular, wvestibular, disto-vestibular, mesial-lingual, lingual, disto-lingual), for
approximately 2 mm in the sulcus/pocket for 30 seconds each. Points contaminated by blood or saliva were discarded. Later,
the points were placed in an epperndorf tube with a 0.5 Phosphate-Buffered Saline (PBS) buffer solution, pH 7.2, composed by
1.9g monobasic potassium phosphate (KH,PO4), 5.1 g sodium phosphate (Na;HPO4), 42.5 g sodium chloride (NaCl), and 500
ml ultrapure water, distilled in a Milli Q® (Millipore) device and frozen at -70°C (Escobar et al., 2018).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i13.20756
FreeText
124


125

Research, Society and Development, v. 10, n. 13, e41101320756, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i13.20756

Quantification of 1L-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) and the peri-implant crevicular
fluid (PICF)

The samples collected were analyzed through an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine the
levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 using specific antibody pairs commercially available, according to the
recommendations of the manufacturer (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). The following kits from R&D
Systems were used: a) Human IL-12 p70 Quantikine ELISA Kit — listing number: D1200; b) Human IL-15 Quantikine ELISA
Kit — listing number: D1500; ¢) Human Total IL-18 DuoSet ELISA — listing number: DY 318-05; d) Human IL-32 DuoSet
ELISA — listing number: DY3040-05. High-sensitivity 96 well flat bottom plates (Microplate, PS, half area, high binding,
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany). Later, they were cleaned using PBS/Tween 0.05% in an automated
cleaner, blocked with 150 pl of PBS/BSA 1% (at least one hour, room temperature) and cleaned again using PBS/Tween
0.05%. The samples were added to the wells of the plates and, in parallel, a standard curve was incorporated through serial
dilutions of the respective recombinant cytokine. The samples throughout the curve were incubated through night at 4°C. The
wells were then cleaned using PBS/Tween 0.05% and, later, 50 ul/well were inserted with their respective detection antibodies.
They remained for three hours in room temperature and were later cleaned using the PBS/Tween 0.05%. After this stage, 50
uL/well of alkaline phosphatase were pipetted with streptavidin in PBS/BSA 1%, remaining in room temperature and protected
from direct light for two hours. Later, the plates were cleaned using PBS/Tween 0.05%, after which 50pl/well of the substrate
solution were added. The reaction was interrupted using a 2N of H,SO4 solution. The results were found using absorbance
measures of 450 nm and 570 nm in an automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, EUA). The concentrations of the
mediators were determined using a linear regression with the absorbance values found in the curves and expressed in pg/mL.
The results were calculated using standard curves created in each assay, and the absorbance was found comparing the
difference between the first and the second wavelengths (R&D SYSTEMS, 2020). The ELISA assay was blind.

Quantification of total proteins (TPs)

The concentration of cytokines indicated by the automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, USA) was corrected
according with the total concentration of total proteins (TPs) in the crevicular fluid. To do so, 2 uL of the sample of crevicular
fluid were analyzed in a Spectrophotometer NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). The

samples were considered adequately pure when the ratio between absorbances, for 230nm (Green & Sambrook, 2018).

Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out using Excel 2013 for Windows (Microsoft - EUA), GraphPad Prism, version 8.
The Shapiro-Wilk Test was used to verify the normal distribution of the quantitative variables. The continuous variables,
which present normal distribution, were expressed in mean * standard deviation. For the multiple comparisons, the ANOVA
test and Tukey's test were used. Student's t-test was used for single comparisons. Variables that did not have normal
distribution were expressed in median, minimum, and maximum. For the multiple comparisons, the Kruskal-Wallis and Dunn's
tests were used. For single comparisons, Mann-Whitney's test was used. The significance level assumed for the variables was
5% (a=0.05).

3. Results

The concentration of cytokine dosages between control voluntaries and those affected by gingivitis, periodontitis, and

peri-implantitis can be seen in table 1. There were no statistically significant differences regarding the concentrations of I1L-12
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(p=0.5222), 1L-15 (p=0.8463), IL-18 (p=0.9980), and 1L-32 (p=0.4039) between the control volunteers and those affected by

gingivitis, periodontitis, or peri-implantitis (Table 1).

Table 1 - Representation of the dosage of cytokine in control group patients and those with gingivitis, periodontitis, and peri-

implantitis.
IL-122 IL-15° IL-18¢ IL-32¢
(n=49) (n=49) (n=49) (n=49)
Control 23.7 (2.7-363.5) 34.1(5.7-263.5) 24.6 (4.0-213.5) 12.2 (0.0-711.6)
Gingivitis 19.8 (7.3-57.4) 30.3 (9.0-60.0) 22.5(19.0-39.7) 7.3 (0.0-73.7)
Periodontitis 38.9 (5.4-97.1) 39.1 (8.0-75.7) 26.6 (3.7-51.79) 0.0 (0.0-124.8)
Peri-Implantitis 17.0 (12.9-46.3) 24.2 (20.3-48.4) 24.1 (17.1-33.5) 7.0 (0.0-136.8)

aKruskal-Wallis test with p=0.5222;
b Kruskal-Wallis test with p=0.8463;
¢ Kruskal-Wallis test with p=0.9980;
4 Kruskal-Wallis test with p=0.4039.
Source: Authors (2021).

Figure 2 is a residual representation of the dosage of interleukins, to show that the concentrations of cytokines I1L-12,

IL-15, and IL-18 were higher in the crevicular fluid of the group with periodontitis, when compared to the other groups.

Figure 2 - Heat map representation of cytokines IL-12, 1L-15, IL-18 E IL-32, comparing the experimental group volunteers
(n=49).
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Control Ginglvitis Periodontitis Peri-implantitis

Source: Authors (2021).

Regarding the expression of cytokines IL-12, 1L-15, I1L-18, and IL-32 between volunteers who received implants,
figure 3 shows the analysis of the moments before the implant and one year after the implant. The levels of IL-12 (p=0.0499)
and IL-15 (p=0.0011) increased after the implant, as shown in images 3A and 3B, respectively. The concentrations of I1L-18
(p=0.08) also increased when the moment before the implant was compared with one year later (Figure 3C), there was no
statistically significant difference. Finally, the 1L-32 were lower after one year of the implant, albeit with no statistical

difference (Figure 3D).
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Figure 3 - Representation of the dosages of cytokines comparing the moments before and after the implant. ®Mann Whitney,
IL-12: p=0,0499; °Mann Whitney, I1L-15: p=0,0011; °Mann Whitney, I1L-18: p=0,08; ‘Mann Whitney, IL-32: p=1; (n=8)

00499 _“_. 0001 li 008 li " I.E'
40+ I 1 150+ I 1 60+ [ 1 100+ [ 1
c — c —_ c - c o .
SE St SE ST -
R i3 8% g8
= 0 £ 9 100+ = O 40+ 0
S ga §a g a 60-
se ||| 1 s,
32 38 w 38 - 32
N = {0+ 0= 0= N=
4= H o= — 4= — 4= ]
gy W 04 = 0- = o = -
S — - - -
& & & & & & & &
NG NI R @ 0
4 N 8 N L Q L N
@\6‘ & °\<‘\ R °\<° & .\4‘ N
Q Q°9 Q\ Q°" Q\ Qoﬁ Q\ Qoﬁ

Source: Authors (2021).

Figure 4A shows the cytokines IL-12, IL-15, 1L-18, and IL-32 before and after the implant, between control
volunteers and those with periodontal injuries (gingivitis and/or periodontitis). Regarding the 1L-12 dosages, in Figure 4A, this
cytokine increased after the implant, both for control volunteers and for volunteers with periodontal injuries. However, this
result was not statistically significant. The dosages of IL-15 (Figure 4B) increased after the implant in both groups. However,
in the control group, this increase trended towards a statistically significant result (p=0.0512), while in the group with
periodontal injuries there was a significant increase in IL-15 concentration (p=0.0407). Finally, there was also an increase in

the IL-18 concentration (p=0.0153) among control volunteers, when the moments before and after the implant were compared

(Figure 4C).

Figure 4 - Representation of the dosages of cytokines, comparing moments before and after the implant, between control
volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). °Kruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-15: p=0.0512
before implant control vs. after implant control; ®Kruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-15: p=0.0407 before implant

lesion vs. after implant lesion; °Kruskal-Wallis test and Dunn's post test, 1L-18: p=0.0153 before implant control vs. after

implant control; (n=8).
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Regarding Figure 5, it is a residual representation of cytokine concentrations. It is possible to notice that there was an
increase in the concentration of the IL-12, IL-15, and IL-18 cytokines when we compare the moments before the implant in
control volunteers and in those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). There was also an increase in the concentration of
cytokines IL-12 and IL-15, when the moment after the implant is compared between control volunteers and those with injuries
(gingivitis and/or periodontitis) (Figure 5).

Figure 5 - Heat map representation of cytokines I1L-12, IL-15, IL-12, and IL-32, comparing moments before and after the

implant, between control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis) (n=8).

IL-12
IL-15
IL-18
IL-32
Pre Implant Control Pre Implant Injury Post Implant Control Post Implant Injury
Source: Authors (2021).
4. Discussion

The null hypothesis was not rejected in this study, since there was no significant difference between the cytokines
analyzed in the control group and the groups with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis. Regarding the analysis of the
cytokines before and after the implant, the null hypothesis was rejected for cytokines IL-12, IL-15, IL-18, because a significant
difference was observed.

We evaluated the patients one year after they had an implant placed, since the functional load can collaborate for
marginal bone loss around the implants.**According to the literature consulted, this is the first study that simultaneously
compared the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) of patients with gingivitis and
periodontitis, in addition to the peri-implant crevicular fluid (PICF) in peri-implantitis, using the ELISA method.

Our study did not observe statistically significant differences regarding IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 concentrations
between control volunteers and those affected by gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis, corroborating a previous study
in which the authors showed that the profile of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL1-B, TGF-B2) in the periodontal tissue,
measured by the method ELISA, was similar to the peri-implant tissue at three different points in time (0, 21, 90 days) after the
placement of the implant (Schierano et al., 2008). A previous study found, opposed to these findings, that IL-12 and 1L-18
induced severe inflammatory disturbance, suggesting that IL-18 is a potent proinflammatory cytokine with a
physiopathological role in many inflammatory conditions (Pradeep et al., 2009). Furthermore, IL-32 is known to be secreted
by several cells after the stimulation of some inflammatory cytokines, such as 11-12, IL-1b, IFN-y, 1L-18. The IL-32 is an

inflammatory cytokine produced by lymphocytes, epithelial cells activated by IFN-y, NK cells (Goda et al., 2006).
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Furthermore, the IL-32 acts over macrophages/monocytes, encouraging the synthesis of TNF-a and IL-6, as well as inducing
the secretion of chemokines (IL-8 and MIP-2), being important in the triggering and persistence of the inflammatory process
(Kim et al., 2005). Still regarding IL-32, this cytokine antagonizes the activation of NK cells to inhibit phosphorylation of
STATS mediated by IL-15, suppressing its expression of an effector molecule induced by IL-15, with cytolytic capacity
(Gorvel et al., 2017). IL-15, in turn, controls the liberation of IL-18 by human monocytes, creating a proinflammatory
environment, as induced by IFN-y (Sattler et al., 2015). The combination of IL-15 and IL-18 could induce the expression of
IFN-y and granzyme B, suggesting that when these cytokines act together, they are more potent (Ussher et al., 2013).
Interleukins IL-15 and IL-32 contributed together to cause physiopathological events that include cell death, inflammation,
allergy, and epithelial cell autoimmunity (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007). Although the human recombinant I1L-32
induces the production of many proinflammatory cytokines and chemokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007), our study
suggests that 1L-32 may have contributed for the non-activation of 1L-12, IL-15, IL-18, inhibiting the levels of these cytokines
in the gingival crevicular fluid (GCF) and in the peri-implant crevicular fluid (PICF).

Cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 presented higher levels in the group with periodontitis when compared to the other
groups. Furthermore, after the implant, there was an increase in the concentration of cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 when
compared to the moment one year after the implant, for both the control and injured patients. This can be made clear by the
fact that the human NK cells show an adaptive behavior in response to a combination of proinflammatory cytokines, such as
interleukins 1L-12, IL-15, and IL-18. (Romee et al., 2016). All cytokines mentioned lead to the generation of NK cells with
functional "memory™ properties (Zhuang et al., 2018). It has been shown that the cell line of monocytes and macrophages can
respond to the encouragement of IL-15, increasing 11-18 and IL-12 (Bannwart et al., 2007). Furthermore, the IL-18 is a
cytokine responsible for the beginning and progression of the periodontal disease (Figueredo et al., 2008). Therefore, the
periodontal inflammation may not be resolved successfully due to the accumulation of I1L-18. A previous study showed that
levels of IL-18 in GCF increased in places where there was periodontitis, suggesting that this cytokine is associated to the
severity of the periodontal disease (Orozco et al., 2006). The same thing was verified in the previous study in which the I1L-18
had an extremely important role in gingival inflammation and a strong expression of IL-18 was found in gingival samples with
the increase of the sulcus depth (Johnson & Serio, 2005). Therefore, in our study, we suggest that this combination of IL-
12/15/18 cytokines has the same function in the generation of NK cells. Furthermore, the activity of IL-18 often requires co-
stimulating factors to respond, such as IL-12 or IL-15, which is why we believe that IL-18 may have interfered in the results of
patients with periodontal diseases.

The levels of IL-12 and IL-15 increased after the implant. Regarding the IL-12 dosages, this cytokine increased after
the implant, both for control volunteers and for volunteers with periodontal injuries. However, this result was not statistically
significant. The IL-15 dosages, comparing the moments before and after implant, increased for both groups. However, it also
trended towards a significant increase in the control group. There was also an increase in the concentration of cytokines IL-12
and IL-15 when we compare the moment after the installation of the implant, comparing control volunteers and those who had
injuries (gingivitis and/or periodontitis). The combination of 1L-15 and IL-12 contributes for the production of IFN-y, TNF-a,
and GM-CSF by human NK cells (Carson et al., 1995). Additionally, the synergy between IL-12 and IL-15 is responsible for
inducing the response of Thl cells against infections by intracellular microorganisms (Yoshikai & Nishimura, 2000).
Therefore, both IL-15 and IL-12, produced by activated human monocytes, had a critical role as cofactors in the production of
IFN- y by NK cells, which is important to activate monocytes and for the development of an effective innate immune response
for infections, before the appearance of antigen-specific T cell responses (Carson & Caligiuri, 1998). As a result, we suggest
that cytokines 1L-12 and IL-15, which contribute for the production of IFN- y, could be the key for the generation of NK cells,
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which are important components of innate bacteria immunity, acting in the development of inflammations due to their quick
response and to their intimate relation with the production of proinflammatory cytokines, leading to peri-implantitis.

There was a significant increase in IL-15 in the group with periodontal injuries. These results corroborate the previous
study, according to which the total amount of IL-15 in the GCF of the group with gingivitis was significantly higher when
compared to the healthy controls (Buduneli et al., 2003). Since the IL-15 is a proteolytic proinflammatory cytokine, it is
superexpressed in several inflammatory diseases such as gingivitis and peri-implantitis. The proinflammatory cytokine I1L-15 is
more present in tissue injuries and in the fluids of chronic inflammatory diseases (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007).
Furthermore, an in vitro study showed that IL-15 induced the expression of monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) by
peripheral blood monocytes. The authors found that IL-15, produced in inflammation sites, may play an essential role in the
regulation of blood leukocytes (Badolato et al., 1997). Our findings suggest that IL-15, since it is a proinflammatory cytokine,
may be pronounced in tissue injuries and in the fluids of chronic inflammatory diseases, justifying its superexpression in our
studies in the groups with gingivitis and periodontitis.

No statistically significant difference was found regarding the concentrations of IL-18, although the cytokine
increased after the implant. The results corroborate another study which showed a gradual increase in the concentration of IL-
18 in the peri-implant crevicular fluid after 3 months of functioning (Hu et al., 2019). The IL-18 increased one year after the
implant was placed, since it is a proinflammatory cytokine that can induce IFN-y, GM-CSF, TNF-a, and IL-1 in
immunocompetent cells, which can activate cell death by lymphocytes and regulate the expression of certain chemokine
receptors (Nakanishi et al., 2001). As a result, we believe that the increase in IL-18 one year after the implant was placed is
associated to an intensified proinflammatory activity, indicating local inflammation, which suggests peri-implantitis.

Although the levels of 1L-32 were lower one year after the implant, this diminution was not significant, and it is
known that human recombinant 1L-32 induces the production of several proinflammatory cytokines and chemokines (Conti,
Youinou, & Theoharides, 2007). This cytokine is produced mainly by T lymphocytes, NK cells (Novick et al., 2006) and by
dendritic cells, when stimulated by IL-15 (Gorvel et al., 2017). Furthermore, IL-32 is secreted by several cells after the
stimulation of certain inflammatory cytokines, such as IL-12, IL-1b, IFN-y, IL-18 (Goda et al., 2006). 1L-32 acts on
macrophages/monocytes, stimulating the synthesis of TNF-a and 1L-6, inducing the secretion of chemokines (IL-8, MIP-2). As
mentioned above, although the IL-32 induces the production of several proinflammatory cytokines (Conti, Youinou, &
Theoharides, 2007) and is important in the triggering and persistence of the inflammatory process (Kim et al., 2005), although
in our study suggests that the suppression of IL-32 interfered with the results. In addition, no studies were found in literature
that related 1L-32 to peri-implantitis.

Considering this, it is essential to trace an immune response profile that compares periodontal diseases and peri-
implantitis, since it is known that patients with periodontal diseases are more likely to develop peri-implant diseases (Sgolastra
etal., 2013).

This study had limitations, once we obtained a reduced number of samples, as it was not possible to collect samples
from all patients one year after implants installation. This study evaluated the local immune responses of gingivitis, peri-
implantitis, and periodontitis in two moments: before and after the implant was placed. As a result, there was a prospective

evaluation one year after the placement of the implant.

5. Conclusion
According to the results and methodology of this study, there was no difference in the synthesis of 1L-12, IL-15, IL-
18, and IL-32 in healthy individuals or in those with periodontal injuries. However, there was an increase in the cytokines IL-

12, IL-15, and IL-18 one year after the implant was placed, which would be increasing the inflammatory activity in peri-
11
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implantitis. Since this was the first study to correlate the cytokines IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 before placement of an
implant and one year after it, in the volunteers of a control group and in those with injuries (gingivitis and/or periodontitis),
more studies would be necessary to better understand the immunological balance in gingivitis, periodontitis, and peri-
implantitis.

In summation, local factors, functional implants, and the time since the installation of the implant must be considered

for future studies, so that base cytokine levels in in the peri-implant crevicular fluid can be verified.
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