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RESUMO 



 

RESUMO 

 

Introdução: As doenças periodontais e peri-implantares podem levar à perda de dentes ou de 

implantes, comprometendo a função e estética. Objetivo: Avaliar os níveis de IL-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 instalação do implante, e de pacientes com peri-implantite, 

um ano após a instalação do implante. Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG 

e FCPI foram coletadas entre março de 2018 a março de 2019. Os pacientes foram classificados 

de acordo com a situação periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite (n=7), 

pacientes com periodontite (n=14), pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudáveis 

(n=24). Desses 49 pacientes, foi coletado fluido crevicular antes da instalação do implante 

(n=8) e um ano após a instalação do implante (n=8). Nesse grupo (n=8) os pacientes foram 

classificados de acordo com a situação periodontal: pacientes com gengivite (n=4), pacientes 

com periodontite (n=3), pacientes com peri-implantite (n=1). O Ensaio de Imunoabsorção 

Enzimática (ELISA) foi usado para avaliar os níveis de citocinas no fluido crevicular. 

Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores 

concentrações de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral, 

os níveis de IL-12 e IL-15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e após a 

instalação do implante. Também houve aumento na concentração de IL-18 nos voluntários do 

grupo controle após a instalação do implante. Conclusão: Os resultados e a metodologia deste 

estudo mostraram que não houve diferença na síntese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em 

indivíduos saudáveis ou com lesão periodontal. Porém, houve aumento das citocinas IL-12, IL-

15 e IL-18 um ano após a instalação do implante, o que estaria aumentando a atividade 

inflamatória na peri-implantite. 

Palavras-chave: Citocinas; Doenças Periodontais; Líquido do Sulco Gengival; Peri-implantite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 

ABSTRACT 

 

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 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 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. 
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Tese de Doutorado – Juliana Barbosa de Faria 

1 INTRODUÇÃO   1 

As doenças periodontais correspondem a um processo inflamatório que se inicia na 2 

gengiva em resposta a antígenos bacterianos da placa dentária que se acumula ao longo da 3 

margem gengival. A placa é um biofilme constituído por bactérias, proteínas salivares e células 4 

epiteliais descamadas.  As bactérias desencadeam a produção de citocinas e quimiocinas no 5 

epitélio gengival, resultando na expressão de moléculas de adesão, aumento da permeabilidade 6 

dos capilares gengivais e quimiotaxia de neutrófilos através do epitélio juncional para o sulco 7 

gengival (SILVA et al, 2015). A manifestação inicial da doença periodontal é a gengivite, 8 

caracterizada por hiperemia, edema, recessão e sangramento gengival. Se não tratada 9 

precocemente, a gengivite pode evoluir para periodontite, caracterizada por perda de inserção 10 

dos tecidos periodontais que suportam e protegem o elemento dental. Portanto, a periodontite 11 

afeta estruturas mais profundas, causando reabsorção das fibras colágenas do ligamento 12 

periodontal, reabsorção do osso alveolar, abscessos, aumento da profundidade do sulco 13 

gengival, maior mobilidade dentária e perda do elemento dental (ZHANG et al., 2020).  14 

A progressão da doença periodontal não depende apenas das bactérias, mas da resposta 15 

imunológica. Portanto, a resposta imune do hospedeiro desempenha papel fundamental no 16 

equilíbrio entre a destruição e a reparação do tecido periodontal. Por esse motivo as pesquisas 17 

recentes realizadas em doenças periodontais têm focado nos mecanismos imunológicos 18 

envolvidos nessas doenças (ZHANG et al, 2020). 19 

Por outro lado, as bactérias presentes no biofilme podem também provocar inflamação 20 

reversível na mucosa que circunda os implantes dentários (mucosite periimplantar) e lesão 21 

irreversível no tecido de sustentação desses implantes (periimplantite) (RINKE et al., 2020), 22 

podendo desencadear sangramento marginal, mobilidade e perda do elemento dental 23 

implantado, comprometendo a estética e a função. De forma semelhante às doenças 24 

periodontais, as citocinas liberadas no local também contribuem para a progressão dessas 25 

doenças (ALI et al, 2021). No entanto essas doenças periimplantares ainda não são totalmente 26 

compreendidas, sendo que recentemente tem surgido desafios ao consenso sobre as etiologias 27 

e patogêneses especialmente em comparação com a periodontite (KALSI, MORENO, & 28 

PETRIDIS, 2021). 29 
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No entanto, a instalação dos implantes dentários traz grandes benefícios para os 30 

pacientes e tem contribuído para a redução do número de pacientes desdentados em todo o 31 

mundo. Assim, o tratamento do edentulismo com implantes dentários é um tratamento de rotina 32 

na prática odontológica diária e está se tornando cada vez mais difundido ao longo dos anos 33 

(KORMAS et al, 2020). Embora tenha ocorrido um grande avanço na área desses implantes 34 

nos últimos anos, aumentaram também o número dos insucessos relacionados à inflamação do 35 

tecido periimplantar. No estudo de Rinke et al., (2020) foi detectada uma prevalência de 52% 36 

para mucosite periimplantar e 18% para periimplantite baseada nos pacientes do estudo. 37 

Dessa forma crescem o número de estudos nessa área a fim de compreender o 38 

mecanismo imunológico envolvido na progressão dessas doenças, uma vez que a avaliação dos 39 

níveis de citocinas inflamatórias nas doenças periodontais e periimplantares pode permitir a 40 

identificação da doença ativa, colaborando para o diagnóstico e tratamento precoces (ALI et al, 41 

2021). 42 

Portanto, o presente estudo foi realizado a fim de contribuir para a compreensão da 43 

lesão tecidual na gengivite, periodontite, e  periimplantite partindo do princípio de que as 44 

interleucinas (IL) e outras citocinas estimulam células de várias linhagens e estágios de 45 

diferenciação. Mais notavelmente, Interleucina 1 (IL-1), Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-46 

alfa), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 15 (IL-15), Interleucina 17 (IL-17), Interleucina 18 (IL-47 

18), Interleucina 21 (IL-21), Interleucina 25 (IL-25), Interleucina 31 (IL-31) e Interleucina 32 48 

(IL- 32) contribuem em conjunto para eventos fisiopatológicos como morte celular, inflamação, 49 

alergia e autoimunidade. A Interleucina 32 (IL-32) é uma citocina inflamatória produzida por 50 

linfócitos ativados por mitógenos, células epiteliais ativadas, por interferon gama e por células 51 

NK ativadas por Interleucina 12 (IL-12), Inteleucina 18 (IL-18) e Interleucina 32 (IL-32). Isso 52 

induz a produção de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-alfa), Interleucina 1beta (IL-1beta), 53 

Interleucina 6 (IL-6) e o Ligante 2 de Quimiocina com Motivo C-C (CCL2) envolvidos em 54 

várias doenças inflamatórias. Além disso, a Interleucina 32 (IL-32) ativa o metabolismo do 55 

ácido araquidônico nas células mononucleares do sangue periférico, estimulando a liberação de 56 

prostaglandinas (CONTI et al, 2007).  57 

Sendo assim, embora existam estudos que avaliaram a resposta imunológica nos 58 

tecidos periodontais e periimplantares (ALI et al, 2021), este é o primeiro estudo a comparar 59 

simultaneamente os níveis de IL-12, IL- 15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular de pacientes 60 
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com gengivite, periodontite e periimplantite. Também, o primeiro estudo a comparar todas 61 

essas citocinas simultaneamente, antes e após um ano da instalação dos implantes dentários.  62 

Como todos os mecanismos imunológicos envolvidos nessas doenças ainda não são 63 

compreendidos, os resultados do presente estudo nos permitirão trazer novos conhecimentos 64 

para um melhor entendimento da patogênese das doenças periodontais e peri-implantares. Este 65 

estudo pode contribuir para uma melhor qualidade de vida para as pessoas, visto que a 66 

compreensão dos mecanismos dessas doenças pode colaborar na adoção de medidas profiláticas 67 

e terapêuticas a fim de prevenir a perda de dentes e implantes dentários. Saber da importância 68 

dos dentes para a estética, mastigação e fonética é suficiente para justificar a necessidade de se 69 

compreender a patogênese dessas doenças. 70 

Por ser a gengivite, a periodontite e a peri-implantite doenças inflamatórias, 71 

levantamos a hipótese de que nesses pacientes exista aumento da expressão de IL-12, IL-15, 72 

IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival e no fluido crevicular peri-implantar de pacientes 73 

submetidos a implantes dentários. 74 

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os níveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 75 

no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes com gengivite e periodontite, antes da 76 

instalação do implante, e no fluido crevicular peri-implantar (FCPI) de pacientes com peri-77 

implantite, um ano após a instalação do implante. 78 

 79 

 80 

 81 

 82 

 83 

 84 

 85 

 86 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 102 

 103 

2.1 IMPLANTES DENTÁRIOS E TECIDOS PERI-IMPLANTARES 104 

Com o passar do tempo o avanço técnico-científico da Odontologia, em especial no 105 

campo da reabilitação bucal, vem restaurando a estabilidade oclusal e, por conseguinte, 106 

promovendo harmonia oral de forma plena com os implantes osseointegráveis, devolvendo 107 

saúde aos pacientes que por motivos diversos sofreram danos à sua dentição (DONATH et al., 108 

2003). 109 

A terapia com implantes é uma ferramenta confiável e previsível para a reabilitação 110 

dentária que requer múltiplos fatores para a manutenção do sucesso e da estética do tratamento 111 

a longo prazo (PAN et al., 2019). Os implantes dentários tornaram-se um procedimento padrão 112 

para a substituição de um dente na zona estética, oferecendo muitas vantagens, mas também 113 

desafios para os pacientes (SMEETS et al., 2016). 114 

A instalação de implantes requer não apenas anatomia óssea adequada, mas uma 115 

cobertura favorável de tecidos moles e um ambiente oral saudável. A manutenção, dentes e 116 

dispositivos protéticos convencionais são essenciais para o sucesso a longo prazo das 117 

restaurações implanto-suportadas. Muitos aspectos técnicos da instalação dos implantes 118 

contribuem para o sucesso da osseointegração, da seleção do local, técnica cirúrgica e à 119 

necessidade de cura (EPHROS; KIM; DeFALCO, 2019). 120 

O implante dentário é um material aloplástico, inserido por meio de uma cirurgia em 121 

um rebordo ósseo residual, principalmente como base protética (AMERICAN ACADEMY OF 122 

IMPLANT DENTISTRY, 2016).  Basicamente, os implantes são constituídos por um parafuso 123 

metálico e um pilar, e sobre eles confeccionada uma coroa protética análoga à coroa dentária. 124 

Em conjunto, os componentes parafuso e pilar representam uma analogia da raiz dentária. O 125 

implante oral é uma inserção cirúrgica de materiais como metais, ligas, cerâmica, polímeros, 126 

carbonos e suas combinações nos tecidos duros e moles das partes superior e inferior da 127 

mandíbula (PETKOVIĆ-CURCIN et al., 2011). As formas comuns dos implantes são 128 

cilíndricas ou cônicas (ESPOSITO; GRUSOVIN; WORTHINGTON, 2014). 129 

Em relação ao tipos de implantes, existem muitos estudos clínicos prospectivos, para 130 

avaliar pilares de zircônia e titânio; no entanto, são frequentemente realizados sem controle 131 

adequado (LINKEVICIUS; VAITELIS, 2015; CIONCA; MULLER; MOMBELLI et al. 2015). 132 
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Os implantes de titânio têm sido utilizados para aplicações odontológicas, ortopédicas e outras 133 

aplicações médicas desde o início dos anos 80 (STAROVESKI; BREZAK; UDILJAK et al., 134 

2015). Embora haja dúvidas sobre a força da zircônia e sua pertinência para suportar carga, 135 

profissionais geralmente enfrentam o dilema de escolher entre pilares de zircônia ou titânio ao 136 

trabalhar com tecidos. A influência desses materiais na mucosa peri-implantar é ainda não está 137 

claro, além de não estar bem estabelecido se oferece um melhor resultado (LINKEVICIUS; 138 

VAITELIS, 2015). Além disso, medidas como profundidade de sondagem, sangramento à 139 

sondagem e placa devem ser avaliados (LINKEVICIUS; VAITELIS, 2015). 140 

Em um estudo anterior avaliou o impacto dos pilares de zircônia ou de titânio no 141 

resultado estético no tratamento em termos da cor dos tecidos moles. Esta revisão sistemática 142 

recente mostrou uma tendência para os pilares de zircônia evocarem uma melhor resposta de 143 

cor e resultados estéticos superiores quando comparados ao titânio (LINKEVICIUS; 144 

VAITELIS, 2015). 145 

Atuais abordagens sobre como resolver defeitos ósseos usando materiais aloplásticos 146 

(titânio, cerâmica) podem envolver importantes limitações, como insucesso da osseointegração 147 

no caso de implantes de longo prazo, resposta inflamatória nos locais de implantação e 148 

incompatibilidade biomecânica. Esses problemas clínicos determinaram ainda mais pesquisas 149 

neste campo da implantodontia, incluindo intervenções sobre características dos implantes em 150 

termos de biocompatibilidade (propriedades físico-químicas e bioatividade de superfície) e no 151 

comportamento de componentes celulares implicados no processo de osteo-integração 152 

(LUCACIU et al., 2015). 153 

Várias pesquisas estão focadas no design de novas topografias de superfícies de 154 

implantes para otimizar a migração, adesão, proliferação e diferenciação osteoblástica 155 

(SMEETS et al., 2016). A topografia do implante dentário pode ser classificada em macro, 156 

micro e nanoescala. A macrotopografia de um implante é determinada por sua geometria 157 

visível, por exemplo, roscas e design cônico. A escala métrica é de milímetros para 158 

micrômetro. Nos últimos anos, o esforço científico se concentrou principalmente na micro e 159 

nanogeometria. No entanto, a macrogeometria apropriada combinada com a preparação 160 

adequada do furo do implante é a base fundamental do sucesso clínico na implantologia dentária 161 

(COELHO et al., 2015). 162 
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O acúmulo de placa e a qualidade da fixação dos tecidos moles pode desempenhar um 163 

papel no grau de inflamação. Foi demonstrado que a zircônia promove in vitro maior 164 

proliferação de fibroblastos quando comparada ao titânio (NOTHDURFT et al., 2015). Em 165 

estudos anteriores foi comprovado que os patógenos periodontais colonizam a superfície do 166 

implante após a instalação através das proteínas plasmáticas presentes na película (ZHU; LEE  167 

et al., 2016). Caso ocorra alterações na superfície do implante, processos de mucosite e peri-168 

implantite podem ser iniciados; a osseointegração pode ser interrompida e os fenômenos de 169 

reabsorção óssea (osteólise) podem levar à perda do implante (STAROVESKI; BREZAK; 170 

UDILJAK  et al., 2015). 171 

Particularmente, no momento da inserção do implante, a superfície do implante pode 172 

sofrer alterações em suas estruturas químicas e topográficas, que às vezes são irreversíveis 173 

(STAROVESKI; BREZAK; UDILJAK  et al., 2015) e também partículas de titânio de 174 

diferentes tamanhos e características podem ser liberadas da superfície do implante dentário 175 

(SENNA et al., 2015). 176 

Superfícies moderadamente rugosas (S a 2,21 µm) apresentaram mais liberação de 177 

titânio até 400 µm da superfície do implante do que superfícies lisas (S a <1,43 µm). Sendo 178 

assim, são recomendadas análises químicas adicionais nas superfícies do implante para avaliar 179 

possíveis alterações químicas e suas consequências biológicas (DEPPE et al., 2018). 180 

O sucesso da instalação do implante depende do material do implante, seleção adequada 181 

do paciente e indicadores adequados, cuidadosa técnica cirúrgica utilizada e criação de 182 

restauração protética funcional e estética (PETKOVIC-CURCIN et al., 2011). Cada material 183 

de implante deve ser: biocompatível, bioinerte, biofuncional e bioadesivo (PEROVIĆ J., 2001). 184 

Para que haja uma maior sobrevida destes implantes dependerá do ambiente local, bem 185 

como de fatores relacionados à oclusão. A taxa de sobrevida de implantes dentários, oito anos 186 

após a colocação inicial, é estimada em 97%. Este resultado é independente do tamanho do 187 

implante, da qualidade do osso, e da ocorrência de uma cirurgia óssea anterior 188 

(BUSENLECHNER et al., 2014). Um dos critérios para avaliar o sucesso dos implantes é a 189 

estabilidade do nível ósseo marginal (GULATI et al., 2015). 190 

Em geral, as taxas de sobrevida a longo prazo dos implantes dentários são 191 

excelentes. No entanto, falhas no implante ainda ocorrem em uma pequena quantidade de 192 

pacientes. A falha primária do implante devido à osseointegração insuficiente ocorre em 1-2% 193 



35 

 

 

 

  

 

Tese de Doutorado – Juliana Barbosa de Faria 

dos pacientes nos primeiros meses (CHRCANOVIC, ALBREKTSSON, WENNERBER, 194 

2014). A falha secundária do implante se desenvolve vários anos após a osseointegração bem-195 

sucedida em cerca de 5% dos pacientes e é geralmente causada por peri-implantite (SMEETS 196 

et al., 2014). 197 

Mudanças na própria topografia da superfície alteram o crescimento, o metabolismo e 198 

a migração, bem como a produção de citocinas e fatores de crescimento das células 199 

osteogênicas (SHIBATA; TANIMOTO, 2015). Com isso, avanços adicionais no design da 200 

superfície do implante dentário são cruciais para melhorar os resultados de situações clínicas 201 

sofisticadas, como no implante imediato após a extração dentária e os protocolos de 202 

carregamento precoce e em pacientes com comprometimento ósseo ou capacidade de 203 

cicatrização de feridas (GÓMEZ-DE DIEGO et al., 2014). 204 

A relação entre implante endósseo e osso ocorre por intermédio de mecanismos como 205 

a osseointegração, quando o osso está em contato íntimo com o implante de forma previsível e 206 

duradoura para estabelecer uma ancoragem do implante. O termo osseointegração é definido 207 

como a direta conexão, estrutural e funcional, entre o tecido ósseo vital e a superfície de um 208 

implante capaz de suportar esforços fisiológicos, quando instalados em sua intimidade 209 

(MENDES; DAVIES, 2016).  A osseointegração compreende uma cascata de complexos 210 

mecanismos fisiológicos semelhantes à cicatrização direta das fraturas. A perfuração de uma 211 

cavidade de implante se assemelha a um insulto traumático ao tecido ósseo, levando a fases 212 

distintas da cicatrização da ferida (VON WILMOWSKY et al., 2014). 213 

Para compreender a cicatrização óssea em geral e a osseointegração em particular, é 214 

necessário entender a biologia e imunologia do osso. As atividades celulares centrais do osso 215 

estão relacionadas à interação entre os osteoblastos formadores de ossos e os osteoclastos que 216 

reabsorvem os ossos (TRINDADE et al., 2016). A osseointegração pode ser prejudicada em 217 

pacientes com diabetes mellitus, osteoporose e utilização de bifosfonatos ou após 218 

radioterapia. Esses pacientes continuam sendo um grande desafio na implantodontia dentária e 219 

estimulam a necessidade de modificações bioativas da superfície que aceleram a 220 

osseointegração após a inserção do implante (GÓMEZ-DE DIEGO et al., 2014). 221 

A posição do implante em relação à crista óssea influencia a reabsorção óssea marginal, 222 

principalmente durante o período de cicatrização (CASSETTA et al., 2015). Em teoria, existem 223 

três conceitos básicos das vias de cicatrização óssea, dependendo da proximidade física na 224 
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interface osso-implante (SMEETS et al., 2016). Primeiro, o ajuste apertado ocorre quando o 225 

diâmetro da rosca interna é igual às dimensões do soquete, levando a potenciais microfissuras 226 

do osso circundante. Um alto nível de estabilidade primária é alcançado inicialmente por 227 

atrito. No entanto, a estabilidade diminui nas primeiras semanas de cicatrização óssea devido à 228 

necrose por compressão do osso vizinho e subsequente remodelação óssea, um processo que 229 

foi descrito anteriormente como queda da estabilidade do implante (COELHO et al., 2015). 230 

Eventualmente, um novo osso é formado, levando à estabilidade secundária (SMEETS et al., 231 

2016). No segundo cenário, o diâmetro da rosca externa é o mesmo que o diâmetro da cavidade 232 

do implante. O espaço vazio entre as roscas do implante tem sido referido como câmaras de 233 

cicatrização (MARIN et al., 2010). Esses compartimentos ossificam através da formação de 234 

tecido de granulação e contribuem para a osseointegração na estabilidade secundária (SMEETS 235 

et al., 2016). Terceiro, a linha de instrumentação cirúrgica fica bem entre a rosca interna e a 236 

externa. Nesse caso, coexistem regiões de remodelação induzidas por câmaras de compressão 237 

e cicatrização. A formação da câmara de cura pode ser de importância significativa para os 238 

conceitos subsequentes de micro e nanotopografia, discutidos a seguir, uma vez que a migração 239 

de células osteogênicas requer um espaço vazio (COELHO et al., 2015). 240 

 241 

2.2 DOENÇAS PERIODONTAIS 242 

As doenças periodontais são doenças infecciosas caracterizadas pela destruição 243 

progressiva do periodonto (tecido de sustentação do dente), que inclui o ligamento periodontal, 244 

cemento, osso alveolar e gengiva (DE JONG et al., 2017). 245 

A gengivite e a periodontite são as infecções crônicas mais comuns em adultos (FERES 246 

et al., 2016) que são causadas por uma microbiota patogênica no biofilme subgengival (FORD; 247 

GAMONAL; SEYMOUR.  et al., 2010). O desafio bacteriano induz a produção de citocinas e 248 

quimiocinas pelo epitélio gengival, resultando na expressão de moléculas de adesão, aumento 249 

da permeabilidade dos capilares gengivais e quimiotaxia de neutrófilos polimorfonucleares 250 

através do epitélio juncional e no sulco gengival (FORD; GAMONAL; SEYMOUR.  et al., 251 

2010). Se esse processo continuar, a inflamação se estende profundamente nos tecidos e causa 252 

perda de tecido conjuntivo de suporte, osso alveolar e também permite a formação de uma bolsa 253 

periodontal. Esses eventos patológicos recentemente descritos constituem e caracterizam o que 254 

conhecemos como periodontite (HERNÁNDEZ et al., 2011). 255 
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O principal objetivo da terapia periodontal é regenerar o periodonto destruído por 256 

doenças periodontais (QIU et al., 2020). Sendo assim, a perda de dentes resulta principalmente 257 

de doenças periodontais em adultos, o que adiciona um ônus substancial à saúde pública em 258 

todo o mundo (TONETTI et al., 2017). 259 

 260 

2.2.1 Gengivite e periodontite 261 

A gengivite é definida como uma inflamação da gengiva mantendo intacta a inserção de 262 

tecido conjuntivo ao dente, estando, portanto, sempre limitada ao compartimento de tecido mole 263 

do epitélio gengival e do tecido conjuntivo (CEKICI et al., 2014). 264 

Já a periodontite é uma doença crônica não transmissível, sendo que a periodontite 265 

severa afeta 11,2% da população mundial, além de ser a sexta doença humana mais comum 266 

(SANZ et al., 2018). Uma pesquisa epidemiológica sugeriu que mais de 50% de todos os 267 

adultos no mundo são afetados por doenças periodontais. Além disso, a ocorrência da doença 268 

periodontal está aumentando com o tempo; no período de dez anos, de 2005 a 2015, as taxas de 269 

prevalência aumentaram rapidamente em comparação com períodos anteriores (CARASOL et 270 

al., 2016).  271 

O estímulo inicial para a periodontite crônica é o biofilme subgengival anexado ao dente 272 

que causa a ativação da resposta imune do hospedeiro (CAVALLA et al., 2018). Caracterizada 273 

por danos irreversíveis nos tecidos de sustentação dos dentes, que incluem o osso alveolar, 274 

ligamento periodontal e cemento. Isso eventualmente leva à perda dentária com sérios 275 

problemas funcionais e estéticos para os pacientes (HERNÁNDEZ-MONJARAZ et al., 2018). 276 

A periodontite é uma doença complexa, com fatores etiológicos atuando em vários 277 

níveis: no nível microbiano, baseado na presença de comunidades microbianas disbióticas; no 278 

nível do hospedeiro, com base nas variações da resposta do hospedeiro e nos fatores genéticos 279 

que podem predispor ou proteger da doença; e no nível ambiental, fatores que modificam a 280 

resposta do hospedeiro em um resultado protetor ou destrutivo (HAJISHENGALLIS, 2015; 281 

NIBALI, 2018). Por um processo longo e lento, a inflamação descontrolada na gengiva pode 282 

levar à destruição do tecido periodontal e sua fixação nos dentes, definida como periodontite 283 

(HAJISHENGALLIS e KOROSTOFF, 2017). A perda contínua de dentição para apoiar o 284 

tecido resulta em folga dentária e perda de dentes, o que afeta seriamente a qualidade de vida 285 

dos pacientes (EKE et al., 2015). 286 
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A periodontite grave está independentemente e significativamente associada à 287 

mortalidade relacionada a causas cardiovasculares em diferentes populações (SHARMA et 288 

al., 2014). Pacientes com periodontite apresentaram mais que o dobro do risco de AVC 289 

cardioembólico e trombótico em comparação com indivíduos periodicamente saudáveis (SEN 290 

et al., 2018). 291 

De acordo com a Nova Classificação do Workshop Mundial (2017) a periodontite é 292 

avaliada de acordo com o estadiamento que envolve quatro categorias (estágios 1 a 4) e é 293 

determinado após considerar muitas variáveis, incluindo perda de volume, quantidade e 294 

porcentagem de perda óssea, profundidade de sondagem, pressão e extensão de defeitos ósseos 295 

angulares, envolvimento de furca, mobilidade dentária e perda dentária devido à periodontite. 296 

A classificação inclui três níveis (grau A - baixo risco, grau B - risco moderado, grau C – alto 297 

risco de progressão) e engloba, além de aspectos relacionados à progressão da periodontite, 298 

estado geral de saúde e outras exposições como tabagismo ou nível de controle metabólico no 299 

diabetes. Assim, o grau permite ao clínico incorporar fatores individuais o diagnóstico de cada 300 

paciente, que são cruciais para o gerenciamento abrangente dos casos (CATON et al., 2018). 301 

 302 

2.2.2 Biofilme e espécies microbianas 303 

 304 

Um estudo anterior verificou inúmeras espécies microbianas que formam biofilme 305 

dental organizados em uma matriz polissacarídica extracelular (ZHOU  et al., 2015). Os 306 

biofilmes também podem se desenvolver em superfícies abióticas, incluindo dispositivos 307 

médicos, como próteses ortopédicas, válvulas cardíacas artificiais, stents coronários, cateteres 308 

intravasculares e urinários, implantes neurocirúrgicos, cocleares e mamários, dentaduras e 309 

dispositivos oculares e de assistência ventricular (PERCIVAL et al., 2015), como implantes 310 

dentários.  311 

Doenças periodontais são inflamações mediadas pelo crescimento excessivo de 312 

organismos comensais ao invés de ser através da aquisição de um único patógeno exógeno 313 

(CEKICI et al., 2014). Enquanto alguns microorganismos chave parecem desencadear a 314 

disbiose, a doença resulta não de patógenos individuais, mas de sinergia polimicrobiana 315 

disbiótica, que interrompe a homeostase do micróbio hospedeiro (HAJISHENGALLIS; 316 

LAMONT, 2016). 317 
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Existem evidências de que as proteínas extracelulares de patógenos periodontais 318 

(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e 319 

Fusobacterium nucleatum) geram anticorpos que podem reagir de maneira cruzada com as 320 

proteínas extracelulares. Já foi demonstrado que esses anticorpos ativam a produção de 321 

citocinas, bem como a ativação de monócitos e células endoteliais (SANZ et al., 2018). 322 

Embora a periodontite seja considerada uma doença infecciosa, a extensão e a natureza 323 

da resposta inflamatória / imune do hospedeiro contra o biofilme subgengival são os principais 324 

determinantes do resultado da doença (CAVALLA et al., 2014). O biofilme microbiano sugere 325 

que fatores microbianos poderiam, em teoria, apresentar algum impacto evolutivo na 326 

resistência/suscetibilidade à periodontite. Portanto, é possível levantar a hipótese de que 327 

variações genéticas que facilitam a colonização do biofilme subgengival por micróbios-chave 328 

e/ou facilitam o estabelecimento de comunidades subgengivais disbióticas poderiam atuar 329 

como fatores de risco primários para o desenvolvimento da periodontite, uma vez que esse 330 

evento inicial levaria subsequentemente ao desequilíbrio homeostase do micróbio hospedeiro e 331 

posteriormente à ruptura do tecido (HAJISHENGALLIS, 2014; HAJISHENGALLIS, 2015). 332 

A periodontite é uma doença associada à resposta imune do hospedeiro causada por 333 

bactérias Gram-negativas e que afeta grande parte da população mundial (GOKYU et al., 334 

2014). As interações entre a bactéria e o hospedeiro desencadeiam mecanismos imunológicos 335 

que causam danos ao tecido periodontal (PARK et al., 2015). Também há evidências baseadas 336 

em estudos microbiológicos, imunológicos e clínicos que sustentam que um tipo de periodontite 337 

pode permanecer estável por vários anos, enquanto as outras formas, apesar do tratamento 338 

extenso, continuam a progredir, levando à perda do dente. Apesar das bactérias periodontais 339 

serem os principais agentes etiológicos, a susceptibilidade do hospedeiro também é de grande 340 

relevância para o desenvolvimento da periodontite (LATHA et al., 2015). 341 

 342 

2.2.3 Patogênese 343 

 344 

A patogênese de doenças periodontais é mediada pela resposta inflamatória a bactérias 345 

no biofilme (CEKICI et al., 2014). O início e a progressão da periodontite estão relacionados a 346 

múltiplos fatores etiológicos e de risco, sendo os mais importantes a microbiota local e a 347 

resposta imune do hospedeiro (HAJISHENGALLIS et al., 2014). 348 
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Tal como acontece com outros locais de barreira, como o trato gastrointestinal e 349 

respiratório, o tecido periodontal é continuamente exposto à microbiota oral e outros estímulos 350 

físicos e químicos gerados pela mastigação e respiração (MOUTSOPOULOS; KONKEL, 351 

2018). Existe um equilíbrio delicado entre a resposta imune local e a microbiota em condições 352 

fisiológicas. A vigilância imunológica e a tolerância da microbiota local são alcançadas sem 353 

uma resposta inflamatória grave (GRAVES et al., 2019). No entanto, após a colonização de um 354 

patógeno "chave", os constituintes da microbiota e suas contagens totais são alterados, o que 355 

eleva a patogenicidade de toda a comunidade e interrompe a homeostase do 356 

tecido (HAJISHENGALLIS et al., 2012). Nessas condições, a resposta imune é superativada, 357 

o que leva à infiltração de células imunes, ativação da atividade osteoclástica e, eventualmente, 358 

destruição dos tecidos moles e duros (PAN et al., 2019). 359 

A periodontite é uma doença complexa, desencadeada pela presença de comunidades 360 

microbianas disbióticas, modulada por fatores genéticos e modificada pela resposta imune do 361 

hospedeiro, que pode ser protetora ou destrutiva (HAJISHENGALLIS et al., 2015). 362 

A patogênese das doenças periodontais é influenciada por vários fatores do hospedeiro, 363 

incluindo resposta imune, fatores anatômicos e fatores estruturais do tecido. A maioria desses 364 

fatores é determinada por perfil genético do hospedeiro e pode ser modificado por meio de 365 

fatores comportamentais do hospedeiro. Doenças periodontais e certos distúrbios sistêmicos 366 

compartilham etiologias genéticas e/ou ambientais similares fatores biológicos e, portanto, 367 

indivíduos afetados podem mostrar declarações de ambas as doenças. Portanto, a perda de 368 

tecido periodontal é uma manifestação comum de certos distúrbios sistêmicos, que poderiam 369 

têm importante valor diagnóstico e implicações terapêuticas (ALBANDAR et al., 2018). 370 

Outras condições sistêmicas, como doenças neoplásicas, podem afetar a aparelho 371 

periodontal independente da placa dentária induzida por biofilme periodontite (JEPSEN et al., 372 

2018), e esses achados clínicos também devem ser classificados com base na doença sistêmica 373 

primária e agrupados como doenças ou condições que afetam os tecidos periodontais de 374 

suporte. Existem, porém, doenças sistêmicas comuns, como doenças não controladas diabetes 375 

mellitus, com efeitos variáveis que modificam o curso da periodontite. Estes parecem fazer 376 

parte da natureza multifatorial das doenças complexas como periodontite e estão incluídas na 377 

nova classificação clínica da periodontite como descritor no estadiamento e processo de 378 

classificação (TONETTI et al., 2017). Embora modificadores comuns da periodontite possam 379 
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alterar substancialmente a ocorrência, gravidade e resposta da doença ao tratamento evidência 380 

atual não suporta uma fisiopatologia única em pacientes com diabetes e periodontite (SANZ et 381 

al., 2018). 382 

 383 

2.2.4 Diagnóstico clínico e tratamento da doença periodontal 384 

 385 

O diagnóstico clínico da doença periodontal é realizado com uma sonda periodontal 386 

para determinar a profundidade de bolsa e da perda de inserção em combinação com avaliação 387 

radiográfica (CEKICI et al., 2014).  388 

A perda do suporte do tecido periodontal devido a inflamação é a principal característica 389 

da periodontite. Um limiar de perda de inserção clínica interproximal de ≥2 mm ou ≥3 mm em 390 

≥2 dentes não adjacentes é comumente usado. Os dentistas geralmente confirmam a presença 391 

de perda interproximal de tecido através de avaliações radiográficas da perda óssea. As 392 

descrições clinicamente significativas da periodontite devem incluir a proporção de locais que 393 

sangram durante a sondagem e o número e a proporção de dentes com profundidade de 394 

sondagem acima de certos limiares (geralmente ≥4 mm e ≥6 mm) e de dentes com perda de 395 

inserção clínica de ≥3 mm e ≥ 5 mm (HOLTFRETER et al., 2015). 396 

No contexto de atendimento clínico, um paciente é um "caso de periodontite" se: a perda 397 

de inserção clínica interdental é detectável em ≥2 dentes não adjacentes ou a perda de inserção 398 

clínica bucal ou oral ≥ 3 mm com bolsas  ≥ 3 mm é detectável em ≥ 2 dentes, mas a perda de 399 

inserção clínica observada não pode ser atribuída a causas não relacionadas à periodontite, 400 

como: 1) recessão gengival de origem traumática; 2) cárie dentária que se estende na área 401 

cervical do dente; 3) presença de CAL no aspecto distal de um segundo molar e associada à má 402 

posição ou extração de um terceiro molar; 4) lesão endodôntica drenando através do periodonto 403 

marginal; e 5) a ocorrência de uma fratura vertical da raiz (PAPAPANOU et al., 2018). 404 

Um estudo anterior relata que o acompanhamento da imagem radiográfica é essencial 405 

para a manutenção bem-sucedida dos implantes endósseos e para a minimização das alterações 406 

no nível ósseo circundante (PAN et al., 2019).  407 

Por outro lado, outro estudo demonstra que critérios diagnósticos clínicos 408 

convencionais, como profundidade de sondagem, nível de inserção, sangramento à sondagem, 409 

índice de placa e avaliação radiográfica para verificar perda do osso alveolar, muitas vezes é 410 
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insuficiente para determinar os locais da atividade doença, monitorar as respostas à terapia ou 411 

medir o grau de suscetibilidade à futura progressão da doença (GUPTA et al., 2015). 412 

 Em relação ao tratamento periodontal não é tão fácil quanto apenas controlar a 413 

inflamação e impedir o desenvolvimento da doença; a reconstrução de um periodonto saudável 414 

destruído por doenças merece igual atenção (GRAZIANI; KARAPETSA; ALONSO; 415 

HERRERA, 2017; GRAZIANI; KARAPETSA; MARDAS; LEOW; DONOS, 2018). As 416 

terapias atuais para doenças periodontais na clínica, incluindo abordagens conservadoras, 417 

condicionamento radicular, enxerto/substituição bioativa de ossos e regeneração guiada de 418 

tecidos, encontram dificuldade em regenerar completamente o periodonto (VAQUETTE et al., 419 

2019).  420 

O objetivo do tratamento periodontal é controlar a infecção e reconstruir as estruturas e 421 

funções dos tecidos periodontais (SCULEAN et al., 2015). Ainda existem desafios na 422 

regeneração do aparelho periodontal com a formação do complexo osso-ligamento-cemento 423 

simultaneamente (SOWMYA et al., 2017). O processo osteogênico pode preceder levemente a 424 

diferenciação do cemento e das fibras. Então o ligamento periodontal precisaria ser firmemente 425 

fixado ao cemento recém-formado e ao osso alveolar, o que é especialmente difícil de alcançar 426 

em laboratório (MASKE; RATHOD; WANIKAR et al., 2018). 427 

Um recente ensaio clínico randomizado concluiu que a terapia periodontal (por meio de 428 

raspagem e aplainamento radicular, SRP) induzia bacteremia em pacientes com gengivite e 429 

periodontite, mas a magnitude e a frequência eram maiores entre os pacientes com periodontite 430 

(BALEJO et al., 2017) . 431 

Os dentistas devem ser capazes de identificar os sinais precoces da doença gengival, 432 

mas os pacientes também devem suspeitar de doença gengival se perceberem: Gengivas 433 

vermelhas ou edemaciadas; sangramento das gengivas ou sangue após a escovação; mau gosto; 434 

dentes com aparência mais longa; dentes com mobilidade; espaços crescentes entre dentes; 435 

cálculo (tártaro) nos dentes. Os pacientes devem entender que é importante manter a boca e o 436 

corpo todo o mais saudáveis possíveis, com visitas médicas e odontológicas regulares (SANZ 437 

et al., 2018). 438 

 439 

 440 

 441 
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 2.3 DOENÇAS PERI-IMPLANTARES: MUCOSITE E PERI-IMPLANTITE 442 

 443 

Uma nova classificação para saúde peri-implantar, mucosite e peri-implantite foram 444 

desenvolvidas pelo Workshop Mundial (2017) sobre a Classificação das Doenças e Condições 445 

Periodontais e Peri-implantares. 446 

 447 

2.3.1 Saúde peri-implantar 448 

 449 

O diagnóstico de saúde peri-implantar requer ausência de sinais clínicos de inflamação; 450 

ausência de sangramento e/ou supuração na sondagem suave; nenhum aumento na 451 

profundidade de sondagem em comparação com exames anteriores; ausência de perda óssea 452 

além das mudanças no nível da crista óssea resultantes desde a remodelação óssea inicial 453 

(BERGLUNDH et al., 2018). 454 

A saúde peri-implantar foi definida clinicamente e histologicamente (ARAUJO et al., 455 

2018). Clinicamente, a saúde peri-implantar é caracterizada pela ausência de sinais de 456 

inflamação e sangramento na sondagem. Saúde peri-implantar pode existir ao redor de 457 

implantes com suporte ósseo normal ou reduzido. Isto não é possível definir uma gama de 458 

profundidades de sondagem compatíveis com saúde peri-implantar (BERGLUNDH et al., 459 

2018; RENVERT et al., 2018). Na saúde, não existem diferenças visuais entre os tecidos peri-460 

implantares e periodontais. No entanto, as profundidades de sondagem são geralmente maiores 461 

no local do implante do que no dente. As papilas nos locais interproximais de um implante 462 

podem ser mais curtas do que nas papilas dentais interproximais (BERGLUNDH et al., 2018). 463 

As características histológicas de um local peri-implantar saudável são derivadas 464 

principalmente de estudos em animais. A mucosa peri-implantar saudável tem em média 3 a 4 465 

mm de altura e é coberta por um epitélio queratinizado (mucosa mastigatória) ou não 466 

queratinizado (mucosa de revestimento). A porção da mucosa peri - implantar que está voltada 467 

para o implante contém uma porção "coronal" que é revestida por um epitélio sulcular e um 468 

epitélio juncional delgado, e um segmento mais "apical" no qual o tecido conectivo está em 469 

contato direto com a superfície do implante. O tecido conjuntivo lateral ao epitélio sulcular 470 

abriga um pequeno infiltrado de células inflamatórias. A maior parte da parte intra-óssea do 471 
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implante está em contato com o osso mineralizado, enquanto a porção restante fica voltada para 472 

a medula óssea, estruturas vasculares ou tecido fibroso (BERGLUNDH et al., 2018). 473 

 474 

 2.3.2 Mucosite  475 

 476 

A mucosite peri-implantar é caracterizada por sangramento na sondagem e sinais visuais 477 

de inflamação (HEITZ‐MAYFIELD; SALVI, 2018). Embora haja fortes evidências de que a 478 

mucosite peri-implantar é causada por placa, há evidências muito limitadas da presença de 479 

mucosite peri-implantar induzida por placa. A peri-implantite à mucosite pode ser revertida 480 

com medidas em eliminar a placa (CATON et al., 2018). 481 

A mucosite peri-implantar também é caracterizada por uma maturação inflamatória bem 482 

definida lateral ao epitélio juncional / bolsa com um infiltrado rico em estruturas vasculares, 483 

células plasmáticas e linfócitos. O infiltrado inflamatório não se estende ao epitélio juncional 484 

para a zona de tecido conjuntivo (BERGLUNDH et al., 2018). 485 

Existem fortes evidências de estudos experimentais em animais e humanos de que a 486 

placa é o fator etiológico da mucosite peri-implantar. O hospedeiro responder ao desafio 487 

bacteriano pode variar entre os pacientes. Fumar, diabetes mellitus e radioterapia podem 488 

modificar a condição (BERGLUNDH et al., 2018). Presume-se que a mucosite peri-implantar 489 

preceda a peri-implantite especialmente na ausência de cuidados de manutenção regular. No 490 

entanto, os recursos ou condições caracterizando a progressão da mucosite peri-implantar para 491 

peri-implantite em pacientes suscetíveis não foi identificada (BERGLUNDH et al., 2018). 492 

A principal característica clínica da mucosite peri-implantar é o suave sangramento à 493 

sondagem. Os sinais clínicos de inflamação são necessários para o diagnóstico de mucosite 494 

peri-implantar. Eritema, edema e/ou supuração também podem estar presentes (BERGLUNDH 495 

et al., 2018). 496 

Há evidências de estudos experimentais em humanos que na mucosite peri-implantar há 497 

resolução dos sinais clínicos de inflamação que pode levar mais de 3 semanas após a 498 

reinstituição do controle de placa / biofilme (BERGLUNDH et al., 2018). 499 

 500 

 501 

 502 
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2.3.3 Peri-implantite 503 

 504 

A peri-implantite, umas das principais causas de insucesso dos implantes (DE 505 

OLIVEIRA et al., 2015), é uma inflamação em torno do implante instalado, sendo considerada 506 

um desequilíbrio do hospedeiro-microrganismo, onde é mais propício a lesões inflamatórias, 507 

pelo fato de que os tecidos fibrosos de inserção nos implantes são diferentes do dente em si, 508 

pois tem menos vascularização e a direção das fibras colágenas tem direção paralela. Essa 509 

doença causa perda de suporte ósseo podendo acarretar a perda do implante (DIÓGENES et 510 

al., 2018).  511 

A peri-implantite é definida como uma condição patológica associada à placa que ocorre 512 

no tecido ao redor dos implantes dentários, caracterizada por inflamação na mucosa peri-513 

implantar e subsequente perda progressiva do osso de suporte (SCHWARZ et al., 2018). A 514 

peri-implantite está associada ao mau controle da placa e à pacientes com histórico de 515 

periodontite grave. O início da peri-implantite pode ocorrer precocemente após a colocação do 516 

implante, conforme indicado pelos dados radiográficos. Na ausência de tratamento, parece 517 

progredir em um padrão não linear e acelerador (SCHWARZ et al., 2018). 518 

 519 

2.3.4 Patogênese, diagnóstico e tratamento da peri-implantite 520 

 521 

Há fortes evidências de que existe um risco aumentado de desenvolver peri-implantite 522 

em pacientes com histórico de periodontite grave, controle deficiente da placa e nenhum 523 

cuidado de manutenção regular após a terapia com implantes. Os dados que identificam o fumo 524 

e o diabetes como indicadores de risco potencial para peri-implantite são inconclusivos. Os 525 

implantes que foram colocados em circunstâncias abaixo do ideal são frequentemente 526 

encontrados na prática do dia-a-dia. Como resultado, pode haver um aumento da prevalência 527 

de peri-implantite associada a essas situações. Existem algumas evidências limitadas que ligam 528 

a peri‐implantite a fatores como a presença pós ‐ restauradora de cimento submucoso e o 529 

posicionamento dos implantes que não facilita a higiene oral e a manutenção. O papel da 530 

mucosa queratinizada peri‐implantar, sobrecarga oclusal, partículas de titânio, necrose por 531 

compressão óssea, superaquecimento, micromoção e biocorrosão como indicadores de risco 532 

para peri‐implantite ainda precisa ser determinado. Há uma alta prioridade para conduzir 533 
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estudos que visam desenvolver estratégias diagnósticas, preventivas e de intervenção para o 534 

gerenciamento dessas questões peri-implantar (BERGLUNDH et al., 2018). 535 

A perda óssea progressiva em torno dos implantes está associada a sinais clínicos da 536 

inflamação. Estudos observacionais indicaram que as alterações no nível da crista óssea em 537 

implantes estão normalmente associadas a sinais clínicos de inflamação. No entanto, existem 538 

situações em que pode ocorrer perda óssea peri-implantar devido a fatores iatrogênicos, 539 

incluindo mau posicionamento do implante ou trauma cirúrgico (BERGLUNDH et al., 2018). 540 

Os métodos clínicos para detectar a presença ou ausência de inflamação no local do 541 

implante deve incluir inspeção visual, sondagem com uma sonda periodontal e palpação digital 542 

(BERGLUNDH et al., 2018). Estudos experimentais e clínicos têm identificado vários critérios 543 

de diagnóstico para a peri-implantite, incluindo parâmetros de sondagem, avaliação 544 

radiográfica, avaliação do fluido crevicular peri-implantar e análise de saliva (SEVERINO et 545 

al., 2016; DE ARAÚJO et al., 2017). 546 

O diagnóstico de peri-implantite requer presença de sangramento e / ou supuração na 547 

sondagem; maior profundidade de sondagem em comparação com exames anteriores; presença 548 

de perda óssea, além das alterações no nível da crista óssea resultantes desde a remodelação 549 

óssea inicial. Na ausência de dados de exames anteriores, o diagnóstico de peri-implantite pode 550 

ser baseado na combinação de: presença de sangramento e / ou supuração em sondagem suave. 551 

profundidades de sondagem de ≥6 mm. Níveis ósseos ≥3 mm apicais da porção mais coronal 552 

da parte intraóssea do implante. Deve-se observar que os sinais visuais de inflamação podem 553 

variar e que a recessão da margem da mucosa deve ser considerada na avaliação da 554 

profundidade de sondagem (BERGLUNDH et al., 2018). 555 

É necessário sondar os tecidos peri-implantares em um exame oral completo para avaliar 556 

a presença de sangramento na sondagem e monitorar as mudanças na profundidade da 557 

sondagem e a migração da margem mucosa. Essa avaliação pode alertar o clínico sobre a 558 

necessidade de intervenção terapêutica. Há evidências de que a sondagem do tecido peri-559 

implantar usando uma leve força de sondagem é um componente seguro e importante de um 560 

exame oral completo (BERGLUNDH et al., 2018). 561 

Os sinais e sintomas principais da peri-implantite são: presença de bolsa peri-implantar 562 

(> 5mm), sangramento à sondagem, destruição vertical da crista óssea. A presença de 563 

hiperplasia pode estar relacionada à utilização de overdentures ou ausência de gengiva 564 



47 

 

 

 

  

 

Tese de Doutorado – Juliana Barbosa de Faria 

queratinizada. Em relação aos tecidos podem estar edemaciados ou não e a dor não é 565 

considerada ponto característico da peri-implantite. Para um correto diagnóstico, segundo os 566 

autores, devem ser realizados: uma radiografia peri-implantar (se o implante já apresenta perda 567 

óssea ou não), sondagem peri-implantar (analisar a presença de bolsas, de sangramento e de 568 

supuração), mobilidade, uma coleta de fluido e análise microbiológica (DE OLIVEIRA et al., 569 

2015). 570 

Os locais de peri-implantite exibem sinais clínicos de inflamação, sangramento na 571 

sondagem e / ou supuração, aumento da profundidade de sondagem e / ou recessão da margem 572 

mucosa, além de perda óssea radiográfica em comparação com exames anteriores. Em locais 573 

que apresentam peri-implantite, a profundidade de sondagem está correlacionada com a perda 574 

óssea e é, portanto, um indicador da gravidade da doença. É importante reconhecer que a taxa 575 

de progressão da perda óssea pode variar entre os pacientes (BERGLUNDH et al., 2018). 576 

Sendo assim, para o diagnóstico de peri-implantite são consideradas as alterações no 577 

nível da crista óssea em conjunto com sangramento à sondagem e concomitante 578 

aprofundamento da bolsa peri-implantar (WANG et al., 2016). Embora as alterações iniciais na 579 

saúde dos tecidos moles peri-implantes sejam difíceis de diagnosticar, está bem estabelecido 580 

que o sangramento na sondagem é o método preferido para identificar a inflamação da mucosa 581 

peri-implantar (JEPSEN et al., 2015). 582 

O diagnóstico da peri-implantite é muito importante na prática do cirurgião-dentista, e 583 

determinante para o tratamento dessas doenças, criando novas vertentes de estudos na 584 

especialidade (DE OLIVEIRA et al., 2015). Algumas características clínicas podem ser 585 

observadas nesse processo inflamatório, tais como: sangramento à sondagem, exsudato, 586 

profundidade de sondagem aumentada e edema (MARTINS et al., 2019). 587 

A cicatrização normal após a perda dentária leva a dimensões diminuídas do processo / 588 

crista alveolar que resultam em defeitos nos tecidos duros e moles. Deficiências maiores de 589 

crista podem ocorrer em locais associados a perda severa de suporte periodontal, trauma de 590 

extração, infecções endodônticas, fraturas radiculares, placas ósseas bucais finas, má posição 591 

do dente, lesão e pneumatização dos seios maxilares. Outros fatores que afetam a crista podem 592 

estar associados a medicamentos e distúrbios sistêmicos, reduzindo a quantidade de osso 593 
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formado naturalmente, a agenesia dentária e a pressão das próteses (HÄMMERLE; TARNOW 594 

et al., 2018). 595 

O objetivo do tratamento da peri-implantite é reduzir a perda óssea e consiste em duas 596 

etapas: a primeira é a terapia mecânica básica, ou seja, remoção da placa com curetas de 597 

plástico, seguida de ajuste oclusal. A segunda etapa requer a descontaminação da superfície do 598 

implante que pode ser física em que consiste no alisamento da superfície do implante com 599 

brocas diamantadas, como também no jateamento com óxido de alumínio. E química em que o 600 

jato de bicarbonato e o ácido cítrico apresentaram os melhores resultados. O uso de 601 

antibioticoterapia apresenta bons resultados na erradicação da infecção (DE OLIVEIRA et al., 602 

2015).  603 

Há evidências de estudos observacionais de que os pacientes que apresentam controle 604 

deficiente da placa e não frequentam a terapia de manutenção regular têm maior risco de 605 

desenvolver peri-implantite. Estudos sobre o tratamento da peri‐implantite revelam que as 606 

estratégias de tratamento anti‐infecciosas têm sucesso na redução da inflamação dos tecidos 607 

moles e na supressão da progressão da doença (BERGLUNDH et al., 2018). 608 

 609 

2.4 RELAÇÃO ENTRE DOENÇA PERIODONTAL E DOENÇA PERI-610 

IMPLANTAR 611 

 612 

Embora a peri-implantite e a periodontite tenham muitas características em comum nos 613 

sinais clínicos e radiológicos, elas representam entidades distintas (ROBITAILLE et al., 2015) 614 

por causa de seus diferentes ambientes anatômicos e histológicos, microbiomas centrais 615 

(MARUYAMA et al., 2014) e características imunológicas  (EMECEN-HUJA et al., 2013). A 616 

peri-implantite apresenta características únicas (LANG; BERGLUNDH et al., 2011) e a 617 

destruição dos tecidos peri-implantares parece significativamente maior do que a da 618 

periodontite (TAKAMORI et al., 2017).  A peri-implantite é considerada como resultado da 619 

formação de biofilme na superfície do implante análogo à periodontite (JOHN; BECKER; 620 

SCHWARZ et al., 2015). 621 

Há fortes evidências de que existe um risco aumentado de desenvolver peri-implantite 622 

em pacientes com histórico de periodontite grave, controle deficiente da placa e nenhum 623 

cuidado de manutenção regular após a terapia com implantes (BERGLUNDH et al., 2018). 624 



49 

 

 

 

  

 

Tese de Doutorado – Juliana Barbosa de Faria 

Pacientes com periodontite apresentam cerca de quatro vezes mais chances de desenvolver peri-625 

implantite (ZANI et al., 2016).  626 

As principais diferenças histológicas entre os tecidos peri-implantares saudáveis e os 627 

tecidos periodontais são as seguintes: em comparação com o periodonto, os tecidos peri-628 

implantares não possuem cemento e ligamento periodontal. O epitélio peri-implantar é 629 

frequentemente mais longo e na zona do tecido conjuntivo não há fibras de inserção na 630 

superfície do implante. Os tecidos peri-implantares são menos vascularizados na zona entre a 631 

crista óssea e o epitélio juncional quando comparados à zona de tecido conjuntivo do periodonto 632 

(BERGLUNDH et al., 2018). 633 

 634 

2.5 CITOCINAS NAS DOENÇAS PERIODONTAIS E PERI-IMPLANTARES 635 

 636 

2.5.1 Citocinas nas doenças periodontais 637 

 638 

Na progressão da periodontite, o papel das citocinas é extremamente importante. Muitos 639 

estudos relataram a rede de citocinas envolvidas na periodontite e seu efeito crucial e 640 

pleiotrópico no recrutamento de leucócitos, controle de bactérias potencialmente patogênicas e 641 

indução ou supressão da atividade osteoclástica (PAN et al., 2019). 642 

Muitos estudos recentes descobriram que polimorfismos de nucleotídeo único em 643 

citocinas e genes codificadores de receptores associados estão relacionados ao risco e à 644 

gravidade da periodontite (BOUKORTT et al., 2015; TANAKA et al., 2017), o que indica que 645 

a regulação desordenada das citocinas inicia ou acelera a periodontite. Com base em estudos 646 

em humanos, estudos em modelos experimentais de periodontite em animais também 647 

descobriram que manipular a expressão de citocinas e seus receptores afeta o fenótipo de perda 648 

óssea alveolar (ESKAN et al., 2012). 649 

A resposta imune patológica do hospedeiro contra micróbios disbióticos locais pode ser 650 

categorizada aproximadamente em três estágios (PAN et al., 2019). A primeira onda de desafio 651 

ocorre diretamente entre o microbioma e as células hospedeiras que incluem células do tecido 652 

periodontal, a saber, células epiteliais da mucosa e fibroblastos gengivais e outros 653 

imunócitos. Além disso, devido à estimulação contínua e aos danos causados pelo microbioma 654 

e mastigação locais, células imunes como fagócitos mononucleares (MNPs), células 655 
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apresentadoras de antígenos (APCs) e subconjuntos específicos de células T (como células T 656 

auxiliares do tipo 17, Th17 células) residem localmente e podem ser recrutados. As interações 657 

entre o microbioma e todas as células hospedeiras levam à primeira onda de secreção de 658 

citocinas pela ativação do receptor de reconhecimento de padrões e sua sinalização a jusante. Os 659 

representantes dessas citocinas são a família interleucina-1 (IL-1), a família Interleucina 6 (IL-660 

6) e o fator de necrose tumoral (TNF). Essas citocinas têm efeitos pleiotrópicos na promoção 661 

de linfócitos e destruição de tecidos e são reconhecidas como citocinas pró-inflamatórias (PAN 662 

et al., 2019). 663 

O segundo estágio ocorre quando um grupo de citocinas estreitamente relacionadas à 664 

diferenciação de um subconjunto específico de linfócitos é secretado por MNPs, APCs e 665 

linfócitos locais após estimulação pelo microbioma. Com a participação de membros das 666 

famílias IL-1 e IL-6, a estimulação dessas citocinas leva à ativação das vias de sinalização 667 

correspondentes e à maturação e diferenciação de certas células (PAN et al., 2019). 668 

A terceira onda ocorre quando cada um desses subconjuntos de células secretam um 669 

certo padrão de citocinas, que podem atuar como um mecanismo de feedback positivo ou efetor 670 

direto. A maioria dos efeitos dessas citocinas e subconjuntos celulares é extremamente 671 

complexo, incluindo aumento da barreira mucosa, controle de patobiontes (PAN et al., 2019). 672 

As citocinas pró-inflamatórias incluem membros da família IL-1, família IL-6 e família 673 

TNF. A maioria dos membros da família IL-1 (representada por IL-1, IL-18 e IL-33), IL-6 e 674 

TNF tem efeitos pleiotrópicos na promoção de linfócitos e destruição de tecidos e atuam como 675 

citocinas pró-inflamatórias. Ao se ligarem ao receptor correspondente, os membros da família 676 

IL-1 ativam principalmente fatores de transcrição relacionados à ativação de células T e 677 

secreção pró-inflamatória de citocinas, e IL-6 medeia principalmente a ativação de células B. 678 

Dependendo do estado das principais proteínas de transdução, a ligação entre os membros da 679 

família TNF e seus receptores relacionados pode levar a destinos celulares muito diferentes que 680 

incluem morte (apoptose e necroptose) ou vida (secreção de fatores pró-inflamatórios e 681 

osteoclastogênicos) e ambos levam à destruição do tecido periodontal (PAN et al., 2019). 682 

Existem evidências de níveis elevados de interleucina sérica 6 (IL‐6) em pacientes com 683 

periodontite e níveis mais baixos de Interleucina 4 (IL‐4) e Interleucina 18 (IL‐18). O efeito da 684 

terapia periodontal demonstrou uma diminuição significativa nos níveis séricos de Interleucina 685 

6 (IL‐6), amilóide sérico A e alfa 1 anti-quimiotripsina. Os neutrófilos periféricos dos pacientes 686 
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com periodontite liberam excesso de IL‐1β, IL‐8, IL‐6 e fator de necrose tumoral (TNF)‐α 687 

quando estimulados por patógenos periodontais. A terapia periodontal reduz apenas 688 

parcialmente a hiper-reatividade das citocinas com algumas evidências de uma resposta 689 

constitutivamente elevada (LING et al., 2016). 690 

 A IL-18 foi reconhecida pela primeira vez como fator indutor de interferon (IFN) -γ e 691 

ativador de células NK (natural killer) e células Th1, que estão intimamente relacionadas à 692 

imunidade do tipo 1 (OKAMURA et al., 1995). Polimorfismos foram identificados no 693 

promotor da IL-18 e também mostraram estar relacionados ao aumento do risco de periodontite 694 

(TANAKA et al., 2017). Além disso, a regulação positiva da IL-18 foi detectada no FCG 695 

(FIGUEREDO et al., 2008),  saliva (ÖZÇAKA et al., 2011), e soro (SÁNCHEZ-696 

HERNÁNDEZ et al., 2011) de pacientes com periodontite crônica. P. gingivalis ativo e seu 697 

lipopolissacarídeo (LPS) mostraram aumentar a expressão de IL-18 (YEE et al., 2012). Além 698 

disso, a IL-18 mostrou estimular a expressão da metaloproteinase da matriz, (WANG et al., 699 

2019) e a superexpressão de IL-18 leva à perda óssea inflamatória após infecção bacteriana oral 700 

YOSHINAKA et al., 2014).  701 

RANKL existe como uma proteína homotrimérica e é tipicamente ligada à membrana 702 

em células T osteoblásticas e ativadas ou é secretada por algumas células, como células T 703 

ativadas (KEARNS et al., 2007; WADA et al., 2006; TAKAYANAGI et al., 2007).  A citocina 704 

RANK está relacionada com a osteoclastogênese e reabsorção óssea. Alguns estudos 705 

demonstraram que a inibição de RANKL diminui a reabsorção óssea periodontal (HAN, 2015). 706 

A maioria dos fatores conhecidos por estimular a formação e atividade de osteoclastos induz a 707 

expressão de RANKL pelas células estromais osteoblásticas. No entanto, RANKL também é 708 

altamente expresso em linfonodos, timo, glândulas mamárias e pulmão e em níveis baixos em 709 

uma variedade de outros tecidos, incluindo baço e medula óssea (KEARNS et al., 2007). É 710 

expresso por células sinoviais e células T ativadas em articulações de pacientes com artrite 711 

inflamatória para contribuir, pelo menos em parte, para a destruição articular observada em 712 

pacientes com artrite reumatóide (BOYCE et al., 2008). 713 

As citocinas estão intimamente associadas a certos subconjuntos de células, incluindo 714 

células Th1, células Th2, células Th17 e células Treg (T reguladoras) relacionadas às 715 

citocinas. Essas citocinas e suas células relacionadas formam uma rede de resposta imune do 716 

hospedeiro complexa e integrada contra bactérias. A maioria das citocinas restantes está 717 
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intimamente relacionada à diferenciação e / ou efeitos de subconjuntos específicos de células 718 

imunes. Sob estímulo de certas citocinas inflamatórias, as células T CD4 + ingênuas 719 

diferenciam-se em múltiplas direções, incluindo as células Th1 (Interleucina 12 - IL-12) e Treg 720 

- Interleucina 2 (IL-2) e fator de crescimento transformador beta (TGF-β), que têm 721 

principalmente efeitos protetores, e Th17 (Interleucina 23 - IL-23) e células Th2 (Interleucina 722 

4 - IL-4), que têm principalmente efeitos pleiotrópicos. As vias de sinalização a jusante da 723 

Interleucina 17 (IL-17) (secretada pelas células Th17) e da Interleucina 10 (IL-10) (secretada 724 

pelas células Treg) são específicas e de significado especial para a resposta imune do 725 

hospedeiro periodontal (PAN et al., 2019). 726 

Dentre estas citocinas podemos citar a IL-12 que é secretada por PMNs e células 727 

dendríticas sob estimulação de patógenos e exibe forte capacidade de promover a produção de 728 

IFN-γ nas células T e NK (TRINCHIERI., 2003). Células T CD4 + ingênuas diferenciam-se em 729 

células Th1 na presença de IL-12 com a ativação dos fatores de transcrição STAT-4 e T-bet e 730 

secretam um grupo de citocinas incluindo IL-12 (como resposta positiva) (GLIMCHER, 2007) 731 

e IFN-γ para depuração bacteriana (TRINCHIERI et al., 2003). Embora a resposta Th1 possa 732 

ocorrer durante o estabelecimento da inflamação, ela também pode atuar para proteger contra 733 

a destruição do tecido (PAN et al., 2019). 734 

A quantidade de IL-12 no FCG dos pacientes com periodontite crônica foi semelhante 735 

à dos controles saudáveis (STADLER et al., 2016) e aumentou após a terapia periodontal não 736 

cirúrgica (SHARMA et al., 2014). Além disso, a IL-12 e o IFN-γ foram negativamente 737 

correlacionados com a profundidade do sulco gengival (JOHNSON; SERIO, 2005).  Além 738 

disso, achados iniciais mostraram que IL-12 e IFN-γ inibem a osteoclastogênese e a reabsorção 739 

óssea (HORWOOD et al., 2005) in vitro, e a IL-12 não está envolvida na reabsorção óssea 740 

induzida por infecção in vivo (SASAKI et al., 2004). Tomados em conjunto, esses resultados 741 

sugerem que as células IL-12, IFN-γ e, presumivelmente, Th1 mediam a eliminação de 742 

bactérias locais e o controle de P. gingivalis, suprimem a atividade osteoclástica e exibem 743 

principalmente efeitos protetores na patogênese da periodontite (PAN et al., 2019). 744 

A IL-10 é uma citocina em que evidências extensas vinculam níveis aumentados de 745 

dessa citocina com resistência à perda óssea inflamatória na periodontite experimental (YU et 746 

al., 2017).  Um estudo recente demonstrou que a deficiência genética de IL-10 leva a alterações 747 

taxonômicas significativas no microbioma intestinal (LU et al., 2014), sugerindo que um efeito 748 
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semelhante pode ocorrer no ambiente periodontal. Portanto, a existência de padrões diferenciais 749 

de infecção subgengival em associação com genótipos distintos de IL-10 parece biologicamente 750 

plausível e pode contribuir para o desenvolvimento de periodontite, permitindo o 751 

estabelecimento de uma microflora subgengival disbiótica (CAVALLA et al., 2018). 752 

 Importantes citocinas como IFN-γ e TGF-β, também, estão presentes em quande 753 

quantidade no fluido crevicular gengival de pacientes com periodontite crônica em relação a 754 

pacientes saudáveis antes de tratamento periodontal não cirúrgico, mas após sete dias de 755 

tratamento  periodontal há exacerbação precoce da resposta imune em nível local representada 756 

pelo aumento níveis de IFN-γ e diminuição dos níveis de TGF-β no fluido crevicular gengival 757 

(ESCOBAR et al., 2018). 758 

Além das citocinas relacionadas às células Treg, algumas outras citocinas têm efeitos 759 

anti-inflamatórios na periodontite. A Interleucina 11 (IL-11) é um membro da família 760 

Interleucina 6 (IL-6) que também ativa a via de sinalização JAK/STAT3 através de sua ligação 761 

ao complexo IL-11R receptor alfa (IL-11Rα) e a trandução de sinal subunidade β (gp130) (IL-762 

11Rα-gp130) (MURAKAMI; KAMIMURA; HIRANO, 2019).  763 

A IL-27, um membro da família IL-12, é uma citocina heterodimérica que consiste em 764 

duas subunidades: IL-27 p28 (também conhecida como IL-30) e molécula 3 induzida pelo vírus 765 

Epstein-Barr (EBI3). Foi descoberto pela primeira vez que (DEVERGNE et al., 1996). IL-27 766 

promove a resposta Th1 ativando a secreção de IFN-γ em células T CD4 + e células NK 767 

(PFLANZ et al., 2002). 768 

Em um estudo anterior foi relatado que a IL-37 secretada pelas células Treg suprime a 769 

função das células NK (SARHAN et al., 2018), indicando que a IL-37 é uma citocina anti-770 

inflamatória.  771 

 772 

2.5.2 Citocinas nas doenças peri-implantares   773 

 774 

As citocinas são os principais moduladores tanto da homeostase quanto dos processos 775 

inflamatórios que atuam na primeira onda de respostas contra patógenos e estímulos em locais 776 

de barreira e conectam células de tecido com linfócitos e populações de células acessórias 777 

(GRAVES, 2008). O monitoramento e a detecção dos biomarcadores no fluido das fendas 778 

gengivais dos pacientes com peri-implantite contribuiriam para a predição da atividade da 779 
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doença (PAVAN KUMAR; JAGDISHREDDY; RAJA BABU, 2015). Estes biomarcadores no 780 

fluido gengival crevicular, saliva e soro também podem ajudar a avaliar os processos biológicos 781 

normais e a patogênese da doença, bem como as respostas ao tratamento medicamentoso (GAO 782 

et al., 2018). 783 

Portanto, a avaliação dos níveis de citocinas inflamatórias em doenças peri-implantares, 784 

podem permitir a identificação da doença ativa, o que pode ser uma ferramenta para o 785 

diagnóstico precoce e tratamento (FAOT et al., 2015).  786 

 787 

2.5.3 IL-12 788 

 789 

A interleucina-12 (IL-12) é uma glicoproteína heterodimérica ligada a dissulfeto que 790 

consiste em uma subunidade 35 (p35) e 40 (p40) - kDa (YOON et al., 2000).  791 

A família IL-12 são citocinas heterodiméricas caracterizadas por três subunidades alfa 792 

(p19, p28, p35) e duas subunidades beta (EBI3 e p40), que formam seis pares diferentes. 793 

Existem evidências conclusivas de que o emparelhamento ocorre in vivo para IL-12 (p35 / p40), 794 

IL-23 (p19 / p40) e IL-27 (p28 / EBI3). A semelhança de estrutura na família IL-12 leva a 795 

propriedades biológicas muito diferentes (AHMED et al., 2019). 796 

A IL-12 pode melhorar a ativação de células natural killer (NK) e linfócitos T 797 

citotóxicos (CTLs), promovendo a produção de interferon-gama (IFN-γ) e induzindo a 798 

diferenciação de células T auxiliares (NASTALA et al., 1994; AMSEN et al., 2009). A IL-12 799 

também possui atividades antitumorais, antiangiogênicas e antimetastáticas potentes. 800 

Esta citocina desempenha um papel essencial nas interações entre a imunidade inata e 801 

adaptativa, atuando nas células natural killer (NK) e nas células T, aumentando a geração e a 802 

atividade de linfócitos citotóxicos (GELDHOF et al., 1998; GATELY et al., 1992). 803 

As células Th1 secretam principalmente IFN-γ, IL-2, IL-12, TNF-α e TNF-β, e estão 804 

envolvidas principalmente na ativação de macrófagos (FERNANDES et al., 2016). 805 

Já foi demonstrado que a IL-12 induz resposta antitumoral em modelo murino de 806 

mesotelioma maligno (CAMINSCHI et al., 1998). Os ensaios clínicos em pacientes com câncer 807 

revelaram atividades terapêuticas promissoras, mas também mostraram que a IL-12 humana 808 

recombinante é extremamente tóxica para os seres humanos (SIDDIQUI et al., 2007). 809 
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Podemos citar importantes mediadores da inflamação e imunidade na patogênese da 810 

peri-implantite como citocinas pró-inflamatórias (por exemplo, TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-811 

12, IL-17 e RANKL), citocinas anti-inflamatórias (por exemplo, IL-4, IL-10) e quimiocinas 812 

(por exemplo, IL-8, proteína quimioatrativa de monócitos-1, proteína inflamatória de 813 

macrófagos-1a) (LI; WANG et al., 2014; CANDEL-MARTÍ et al., 2011; JAVED et al., 2011). 814 

Estudos anteriores mostram níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-815 

6, IL-17, TNF-α e IL-12 no Fluido Crevicular Peri-implantar (FCP) de pacientes com peri-816 

implantite, quando comparados com implantes saudáveis (ATA-ALI et al., 2015; WANG et 817 

al., 2016). 818 

 819 

2.5.4 IL-15 820 

 821 

A interleucina-15 (IL-15) é um membro da família de citocinas dos quatro feixes de α-822 

hélices que inclui IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-21. A IL-15 compartilha a cadeia γ do receptor de 823 

citocina comum (γc; também conhecido como CD132) de seu receptor heterodimérico com os 824 

receptores de IL-2, IL-7, IL-4, IL-9 e IL-21 e compartilha a cadeia β (IL-2 / IL-15Rβ; também 825 

conhecida como CD122) com o receptor para IL-2 (ROCHMAN et al., 2009; WALDMANN, 826 

2006). 827 

Desde sua descoberta em 1994 (BAMFORD et al., 1994; BURTON et al., 1994; 828 

GRABSTEIN et al., 1994), o papel da IL-15 expandiu-se de um fator de crescimento de células 829 

T para citocinas pleiotrópicas que atuam em praticamente cada tipo de célula do sistema 830 

imunológico inato e adaptativo. Durante muito tempo, a IL-15 foi vista como uma citocina que 831 

desempenha principalmente um papel na homeostase imune, nomeadamente nas células NK e 832 

na memória das células T.  833 

 A IL-15 funciona principalmente de maneira dependente do contato celular através da 834 

representação trans dos complexos IL-15–IL-15Rα (subunidade α do receptor de IL-15) 835 

ligados às membranas das células respondentes que expressam IL-2/IL-15Rβ–836 

Γc (WALDMANN, 2006). A sinalização por apresentação cis ou por complexos solúveis de 837 

IL-15 – IL-15Rα (BERGAMASCHI et al., 2012) também contribui, mas em menor grau, para 838 

as respostas induzidas por IL-15.  839 
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A sinalização do receptor IL-15 induz a ativação de JAK1 (Janus quinase 1) – STAT3 840 

(transdutor de sinal e ativador da transcrição 3) e ativação de JAK3 – STAT5 através da cadeia 841 

β e γc, respectivamente (MISHRA et al., 2014). A IL-15 é notável entre as citocinas por ser 842 

produzida por uma ampla gama de células (MISHRA et al., 2014) incluindo células não 843 

mieloides, como células epiteliais e estromais, células apresentadoras de antígenos e outras 844 

células mieloides, como mastócitos, células B e células T das células da imunidade adaptativa. 845 

Além disso, a IL-15 pode ser induzida em resposta a gatilhos microbianos inatos 846 

(COLPITTS et al., 2012; ZHOU et al., 2007) e sob condições de inflamação estéril, refletindo 847 

a presença de sofrimento celular contínuo (ABADIE, JABRI, et al., 2014). Notavelmente, a 848 

maioria, se não todos, os distúrbios autoimunes específicos de órgãos estão associados à 849 

superexpressão de IL-15 no tecido afetado (BOUCHAUD et al., 2013). A ausência de IL-15 850 

em tumores sólidos está associada à ativação defeituosa de linfócitos no ambiente tumoral e à 851 

diminuição da sobrevida do paciente, o que também apoia um papel da IL-15 na imunidade e 852 

destruição dos tecidos (MLECNIK et al., 2014). 853 

 854 

2.5.5 IL-18 855 

 856 

A interleucina-18 (IL-18) é uma citocina que foi originalmente identificada como um 857 

fator pró-inflamatório indutor de IFN-γ. Existem evidências crescentes que demonstram efeitos 858 

não imunológicos em relação às funções fisiológicas (OKAMURA et al., 1995; REDDY et al., 859 

2004). 860 

  A IL-18 é produzida como um precursor inativo de 24 kDa e é processada por 861 

inflamassomas em uma forma madura de 18 kDa ativa (SUGAWARA et al., 2001).  862 

A interleucina-18 (IL-18) tem efeitos imunomoduladores potentes. É a única citocina 863 

com capacidade única de induzir a polarização de Th1 ou Th2, dependendo do contexto 864 

imunológico. Os níveis séricos de IL-18 estão aumentados em muitas doenças humanas e estão 865 

implicados na patogênese de vários processos imunomediados (REDDY et al., 2004). 866 

Estudos anteriores relataram que camundongos com deficiência de IL-18 867 

desenvolveram hiperfagia, obesidade e resistência à insulina (NETEA et al., 2006). Em estudos 868 

em humanos, a concentração sérica de IL-18 foi significativamente maior em pacientes com 869 
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diabetes mellitus tipo 2 e com síndrome metabólica do que em controles saudáveis 870 

(YAMAOKA-TOJO et al., 2011). 871 

A IL-18 é uma potente citocina pró-inflamatória capaz de induzir IFN-γ, GM-CSF, 872 

TNFα e IL-1 em células imunocompetentes, ativar a morte por linfócitos e regular a expressão 873 

de certos receptores de quimiocinas (NAKANISHI et al., 2001).  874 

A IL-18 também é essencial para conduzir defesas contra infecções graves 875 

(NAKANISHI et al., 2001). 876 

 Em particular, a depuração de bactérias intracelulares, fungos e protozoários requer a 877 

indução de IFN-γ derivado do hospedeiro, que evoca moléculas efetoras, como o óxido 878 

nítrico. Além disso, a IL-18 desempenha um papel na eliminação de vírus, em parte pela 879 

indução de células T citotóxicas (NAKANISHI et al., 2001). 880 

A IL-18 também aumenta a rejeição do tumor por sua capacidade potente de aumentar 881 

a atividade citotóxica das células NK e T in vivo. Em contraste, estudos recentes também 882 

demonstram um papel convincente da IL-18 nas respostas atópicas, incluindo asma atópica. A 883 

IL-18 induz células T a se desenvolverem em células Th2 (NAKANISHI et al., 2001). 884 

Além disso, a IL-18 também induz a produção de IL-13 e/ou IL-4 pelas células NK, 885 

mastócitos e basófilos (NAKANISHI et al., 2001). 886 

Portanto, a IL-18 deve ser vista como uma citocina única que aumenta a imunidade inata 887 

e as respostas imunes conduzidas por Th1 e Th2 (NAKANISHI et al., 2001). 888 

 889 

2.5.6 IL-32 890 

 891 

O gene IL-32 foi identificado inicialmente por Kim et al. 2005 após a superexpressão 892 

do receptor beta IL-18 em células de adenocarcinoma de pulmão humano, A549. O gene IL-32 893 

é uma citocina pró-inflamatória produzida pelos tipos de células imune, endotelial e epitelial e 894 

é processada como variantes alternativas de emenda. Existem dados limitados descrevendo a 895 

citocina IL-32 em cânceres; no entanto, existem evidências de que o gene é supressor em alguns 896 

tipos de câncer e facilitador em outros tipos de câncer. A IL-32 demonstrou suprimir os 897 

cânceres hepatocelulares, melanoma e câncer de cólon (KANG et al., 2012). 898 

A IL-32 é encontrada no cromossomo humano 16p13.3, é expressa em pelo menos 6 899 

variantes de emenda (α, β, γ, δ, ε, ζ) e foi originalmente isolada de células T e NK ativadas 900 
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(KIM et al., 2005). Os tipos de isoformas que são secretadas em oposição à ação intracelular 901 

ainda não foram resolvidas e dificultadas por um receptor de superfície celular ainda não 902 

identificado (HEINHUIS et al., 2012). A isoforma γ é a única isoforma que possui uma 903 

sequência líder, é composta por todos os exóns, acredita-se ser secretada e considerada a mais 904 

biologicamente ativa (CHOI et al., 2009). Apesar dessas lacunas em nosso conhecimento, 905 

grande parte da literatura publicada sobre a biologia da IL-32 vem de experimentos utilizando 906 

proteínas recombinantes disponíveis comercialmente, geralmente as isoformas α, β e γ 907 

(HEINHUIS et al., 2012). 908 

A citocinas pró-inflamatórias, como a Interleucina-32 (IL-32), conhecida por melhorar 909 

as respostas das células NK e das células T, também está elevada em neoplasias malignas 910 

humanas e está ligada a maus resultados clínicos (BHAT et al., 2017). 911 

A IL-32 é expressa por vários tipos de células e é conhecida por induzir potentemente a 912 

expressão de outras moléculas inflamatórias, como o TNF alfa (TNFα) (JOOSTEN et al. 913 

2013).  914 

Em um estudo anterior a alta expressão de IL-32 correlacionou-se positivamente com 915 

os níveis de IFN-γ, CCL5, GNLY e TBX21 (BHAT et al., 2017). 916 

Em um estudo anterior foi demonstrado que a IL-32 está envolvida em mecanismos de 917 

defesa relacionados ao sistema imunológico (NETEA et al., 2006).  918 

Estudos relacionados a mecanismos mostram que a IL-32 é induzida por NF-kappa-B 919 

(BAI et al., 2011). 920 

Vários temas emergem sobre a biologia da IL-32: (a) IL-32 pode modular a produção 921 

de várias citocinas, incluindo IL-1β (KHAWAR; ABBASI; SHEIKH, 2015), TNF-α (KIM et 922 

al., 2005), IL-6 (KANG et al., 2012), IL-8 (PARK et al., 2014) e pode ativar células do sistema 923 

imunológico (PARK et al., 2012; NETEA et al., 2008); (b) a expressão de IL-32 pode ser 924 

induzida por vários vírus e micro-organismos (JOOSTEN et al., 2013; BAI et al., 2015) e pode 925 

desempenhar um papel na imunidade antiviral (PALSTRA et al., 2018); (c) IL-32 pode ter 926 

efeitos diretos em várias células cancerígenas in vitro (LEE et al., 2016); (d) IL-32 pode 927 

desempenhar um papel na imunidade tumoral (HEINHUIS et al., 2015) e (e) IL-32 foi 928 

associada a várias doenças inflamatórias (KHAWAR et al., 2015), como colite ulcerosa e artrite 929 

reumatoide (HEINHUIS et al., 2012). A partir de estudos imuno-histoquímicos, a IL-3 é 930 

expressa por uma ampla gama de malignidades epiteliais e hematopoiéticas e geralmente esteja 931 
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correlacionada com a biologia agressiva, embora nenhum mecanismo unificador tenha sido 932 

identificado (PAZ et al., 2019). 933 

 Ao correlacionar as interleucinas citadas podemos observar que a IL-12 pode  melhorar 934 

a ativação de células natural killer (NK) e linfócitos T citotóxicos (CTLs), promovendo a 935 

produção de interferon-gama (IFN-γ) e induzir a diferenciação de células T auxiliares. 936 

Semelhantemente, a IL-18 foi reconhecida pela primeira vez como fator indutor de interferon 937 

(IFN)-γ e ativador de células NK (natural killer) e células Th1, que estão intimamente 938 

relacionadas à imunidade do tipo 1. Durante muito tempo, a IL-15 foi vista como uma citocina 939 

que desempenha principalmente um papel na homeostase imune, nomeadamente nas células 940 

NK e de memória das células T como a IL-12, IL-18, IL-32 e IL-35. As citocinas pró-941 

inflamatórias, como a Interleucina-32 (IL-32), são conhecidas por melhorar as respostas das 942 

células NK e das células T. 943 

 944 
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3 JUSTIFICATIVA   945 

Sabendo que pacientes com doenças periodontais apresentam maior probabilidade de 946 

desenvolver peri-implantite, é importante traçar um perfil de resposta imunológica que compare 947 

essas doenças em um mesmo paciente, com a finalidade de prevenir insucessos na evolução da 948 

ósseo-integração dos implantes dentários.  949 

 950 

 951 

 952 

 953 

 954 

 955 

 956 

 957 

 958 

 959 
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 963 
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4 OBJETIVOS 980 

4.1 OBJETIVO GERAL  981 

Avaliar os níveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) de 982 

pacientes com gengivite e periodontite, antes da instalação do implante, e fluido crevicular peri-983 

implantar (FCPI) de pacientes com peri-implantite, um ano após a instalação do implante. 984 

 985 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 986 

Ao comparar o fluido peri-implantar de pacientes com gengivite, periodontite e peri-987 

implantite, tivemos como objetivos: 988 

 Avaliar os níveis de citocinas entre pacientes do grupo controle e de pacientes com 989 

gengivite, periodontite e peri-implantite; 990 

 Avaliar os níveis das citocinas Il-12, IL-15, IL-18 e IL-32 nos momentos antes e após 991 

a instalação do implante; 992 

 Avaliar os níveis de citocinas comparando os momentos antes e depois da instalação 993 

do implante, entre os voluntários controle e aqueles com doença periodontal (gengivite 994 

e/ou periodontite). 995 

 996 

 997 

 998 

 999 

 1000 

 1001 

 1002 

 1003 

 1004 

 1005 
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5. Resultados 1027 

 1028 

5.1 ARTIGO  1029 

 1030 

Título: Immunological Evaluation of the Crevicular Fluid in Patients with Gingivitis, 1031 

Periodontitis, and Peri-Implantitis:  A 1-Year Cross-Sectional Study 1032 

 1033 

Situação:  1034 

 Revista: Research, Society and Development: 1035 

 Aceito em 02 de outubro de 2021; 1036 

 Publicado em 04 de outubro de 2021. 1037 
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Abstract  1143 
Objective:  To assess the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) 1144 
and peri-implant crevicular fluid (PICF) in patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis 1145 
before and one year after implant installation. Material and Methods: Forty-nine samples of GCF and 1146 
PICF were collected from March 2018 to March 2019. The patients were classified: patients with 1147 
gingivitis (n=7), patients with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (n=4) and healthy 1148 
patients (n=24). The crevicular fluid from the 49 patients was collected before implant installation (n=8) 1149 
and one year after implant placement (n=8). The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was 1150 
used to evaluate the levels of cytokines in crevicular fluid. Results: Patients with gingivitis, periodontitis, 1151 
and peri-implantitis showed higher concentrations of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 when compared with 1152 
control group. In general, the levels of IL-12 and IL-15 increased when compared to the moments before 1153 
and after implant installation. There was also an increase in the concentration of IL-18 in the control 1154 
group volunteers after implant installation. Conclusion: The results and methodology of this study showed 1155 
that there was no difference in the synthesis of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in healthy individuals or 1156 
in those with periodontal injuries. However, there was an increase in the cytokines IL-12, IL-15, and IL-1157 
18 one year after implant installation, which would be increasing the inflammatory activity in peri-1158 
implantitis.  1159 
Keywords: Cytokines; Periodontal diseases; Gingival Crevicular Fluid; Peri-Implantitis. 1160 
 1161 
 1162 
Resumo  1163 
Objetivo: Avaliar os níveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-1164 
implantar (FCPI) de pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite antes e um ano após a 1165 
instalação do implante. Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG e FCPI foram coletadas 1166 
entre março de 2018 a março de 2019. Os pacientes foram classificados de acordo com a situação 1167 
periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite (n=7), pacientes com periodontite (n=14), 1168 
pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudáveis (n=24). Desses 49 pacientes, foi coletado fluido 1169 
crevicular antes da instalação do implante (n=8) e um ano após a instalação do implante (n=8). O Ensaio 1170 
de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) foi usado para avaliar os níveis de citocinas no fluido crevicular. 1171 
Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores concentrações 1172 
de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral, os níveis de IL-12 e IL-1173 
15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e após a instalação do implante. Também houve 1174 
aumento na concentração de IL-18 nos voluntários do grupo controle após a instalação do implante. 1175 
Conclusão: Os resultados e a metodologia deste estudo mostraram que não houve diferença na síntese de 1176 
IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em indivíduos saudáveis ou com lesão periodontal. Porém, houve aumento 1177 
das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano após a instalação do implante, o que estaria aumentando a 1178 
atividade inflamatória na peri-implantite. 1179 

Palavras-chave: Citocinas; Doenças Periodontais; Líquido do Sulco Gengival; Peri-implantite. 1180 

 1181 
Resumen  1182 
Objetivo: Evaluar los niveles de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en el líquido crevicular gingival (LCG) y en 1183 
el líquido crevicular periimplantar (LCP) de pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis antes 1184 
y un año después de la colocación del implante. Material y métodos: Se recogieron 49 muestras de FCG 1185 
y FCPI entre marzo de 2018 y marzo de 2019. Los pacientes se clasificaron según el estado periodontal 1186 
o periimplantario: pacientes con gingivitis (n=7), pacientes con periodontitis (n=14), pacientes con 1187 
periimplantitis (n=4) y pacientes sanos (n=24). De estos 49 pacientes, se recogió líquido crevicular antes 1188 
de la instalación del implante (n=8) y un año después de la instalación del implante (n=8). Se utilizó un 1189 
ensayo inmunoenzimático (ELISA) para evaluar los niveles de citoquinas en el líquido crevicular. 1190 
Resultados: Los pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis presentaban mayores 1191 
concentraciones de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en comparación con el grupo de control. En general, los 1192 
niveles de IL-12 e IL-15 aumentaron en comparación con los momentos anteriores y posteriores a la 1193 
instalación del implante. También se produjo un aumento de la concentración de IL-18 en los voluntarios 1194 
del grupo de control tras la instalación del implante. Conclusión: Los resultados y la metodología de este 1195 
estudio mostraron que no había diferencias en la síntesis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en sujetos sanos 1196 
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o en sujetos con lesiones periodontales. Sin embargo, hubo un aumento de las citocinas IL-12, IL-15 e 1197 
IL-18 un año después de la instalación del implante, lo que aumentaría la actividad inflamatoria en la 1198 
periimplantitis. 1199 
Palabras clave: Citoquinas; enfermedades periodontales; líquido del surco gingival; periimplantitis. 1200 
 1201 
 1202 

1. Introduction  1203 

 1204 

Periodontal diseases are inflammatory processes that start in the gingiva as a response to bacterial antigens 1205 

that accumulate on the dental plaque throughout the gingival margin. The plaque is a biofilm formed by bacteria, 1206 

salivary proteins, and desquamated epithelial cells. Bacteria trigger the production of cytokines and chemokines 1207 

on the gingival epithelium, leading to the expression of adherence molecules and to the increase of the permeability 1208 

of gingival capillaries and of the chemotaxes of neutrophils through the junctional epithelium into the gingival 1209 

sulcus (Silva et al., 2015). The earlier manifestation of the periodontal disease is gingivitis, which is characterized 1210 

by hyperemia, edema, and gingival bleeding. When gingivitis is not treated early, it can evolve into a periodontitis, 1211 

which is characterized by the loss of the insertion of the periodontal tissue that gives support and protection to the 1212 

dental element. Therefore, the periodontitis affects deeper structures, causing the resorption of the collagen fibers 1213 

of the periodontal ligament, the resorption of the alveolar bone, abscesses, increase of the gingival sulcus depth, 1214 

greater tooth mobility, and loss of the dental element (Zhang et al., 2020).  1215 

The progression of the periodontal disease does not depend only on the bacteria, but also on the 1216 

immunological response. Consequently, the immune response of the host has an essential role in the balance 1217 

between the destruction and the recovery of the periodontal tissue. Therefore, current researches about periodontal 1218 

diseases have focused on the immunological responses involved in them (Zhang et al., 2020). 1219 

On the other hand, the bacteria in the biofilm can also provoke revertible inflammation on the mucosa 1220 

that surrounds dental implants (peri-implant mucositis) and irreversible injuries in the tissue that sustains these 1221 

implants (peri-implantitis) (Rinke et al., 2020). This can trigger marginal bleeding, mobility, and loss of the 1222 

implanted dental element, compromising both aesthetic and function. Similarly to periodontal diseases, the 1223 

cytokines released in the site contribute for the progress of these diseases (Ali et al., 2021). However, these peri-1224 

implant diseases are still not fully understood. So far there is no consensus on the etiologies and pathogenesis, 1225 

especially when compared to periodontitis (Kalsi, Moreno, & Petridis, 2021).   1226 

However, the installation of dental implants brings great benefits to patients and has contributed to 1227 

reducing the number of edentulous patients worldwide. The treatment of edentulism with dental implants is a 1228 

routine treatment in daily dental practice and is becoming more and more widespread over the years (Kormas et 1229 

al., 2020). Although there has been a great advance in the area of these implants in recent years, the number of 1230 

failures related to inflammation of the peri-implant tissue has also increased. Currently, the prevalence of 1231 

periimplant diseases is high, with 43% progressing to periimplant mucositis and 22% progressing to periimplantitis 1232 

(Rinke et al., 2020). 1233 

The number of studies in this area is growing in order to understand the immunological mechanism 1234 

involved in the progression of these diseases, since the assessment of inflammatory cytokine levels in periodontal 1235 
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and peri-implant diseases can allow the identification of the active disease, contributing to the diagnosis and early 1236 

treatment (Ali et al., 2021). 1237 

The present study was carried out aiming to contribute for the understanding of tissue injury in gingivitis, 1238 

periodontitis, and peri-implantitis, starting from the principle that interleukins (IL) and other cytokines stimulate 1239 

cells from several different lineages and differentiation stages.  1240 

Figure 1 summarizes the behavior of the immune response during the establishment and development of 1241 

the periodontal lesion. During gingivitis and, later, periodontitis, immune cells, such as TCD4+ lymphocytes and 1242 

NK cells are activated and produce IFN-γ, a key cytokine for other interleukins to be activated, such as IL-12, IL-1243 

15, IL-18, and IL-32 (Zhuang et al., 2018). Once these cytokines are produced, a feedback loop is activated, more 1244 

IFN-γ is produced and more NK cells are activated, creating a serious inflammatory disorder (Pradeep et al., 2009). 1245 

This disorder is characterized by high levels of IL-12, IL-15, IL-18, IL-32, which are proinflammatory cytokines, 1246 

related to the liberation of other proinflammatory cytokines (IFN-γ and TNF-α) (Nakanish et al., 2001) and 1247 

chemokines. This group of cytokines (Interleukins 12, 15, 18, and 32) have proteolytic action, thus acting in the 1248 

progression of inflammatory diseases such as gingivitis and periodontitis (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007). 1249 

 1250 

Figure 1: Relation between IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32. 1251 

 1252 

Source: the authors, 2021. Created by BioRender.com 1253 

 1254 

Although there are studies that evaluated the immune response in periodontal and peri-implant tissues 1255 

(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 1256 

the crevicular fluid from patients with gingivitis, periodontitis and periimplantitis. Also, the first study to compare 1257 

all these cytokines simultaneously, before and one year after the installation of dental implants.  1258 

As all the immunological mechanisms involved in these diseases are not yet understood, the results of the 1259 

present study will allow us to bring new knowledge for better understanding of the pathogenesis of periodontal 1260 

and peri-implant diseases. This study can contribute to a better quality of life for people, since the understanding 1261 

of the mechanisms of these diseases can collaborate in the adoption of prophylactic and therapeutic measures in 1262 
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order to prevent the loss of teeth and dental implants. Knowing the importance of teeth for aesthetic, mastication, 1263 

and phonetics is enough to justify the need to understand the pathogenesis of these diseases. 1264 

Therefore, the objective of this study was to evaluate the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the 1265 

gingival fluids of patients with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis, before the extraction of the teeth and 1266 

one year after the placement of dental implants. 1267 

 1268 

2. Methodology  1269 

 1270 

Selection of patients 1271 

 1272 

This prospective cross-sectional study was approved by the Ethics Committee on Human Research of the 1273 

University of Uberaba/MG, Brazil, under protocol number 2.457.394, CAAE: 64947717.0.0000.51. All eligible 1274 

patients were informed about the nature of the study and about the potential risks and benefits of participating by 1275 

signing the Informed Consent Form. The clinical investigation was carried out according to the principles from 1276 

the Declaration of Helsinki. The patients were selected during the peri-implant support therapy, from March 2018 1277 

to March 2019, in the Getúlio Vargas Polyclinic from the University of Uberaba/MG, in Uberaba, Minas Gerais, 1278 

Brazil. Medical and odontological information were obtained from the patients, who agreed participating in the 1279 

study and were in accordance with the inclusion/exclusion criteria. 1280 

Forty-nine patients were selected and classified according to their periodontal situation: patients with 1281 

gingivitis (n=7), patients with periodontitis (n=14), patients with peri-implantitis (n=4), and healthy patients 1282 

(n=24). The crevicular fluid from the 49 patients was collected before (n=8) and one year the placement of the 1283 

implant (n=8). In this group (n=8) the patients were classified according to their periodontal situation: patients 1284 

with gingivitis (n=4), patients with periodontitis (n=3), patients with peri-implantitis (n=1). 1285 

For the selection criteria of teeth and implant for collection, the tooth and implant with the greatest 1286 

probing depth were selected. Importantly, all patients in the study received implants and most patients had more 1287 

than one implant in their oral cavity. When a patient had periodontitis or peri-implantitis in more than one site, the 1288 

one with the greatest probing depth was selected.  1289 

The inclusion criteria for the selection of patients were: 1. Healthy patients: absence of gingival erythema, 1290 

bleeding on probing, edema, suppuration, and no increase in probing depth when compared to previous exams 1291 

(Berglundh et al., 2018). Furthermore, the patients had to be in a good general state of health, not having para-1292 

functional habits, and sign the Free and Informed Consent Form; 2. Patients with gingivitis: probing depths of up 1293 

to 3mm, 10% or more places with bleeding on probing, no clinical attachment loss or radiographic bone loss 1294 

(Chapple et al., 2018); 3.  Patients with periodontitis: clinical attachment loss detected in one or more interproximal 1295 

non-adjacent sites or loss of insertion of 3mm or more in the vestibule or lingual/palate in at least two teeth, as 1296 

long as not caused by: a) traumatic gingival recession; b) dental cavity reaching the cervical area of the teeth; c) 1297 

loss of insertion in the distal surface of a second molar and associated to the bad position or extraction of a third 1298 

molar; d) endoperiodontal lesion draining through the marginal periodontium or e) vertical root fracture (Tonetti, 1299 
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Greenwell, & Kornman, 2018; Papapanou et al., 2018); 4. Patients with peri-implantitis: a) signs of peri-implant 1300 

inflammation (gingival erythema, bleeding at probing, edema, suppuration, and increase in probing depth when 1301 

compared to previous exams), b) radiographic evidence of bone loss after initial healing, and c) radiographic bone 1302 

level ≥ 3 mm accompanied by bleeding at probing and probing depth ≥ 6mm (Renvert et al., 2018). 1303 

The exclusion criteria to select the patients were: prior periodontal or peri-implant therapy for at least one 1304 

year, relevant systemic diseases not-compensated for, such as diabetes and osteoporosis; the use of antibiotics or 1305 

anti-inflammatory in the last six months; smoking; chronic alcoholics; pregnant women; implants with mobility 1306 

or suppuration, and those who did not accept signing the Consent Form (De Araújo et al., 2017). 1307 

The following parameters were evaluated in six sites of each implant (mesial-vestibular, vestibular, disto-1308 

vestibular, mesial-lingual, lingual, and disto-lingual), using a periodontal probe (PCPUNC-15BR Hu-Friedy, São 1309 

Paulo, Brazil): (a) marginal bleeding - the presence or absence of bleeding was recorded by passing of the 1310 

periodontal probe alongside the margins of the soft tissue; (b) suppuration - presence or absence of suppuration, 1311 

spontaneous or when probing; (c) probing depth - distance in millimeters from the margin of the mucosa to the 1312 

bottom of the sulcus or the peri-implant pocket (De Mendonça et al., 2009). 1313 

 1314 

Collection of peri-implant and gingival fluid   1315 

 1316 

For the collection of gingival and peri-implant fluid, selected teeth or implants were isolated using sterile 1317 

gauze and the collection places were softly dried with an air syringe. Four absorbent paper points number 40 were 1318 

placed, isolated, in each place of collection (mesial-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesial-lingual, lingual, 1319 

disto-lingual), for approximately 2 mm in the sulcus/pocket for 30 seconds each. Points contaminated by blood or 1320 

saliva were discarded. Later, the points were placed in an epperndorf tube with a 0.5 Phosphate-Buffered Saline 1321 

(PBS) buffer solution, pH 7.2, composed by 1.9g monobasic potassium phosphate (KH2PO4), 5.1 g sodium 1322 

phosphate (Na2HPO4), 42.5 g sodium chloride (NaCl), and 500 ml ultrapure water, distilled in a Milli Q® 1323 

(Millipore) device and frozen at -70°C (Escobar et al., 2018). 1324 

 1325 

Quantification of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) and the peri-implant 1326 

crevicular fluid (PICF) 1327 

 1328 

The samples collected were analyzed through an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to 1329 

determine the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 using specific antibody pairs commercially available, 1330 

according to the recommendations of the manufacturer (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). The 1331 

following kits from R&D Systems were used: a) Human IL-12 p70 Quantikine ELISA Kit – listing number: 1332 

D1200; b) Human IL-15 Quantikine ELISA Kit – listing number: D1500; c) Human Total IL-18 DuoSet ELISA 1333 

– listing number: DY318-05; d) Human IL-32 DuoSet ELISA – listing number: DY3040-05. High-sensitivity 96 1334 

well flat bottom plates (Microplate, PS, half area, high binding, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 1335 

Germany). Later, they were cleaned using PBS/Tween 0.05% in an automated cleaner, blocked with 150 μl of 1336 
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PBS/BSA 1% (at least one hour, room temperature) and cleaned again using PBS/Tween 0.05%. The samples 1337 

were added to the wells of the plates and, in parallel, a standard curve was incorporated through serial dilutions of 1338 

the respective recombinant cytokine. The samples throughout the curve were incubated through night at 4ºC. The 1339 

wells were then cleaned using PBS/Tween 0.05% and, later, 50 μl/well were inserted with their respective 1340 

detection antibodies. They remained for three hours in room temperature and were later cleaned using the 1341 

PBS/Tween 0.05%. After this stage, 50 μL/well of alkaline phosphatase were pipetted with streptavidin in 1342 

PBS/BSA 1%, remaining in room temperature and protected from direct light for two hours. Later, the plates were 1343 

cleaned using PBS/Tween 0.05%, after which 50μl/well of the substrate solution were added. The reaction was 1344 

interrupted using a 2N of H2SO4 solution. The results were found using absorbance measures of 450 nm and 570 1345 

nm in an automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, EUA).  The concentrations of the mediators were 1346 

determined using a linear regression with the absorbance values found in the curves and expressed in pg/mL. The 1347 

results were calculated using standard curves created in each assay, and the absorbance was found comparing the 1348 

difference between the first and the second wavelengths (R&D SYSTEMS, 2020). The ELISA assay was blind. 1349 

 1350 

Quantification of total proteins (TPs) 1351 

 1352 

 The concentration of cytokines indicated by the automated ELISA reader (Enspire, Perkin Elmer, USA) 1353 

was corrected according with the total concentration of total proteins (TPs) in the crevicular fluid. To do so, 2 µL 1354 

of the sample of crevicular fluid were analyzed in a Spectrophotometer NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher 1355 

Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). The samples were considered adequately pure when the ratio between 1356 

absorbances, for 230nm (Green & Sambrook, 2018). 1357 

 1358 

Statistical Analysis 1359 

 1360 

The statistical analysis was carried out using Excel 2013 for Windows (Microsoft - EUA), GraphPad 1361 

Prism, version 8. The Shapiro-Wilk Test was used to verify the normal distribution of the quantitative variables. 1362 

The continuous variables, which present normal distribution, were expressed in mean ± standard deviation. For 1363 

the multiple comparisons, the ANOVA test and Tukey's test were used. Student's t-test was used for single 1364 

comparisons. Variables that did not have normal distribution were expressed in median, minimum, and maximum. 1365 

For the multiple comparisons, the Kruskal-Wallis and Dunn's tests were used. For single comparisons, Mann-1366 

Whitney's test was used. The significance level assumed for the variables was 5% (α=0.05).  1367 

 1368 

3. Results  1369 

The concentration of cytokine dosages between control voluntaries and those affected by gingivitis, 1370 

periodontitis, and peri-implantitis can be seen in table 1. There were no statistically significant differences 1371 

regarding the concentrations of IL-12 (p=0.5222), IL-15 (p=0.8463), IL-18 (p=0.9980), and IL-32 (p=0.4039) 1372 

between the control volunteers and those affected by gingivitis, periodontitis, or peri-implantitis (Table 1). 1373 
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Table 1 - Representation of the dosage of cytokine in control group patients and those with gingivitis, 1374 
periodontitis, and peri-implantitis. 1375 

 
IL-12a 

(n=49) 

IL-15b 

(n=49) 

IL-18c 

(n=49) 

IL-32d 

(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) 

a Kruskal-Wallis test with p=0.5222; 1376 
 b Kruskal-Wallis test with p=0.8463. 1377 
 c Kruskal-Wallis test with p=0.9980;  1378 
d Kruskal-Wallis test with p=0.4039. 1379 

Source: the authors, 2021.  1380 
 1381 

Figure 2 is a residual representation of the dosage of interleukins, to show that the concentrations of 1382 

cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 were higher in the crevicular fluid of the group with periodontitis, when 1383 

compared to the other groups. 1384 

 1385 

Figure 2: Heat map representation of cytokines IL-12, IL-15, IL-18 E IL-32, comparing the experimental group 1386 

volunteers (n=49) 1387 

  1388 

 1389 

Source: the authors, 2021.  1390 

Regarding the expression of cytokines IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 between volunteers who received 1391 

implants, figure 3 shows the analysis of the moments before the implant and one year after the implant. The levels 1392 

of IL-12 (p=0.0499) and IL-15 (p=0.0011) increased after the implant, as shown in images 3A and 3B, 1393 

respectively. The concentrations of IL-18 (p=0.08) also increased when the moment before the implant was 1394 
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compared with one year later (Figure 3C), there was no statistically significant difference. Finally, the IL-32 were 1395 

lower after one year of the implant, albeit with no statistical difference (Figure 3D).  1396 

 1397 

Figure 3 - Representation of the dosages of cytokines comparing the moments before and after the implant. aMann 1398 

Whitney, IL-12: p=0,0499; bMann Whitney, IL-15: p=0,0011; cMann Whitney, IL-18: p=0,08; dMann Whitney, 1399 

IL-32: p=1; (n=8) 1400 

 1401 

Source: the authors, 2021. 1402 

 1403 

Figure 4A shows the cytokines IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 before and after the implant, between 1404 

control volunteers and those with periodontal injuries (gingivitis and/or periodontitis). Regarding the IL-12 1405 

dosages, in figure 4A, this cytokine increased after the implant, both for control volunteers and for volunteers with 1406 

periodontal injuries. However, this result was not statistically significant. The dosages of IL-15 (Figure 4B) 1407 

increased after the implant in both groups. However, in the control group, this increase trended towards a 1408 

statistically significant result (p=0.0512), while in the group with periodontal injuries there was a significant 1409 

increase in IL-15 concentration (p=0.0407). Finally, there was also an increase in the IL-18 concentration 1410 

(p=0.0153) among control volunteers, when the moments before and after the implant were compared (Figure 1411 

4C).  1412 

 1413 
 1414 
 1415 
 1416 
 1417 
 1418 
 1419 
 1420 
 1421 
 1422 
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Figure 4 - Representation of the dosages of cytokines, comparing moments before and after the implant, between 1423 

control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). bKruskal-Wallis test and Dunn's post 1424 

test, IL-15: p=0.0512 before implant control vs. after implant control; bKruskal-Wallis test and Dunn's post test, 1425 

IL-15: p=0.0407 before implant lesion vs. after implant lesion; cKruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-18: 1426 

p=0.0153 before implant control vs. after implant control; (n=8) 1427 

 1428 

Source: the authors, 2021. 1429 

Regarding figure 5, it is a residual representation of cytokine concentrations. It is possible to notice that 1430 

there was an increase in the concentration of the IL-12, IL-15, and IL-18 cytokines when we compare the moments 1431 

before the implant in control volunteers and in those with injuries (gingivitis and/or periodontitis). There was also 1432 

an increase in the concentration of cytokines IL-12 and IL-15, when the moment after the implant is compared 1433 

between control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis) (Figure 5). 1434 
 1435 

Figure 5 - Heat map representation of cytokines IL-12, IL-15, IL-12, and IL-32, comparing moments before and 1436 

after the implant, between control volunteers and those with injuries (gingivitis and/or periodontitis) (n=8) 1437 

 1438 

Source: the authors, 2021. 1439 

 1440 
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4. Discussion 1441 

 1442 

The null hypothesis was not rejected in this study, since there was no significant difference between the 1443 

cytokines analyzed in the control group and the groups with gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis. 1444 

Regarding the analysis of the cytokines before and after the implant, the null hypothesis was rejected for cytokines 1445 

IL-12, IL-15, IL-18, because a significant difference was observed.  1446 

We evaluated the patients one year after they had an implant placed, since the functional load can 1447 

collaborate for marginal bone loss around the implants.41According to the literature consulted, this is the first study 1448 

that simultaneously compared the levels of IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 in the gingival crevicular fluid (GCF) 1449 

of patients with gingivitis and periodontitis, in addition to the peri-implant crevicular fluid (PICF) in peri-1450 

implantitis, using the ELISA method.  1451 

Our study did not observe statistically significant differences regarding IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32 1452 

concentrations between control volunteers and those affected by gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis, 1453 

corroborating a previous study in which the authors showed that the profile of proinflammatory cytokines (TNF-1454 

α, IL1-β, TGF-β2) in the periodontal tissue, measured by the method ELISA, was similar to the peri-implant tissue 1455 

at three different points in time (0, 21, 90 days) after the placement of the implant (Schierano et al., 2008). A 1456 

previous study found, opposed to these findings, that IL-12 and IL-18 induced severe inflammatory disturbance, 1457 

suggesting that IL-18 is a potent proinflammatory cytokine with a physiopathological role in many inflammatory 1458 

conditions (Pradeep et al., 2009).  Furthermore, IL-32 is known to be secreted by several cells after the stimulation 1459 

of some inflammatory cytokines, such as Il-12, IL-1b, IFN-γ, IL-18. The IL-32 is an inflammatory cytokine 1460 

produced by lymphocytes, epithelial cells activated by IFN-γ, NK cells (Goda et al., 2006). Furthermore, the IL-1461 

32 acts over macrophages/monocytes, encouraging the synthesis of TNF-α and IL-6, as well as inducing the 1462 

secretion of chemokines (IL-8 and MIP-2), being important in the triggering and persistence of the inflammatory 1463 

process (Kim et al., 2005). Still regarding IL-32, this cytokine antagonizes the activation of NK cells to inhibit 1464 

phosphorylation of STAT5 mediated by IL-15, suppressing its expression of an effector molecule induced by IL-1465 

15, with cytolytic capacity (Gorvel et al., 2017). IL-15, in turn, controls the liberation of IL-18 by human 1466 

monocytes, creating a proinflammatory environment, as induced by IFN-γ (Sattler et al., 2015). The combination 1467 

of IL-15 and IL-18 could induce the expression of IFN-γ and granzyme B, suggesting that when these cytokines 1468 

act together, they are more potent (Ussher et al., 2013). Interleukins IL-15 and IL-32 contributed together to cause 1469 

physiopathological events that include cell death, inflammation, allergy, and epithelial cell autoimmunity (Conti, 1470 

Youinou, & Theoharides, 2007). Although the human recombinant IL-32 induces the production of many 1471 

proinflammatory cytokines and chemokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007), our study suggests that IL-1472 

32 may have contributed for the non-activation of IL-12, IL-15, IL-18, inhibiting the levels of these cytokines in 1473 

the gingival crevicular fluid (GCF) and in the peri-implant crevicular fluid (PICF). 1474 

Cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 presented higher levels in the group with periodontitis when compared 1475 

to the other groups. Furthermore, after the implant, there was an increase in the concentration of cytokines IL-12, 1476 

IL-15, and IL-18 when compared to the moment one year after the implant, for both the control and injured 1477 
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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 1478 

combination of proinflammatory cytokines, such as interleukins IL‐12, IL‐15, and IL‐18. (Romee et al., 2016). All 1479 

cytokines mentioned lead to the generation of NK cells with functional "memory" properties (Zhuang et al., 2018). 1480 

It has been shown that the cell line of monocytes and macrophages can respond to the encouragement of IL-15, 1481 

increasing Il-18 and IL-12 (Bannwart et al., 2007). Furthermore, the IL-18 is a cytokine responsible for the 1482 

beginning and progression of the periodontal disease (Figueredo et al., 2008). Therefore, the periodontal 1483 

inflammation may not be resolved successfully due to the accumulation of IL-18. A previous study showed that 1484 

levels of IL-18 in GCF increased in places where there was periodontitis, suggesting that this cytokine is associated 1485 

to the severity of the periodontal disease (Orozco et al., 2006).  The same thing was verified in the previous study 1486 

in which the IL-18 had an extremely important role in gingival inflammation and a strong expression of IL-18 was 1487 

found in gingival samples with the increase of the sulcus depth (Johnson & Serio, 2005). Therefore, in our study, 1488 

we suggest that this combination of IL-12/15/18 cytokines has the same function in the generation of NK cells. 1489 

Furthermore, the activity of IL-18 often requires co-stimulating factors to respond, such as IL-12 or IL-15, which 1490 

is why we believe that IL-18 may have interfered in the results of patients with periodontal diseases.  1491 

The levels of IL-12 and IL-15 increased after the implant. Regarding the IL-12 dosages, this cytokine 1492 

increased after the implant, both for control volunteers and for volunteers with periodontal injuries. However, this 1493 

result was not statistically significant. The IL-15 dosages, comparing the moments before and after implant, 1494 

increased for both groups. However, it also trended towards a significant increase in the control group. There was 1495 

also an increase in the concentration of cytokines IL-12 and IL-15 when we compare the moment after the 1496 

installation of the implant, comparing control volunteers and those who had injuries (gingivitis and/or 1497 

periodontitis). The combination of IL-15 and IL-12 contributes for the production of IFN-γ, TNF-α, and GM-CSF 1498 

by human NK cells (Carson et al., 1995). Additionally, the synergy between IL-12 and IL-15 is responsible for 1499 

inducing the response of Th1 cells against infections by intracellular microorganisms (Yoshikai & Nishimura, 1500 

2000).  Therefore, both IL-15 and IL-12, produced by activated human monocytes, had a critical role as cofactors 1501 

in the production of IFN- γ by NK cells, which is important to activate monocytes and for the development of an 1502 

effective innate immune response for infections, before the appearance of antigen-specific T cell responses (Carson 1503 

& Caligiuri, 1998). As a result, we suggest that cytokines IL-12 and IL-15, which contribute for the production of 1504 

IFN- γ, could be the key for the generation of NK cells, which are important components of innate bacteria 1505 

immunity, acting in the development of inflammations due to their quick response and to their intimate relation 1506 

with the production of proinflammatory cytokines, leading to peri-implantitis. 1507 

There was a significant increase in IL-15 in the group with periodontal injuries. These results corroborate 1508 

the previous study, according to which the total amount of IL-15 in the GCF of the group with gingivitis was 1509 

significantly higher when compared to the healthy controls (Buduneli et al., 2003). Since the IL-15 is a proteolytic 1510 

proinflammatory cytokine, it is superexpressed in several inflammatory diseases such as gingivitis and peri-1511 

implantitis. The proinflammatory cytokine IL-15 is more present in tissue injuries and in the fluids of chronic 1512 

inflammatory diseases (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007).  Furthermore, an in vitro study showed that IL-15 1513 

induced the expression of monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) by peripheral blood monocytes. The authors 1514 
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found that IL-15, produced in inflammation sites, may play an essential role in the regulation of blood leukocytes 1515 

(Badolato et al., 1997).  Our findings suggest that IL-15, since it is a proinflammatory cytokine, may be pronounced 1516 

in tissue injuries and in the fluids of chronic inflammatory diseases, justifying its superexpression in our studies 1517 

in the groups with gingivitis and periodontitis.  1518 

No statistically significant difference was found regarding the concentrations of IL-18, although the 1519 

cytokine increased after the implant. The results corroborate another study which showed a gradual increase in the 1520 

concentration of IL-18 in the peri-implant crevicular fluid after 3 months of functioning (Hu et al., 2019). The IL-1521 

18 increased one year after the implant was placed, since it is a proinflammatory cytokine that can induce IFN-γ, 1522 

GM-CSF, TNF-α, and IL-1 in immunocompetent cells, which can activate cell death by lymphocytes and regulate 1523 

the expression of certain chemokine receptors (Nakanishi et al., 2001).   As a result, we believe that the increase 1524 

in IL-18 one year after the implant was placed is associated to an intensified proinflammatory activity, indicating 1525 

local inflammation, which suggests peri-implantitis. 1526 

Although the levels of IL-32 were lower one year after the implant, this diminution was not significant, 1527 

and it is known that human recombinant IL-32 induces the production of several proinflammatory cytokines and 1528 

chemokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007).  This cytokine is produced mainly by T lymphocytes, NK 1529 

cells (Novick et al., 2006) and by dendritic cells, when stimulated by IL-15 (Gorvel et al., 2017).  Furthermore, 1530 

IL-32 is secreted by several cells after the stimulation of certain inflammatory cytokines, such as IL-12, IL-1b, 1531 

IFN-γ, IL-18 (Goda et al., 2006). IL-32 acts on macrophages/monocytes, stimulating the synthesis of TNF-α and 1532 

IL-6, inducing the secretion of chemokines (IL-8, MIP-2). As mentioned above, although the IL-32 induces the 1533 

production of several proinflammatory cytokines (Conti, Youinou, & Theoharides, 2007) and is important in the 1534 

triggering and persistence of the inflammatory process (Kim et al., 2005), although in our study suggests that the 1535 

suppression of IL-32 interfered with the results. In addition, no studies were found in literature that related IL-32 1536 

to peri-implantitis.   1537 

Considering this, it is essential to trace an immune response profile that compares periodontal diseases 1538 

and peri-implantitis, since it is known that patients with periodontal diseases are more likely to develop peri-1539 

implant diseases (Sgolastra et al., 2013). 1540 

This study had limitations, once we obtained a reduced number of samples, as it was not possible to 1541 

collect samples from all patients one year after implants installation. This study evaluated the local immune 1542 

responses of gingivitis, peri-implantitis, and periodontitis in two moments: before and after the implant was placed. 1543 

As a result, there was a prospective evaluation one year after the placement of the implant.   1544 

 1545 

5. Conclusion  1546 

 1547 

According to the results and methodology of this study, there was no difference in the synthesis of IL-12, 1548 

IL-15, IL-18, and IL-32 in healthy individuals or in those with periodontal injuries. However, there was an increase 1549 

in the cytokines IL-12, IL-15, and IL-18 one year after the implant was placed, which would be increasing the 1550 

inflammatory activity in peri-implantitis. Since this was the first study to correlate the cytokines IL-12, IL-15, IL-1551 
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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 1552 

those with injuries (gingivitis and/or periodontitis), more studies would be necessary to better understand the 1553 

immunological balance in gingivitis, periodontitis, and peri-implantitis.  1554 

In summation, local factors, functional implants, and the time since the installation of the implant must 1555 

be considered for future studies, so that base cytokine levels in in the peri-implant crevicular fluid can be verified.  1556 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1752 

 1753 

 1754 

As doenças periodontais, incluindo gengivite e periodontite, são as doenças crônicas 1755 

mais comuns em infecções em adultos que se caracterizam por uma progressão a danos ao 1756 

tecido de suporte dentário, além de serem causadas por um agente patogênico da microbiota do 1757 

biofilme subgengival. 1758 

Já as doenças peri-implantares (mucosite peri-implantar e peri-implantite) são aquelas 1759 

associadas ao biofilme, e a progressão da peri-implantite parece ser mais rápida que a da 1760 

periodontite. Recomenda-se que os clínicos obtenham radiografias e medidas de sondagem 1761 

imediatamente após a finalização da prótese sobre implante. Uma radiografia adicional depois 1762 

do período de carga deve ser obtida para se estabelecer uma referência de nível ósseo após a 1763 

remodelação fisiológica. Devem ser obtidos radiografias e dados clínicos prévios, caso seja um 1764 

paciente novo na implantodontia, para avaliar as mudanças no nível ósseo. 1765 

Os implantes dentários são uma opção de tratamento com resultados confiáveis na 1766 

reabilitação oral, indicada para reabilitar espaços decorrentes de ausências dentais parciais ou 1767 

totais, a fim de garantir vários tipos de próteses. Os implantes dentários são utilizados para a 1768 

substituição de um dente em zonas estéticas. 1769 

O estudo realizado apresentou limitações importantes, pois não foi possível coletar 1770 

amostras de todos os pacientes após um ano da instalação dos implantes. O presente estudo 1771 

avaliou as respostas imune local das condições gengivite, periodontite e peri-implantite em dois 1772 

momentos: antes e após a instalação do implante. Havendo, assim, neste estudo, uma avaliação 1773 

prospectiva de um ano após a instalação do implante, a condição de peri-implantite no momento 1774 

da coleta do fluido crevicular peri-implantar (FCPI). 1775 

No início deste presente estudo tivemos como objetivo comparar os níveis de IL-12, 1776 

IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular gengival (FCG) e peri-implantar (FCPI) de pacientes 1777 

com gengivite, periodontite e peri-implantite antes e um ano após a instalação do implante, 1778 

através da técnica de ELISA e com os resultados do presente estudo conseguimos alcançar esses 1779 

objetivos. Dessa forma, após concluído o trabalho as expectativas foram alcançadas, já que 1780 

conseguimos, através de análise estatística, obter resultados comparativos de uma variedade de 1781 

marcadores inflamatórios pela análise do fluido crevicular gengival (FCG) e do fluido 1782 

crevicular peri-implantar (FCP). 1783 
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Verificou-se que não houve diferença na síntese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 entre 1784 

indivíduos saudáveis e indivíduos com lesão periodontal, sugerindo que a IL-32 possa ter 1785 

contribuído para a não ativação de IL-12, IL-15 e IL-18, inibindo os níveis destas citocinas no 1786 

fluido crevicular gengival (FCG) e no fluido crevicular peri-implantar (FCPI). Todavia, 1787 

evidencia-se que houve um aumento das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano após a 1788 

instalação do implante, o que estaria intensificando a atividade pró-inflamatória na peri-1789 

implantite.  1790 

Sabe-se que pacientes com doenças periodontais apresentam maior probabilidade de 1791 

desenvolver peri-implantite. Assim, é de grande importância traçar um perfil de resposta 1792 

imunológica que compare essas doenças em um único paciente, com a finalidade de prevenir 1793 

insucessos na evolução da osseointegração dos implantes dentários. Diante disso, tal 1794 

contribuição científica, aliada a outros estudos anteriores, torna-se uma ferramenta fundamental 1795 

para entender melhor a inflamação da gengivite, periodontite e peri-implantite, servindo de base 1796 

para ampliar o campo científico, possibilitando, como consequência benéfica, uma maneira de 1797 

tentar reverter o quadro inflamatório.  1798 

Sendo assim, como este estudo foi o primeiro a correlacionar as citocinas IL-12, IL-15, 1799 

IL-18 e IL-32 antes e um ano após a instalação do implante entre os voluntários controle que 1800 

possuíam gengivite, periodontite e peri-implantite, são necessários mais estudos para melhor 1801 

compreender o equilíbrio imunológico nestas três doenças. 1802 
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7. CONCLUSÃO  1834 

 1835 

De acordo com os resultados do presente estudo e a metodologia empregada, não houve 1836 

diferença na síntese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 entre indivíduos saudáveis e indivíduos com 1837 

doença periodontal. Todavia, houve aumento das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano após a 1838 

instalação do implante, o que estaria intensificando a atividade pró-inflamatória na peri-1839 

implantite. Como este estudo foi o primeiro a correlacionar as citocinas IL-12, IL-15, IL-18 e 1840 

IL-32 antes e um ano após a instalação do implante entre os voluntários controle que possuíam 1841 

doença periodontal (gengivite e/ou periodontite), são necessários mais estudos para melhor 1842 

compreender o equilíbrio imunológico na gengivite, na periodontite e na peri-implantite.  1843 

Em suma, fatores locais, implante funcional e o tempo da instalação dos implantes 1844 

devem ser considerados de grande importância em estudos futuros para verificar níveis basais 1845 

de citocinas no fluido crevicular gengival e no fluido crevicular peri-implantar. 1846 
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APÊNDICE A - ANAMNESE 2733 

 2734 

 2735 
MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 2736 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO 2737 TRIÂNGULO MINEIRO- Uberaba-MG 

 2738 

Dados pessoais  

Nome: Data:       /        / 

Data de nascimento:          /       / Idade: Raça:   □ Branco   □ Negro 

Estado civil: Profissão: Gênero: □Feminino □Masculino 

Endereço:                                                                       n°: Bairro: 

Telefone: Celular: 

Motivo da perda dos dentes: 

Sistema cardiovascular:  Pressão arterial:                      Hipertensão arterial (   )  sim (   ) não 

Sistema respiratório (asma, pneumonia, bronquite, 

enfisema, fibrose...)     (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Sistema genito-urinário (cistite, nefrite, insuficiência renal...)                 

(   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Sistema digestório (gastrites, úlceras...)                                      

(   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Distúrbios hemorrágicos (distúrbios de coagulação, púrpuras...)       

(   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Sistema endócrino (diabetes, paratireoidismo. 

Tireoidite...)                   (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Alergias                   (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Discrasias sanguíneas (leucemia, agranulocitose)   

  (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Doenças infecciosas (hepatite, DST, AIDS, tuberculose...)             (   

) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Sedentarismo                (   ) sim   (  ) não Está sob tratamento médico? (   ) sim   (  ) não 

Detalhar_________________________________ 

________________________________________ 

Tabagismo (   ) sim   (  ) não    

Quantos cigarros por dia:____________________ 

(    ) ex-fumante    Há quanto tempo? __________ 

(    ) fumante passivo 

Índice de massa corporal  

(IMC) = peso    =   _______  =  _______ 

            (altura)2   

peso=                altura= 

Está sob tratamento médico? (   ) sim   (  ) não Faz uso de algum medicamento?    (   ) sim   (  ) não  

Quais?_________________________________________ 

______________________________________________  

______________________________________________ 
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Possui alguma neoplasia (tumores)?                     

    (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

1) Possui alguma doença auto-imune (pênfigo, tireoidite de 

Hashimoto ...)        (   ) sim   (  ) não 

Qual?___________________________________ 

________________________________________ 

Deficiência de vitamina C? ___________   

Ingere fontes de vitamina C? _________ 
Osteoporose    (   ) sim   (  ) não 

Já teve problemas periodontite antes da colocação do 

implante?          (    ) sim  (    ) não     

 

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

sim  (    ) não  quando? 

______________________________________ 

Condição dental (coroa) 
 

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Índice Condição 

                0 Dente natural 

                1 Ausente 

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

 

 

Higienização    (    ) satisfatória       (    ) deficiente Há antagonista ao implante?   (   ) sim     (    ) não 

(   ) dente  (  ) prótese removível   (   ) prótese fixa 

 

Sangramento à sondagem 

 

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Índice Condição 

                0 Ausência 

                1 Presença 

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

Supuração 

 

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 Índice Condição 

                0 Ausência 

                1 Presença 

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

Profundidade de sondagem (em milímetros) 

 

Implante (dente) Recessão 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 

(dente) 

Tipo de implante Data do implante Data do 

cicatrizador 

Data de instalação da prótese 

sobreimplante 

     

     

     

 

 

 
 □ Implante           

 □ Dente 

Índice de Placa Índice 

Gengival 

 Escore – índice de placa  Escore – índice gengival 

(sangramento) 

    0 Sem placa  0 Ausência 

    1 Uso de sonda  1 Presença de pontos  
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 2739 

 2740 

- Situação do provisório (quando houver): ____________________ 2741 

- Contato prematuro? ____________  Dente antagonista é dente ou prótese? (de que 2742 

material?) _______________________________________ 2743 

 2744 

____________________________________ 2745 

 2746 

Assinatura do paciente 2747 

 2748 

 2749 

 2750 

APÊNDICE B - TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 2751 

 2752 

 2753 

 2754 
MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO  2755 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO 2756 TRIÂNGULO MINEIRO- Uberaba-MG 

 2757 

TERMO DE ESCLARECIMENTO 2758 

 2759 

Peri-implantite é um termo utilizado para identificar o processo de inflamação que 2760 

ocorre em torno de um implante dentário. O diagnóstico desta doença é extremamente 2761 

importante, pois se não for identificada e tratada, pode levar à perda do implante. O presente 2762 

estudo “AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA DO FLUIDO CREVICULAR EM PACIENTES 2763 

COM GENGIVITE, PERIODONTITE E PERI-IMPLANTITE” tem como objetivo comparar 2764 

os níveis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 no fluido crevicular peri-implantar de pacientes com e 2765 

sem peri-implantite. Como os avanços na área da saúde ocorrem por meio de estudos como 2766 

este, sua participação é importante. Caso você participe, será necessário fazermos coletas de 2767 

amostra de fluido crevicular peri-implantar, exames radiográficos, perguntas sobre sua saúde 2768 

geral e odontológica. Este estudo permitirá identificar se você tem peri-implantite e também 2769 

lhe oferecerá todo o suporte de informações sobre sua prevenção e tratamento. Não será feito 2770 

nenhum procedimento que traga risco a sua vida ou maior desconforto. 2771 

Você poderá ter todas as informações que quiser e poderá não participar da pesquisa 2772 

ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuízo no seu atendimento. Por sua 2773 

participação no estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro, mas terá a garantia de 2774 

que todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa não serão de sua 2775 

    2 Olho nu  2 Colar  

    3 Abundância  3 Abundante  
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responsabilidade. Seu nome não aparecerá em qualquer momento do estudo, pois você será 2776 

identificado com um número. 2777 

 2778 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO 2779 

 2780 

 2781 
Eu,_____________________________________, li e/ou ouvi o esclarecimento acima e 2782 

compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicação 2783 

que recebi esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper 2784 

minha participação a qualquer momento, sem justificar minha decisão e que isso não afetará 2785 

meu tratamento. Sei que meu nome não será divulgado, que não terei despesas e não receberei 2786 

dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo. 2787 

 2788 

 2789 

Uberaba,___/____/______ 2790 

 2791 

 2792 

_____________________________________________       ______________________ 2793 

Assinatura do voluntário ou seu responsável legal                  Documento de identidade 2794 

 2795 

 2796 

____________________________________         ______________________________ 2797 

Assinatura do pesquisador responsável                   Assinatura do pesquisador orientador 2798 

 2799 

Telefone de contato dos pesquisadores: Sanivia Aparecida de Lima Pereira: (034) 99153-5353 2800 

– Juliana Barbosa de Faria: (034) 99684-3480 2801 

 2802 

Em caso de dúvida em relação a esse documento, você pode entrar em contato com o Comitê 2803 

Ética em Pesquisa da Universidade de Uberaba, pelo telefone 034 3319-8816. 2804 

 2805 
 2806 

 2807 

 2808 

 2809 

 2810 

 2811 
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 2812 

 2813 

 2814 

 2815 

 2816 

 2817 

 2818 

 2819 

 2820 

 2821 

 2822 

 2823 

 2824 

 2825 

ANEXOS 2826 



113 

 

 

 

  

 

Tese de Doutorado – Juliana Barbosa de Faria 

 2827 

 2828 

 2829 

 2830 

 2831 

 2832 

 2833 

 2834 

 2835 

 2836 

 2837 

 2838 

 2839 

ANEXO 1 – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE 2840 

ÉTICA EM PESQUISA 2841 



UNIVERSIDADE DE UBERABA -
UNIUBE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:

CAAE:

AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA DO FLUIDO CREVICULAR E DA GENGIVA MARGINAL
DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM PERI-IMPLANTITE.

Sanívia Aparecida de Lima Pereira

Sociedade Educacional Uberabense

3

64947717.0.0000.5145

Área Temática:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Número do Parecer: 2.457.394

DADOS DO PARECER

O título do projeto em tela é “AVALIAÇÃO IMUNOLÓGICA DO FLUIDO CREVICULAR E DA GENGIVA

MARGINAL DE PACIENTES COM PERIODONTITE E COM PERI-IMPLANTITE”, e traz a hipótese de que

pacientes com periodontite crônica apresentam maior probabilidade de desenvolver peri-implantite.

O projeto está bem fundamentado e traz uma extensa introdução sobre o tema abordando as principais

causas e consequências da periodontite e das doenças peri-implantares. Para alcançar os objetivos

propostos, os pesquisadores contarão com 30 pacientes com periodontite e indicação de exodontia com

posterior instalação de implantes. Estes pacientes foram/serão selecionados no período de janeiro de 2018

a dezembro de 2018 durante consulta de acompanhamento dos implantes numa clínica odontológica da

rede privada na cidade de Uberaba. Após o exame clínico, serão obtidas radiografias intra-orais periapicais

para cada dente utilizando a técnica do paralelismo com posicionador radiográfico para avaliar a perda

óssea periodontal. Nestes será coletado fluido crevicular e fragmentos de gengiva, antes e após seis meses

decorrentes da instalação do implante dentário. O fluido coletado será processado para o ensaio

imunoenzimático (ELISA), e os fragmentos de gengiva serão preparados para a imunohistoquímica, ambos

com a finalidade de avaliar citocinas pró e anti-inflamatórias. Além disso, as amostras serão processadas

histologicamente, coradas pelo corante HE para avaliação do processo inflamatório e pelo corante

Apresentação do Projeto:

Sociedade Educacional UberabensePatrocinador Principal:

38.055-500

(34)3319-8811 E-mail: cep@uniube.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

Av.Nene Sabino, 1801
Universitário

UF: Município:MG UBERABA
Fax: (34)3314-8910
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Continuação do Parecer: 2.457.394

Picrossirius para quantificação de colágeno.

Os critérios de exclusão para a seleção dos pacientes serão os seguintes: realização de terapia periodontal

há menos de 1 ano; presença de doenças sistêmicas relevantes; uso de antibióticos ou anti-inflamatórios

nos últimos seis meses; pacientes fumantes, etilistas crônicos; pacientes com doenças sistêmicas;

gestantes; lactantes; implantes com mobilidade ou supuração e aqueles pacientes que não concordarão

assinar o termo de consentimento.

As análises estatísticas serão realizadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para a avaliação da

normalidade, e Mann Whitney para variáveis com distribuição não-normal quando realizada a comparação

entre os dois grupos (com ou sem peri-implantite). Para variáveis qualitativas (masculino/feminino;

caucasiano/não caucasiano) será utilizado o teste exato de Fisher. O nível de significância assumido será de

5% (p<0,05).

Os pesquisadores esperam que os dados obtidos possam auxiliar em traçar um perfil de resposta

imunológica que compare as duas doenças em um único paciente, com a finalidade de prevenir insucessos

na evolução da osseointegração dos implantes dentários.

Objetivo Primário:

Realizar avaliação imunológica do fluido crevicular e da gengiva marginal em pacientes com periodontite e

peri-implantite.

Objetivo Secundário:

Comparar a intensidade de inflamação, a porcentagem de colágeno e a expressão de citocinas no fluido

crevicular e na gengiva antes e após 1 ano da instalação do implante dentário.

Objetivo da Pesquisa:

Riscos

De acordo com os proponentes “não haverá riscos para o paciente porque a coleta do fluido crevicular não

provocará dor nem desconforto. Da mesma forma a coleta dos fragmentos de gengiva serão realizadas sob

anestesia local e como forma do tratamento dos pacientes com peri-implantite ou periodontite. Dos

pacientes controles serão coletados fragmentos do tecido peri-

Avaliação dos Riscos e Benefícios:
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implantar na região adjacente à gengiva que será aberta para colocação de um novo implante. Não haverá

perda de confidencialidade, pois os pacientes serão identificados por números”.

Benefícios

Os benefícios estão voltados em traçar um perfil de resposta imunológica que compare essas duas doenças

em um único paciente, com a finalidade de prevenir insucessos na evolução da osseointegração dos

implantes dentários.

O presente projeto está bem fundamentado e a metodologia atende aos princípios éticos em pesquisa.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

A folha de rosto está devidamente assinada, indicando corretamente a Instituição proponente (Universidade

de Uberaba); além disso, o declarante menciona estar ciente da resolução 466/12, a qual será cumprida;

A carta de autorização da Policlínica Getúlio Vargas, onde as amostras serão coletadas, está devidamente

assinada pelo prof. Anderson Silva CRO-16754-MG, e com a ciência do prof. Dr. Luis Henrique Borges,

diretor do curso de Odontologia da UNIUBE.

O TCLE vem com uma linguagem mais acessível ao público, embora ainda encontramos alguns termos de

difícil entendimento ao leigo como a transcrição do objetivo da pesquisa dentro do mesmo. Contudo, este é

explicado ao longo do termo. Os benefícios são apresentados, assim como medidas para evitar eventual

perda da confidencialidade. Além disso, traz o cabeçalho correto e os contatos do responsável pela

pesquisa, da Policlínica e do CEP da UNIUBE.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Não há

Recomendações:

Os proponentes adequaram o projeto, TCLE e encaminharam a carta de autorização da Policlínica.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
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De acordo com a avaliação realizada assinalo o referido projeto como APROVADO, salvo melhor juízo feito

pelos membros do CEP-UNIUBE.

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

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

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

Considerações Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação

Informações Básicas
do Projeto

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_832915.pdf

05/12/2017
15:31:32

Aceito

Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador

projeto.doc 04/12/2017
16:48:14

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

Parecer Anterior PARECER.pdf 04/12/2017
16:22:16

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLE.docx 04/12/2017
15:42:22

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

Folha de Rosto folhoderosto.pdf 04/12/2017
14:43:53

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

Outros AutorizacaoII.jpeg 04/12/2017
14:41:42

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

Outros Autorizacao.jpeg 04/12/2017
14:36:15

Sanívia Aparecida de
Lima Pereira

Aceito

Situação do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciação da CONEP:
Não
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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 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 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 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 níveis 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 após a instalação do implante. 

Material e Métodos: Quarenta e nove amostras de FCG e FCPI foram coletadas entre março de 2018 a março de 2019. 

Os pacientes foram classificados de acordo com a situação periodontal ou peri-implantar: pacientes com gengivite 

(n=7), pacientes com periodontite (n=14), pacientes com peri-implantite (n=4) e pacientes saudáveis (n=24). Desses 

49 pacientes, foi coletado fluido crevicular antes da instalação do implante (n=8) e um ano após a instalação do 

implante (n=8). O Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) foi usado para avaliar os níveis de citocinas no 

fluido crevicular. Resultados: Pacientes com gengivite, periodontite e peri-implantite apresentaram maiores 

concentrações de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 quando comparados ao grupo controle. Em geral, os níveis de IL-12 e 

IL-15 aumentaram quando comparados aos momentos antes e após a instalação do implante. Também houve aumento 

na concentração de IL-18 nos voluntários do grupo controle após a instalação do implante. Conclusão: Os resultados e 

a metodologia deste estudo mostraram que não houve diferença na síntese de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 em 

indivíduos saudáveis ou com lesão periodontal. Porém, houve aumento das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 um ano 

após a instalação do implante, o que estaria aumentando a atividade inflamatória na peri-implantite. 

Palavras-chave: Citocinas; Doenças periodontais; Líquido do sulco gengival; Peri-implantite. 

 

Resumen  

Objetivo: Evaluar los niveles de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en el líquido crevicular gingival (LCG) y en el líquido 

crevicular periimplantar (LCP) de pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis antes y un año después de la 

colocación 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 según 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 recogió líquido crevicular antes de la instalación del implante (n=8) y un año después de la instalación 

del implante (n=8). Se utilizó un ensayo inmunoenzimático (ELISA) para evaluar los niveles de citoquinas en el 

líquido crevicular. Resultados: Los pacientes con gingivitis, periodontitis y periimplantitis presentaban mayores 

concentraciones de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en comparación con el grupo de control. En general, los niveles de IL-

12 e IL-15 aumentaron en comparación con los momentos anteriores y posteriores a la instalación del implante. 

También se produjo un aumento de la concentración de IL-18 en los voluntarios del grupo de control tras la 

instalación del implante. Conclusión: Los resultados y la metodología de este estudio mostraron que no había 

diferencias en la síntesis de IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32 en sujetos sanos o en sujetos con lesiones periodontales. Sin 

embargo, hubo un aumento de las citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 un año después de la instalación del implante, lo que 

aumentaría la actividad inflamatoria en la periimplantitis. 

Palabras clave: Citoquinas; Enfermedades periodontales; Líquido 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-γ, 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-γ 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-γ and TNF-α) (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). 
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Figure 1 - Relation between IL-12, IL-15, IL-18, and IL-32. 

 

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 IL-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 Getúlio 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 
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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 mobility or suppuration, and those who 

did not accept signing the Consent Form (De Araújo 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, São 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 

Mendonça 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 (KH2PO4), 5.1 g sodium phosphate (Na2HPO4), 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). 
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Quantification of IL-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; c) Human Total IL-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 μl 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 4ºC. The 

wells were then cleaned using PBS/Tween 0.05% and, later, 50 μl/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 

μL/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 50μl/well of the substrate 

solution were added. The reaction was interrupted using a 2N of H2SO4 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 µL 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% (α=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 IL-12 
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(p=0.5222), IL-15 (p=0.8463), IL-18 (p=0.9980), and IL-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-12a 

(n=49) 

IL-15b 

(n=49) 

IL-18c 

(n=49) 

IL-32d 

(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) 

a Kruskal-Wallis test with p=0.5222; 

 b Kruskal-Wallis test with p=0.8463; 

 c Kruskal-Wallis test with p=0.9980;  
d 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 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). 

 

Source: Authors (2021). 

 

Regarding the expression of cytokines IL-12, IL-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 IL-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 IL-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. aMann Whitney, 

IL-12: p=0,0499; bMann Whitney, IL-15: p=0,0011; cMann Whitney, IL-18: p=0,08; dMann Whitney, IL-32: p=1; (n=8) 

 

Source: Authors (2021). 

 

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 IL-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). bKruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-15: p=0.0512 

before implant control vs. after implant control; bKruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-15: p=0.0407 before implant 

lesion vs. after implant lesion; cKruskal-Wallis test and Dunn's post test, IL-18: p=0.0153 before implant control vs. after 

implant control; (n=8). 

 

Source: Authors (2021). 
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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 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). 

 

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.41According 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-α, IL1-β, TGF-β2) 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 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 Il-12, IL-1b, IFN-γ, IL-18. The IL-32 is an 

inflammatory cytokine produced by lymphocytes, epithelial cells activated by IFN-γ, NK cells (Goda et al., 2006). 
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Furthermore, the IL-32 acts over macrophages/monocytes, encouraging the synthesis of TNF-α 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 

STAT5 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-γ (Sattler et al., 2015). The combination of IL-15 and IL-18 could induce the expression of 

IFN-γ 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 IL-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 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 Il-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 IL-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-γ, TNF-α, 

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 Th1 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- γ 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- γ, could be the key for the generation of NK cells, 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i13.20756
FreeText
129



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 
 

 

11 

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 IL-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-γ, GM-CSF, TNF-α, 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 IL-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-γ, IL-18 (Goda et al., 2006). IL-32 acts on 

macrophages/monocytes, stimulating the synthesis of TNF-α 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 IL-32 interfered with the results. In addition, no studies were found in literature 

that related IL-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 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 IL-

12, IL-15, and IL-18 one year after the implant was placed, which would be increasing the inflammatory activity in peri-
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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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