UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

BARBARA BELLOCCHIO BERTOLDO

COMPARAGCAO DOS NIVEIS DE HIF-1a, VEGF, TNF-0. E 1L-10 NO FLUIDO
CREVICULAR PERI-IMPLANTAR DE PACIENTES COM E SEM PERI-IMPLANTITE

Uberaba, MG
2020



BARBARA BELLOCCHIO BERTOLDO

COMPARACAO DOS NIVEIS DE HIF-1a, VEGF, TNF-0 E IL-10 NO FLUIDO CREVICULAR
PERI-IMPLANTAR DE PACIENTES COM E SEM PERI-IMPLANTITE

Tese apresentada ao programa de PoOs-Graduacao
em Ciéncias da Salde, area de concentragdo:
“Patologia Investigativa” da Universidade Federal
do Tridngulo Mineiro, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Doutora.

Orientadora: Profa. Dra. Sanivia Aparecida Lima
Pereira.

Uberaba, MG
2020



Catalogacao na fonte:

Biblioteca da Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Bertoldo. Barbara Bellocchio
B462c Comparacdo dos niveis de hif-1o, vegf, tnf-u e il-10 no fluido crevicular
peri-implantar de pacientes com e sem peri-implantite / Barbara Bellocchio
Bertoldo. -- 2020.
80 f. : il., graf., tab.

Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) -- Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2020
Orientadora: Profa. Dra. Sanivia Aparecida de Lima Pereira

1. Implantacio dentdria. 2. Peri-implantite. 3. Citocinas. I. Pereira, Sani-
via Aparecida de Lima. II. Universidade Federal do Triangulo Mineiro. III.
Tirulo.

CDU 616.314-089.843

Cicera Daniele da Silva - CRB6/3012



DEDICATORIA



DEDICATORIA

A toda minha familia, de maneira particular, a meus pais Vanda e Arnaldo, minha querida irma e

a0 meu esposo Renan.



AGRADECIMENTOS



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar sempre, sem Ele nada sou.

Aos meus pais Arnaldo e Vanda, pois de nada adiantaria minha caminhada se vocés
ndo tivessem me ensinado 0s primeiros passos. Em todo o percurso, vocés estiveram
presentes, mostrando-me a importancia do estudo para ser uma excelente profissional. Pai e

Mée, vocés sdo exemplos de vida e essa vitoria também é de voceés.

A Lara, irm4 companheira, que sempre esteve ao meu lado durante toda a minha

caminhada.
Ao meu esposo Renan pelo apoio, compreensdo, amor e incentivo sempre.
A todos os meus familiares que me incentivaram a vencer os desafios.

As minhas amigas Juliana Barbosa de Faria e Taissa Céssia de Souza Furtado por

todo apoio durante a elaboracéo do projeto.

A Universidade Federal do Triangulo Mineiro e aos 6rgdos de fomento, pelo apoio

financeiro e académico.

A minha orientadora Profa. Dra. Sanivia Aparecida de Lima Pereira a quem venho
agradecer pela amizade, carinho e confianca na realizacdo do trabalho. Seus ensinamentos,
seus conselhos, sua capacidade intelectual e principalmente sua clareza nas orientacfes
sempre foram fatores importantes durante o periodo de construcdo desse trabalho. Para sempre

serei grata ao seu apoio e cultivarei intenso respeito e admiragdo. Muito Obrigada!



APOIO
FINANCEIRO



APOIO FINANCEIRO

Este trabalho foi realizado gragas aos auxilios financeiros recebidos da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro (UFTM), da Universidade de Uberaba (UNIUBE), da Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e da Coordenacédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



RESUMO



RESUMO

Introducdo: Peri-implantite é definida como um processo inflamatério que afeta os tecidos
ao redor dos implantes osseointegrados apds estarem em funcgéo, resultando em perda 6ssea.
Embora a peri-implantite seja uma das principais causas de insucesso dos implantes, muitos
mecanismos envolvidos na patogénese dessa doenca ainda ndo sao totalmente compreendidos.
Objetivo: Comparar os niveis de HIF1-o, VEGF, TNF-a e IL-10 no fluido crevicular peri-
implantar de pacientes com e sem peri-implantite. Material e Métodos: Foram selecionados
40 pacientes em clinica odontoldgica da rede privada na cidade de Uberaba, Minas Gerais,
Brasil, no periodo de novembro de 2016 a julho de 2018, sendo 16 pacientes com peri-
implantite e 24 do grupo controle (sem peri-implantite). Posteriormente foi coletado o fluido
crevicular peri-implantar e realizada a técnica de ELISA para avaliacdo dos niveis de HIF1-
a, VEGF, TNF-a e de IL-10. Para analise estatistica foram utilizados os testes t de Student,
Mann-Whitney, teste exato de Fisher e teste de correlacdo de Spearman. Resultados: Os
niveis de HIF-1a foram significativamente maiores no grupo com peri-implantite quando
comparado ao grupo controle (p=0,0005). Ndo houve diferenca significativa entre os niveis
de TNF-q, IL-10 e de VEGF entre os grupos. No grupo com peri-implantite houve correlacéo
positiva e significativa entre os niveis de TNF-a e IL-10 (p=0,0008) e entre os niveis de TNF-
a e VEGF (p=0,0246). Houve correlacdo negativa e significativa entre os niveis de HIF-1a ¢
IL-10 no grupo com peri-implantite (p=0,0041). Concluséo: O presente estudo nos permite
concluir que na peri-implantite o aumento de TNF-a estd associado ao aumento de VEGF e
de IL-10. Podemos inferir que 0 aumento de TNF-a estaria contribuindo para a intensificacao
do quadro inflamatério na peri-implantite, contrabalanceado pelo aumento de IL-10. Além
disso, como no grupo com peri-implantite os niveis de HIF-1o apresentaram correlagdo
inversa com os niveis de IL-10 sugerimos que o aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10
poderia estar implicada na diminuicdo de HIF-1a, provavelmente devido a uma reducao do
estresse inflamatdrio e do dano tecidual nos tecidos peri-implantares em decorréncia da

inflamacao.

Palavras chave: Implante dentario, peri-implantite citocinas.
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Introduction: Peri-implantitis is defined as an inflammatory process that affects the
tissues around the osseointegrated implants after their function, resulting in bone loss.
Although peri-implantitis is a major cause of implant failure, many mechanisms involved in
the pathogenesis of this disease are not yet fully understood. Objective: To compare the levels
of HIF1-a, VEGF, TNF-o and IL-10 in periimplant crevicular fluid in patients with and
without peri-implantitis. Material and Methods: Forty patients were selected at a private
dental clinic in the city of Uberaba, Minas Gerais, Brazil, from November 2016 to July 2018,
16 patients with peri-implantitis and 24 from the control group. Subsequently, the periimplant
crevicular fluid was collected and the ELISA technique was performed to evaluate the levels
of HIF1-a, VEGF, TNF-a and IL-10. For statistical analysis, Student's t-test, Mann-Whitney
test, Fisher's exact test and Spearman's correlation test were used. Results: HIF-1a levels were
significantly higher in the peri-implantitis group compared to the control group (p = 0.0005).
There was no significant difference between TNF-a, IL-10 and VEGF levels between groups.
In the peri-implantitis group, there was a positive and significant correlation between TNF-a,
and IL-10 levels (p = 0.0008) and between TNF-a and VEGF levels (p = 0.0246). There was
a significant negative correlation between HIF-1a and IL-10 levels in the peri-implantitis
group (p = 0.0041). Conclusion: The present study allows us to conclude that in peri-
implantitis, increased TNF-a is associated with increased VEGF and IL-10. We can infer that
the increase of TNF-o would be contributing to the intensification of the inflammatory picture
in peri-implantitis, counterbalanced by the increase of IL-10. In addition, as in the peri-
implantitis group HIF-1a levels were inversely correlated with IL-10 levels, we suggest that
the increase in the antiinflammatory cytokine I1L-10 could be implicated in the decrease in
HIF-1a, probably due toa reduction in inflammatory stress and tissue damage in peri-implant

tissues due to inflammation.

Keywords: Dental implant, cytokine peri-implantitis.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os implantes dentarios vém sendo frequentemente utilizados
como alternativa para a reabilitacdo estética funcional dos espacos edéntulos orais, com altos
indices de sucesso, que tem sido atribuido principalmente a osseointegracdo, que nada mais é
do que a unido fisica do implante osseointegrado com o 0SS0 receptor, ou seja, “uma Conexao
direta entre 0sso vivo e a superficie de um implante submetido a carga funcional” (SOUZA e
RAUSCH, 2019).

Atualmente, sugere-se que 0 sucesso de um implante osseointegravel deva-se néo
somente a osseointegracdo, mas sim a uma integracdo entre implante e tecidos intra-orais
duros e moles. A manutencdo de uma barreira de tecido mole saudavel é tdo importante quanto
a osseointegracdo para 0 sucesso, a longo prazo, de uma prétese implantossuportada
(HUMPHREY, 2006).

Apesar de todos os aspectos positivos, varios fatores tém sido relacionados com o
insucesso dos implantes dentérios. Entre eles estdo a condicdo sistémica do paciente, 0
tabagismo, a qualidade &ssea, a experiéncia do profissional, o trauma cirdrgico, 0s
procedimentos cirargicos inadequados, a utilizacdo inadequada de antibidticos no pré e no
pOs-operatdrio, a pressao da prétese durante a cicatrizacdo, a infec¢do bacteriana durante ou
apos a cirurgia, o carregamento inicial improprio, o planejamento incorreto da prétese, a

sobrecarga oclusal e a atividade parafuncional (DENTZ et al., 2018).

A peri-implantite € uma das principais causas de insucesso dos implantes. O
diagndstico da peri-implantite € muito importante na pratica do cirurgido-dentista, e
determinante para o tratamento dessas doencas, criando novas vertentes de estudos na
especialidade. Os sinais clinicos dos implantes insatisfatérios sdo semelhantes aos
encontrados nos dentes periodontalmente comprometidos. Entre eles se observam supuracao,
sangramento, dor, profundidade da bolsa aumentada, mobilidade e a radiolucidez radiogréafica,

que indica perda 6ssea ao redor do implante (de OLIVEIRA et al., 2015).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Implantes dentarios

O implante substitui dentes que ndo puderam ser mantidos na cavidade oral por meio
do tratamento periodontal ou que foram perdidos por fracassos protéticos, endodonticos,
fraturas, caries, traumatismos, agenesias e iatrogenias (FRANCISCHONE et al., 2006). O alto
indice de sucesso dos implantes endo6sseos tem sido observado, o que tornou esse
procedimento altamente previsivel em pacientes parcialmente ou totalmente desdentados
(FLORENTINO FILHO et al., 2012).

A relacdo entre implante enddsseo e 0sso ocorre por intermédio de mecanismos como
a osseointegracdo, quando 0 0sso estd em contato intimo com o implante de forma previsivel
e duradoura para estabelecer uma ancoragem do implante. O termo osseointegracéo é definido
como a direta conexdo, estrutural e funcional, entre o tecido dsseo vital e a superficie de um
implante capaz de suportar esforcos fisioldgicos, quando instalados em sua intimidade
(MENDES e DAVIES, 2016).

Alguns fatores sdo reconhecidos como fundamentais para a obtencdo e manutencédo
da osseointegragdo, definidos como “tridngulo de sucesso de Massler”, e estdo relacionados
ao paciente ou hospedeiro, ao sistema de implantes e a equipe de profissionais (ZAVANELLI
et al., 2011). Os fatores relacionados aos pacientes sdo o tabagismo, a qualidade dssea, a
utilizacdo inadequada de antibidticos no pré e no pds-operatorio, a pressdo da protese durante
a cicatrizacdo, a infeccdo bacteriana durante ou apos a cirurgia, o carregamento inicial
impréprio, o planejamento incorreto da protese, a sobrecarga oclusal e a atividade
parafuncional (FERREIRA et al., 2006).

Os implantes dentais devem interagir com trés diferentes tecidos: epitelial,
conjuntivo e ésseo que obedecem a alguns requisitos como: caracteristicas do material,
desenho do implante, qualidade de superficie, padrdo 6sseo (quantidade e qualidade dssea),
técnica cirurgica e carga sobre o implante (DE CARVALHO, 2005).

Para que um implante possa ser considerado bem-sucedido, alguns critérios devem
ser observados e incluem: imobilidade individual do implante quando testado clinicamente,
auséncia de evidéncia radiografica de radioluscéncia peri-implantar, auséncia de inflamacéo

gengival ou mucosite peri-implantar, auséncia de sinais de infeccéo e dor, auséncia de danos
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ao dente adjacente e sobrevida funcional de 90% apds cinco anos e de 85% apds 10 anos de
instalacdo (MISCH et al., 2008).

Se ndo ocorrer osseointegracdo, ou se ela se perder por algum motivo, forma-se um
tecido conjuntivo fibroso ao redor do implante. Neste caso, a osseointegracéo jamais ocorrera,
pois para tal finalidade fatores importantes devem ser controlados como biocompatibilidade,
desenho do implante, condi¢Bes da superficie do implante, estado do hospedeiro, técnica
cirurgica usada e condicGes das cargas aplicadas sobre os implantes apds sua instalacao
(MENDES e DAVIES, 2016).

2.1.1 Tecidos peri-implantares

Os tecidos que envolvem o implante sdo chamados de peri-implantares. Estes sdo
compostos de uma porcdo de tecido duro, osso lamelar e medular e uma porcéo de tecido

mole, a mucosa peri-implantar.

2.1.1.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo mineralizado cuja funcéo principal € servir de
suporte para estruturas como 0s musculos, cuja contracdo transforma os 0ssos em um sistema
de alavancas, permitindo a locomocédo, armazena nos espagos entre as trabéculas do 0sso
esponjoso a medula 6ssea vermelha, que produz células sanguineas, ou a medula amarela ou
adiposa. Nos o0ssos maxilares na idade adulta prevalece a medula amarela entre o0s espacos
trabeculares. Uma das funcfes mais importantes do tecido dsseo € a de servir como reserva
de célcio para 0 organismo, necessario para a contracao muscular, adesao celular e a fisiologia
de diversos sistemas organicos (ARAUJO e LUBIANA, 2008).

As células responsaveis pela formagdo, destruicdo e remodelagdo éssea sao,
respectivamente, os osteoblastos, os osteoclastos e 0s ostedcitos. Os osteoblastos provenientes
de células osteoprogenitoras encarregam-se da sintese dos compostos organicos da matriz
6ssea, inclusive do colageno, das proteoglicanas e glicoproteinas. Os ostedcitos sdo células
6sseas maduras, derivadas dos osteoblastos, que residem em lacunas dentro da matriz, e
secretam substancias necessarias para a manutencdo do 0sso. Os osteoclastos sdo celulas
derivadas de progenitores granulocitos macrofagos e desempenham papel na reabsorcao 6ssea
(GARTNER e HIATT, 2007).

A colocacao de implantes requer o corte no tecido 6sseo com instrumentos rotatérios
gerando riscos de aquecimento e a destrui¢do dos vasos sanguineos existentes nos canais de

Havers e de Volkman do osso cortical e de vasos existentes na medula 6ssea entre as
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trabéculas do 0sso esponjoso. Estes dois fatores levam sempre a formacdo de uma zona
necrotica de osso que ficard em contato com a superficie dos implantes (ARAUJO e
LUBIANA, 2008).

A remocao de 0sso necrotico proxima ao implante € realizada pelos osteoclastos e
novo tecido 6sseo € produzido pelos osteoblastos. Quando a &rea de tecido necrotico e de
coagulo € preenchida por novo tecido 6sseo, € iniciado entdo o processo de remodelagdo que
seguira os parametros ja bem conhecidos no tecido 6sseo normal de todo o organismo
(ARAUJO e LUBIANA, 2008).

2.1.1.2 Mucosa peri-implantar

A mucosa peri-implantar é analoga a gengiva que circunda dente e tem como funcgéo
primordial a protecdo do 0sso subjacente. A formacdo da mucosa peri-implantar ocorre apds
a instalacdo de implantes em um Unico estagio ou apds a reabertura de implantes submersos e
instalacdo do pilar ou conector intermediario (ELERATI e KAHN, 2009).

Assim como o tecido gengival ao redor do dente, a mucosa peri-implantar também
exibe um sulco que se localiza entre a superficie do pilar intermediario ou protese e a mucosa.
Este sulco peri-implantar pode variar muito em profundidade mesmo em condic¢des onde o
tecido estd saudavel. O local onde foi instalado o implante, forma do implante, o tipo de
superficie, a forca utilizada e o formato da protese sdo fatores que dificultam o
estabelecimento de uma profundidade padrdo. Por outro lado, a extensdo da penetracdo da
sonda em tecidos peri-implantares saudaveis quando realizada com forca adequada indica o
final da barreira epitelial e o inicio da barreira conjuntiva (ABRAHANSSON, 2006). Além
disso, uma sondagem com forca adequada também revela que a mucosa peri-implantar
saudavel ndo sangra (ARAUJO e LUBIANA, 2008).

A margem entre o limite peri-implantar e o limite da prétese representa a porta de
entrada para bactérias e suas toxinas (COSYN et al., 2011). A formacdo do biofilme
bacteriano durante o periodo pos-operatério a colocacdo do implante pode resultar em
insercdo epitelial comprometida as superficies do implante. Inicialmente, em resposta a
presenca de biofilme na superficie do implante, ocorre a mucosite peri-implantar que é
reversivel (LOPEZ-CERERO, 2008), caracterizada por tumefac&o da mucosa, sangramento a
sondagem, exsudato ou micro abscessos e auséncia radiografica de reabsorcdo Ossea
(RENVERT et al., 2008).
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Com o agravamento desse processo e a evolucdo para uma lesdo inflamatdria de
tecido mole, acompanhada de uma perda 6ssea peri-implantar, pode ocorrer uma doenca
denominada peri-implantite. A colonizacdo bacteriana pode ser tanto da superficie externa,
quanto dos espacos internos do implante. Internamente, a colonizagdo bacteriana esta
relacionada com um espaco existente entre a porcdo protética do sistema (intermediario

protético) e a porcéo endossea (implante) (PIMENTEL et al., 2010).

2.2 Peri-implantite
2.2.1 Etiologia da Peri-implantite

Peri-implantite é definida como um processo inflamatério que afeta os tecidos ao
redor dos implantes osseointegrados apos estarem em funcdo, resultando em perda Gssea
(SANTOS e FERRAZ, 2017). Algumas caracteristicas clinicas podem ser observadas nesse
processo inflamatorio, tais como: sangramento a sondagem, exsudato, profundidade de
sondagem aumentada e edema (MARTINS et al., 2019).

A peri-implantite é considerada a maior causa de falhas entre os implantes (LEITE
et al., 2015). A apresentacao de tecido gengival saudavel ao redor dos implantes dentarios,
com apropriada faixa de gengiva queratinizada, é um fator primordial ndo sé para estética,
mas para o sucesso em longo prazo. Estudos tém destacado a importancia desta caracteristica
gengival na reabilitacdo em implantodontia e no desenvolvimento da peri-implantite, pois
pode dificultar a higienizacao e acumular placa bacteriana no sulco peri-implantar (CASADO
etal., 2013).

Estudos relataram que os principais indicadores de risco para a peri-implantite séo
ma higiene oral, historico de periodontite, consumo de alcool e fumo, qualidade da superficie
do implante e auséncia de uma adequada largura de mucosa queratinizada (PADIAL-
MOLINA et al., 2014).

Clinicamente os sinais e sintomas principais da peri-implantite s&o: destrui¢do
vertical da crista 6ssea, presenca de bolsa peri-implantar (> 5mm), sangramento a sondagem.
Os tecidos podem estar edemaciados ou ndo e a presenca de hiperplasia pode estar associada
a utilizacdo de overdentures ou a auséncia de gengiva queratinizada. Dor ndo é uma
caracteristica tipica da peri-implantite. Para um correto diagnéstico, segundo os autores,
devem ser realizados: uma radiografia peri-implantar (se o implante ja apresenta perda éssea

ou ndo, sondagem peri-implantar (analisar a presenca de bolsas, de sangramento e de
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supuracdo), mobilidade, uma coleta de fluido e analise microbioldgica (DE OLIVEIRA et al.,
2015).

Estudos analisaram a microflora presente ao redor dos implantes e observaram que
existe uma semelhanca grande entre a microflora peri-implantar e a periodontal. Segundo os
autores, a composicdo da microflora subgengival periodontal e peri-implantar podem ser
consideradas similares, tanto a relacionada a salde quanto a relacionada com a doenca. A
doenca peri-implantar pode ser considerada como uma infeccdo causada por patdgenos
comuns a doenca periodontal (FIGUEREDO e FISHER 2012).

A avaliacdo periodontal antes do tratamento, o controle de placa feitos
periodicamente pelo profissional e a motivacdo do paciente para higiene oral sdo necessarios
para evitar a ocorréncia da peri-implantite (DE OLIVEIRA et al., 2015).

2.2.2 Tratamento da Peri-implantite

Para o sucesso do tratamento da peri-implantite o resultado deve incluir pardmetros
que descrevam a resolucdo da inflamacao e a preservacdo do 0sso de suporte. O tratamento
deverd incluir medidas antimicrobianas ja que o biofilme bacteriano parece ser o fator
etiologico primario (LINDHE e MEYLE, 2008).

O objetivo do tratamento da peri-implantite é reduzir a perda déssea e consiste em
duas etapas: a primeira € a terapia mecanica béasica, ou seja, remocao da placa com curetas de
plastico, seguida de ajuste oclusal. A segunda etapa consiste na descontaminacao da superficie
do implante que pode ser fisica ou quimica. A fisica consiste no alisamento da superficie do
implante com brocas diamantadas, como também no jateamento com O6xido de aluminio.
Quimicamente, o jato de bicarbonato e o acido citrico apresentaram os melhores resultados e
0 uso de antibioticoterapia apresenta bons resultados na erradicacdo da infeccdo (De
OLIVEIRA et al., 2015).

Alguns estudos verificaram que, ap6s a melhora na higiene bucal, lesbes com
consideravel formacéo de bolsas (maior que 5 mm) e perdas 6sseas depois de infec¢bes agudas
tém sido tratadas com sucesso com tratamentos cirargicos. A respeito de tratamento cirdrgico,
concluiram que podem ocorrer regeneracao 0ssea e reosseointegracdo ao usar membranas para
recobrir 0sso autogeno particulado (ZANATTA et al., 2009).

Outros autores também ressaltam que o tratamento da peri-implantite deve ser similar

a terapéutica utilizada para a periodontite, focando a eliminacdo das bactérias presentes.
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Devem ser utilizadas terapias antimicrobianas associadas ou ndo a metodos cirurgicos
ressectivos ou regenerativos, dependendo do grau de evolucdo da doenga. Em casos onde o
tratamento convencional é incapaz de eliminar completamente os microrganismos, pode-se
optar pelo uso de um coadjuvante, a terapia fotodinamica, que consiste na associacao de uma
fonte de luz em baixa intensidade associada a corante que quando aplicados no organismo
alvo resulta em um efeito letal da bactéria por meio de apoptose celular (SOBREIRA et al.,
2011).

Embora a placa bacteriana seja considerada o principal fator etiolégico das doencas
peri-implantares (FONSECA et al., 2014; LISKMANN et al., 2006), a intensidade da resposta
inflamatoria a produtos bacterianos, como lipopolissacarideo e endotoxina, gera liberacdo de
citocinas pelo hospedeiro. Essas citocinas podem estimular a perda 6ssea ao redor dos
implantes (MURATA et al., 2002; MONTES et al., 2009). Dentre essas citocinas estdo o
TNF-a, IL-10, VEGF e HIF- 1o.

2.3 TNF-a

TNF foi descoberto em 1975 como uma molécula indutora de necrose de tumores
(CARSWELLL et al., 1975). Atualmente essa citocina pré-inflamatéria é conhecida como a
mais pleitrdpica de todas as citocinas descritas em mamiferos (SEDGER e McDERMOTT,
2014). TNF-a ainda exerce uma variedade de atividades bioldgicas incluindo inflamagdo,
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e imunomodelacdo, promovendo a liberacdo de outras
citocinas pré-inflamatérias bem como resposta patoldgica (choque séptico, caquexia)
(AGGARWAL; GUPTA; BASU, 2012; AGGARWAL e LIMDI 2015).

O TNF-a também induz o aumento na adeséo e exsudacdo de leucdcitos, facilita a
atividade antimicrobiana de neutrdfilos e de macréfagos (JAFFER; WADE; GOURLAY,
2010) e colabora na sintese de outras citocinas pro-inflamatorias, encontrando-se aumentado
tanto na periodontite como na peri-implantite (UITTO et al, 2003; NEGRI, 2016).

O TNF-a pode ser produzido por macrofagos ativados, linfocitos ou mondcitos. O
principal estimulo para a sua producdo ¢ a presenca de lipopolissacarideos que compdem a
membrana das bactérias Gram-negativas. O principal efeito fisiologico do TNF-a é promover
a resposta imune e inflamatoria por meio do recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o
local da infeccéo, além de ativa-los. Para isto, 0 TNF-a provocara uma série de efeitos no
organismo (VITALE et al., 2007).

Estudos demonstraram que o TNF-o estimula a reabsorcdo Ossea diretamente por

induzir a proliferacdo de progenitores de osteoclastos, e indiretamente por estimular a
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atividade de reabsorcdo dos osteoclastos maduros e por aumentar a sintese de colagenases.
Tem sido demonstrado que o bloqueio de TNF-a contribui com a inibicdo de
aproximadamente 80% do recrutamento de células inflamatdrias e reducgdo de 60% da perda
Ossea que ocorre na periodontite (LIMA et al., 2008).

Durante a inflamacdo o aumento do TNF-o é contrabalancado pelo aumento da sintese da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 (JAFFER, WADE e GOURLAY, 2010).

2.4 1L-10

A 1L-10 é uma das citocinas com carateristicas imuno-regulatorias mais destacadas do
sistema imune humano. E produzida por vérias células do sistema imune de defesa, incluindo
mondcitos/macréfagos ativados, linfdcitos T e linfécitos B (LIMA et al., 2008). Essa citocina
atua na inibicdo da sintese de citocinas pré-inflamatérias incluindo TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-
12, bem como na supressdao de vérias atividades das células apresentadoras de antigenos
(GRIMBALDESTON et al., 2007).

A IL-10 é um polipeptideo ndo glicosilado com cerca de 18 kDa, sintetizado em
células imunoldgicas e tecidos neuroenddcrino e neural. Seu receptor (IL-10R) pertence a
familia de receptores de citocina de classe Il, semelhante aos receptores para interferons. A
producédo de IL-10 é prejudicada por muitas citocinas, como IL-4, IL-13 e IFN-y, e também
pela sua prépria autorregulacdo (SOMER e WHITE, 2010). Além disso, aumenta a
proliferacdo de mastocitos e impede a producdo de IFN-y pelas Células Natural Killer
(ZHANG e AN, 2007).

A IL-10 é conhecida por apresentar propriedades imunossupressoras no controle da
perda Ossea periodontal por inibir a sintese de citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-a
(GOUTOUDI et al., 2004). Vale salientar, que os niveis dessa citocina podem ser criticos na
regulacdo imune, controlando o balango entre as respostas inflamatdrias inatas e as respostas
humorais adquiridas (LIMA et al., 2008).

Ap0s a geracdo de uma resposta imune pro-inflamatoria, a IL-10 age para atenuar a
inflamacgdo que poderia ser deletéria para o hospedeiro, limitando o dano tecidual potencial
(LIRA-JUNIOR et al., 2013).

Alguns estudos j& demonstraram que a reducdo da producéo de IL-10 pode estar
associada com maior suscetibilidade a doencas infecciosas, dentre elas a peri-implantite
(CASADO et al., 2013). Ate o presente momento nenhum estudo associou os niveis de IL-10

e de TNF-a na peri-implantite.
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2.4 VEGF

O VEGEF - Fator de crescimento endotelial vascular, & membro de uma familia de
citocinas que exercem funcbes criticas na angiogénese fisiologica e patoldgica e na
linfangiogénese (CAPP et al., 2009). Refere-se a uma familia de moléculas semelhantes
(isoformas), codificadas por um Unico gene e constituida por diversas proteinas identificadas
por letras VEGF A a F (de FATIMA et al., 2010).

O VEGF-A, ou apenas VEGF, é o fator mais bem estudado e compreendido. O VEGF
nativo ou VEGF-A consiste de uma glicoproteina homodimeérica basica de 45 kDa, ligante de
heparina, codificada por um Unico gene diretamente relacionado a angiogénese, com
habilidade de promover o crescimento das células endoteliais derivadas de artérias e veias
(NOCITI et al., 2010).

A angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes em um processo envolvendo migracdo e proliferacdo de ceélulas
endoteliais ja existentes. E um processo complexo e requer um delicado balanco entre
promotores e inibidores (de FATIMA et al., 2010).

A ativacdo do VEGF desencadeia diversas rotas de sinalizacdo intracelular que
resultam em proliferacdo, sobrevivéncia, mitogénese, migracéo e diferenciacdo das células
endoteliais, assim como sua atuacdo no aumento da permeabilidade vascular (HICKLIN e
ELLIS, 2005).

O VEGF induz a angiogénese atuando diretamente nas células endoteliais ao se ligar
e ativar receptores de membrana pertencentes a familia de receptores tirosina quinase. Eles
séo conhecidos como VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase 1 ou Flt-1), VEGFR-2 (fetal liver
kinase, FIk-1 ou KDR) e VEGFR-3 (fms-like tyrosine kinase 4, Flt4) (de FATIMA et al.,
2010).

A angiogénese € um processo essencial no desenvolvimento da doenca inflamatoria
cronica, no qual ocorre a formagdo de novos capilares originados das células endoteliais de
vasos sanguineos preexistentes. Ela contribui para a inflamagdo com resultado da capacidade
dos novos vasos sanguineos transportarem células inflamatorias, suprimento de oxigénio e
nutrientes para os tecidos inflamados (DAMICO et al., 2007).

Sabe-se que o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) atua como mediador
pré-inflamatorio, colaborando para o aumento da permeabilidade microvascular, além de

estimular a proliferacdo e migracao de células endoteliais, mondcitos e osteoblastos essenciais
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na angiogénese (VALIATTI et al., 2011; GUNERI et al., 2004). Na inflamacao dos tecidos
periodontais j& foi demonstrado que o VEGF esta associado com a progressdo da gengivite
para a periodontite (YE e MC GUINNESS, 2013). No entanto os estudos desse fator de
crescimento na peri-implantite ainda apresentam resultados controversos, uma vez que alguns
sugeriram que este fator possa ter uma dupla funcéo, atuando tanto na progressdo como na
homeostase tecidual (PRADEEP et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2008).

Um relacionamento entre doenca periodontal e peri-implantite tem sido estabelecido
por meio dos achados do aumento da microbiota anaerobia gram negativa com elevados niveis
de espiroquetas associadas com implantes perdidos. Tecidos inflamados mostram expressao
aumentada de mediadores inflamatdrios, muitos dos quais podem promover a angiogénese. A
angiogénese pode contribuir para a severidade da inflamagdo com o surgimento de novos
vasos sanguineos, transporte de células pro-inflamatdrias, suprimento de nutrientes e oxigénio
para os tecidos inflamados e particularmente, a vascularizacdo periodontal é profundamente
afetada durante a progressdo da doenca periodontal (VASCONCELOS et al., 2016).

2.5 HIF-1a

Fatores induzidos por hipoxia (HIFs) sdo fatores de transcricdo heterodiméricos,
consistindo de uma subunidade alfa (HIF1-a), instavel em oxigénio ¢ uma subunidade beta,
estavel em oxigénio (HIF1-B). Os HIFs exercem papel fundamental na indugdo de respostas
celulares a hipoxia, além de funcionar como o maior regulador da homeostase do oxigénio em
praticamente todas as células (DENGLER et al., 2014).

Hipdxia resulta em aumento dos niveis de proteina do fator 1 induzido por hipdxia
(HIF-1) (FERNANDEZ-TORRES et al., 2017). O HIF-1 é uma proteina nuclear que ativa a
transcricdo génica em resposta a reducdo da tensdo de oxigénio. HIF-1 é um heterodimero
composto de subunidades HIF-I a ¢ HIF1-p. O HIF 1-f é constitutivamente expresso enquanto
0 HIF-1a € induzido por hipdéxia. Embora a regulacdo do HIF-1 a ocorra nos estagios de
transcricdo, translocacdo, transcricdo nuclear e transativacéo, a modulacéo da degradacao € o
principal método pelo qual os niveis de proteina HIF-1 s&o alterados. Durante a normoxia, o
HIF-1 a é degradado (FERNANDEZ-TORRES et al., 2017).

Durante a hipdxia, a degradacdo cessa e 0 HIF-1a se acumula. O heterodimero HIF-
1, atuando em conjunto com as proteinas coativadoras CBP, p300, SRC-1 e TIF2, aumenta a
expressdo de genes relacionados a glicolise e a angiogénese. A proteina angiogénica mais
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importante ativada pelo HIF-1 é o VEGF que alivia a condic¢do hipoxica ao estimular o
crescimento vascular (LORIER et al., 2011).

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

(BERCHNER-PFANNSCHMIDT et al., 2008).

Em estudo anterior realizado por nosso grupo demonstramos maior expressdo de
HIF1-a nos tecidos peri-implantares de individuos com peri-implantite (ARAUJO et al.,
2017). No entanto, até o presente momento, nenhum estudo avaliou a expresséo desse fator
de transcricéo no fluido crevicular peri-implantar (FCP).

O FCP ¢ localizado na regido dos sulcos gengival e peri-implantar, o fluido € formado
devido a permeabilidade do epitélio juncional, que permite a passagem de componentes
macromoleculares provenientes do soro e do meio intersticial gengival. O fluido contém
células descamadas dos epitélios juncional e sulcular, bem como células de defesa que migram
constantemente do tecido conjuntivo subjacente para o sulco (BERGLUNGH e LINDHE,
2010).

Por ser a peri-implantite uma doenca inflamatdria, levantamos a hipétese de que nos
pacientes com peri-implantite exista aumento da expressdo de VEGF, HIF-1a, TNF-a e IL-10
no FCP.
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3. JUSTIFICATIVA

Sabendo que a analise do fluido crevicular peri-implantar (FCP) € um método nao
invasivo que permite investigar uma variedade de marcadores inflamatérios, e que ainda
existem muitas lacunas na compreensdo da patogénese da peri-implantite, justifica-se a

realizacdo do presente estudo.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar os niveis de HIF1-a, VEGF, TNF-a e 1L-10 no fluido crevicular peri-implantar de

pacientes com e sem peri-implantite.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Ao comparar o fluido peri-implantar de pacientes com e sem peri-implantite, tivemos como

objetivos avaliar:

e Expressdo de VEGF no fluido peri-implantar de pacientes com peri-implantite.
e Expressdo de HIF-1 a no fluido peri-implantar de pacientes com peri-implantite.
e Expressao de TNF-a no fluido peri-implantar de pacientes com peri-implantite

e Expressao de IL-10 no fluido peri-implantar de pacientes com peri-implantite.
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ABSTRACT

The aim of this article was to compare the levels of hypoxia-inducible fator-1 alpha
subunit (HIF1-a), vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis factor alpha
subunit (TNF-a) and interleukin-10 (IL-10) in the peri-implant crevicular fluid (PICF) of
patients with or without peri-implantitis. Forty patients were selected from a private clinic in
the city of Uberaba, Minas Gerais, Brazil, from November 2016 to July 2017: 16 with peri-
implantitis (PP) and 24 with healthy peri-implant tissues (HP). Subsequently, the PICF was
collected and the ELISA technique was performed to evaluate the levels of HIF1-a, VEGF,
TNF-a and IL-10. HIF-1a levels were significantly higher in the PP group when compared to
the HP group (p=0.0005). There was no significant difference between TNF-a, IL-10 and
VEGF levels between the PP and HP groups. In the PP group there was a positive and
significant correlation between levels of TNF-a and IL-10 (p=0.0008) and between TNF-a
and VEGF levels (p=0.0246). There was a negative and significant correlation between HIF-
lo and IL-10 levels in the PP group (p=0.0041). In the peri-implantitis the increase of TNF-a.
is associated to the increase of VEGF and IL-10. In addition, as in the peri-implantitis group
HIF-1a levels showed an inverse correlation with IL-10 levels, we suggested that the increase
in HIF-1a would favor an increase in IL-10 synthesis which would be contributing to the

reduction of tissue damage in peri-implant tissues due to inflammation.

Keywords: Dental Implantation, Peri-Implantitis, cytokine.
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INTRODUCTION

In the last decades, dental implants have frequently been used as an alternative for the
aesthetic and functional rehabilitation of oral edentulous spaces.® However, several factors
have been related to the failure of dental implants, including bacterial infection, during or after
surgery,? which is the main etiological factor of peri-implantitis and the main cause of implant

failure.®

Although the bacterial plaque is considered the main etiological factor of peri-
implant diseases,®* the intensity of the inflammatory response to bacterial products such as
lipopolysaccharides and endotoxins causes the release of cytokines leading to bone loss.’
Among these cytokines are tumor necrosis factor alpha subunit (TNF-a) and interleukin-10
(IL-10) that play opposite roles in the innate and specific immune response.® TNF-a is a
proinflammatory cytokine that induces increased adhesion and leukocyte exudation, facilitates
the antimicrobial activity of neutrophils and macrophages’ and collaborates in the synthesis
of other pro-inflammatory cytokines, being increased in both periodontitis and peri-

implantitis.®°

During inflammation, the increase in TNF-o is counterbalanced by increased
synthesis of the anti-inflammatory cytokine IL-10.” IL-10 is known to have
immunosuppressive properties in the control of periodontal bone loss by inhibiting the
synthesis of proinflammatory cytokines, such as TNF-a.1° Some studies have already shown
that the reduction of IL-10 production may be associated with increased susceptibility to
infectious diseases, such as peri-implantitis,'! since this cytokine also inhibits the bactericidal
activity of leukocytes.? At present, no studies have correlated 1L-10 and TNF-a levels in peri-

implantitis.

It is known that vascular endothelial growth factor (VEGF) acts as a proinflammatory
mediator,®® collaborating to increase microvascular permeability besides stimulating the
proliferation and migration of endothelial cells, monocytes and osteoblasts which are essential
in angiogenesis.** In inflammation of periodontal tissues it has been shown that VEGF is
associated with the progression of gingivitis to periodontitis.®®> However, studies on this
growth factor in the peri-implantitis still present controversial results.®

Hypoxia-inducible factors (HIFs) are heterodimeric transcription factors, consisting
of an alpha subunit (HIF1-a), unstable in oxygen and a beta subunit, stable in oxygen (HIF1-

B). HIFs play a key role in the induction of cellular responses to hypoxia and act as the major
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regulator of oxygen homeostasis in almost all cells.*” In an earlier study conducted by our
group, we demonstrated greater expression of HIF1- a in peri-implant tissues of individuals
with peri-implantitis.’® However, to date, no study has evaluated the expression of this
transcription factor in peri-implant crevicular fluid (PICF).

Knowing that the analysis of PICF is a non-invasive method that allows the investigation of

a variety of inflammatory markers, and that there are still many gaps in the understanding of
the pathogenesis of peri-implantitis, the present study is justified. Thus, the objective of the
present study was to compare the levels of HIF-10, VEGF, TNF-a and IL-10 in the PICF
between patients with peri-implantitis (PP-group) and patients with healthy peri-implant
tissues (HP-group).

MATERIAL AND METHODS

Selection of patients

The Ethics Committee of the University of Uberaba/ MG, Brazil approved this study,
under Approval Opinion Number 2.457.394. All patients agreed to participate in the study and
gave written informed consent. All clinical investigation was conducted according to the
principles expressed in the Declaration of Helsinki. The patients were selected during
consultation to follow the implants, from November 2016 to July 2018, at a private dental
clinic in the city of Uberaba, Minas Gerais, Brazil. Medical and dental information were
obtained from patients who agreed to participate of study and who met the inclusion/ exclusion
criteria. Demographic data such as age, gender and ethnicity were evaluated for a
homogeneous distribution between groups. All eligible patients were informed of the nature
of the study and the potential risks and benefits of participating through the signing of the
informed consent form. Forty implants of 40 patients were used, 16 of them with clinical and

radiographic diagnosis of perimplantitis (PP) and 24 with healthy peri-implant tissues (HP).

All patients should have at least one implant in the oral cavity. The inclusion criteria
for patient selection were: a) For PP group: implants with depth of probing greater than 5 mm,
with marginal bleeding and bone loss in at least one implant site; b) HP group: implants with

probing depth of 0 to 3 mm, without marginal bleeding, suppuration or bone loss. In addition,
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the patients should be in good general health, have no parafunctional habits and should sign

the informed consent form. All implants were inserted for at least six months

The exclusion criteria for the selection of patients were: periodontal or peri-implant
anterior therapy; presence of relevant and uncompensated systemic diseases, such as diabetes
and osteoporosis; use of antibiotics or anti-inflammatory medication in the last six months;
smoking patients; chronic alcoholics; pregnant women; infants; implants with mobility or

suppuration, and those patients who did not agree to sign the consent form.

The following parameters were evaluated at six sites of each implant (mesiobuccal,
vestibular, distobuccal, mesiolingual, lingual, distolingual)*® using a periodontal probe
PCPUNC-15BR Hu-Friedy, Sado Paulo, Brazil): (a) marginal bleeding - the presence or
absence of bleeding was recorded by passage of the periodontal probe along the soft tissue
margin; (b) suppuration - presence or absence of spontaneous suppuration or probing; (c)
depth of probing - distance, in millimeters, between the margin of the mucosa to the bottom

of the sulcus or peri-implant pocket.

Collection of peri-implant crevicular fluid (PICF)

For the collection of PICF the selected implants were isolated with sterile gauze and
the collection sites were gently dried with air syringe. Four cones of absorbent paper number
40 were placed alone at each collection site, approximately 2 mm into the sulcus/ pocket for
30 seconds each. The cones contaminated with blood or saliva were reject. Subsequently the
cones were placed in eppendorf containing 0.5 ml of Phosphate-Buffered Saline (PBS) buffer
solution, pH 7.2, composed of 1.9 g of potassium phosphate monobasic (KH2PO4); 5.1 g
sodium phosphate (Na2HPOQOg4); 42.5 g sodium chloride (NaCl) and 500 ml ultrapurified water,
distilled in Milli Q® apparatus (Millipore). Then they were frozen at 70° C.

Quantification of HIF-1a, VEGF, TNF-a and IL-10 in the PICF

The PICF samples were centrifuged at 5000 g for 15 minutes at 4° C. Aliquots of
each sample were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine
the levels of HIF-1a, VEGF, TNF-a and IL-10 using specific antibody pairs commercially
available according to the manufacturer's recommendations (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). High-sensitivity flat bottom 96-well plates (NUNC-Maxisorp,
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Rochester, NY, USA) were sensitized with 50 pL of primary monoclonal antibody in
bicarbonate carbonate buffer (pH = 9.4) for 18 hours at 4°C. Subsequently, they were washed
with PBS/0.05% Tween in an automatic washer, blocked with 200 uL of PBS/2% BSA (4 h
at room temperature) and washed again with PBS/0.05% Tween. Samples of tissue
supernatants, diluted 1:1 in 1% PBS/BSA were added to the plates and, in parallel, the
standard curve was run with serial dilution of the respective recombinant cytokine. Samples
along the curve were incubated for 18 hours at 4 °C. The wells were then washed with
PBS/Tween and subsequently dispensed 100 ulL/well with the respective biotin-conjugated
secondary monoclonal antibody, remaining for 2 hours at room temperature and subsequently
washing with PBS/Tween solution. After this step, 100 pL/well of streptavidin-conjugated
alkaline phosphatase in PBS/1% BSA was pipetted, remaining for 2 hours at room
temperature. Afterwards, the plates were washed with PBS/Tween, then 100 pL/well of the
substrate inducer of enzymatic activity p-nitrophenyl phosphate. The results were obtained by
absorbance measurements of 450 nm in ELISA automated reader (Enspire, Perkin Elmer,
USA). The concentrations of the mediators were determined from linear regression with the
absorbance values obtained in the curves and expressed in pg / ml. The results were calculated
using standard curves created in each assay. The ELISA assay was performed blindly.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using EXCEL 2007 for WINDOWS (MICROSOFT -
USA), STATVIEW (ABACCUS-USA). The Kolmogorov-Smirnov test was used to verify
the normal distribution of quantitative variables. Continuous variables that presented normal
distribution were expressed as mean + standard deviation and those with non-normal
distribution were expressed in median and percentiles. The variables that presented normal
distribution and homogeneous variance were analyzed by Student's t-tests for comparison of
the two groups. Fisher's exact test was used for comparing ethnicity and gender between
groups. The variables that did not present normal distribution or did not have homogeneous
variance were analyzed by the Mann-Whitney tests. For the correlations, the Spearman

correlation test was performed. The level of significance assumed was 5% (p <0.05).
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RESULTS

A total of 40 implants from 40 partial edentulous patients were selected, 16 patients
from the PP group and 24 from the HP group. Demographic data for patients in the PP and
HP groups were: Caucasian (14 versus 21) and non-caucasian (2 versus 3), male (6 versus 9)
and female (10 versus 15) respectively. The mean and standard deviation of age were 56.06 +
3.711 years in the PP group and 52.17 = 2.144 years in the HP group. No statistically
significant differences in ethnicity, gender and age were observed between PP and HP
patients, showing homogeneous distribution between the two groups (Table 1).

There was no marginal bleeding or bone loss observed at the radiographic
examination in the HP group. In the PP group there was marginal bleeding in all sites
evaluated (p = 0.0001) (Table 1). No suppuration or mobility was observed in any implant of

both groups.

The PP group had significantly higher levels of HIF-1o. when compared to the HP
group (p = 0.0005) (Figure 1). There was no significant difference in TNF-a, IL-10 and VEGF
levels between the groups.

There was a positive and significant correlation between the expression of TNF-a
and IL-10 (p = 0.0008) (Figure 2) and between TNF-a and VEGF expression (p = 0.0246)
(Figure 3) in the PP group.

There was a negative and significant correlation between HIF-1oo and IL-10

expression in the PP group (p = 0.0041) (Figure 4).

There was no significant difference in the other correlations in the group PP and no

significant correlation regarding HIF1-alpha, VEGF, TNF-alpha and IL10 levels in the HP
group.

DISCUSSION

In the present study HIF-1a levels were significantly higher in the peri-implantitis
group when compared to the group without peri-implantitis. Hypoxia inducible factors (HIFs)

are heterodimeric transcription factors, consisting of an alpha subunit that is oxygen-unstable
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(HIF-0) and a constitutively stable beta subunit (HIF-B). HIF plays a key role in the induction
of cellular responses to hypoxia, functioning as the major regulator of oxygen homeostasis in
almost all cells.'” The significantly higher levels of HIF-1a in the peri-implantitis group
corroborate an earlier study performed by our team in peri-implant tissue biopsies.'® However,
although the collection of this fluid is relatively simple and non-invasive, no study has so far
evaluated this transcription factor in the peri-implant crevicular fluid of individuals of peri-
implantitis. Thus, we suggest that hypoxia represents an important factor in the pathogenesis
of peri-implant disease, similar to that described in gingival biopsies of periodontal tissues.?

In the present study there was no significant difference between the levels of TNF-a,
IL-10 and VEGF between the groups. However, there was a positive and significant
correlation between TNF-a and IL-10 levels in the peri-implantitis group. Although some
isolated studies of TNF-a and IL-10 have already been performed in peri-implantitis,?:?? no
studies have correlated these cytokines with peri-implant disease. TNF-a and 1L-10 can be
produced by activated macrophages and play opposite roles in the innate and adaptive immune
response.”® TNF-a is a proinflammatory cytokine that causes increased adhesion and
leukocyte migration to the tissue space facilitating the antimicrobial activity of neutrophils
and macrophages.?* It is known that the increase of TNF-a induces the increase of the anti-
inflammatory cytokine 1L-10.2 Thus, in the present study the concomitant increase of TNF-
a and IL-10 may be a result of the ability of TNF-a to stimulate IL-10 production in an attempt

to reduce inflammation and tissue damage associated therewith.

VEGF is a proinflammatory mediator,?® collaborating to increase microvascular
permeability, besides stimulating the proliferation and migration of endothelial cells,
monocytes and osteoblasts, essential for angiogenesis.!* Some authors have suggested that
VEGF may contribute to the severity of inflammation in gingivitis and periodontitis by
inducing the emergence of new blood vessels that would facilitate the transport of pro-
inflammatory cells, nutrients and oxygen to inflamed tissues.?” Although studies in peri-
implantitis have demonstrated controversial levels of VEGF in the peri-implant tissues,*® in
the present study we found no significant difference between levels of this growth factor
between groups. However, we found a positive and significant correlation between TNF-a,
and VEGF in the peri-implantitis group, similar to that already demonstrated in periodontitis,
where the authors concluded that the increase of TNF-a would be inducing the expression of
VEGF.? Thus, since TNF-a and VEGF have proinflammatory activity, the concomitant
increase of these factors would be contributing to the intensification of the inflammation in
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the peri-implantitis. This was the first study to correlate TNF-o. and VEGF in the peri-

implantitis.

IL10 is an anti-inflammatory cytokine produced by T and B lymphocytes, activated
monocytes and macrophages, presenting immunosuppressive properties in the control of
periodontal bone loss.® A recent study in mice with arthritis has shown that high
concentrations of HIF-1a are associated with increased IL-10 production by B cells, thus
contributing to the reduction of the inflammatory response in the joints.?® However, our study
demonstrated a negative and significant correlation between IL-10 and HIF-1a. Our findings
corroborate a study carried out in mice infected with Histoplasma capsulatum where the
authors demonstrated that the absence of HIF-1a in the infected mice caused an increase in
the IL-10 cytokine and consequent increase in the fungal load and death of most animals.*
The relationship between the production of HIF-1a and IL-10 is complex and seems to depend
on the cell type and the inflammatory environment in which it occurs.?® In peri-implantitis,

this relationship had not yet been studied.

Our results associate the decrease of HIF-1a to the increase of the IL-10 synthesis,
which, being an anti-inflammatory cytokine, would be contributing to the reduction of
inflammatory conditions in peri-implantitis. Such reduction of inflammation could minimize
tissue damage although we cannot rule out the risk of collaborating for the survival of
pathogenic bacteria in peri-implant tissues.

CONCLUSION

The group with peri-implantitis presented significantly higher levels of HIF-1a
compared to the control group. Although no significant differences in TNF-a, VEGF and IL-
10 levels were observed in the peri-implantitis group, an inverse correlation between HIF-1a
levels and IL-10 levels was observed, suggesting that the increase of the anti-inflammatory
cytokine 1L-10 could be implicated in the decrease of HIF-1a, probably due to a reduction of

inflammatory stress and tissue damage.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Comparison between TNF-a, IL-10, VEGF and HIF-1a levels in the periimplant crevicular fluid
of the HP and PP groups.
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Figure 2 Positive and significant correlation between TNF-a and IL-10 levels in the PP group (p = 0.0008).
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Figure 3 Positive and significant correlation between TNF-a and VEGF levels in the PP group (p = 0.0246).
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Figure 4 Negative and significant correlation between HIF-1a and IL-10 levels in the PP group (p =

0.0041).
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TABELA

Table 1 - Demographic characteristics, peri-implant clinical data of the PP and HP groups.

PP (n=16) HP (n=24)
Ethnicity * (C:NC) 14:2 21:3
Gender " (M:F) 6:10 9:15
Age (years; mean£SD) ¢ 56,06+ 3,711 52,17 £2,144
MB’ (%) 16 0
PD’ (mm; mean+SD) 5,719+0,2540* 2,354+0,2321*

SD: Standart desviation; C: Caucasian; NC: Non-caucasian; M: Male; F: Female.

“Fisher exact test p=1;

bFisher exact test p=1;

‘Student “t” test p = 0,7880;

‘Student “t” test p<0.0001;

‘Mann Whitney test, p<0.0001. “indicate statistically significant differences
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6. CONCLUSOES

O aumento da citocina anti-inflamatdria IL-10 poderia estar implicada na diminuicao
de HIF-1a, provavelmente devido a uma reducdo do estresse inflamatorio e do dano tecidual.
Este foi, até o presente momento, o primeiro estudo a associar os niveis de 1L-10 e de TNF-a
na peri-implantite. Até o presente momento, nenhum estudo avaliou a expressdo desse fator
de transcricdo (HIF-1a) no fluido crevicular peri-implantar (FCP). Sendo assim sao
necessarios novos estudos para melhor compreensédo da patogénese do processo inflamatério
com finalidade de contribuir para novas terapias que irdo prevenir a perda precoce do

implante.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As doencas peri-implantares sdo possiveis complicacbes do tratamento com
implantes dentais osseointegraveis e podem indicar risco para insucesso, mas podem também

ser temporarias ou passiveis de tratamento.

A utilizacdo de implantes osseointegrados na reabilitacdo de pacientes parcialmente
ou totalmente desdentados tem sido empregada com frequéncia na clinica odontolégica. Um
adequado planejamento, e a utilizacdo regular e efetiva de medidas preventivas sdo 0s
procedimentos mais eficazes no caso das doencas peri-implantares evitando a instalacdo de
biofilme e o0 consequente avango de uma infeccdo. Embora a placa bacteriana seja considerada
o principal fator etiolégico das doencgas peri-implantares, a intensidade da resposta
inflamatoria a produtos bacterianos como lipopolissacarideos e endotoxinas causa a liberacdo

de citocinas, como demonstrado no presente estudo, levando a perda dssea.

O estudo realizado apresentou limitagcdes importantes quanto ao nimero de pacientes
com peri-implantite e ao tamanho da amostra que apresentou em numero reduzido em relacao

ao grupo controle.

No inicio deste presente estudo tivemos como objetivo comparar os niveis de HIF1-
a, VEGF, TNF-a e IL-10 no fluido crevicular peri-implantar de pacientes com e sem peri-
implantite através da técnica de ELISA e com os resultados do presente estudo conseguimos
alcancar esses objetivos. Dessa forma, ap6s concluido o trabalho as expectativas foram
alcancadas, ja que conseguimos, através de analise estatistica, obter resultados comparativos
de uma variedade de marcadores inflamatorios pela analise do fluido crevicular peri-implantar
(FCP).

Verificou-se que os niveis de HIF-1a foram significativamente maiores no grupo com
peri-implantite quando comparado ao grupo sem peri-implantite. Os HIFs exercem papel
importante na indugdo de respostas celulares a hipdxia, além de ser responsavel pela regulagéo
da homeostase do oxigénio em praticamente todas as células. Sendo assim, a hipoxia
representa um fator importante na patogénese da doenca peri-implantar. Observou-se,
também, que houve uma correlacdo positiva e significativa entre os niveis de TNF-a e IL-10
no grupo com peri-implantite, pois 0 TNF-a estimula a producao de IL-10 na tentativa de
reduzir a inflamacéo e o dano tecidual a ela associado. Durante a inflamagdo o aumento do

TNF-a € contrabalanceado pelo aumento da sintese da citocina anti-inflamatoria IL-10.
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Foi evidenciado que no grupo CP houve correlacdo positiva e significativa entre a
expressdo de TNF-a e IL-10 e entre a expressdo de TNF-o. e VEGF. O TNF-a colabora na
sintese outras citocinas pro-inflamatdrias, podendo estar aumentado tanto na periodontite

como na peri-implantite.

Houve correlacdo negativa e significativa entre a expressdo HIF-1a e IL-10 no grupo
CP, sugerindo que o0 aumento da citocina anti-inflamatoria 1L-10 poderia estar implicada na
diminuicdo de HIF-1a, provavelmente devido a uma reducao do estresse inflamatorio e do

dano tecidual.

Portanto, embora a peri-implantite seja uma das principais causas de insucesso dos
implantes, muitos mecanismos dessa doenca ainda ndo séo totalmente compreendidos. Diante
disso, tal contribuicdo cientifica, aliada a outros estudos anteriores, torna-se uma ferramenta
fundamental para entender melhor a inflamacdo da peri-implantite, servindo de base para
ampliar ainda mais o campo cientifico, possibilitando, como consequéncia benéfica, uma
maneira de tentar reverter o quadro inflamatério. Sendo assim séo necessarios novos estudos
para melhor compreensdo da patogénese do processo inflamatério com finalidade de

contribuir para novas terapias que irdo prevenir a perda precoce do implante.
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ANEXO B- ANAMNESE

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO- Uberaba-MG

Dados pessoais

Nome: Data: / /
Data de nascimento: / / Idade: Raga: o Branco oNegro

Estado civil: Profissao: Género: oFeminino oMasculino
Endereco: n°: Bairro:

Telefone: Celular:

Motivo da perda dos dentes:

Sistema cardiovascular: Pressdo arterial: Hipertensao arterial ( ) sim( ) ndo
Sistema respiratdrio (asma, pneumonia, bronquite, Sistema genito-urinario (cistite, nefrite, insuficiéncia renal...)
enfisema, fibrose...) ( )sim ( )ndo ( )sim ( )nao
Qual? Qual?
Sistema digestorio (gastrites, ulceras...) Disturbios hemorragicos (disturbios de coagulagio,
( )sim ( )ndo purpuras..) ( )sim ( )ndo
Qual? Qual?
Sistema enddcrino (diabetes, paratireoidismo. Alergias ( )sim ( )ndo
Tireoidite...) ( )sim ( )ndo
Qual?
Qual?
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Discrasias sanguineas (leucemia, agranulocitose)
( )sim ( )ndo

Qual?

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

Qual?

Sedentarismo ( )sim ( )ndo

Esta sob tratamento médico? ( ) sim ( ) ndo

Detalhar

Tabagismo ( ) sim ( ) ndo

Quantos cigarros por dia:

() ex-fumante Ha quanto tempo?

() fumante passivo

Indice de massa corporal

(IMC) =peso = = _
(altura)2
peso= altura=

Esta sob tratamento médico? ( ) sim ( ) ndo

Faz uso de algum medicamento? ( )sim ( ) ndo
Quais?

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

Qual?

1) Possuialguma doencga auto-imune (pénfigo, tireoidite
de Hashimoto ...) ( )sim ( )ndo

Qual?

Deficiéncia de vitamina C?

Ingere fontes de vitamina C?

Osteoporose ( )sim ( )ndo

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

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

Condicao dental (coroa)

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

48 47 46 45 44 43 42 41 | 31 32 33 34 35 36 37 38 2 Implante
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Higienizacdo ( )satisfatoria ( ) deficiente Ha antagonista ao implante? ( )sim ( )ndo

( ) dente () préotese removivel ( ) protese fixa

Sangramento a sondagem

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 | Indice Condicao
0 Auséncia
1 Presenga

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 | Indice Condicao
0 Auséncia
1 Presenga

Profundidade de sondagem (em milimetros)

Implante Recessao Profundidade de sondagem Sangramento
(dente)
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
V= L= M= D= V= L= M= D= V= L= M= D=
Implante Tipo de implante Data do Data do Data de instalacdo da prétese

(dente) implante cicatrizador sobreimplante
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o Implante Indice de Placa indice Escore - indice de placa Escore - indice gengival
Gengival (sangramento)
o Dente
0 Sem placa Auséncia
1 Uso de sonda Presenca de pontos
2 Olho nu Colar
3 Abundancia Abundante

- Situacao do provisorio (quando houver):

- Contato prematuro?

material?)

Dente antagonista é dente ou protese? (de que

Assinatura do paciente
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ANEXO C- TERMO DE ESCLARECIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO- Uberaba-MG

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Peri-implantite € um termo utilizado para identificar o processo de inflamacgéo que
ocorre em torno de um implante dentario. O diagndstico desta doenca é extremamente
importante, pois se nao for identificada e tratada, pode levar a perda do implante. O presente
estudo “Comparacédo dos niveis de HIF-/a, VEGF, TNF-a e IL-10 no fluido crevicular peri-
implantar de pacientes com e sem peri-implantite” tem como objetivo comparar 0s niveis de
HIF1-a, VEGF, TNF-a e IL10 no fluido crevicular peri-implantar de pacientes com e sem
peri-implantite. Como 0s avan¢os na area da saude ocorrem por meio de estudos como este,
sua participacdo é importante. Caso vocé participe, sera necessario fazermos coletas de
amostra de fluido crevicular peri-implantar, exames radiograficos, perguntas sobre sua salde
geral e odontolégica. Este estudo permitira identificar se vocé tem peri-implantite e também
Ihe oferecera todo o suporte de informacdes sobre sua prevencao e tratamento. N&o sera feito

nenhum procedimento que traga risco a sua vida ou maior desconforto.

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

identificado com um numero.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , i e/lou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicagdo
que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper
minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decis@o e que isso ndo afetara
meu tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado, que néo terei despesas e ndo receberei
dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Uberaba, / /

Assinatura do voluntério ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: Sanivia Aparecida de Lima Pereira:
(034) 99153-5353 —Barbara Bellocchio Bertoldo: (034) 98833-9176

Em caso de ddvida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



