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INTRODUGAO

A degradacao de ligas metalicas no ambiente bucal pode ocorrer de forma quimica ou mecénica,
tendo como principais causas, as cargas mastigatorias e as diferentes substancias quimicas presentes na
saliva e outros fluidos.Tendo como objetivo observar os efeitos desses ions metalicos livres no tecido
peri-implantar, principalmente sobre as respostas imunes em diferentes pacientes, o presente projeto visa
determinar uma relagdo entre as diferentes concentragbes de titdnio e as respostas dos respectivos
hospedeiros. Quarenta participantes diagnosticados com periodontite Grau B/C, estagio 3-4 ou com
peri-implantite serdo selecionados (n= 20 em cada grupo) para participar do estudo. Serdo alocados em
dois grupos, de acordo com o diagnéstico de sua doenga (grupo periodontite e grupo peri-implantite).
Através de uma sonda periodontal milimetrada serdo avaliados os parametros clinicos iniciais dos
pacientes com periodontite e peri-implantite. Sera entao, realizada a coleta do fluido gengival através de
cones de papel estéreis para analise dos marcadores inflamatérios de cada grupo (equipamento
Luminex/MAGpix) e, a partir do fluido crevicular, sera analisada a concentragao de Titanio local. Os dados

serdo analisados estatisticamente (p<0.05).

METODOLOGIA

1. Desenho do estudo e sele¢ao dos pacientes:

O presente projeto foi delineado como um estudo transversal, pareado para caracteristicas
demogréficas e clinicas, para avaliar caracteristicas imunologicas de sitios com peri-implantite. Assim,
foram selecionados:

Grupo Peri: 20 sujeitos com Peri-implantite (Berglundh et al. 2018); presenga de sangramento e/ou
supuragdo a sondagem, perda 6ssea e aumento da profundidade de sondagem em relagdo a exames
prévios.

Foram excluidos sujeitos/sitios com as caracteristicas abaixo:

Critérios de Exclusédo gerais: alteracao sistémica ou uso de medicamentos - 6 meses; gravidas e

XXXI CONGRESSO DE INICIAGAO CIENTIFICA 1



lactantes; tratamento periodontal/peri-implantar nos 6 meses anteriores ao estudo.

Critérios de exclusdo especificos: Grupo Peri: Implantes reabilitados com préteses cimentadas
apresentando excesso de cimento; Proteses parafusadas com falha de adaptacdo ou perda de torque;
Implantes com mobilidade ou trauma oclusal; Implantes com impossibilidade de exame clinico adequado
(perfil de emergéncia inadequado, mal posicionamento, etc).

Todos os sujeitos, apds coletas para o presente estudo, receberam tratamento na Clinica de
pos-graduacgao da area de Periodontia.

2. Parametros clinicos

Os parametros clinicos peri-implantares avaliados foram (Mayer et al. 2020):

e Sangramento a sondagem- SS (avaliado em 6 sitios por implante);

e indice de placa - IP (Silness & Loe, 1964);

e Profundidade de sondagem Peri-Implantar- PSPl (medida da margem da mucosa até o
fundo da bolsa, avaliado em 6 sitios por implante);

e Nivel Clinico de Insergdo do implante- NICI (medida do pescogo do implante até o fundo
da bolsa, clinicamente detectavel, em seis sitios por implante).

Todos os parametros clinicos foram obtidos utilizando uma sonda periodontal do tipo Carolina do
Norte, por um examinador calibrado (MFM).

3. Andlise dos marcadores inflamatoérios

Para realizar a analise dos marcadores inflamatérios foi feita a coleta do fluido crevicular
peri-implantar de todos os individuos envolvidos na pesquisa. Durante a coleta do material, o sitio
envolvido foi devidamente isolado e seco com rolos de algodao esterilizados. A porgao supragengival do
biofilme bacteriano foi removida, para entdo se obter amostras de fluido gengival por meio da colocagao de
tiras papel (Periopaper, Oraflow Inc., Smithtown, NY, USA) no interior da interface dente/tecidos
periodontais, durante 30 segundos. Foram utilizadas 2 tiras de papel por sitio, para obtencédo de adequado
volume de fluido periodontal. O volume de fluido coletado foi medido com o Periotron (Periotron 8000,
Proflow Inc., Amityville, NY, USA) e as tiras de papel foram, entdo, colocados em tubos para
microcentrifugacéo (eppendorf), codificados para cada um dos individuos com 150pul de solugao tampao
fosfato (PBS) e 0,05% de Tween-20. As amostras foram estocadas para posterior analise. Antes da
analise, as amostras do fluido foram diluidas em 60ul de tampéao proveniente do kit Millipore, submetidas a
agitacao em vortex por 30 minutos e entdo centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm. Aliquotas de cada
amostra de fluido gengival foram submetidas a analises para deteccédo de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-17, TNF- e INF- pela tecnologia Luminex/MAGpix, a qual permite determinar a presenga e quantificar
de forma absoluta a concentracao de diferentes marcadores em uma mesma amostra. Para tanto, as
analises foram realizadas em placas de 96 pogos, com o auxilio de painéis de alta sensibilidade (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA), seguindo as instrugcbes do fabricante. Brevemente, os pogos foram
lavados com tampdo de lavagem e aspirados. Microesferas exclusivas conjugadas a anticorpos
monoclonais contra os diferentes analiticos a serem analisados foram adicionadas nos pogos (as
microesferas de poliestireno s&o coradas com propor¢des precisas de dois fluoréforos, criando um “cédigo

de cores” para posterior identificagdo pelo instrumento Luminex/MAGpix). Amostras e reagentes para a
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curva padrao foram pipetados nos pogos e incubados overnight a 4°C. Os pogos foram, entao, lavados e
uma mistura de anticorpos secundarios foi adicionada. Apds a incubacao por 1 hora, a detecc¢ao final foi
feita através de um terceiro marcador fluorescente, Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de
deteccdo. O equipamento Luminex/MAGpix movimentou estas esferas em fila Unica através de feixes de
dois lasers diferentes em um citbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detectou (classificou) a
microesfera (o cédigo de cor para o ensaio) e o segundo laser quantificou o sinal de reporte em cada
microesfera. A concentragao de cada analitico foi expressa em pg/l. Amostras com quantificagao abaixo do
limite de detecgdo da analise foram registradas como “zero” e amostras acima do limite de quantificagao
da curva padrao foram registradas com valor igual ao maior valor da curva.

3. Determinagao da concentragao de titanio

Para a andlise da concentragdo de Titanio(**Ti) no ambiente peri-implantar, serdo coletadas
amostras do fluido crevicular e avaliado por meio de espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), no CENA-USP, utilizando o equipamento multi-usuario ICP-MS Agilent 7500ce,
com cela de reagao e colisao, do tipo octopolo, adquirido com verba FAPESP. Serao utilizadas as mesmas
amostras utilizadas para a analise de citocinas, uma vez que para a analise destas utiliza apenas 25 uL de
cada amostra, restando material suficiente para a analise dos metais. Ressaltamos que a metodologia a
seguir foi determinada apds estudo piloto prévio, o qual confirmou a possibilidade de avaliar a

concentragao de Ti no fluido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Concentragdo de moléculas subgengivais no grupo peri-implantite.

Peri-implantitis p-value
Age (years) 48.1+7.22 0,008
Gender (%F) 73
PD 2.4+0.14
CAL 2.7+0.9
Pl 38.94+12.75 0,46
BoP 28.319.4 0,08
LPS 25,41+7 .4 0,78
LTA 862,25+255,74 0,4
IFN-y 11,84+6,15 0,69
IL-10 22,42+10,76 0,32
IL-17 16,02+5,04 0,04
IL-18 24,24+16,24 0,0001
IL-4 15,37+17,24 0,039
TNF-a 20,76+7,89 0,17
MMP2 4955,92+982,74 0,003
MMP9 353517,48+260475,64 0,001

Tabela 2. Resultado da analise da quantificacao de particulas de titanio nas amostras do grupo
Peri-implantite.

Amostras | Ti(mg/L)
1 0,0009
2 0,0239
3 0,019
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4 0,0005
5 0,0001
6 0,027
7 0,023
8 0,0206
9 0,0208
10 0,0003
11 0,0001
12 0,0158
13 0,0362
14 0,0111
15 0
16 0,021
17 0
18 0,037
19 0,0009
20 0,0001
Média (DP) 0,013£0,012

Quando comparado com ambientes peri-implantares saudaveis, sitios doentes apresentaram
maiores quantidades de titanio dissolvido no biofilme submucoso (Safioti et al. 2017), sendo assim, a partir
destes achados, podemos inferir que, quando ha a liberacao de titanio nos tecidos, ha uma contribuicao
para a patogénese de doencgas peri-implantares. Estudos anteriores demonstraram notavel relagdo da
liberagdo de particulas de titdnio com efeitos pro-inflamatérios e téxicos em ambiente peri-implantar
(Kheder et al. 2021), a exemplo de um processo no qual, concentragdes de particulas de titanio parecem
estimular respostas pro-inflamatérias da imunidade do paciente com um aumento fortemente relacionado a
citocina IL-17 (Severino et al. 2011). Além disso, esta relacao da liberagdo de particulas de titanio com
uma exacerbacdo das respostas pro-inflamatérias ja foi investigada em um trabalho de Noronha e
colaboradores em 2017. Neste estudo, os autores indicaram que a presenga destas particulas de titanio
provoca uma ativagdo do sistema imunoldgico, gerando uma resposta proé-inflamatéria em macréfagos,
linfécitos T e mondcitos, o que corrobora com os achados de nosso projeto. Durante esta ativacao, ha a
liberagao de citocinas inflamatdrias, incluindo o fator estimulador de colénia de granuldcitos-macrofagos
(GM-CSF), prostaglandina e TNF-a, IL-1B e IL-6. O aumento dessas citocinas mencionadas foi

grandemente observado no presente estudo.

CONCLUSOES

E notavel que concentracdes de particulas de titanio impactam diretamente na resposta
imune-inflamatéria do paciente, promovendo maiores respostas pro-inflamatérias, o que exacerba o
estabelecimento e a progressdo de doencgas inflamatérias peri-implantares. Consequentemente, essas
particulas em nichos peri-implantares podem representar um fator de risco ambiental para periimplantite
(Fretwurst et al. 2018; Wheelis et al. 2018; Daubert et al. 2019). Diferengcas imunolégicas e
microbioldgicas, bem como transcriptdmicas sao especificas do nicho peri-implantar e podem estar

associadas a fatores locais, como a presenca de particulas de titanio- que se mostrou capaz de modular a
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concentracao das citocinas inflamatorias. Dessa forma, todas estas caracteristicas distintas explicam as
diferengas fenotipicas dessa lesdo e podem, no futuro, guiar novos conceitos de materiais, prevengéo e

tratamento.
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