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“The best thing in life is to go ahead with all your plans and your dreams, to
embrace life and to live everyday with passion, to lose and still keep the
faith and to win while being grateful. All of this because the world belongs
to those who dare to go after what they want. And because life is really too

short to be insignificant.”
—Charlie Chaplin
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Resumo

A reabilitacdo de zonas edéntulas pode ser efetuada com recurso a préteses dentarias
implanto-suportadas. Estas proporcionam ao paciente uma situagao clinica mais se-
melhante a dentigao natural, traduzindo-se numa melhor qualidade de vida.

A evolugao da implantologia, associada a motivos socioecondmicos, tem propici-
ado um aumento do nimero de implantes colocados nas ultimas trés décadas. Este
facto, associado ao maior tempo de permanéncia in vivo, tem favorecido um aumento
de casos reportados de peri-implantite. Esta é definida como uma inflamacao dos te-
cidos peri-implantares com perda de 0sso de suporte, resultando em Ultima andlise na
falha da solugao protética.

Deste modo, a presente dissertacao propds-se a atualizar a informagao molecular
em peri-implantite, através da identificacdo e esclarecimento dos mecanismos mole-
culares com importancia no estabelecimento e progressao da doenca.

Esta investigacao permitiu acrescentar 58 novas proteinas ao OralOma da peri-
implantite, juntando-se as 38 previamente catalogadas. A analise funcional permitiu
depreender um aumento da interferéncia de determinadas proteinas. Em particu-
lar, a sobre-regulacao da IL15 e MPO e a sub-regulacao da IL-10 foram apontados
como marcadores inflamatdrios; um aumento de MMP8 parece sugerir 0 processo
de destruicao do tecido conjuntivo e a sobre-regulagcao do RANK, RANKL e TNF-q,
bem como a sub-regulacao da OPG, sao promissores biomarcadores de remodelacao
ossea. Contudo, para que seja possivel a utilizagao destes no futuro, € necessario
o estabelecimento de um protocolo estandardizado de recolha e analise de PICF e
saliva, visando a caracterizagao dos valores padrao para cada substancia, tal como
existe atualmente para o sangue.

Espera-se que os dados gerados neste trabalho possam contribuir para a identificacao
de proteinas e mecanismos moleculares que possibilitem o diagnéstico precoce, a
determinagao da suscetibilidade do doente e a determinagao do progndstico dos im-
plantes afetados. Este conhecimento podera ajudar a orientar abordagens de trata-

mento personalizadas e avaliar o sucesso da terapéutica.

9 FLA L/ )
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Abstract

Rehabilitation of edentulous areas can be performed using implants-supported den-
ture prostheses. These provide the patient with a clinical situation more similar to the
natural dentition, improving their quality of life.

The evolution of implantology, associated with socioeconomic reasons, has led to
an increase in the number of implants placed in the last three decades. This fact, asso-
ciated to the longer in vivo maintenance, has favoured the incidence of peri-implantitis.
This is defined as an inflammation of the peri-implant tissues with loss of supporting
bone, ultimately resulting in failure of the prosthetic solution.

Accordingly, the present dissertation proposed to update the molecular information
in peri-implantitis, through the identification and clarification of the molecular mecha-
nisms with impact in the establishment and progression of the disease.

This investigation allowed to add 58 new proteins to the OralOma of peri-implantitis,
joining the 38 previously catalogued. Functional analysis showed an increase in the
interference of certain proteins. In particular, over-regulation of IL15 and MPO and
down-regulation of IL10 were indicated as inflammatory markers; an increase in MMP8
seems to suggest the process of connective tissue destruction; and over-regulation of
RANK, RANKL and TNF-«, as well as the down-regulation of OPG, are promising
biomarkers of bone remodelling. However, for the possible application of these in the
future, it is necessary to establish a standard protocol for the collection and analysis of
PICF and saliva, in order to characterize the pattern values for each substance, as it
currently exists for blood.

It is hoped that the data generated in this work may contribute to the identification
of proteins and molecular mechanisms that allow the early diagnosis, determination of
the patient’s susceptibility and determination of the prognosis of the affected implants.
This knowledge can help guide personalized treatment approaches and evaluate the

success of therapy.

o [

Keywords: “Peri-implantitis”, "biomarkers”, "proteome”, "bone disease”, "dental

implants”
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NOTA PREVIA

Nesta dissertagao aparecem, por vezes, expressoes em lingua Inglesa, escritas em
italico, de modo a manter a uniformizagao universal dos termos usados para descre-
ver conceitos bioldgicos, entre culturas e linguas diferentes. A traducao destas ex-
pressoes poderia distorcer o seu significado original e alterar o conceito biolégico que

se pretende identificar.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Implantologia

1.1.1 Contextualizacao historica

A implantologia € a segunda mais antiga disciplina da odontologia, sendo a primeira
a cirurgia oral. As primeiras referéncias remontam a milhares de anos e abrangem
varias das grandes civilizagdes ancestrais. Como exemplo pioneiro, ha cerca de 4000
anos, os Chineses esculpiram varas de bambu em forma de cavilhas e introduziram-
nas no 0sso para substituicao fixa dos dentes em falta. Mais tarde e de forma seme-
lhante, os Egipcios reinventaram o design do mesmo encavilhamento usando metais
preciosos. Seguindo pela linha temporal, foram encontradas evidéncias datadas de
600 D.C, que relatam a substituicao de dentes perdidos por conchas de mar incrusta-
das contra o 0sso por parte dos Incas na América Central (ver Figura 1.1). Por outras
palavras, a historia demonstra claramente que o Homem desde sempre procurou re-
estabelecer as zonas edéntulas com solucdes fixas, mantendo a forma aproximada de

um dente natural® .

Maggiolo introduziu a histéria mais recente da implantologia em 1809 com o uso
do ouro na forma da raiz de um dente. Por sua vez, em 1887, Harris relatou o uso
de dentes feitos de porcelana, cujo interior teria um revestimento de platina. Muitos
materiais foram testados e, no inicio de 1900, Lambotte fabricou implantes de aluminio,
prata, latdo, cobre vermelho, magnésio, ouro, aco banhado a ouro e niquel, tendo
identificado a corrosao de varios destes metais nos tecidos orais, relacionada com a

acao eletrolitica’ .



Figura 1.1: Datada de 600 DC, esta mandibula foi encontrada na América Central. Os Incas
implantaram nesta trés incisivos esculpidos a partir de conchas do mar. A formacao de calculos
sobre estes trés implantes indica que esta pratica ndo se tratou de uma cerimonia fanebre,
mas sim uma substituicdo dentaria fixa, funcional e estética. (Cortesia do Peabody Museum of
Archaeology and Ethnology, Harvard University). Imagem adaptada de Carl E. Mish (2015)" .

Mais recentemente, em 1965, iniciaram-se os estudos clinicos de implantes em
seres humanos com a filosofia Branemark, tendo sido seguidos durante 10 anos.
O termo osteointegracgao foi introduzido por Branemark, tendo sido definido por este
como o contato direto entre o 0sso e a superficie de um implante ao nivel de microsco-
pia éptica de ampliagdo. A sua documentagao de casos clinicos anteriores, pesquisa
de cirurgia e fisiologia 6ssea, cicatrizagao de tecidos moles e duros e aplicagoes res-

tauradoras constituiram um trabalho sem precedentes’ .

1.1.2 Implantologia contemporanea

A reabilitacao de zonas desdentadas nos maxilares, sejam parciais ou totais, pode
ser efetuada com recurso a préteses dentarias implanto-suportadas. Este tipo de
proteses proporciona ao paciente uma situagao clinica mais semelhante a presenca
de dentes naturais, o que naturalmente se traduz numa melhor qualidade de vida
para o paciente. Paralelamente, os médicos dentistas devem dispor de todas as suas
habilidades clinicas para ajudar os pacientes a combater o edentulismo pelo que, a
utilizagao de implantes dentarios tem vindo, gradualmente, a impor-se no mundo da
Medicina Dentaria. Desta forma, problemas dentarios que historicamente se verifica-

vam mais complexos podem hoje em dia ser solucionados de forma eficaz com este

2



tipo de tratamento?? .

Seja através da substituicido de um Unico dente ou da reabilitacdo completa das
arcadas dentarias, os objetivos da implantologia contemporanea passam por restituir
ao paciente o contorno normal, fungao, conforto, estética, fonética e saude oral. O
que torna a implantologia Unica é a capacidade de atingir esse objetivo, independen-
temente da atrofia, doenca ou lesao do sistema estomatognatico. Como resultado de
pesquisas continuas, ferramentas de diagnostico, planeamento de tratamento, design
de implantes, materiais e técnicas, a previsibilidade de sucesso é agora uma realidade
para a reabilitagdo de muitas situagoes clinicas desafiadoras’ .

Estima-se que o numero de implantes colocados por ano por cada 10.000 pessoas
seja de 230 para Israel (0 maior nimero), 180 para a Coreia do Sul e ltalia, 140 para
Espanha e Suicga, 60 para o Brasil, Holanda e Estados Unidos e de 20 para Taiwan e
Reino Unido (o menor nimero') , sendo que mais de 2 milhdes de implantes dentarios
s&o instalados em todo o0 mundo a cada ano* . A longo prazo, é esperado um aumento
de 12% a 15% na maioria dos paises que utilizam implantes dentarios no presente mo-
mento. Este aumento advém da crescente necessidade de tratamentos relacionados
com a colocagao de implantes e que resultam do efeito combinado de varios fatores,
incluindo: a esperanga média de vida, a perda dentéria relacionada com a idade, as
limitacoes e falhas da proétese fixa, as consequéncias anatémicas do edentulismo, o
limitado desempenho de proteses removiveis, aspetos psicolégicos relacionados com
a perda de dentes, vantagens das restauragoes implanto-suportadas e com o aumento

da consciéncia publica’ .

1.1.3 Implante versus dente natural

Nos dentes naturais, os tecidos moles circundantes tém um espaco bioldgico médio
de 2.04 mm entre a profundidade do sulco e a crista do osso alveolar — 1.07 mm de
tecido conjuntivo acima do o0sso e sobre este, 0.97 mm de epitélio juncional. Quer em
torno de um implante como de um dente, as regides sulculares sao semelhantes em
muitos aspetos - uma margem gengival livre com epitélio sulcular ndo queratinizado,
com células epiteliais na sua base e células epiteliais juncionais. No entanto, visto
gue o dente natural tem duas regides primarias que compdem o espaco bioldgico —

ao contrario de um implante que apenas apresenta uma —, existe uma diferencga fun-

3



damental. A aderéncia do tecido conjuntivo em torno de um dente atua como uma
barreira fisica, impedindo a progressao bacteriana e evitando que a sonda penetre
mais profundamente no sulco. O tecido em si € constituido por onze grupos de fibras
gengivais diferentes (dentogengivais, alveologengivais, intracapilares, transgengivais,
circulares, semi-circulares, dentoperiostais,trans-septais, periosteogengivais, intercir-
culares e intergengivais) e pelas fibras de Sharpey, distribuidos de forma perpendicular
em relagao a raiz do dente.

No que concerne aos implantes dentarios, temos que o seu espaco biologico esta
estimado para cerca de 3.3 mm, valor que inclui a profundidade do sulco. Nestes
casos, o0 selamento biologico € fornecido pelos hemidesmossomas que integram o
epitélio juncional, sendo que a aderéncia da camada de mucopolissacarideos a su-
perficie do implante € inferior quando comparada com a de um dente natural. Para
além disso, as fibras encontradas no tecido conjuntivo sao periosteogengivais e apre-
sentam apenas orientacao paralela e circular em relagcao ao corpo do implante. Dito
isto, uma infegao peri-implantar progredira com maior facilidade, comparativamente
com uma infecdo periodontal. Adicionalmente, a interface implante-osso da-se por
anquilose funcional, nao existindo ligamento periodontal. Por sua vez, o ligamento pe-
riodontal presente nos dentes naturais — que atua como um amortecedor viscoelastico
—, € responsavel pela dissipacao da energia proveniente das cargas oclusais e pela
diminuicao da transmissao de stress ao 0sso subjacente. Desta forma, as forcas
oclusais sao transmitidas muito mais rapidamente ao osso alveolar nos implantes
dentéarios, aumentando assim modo o risco de reabsorcdo 6ssea' . O resumo des-
tas caracteristicas encontra-se na Tabela 1.1.

Contrariamente a denticao natural, a auséncia do ligamento periodontal coloca os
tecidos peri-implantares em maior risco de infegao e trauma, pois estes mostraram-se
menos resistentes ao aumento dos niveis de acumulagao de placa bacteriana. Em
resposta ao desafio bacteriano, esta progressdo mais rapida e intensa da inflamacgao
cronica acaba por afetar diretamente o tecido 6sseo e, portanto, levar a destruicao
da interface osso-implante. Adicionalmente, a escassez de recetores de dor nesta
interface faz com que a sintomatologia da Pl (Pl) seja geralmente menor e dispersa’® ,
0 que destaca a importancia de um diagnéstico oportuno para prevenir essas doengas

ou, pelo menos, de um tratamento precoce® .



Tabela 1.1: Comparacao entre as estruturas de suporte dos implantes e dentes naturais. Adap-
tado de Carl E. Misch. Dental Implants Prosthetics (2015)" .

Estrutura Dente Implante

_ Cemento, 0sso e Osteointegracao e
Conexao ao 0sso

periodonto anquilose d6ssea funcional

12 grupos: seis inserem-se,
Apenasdois grupos: fibras paralelas
_ o perpendicularmente as
Tecido conjuntivo e circulares, sem ligacdo & superficie
superficies dos dentes,
do implante, 1 colagénio, | fibroblastos
1 colagénio, 1 fibroblastos

Espago biologico 2.04—2.91 mm 3.08 mm (incluindo o sulco)

L Maior: Ligamento ,
Vascularizagao Menor: apenas periostal

supraperiosteal e periodontal

Profundidade de 2.5-5 mm (dependendo da
3 mm no estado saudavel

sondagem (PPD) profundidade anterior do tecido mole)

Sangramento a
Mais fidedigno Menos fidedigno

sondagem (BOP)

Apesar das semelhancgas entre as caracteristicas clinicas e etiologia da Pl e peri-
odontite, existem diferencas histopatoldgicas criticas entre as duas lesdes. No estudo
realizado por Berglundh T. et al” , os autores utilizaram uma técnica de colocagao de
ligadura para promover a lesao tecidular, tendo verificado que nos tecidos em torno
dos dentes ocorreu um processo “auto-limitante”, com formacao de uma capsula pro-
tetora do tecido conjuntivo, que separou o infiltrado celular inflamatério (ICT) do osso
alveolar. O mesmo nao se verificou nos tecidos peri-implantares, pelo que o ICT se
estendeu até a crista 6ssea. Embora a presenca de células plasmaticas e linfécitos
tenha ocorrido de igual forma nas duas patologias, porém os neutréfilos e macrofagos
encontraram-se em maiores proporgoes na PI” . De forma semelhante, também Car-
cuac O. et al® estudaram as diferencas entre estas duas patologias, através da realiza-
cao de biopsias aos tecidos periodontais e peri-implantares. Estes autores verificaram
um namero superior de células inflamatérias nas seccoes de Pl, bem como uma maior

densidade de vascularizagao® . Previamente, 0 mesmo autor havia conduzido um es-
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tudo experimental em caes, no qual relatou que as lesGes verificadas na Pl eram
consideravelmente mais extensas e préximas do osso de suporte, para além de que
apresentavam um maior numero de osteoclastos quando comparadas com as lesoes

de periodontite® .

1.2 Introducao as doencas peri-implantares

O aumento exponencial do niumero de implantes colocados nas Ultimas décadas
conduziu a um incremento da ocorréncia de complicagdes relacionadas com este pro-
cedimento’® . Do conjunto de possiveis complicagdes inerentes a colocagio de im-
plantes iremos dar particular énfase as doencas peri-implantares, as quais compre-
endem a mucosite peri-implantar e a PI. Estas patologias sao de natureza infeciosa
e ocorrem quando se rompe o equilibrio entre o hospedeiro e o agente patogénico'
. Assim sendo, da mesma forma que o tecido periodontal é vital para a estabilidade
da denticdo natural, tecidos peri-implantares saudaveis sao essenciais para a longe-
vidade dos implantes dentarios'? . Contudo, as lesdes encontradas nas doencas peri-
implantares sao consideravelmente mais significativas e apresentam caracteristicas
mais agressivas, quando comparadas com as doencgas periodontais, nao respondendo
positivamente a terapias usadas tradicionalmente na periodontite' . Adicionalmente,
o tratamento desta condicao pode ser inconveniente e desconfortavel para o paciente,
e requer um esforgo elevado em termos de recursos econémicos. Assim, a medida
que aumenta o numero de pessoas que recorre a reabilitacao oral com recurso a im-
plantes, a Pl surge como um problema major crescente na medicina dentaria’ > .

Embora o principal foco desta dissertacdo seja a Pl, é importante dedicarmos al-
guma atencao a mucosite peri-implantar. Esta apresenta-se como uma lesao infla-
matoria reversivel, correspondendo a gengivite na dentigdo natural'® . Clinicamente,
pode ser identificada pelo aparecimento de vermelhidao e edema dos tecidos moles
peri-implantares, sendo o parametro chave para o seu diagndstico o sangramento a
sondagem suave (0.25 N)'".16.17

A mucosite precoce e tardia caracteriza-se pela alteracao da composicao da placa
bacteriana, com aumento dos microrganismos Gram-negativos, sendo que estes, por

sua vez, ativam uma resposta localizada do hospedeiro. Os produtos da resposta
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inflamatoéria que ocorrem dentro do periodonto também estao presentes no fluido cre-
vicular peri-implantar (PICF) no caso da mucosite, tendo estes de igual forma, vindo a
ser utilizados para comparar os estados de salide e doenga'® . Como Ultimo ponto, a
prevencao apresenta particular destaque, devido ao potencial risco de evolugcao para
Pl se a mucosite permanecer sem tratamento'® , especialmente tendo em conta que
esta é reversivel quando tratada adequadamente, ao contrario da Pl cujos resulta-
dos sdo ainda imprevisiveis?® . Ao contrario da primeira cujos resultados sdo ainda
imprevisiveis, a segunda é reversivel quando tratada adequadamente® . Como tra-
tamento eficaz para a mucosite, destaca-se a terapia mecanica nao-cirdrgica quando
associada a utilizagao de colutérios antisséticos’® .

De seguida, ira ser aprofundado em maior detalhe o tema da PI enquanto objeto

de estudo dentro do campo da implantologia.

1.3 Peri-implantite

1.3.1 Definicao/Diagnodstico

A Pl é definida como uma reacao inflamatéria induzida por bactérias, que afeta
os tecidos circundantes dos implantes dentarios osteointegrados, em fungao oclusal,
resultando em Ultima andlise na perda de osso de suporte*2' . Esta patologia cons-
titui a complicagao bioldgica major associada a terapia com implantes dentérios?? ,
podendo em Ultima andlise conduzir & falha do implante e da solugdo protética. E
caracterizada pela diminui¢ao do nivel do osso alveolar de suporte (avaliada radiogra-
ficamente) em associacdo com sangramento a sondagem suave (BOP), aumento da
profundidade de sondagem (PPD), diminuigao dos niveis relativos de insergao clinica
(rCAL), supuracao, edema da mucosa e vermelhidao, sendo que normalmente a sin-
tomatologia esta ausente'"'®'7 . Numerosos estudos tém sido conduzidos para ava-
liar a precisao dos procedimentos de diagnédstico clinico e radiografico de rotina para
doencas peri-implantares?® , sendo que estes foram considerados n&o suficientemente
sensiveis para fornecer informacdes diagnosticas precisas acerca da taxa de risco,
inicio e atividade da doenca, progndstico e resultados do tratamento® . As medigoes
clinicas em torno dos implantes podem estar dependentes da forca e dire¢cao da son-

dagem, geometria do implante, desenho da protese e bidtipo de tecido mole peri-
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implantar?* .

O colapso inicial da interface implante-tecido inicia-se na crista 6ssea, indepen-
dentemente da abordagem cirlrgica (submerso ou nao-submerso). Esta perda éssea
inicial &€ observada apds um ano em fungao, seguido por uma perda minima - até 0.2
mm anualmente'' .

E assumido que o aparecimento, gravidade e extensdo da doenca depende de
uma variedade de caracteristicas individuais. Além de higiene oral, o tabagismo e
condicdes sistémicas, tais como doengas decorrentes de imunodeficiéncia, diabe-
tes e obesidade, sdo considerados fatores-chave para a rutura progressiva do tecido
peri-implantar®® . A reabsor¢do 0ssea pode ser desencadeada por stress oclusal,
bactérias ou uma combinagao de ambos. A primeira ocorre sem intervencao bacte-
riana enquanto agente causador primario, contudo, apds a perda Ossea inicial da-se
um aumento da profundidade do sulco, diminuindo no seu interior a concentracao de
oxigénio, e promovendo assim a proliferacdo de bactérias anaerdbias. Posto isto, es-
tas podem tornar-se entao os principais promotores da perda dssea continua’' .

Com vista ao estabelecimento do diagndstico de Pl e a avaliacao da sua pro-
gressao, é fundamental determinar a baseline, ou seja, deve proceder-se a realizacao
de uma radiografia periapical apos remodelacao fisiolégica, bem como a medigao dos
valores de sondagem. Esta monitorizacao ser efetuada pelo menos uma vez por ano

de modo a permitir um diagndstico precoce'® 7 .

1.3.2 Epidemiologia

Com o intuito de comprovar a elevada frequéncia destas complicagdes, dois es-
tudos transversais sao descritos na literatura disponivel, com amostras de 662 (3413
implantes) e 216 individuos (987 implantes), respetivamente'® '’ . No primeiro grupo
verificou-se a ocorréncia de mucosite peri-implantar em 80% dos individuos e em 50%
dos locais do implante, enquanto a PI foi identificada em 28% e 56% de individuos e
em 12% e 43% dos locais do implante, como mencionado no segundo estudo'®7:26 |

Na revisdo sistematica realizada por Derks e Tomasi (2015), os estudos identifi-
cados demonstram um intervalo de prevaléncias para a mucosite peri-implantar de
19% a 65% e para a Pl de 1% a 47%. Esta variabilidade nos resultados obtidos é

explicada em parte por questdes metodoldgicas, nomeadamente a heterogeneidade
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nas definicdes utilizadas. Assim sendo, os autores que obtiveram 47% de prevaléncia,
consideraram implantes com perda 6ssea a partir de 0.4 mm e os que obtiveram 1%,
incluiram apenas implantes com perda dssea superior a 5 mm?2° . Posto isto, urge que
se estabeleca um método padronizado para o diagnéstico e classificagcao das doencas

peri-implantares.

1.3.3 Fisiopatologia

A saude peri-implantar requer um estado inflamatorio controlado que possa manter
a homeostasia entre o hospedeiro e 0 seu microbiota. No entanto, defeitos no estado
imuno-inflamatério do hospedeiro, condigdes predisponentes ou fatores ambientais,
podem alterar este equilibrio, propiciando que o biofilme venha a incluir microrganis-
mos patobiontes. Face a esta microbiota disbiotica, os neutréfilos sdo recrutados para
a bolsa peri-implantar interagindo com tipos de células imunes adicionais, como é
o caso dos macrofagos, células dendriticas e células T. Neste processo sao produ-
zidos mediadores pré-inflamatérios -—— como o TNF-a, IL-13 e IL-17 —, e promovem
a diferenciacao de células Th-17, que contribuem para a exacerbacao da resposta
inflamatéria. A IL-17 produzida pelos Th17, atua sobre tipos de células inatas do te-
cido imune e conjuntivo, como neutréfilos, fibroblastos e osteoblastos. Através dessas
interagdes, a IL-17 induz a producao de quimiocinas CXC, metaloproteinases de ma-
triz (MMPs) e outras moléculas destruidoras de tecidos (espécies reativas de oxigénio
- ROS). Induz igualmente a expressao do receptor activator of nuclear factor kB li-
gand (RANKL), que impulsiona a maturagao dos precursores dos osteoclastos. Os
linfocitos ativados (células B e T, especificamente Th-1 e Th-17) desempenham um
papel importante na reabsorcao éssea patoldgica através do mesmo mecanismo de-
pendente de RANKL, enquanto a osteoprotegerin (OPG) inibe a interagcdo de RANKL
com seu recetor funcional (RANK) nos osteoclastos. A razao RANKL/OPG aumenta
com o aumento da atividade inflamatoria. Os neutréfilos ativados expressam RANKL
ligado a membrana e podem estimular diretamente a osteoclastogénese se estiverem
suficientemente proximos do 0sso?’ .

De forma inversa, a citocina anti-inflamatéria IL-10 - produzida por células regu-
ladoras T (Tregs), bem como o interferon-v (produzido por células Th-1) e IL-4 mais

IL-13 (produzido por células Th-2) podem suprimir a osteoclastogénese. A interagao
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celular adaptativa inata € consideravelmente mais complexa do que aqui descrita, mas
serve para ilustrar os principais mecanismos destrutivos que operam no contexto da
infecdo e inflamacao periodontal ndo resolvidas?’ . Estes encontram-se representados

na Figura 1.2.
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Figura 1.2: Mecanismos inflamatdrios que conduzem a perda 0ssea na peri-implantite. Ima-
gem adaptada de Hajishengallis G. (2014)?” .

Esta patologia foi descrita como uma infegao site-specific, apresentando muitas ca-
racteristicas em comum com a periodontite cronica sendo, porém, a lesdo inflamatéria

dos tecidos moles e a perda 6ssea mais exuberantes em torno dos implantes'® .
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1.3.4 Fatores de risco

A Pl apresenta origem multifatorial, onde uma resposta aberrante do hospedeiro
combinada com a agressao bacteriana, pode contribuir para o desenvolvimento da
destruicao do tecido em torno dos implantes phantoma'® . Posto isto, apesar da sua
natureza infeciosa, esta patologia pode ser desencadeada e/ou perpetuada por fa-
tores iatrogénicos, tais como excessos de residuos de cimento, inadequado assen-
tamento do abutment, sobrecontorno da prétese, mau posicionamento do implante
ou complicagées técnicas. Para além disso, a perda Ossea induzida pelo trauma
de colocacao do implante no osso primitivo pode persistir quando este ultrapassa a
sua capacidade de adaptagdo'” . Da mesma forma, existem inimeros fatores de
risco fortemente associados a esta patologia, nomeadamente, pacientes com higi-
ene oral deficitaria, historia de periodontite e individuos fumadores' ; e ainda fatores
cuja evidéncia de associacao é limitada, tais como, pacientes com diabetes mellitus
descontrolada, consumo de alcool, fatores genéticos e acabamento da superficie do
implante'® .

No estudo conduzido por Derks e Schaller (2016), verificaram que pacientes com
periodontite e com > 4 implantes, implantes de determinadas marcas, reabilitacao
protética realizada por médicos dentistas generalistas, bem como implantes instalados
na mandibula e com uma distancia inferior a < 1.5 mm da margem da prétese a crista
alveolar, exibiram um risco mais elevado de desenvolver Pl moderada/severa.'

O estabelecimento de perfis de risco para a doenga peri-implantar pode tornar
mais facil prever que implantes estarao em risco de desenvolver esta complicagao,
auxiliar na tomada de decisao clinica, através da selecao do tratamento individual mais
efetivo e estimar as possibilidades de sucesso' . Assim sendo, irdo ser abordados

em particular os fatores de risco mais relevantes na literatura.

Invasdo do espaco biologico

A manutencao de uma distancia inferior a < 1.5 mm da margem da protese a crista
alveolar sugere invasao do espago bioldgico, ou seja, indica que a coroa interferiu
numa fase inicial com o selamento mucoso ao redor do implante, promovendo desta
forma o aparecimento da doenga.'* A espessura e qualidade dos tecidos moles no

local de implantacao é importante, uma vez que reflete o grau de capacidade tampéao
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dos tecidos'® .

Historia prévia de periodontite

InUmeros artigos tém abordado esta questao, tendo muitos deles verificado uma
incidéncia aumentada de Pl em pacientes com perda dentaria associada a periodon-
tit922,28—31 .

No estudo realizado por Cho-Yan Lee,*? verificou-se que implantes colocados em
pacientes periodontalmente comprometidos (PPC) que apresentavam bolsas residu-
ais no follow-up, exibiram valores mais elevados de PPD e perda 6ssea, quando com-
parados com implantes colocados em pacientes periodontalmente saudaveis (PPS)
ou PPC sem evidéncia de bolsas residuais. Posto isto, concluiram que mais do que
a histéria prévia de periodontite, o fator determinante seria o controlo periodontal,

realcando a importancia de uma efetiva terapia periodontal.

Placa bacteriana

Um grande nimero de espécies bacterianas formam massas de pelicula viscosa
(placa), constituindo o fator etiolégico predominante para a progressao da doenca peri-
implantar'® . Esta representa um importante fator de risco para o desenvolvimento de
Pl, tendo sido encontrada uma correlagao positiva entre a acumulagao de placa e a
perda 6ssea marginal em torno dos implantes dentarios. Esta evidéncia explica a
observacao de que a participacdo num programa de manutencao de suporte resulta

numa menor prevaléncia desta patologia®® .

Diabetes

A diabetes & uma doenca sistémica que resulta numa ampla gama de mecanismos
gue podem protelar a cicatrizagao de feridas e aumentar a suscetibilidade de um pa-
ciente a infecédo ou perda de implante®* . Isto ocorre porque a hiperglicemia cronica
prejudica o reparo tecidual e os mecanismos de defesa do hospedeiro. Além disso,
uma maior formacao e acumulacao de produtos finais de glicosilacado avangada nos
tecidos peri-implantares aumenta a produgao de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-
13, IL-18) e metaloproteinases de matriz (MMP8 e MMP9) na saliva e fluido crevicular,
podendo comprometer a osteointegragao e sobrevivéncia a longo prazo de pacientes

com hiperglicemia crénica®® .
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Embora a associacao entre diabetes e perda de implantes tenha sido abordada em
analises sistematicas por Kotsovilis et al*® e Mombelli e Cionca,?’ existe apenas um
estudo que descreve a associagdo entre diabetes e Pl. Ferreira S.D. et al*' relataram
que pacientes com diabetes descontrolada apresentavam um maior risco de desenvol-
ver PIl. No entanto, é pertinente mencionar que um adequado controlo glicémico - em
pacientes previamente diagnosticados com diabetes — desempenha um papel impor-
tante para uma osteointegracao bem-sucedida e uma manutencao da sobrevivéncia

dos implantes a longo prazo.®

Tabagismo

A prevaléncia e a gravidade das doencgas periodontais nas suas diversas formas
sao elevadas entre os fumadores, comparativamente com os nao fumadores. O trata-
mento com recurso a implantes dentarios é significativamente influenciado pelo vicio
do tabagismo: o tabaco age ao nivel das defesas do hospedeiro, da destruicao da ma-
triz extra-celular, do aumento da perda 6ssea e do comprometimento da capacidade
de regeneracao. Desta forma, surge associado a um aumento na taxa de insucesso
na osteointegragao, a uma maior dificuldade na manutengao da higiene oral e a uma
maior prevaléncia de ocorréncia de PI% .

Contudo, a evidéncia disponivel para o habito de fumar enquanto indicador de
prognéstico para o sucesso do tratamento da Pl é limitado e conflituante. Um ex-
tenso estudo retrospetivo3® sugere que esta pratica, bem como a sua dose podem
estar associados a falha no tratamento da Pl porém, o mesmo nao foi fundamentado

nos estudos prospetivos de Serino e Turri*? e Heitz-Mayfield et al** .

Residuos de cimento

Uma abordagem convencional para a restauracao com implantes dentarios é a
utilizacao de proéteses fixas cimentadas. No entanto, a inadequada remocao do ci-
mento residual pode conduzir a Pl, sendo que a sua manutengao no sulco peri-implantar
tem sido associado a inflamacao dos tecidos, BOP, supuracdo, aumento da PPD,

evidéncia radiogréafica de perda dssea e desconforto do paciente .
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1.3.5 Tratamento

Embora algumas lesodes iniciais de Pl possam ser tratadas de forma eficaz apenas
com recurso a tratamento mecanico, as lesées mais avangadas requerem intervencao
cirirgica adicional para alcancar a resolugao da doencga'® . Nestas, a terapia cir(rgica
tem-se revelado imprescindivel, pois nenhum outro método permite o acesso direto as
superficies contaminadas dos implantes, visando o seu desbridamento. Tem-se verifi-
cado a utilizacao de diversos procedimentos de descontaminacado, que inclui técnicas
mecanicas e quimicas, contudo, nenhum método ou combinagao de métodos demons-
trou ser mais eficiente'® . Regimes de terapia adjuvante com antibiéticos sistémicos
sao frequentemente aplicados por rotina em casos de tratamento cirurgico da Pl, sem
se avaliar de facto o seu beneficio. A discrepancia no inicio e progressao da doenga
entre os pacientes e a grande variagao nos métodos de tratamento cirtrgico dificul-
tam contudo as andlises e conclusdes*' . Um relatério de consenso do 8° Workshop
Europeu sobre Periodontologia enfatizou a necessidade de estabelecer uma terapia
padronizada para o tratamento da PI4? .

Com o intuito de clarificar esta questéo, Carcuac et al*' realizaram um estudo que
procurou verificar a eficacia da terapia adjuvante de antibidticos sistémicos e o uso
local de clorhexidina para a descontaminagao da superficie do implante no tratamento
cirurgico da PI. Estes autores obtiveram sucesso em 45% de todos os implantes, mas
foi maior em implantes com uma superficie ndo modificada (79%) do que aqueles com
superficie modificada (34%), tendo concluido que a aplicacao local de clorohexidina
nao teve efeito geral sobre os resultados do tratamento. Por outro lado, apuraram ainda
que a terapia adjuvante com antibiéticos sistémicos nao teve impacto no sucesso do
tratamento nos implantes com superficie nao modificada, ao contrario dos implantes
com superficie modificada, em que esta revelou um efeito positivo*' .

Alguns estudos**~*® tém vindo a recomendar o uso de lasers como um comple-
mento ao tratamento néo cirlrgico convencional da Pl. Romanos e Nentwig*® investi-
garam a eficacia de um laser de CO;, na descontaminacao de implantes acometidos
por Pl. Os parametros clinicos e radiograficos foram avaliados na baseline e 2 anos
apés tratamento. Os resultados evidenciaram um preenchimento ésseo quase com-
pleto dos defeitos peri-implantares, tendo concluido portanto que a utilizacao de lasers

de CO, constitui uma opcao eficaz para o tratamento da PI.
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Até o momento, nao existem evidéncias claras acerca de qual é a intervencao
mais eficaz para o tratamento da PI. A terapia com lasers e a cirurgia ressetiva com
implantoplastia (modificagdo da topografia da superficie do implante) tém apresen-
tado resultados promissores. Todavia, é necessaria a realizagcao de mais estudos que
corroborem estes dados, com vista a implementagao de protocolos de tratamento pa-

dronizados para a P116:3%47

1.4 Fluidos orais enquanto ferramentas de diagnésico

1.4.1 Fluido crevivular

O fluido crevicular peri-implantar (PICF) € semelhante em composicao ao fluido
crevicular gengival (GCF) que se encontra em torno dos dentes naturais, sendo que
os pacientes que apresentam Pl geralmente evidenciam um aumento no volume de
PICF* . Devido a especificidade do processo de peri-implante, esta rede deve ser
controlada por processos locais, pelo que o fluido crevicular fornece um meio nao-
invasivo para estudar a resposta do hospedeiro, sob a forma de alteracées metabdlicas
e bioguimicas precoces'® .

Considera-se que o conteudo bioquimico da PICF reflete precisamente os proces-
sos decorrentes nos tecidos peri-implantares. Através da avaliagcdo de um grande
numero de citocinas no PICF, em diferentes estagios da doenga, dados importantes
sobre o estado dos tecidos peri-implantares podem ser obtidos' . Contudo, existe al-
guma falta de consisténcia na literatura que se deve provavelmente ao facto de o fluxo
de PICF ser relativamente escasso, quando comparado com outros meios. A este
junta-se a falta de uniformidade de estratégias entre estudos, o que acrescenta mais
dificuldade em padronizar os niveis de detecdo. Alguns estudos descrevem dados
sob a forma de percentagens de detegao, outros em niveis de biomarcadores e outros
em concentragdes. Esta falta de consisténcia nos resultados relatados na literatura

complica a interpretagao do valor em diagnostico destes biomarcadores® .
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1.4.2 Saliva

A saliva foi identificada ha muito como um promissor fluido de diagnostico para
uma vasta gama de patologias, quer orais quer sistémicas. A sua composigao proteica
é fornecida essencialmente pelas secregdes das glandulas salivares major (parotida,
submandibular, sublingual), mas também pelas glandulas salivares minor, GCF, lingua,
mucosa oral, moléculas de origem microbiana e plasma*® .

Este fluido apresenta claras vantagens em relacdo ao sangue, nomeadamente o
facto de possibilitar a sua recolha através de métodos simples e nao-invasivos, possui
menor risco de disseminar infecoes, menor necessidade de pré-processamento das
amostras e acarreta menos custos® . A saliva possui também vantagens em relagéo
ao PICF, pois permite a colheita de volumes de amostra substancialmente superiores,
a principal limitacao deste. O facto de possuir uma concentragao de algumas proteinas
inferior ao PICF, frequentemente dificultava a detegdo de biomarcadores. Contudo,
técnicas modernas como o Multiplex e os mais recentes avancos em espectrometria
de massa tém vindo a colmatar esta falha, permitindo a utilizagao da saliva como uma
potencial fonte de biomarcadores, com vista ao desenvolvimento de novas técnicas de
diagnostico e tratamento®' .

InUmeros avancgos tém sido feitos na investigagao em saliva, sendo que dispositivos
de diagnostico miniaturizados ja estao a ser desenvolvidos e prometem alcancgar o di-
agnostico de doencas infeciosas, cancro, doencgas cardiacas e muitas outras doencas
sistémicas com apenas uma gota de saliva®® . Apesar destes progressos, este fluido
apresenta algumas limitacGes: até agora a generalidade dos biomarcadores identi-
ficados ndo pertencem aos componentes intrinsecos da saliva, sendo derivados do
soro que se deslocam para a saliva por meio da difusao dos tecidos circundantes da
cavidade oral, maioritariamente do fluido crevicular gengival. Assim, no que diz res-
peito a estes biomarcadores, a saliva s6 pode ser considerada como fonte secundaria
de informag&o® . Adicionalmente, a saliva apresenta diferencas entre individuos ao
nivel do fluxo salivar, composicdo e concentragao proteica®® . Estas disparidades exis-
tem igualmente no sangue, contudo, a padronizagao das metodologias de recolha e
analise ha muito implementadas, permitiram a identificacdo de valores padrao para
cada substancia.®®> Em suma, sdo importantes estudos como o de Rosa et al que

implementem um protocolo padronizado de recolha e andlise deste fluido, visando
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a caracterizacao dos valores padrao para cada substancia, de modo a que a saliva
se possa tornar um meio de diagnostico alternativo e/ou suplementar aos tradicional-

mente utilizados®3 .

1.5 Biomarcadores em doenca peri-implantar

A PI é uma condicao progressiva que, se ndo tratada, envolve 3 fases bioldgicas:
inflamacao, destruicao do tecido conjuntivo e reabsorcao 6ssea. Como tal, os inves-
tigadores tém procurado concentracdes de moléculas associadas a estas 3 fases em
fluidos orais, com o objetivo de encontrar preditores precoces de suscetibilidade, e
detetar as moléculas associadas com os pontos iniciais, intermediarios e tardios desta
doenga®* .

Até agora, a determinacao da atividade da doencga peri-implantar foi baseada em
observagdes clinicas e radiograficas. Usando esta abordagem, estagios muito iniciais
de um processo patolégico nao sao passiveis de detecao. Numa tentativa de com-
plementar estes métodos, foram propostos procedimentos diagndsticos alternativos,
especialmente aqueles com caracteristicas nao-invasivas?* .

Um biomarcador € definido como uma caracteristica que € objetivamente medida e
avaliada como um indicador de processos biol6gicos normais, processos patogénicos
ou respostas farmacolégicas a uma intervengao terapéutica. Portanto, os biomarca-
dores podem ser considerados uma potencial solugao diagndstica com a capacidade
de compensar algumas das limitacdes referidas das ferramentas clinicas de rotina
quando aplicadas ao diagndstico de PI° .

Uma vez que a Pl pode estar latente nos seus estadios iniciais, a analise de bio-

marcadores no PICF e saliva pode servir como uma ferramenta para:

e O diagnéstico precoce;

Determinacao da suscetibilidade do doente;

Determinacao do progndstico dos implantes afetados, através da identificacao

de biomarcadores especificos envolvidos no inicio e na progressao da doenca;

Ajudar a orientar abordagens de tratamento distintas para cada individuo;

Avaliar sucesso da terapéutica*2428:54
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Marcadores bioquimicos presentes em PICF e saliva podem indicar a instalacao de
Pl mais precocemente, permitindo a intervencao antes que quantidades substanciais
de osso de suporte se percam® . Os biomarcadores representam, portanto, uma
ferramenta de diagnostico atraente e promissora na implantologia oral, uma vez que
tém a capacidade de fornecer informacao em tempo real dos processos em curso que
afetam o metabolismo 6sseo e, como tal, sdo capazes de compensar algumas das

limitacdes das atuais ferramentas de diagnostico.

1.5.1 Moléculas envolvidas na resposta inflamatoria

Entre os muitos mediadores inflamatérios e imunologicos identificados no PICF, as
citocinas tém atraido especial atengao. Estas sao proteinas segregadas pelas células
da imunidade inata e adaptativa que medeiam muitas das fungdes dessas células,
constituindo mensageiros intercelulares que sao essenciais para a patogénese de
muitas doencgas, incluindo a Pl. Estes mediadores soluveis de reacoes imunes presen-
tes em PICF sao produzidos como resultado da interagao fisiologica entre o epitélio
gengival e leucdcitos locais com a placa bacteriana e microorganismos orais, desem-
penhando também papéis importantes na homeostase dos tecidos'® . Concomitante-
mente, os desequilibrios entre as citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias geral-
mente impedem a resolucao da inflamagao e, em vez disso, conduzem a perpetuacao
da doenca e a destrui¢do dos tecidos?* .

Na periodontologia e implantologia, estao envolvidos na alteracao e reparagao de
tecidos periodontais ou peri-implantares relacionados com a inflamagao. Determi-
nadas citocinas tém sido propostas como marcadores de destruicao de tecido pe-
riodontal ou peri-implantar, potencialmente validos para determinar o diagnéstico ou
progndstico destas patologias'® . De seguida apresentam-se algumas dessas moléculas
e as suas potencialidades no contexto das doengas peri-implantares.

As Interleukin-1 Beta (IL-15) sao citocinas que se relacionam com a destruicao te-
cidual e envolvem a estimulagéao da reabsorcao 6ssea e a inducao de proteinases que
degradam os tecidos, estando estes efeitos dependentes da sua concentragao nos te-
cidos'® . Sabe-se que a IL-173 regula a degradagdo dos componentes da matriz extra-
celular do sistema de plasminogénio e a atividade da colagenase na inflamagéao e na

cicatrizacao de feridas. Foi demonstrado que a inibigao da IL-1/ reduziu a destruicao
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dos tecidos e a progressao da inflamagao tecidual® .

O Tumor necrosis factor (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatéria com proprie-
dades semelhantes a IL-13. E o principal mediador em resposta a bactérias Gram-
negativas e a concentragao de TNF-« reflete a quantidade de bactérias e o estadio
da inflamagao'® . Um aumento local ou sistémico na concentragido de TNF-a conduz
a desregulacao do metabolismo ésseo, favorecendo a destruicao deste ao aumentar
a diferenciacao e ativacao dos osteoclastos, mas também inibindo a formagao déssea,
bloqueando a diferenciacao e atividade dos osteoblastos, bem como induzindo a sua
apoptose®® . Desta forma, reduz a capacidade de reparagdo do tecido peri-implantar

e potencia a progressao da doenga® .

O ligando da molécula CD40 humana soluvel (CD40L) € um membro da super-
familia TNF e liga-se a esta na superficie das células apresentadoras de antigénio.
Esta pode ativar a maturacao de células B, € essencial para a ativagao de células Th e
constitui um conhecido indicador de risco de doencgas cardiovasculares* . Chaturvedi
R. et al’’ relataram que os niveis de CD40L no GCF se mostraram significativamente
aumentados no grupo com periodontite (p < 0,001) e relacionados com o aumento da

gravidade da doenga. No pds-tratamento, os niveis diminuiram significativamente®’ .

A Interleukin-15 (IL-15) é essencial para a homeostase de células T, sendo que
niveis aumentados desta proteina na circulagao e tecidos inflamados tém sido rela-
tados em vérias doencas auto-imunes, incluindo a artrite reumatoide® . Tymkiw K.D.
et al®® relataram niveis elevados de IL-15 no GCF de individuos com periodontite em

comparacao com individuos periodontalmente saudaveis.

A Interleukin-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatdéria, produzida por células Th-
2 (TH2), macréfagos e células B, que inibe a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
tais como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a e IFN-v. No entanto, IL-10 € um estimulador das

células B, aumentando a proliferacéo e diferenciagdo destas® .

Os neutrofilos polimorfonucleares sao a primeira linha de defesa nao especifica.
A Myeloperoxidase (MPO) é a proteina mais abundante nos neutréfilos e € a Unica
peroxidase que catalisa a conversao de perdxido de hidrogénio e cloreto em acido
hipocloroso, sendo este € um poderoso agente oxidante envolvido no mecanismo de
defesa contra agentes infeciosos. Contudo, sob condi¢cdes de ativagao incontrolavel

ou excessiva, pode atuar sobre as células do hospedeiro e inativar fatores humorais.
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Para além disso, devido ao seu amplo espectro de reatividade, o acido hipocloroso
atua como mediador de muitos processos inflamatérios. Portanto, a MPO esta envol-
vida na homeostase celular e desempenha um papel importante na iniciacao e agra-
vamento dos processos inflamatorios agudos e cronicos. Assim sendo, um aumento
da atividade de MPO em diferentes processos patologicos esta associado a um risco
aumentado de stress oxidativo, como é o caso de doengas infeciosas locais ou gerais
e doencas inflamatdrias®'-62 .

A Neutrophil Elastase (ELANE) € uma das principais enzimas dos granulos azuro-
filos de leucocitos humanos e, durante a inflamacao, sabe-se que a sua libertacao
contribui para o dano tecidual. No entanto, a atividade desta protease € modulada
pela presenca de inibidores produzidos localmente ou circulantes no plasma.>®> Como
tal, € importante esclarecer o equilibrio entre a ELANE e os seus inibidores.

Durante a tltima década, foi identificada uma superfamilia de proteinas quimiotaticas
para leucdcitos, designada por quimiocinas. As quimiocinas atraem seletivamente e
ativam diferentes sub-populacées de leucécitos e sao mediadores-chave de uma vari-
edade de condigOes fisiopatoldgicas, incluindo a inflamacédo'®2* . Deste grupo ira ser
dado particular destaque a IL-8 e ao MIP-1a. A Interleukin-8 (IL-8), um dos membros
da sub-familia CXC de quimiocinas especifica de neutréfilos, € um potente fator qui-
miotatico e ativador de neutrofilos que desempenha um papel crucial no recrutamento
seletivo e ativagado de neutréfilos e no seu encaminhamento para o sulco gengival'® .
O aumento local da IL-8 ativa os PMN presentes (que estao em contato com a placa
bacteriana) e influencia a migracao seletiva de mais PMN dos vasos sanguineos gen-
givais. Isso resulta num aumento do nimero de células num curto espaco de tempo e
cria condigoes para a inflamagao. Assim, se um aumento na IL-8 for detetado, pode
indicar o estagio inicial da PI'®%% . De forma semelhante, a proteina Macrophage
inflammatory protein 1-alpha (MIP-1c) € um membro da subfamilia 5 ou CC de qui-
miocinas que atuam como potentes células progenitoras. Estas quimiocinas causam
a migracao seletiva de mondcitos e linfocitos para locais de inflamacéo e sao os me-

diadores de varias condigdes fisiopatoldgicas’® .
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1.5.2 Moléculas envolvidas na remodelacao dos tecidos de su-

porte

Um outro grupo de proteinas relevantes neste estudo, as metaloproteinases de
matriz (MMP) representam uma superfamilia estruturalmente relacionada, mas ge-
neticamente distinta, de proteases que atuam nao apenas no desenvolvimento fi-
siolégico e remodelagao de tecidos, mas também na destruigao patoldgica de tecido
inflamatoério e maligno. As metaloproteinases de matriz podem ser divididas em cinco
grupos principais: colagenases (MMP 1, 8 e 13); gelatinases (MMP 2 e 9); estromeli-
sinas (MMP 3, 10 e 11); metaloproteinases de matriz tipo membrana (MMP 14, 15, 16
e 17); e outras. As metaloproteinases de matriz podem degradar coletivamente quase
todos os componentes da matriz extracelular e da membrana basal, e a sua atividade
patoldgica excessiva leva a destruicao dos tecidos periodontais e peri-implantares. As
interagdes célula-célula e célula-matriz, tais como a producdo de enzimas, ativado-
res, inibidores, citocinas e fatores de crescimento, regulam a remodelacao do tecido
conjuntivo e a destruigcdo da matriz do tecido. As MMP sao controladas e inibidas
por inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz (TIMP), sendo que também
podem processar varios substratos bioativos nao matriciais, tais como citoquinas, qui-
miocinas, fatores de crescimento e mediadores imunitarios, mediando assim proces-
sos anti-inflamatdrios e pré-inflamatérios® . Em particular a MMP-8, surge na lite-
ratura como um importante mediador de destrui¢ao irreversivel de tecido periodontal
e peri-implantar, tendo-se verificado que a sua quantificacao se apresentou substan-
cialmente elevada® | e inclusivamente que esta decresce apds implementac¢éo do

tratamento®” .

Contudo, os niveis de metaloproteinases da matriz ndo devem ser interpretados
unicamente como marcadores de destruicdo de tecidos, mas também como parte
da defesa fisioldégica ou anti-inflamatéria. Em resposta ao desafio bacteriano, os
leucocitos polimorfonucleares e os mondcitos/macréfagos migram para os locais de
inflamagao e desgranulam a MMP-8 e a MMP-9. Acredita-se que um desequilibrio en-
tre as metaloproteinases da matriz e os inibidores teciduais destas resulte na destruigao

tecidual patoldgica observada na periodontite e PI64 |

A atividade das MMP é primariamente controlada por inibidores de tecidos, conhe-
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cidos como TIMP (Metalloproteinase inhibitor), que possuem um dominio N-terminal
capaz de as inibir. O equilibrio entre MMP e TIMP determina o grau de degradacao
de matriz extra-celular (ECM), em associagdo com hormonas, produtos oncogénicos,
citocinas pré e anti-inflamatoérias e fatores de crescimento. A presenca de proteinas
derivadas de P, gingivalis, as gingipains, € capaz de diminuir a quantidade de TIMP-2,
sugerindo que este pode ser um mecanismo patoldgico que promove a destruicdo de
tecido. Neste contexto, o equilibrio entre a atividade de MMP e TIMP, representa um
aspeto crucial para a manutencao da homeostase da ECM nos tecidos moles peri-

implantares, como resposta a presenca de agentes patogénicos®® .

Também a Alkaline Phosphatase (ALP) é uma enzima envolvida no metabo-
lismo ésseo, mais especificamente uma glicoproteina ligada a membrana, derivada de
granulos secundarios ou especificos de polimorfonucleases (PMN). As bactérias gram-
negativas da placa subgengival mostraram também produzir esta enzima, contudo, foi
demonstrado que a maioria dos ALP mensuraveis no fluido crevicular peri-implantar
é libertada por leucécitos polimorfonucleares, principalmente durante a sua migracao
para o local da infecao, por osteoblastos durante a formacao 6ssea e por fibroblastos
durante a regeneracao periodontal. Uma vez que a ALP tem sido associada ao meta-
bolismo 6sseo, espera-se que a alteragao nos seus niveis de PICF proporcione uma

indicagéo especifica do local da atividade da doencga peri-implantar®® .

Outro regulador importante da remodelacao 6ssea € a triade RANK/RANKL/Osteo-
protegerin. A osteoclastogénese inflamatoria - padrao patolégico central da Pl - é
mediado por mediadores pré-inflamatdrios, mas € realizado em ultima instancia pe-
los reguladores da osteoclastogénese® . A recente identificagcdo do fator nuclear do
ativador do receptor kappa-B (RANK), do seu ligando (RANKL) e da osteoprotege-
rin (OPQ), levou a uma nova perspetiva molecular sobre a biologia osteoclastica e
a homeostase 6ssea. Especificamente, a interagao RANKL-RANK mostrou ser ne-
cessaria para a diferenciacao dos osteoclastos. O terceiro protagonista, OPG, atua
como um antagonista do recetor soluvel para 0 RANKL que o impede de se ligar e
ativar o RANK®® . A presenca de OPG é assim absolutamente necessaria para manter

a massa 6ssea® .

O RANK localiza-se na superficie de pré-osteoclastos e osteoclastos e torna-se

ativo quer por auto-ligagdo quer por ligagao com o RANKL. Ambos os mecanismos
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sao estimulados por uma concentracao critica de mediadores pré-inflamatérios e lipo-
polissacarideos (LPS). Quando ativado, o RANK leva a libertacao intra-citoplasmatica
de varios fatores de transcricdo que codificam as citocinas pro-inflamatérias, o que
aumenta ainda mais a atividade dos osteoclastos.

Os dados globais demonstram que a triade OPG/RANK/RANKL constitui uma ponte
molecular que abrange a homeostase 6ssea e a imunidade, denominada por Walsh
e Choi’® como ”osteoimmunology”. Esta informagdo encontra-se esquematizada na

Figura 1.3.
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Figura 1.3: OPG/RANK/RANKL como efetores comuns dos sistemas 0sseo, imunoldgico e
vascular. Estes sdo produzidos seletivamente por numerosos tipos de células e uma variedade
de tecidos tais como linfdcitos, osteoblastos e células endoteliais. O RANKL induz fortemente
osteoclastogénese e, em sequida, reabsorcao ossea através de sua ligagao ao RANK. A OPG
inibe a ostedlise e bloqueia a interacao RANKL/RANK. Embora a triade OPG/RANK/RANKL
seja o principal regulador do ciclo aposicdo/reabsor¢ao dssea, existem outros controlos de
diferenciagcao osteoclastica, como TNF-a e IL-1, capazes de modular as atividades biologicas
desta triade. Imagem adaptada de Theoleyre S. et al (2004)%° .

A luz dos dados descritos acima, emergem novos tratamentos estratégicos para a
perda 6ssea que se baseiam na compreensao do estado funcional da triade OPG/RANK/-

RANKL. Foram previstas trés estratégias terapéuticas, sendo que estas envolvem:

1. Citocinas e 0s seus recetores sollveis (moléculas recombinantes ou moléculas

administradas por transferéncias de genes);
2. Desenvolvimento de peptideos inibitérios;
3. Inibigéo especifica das principais vias de sinalizagao® .
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O interesse terapéutico da OPG e do RANK tem sido apontado em modelos ani-
mais que imitam a patologia humana, tendo-se demonstrado que a OPG reverte a os-
teoporose, através da inibicdo de osteoclastos endosteais’’:"? , e evita a erosio dssea
na artrite”® ou calcificagdo vascular ao bloquear um processo semelhante a osteo-
clastogénese’®’# . Neste contexto, o uso de OPG recombinante ou outras moléculas
capazes de bloquear a interacdo entre RANKL e RANK ¢é de grande interesse® .

Os osteoclastos ativados expressam catepsin-K, a Unica cisteina-protease lisosso-
mica com capacidade para degradar a matriz 6ssea incluindo colagénio tipo 1, osteo-
pontina e osteonectina sob pH acido. A presenca desta enzima, portanto, € conside-
rada um marcador altamente especifico de reabsor¢do 0ssea ativa e atividade oste-
oclastica® . A sclerostin - uma proteina expressa por células envolvidas no metabo-
lismo 6sseo, como ostedcitos, condrécitos hipertroficos mineralizados e cementocitos
- € considerada um biomarcador que regula negativamente a formacao 6ssea ao re-
duzir o conteudo mineral do osso, tanto ao nivel da quantidade de osso trabecular
como da espessura do cortex, antagonizando as proteinas morfogénicas 6sseas. A
sclerostin é relatada como sendo regulada por citocinas pré-inflamatérias, bem como
por carga excessiva. Com base nestes factos, esta proteina também pode servir como
um indicador de PI, nao s6 pela presenca de inflamagao cronica, mas também devido
a presenca de forcas biomecénicas inadequadas® .

Por fim, sabemos ainda que a angiogénese é critica para o desenvolvimento, remo-
delacao e cicatrizagao do osso. O vascular endothelial growth factor A (VEGF) é
uma glicoproteina que induz a proliferacao de células endoteliais, a angiogénese e a
permeabilidade capilar, mas também estimula a migracado de mondcitos/macrofagos
e participa na diferenciacdo das células 6sseas’>’® . Deste modo, esta molécula
pode ser utilizada como um marcador destes processos no contexto das doengas

peri-implantares.

24



1.6 Objetivos

O presente trabalho de investigagao pretende contribuir para o estudo e clarificagao
dos mecanismos moleculares envolvidos na peri-implantite, através da anotacao e
analise de dados moleculares de amostras recolhidas na cavidade oral. Desta forma,

os objetivos primarios desta dissertacao sao:

¢ A atualizacao da informagao molecular em peri-implantite e anotagao da informa-

cao na base de dados OralOme;

¢ |dentificacao de proteinas que contribuam para o esclarecimento dos mecanis-

mos moleculares com importancia no estabelecimento e progressao da doenca.

Subsequentemente, espera-se que o conhecimento gerado nesta dissertacao possa

contribuir para a identificagao de moléculas que possibilitem:

e O diagnéstico precoce;

A determinacao da suscetibilidade do doente;

A determinacgao do prognéstico dos implantes afetados, através da identificagao

de biomarcadores especificos envolvidos no inicio e progressao da doenca;

Ajudar a orientar abordagens de tratamento personalizadas para cada individuo;

Avaliar o sucesso da terapéutica.
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Capitulo 2

Materiais e Metodos

De forma a responder aos objetivos tracados para este trabalho, seguiram-se as

metodologias apresentadas abaixo e resumidas na Figura 2.1.

Atualizagéo da informag&o molecular em peri-implantite

Revisdo bibliografica dos estudos de Anotagédo manual de informacéo
proteoma em PI relevante

Identificagéo e esclarecimento dos mecanismos moleculares, processos biolégicos
e vias de sinalizagcao, com importancia no estabelecimento e progresséo da
doenca

Comparagéo OralOma peri-implantite

Caracterizagéo funcional Ve GralOmainemial

Figura 2.1: Esquematizagao dos objetivos tragados e da metodologia seguida para os alcancgar.

2.1 Estratégias de Pesquisa

Numa primeira fase foi realizada uma pesquisa bibliografica com recurso as ferra-
mentas de pesquisa avangada PubMed, WOS e Google Scholar, tendo-se utilizado ter-

mos Mesh e outras palavras-chave: “peri-implantitis and biomarkers”, ”peri-implantitis
and proteins”, dental implant failure and proteome”, dental implant failure and bio-
markers”, "bone diseases and proteins”, "dental implants and bone diseases”. Foram
utilizados os filtros de pesquisa "Humans”e ”Publication dates”, tendo sido o primeiro
responsavel por incluir exclusivamente artigos com resultados experimentais referen-
tes a espécie Homo Sapiens, enquanto um intervalo de tempo de vinte e quatro anos,

foi empregue no segundo — de 01/01/1992 a 31/12/2016, por forma a abranger todos
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os estudos de protedmica realizados sobre peri-implantite (PI).

A selecao de artigos a analisar incluiu resultados onde sao identificadas proteinas
alteradas em PI, principalmente quando comparadas com grupos de controlo com
implantes saudaveis, mas também com grupos de controlo com periodontite e grupos
de pacientes apos implementagao do tratamento (terapia nao cirargica). Por outro
lado, foram excluidos os artigos em que é feita a quantificacao de proteinas apenas
em implantes saudaveis e nao em PI, e artigos referentes a polimorfismos, sem a

respetiva quantificagao de proteinas alteradas.

2.2 Anotacao manual dos dados relativos as proteinas

presentes e alteradas em Peri-implantite

A pesquisa foi realizada com vista ao levantamento, na literatura disponivel até a
data, das proteinas identificadas com alteracdes em Pl e a sua insercao na base de da-
dos do proteoma salivar —o OralOma’’ . Esta consiste numa base de dados resultante
da compilacdo de diversos proteoma da cavidade oral, a qual pode ser consultada
através do portal Web OralCard*® e que atualmente esta em fase de migragao para
a SalivaTecDB. O OralCard é uma ferramenta bioinformatica dedicada a investigacao
cientifica em saude oral. Este permite analisar e integrar os dados de proteomas
orais, contribuindo para a elucidacao da biologia oral e para o planeamento de es-
tratégias com vista a identificacdo de biomarcadores de patologias orais e sistémicas.
Esta catalogacdo assume particular importancia dada a vasta quantidade e hetero-
geneidade da informacao disponivel na bibliografia, pelo que as proteinas devem ser
catalogadas de forma rigorosa e sistematica, por forma a promover uma correta com-
preensdo por parte de toda a comunidade cientifica. Assim sendo, procedeu-se a
anotacao manual destas proteinas com recurso ao software Microsoft Office Excel
2013, com o preenchimento de uma tabela com diversos parametros. Durante esta
anotacao, houve necessidade de se acrescentar novas colunas ao ficheiro, tais como:
”Gene Name”para facilitar a identificagao das proteinas catalogadas e "Control”, ”Con-
dition’e ”Quantification Unit”, com o intuito de aferir as alteragcdes em saude e doenca,
bem como as unidades utilizadas, para verificar se é possivel extrapolar os dados e

tirar conclusdes. Estes ultimos foram inseridos ndo so para as novas proteinas catalo-
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gadas, mas também para as previamente existentes, tendo sido feita uma revisao de
toda a informacao contida no OralOma da PIl. Todos os parametros contidos nesta sao

apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Cabecalhos que permitem a organizacao da informacao recolhida através de es-
tudos de proteémica da cavidade oral (proteinas identificadas na Pl anotadas manualmente)
numa tabela Microsoft Excel 2013.

UniProtKB AC Whole Saliva Control Methods of Analysis
Name Crevicular Fluid Condition Type of Study
Gene Name Mucosa Quantification Unit PTM
Organism Tongue Regulation Biomarker
Parotid In Vitro Age group Citation (NCBI ID)
Parotid Exosome Health Gender Obs.
SM/SL Disease Social Habits
Minor Disease (MeSH ID) Methods of Sampling

Seguidamente serdao apresentados com maior detalhe os parametros avaliados

para a construcao da base de dados referida previamente.

2.2.1 Identificacao da proteina

Os campos presentes na Tabela 2.2 pretendem proceder a identificagao da proteina,
fornecendo o seu codigo UniProtKB AC, o nome que Ihe corresponde e ao seu gene,
bem como o organismo no qual esta presente, obtidos através da base de dados Uni-

Prot (Universal Protein Resource)’® .

Tabela 2.2: Cabegalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos a identificagdo das proteinas
da Pl anotadas manualmente

UniProtkKB AC
Name
Gene Name

Organism

Esta ferramenta bioinformatica € uma iniciativa do SIB (Swiss Institute of Bioin-
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formatics), do EBI (European Bioinformatics Institute) e do PIR (Protein Information
Resource), e tem como propdsito providenciar um repositorio de proteinas e suas
informagdes funcionais’®”® . Desta forma, as proteinas em causa s&o reconhecidas

de forma universal.

Help Contact

UniProtKB results LY T—
Filter by | & Downioad | # Columns | > | 1t0250f 1,279 B Show |25 ~
®m |Entry  |Entry name Proteinnames  |Genenames | Orgamism  |Length | Involvement in disease 2
[0 P0OS231  IL6_HUMAN & [Interleukin6 (IL—_G) ) IL6 IFNB2 f{*omo sapiens 212 Rpeumatold arthritis systemic
inreviewed (331 (B-cell stimulatory factor (Human) juvenile (RASJ)
TEMBL 2) (BSF-2) (CTL
differentiation factor) Disease susceptibility is
Popular organisms (CDF) (Hybridoma associated with variations
Human (152) growth factor) affecting the gene represented in
(Interferon beta-2) this entry.
Mouse (127) (IFN-beta-2) Disease description: An

Figura 2.2: Exemplo ilustrativo da visualizagao do site da Uniprot durante a atribuicao do codigo
UniProtKB AC, nome, nome do gene e organismo a uma determinada proteina.

2.2.2 Proveniéncia da amostra

As amostras para estudo e quantificacao das proteinas presentes em Pl podem
ter proveniéncias distintas, sendo crucial a identificagdo de cada uma delas. Entre as
possiveis origens da amostra podemos destacar as glandulas parotidas, o exossoma
das glandula parétidas, as glandulas mandibulares ou sublinguais, as glandulas sa-
livares minor, a saliva total, o fluido crevicular, a mucosa oral e a lingua, tendo sido
encontrados apenas na bibliografia disponivel resultados para a parétida, saliva total,

fluido crevicular e mucosa (ver Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Cabecalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos a proveniéncia das proteinas
da Pl anotadas manualmente.

Parotid Whole Saliva

Crevicular Fluid Mucosa

2.2.3 Relacao com os estados de saude e doenca

Os campos seguintes (ver Tabela 2.4) permitem-nos aferir acerca da presenca ou

auséncia em saude das proteinas identificadas e determina a doenga em estudo -
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sendo que neste caso esta corresponde sempre a Pl - assim como o seu codigo de
identificacdo. Posto isto, anotou-se o cddigo MeSH (Medical Subject Headings) da

doenca e o nome da doencga em estudo (Condition Name).

Tabela 2.4: Cabecgalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos a relagao das proteinas da Pl
anotadas com os estados de satde e doenca.

Health Control
Disease (OMIM ID) Condition
Disease (MeSH ID) Quantification Unit

Regulation

Os parametros control, condition, e quantification unit representam as quantidades
de cada proteina nos estados de saude e Pl, bem como as unidades utilizadas, res-
petivamente. No que concerne a regulacao, este campo permite-nos obter a relagao
entre a quantificacdo das proteinas no estado de doenca, comparativamente com os
valores obtidos na amostra dos controlos saudaveis, facilitando assim a interpretacao
das alteragdes moleculares observadas. Com vista a quantificacdo das alteragdes

verificadas recorreu-se ao calculo do Fold change, como apresentado abaixo:

Numero de ocorréncias na doenga
7 ~ . =T
Numero de ocorréncias no controlo

Fold change =
Posto isto, poderao verificar-se um destes dois acontecimentos:
e Acontecimento a): x > 1, significa que a regulacao é positiva.
e Acontecimento b): 0 < x < 1, significa que a regulagdo é negativa.

No caso do acontecimento a) a interpretacdo € simples, as proteinas presentes
em Pl estdo aumentadas em relagao ao controlo de individuos saudaveis. Por outro
lado, para o acontecimento b) é necessario realizar o seguinte quociente para que se

obtenha uma regulagao com valor negativo:

Fold change = !
T
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Por outras palavras, quando o valor da regulacao ¢ inferior a 1, temos que dividir
-1 por esse valor, sendo que o resultado obtido € o numero de vezes que a proteina
em causa se encontra diminuida em doenga. Dando um exemplo pratico, se tivermos
um Fold change de 0.5, significa que esta proteina se encontra diminuida 2 vezes na

doencga em relagao ao estado saudavel, anotando-se o valor -2.

2.2.4 Caracterizacao dos individuos da amostra

Os parametros presentes na Tabela 2.5 permitem-nos caracterizar os individuos da
amostra no que concerne a sua faixa etaria, género e habitos sociais, nomeadamente
se esta integra individuos fumadores, ndo fumadores ou ambos. E importante aferir
estes dados pois caracteristicas distintas nos varios grupos podem ser responsaveis

pela modificacao da expressao das proteinas avaliadas.

Tabela 2.5: Cabecgalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos a caracterizagao dos in-
dividuos dadores da amostra.

Age group
Gender

Social Habits

2.2.5 Meétodos de recolha e analise da amostra

As metodologias de recolha, identificagao e analise de proteinas utilizadas em cada
estudo poderao também influenciar os resultados obtidos e a interpretagdo dos mes-

mos, pelo que também estes foram anotados (ver Tabela 2.6).

Tabela 2.6: Cabecalhos da tabela Microsoft Excel 2013 referentes aos métodos de recolha e
analise das amostras.

Methods of Sampling

Methods of Analysis
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2.2.6 Caracterizacao do estudo

Foi registado igualmente o tipo de estudo em analise e o seu NCBI ID (ver Tabela
2.7), ou seja, o codigo do PubMed que é Unico para cada artigo e que permite a sua
identificacdo. Quanto ao tipo de estudo, este pode ser protedmico ou nao-protedémico:
o primeiro tipo envolve a analise em larga escala de todas as proteinas presentes
numa dada amostra, bem como a sua quantificacao; por outro lado, os estudos de
nao-protedmica sao dirigidos, ou seja, os alvos sao previamente selecionados através
da utilizacdo de anticorpos, por exemplo, que se irao ligar seletivamente as proteinas

acerca das quais pretendemos obter informacoes.

Tabela 2.7: Cabecgalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos a caracterizacao dos estudos
analisados.

Type of Study
Citation (NCBI ID)

2.2.7 Outras informacoes

Por fim, foram ainda inseridas informagdes acerca da presenca de modificagoes
pds-traducao nas proteinas identificadas, como por exemplo, glicosilagao, fosforilagcao
ou metilacao, e se estas foram propostas como biomarcadores pelo autor no estudo

em questao (ver Tabela 2.8).

Tabela 2.8: Cabecgalhos da tabela Microsoft Excel 2013 relativos as caracteristicas especiais
das proteinas da PlI.

PTM

Biomarker

2.3 Analise da proveniéncia das amostras

De um modo geral, a saliva tem sido o fluido oral mais utilizado para obter informacao

molecular. Contudo, no estudo da Pl é utilizado mais frequentemente o fluido crevi-
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cular em detrimento da saliva total e em alguns casos a mucosa peri-implantar. Com
o intuito de analisar e comparar a representatividade molecular em cada um destes
tipos de amostra, recorreu-se ao programa Venny® | utilizando os codigos UniProtKB

AC do conjunto de proteinas para cada origem de amostra.

2.4 Caracterizacao funcional

Com vista a compreensao e identificagdo os processos biolégicos, fun¢gdes mole-
culares e vias de sinalizagao nas quais participam as proteinas envolvidas em PI, foi

realizada uma caracterizacao funcional utilizando a ferramenta PANTHER.

2.4.1 PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relation-
ships)

As proteinas previamente catalogadas no SalivaTecDB foram classificadas segundo
ontologias génicas, sendo que para tal, se recorreu a ferramenta online PANTHER
(http://pantherdb.org/). Esta foi projetada para classificar as proteinas (e os seus
genes) a fim de facilitar a analise de alto rendimento, e permite classificar as proteinas

de acordo com:

e Familia e sub-familia: a primeira consiste num grupo de proteinas evolutivamente

relacionadas, sendo que na segunda estas também tém a mesma funcao;

e Funcao molecular: a funcao da propria proteina ou a sua interacao direta com

outras proteinas a um nivel bioquimico (ex: proteina quinase);

e Processo biologico: a funcao da proteina no contexto de uma rede mais com-

plexa de proteinas, que interagem para realizar um processo ao nivel da célula

ou do organismo (ex: mitose);

e Vias de sinalizacao: semelhante ao processo bioldgico, mas este também espe-

cifica as relagdes entre as moléculas que interagem?'-82

Para esta caracterizacao foram inseridos todos os codigos UniProtKB das proteinas
selecionadas no campo “Enter IDs” e selecionada a espécie Homo Sapiens no campo

“Select organisms”, bem como a opc¢ao “Functional classification viewed in pie chart’
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no campo “Select Analysis”, de acordo com a Figura 2.3. De seguida, é escolhido o
tipo de classificacao que pretendemos realizar, segundo fungdes moleculares, proces-

sos bioldgicos ou vias de sinalizagao.

@GWE?’:J&&&?G* PANTHER

Classification Sysiem —

Pigse reTai to our srticse in Nature Protocols for detssed instrichions on how bo wse tnis pege.

Help Tips
Steps: 1 Enter ids and or select file for batch upload. Else enter ids or
=f select file or fist from workspace for comparing to a

Y reference list

205113 W | s2pardte 108 oy.m zance o7 camma

Upload 'Z: Exgiarar., | Nenbum ficheirs salecizrags,
FisTom e

youir warksnece,
seiect Ligt Type:

-~

Figura 2.3: Exemplo ilustrativo da visualizagao do site da Uniprot durante a atribuigao do cdédigo
UniProtKB AC, nome, nome do gene e organismo a uma determinada proteina.

2.5 Comparacao com o OralOma normal — Diferenca

fracional

ApoOs a caracterizacao funcional das proteinas previamente catalogadas, estas fo-
ram comparadas com uma lista de referéncia — o OralOma normal. Este consiste num
conjunto de proteinas identificadas em pacientes saudaveis e foi obtida através do
portal Web OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/). Para a realizacao

desta comparacao foram efetuadas as seguintes etapas:

e Cada lista de proteinas de PI classificada segundo a fungao molecular, processo

biologico e vias de sinalizacao, foi comparada com a lista de referéncia;

e Por calculo de proporcao direta, inferiu-se o valor expectavel para casa uma das
categorias;
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e Recorreu-se aformula DF = (a— )/ para quantificar a diferenga entre os valo-
res observados e os esperados, em que o DF corresponde a diferenca fracional,

a ao valor observado e 3 ao valor esperado;

e Por fim, recorreu-se a um teste binomial descrito por Cho e Campbell, TIGS em
2000% | para determinar se o resultado obtido é estatisticamente significativo.
Este é assim considerado quando p < 0.05, sendo que quanto menor o p-value,

menor sera a probabilidade do resultado ser devido a aleatoriedade.

36



Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Catalogacao das proteinas

3.1.1 Atualizacao do OralOma

A estratégia de pesquisa apresentada na Secgao 2.1, resultou na identificagao de
76 artigos, 43 dos quais tinham dados relevantes para este estudo. Assim sendo, foi
possivel a atualizagao da componente peri-implantite (Pl) da base de dados Saliva-
TecDB, tendo sido anotadas manualmente 58 novas proteinas, juntando-se as 38 ja

existentes, perfazendo um total de 96 proteinas.
OralOma da Peri-implantite

NuUmero de
proteinas
identificadas
anteriormente
40%

Numero de
proteinas
adicionadas
60%

Figura 3.1: Numero de proteinas introduzidas neste trabalho comparativamente com o numero
de proteinas previamente inseridas.

Todas as proteinas catalogadas apresentam dados de quantificacao, inclusive as
ja existentes, tendo sido sujeitas a revisao e adicionados os parametros em falta. Con-
tudo, ndo existe homogeneidade quanto as unidades utilizadas nos diversos estudos,
o que limita a interpretacao e deducgao de conclusdes, ndo sendo possivel avaliar de
forma rigorosa as diferengas entre grupos de individuos que apresentam implantes

saudaveis e com PIl, bem como a legitimidade destas proteinas enquanto possiveis
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biomarcadores.

As proteinas que constituem a base de dados do SalivaTecDB para a Pl sao apre-
sentadas nas Tabelas 3.1-3.6. Os asteriscos representam as proteinas que foram pro-
postas como possiveis biomarcadores pelo respetivo autor e os cédigos UniProtKB
AC que se encontram sublinhados, representam as proteinas que foram acrescenta-

das apés este trabalho de investigagao.

Tabela 3.1: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivaTecDB para a PI, até a
data da presente dissertag&o.

UniProtkKB . - o
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
5.90 Plagnat D et al (2002)%5*
P05186 Alkaline phosphatase Fluido Crevicular
2.84 Malik N et al (2015)10*
P01023 Alpha 2-macroglobulin Fluido Crevicular 8.10 Plagnat D et al (2002)%°
P08246 Neutrophil Elastase Fluido Crevicular 12.80 Plagnat D et al (2002)5%*
1.10 Murata M. et al (2002)48*
P02818 Osteocalcin Fluido Crevicular
1.50 Timer C et al (2008)84
0.17 Murata M et al (2002)48
135.30 Petkovié AB et al (2010)8
95.48 Luo L et al (2011)83
1.52 Zani SR et al (2016)*
Fluido Crevicular 3.05 Wang HL et al (2016)86*
P01584 Interleukin-1 Beta
6.52 Casado PL et al (2013)60*
1.51 Lachmann S et al (2007)87
46.88 Aboyoussef H at al (1998)88*
7.71 Panagakos FS et al (1996)8°
Saliva Total 4 Laine ML et al (2006)%°
0 Kivela-Rajaméaki MJ et al (2003)°"
9.70 Kivela-Rajaméaki M et al (2003)%2
Neutrophil collagenase Fluido Crevicular
P22894 0 Arakawa H et al (2012)93*
(MMP8)
-1.01 Wang HL et al (2016)8¢
Mucosa Borsani E et al (2005)%*
Q13753 Laminin subunit gamma 2 | Fluido Crevicular 4 Kivel&-Rajaméaki MJ et al (2003)°"
P09237 Matrylisin 1 (MMP-7) Fluido Crevicular 11.30 Kivela-Rajamaki M et al (2003)°2
1 Ma J et al (2003)95
P14780  Matrix Metalloproteinase-9 | Fluido Crevicular 10.34 Ozgakir-Tomruk C et al (2012)%
Aboyoussef H at al (1998)88
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Tabela 3.2: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivaTecDB para a PI, até a

data da presente dissertacdo (continuacéo).

UniProtkKB . . .
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
14.447 Liskmann S et al (2004)97*
P05164 Myeloperoxidase Fluido Crevicular
4.33 Malik N et al (2015)10%
2.21 Strbac GD et al (2006)%
2.98 Yamalik N et al (2011)%°
P43235 Cathepsin K Fluido Crevicular
2.32 Rakic M et al (2014)°
4.48 Yamalik N et al (2012)100*
P01583 Interleukin-1 Alpha Saliva Total 0 Laine ML et al (2006)%°
Interleukin-1 receptor Saliva Total i Laine ML et al (2006)%°
P18510
antagonist protein Fluido Crevicular 1.09 Zani SR et al (2016)**
P60022 Beta Defensin-1 Fluido Crevicular 0 Kuula H et al (2008)101
Q9NPA2  Matrix metalloproteinase-25 | Fluido Crevicular 0 Kuula H et al (2008)10!
QINRE1  Matrix metalloproteinase-26 | Fluido Crevicular T Kuula H et al (2008)101
Collagen alpha-1 (Il) chain
P02458 Fluido Crevicular 1.10 Timer C et al (2008)84
(C-telopeptide Pyridinoline)
Mucosa -3.22 Duarte PM et al (2009)102
1.19 Rakic M et al (2013)103+
Tumor necrosis
1.68 Wang HL et al (2016)86
factor receptor
000300 1.19 Rakic M et al (2014)6*
superfamily member Fluido Crevicular
40.08 Arikan F et al (2008)104*
11B (Osteoprotegerin)
-2.14 Arikan F et al (2008)105*
-1.47 Duarte PM et al (2009)'06
Mucosa -2.44 Duarte PM et al (2009)102
P05112 Interleukin-4
Fluido Crevicular Duarte PM et al (2009)106
Mucosa 23.50 Duarte PM et al (2009)102
1.77 Rakic M et al (2013)103*
Tumor Necrosis
1.79 Rakic M et al (2013)6*
factor ligand
014788 1.00 Arikan F et al (2008)1%4
superfamily member Fluido Crevicular
Monov G et al (2006)'07
11 (RANKL)
Arikan F et al (2011)105*
Duarte PM et al (2009)106
P29459 Interleukin-12 Mucosa 7.35 Duarte PM et al (2009)'02
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Tabela 3.3: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivalecDB para a PI, até a

data da presente dissertacdo (continuacéo).

UniProtkB -
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
4.83 Duarte PM et al (2009)102
Mucosa
4.00 Venza | et al (2010)'08*
Tumor factor necrosis 163.00 Petkovié AB et al (2010)8
P01375
(TNF-Alpha) 3.67 Luo L et al (2011)85
Fluido Crevicular
2.48 Duarte PM et al (2009)102+
1.68 Zani SR et al (2016)**
Mucosa 3.50 Duarte PM et al (2009)106
Saliva Total 2.14 Liskmann S et al (2006)109*
Duarte PM et al (2009)106
P22301 Interleukin-10 (IL-10)
-2.17 Casado PL et al (2013)%0*
Fluido Crevicular
1.23 Zani SR et al (2016)**
-5.88 Severino VO et al (2011)110
C-C motif chemokine 3
P10147 (Macrophage inflammatory | Fluido Crevicular 18.35 Petkovi¢ AB et al (2010)'®
protein 1-alpha)
Mucosa 7.60 Venza | et al (2010)708
34.90 Petkovié AB et al (2010)'8
P10145 Interleukin-8 (IL-8)
Fluido Crevicular 5.00 Severino VO et al (2011)110
42.43 Luo L et al (2011)85
Saliva Total 11.10 Liskmann S et al (2006)109*
Mucosa 6.45 Venza | et al (2010)108
P05231 Interleukin-6 2.00 Severino VO et al (2011)'10
Fluido Crevicular 67.30 Luo L et al (2011)8°
1.70 Zani SR et al (2016)*
Q5QEX9 Interleukin-17 Fluido Crevicular 2.50 Severino VO et al (2011)'10
Fluido Crevicular 5.00 Ozgakir-Tomruk C et al (2012)%+*
P24821 Tenascin-C
Mucosa 1.92 Borsani E et al (2005)%4*
Nom-histone chromossomal
P05204 Fluido Crevicular 1 Luo L et al (2011)8°
protein HMG-17
High mobility grou
P09429 d Y 9roup Fluido Crevicular 46.26 Luo L et al (2011)8%

protein B1 (HMG-1)
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Tabela 3.4: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivalecDB para a PI, até a

data da presente dissertacdo (continuacéo).

UniProtkKB -
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
TNF receptor superfamily 2.73 Rakic M et al (2013)103+
Q9YBQ6 Fluido Crevicular
member 11A (RANK) 2.98 Rakic M et al (2014)8
Q9BQB4 Sclerostin Fluido Crevicular 17.97 Rakic M et al (2014)6*
Q8N6P7 Interleukin 22 receptor Mucosa 2.99 Luo Z et al (2013)'1
Q9GZX6 Interleukin 22 Mucosa 5.49 Luo Z et al (2013)'""
QI9NPF7 Interleukin 23 Mucosa 10.99 Luo Z et al (2013)'""
P09038 Fibroblast growth factor 2 Fluido Crevicular 1.17 Zani SR et al (2016)*
P51671 Eotaxin Fluido Crevicular 1.44 Zani SR et al (2016)*
Fms-related tyrosine kinase
P49771 3 ligand (FIt3 ligand) Fluido Crevicular 1.14 Zani SR et al (2016)*
(FIt3L) (SL cytokine)
Granulocyte-macrophage ) . .
P04141 Fluido Crevicular 1.88 Zani SR et al (2016)¢7
colony-stimulating factor
Q7Z7Q8 C-C motif chemokine Fluido Crevicular 1.21 Zani SR et al (2016)*
Interleukin-12 subunit 1.52 Zani SR et al (2016)*
P29460 Fluido Crevicular
beta (IL-12B) Duarte PM et al (2009)106
Mediator of DNA )
Q14676 Fluido Crevicular 1.15 Zani SR et al (2016)*
damage checkpoint protein 1
P35225 Interleukin-13 (IL-13) Fluido Crevicular 1.41 Zani SR et al (2016)*
Cysteine and glycine-rich ) ) )
Q16527 Fluido Crevicular 1.31 Zani SR et al (2016)*
protein 2 (CRP2)
P40933 Interleukin-15 (IL-15) Fluido Crevicular 1.40 Zani SR et al (2016)*
P29965 CD40 ligand Fluido Crevicular 1.31 Zani SR et al (2016)* *
Q16552 Interleukin-17A (IL-17A) Fluido Crevicular 1.85 Zani SR et al (2016)*4 *
P60568 Interleukin-2 (IL-2) Fluido Crevicular 1.70 Zani SR et al (2016)* *
1.07 Zani SR et al (2016)* *
Vascular endothelial Fluido Crevicular
P15692 2,18 Wang HL et al (2016)86*
growth factor A (VEGF-A)
Mucosa 1.21 Bullon P et al (2004)112
Metalloproteinase .
P16035 Fluido Crevicular 1.78 Wang HL et al (2016)86 *

inhibitor 2 (TIMP-2)
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Tabela 3.5: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivaTecDB para a PI, até a
data da presente dissertacdo (continuacéo).

UniProtKB
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
C-C motif chemokine 2
P13500 Mucosa 3.93 Venza | et al (2010)108
(MCP-1)
C-X-C chemokine
P25024 receptor type 1 (CXCR-1) Mucosa Venza | et al (2010)108

(IL-8 receptor type 1)

C-C chemokine
P32246 Mucosa Venza | et al (2010)108

receptor type 1 (CCR-1)

C-C chemokine
P41597 Mucosa 3.08 Venza | et al (2010)108

receptor type (CCR-2)

C-C chemokine
P51677 Mucosa Venza | et al (2010)108

receptor type 3 (CCR3)

C-C chemokine
P51679 Mucosa 3.40 Venza | et al (2010)108

receptor type 4 (CCR-4)

C-C chemokine
P51681 Mucosa 3.38 Venza | et al (2010)108 *

receptor type 5 (CCR-5)

C-X-C chemokine
P25025 Mucosa Venza | et al (2010)108

receptor type 2 (CXCR-2)

C-X-C chemokine
P49682 Mucosa 3.47 Venza | et al (2010)708 *

receptor type 3 (CXCR-3)

Plasminogen activator
P05120 Fluido Crevicular -4.76 Lachmann S et al (2007)8”

inhibitor 2 (PAI-2)

Heat shock protein )
P04792 Mucosa 1 Borsani E et al (2007)'13 *

beta-1 (HspB1)

60 kDa heat shock protein, :
P10809 Mucosa 0 Borsani E et al (2007)13 *

mitochondrial (HSP-60)

Heme oxygenase 1 .
P09601 Mucosa ) Borsani E et al (2007)'13

(HSP 32)

Collagen alpha-1(I) chain :
P02452 Mucosa Borsani E et al (2005)%4

(Alpha-1 type | collagen)

P02461 Collagen alpha-1(lll) chain Mucosa Borsani E et al (2005)%*
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Tabela 3.6: Total de proteinas identificadas na base de dados SalivaTecDB para a PI, até a
data da presente dissertacdo (continuacéo).

UniProtkKB . . o
Nome Origem Regulagao Referéncia
AC
P02462 Collagen alpha-1(1V) chain Mucosa Borsani E et al (2005)%*
P20908 Collagen alpha-1(V) chain Mucosa 3.64 Borsani E et al (2005)%4 *
Interstitial collagenase .
P03956 Mucosa Borsani E et al (2005)%*
(MMP-1)
P08254 Stromelysin-1 (MMP-3) Mucosa Borsani E et al (2005)%*
P45452 Collagenase 3 (MMP-13) Mucosa 14.00 Borsani E et al (2005)%* *
Metalloproteinase inhibitor 1
P01033 Mucosa Borsani E et al (2005)%*
(TIMP-1)
B-lymphocyte antigen
P11836 ymphocy g Mucosa 7.31 Bullon P et al (2004)'12

CD20

T-cell surface glycoprotein
P09693 Mucosa 12.36 Bullon P et al (2004)'12

CD3 gamma chain

T-cell surface glycoprotein

P06126 Mucosa Bullon P et al (2004)'12
CD1a
E3 ubiquitin-protein ligase
Q86YT6 Mucosa 1.80 Bullon P et al (2004)'12
MIB1

Hematopoietic progenitor
P28906 Mucosa 1.83 Bullon P et al (2004)'12

cell antigen CD34

P00451 Coagulation factor VIII Mucosa 1.63 Bullon P et al (2004)'12

P10415 Apoptosis regulator Bcl-2 Mucosa Bullon P et al (2004)'12

Cellular tumor antigen p53
P04637 Mucosa Bullon P et al (2004)'12

(Tumor suppressor p53)

P08236 Beta-glucuronidase Fluido Crevicular Schubert U et al (2001)'14 *
72 kDa type IV collagenase .
P08253 Fluido Crevicular Aboyoussef H et al (1998)88
(MMP-2)

3.1.2 Origem das proteinas identificadas

No conjunto das 96 proteinas identificadas em PI, 46 foram identificadas em fluido
crevicular, 43 em gengiva e 15 em saliva total. Verificou-se que 32 das proteinas
identificadas sao exclusivas do fluido crevicular, 33 da gengiva e apenas 4 da saliva
total. Apurou-se ainda que o fluido crevicular apresenta 6 proteinas em comum com a

saliva total, 5 com a gengiva e ainda existem 5 identificadas nas trés proveniéncias.
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Crevicular Fluid

32
(37.6%)
6
(71%) ‘B
(5.9%)
4 0 33
4.7%) (0%) (38.8%)
Whole Saliva Mucosa

Figura 3.2: Diagrama de Venn obtido pelo programa Venny, representando a proveniéncia das
proteinas catalogadas.

Tendo em conta estes resultados, verificamos que o fluido crevicular e a gengiva
apresentaram um maior nimero de proteinas relacionadas com a PIl, em detrimento
da saliva total. Contudo, iremos debrugar-nos essencialmente sobre os resultados ob-
tidos para o fluido crevicular e saliva total, pelo facto de permitirem uma metodologia
de recolha simples e nao-invasiva, contrariamente as amostras de gengiva que reque-
rem necessariamente a realizagao de uma biépsia. As proteinas com origem no fluido
crevicular assumem particular importancia, uma vez que este parece constituir um
meio fidedigno para a detecao precoce de alteragcoes que possam indiciar a instalacao

da doenca, pois apresenta uma boa relagio especificidade-sitio das amostras* .

3.1.3 Relacao com os estados de saude e doenca

No conjunto das 96 proteinas identificadas em PI, nenhuma destas se revelou ex-
clusiva desta patologia, estando também presentes no estado saudavel, podendo es-
tar sobre ou sub-reguladas.

Através da andlise das Tabelas 3.1-3.6, é possivel reter que algumas proteinas fo-
ram identificadas em diferentes estudos, tal como é o caso de: Alkaline phosphatase,
Osteocalcin, Interleukin-1 Beta, Neutrophil collagenase (MMP8), Matrix Metallopro-
teinase-9, Myeloperoxidase, Cathepsin K, Interleukin-1 receptor antagonist protein,

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B (Osteoprotegerin - OPG),
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Interleukin-4, Tumor Necrosis factor ligand superfamily member 11 (RANKL), Tumor
factor necrosis (TNF-«), Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-6, Te-
nascin-C, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11A (RANK) e vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A). O facto de estas moléculas terem sido iden-
tificadas em varios estudos, podera demonstrar uma maior evidéncia da relacao de
alteracoes destas com a PI.

Com base na quantificacao obtida pelos estudos experimentais que identificaram
as proteinas referidas em PI, foi calculada a regulacao (Fold change). Este valor
permite-nos quantificar a variacao de cada proteina na doenga em relagao ao controlo
saudavel, facilitando deste modo a interpretacao das alteragdes moleculares evidenci-
adas entre os dois estados. Para melhor entendimento destes resultados irdo ser abor-
dadas individualmente as proteinas com alteracdes na regulacao que consideramos

relevante na etiologia da PI:

e Myeloperoxidase (MPO): esta proteina apresentou regulacao positiva, ou seja,
a sua quantificagao estava aumentada em Pl (14.4 e 4.3). Trata-se de uma he-
moproteina, que ao reagir com o peroxido de hidrogénio origina a sua conversao
em radicais livres e substancias oxidantes com atividade bactericida. O aumento
desta proteina em Pl é coerente com o facto de esta patologia ser de natureza
infeciosa, induzindo assim a resposta inflamatdria primaria, através do destaca-
mento de neutréfilos polimorfonucleares e consequente produgao de MPQ61.62.97
. Adicionalmente, o aumento da atividade da MPO em tecidos acometidos por
periodontite e o0 seu decréscimo apds tratamento, sdo argumentos que suportam

o papel desta proteina nas doencas de cariz periodontal'® .

o Alkaline Phosphatase (ALP): esta glicoproteina, como ja referido anteriormente,
tem sido associada ao metabolismo 6sseo, sendo libertada por leucécitos poli-
morfonucleares, osteoblastos e fibroblastos. Assim sendo, e em concordancia
com os fendmenos que sabemos ocorrerem em Pl, a sobre-regulacao desta en-

zima (5.9 e 2.84) € um bom indicador de doenga peri-implantar'®5°

¢ Neutrophil Elastase (ELANE): na bibliografia analisada, a elastase aparece au-
mentada em Pl cerca de 13 vezes em relagcao a implantes saudaveis, o que

coaduna com o facto de esta estar fortemente associada a eventos de lesao
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tecidual®® .

Citocinas Pro-inflamatorias: citocinas pro-inflamatoérias, como é o caso da
Interleukin-1, tém sido encontradas significativamente alteradas em PI%° . Esta
citocina foi identificada em diversos estudos, em fluido crevicular e saliva total,
sendo que em todos, de forma mais ou menos evidente, esta se encontrava
sobre-regulada (135.3, 95.48, 6.52, 46.88 e 7.71). Curtis et al''® demonstra-
ram que a quantificagcao da IL-15 pode ser um importante complemento aos
dados clinicos no estabelecimento do diagndstico de PI'® . Também a citocina
inflamato6ria Tumor necrosis factor (TNF-«) induz varios eventos associados a
inflamagao, destruicio tecidual, reabsorgio 6ssea e produgio de MMP e PGE21®
, tendo-se apresentado sobre-regulada em todos os artigos analisados (163,
4.83, 4, 3.67). Os dados na literatura sugerem uma correlacao linear entre
os niveis de TNF e o grau de inflamagéo em torno dos implantes'® . Similar-
mente, outras interleucinas pro-inflamatorias revelaram-se aumentadas em PlI.
Sao exemplos disso a Interleukin-12 (7.35), Interleukin-8 (7.6; 34.9; 5 e 42.43)
e Interleukin-6 (11.1; 6.45 e 67.3).

Citocinas Anti-inflamatérias: um estudo mostrou que os niveis de Interleukin-
10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria, se reduz com a transi¢cao do estado
saudavel para mucosite e desta para Pl (-5.88)'"° . De acordo com Casado
et al®® | os niveis de IL-10 tendem a reduzir com a progressdo da Pl e apro-
fundamento das bolsas (-2.17). Por outro lado, outros relatos ndo mostraram
diferencas nos niveis de IL-10 entre os grupos (1.23)'"° | ou mesmo reportam
niveis mais elevados de IL-10 na peri-implantite em comparagao com locais com
mucosite (3.5)'%° . De forma anéaloga, também a interleucina anti-inflamatdria

(IL-4) se encontrou sub-regulada (-2.44).

Metaloproteinases (MMPs): um vasto nimero de publicacdes tem demons-
trado que a atividade e a expressao de metaloproteinases de matriz estao sig-
nificativamente aumentadas no tecido gengival afetado pela Pl. No estudo rea-
lizado por Kiveld-Rajamaki M. et al®? , o autor relatou uma sobre-regulagao das
MMP7 e MMP8 de 11.3 e 9.7, respetivamente e Ozcakir-Tomruk C. et al® do-

cumentou uma sobre-regulagcado de 10.34 para a Pl. Estes valores elevados de
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MMP apresentaram um decréscimo para niveis proximos dos detetados em lo-
cais saudaveis, em pacientes apés tratamento periodontal. Com base nestes
dados biogquimicos e imunoldgicos, os fluidos orais tém sido alvo de uma ex-
tensa investigacao sobre a utilizacdo de metaloproteinases de matriz e seus re-
guladores como potenciais candidatos em testes para monitorizagcao de doencas

periodontais e peri-implantares® .

o Triade RANK/RANKL/OPG: a interagdo RANK/RANKL mostrou ser necessaria
para a ativagao dos osteoclastos, sendo a OPG responsavel pela inibicao desta
interacao. De acordo com o levantamento de dados realizado, o RANK apresentou-
se sobre-regulado em Pl (2.73 e 2.98), assim como o RANKL (23.5 e 1.79). De
forma inversa, a OPG revelou-se diminuida em alguns estudos (-3.22, -2.14 e
-1.47), tendo ainda evidenciado uma sobre-regulacdao de 40.08 num dos estu-
dos analisados. A luz destes dados, podemos facilmente depreender que um
aumento dos valores de RANK e RANKL, e uma diminuicao de OPG, se tra-
duza num aumento da producao de osteoclastos, conduzindo desta forma a
reabsorcao de tecido 6sseo, processo patologico verificado na Pl. Posto isto,
uma diminuicao dos valores de OPG (sub-regulacido) pode ser indicativo de

doenga, tal como verificado em diversos estudos analisados'0210%.106

e Cathepsin K: esta como ja referido, é a Unica cisteina-protease lisossémica
com capacidade para degradar a matriz 6ssea incluindo colagénio tipo 1, oste-
opontina e osteonectina sob pH acido. Assim sendo, a sobre-regulacao desta
enzima, verificada em diversos estudos (2.21, 2.98, 2.32 e 4.48)5%-100 ¢ consi-
derada um marcador altamente especifico de reabsorcao 6ssea ativa e atividade

osteoclastica® .

e Sclerostin: esta proteina foi identificada no estudo de Rakic M. et al (2014)¢ com
a sua regulacao aumentada (17.97). A sclerostin € produzida por citocinas pro-
inflamatdrias e regula negativamente a formagao éssea contudo, a sua produgao
foi também relacionada com a aplicagcao de carga excessiva, pelo que pode ser
utilizado como um indicador de PI, ndo s6 pela presenca de inflamagao cronica,

mas também devido a presenca de forgas biomecénicas inadequadas® .

e Interleukin-10 (IL-10): Um estudo mostrou que os niveis de IL-10, uma citocina
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anti-inflamatéria, se reduz com a transicdo do estado saudavel para mucosite
e desta para PI (-5.88)'"° . De acordo com Casado et al®® , os niveis de IL-10
tendem a reduzir com a progressao da Pl e aprofundamento das bolsas (-2.17).
Por outro lado, outros relatos nao mostraram diferengas nos niveis de IL-10 entre
os grupos (1.23),'° ou mesmo reportam niveis mais elevados de IL-10 na Pl em

comparagao com locais com mucosite (3.5)1%9 .

Foi verificada ainda a sobre-regulagao de outras proteinas, como € o caso da Alpha
2-macroglobulin (8.1), Interleukin-12 (7.35), Macrophage inflammatory protein 1-alpha
(18.35), Tenascin-C (5), High mobility group protein B1 (46.26), vascular endothe-
lial growth factor A (2.18), MCP-1 (3.93), CCR-2 (3.08), CCR-4 (3.4), CCR-5 (3.38),
CXCR-3 (3.47), Collagen alpha-1(V) chain (3.64), Collagenase 3 (14), B-lymphocyte
antigen CD20 (7.31) e T-cell surface glycoprotein CD3 gamma chain (12.36) e a sub-
regulagdo do Plasminogen activator inhibitor 2 (-4.76). Assim sendo, sS40 necessarios
mais estudos no sentido de esclarecer o papel destas moléculas no mecanismo fisio-

patolégico da PlI.

3.1.4 Caracterizacao dos individuos da amostra

Foram anotados dados relativamente a faixa etaria, género e habitos sociais, por
forma a caracterizar os individuos incluidos na amostra de estudo. E importante ter em
conta estas informagdes na interpretacao de resultados de protedmica, pois podem
contribuir para a sub ou sobre-expressao de proteinas.

No que concerne a analise da faixa etaria obteve-se um intervalo compreendido
entre os 18 e os 93 anos de idade. E necessario ter em conta os efeitos do en-
velhecimento, pois durante este ocorre uma acumulagao de alteragbes genomicas,
que interferem na realizagao dos processos biolégicos, no metabolismo, e todas es-
tas alteracdes se vao refletir na composicao salivar e do fluido crevicular, pelo que
€ possivel que haja alteracdes na expressao de algumas proteinas. Adicionalmente,
com a idade as pessoas vao acumulando mediadores da inflamagao, que é um pro-
cesso chave no desenvolvimento da Pl. Deste modo, o aumento das moléculas in-
flamatérias pode nao estar relacionado com o desenvolvimento da PIl, mas sim com

fatores relacionados com o envelhecimento.
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Relativamente a analise dos géneros, temos que todos os estudos analisados in-
cluiram na sua amostra individuos de ambos 0s géneros, sendo que uns nao ve-
rificaram diferengcas entre os grupos e outros nao chegaram sequer a fazer essa
comparagao'® .

No ambito dos estudos analisados, o tabagismo foi o Unico habito social anali-
sado, sendo que todos os outros constituiram fatores de exclusao. O tabagismo tem
sido associado a uma maior expressao do recetor de produtos finais da glicosilacao
avangada nos tecidos peri-implantares’'” 118 | Os resultados experimentais de Katz
et al''” demonstram uma expressdo aumentada destes recetores nas células epiteli-
ais gengivais de fumadores, em comparagao com nao-fumadores, que se pensa que
seja causado pela nornicotina, um metabolito da nicotina. Isto estimula a secrecao
de citocinas e espécies reativas de oxigénio, que conduzem a um aumento da perda
dssea alveolar'" . Além disso, existe um efeito sinérgico entre o tabagismo e o poli-
morfismo do gene da Interleucina-1, que resulta num maior risco de PI''® . Posto isto,
a existéncia de um habito social como o tabagismo é passivel de alterar a expressao

de determinadas proteinas'?° .

3.1.5 Métodos de recolha e analise da amostra

Em todos os artigos analisados foram realizados estudos de nao-protedmica ou
seja, estudos dirigidos, pois até agora, que seja do nosso conhecimento, ainda nao
existem estudos de protedmica em PI. Estes estudos dirigidos, por norma, procuram
identificar um namero reduzido de proteinas, cuja evidéncia da sua possivel implicacao
na doenca ja tenha sido relatada. A anotagao dos métodos quer de recolha quer de
andlise das amostras é também relevante, pois a diversidade de técnicas utilizadas

pode influenciar a quantificacao de proteinas, limitando a comparacao entre estudos.
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3.2 Caracterizacao funcional

3.2.1 Caracterizacao funcional das proteinas humanas envolvidas
em peri-implantite

Com o intuito de realizar a caracterizagao funcional das proteinas envolvidas em

Pl, previamente anotadas manualmente na base de dados SalivaTecDB, recorreu-se a

ferramenta bioinformatica PANTHER. No sentido de esclarecer o papel e a importancia

funcional destas, as mesmas foram agrupadas nas ontologias Molecular Function, Bi-

ological Process e Pathway, tendo sido gerados resultados para as proteinas com ori-

gem em fluido crevicular e saliva total, consideradas as proveniéncias mais relevantes

para este trabalho.

Funcoes Moleculares

A analise para a ontologia Molecular Function, revelou que nesta participam 46

proteinas com origem no fluido crevicular e 15 com origem na saliva total.

Molecular Function

antioxidant activity
2.2%

catalytic activity
19.6%

signal transducer activity
4.3%

structural molecule activity
2.2%

receptor activity  [NINEGE 6.7%
13.0%

binding | 46.7%
39.1%

M Saliva Total Fluido Crevicular

Figura 3.3: Grafico representativo da distribuicao de proteinas com origem no fluido crevicular,
obtido pelo PANTHER, para a ontologia 'Molecular Function’.

Como € possivel verificar no Grafico 3.3, as fun¢des moleculares que apresentam
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mais proteinas envolvidas com origem no fluido crevicular correspondem a binding e
catalytic activity, com 18 e 9 proteinas, respetivamente. Por outra, aquelas recolhidas
na saliva total representam apenas dois processos, sendo eles binding e receptor

activity, com 7 e 1 proteinas, respetivamente.

Processos Biologicos

Biological Process
I 20.0%

immune system process

23.9%
metabolic process B 6.7% 17.4%

locomotion I g;;/;’

biological adhesion 4.3%
multicellular organismal process I 6'72/?7%
developmental process M—6.7% 28.3%

response to stimulus _283% 40.0%
biological regulation _196% 2617%

localization I 6'72/?7%

celllar process  IEG———— 0.0%
cellular component organization or biogenesis 2200,
H Saliva Total Fluido Crevicular

Figura 3.4: Grafico representativo da distribuicao de proteinas com origem no fluido crevicular,
obtido pelo PANTHER, para a ontologia 'Biological Process’.

Por forma a catalogar as proteinas com origem no fluido crevicular, de acordo
com a ontologia Biological Process recorreu-se igualmente a ferramenta PANTHER.
Da mesma forma, nesta participam 46 proteinas com origem no fluido crevicular e 15
com origem na saliva total. Tal como se pode verificar no Grafico 3.4, para as proteinas
com origem no fluido crevicular, celular process € o processo bioldgico que apresenta
um maior numero de proteinas envolvidas, nomeadamente 20, o que se prende pro-
vavelmente com o facto de esta ontologia ser bastante abrangente e redundante. A

seguir a esta, encontram-se 0s processos response to stimulus e developmental pro-
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cess, ambos com 13 proteinas e imune system process com 11. Este Gltimo mereceu
particular atencao devido a sua potencial relagdo com PI, pelo que se avaliou a sua
sub-divisao. Posto isto, concluimos que as 11 proteinas envolvidas na ontologia im-
mune system process pertencem, na sua sub-divisao, a immune response, CoOmo se
atenta no Grafico 3.5.

Por forma a sermos ainda mais especificos, criamos uma nova sub-divisao, na qual
se apresentaram as fungdes complement activation e response to interferon-gamma,
as quais compreendem um total de 9 proteinas envolvidas, correspondendo a 33.3%

e 66.7%, respetivamente, tal como se pode observar no Grafico 3.6.

Biological Process - Imnmune System Process

Immune
Response
100%

Figura 3.5: Grafico representativo da distribuigao de proteinas com origem no fluido crevicular,
obtido pelo PANTHER, anotadas no nivel 1 da ontologia 'Biological Process’ na fungao Immune
System Process.

Biological Process - Inmune System Process
- Immune Response

complement
activation
33%

response to
interfecon
gamma
67%

Figura 3.6: Grafico representativo da distribuicao de proteinas com origem no fluido crevicular,
obtido pelo PANTHER, anotadas no nivel 2 da ontologia 'Biological Process’ na fungao Immune
Response.

Tendo em conta que o processo response to stimulus é bastante abrangente e
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genérico, foi realizada igualmente a sua sub-divisao para melhor entendimento da sua

relagdo com PI (ver Gréfico 3.7) .

immune response -33%

cellular defense response - 11%
response to endogenous stimulus - 4%
response to stress - 26%

response to external stimulus - 11%

behavior - 4%

Figura 3.7: Grafico representativo da distribuicao de proteinas com origem no fluido crevicu-
lar, obtido pelo PANTHER, anotadas no nivel 1 da ontologia 'Biological Process’ na fungdo
Response to stimulus.

Da andlise do Grafico 3.6, observa-se que a maior parte das proteinas presen-
tes em response to stimulus estao também envolvidas em immune response. Desta
forma, estao representados os mesmos mecanismos de imune system process. Para
além disso, estao igualmente presentes moléculas relacionadas com response to stress.
A relacao do stress oxidativo com a doenca periodontal € ja bem conhecida, tendo
ja varios estudos demonstrado seu papel na patogénese desta'® . A detecdo de
espécies reativas de oxigénio e produtos de oxidagao no fluido crevicular, bem como
o desequilibrio da atividade oxidante/antioxidante nas bolsas periodontais sugerem o
papel determinante das primeiras no processo de destruicao de tecido periodontal.
Liskmann S. et al'% verificaram inclusive que o status antioxidante total da saliva, bem
como a concentracao de acido Urico e ascorbato, que sao os principais antioxidantes
salivares, estao significativamente reduzidos em pacientes com doenca peri-implantar.
Embora o papel do stress oxidativo tenha sido ja amplamente estudado em periodon-
tite, existe uma lacuna de informagdes no que concerne ao papel deste na doenga
peri-implantar, sendo necessarios mais estudos neste sentido'?? .

Por outro lado, relativamente as proteinas com origem na saliva total, como se
atenta no Grafico 3.6, os processos biolégicos que apresentam um maior nimero de
proteinas envolvidas sao response to stimulus e cellular process, ambos com um to-
tal de 6 proteinas, seguidos de biological regulation, com 4 proteinas envolvidas. Em
termos comparativos, podemos dizer que, com base nos resultados obtidos, na saliva

estao mais representados 0s processos response to stimulus e biological regulation,
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enquanto no fluido crevicular estao mais representados metabolic process e develop-

ment process.

Vias de Sinalizacao

Por fim, foi realizada a caracterizacao funcional para a ontologia pathways, mais
uma vez com recurso a ferramenta PANTHER, para as proteinas envolvidas em Pl e
recolhidas quer em fluido crevicular quer em saliva total, na qual participam 46 e 15

proteinas, respetivamente. Os resultados sao apresentados no Grafico 3.8.

Pathways

Interferon-gamma signaling pathway I 6.7%

. 6.7%

CCKR signaling map 8.7%

FGF signaling pathway 2.2%
Plasminogen activating cascade 6.5%

VEGF signaling pathway 229,

Whnt signaling pathway _4 ??"/S%

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling GGG 46.7%
pathway 19.6%

p53 pathway 2.2%

Alzheimer disease-presenilin pathway 10.9%

Integrin signalling pathway 4.3%
Angiogenesis 4.3%
. 6.7%

Apoptosis signaling pathway 229

I mmmmm——————=  60.0%%

Interleukin signaling pathway 17.4%

Blood coagulation 4.3%

H Saliva Total Fluido Crevicular

Figura 3.8: Grafico representativo da distribuicao de proteinas com origem no fluido crevicular,
obtido pelo PANTHER, para a ontologia ‘Pathways’.

Devido ao elevado numero de pathways apresentadas, foram incluidos apenas
neste trabalho aqueles que eram comuns para a PI. As vias de sinalizacao que apre-
sentaram um maior numero de proteinas envolvidas para o fluido crevicular sao In-
flammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway, Interleukin sig-
naling pathway e Alzheimer disease-presenilin pathway, com 9, 8 e 5 proteinas, res-
petivamente. No que concerne a saliva total, temos que existe um maior nimero de

proteinas envolvidas nas vias de sinalizagao Interleukin signaling pathway e Inflam-

54



mation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway, com 9 e 7 proteinas,
respetivamente. Nas restantes encontra-se envolvida apenas uma proteina.

Desta analise, podemos constatar uma vez mais a grande importancia da resposta
imune no desenvolvimento da Pl uma vez a grande maioria dos pathways identificados
representa esta resposta. Podemos ainda ver que a saliva € um bom fluido para
identificar alteracbes em mecanismos moleculares da Pl que envolvam quimiocinas
e interleucinas uma vez que este fluido apresenta elevada percentagem de proteinas
envolvidas nos pathways (Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling

pathway e Interleukin signaling pathway).

3.3 Comparacao com o OralOma normal

A comparacao das proteinas identificadas em Pl com as proteinas identificadas em
pessoas saudaveis (OralOma normal) permite avaliar quais os mecanismos molecula-

res mais alterados em PI.

3.3.1 Funcoes moleculares das proteinas envolvidas em peri-im-

plantite

No Gréfico 3.9 é apresentada a diferenca fraccional entre as proteinas identificadas
em Pl e no OralOma normal, para a ontologia Molecular Function. No fluido crevicular,
a unica funcao molecular que apresenta diferenca estatisticamente significativa (p =
0.006) entre doenca e individuos saudaveis € receptor activity. Por outro lado, para
as proteinas com origem na saliva total, nenhuma das fungdes moleculares obtidas,
nomeadamente binding e receptor activity, apresentaram uma diferenca estatistica-

mente significativa entre a doenca e o estado saudavel.

Receptor activity

A funcao molecular receptor activity é definida como a combinagdo com um men-
sageiro extra ou intra-celular, para iniciar uma mudanca na atividade da célula. Neste
grupo encontram-se as seguintes proteinas: Tumor factor necrosis (TNF-«), CD40 li-
gand, Laminin subunit gamma 2, Tumor necrosis factor receptor superfamily member

11B (Osteoprotegerin), Tumor Necrosis factor ligand superfamily member 11 (RANKL)
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e Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11A (RANK). E possivel veri-
ficar que este conjunto possui elementos envolvidos na resposta inflamatéria e em

processos de remodelagao dssea, anteriormente descritos e relacionados com PI.

Molecular Function

antioxidant activity
catalytic activity
signal transducer activity

structural molecule activity

receptor activity | *
binding |
-1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 400 5.0

m Saliva Total Fluido Crevicular

Figura 3.9: Distribuicdo das proteinas com origem em fluido crevicular e saliva total de pa-
cientes com PI, segundo as fungbes moleculares em que intervém, através da ferramenta
PANTHER. A fungcdo molecular que apresenta alteracdo estatisticamente significativa em
relagcao ao OralOma normal encontram-se assinaladas com asterisco.

3.3.2 Procesos biolégicos das proteinas envolvidas em peri-im-

plantite

No Grafico 3.10 é apresentada a diferenca fracional entre as proteinas identifica-
das em Pl e no OralOma normal. Para o fluido crevicular, o nimero de proteinas
envolvidas nos processos biolégicos response to stimulus (p = 0.00035), develop-
mental process (p = 8.36x10-5), locomotion (p = 0.004) e immune system process
(p = 0.002), encontram-se significativamente aumentados em PI, quando comparados
com o OralOma normal. Ja para a saliva total, o Unico processo bioldgico que apre-
senta significancia estatistica é response to stimulus (p = 0.0039). Todos estes se

encontram assinalados com um asterisco no Grafico 3.10.
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Figura 3.10: Distribuicao das proteinas com origem em fluido crevicular e saliva total de pa-
cientes com PI, segundo os processos biolégicos em que intervém, através da ferramenta
PANTHER. Os processos bioldgicos que apresentam alteragdes estatisticamente significati-
vas em relacdo ao OralOma normal estao assinaladas com asterisco.

Response to stimulus

No que concerne ao processo bioldgico response to stimulus, este é definido como
qualquer processo que resulte numa mudanca de estado ou atividade de uma célula
ou de um organismo (em termos de movimento, secrecao, producao de enzimas, ex-
pressao geénica, etc.) como resultado de um estimulo. O processo comega com a
detecao do estimulo e termina com uma mudanca de estado ou atividade ou a célula
ou organismo.

Neste estdao presentes as seguintes proteinas: Tumor factor necrosis (TNF-«),
CD40 ligand, Eotaxin, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B (Oste-
oprotegerin), Tumor Necrosis factor ligand superfamily member 11 (RANKL) e Tumor
necrosis factor receptor superfamily member 11A (RANK), Interleukin-1 Beta (IL-175),
Interleukin-1 receptor antagonist protein (IL1RN), Macrophage inflammatory protein
1-alpha (CCL3 ou MIP1A), Interleukin-8 (CXCL8), Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (CSF2), vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) e Metallo-
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proteinase inhibitor 2 (TIMP2). Ja para a saliva total, as proteinas integrantes neste
processo sao: TNF-«, Interleukin-1 alpha (IL1A), Interleukin-1 receptor antagonist pro-
tein (IL1RN), Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (CSF2), Interleukin-1
Beta (IL-17) e Interleukin-8 (CXCL8). Ao analisar estes dados verificamos que neste
leque de proteinas existem algumas citocinas e quimiocinas responsaveis por desen-
cadear e perpetuar o processo inflamatério, proteinas ligadas a remodelacao éssea
(RANK/RANKL/OPG) e também a angiogénese - processo necessario na inflamacao
cronica - como € o caso do VEGF-A. Por outro lado, verificamos também a presenga
de antagonistas destes processos, como € o caso da IL1RN e do TIMP2, que pode-
mos interpretar como a resposta do hospedeiro na tentativa de combater a doenga

instalada.

Developmental process

Developmental process consiste num processo biolégico cujo resultado especifico
€ a progressao de uma unidade de vida integrada: uma estrutura anatémica (que
pode ser uma estrutura sub-celular, célula, tecido ou érgao) ou organismo ao longo do
tempo, desde uma condicao inicial até uma condi¢ao posterior.

Neste intervém as seguintes proteinas: TNF-«, Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (CSF2), Alkaline phosphatase (ALPL), Osteocalcin, Fibroblast growth
factor 2 (FGF2), CD40 ligand, RANK, RANKL, Osteoprotegerin, tenascin, VEGF-A
e Laminin subunit gamma 2. Mais uma vez, verificamos uma forte presenca das
moléculas RANK, RANKL e OPG, intervenientes do metabolismo 6sseo. Tal como pre-
viamente referido na Seccao 3.1.3, temos que a interacao RANK/RANKL é necessaria
para ativacao dos osteoclastos, sendo que a OPG é responsavel pela inibicao desta. O
equilibrio entre estas proteinas traduz-se na manutenc¢ao dos niveis de 0sso alveolar,
sendo que a desmineralizagao e reabsorcao por parte dos osteoclastos e deposicao
de novo osso por parte dos osteoblastos se efetua de forma equivalente, mantendo
assim a massa 0ssea apropriada para o stress exercido sobre esta. Acontece que,
de acordo com o levantamento de dados realizado, 0 RANK e RANKL revelaram-se
aumentados em PI, sendo que de forma inversa, a OPG se encontrava diminuida em
alguns estudos'92:19%.106  Agsim sendo, a producgdo de osteoclastos efetuar-se-a em

niveis superiores ao normal, pelo que o ciclo de remodelagao dssea se ira realizar no
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sentido da sua reabsorcao, o que € consistente com o processo patolégico existente

na PlI.

Locomotion

O processo bioldgico locomotion é definido como qualquer processo que ative ou
aumente a frequéncia, a taxa ou a extensao de uma célula ou organismo. Posto isto,
€ l6gico perceber as proteinas que neste integram, como se segue: Interleukin-8, Ma-
crophage inflammatory protein 1-alpha e eotaxin. A Interleukin-8 € uma quimiocina
que esta associada ao estagio inicial da Pl, pois desempenha um papel fundamen-
tal no inicio do processo inflamatorio, através do recrutamento seletivo e ativacao de
neutrofilos e do seu encaminhamento para o sulco gengival. O mesmo acontece com
a MIP1A, que estimula a migracao seletiva de mondécitos e linfocitos para locais de
inflamacado. Por seu lado, a eotaxin atua através do recetor de quimiocinas CC3, e
possui um papel quimiotatico para diferentes células imunes, como € o caso de eo-
sindfiols, basofilos, células mieloides e linfocitos Th-2123 | Apesar de ainda n&o ter sido
estabelecido o seu papel em PI, foram encontrados niveis séricos superiores desta
proteina em pacientes com periodontite'®? | pelo que podera ser um alvo interessante

a explorar em estudos futuros.

Immune system process

Immune system process diz respeito a qualquer processo envolvido no desenvolvi-
mento ou funcionamento do sistema imunoldgico, constituindo um sistema do proprio
organismo com vista a dar respostas calibradas a potenciais ameacas internas ou
invasivas. Assim sendo, neste intervém as seguintes proteinas: TNF-a, CD40 Ii-
gand, Eotaxin, CCL3, Osteoprotegerin, RANKL, RANK, Interleukin-8, Myeloperoxidase
(MPO), Cysteine and glycine-rich protein 2 (CSRP2) e Alpha 2-Macroglobulin (A2M).
Como se pode verificar pela analise do Grafico 3.10, este leque de proteinas repre-
senta a resposta imunolégica do organismo, bem como a reacao de defesa do mesmo

em resposta a agressao bacteriana.
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3.3.3 Vias de sinalizacao das proteinas envolvidas em peri-implan-

tite, com origem no fluido crevicular

No Grafico 3.11 é apresentada a diferenca fracional entre as proteinas identifica-
das em Pl e no OralOma normal. No que concerne ao fluido crevicular, o nimero
de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacao Interleukin signaling pathway(p =
9.7x10-9), Angiogenesis (p = 0.005), Alzheimer disease-presenilin pathway (p =
0.00066), Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway
(p = 6.8x10-5), Plasminogen activating cascade (p = 0.0085) e CCKR signaling
map (p = 0.005), destacados no Grafico 3.11 com um asterisco, encontram-se sig-
nificativamente aumentados em PIl, comparativamente com o OralOma normal. Por
outro lado, respeitante aos resultados para a saliva total, temos que o numero de
proteinas envolvidas nas vias de sinalizagao Inflammation mediated by chemokine
and cytokine signaling pathway (p = 1.04x10-6), Interleukin signaling pathway (p
= 3.75x10-14) e Interferon-gamma signaling pathway (p = 0.03), também assinala-
dos com asterisco no Grafico 3.11, se encontram significativamente aumentados em

Pl, comparativamente com o OralOma normal.

Tendo em consideragcao o conjunto de vias de sinalizagao alteradas de forma es-
tatisticamente significativa, podemos destacar algumas com relacao ja estabelecida
com o processo de Pl, como é o caso de Interferon-gamma signaling pathway, Inflam-
mation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway, Interleukin signaling

pathway e Angiogenesis, tal como descrito previamente nas Seccoes 3.3.2-3.3.2.

No que concerne a Plasminogen activating cascade, temos que a regulacao da
ativacao do plasminogénino ja se encontra descrito na literatura como um elemento
chave no controlo de eventos proteoliticos da matriz extracelular. Inclusivamente, a
proteina plasminogen activator inhibitor 2, presente nesta pathway, foi sugerida como
biomarcador para avaliar a severidade das doengas periodontais. Dito isto, constitui

um alvo promissor de estudos futuros no ambito da P24 .

Por outro lado, as vias de sinalizagcao Alzheimer disease-presenilin pathway e
CCKR signaling map, que a partida nao estariam aparentemente relacionadas com
a patologia em estudo, apresentam como proteinas intervenientes metaloproteina-

ses e quimiocinas, cujo papel em PI ja foi previamente descrito. Contudo, devido a
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caréncia de suporte bibliografico que implique estas pathways na fisiopatologia da PI,

sao sugeridos mais estudos no sentido do seu esclarecimento.

Pathways
Interferon-gamma signaling pathway [
CCKR signaling map - %
FGF signaling pathway
Plasminogen activating cascade %
VEGEF signaling pathway
Wnt signaling pathway =
Inflammation mediated by chemokine and cytokine _* *
p53 pathway
Alzheimer disease-presenilin pathway
Integrin signalling pathway
Angiogenesis *
Apoptosis signaling pathway —
Interleukin signaling pathway —* *

Blood coagulation

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0

m Saliva Total mFluido Crevicular

Figura 3.11: Distribuicdo das proteinas com origem em fluido crevicular e saliva total de pacien-
tes com PI, sequndo as vias de sinalizacao em que intervém, através da ferramenta PANTHER.
As vias de sinalizagao que apresentam alteragées estatisticamente significativas estao assina-

ladas com asterisco.

Por fim, da analise do Grafico 3.11 podemos ainda constatar que a saliva parece
ter maior poder para encontrar diferengas nas vias de sinalizagao Interferon-gamma
signaling pathway e Interleukin signaling pathway, uma vez que a diferenga destas

para o OralOma normal é muito mais notdria do que no fluido crevicular.
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Capitulo 4

Conclusoes

Este trabalho de investigacao teve como objetivo inicial a atualizacdo do OralOma
da peri-implantite, sendo que para isso foi realizada uma analise de resultados de
estudos dirigidos, com amostras obtidas da cavidade oral de individuos com esta pa-
tologia, sendo realizada subsequentemente a anotacdo manual de informacgdes consi-
deradas relevantes para a interpretacao dos dados catalogados. Assim sendo, foram
acrescentadas 58 proteinas as 36 ja existentes, perfazendo um total de 96 proteinas,
0 que se traduz num passo em frente para o entendimento desta patologia. O facto
de os estudos realizados utilizarem metodologias e técnicas de quantificagao distin-
tas, limita a interpretacao de dados e a validagao de determinadas proteinas como
biomarcadores. Contudo, permite-nos ainda assim conhecer a tendéncia de sobre
ou sub-regulacao de cada proteina no estado patologico, o que nos possibilita aferir

acerca dos processos patologicos desencadeados.

A caracterizacao funcional do OralOma da PI, quando comparado com o OralOma
normal, permitiu inferir um aumento da interferéncia de determinadas proteinas, que
poderao ser utilizadas para auxiliar no diagnéstico precoce da PI. A principal carac-
teristica que torna uma proteina um biomarcador fidedigno é a sua especificidade, ou
seja, ser exclusiva em Pl ou encontrar-se em grande quantidade no estado de doenca,
guando comparado com o estado de saude. Portanto, mais do que a sua presenca
em doenca, aqui importa principalmente a sua regulagcao, dado que todas as proteinas
também foram encontradas no estado saudavel. Assim sendo, a sobre-regulacao da
IL15 e MPO e a sub-regulagao da IL10 foram apontados como biomarcadores infla-
matorios, do estado inicial da patogénese da Pl, dado que os dois primeiros desenca-
deiam e potenciam a resposta inflamatéria e o terceiro a antagoniza. A MMP-8 parece

ser Util para monitorizar a fase de destruicao do tecido conjuntivo da peri-implante,
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porém este achado requer validagao. Por fim, temos que a sobre-regulacao do RANK,
RANKL e TNF-«, bem como a sub-regulagdo da OPG, sao promissores biomarcado-
res de remodelagao 6ssea, podendo estar associados a perda 6ssea em torno dos
implantes.

Todavia, estudos adicionais envolvendo um maior numero de individuos sao ne-
cessarios para validagao dos biomarcadores de Pl. Além disso, a colheita de fluido
crevicular peri-implantar, bem como a sua analise e quantificacdo, devem ser padro-
nizadas para que estudos futuros possam gerar dados comparaveis, a fim de deter-
minar o intervalo de valores que caracteriza o estado saudavel para cada proteina,
com vista a tornar mais simples, célere e eficiente o diagndstico e tratamento da Pl. A
comparacao dos dados obtidos em fluido crevicular e em saliva permitirdo no futuro a
utilizacao da saliva total no diagndstico das doencas peri-implantares, de modo a tor-
nar este processo cada vez menos invasivo. Espera-se que os dados gerados neste
trabalho possam contribuir para a identificagcdo de moléculas e mecanismos molecula-
res que possibilitem o diagndstico precoce, a determinacao da suscetibilidade do do-
ente e a determinacao do prognéstico dos implantes afetados. Este conhecimento po-
dera ajudar a orientar abordagens de tratamento personalizadas para cada individuo

e avaliar o sucesso da terapéutica.
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