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RESUMO

A falha precoce do implante ocorre antes da instalacdo da prétese e €
caracterizada pela auséncia de osseointegracao, havendo a formag¢ao de uma cépsula fibrosa
ao redor do implante. Em alguns pacientes este tipo de falha ocorre sem a deteccdo de uma
causa clinica aparente, sugerindo a incapacidade de regeneracdo do hospedeiro. Entretanto,
pouco se sabe sobre a influéncia genética no estabelecimento da osseointegracdo. Este
estudo retrospectivo teve como objetivo investigar a possivel correlacdo entre a perda
precoce de implantes e polimorfismos funcionais nos genes da interleucina-1 (IL-1), da
interleucina-6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-«). Para tanto, foram
analisados seis polimorfismos genéticos em 25 pacientes que apresentaram perda precoce
de um ou mais implantes (grupo teste) e em 32 individuos que apresentavam um ou mais
implantes sauddveis e em funcdo por no minimo um ano (grupo controle). Os
polimorfismos estudados foram: IL-1A(C-889T), IL-1B (C-511T), IL-1B (C+3953T), IL-
IRN VNTR (intron 2), IL-6 (G-174C) e TNF-A (G-308A). O DNA foi obtido a partir de
células epiteliais bucais e os polimorfismos foram analisados pela técnica de PCR (reagdo
em cadeia da polimerase), seguida de digestio com enzimas de restricdio (RFLP-
polimorfismo de comprimento do fragmento de restricio). Os produtos do PCR/RFLP
foram analisados em géis de poliacrilamida a 10%, corados por prata. O programa
ARLEQUIM foi utilizado para determinar os possiveis haplétipos e determinar o
desequilibrio de ligacdo entre os loci polimoérficos da IL-1. As freqiiéncias alélicas,
genotipicas e haplotipicas foram comparadas entre os grupos teste e controle pela
simulacdo de Monte Carlo (programa CLUMP), ao nivel de significancia de 5%. Nao
foram observadas diferencas significantes nas freqiiéncias alélicas, genotipicas ou
haplotipicas investigadas. Os loci polimérficos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T)
apresentaram-se em forte desequilibrio de ligacdo, tanto no grupo controle (p=0.00014)
como no grupo teste (p=0.0238). Com base nos resultados, concluiu-se que o0s
polimorfismos analisados ndo estdo associados com a perda precoce de implantes

enddsseos na populagdo estudada.






ABSTRACT

Early implant failure occurs before prosthesis placement. There is no
establishment of osseointegration, but the formation of a fibrous tissue around implant. In
some situations, clinical factors alone do not explain why some patients develop this kind
of loss, suggesting an impaired healing ability. The aim of this retrospective study was to
investigate the relationship between early implant failure and functional polymorphisms of
the IL-1, IL-6 and TNF-« genes. Six genetic polymorphisms were analyzed in 25 patients
that suffered one or more early implant failures (test group) and in 32 individuals with one
or more healthy implants in function for at least one year (control group). The following
polymorphisms were analyzed: IL-1A (C-889T), IL-1B (C-511T), IL-1B (C+3953T), IL-
IRN VNTR (intron 2), IL-6 (G-174C) and TNF-A (G-308A). The polymerase chain
reaction (PCR) was used to amplify the genomic DNA from oral mucosa cells and the
restriction fragment length polymorphism (RFLP) to identify the polymorphisms.
Restriction products were visualized by using electrophoresis on vertical 10 %
polyacrylamide gels, followed by silver staining. The Arlequim software was used to
determine haplotype frequencies and linkage disequilibrium among the IL-1 polymorphic
sites. Monte Carlo simulation (p<0.05) was used to assess differences for allele, genotype
and haplotype frequencies between control and test groups. No statistically significant
differences were found in allelic frequencies, genotype or haplotype distribution of the
polymorphisms. IL-1A (C-889T) and IL-1B (C+3953T) polymorphic sites showed strong
linkage disequilibrium (p=0.00014 for control and p=0.0238 for test group). It was
concluded that these polymorphisms are not associated with early implant failure in the

studied population.






Introdugéo

1. INTRODUCAO

O advento dos implantes osseointegrados revolucionou os rumos da
odontologia a partir dos anos 80. Atualmente, eles sd@o indicados para o tratamento de
diferentes situacdes de edentulismo por apresentarem resultados previsiveis, reproduziveis

e estdveis ao longo do tempo.

Apesar dos altos niveis de sucesso demonstrados por estudos longitudinais (Cox
& Zarb, 1987; Albrektsson, 1988; Adell et al., 1990), todo profissional enfrentard algum
tipo de fracasso de forma inevitdvel. A avaliacdo dos fatores que levam a falhas no

tratamento com implantes € de vital importancia para que possam ser evitadas.

N

As falhas bioldgicas dos implantes estdo relacionadas a incapacidade do
hospedeiro em estabelecer ou manter a osseointegracdo, e cronologicamente podem ser
subdivididas em: primdria ou precoce, quando a osseointegracdo nao ocorre, € secundaria
ou tardia, quando a osseointegracdo ndo € mantida apds ter ocorrido (Esposito et al.,

1998a).

O trauma cirdrgico e condicdes anatOmicas desfavordveis sdo considerados
supostas causas da perda precoce (Esposito et al., 1998b). Entretanto, em algumas
situagdes, este tipo de falha ocorre sem a deteccdo de uma causa clinica aparente
(Kronstrom et al., 2000; Deas et al., 2002), sugerindo a incapacidade de cicatrizagdo do

hospedeiro.

A ferida cirdrgica, em decorréncia da insercdo do implante, desencadeia uma
resposta inflamatéria aguda, na qual intimeras citocinas e fatores de crescimento medeiam
eventos que podem culminar em um processo de regeneracdo ou de reparo (Schwartz et al.,
1999). Neste momento, niveis excessivos de citocinas pré-inflamatdrias, com atividade de
reabsor¢do 6ssea, como a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-«&), poderiam de alguma forma prejudicar o estabelecimento da

osseointegracao do implante.
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Polimorfismos genéticos funcionais foram descritos nos genes da IL-1, da IL-6
e do TNF-« (di Giovine et al., 1992; Pociot et al., 1992; Wilson et al., 1992; Tarlow et al.,
1993; McDowell et al., 1995; Olomolaiye et al., 1998). Alelos especificos desses
polimorfismos foram associados nao s6 a maior expressao das respectivas citocinas (Pociot
et al., 1992; Kroeger et al., 1997; Fishman et al., 1998; Santilla et al., 1998), como também
a severidade e/ou pré-disposi¢do a doengas de natureza inflamatéria (Kornman et al., 1997;
Machado et al., 2001; Witte et al., 2002; Vozarova et al., 2003), inclusive a doenga

periodontal na populagdo brasileira (Trevilatto et al., 2003).

Levando-se em consideracdo que a resposta do hospedeiro desempenha
importante papel no estabelecimento da osseointegracdo, torna-se relevante analisar a
influéncia de polimorfismos genéticos em pacientes que apresentaram perda precoce de
implantes dentais. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a possivel
correlacdo entre a perda precoce de implantes e seis polimorfismos genéticos previamente
descritos: IL-1A (C-889T), IL-1B (C-511T), IL-1B (C+3953T), IL-1RN VNTR (intron 2),
IL-6 (G-174C) e TNF-A (G-308A).



Revisdo de Literatura

2. REVISAO DE LITERATURA

A preocupacdo em substituir dentes naturais perdidos para o restabelecimento
funcional e/ou estético advém de épocas remotas. Implantes confeccionados em diversas
ligas metdlicas e diferentes formatos foram desenvolvidos na tentativa de tratar o
edentulismo (Mangini & Schiochett, 1999). No entanto, a implantodontia tomou um
considerdvel impulso a partir do trabalho de Branemark et al. (1969), citado por Carvalho
& Ponzoni (2002), que demonstraram a real possibilidade de implantes dentais

osseointegrados.

Inicialmente, Branemark er al. (1969), citados por Carvalho & Ponzoni (2002),
definiram a osseointegracdo como a conexao direta, estrutural e funcional entre osso vital,
organizado e a superficie de um implante de titdnio capaz de receber carga funcional. Na
realidade, biologicamente, ndo existe evidéncia de contato total entre osso e implante, mas
sim de maior ou menor quantidade de tecido fibroso (Carvalho & Ponzoni, 2002). Em
decorréncia dessa observacdo, surgiram os termos ‘“fibrointegracdo” ou “fibro-6sseo-
integracdo” que diferem totalmente do quadro histopatoldgico de encapsulamento fibroso

evidenciado na perda do implante (Campos Jinior & Passanezi, 1996).

Atualmente, o sucesso clinico de um implante ndo é baseado apenas na sua
permanéncia nos arcos. Para ser considerado bem-sucedido, o implante deve atender a
certos critérios. Em 1986, Albrektsson et al. propuseram critérios de sucesso que
posteriormente foram modificados por Smith & Zarb (1989) e incluem: (1) imobilidade do
implante quando nao-conectado a prétese; (2) auséncia de radiolucidez periimplantar; (3)
perda dssea vertical menor que 0,2 mm anualmente, apds o primeiro ano em fungdo; (4)
auséncia de sinais e sintomas persistentes e/ou irreversiveis como dor, infecg¢do,
neuropatias, parestesia ou violacdo do canal mandibular; (5) o implante deve estar
conectado a prétese e em fungdo. Caso o implante ndo atenda a algum dos critérios
mencionados, pode ser considerado como ‘“‘sobrevivente”, ou seja, ainda em fun¢do, mas

com algum tipo de problema (Campos Junior & Passanezi, 1996).
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O insucesso do implante ocorre quando este ndo alcanca seus objetivos
(funcional, estético ou fonético) e pode ter diversas razdes (El Askary et al., 1999a).
Segundo Esposito et al. (1998a), as falhas podem ser divididas em 4 tipos: bioldgicas,
mecanicas (fratura dos implantes ou prétese), iatrogénicas (mau posicionamento do

implante) e associadas a adaptacdo inadequada do paciente por problemas psicoldgicos,

estéticos ou fonéticos.

As falhas bioldgicas estdo relacionadas com problemas no processo de
osseointegracdo e cronologicamente podem ser classificadas em precoce ou tardia. No
primeiro grupo estdo incluidos implantes que fracassaram antes da instalacdo da prétese,
nos quais a osseointegracao nao foi estabelecida. A falha tardia ocorre apds a instalagao da
protese e € caracterizada pela perda de uma osseointegragdo inicial quando o implante entra
em funcdo (Esposito et al., 1998a). Essa classificacdo se torna importante porque a
etiologia dos dois tipos de falhas normalmente é diferente (van Steenberghe et al., 2002).
Independente da classificacdo, a falha bioldgica estd intimamente relacionada a presencga de
uma cépsula fibrosa ao redor do implante, que promove sua mobilidade, levando a
necessidade de remo¢do do mesmo (Campos Jinior & Passanezi, 1996; Piattelli et al.,

1998a).

2.1 0 MECANISMO DE OSSEOINTEGRACAO

A perda precoce resulta da incapacidade em estabelecer um contato intimo
entre osso e implante. Isso significa que a regeneracdo 6ssea apds a insercao do implante
foi deficiente ou prejudicada. Os mecanismos que normalmente permitem a regeneracio da
ferida por meio da aposi¢do Ossea falham e se forma um tecido fibroso cicatricial ao redor

do implante (Esposito et al., 1999a).

Campos Junior & Passanezi (1996) resumiram em trés estdgios os eventos que
se seguem apos o trauma cirdrgico originado pela instalacao do implante: 1) formagao de

um codgulo e mudancas circulatorias devido a liberacdo de uma cascata de mediadores
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quimicos que atuam sobre vasos e células sobreviventes e atraem células a partir do sangue
e tecido circunjacente; 2) o segundo estdgio evolui para a regeneracao, com a substitui¢ao
da regido da ferida por 0sso, ou para a reparacio, na qual havera substitui¢do por um tecido
nao mineralizado, como algum tipo de coldgeno cicatricial; 3) o terceiro estigio €
caracterizado pela maturacdo da ferida por meio do mecanismo de remodelacdo do tecido

0sseo.

Os fendmenos bioadesivos entre osso e implante ndo se ddo exatamente entre o
metal do corpo do implante e o tecido dsseo, mas entre uma camada de 6xido na superficie
do metal e a superficie em neoformacdao do osso que foi perfurado no processo cirirgico
(Campos Jinior & Passanezi, 1996). O titanio é considerado biocompativel, pois a0 menor
contato com o ar atmosférico forma-se espontaneamente uma camada de 6xido que é

bastante resistente aos liquidos corporais e € inerte aos tecidos por ser praticamente

insoluvel (Carvalho & Ponzoni, 2002).

Os eventos coordenados que ocorrem durante a regeneracdo do tecido
periimplantar foram resumidos por Schwartz et al. (1999) em: adsor¢do de proteinas,
aderéncia celular, producdo de fatores locais, proliferacdo, diferenciacdo, producdo de
matriz ostedide e calcificacdo. Imediatamente apds sua inserc¢ao, a superficie do implante é
revestida por uma camada de componentes organicos e inorganicos do plasma. Esse
fendmeno ocorre de segundos a minutos e € conseqiiéncia da adsor¢do de proteinas,
lipidios, agucares e fons na superficie de 6xido do implante. Em seguida, células irdo
aderir-se a superficie adsorvida por meio de seus receptores de integrina. Como em
qualquer resposta inflamatdria aguda, ha a liberacao de uma variedade de citocinas e fatores
de crescimento sintetizados por plaquetas, células polimorfonucleares e macréfagos. Como
resultado da producgdo de fatores locais, células mesenquimais migram sobre o codgulo e
sintetizam uma rede de coldgeno que serd o suporte para o reparo de ferida. Essas células
mesenquimais logo passam também a produzir fatores locais que podem agir de uma forma
autocrina ou pardcrina em outras células. A producdo de fatores locais determina a

qualidade do osso formado ou o desenvolvimento de cdpsula fibrosa. Os eventos seguintes
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sdo caracterizados pela proliferacdo e diferenciacdo celular em osteoblastos que iniciam a

producdo de matriz ostedide com posterior calcificacdo (Schwartz et al., 1999).

As propriedades do implante devem promover a producdo e liberacdo de fatores

locais que estimulem a osteogénese e retardem a reabsor¢do Ossea (Schwartz et al., 1999).

Perala et al. (1992) avaliaram a producdo in vitro de IL-1£ e TNF-«a por células
mononucleares sanguineas humanas expostas a cinco tipos diferentes de implantes
disponiveis no mercado. Foram observados niveis significativamente elevados destas
citocinas, sugerindo-se que o material dos implantes ndo é fisiologicamente inerte. No
entanto, os autores ressaltaram que estas citocinas participam da homeostasia dssea e ainda
nio se tem conhecimento em que niveis elas passam a ter um papel patoldgico,
prejudicando a osseointegracdo. Em um estudo anterior realizado pelos mesmos autores
(Perala et al., 1991), todos os implantes dentais testados demonstraram ser capazes de
ativar o sistema complemento. O sistema complemento ativado pode estimular mondcitos e
macréfagos a secretarem IL-1. No entanto, a ativacdo do complemento apresentada nesse

estudo ndo foi suficiente para estimular a produgdo desta citocina.

Spyrou et al. (2002) avaliaram niveis de citocinas estimuladoras (IL-1 e IL-6) e
inibidoras (IL-18 e osteoprotegerina) de reabsorc@o dssea produzidas por osteoblastos que
foram cultivadas sobre discos de titanio de diferentes composi¢des (titdnio comercialmente
puro, liga vanadio-aluminio-titanio, titdnio jateado com o6xido e titdnio com tratamento
especial Astra-Tech). Todos os materiais analisados estimularam a producao de IL-1, IL-6 e
IL-18 em niveis superiores aos produzidos por células cultivadas em meio controle de
poliestireno. Um estudo anterior (Shida et al., 2000) também demonstrou que osteoblastos
expostos a particulas de titdnio demonstraram expressdo aumentada de IL-6, por meio de

um processo que envolveu fagocitose e sinalizag¢do intracelular.

Schwartz et al. (1997) observaram que osteoblastos cultivados sobre a

superficie de titanio produziram TGF-£ (fator transformador do crescimento-beta) e PGE,

10
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(prostaglandina E;) e que a produgdo foi diretamente proporcional a rugosidade da

superficie do implante.

Macroéfagos expostos a particulas de titanio produziram altas concentragdes de
TNF-¢a, enquanto que, as concentragdes de IL-1¢, IL-6 e prostaglandina E, permaneceram
baixas. Os sobrenadantes da cultura destas células demonstraram atividade significante de
inibicdo da formagdo dssea e essa atividade era anulada pela adi¢do de anticorpo anti-TNF-

a (Tsutsui et al., 1999).

Schierano et al. (2000) investigaram a expressdo de citocinas e TGF-£ na
mucosa gengival de pacientes tratados com overdentures sobre implantes em diferentes
periodos do tratamento: antes da instalacdo dos implantes, durante a conexao dos abutments
e 4, 8 e 12 meses apoOs a instalacdo da prétese. Uma elevada expressio de TGF-£ foi
observada a partir da instalagdo do abutment e persistiu durante todo o periodo do estudo.
Considerando as citocinas pro-inflamatorias, a expressdao de IL-6 e de IL-8, que estavam
aumentadas antes da cirurgia, decresceram nos demais periodos, enquanto que, a expressao
de IL-1/ se manteve aumentada até o final do estudo. Os autores sugeriram que a expressiao
aumentada de IL-1/4 funcionou como mecanismo para controlar a produgdo excessiva de
TGEF-p, pois sua produgcdo em excesso poderia induzir hiperplasia ou formacgdo de tecido

fibroso.

Pietruski et al. (2001) mensuraram os niveis sangiiineos de IL-1, IL-6 e IL-8 em
pacientes tratados com implantes dentais em trés momentos: antes da cirurgia de instalacao
do implante, um dia e quatro meses apds a cirurgia. Em todos os dez pacientes analisados,
os niveis de IL-1 foram similares nas trés andlises, enquanto que os niveis de IL-6 e IL-8
aumentaram de forma significativa no primeiro dia pds-cirirgico e voltaram aos valores
iniciais quatro meses apds a cirurgia. Esses resultados refletem a presenca do processo

inflamatorio local resultante da cicatrizacdo periimplantar.
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2.2 FATORES ASSOCIADOS A PERDA PRECOCE DE IMPLANTES

Os fatores associados a perda dos implantes podem ser subdivididos em: fatores
exogenos, que estdo relacionados ao operador ou ao biomaterial, e fatores endégenos que
estdo associados ao hospedeiro e podem ser de cardter local ou sistémico. Essa subdivisao
tem apenas proposito diddtico, pois fatores exdgenos e enddgenos estdo intimamente

relacionados e sofrem influéncia reciproca (Esposito et al., 1998b).

A investigacdo dos fatores relacionados a manutengdo da osseointegracdo em
longo prazo tem demonstrado que o desenvolvimento de periimplantite (infec¢do
bacteriana) ou a presenga de sobrecarga oclusal estdo principalmente associados as perdas
tardias de implantes (van Steenberghe et al., 1990; De Lorenzo et al., 1997; Esposito et al.,
1997; Esposito et al., 1998b). Entretanto, poucas informagdes em relacido a perda precoce

de implantes estdo disponiveis (Kronstrém et al., 2000).

2.2.1 Fatores exogenos

Os principais fatores exdgenos relacionados ao operador sdo a experiéncia
clinica e o trauma cirudrgico (Esposito et al., 1998b). Apesar de alguns estudos relatarem
maior incidéncia de perda precoce em implantes instalados por cirurgides com menor
experiéncia (Morris et al., 1997; Lambert et al., 1997), a influéncia do operador sobre o
insucesso do implante € uma questdo que deve ser analisada com cuidado. Um cirurgido
experiente realiza uma selecdo mais apurada do paciente e do sitio de instalagdo do
implante, entretanto, a autoconfianca excessiva desse profissional pode leva-lo a subestimar

casos complexos, aumentando o risco de perda do implante (Esposito et al., 1998b).

O trauma cirdrgico relacionado a perda precoce € principalmente ocasionado
pelo superaquecimento durante a osteotomia (Esposito et al., 1998b). Durante a fresagem
dssea para a colocacdo de implantes, é gerada uma quantidade de energia que produz calor.

Este é transmitido ao tecido e absorvido de acordo com a condutividade do mesmo
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(Tehemar, 1999, citado por Carvalho & Posoni, 2002). Carvalho & Ponzoni (2002)
afirmam que caso o dano térmico seja muito severo, a capacidade reparadora do osso serd
prejudicada, pois o organismo levard muito tempo para reabsorver o 0sso invidvel e a
proliferacdo fibroblastica, que € mais rapida, produzird uma interface fibrosa entre osso e
implante. Entretanto, se o dano for pequeno, permitindo uma répida eliminacdo do tecido
invidvel, os osteoblastos conseguirdo povoar a regido e produzir uma interface

osseointegrada.

Salonen et al. (1993) avaliaram as possiveis causas do insucesso de implantes
em pacientes tratados no Instituto de Odontologia da Universidade de Oulu (Finlandia),
entre 1985 e 1990. As perdas precoces foram atribuidas ao trauma cirtrgico relacionado ao
superaquecimento do osso cortical da mandibula durante a instalacao de implantes de maior

comprimento.

A andlise histolégica de 8 implantes instalados na mandibula e que
apresentaram perda precoce revelou auséncia de organizacdo de codgulo sanguineo,
auséncia de neoformacao Ossea periimplantar e a presenca de seqiiestro dsseo, de bactérias
e de infiltrado inflamatério constituido principalmente por linfécitos e plasmécitos. Os
autores sugeriram que o superaquecimento 6sseo provavelmente ocasionou a perda dos
implantes, apesar de que em algumas situacdes parece nao ter sido a unica causa (Piattelli et

al., 1998b).

Esposito et al. (1999a) analisaram histomorfologicamente os tecidos ao redor
de 20 implantes que apresentaram perda precoce antes, durante e apds a instalacdo do
abutment. Apenas trés implantes foram perdidos antes da instalagdo do abutment, sendo
que todos apresentaram complicagdes cirdrgicas, sinais de infeccdo e demonstraram
histologicamente presenca de tecido conjuntivo bastante vascularizado com poucas células
inflamatérias. O trauma cirdrgico, micromovimentos e cicatrizacdo deficiente do
hospedeiro foram sugeridos como responsaveis pela perda de implantes assintomaticos com
mobilidade detectada durante a instalacdo do abutment e que estavam circundados por

tecido conjuntivo denso, rico em fibroblastos, mas com poucas células inflamatdrias. Em
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alguns implantes, a presenga de proliferagdo epitelial com tecido ricamente infiltrado por
plasmdcitos e polimorfonucleares foi interpretada como desenvolvimento de infeccao
assintomdtica, apesar de ndo ser constatada presenca de bactérias. Os implantes perdidos
apo6s a instalacdo do abutment demonstraram uma interface heterogénea com porcoes de
tecido conjuntivo altamente vascularizado e por¢des de osso, indicando o rompimento de

uma interface pobremente mineralizada.

As propriedades da superficie do implante como composicdo, topografia,
rugosidade e energia de superficie desempenham importante papel em todas as etapas do
processo de osseointegracdo, principalmente na etapa de adesdo celular (Scharwtz et al.,
1999). O efeito da microestrutura superficial na adesao celular depende do tipo de célula.
Células gengivais do tipo fibroblastos de humanos aderem melhor as superficies
eletropolidas que as superficies tratadas com 4cido ou jateadas. Em contrapartida,
macréfagos, células epiteliais e osteoblastos sdo mais atraidos por superficies rugosas
(Lima et al., 2003). Parece 6bvio que superficies rugosas (tratadas com jateamento e/ou
ataque 4cido) apresentam vantagens na adesdo, expansdo e proliferacdo de osteoblastos,
entretanto, poucos estudos foram realizados in vivo e ndo se sabe até que ponto as
caracteristicas da superficie do implante influenciam a adesdo de tecidos moles e duro

(Meyle, 1999).

O papel dos contaminantes de superficie no insucesso dos implantes ainda nao
estd completamente esclarecido (Esposito et al., 1998b). Foi sugerido que contaminantes de
superficie podem ser liberados exacerbando e perpetuando a resposta inflamatéria, como
conseqiiéncia, o processo de cicatrizacdo poderia ser alterado (Baier & Meyer, 1988).
Esposito et al., (1999b) ndo observaram diferencas na espessura ou composi¢ao da camada
de 6xido ao avaliarem a superficie de 10 implantes que sofreram perda precoce, 12
implantes que sofreram perda tardia e 2 implantes que ndo foram utilizados (controles). Os
autores ndo acreditam que contaminantes de superficie desempenharam algum papel nesses
Insucessos € sugerem como possiveis razdes para a perda precoce: cicatrizagdo deficiente,
presenca de infeccao assintomdtica ou rompimento de fragil interface osso-implante apds a

conexdo do abutment.
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2.2.2 Fatores end6genos

A quantidade e qualidade 6ssea sdao fatores enddgenos locais com grande
influéncia sobre a perda de implantes (Esposito et al., 1998b). Os ossos tipos I, II e III
oferecem uma grande forga interna e bastante cortical para estabilizar o implante durante
sua instalacdo, enquanto que o osso tipo IV apresenta pouca cortical e minima forga interna.
A avaliag¢do de 1.054 implantes instalados em diferentes qualidades 6sseas demonstrou que
dos implantes instalados em osso tipo I, II ou III, apenas 3% (29/952) apresentaram falhas,
enquanto que, 36 implantes (35%) dos 102 instalados em osso tipo IV ndo osseointegraram

(Jaffin & Berman, 1991).

A andlise retrospectiva de 4.641 implantes instalados na Clinica Branemark
(Gothenburg, Suécia) revelou que apenas 69 implantes (1,5%) sofreram falha precoce. Os
autores sugeriram que o volume e a qualidade 6ssea sdo os principais fatores associados a
esse tipo de fracasso, pois a maioria dos insucessos ocorreu em maxilas completamente
edéntulas com reabsor¢do severa e osso tipo IV. Os implantes perdidos na mandibula

haviam sido instalados em regides de osso tipo I (Friberg ez al., 1991).

A avaliacdo de 144 implantes instalados em 120 pacientes revelou a ocorréncia
de 16 perdas precoce. Os autores sugerem que pacientes que possuem qualidade 6ssea tipo
IV em combinacdo com pouco volume dsseo constituem o grupo de maior risco para a

perda de implantes (Hutton ez al., 1995).

O osso tipo IV esta associado a falta de estabilidade primaria do implante, que
por sua vez, promove micromovimentos, levando a cicatrizagdo com tecido fibroso no lugar

da regeneragdo 6ssea (Campos Junior & Passanezi, 1996).

Truhlar et al. (1994) avaliaram a ocorréncia de perdas precoces em relagdo a
qualidade 6ssea e observaram que os implantes instalados em osso tipo I demonstraram
maior indice de perda do que os instalados em osso tipo IV. Lindberg et al. (1988), citados

por Piattelli et al. (1998b), afirmam que na mandibula, a presenca de osso tipo I estd
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principalmente associado a falhas durante o periodo de osseointegracdo, devido ao

superaquecimento do sitio cirdrgico.

A ocorréncia de fracasso dos implantes ndo parece estar distribuida de forma
aleatéria na populagdo, ou seja, hd um pequeno grupo de individuos no qual ocorrem
inimeras perdas (Tonetti, 1998). Esse fato foi observado a partir de estudos, como o
realizado por Weyant & Burn (1993), no qual a andlise de 598 pacientes (totalizando 2098
implantes) revelou que 81 implantes foram removidos de apenas 45 pacientes ao longo de
aproximadamente 5 anos. Uma situacdo similar foi verificada por Hutton et al. (1995), pois
ao acompanharem 120 pacientes portadores de overdenture implanto suportada,
observaram que 40 implantes fracassaram e foram removidos de 21 pacientes. Os mesmos
autores concluiram que individuos com um implante falho sdo mais propensos a sofrerem
outras perdas. Essas observacdes parecem indicar a existéncia de grupos de alto risco para a
perda de implantes (Tonetti, 1998) e sugerem que fatores sistémicos ou genéticos podem

desempenhar um importante papel nestes insucessos (Esposito et al., 1998a).

Um estudo retrospectivo (Ekfeldt et al., 2001) avaliou as possiveis causas de
multiplas falhas de implantes instalados na maxila de 27 pacientes. Do total de 201
implantes perdidos, 55 (43%) foram classificados como perda precoce. A ocorréncia de
complicagdes cirdrgicas, como o superaquecimento sseo e a infec¢ao, foi a principal causa
atribuida a esses insucessos. Ainda nesse estudo, alguns fatores relacionados ao hospedeiro
como diabetes, osteoporose € uso cronico de medicamentos pareceram desempenhar

importante papel na perda precoce dos implantes.

Em uma andlise retrospectiva, van Steenberghe er al. (2002) observaram que
fumo severo (mais de 10 cigarros ao dia), exposi¢ao prévia a quimioterapia ou radioterapia,
qualidade e quantidade Gssea deficientes e claustrofobia (associada a quebra das normas
operatorias de assepsia) foram os fatores de maior incidéncia em pacientes que sofreram

perdas precoces, sendo que a maioria dos pacientes apresentou mais de um desses fatores.

A comparacdo entre 40 individuos com sucesso na osseointegracdo de

implantes e 40 pacientes que sofreram perda precoce sem nenhuma causa evidente ndo
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demonstrou diferencas em relagdo ao tipo de edentulismo (total ou parcial) ou a razdo da
perda dentdria (periodontite ou cdrie). Entretanto, individuos com implantes
osseointegrados apresentaram elevados niveis séricos de IgG contra B forsythus e S aureus.
Em individuos com niveis séricos mais baixos, a presenca dessas bactérias pode estimular a
liberacdo de citocinas que exacerbam a resposta inflamatoria, resultando no insucesso da
osseointegracdo. No entanto, o mecanismo pelo qual esses patégenos poderiam causar

infeccdo em implantes submersos ainda ndo esta esclarecido (Kronstrom et al., 2000).

Wilson & Nunn (1999) constataram que o fumo pode aumentar 2.5 vezes o
risco a perda de implantes. Um protocolo envolvendo a abstinéncia do fumo 1 semana antes
e 8 semanas apos a cirurgia de instalacdo do implante parece contribuir para o indice de
sucesso da osseointegracdo. Analisando a ocorréncia de falhas precoces em 78 pacientes
(223 implantes), observou-se que pacientes ndo-fumantes ou fumantes que seguiram o
protocolo de abstinéncia demonstraram indice de falha significativamente menor do que os
pacientes fumantes que ndo seguiram o protocolo (Bain, 1996). Em outro estudo,
demonstrou-se que pacientes fumantes apresentaram maior indice de complicacdes durante
a regeneragdo periimplantar (46%), bem como de falhas precoces (4%), quando
comparados a pacientes ndo-fumantes (31% e 2%, respectivamente). Entretanto, ndo se
pode afirmar que o fumo € o principal ou tnico fator associado a falha precoce de implantes

(Schwartz-Arad et al., 2002).

2.3 PAPEL DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E DE SEU CONTROLE
GENETICO NO METABOLISMO OSSEO

2.3.1 Interleucina-1 (IL-1)

A interleucina-1 (IL-1) é geralmente considerada a citocina pré-inflamatéria
com importancia central na iniciacdo e manutencdo das respostas inflamatérias agudas
(Sim, 1993). Sua producdo € estimulada por produtos bacterianos, injdrias traumaticas ou

diferentes antigenos. Apesar do macréfago ativado ser a principal fonte celular, esta
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citocina também € sintetizada, dentre outros tipos celulares, por células endoteliais, células
epiteliais, fibroblastos e condrécitos (Dinarello, 1988). Dessa forma, a IL-1 possui fontes de
producio local em potencial na auséncia de infiltrados ricos em macréfagos (Abbas et al.

1998).

As atividades pré-inflamatérias da IL-1 s@o exercidas por duas espécies de
polipeptideos: IL-1a e IL-14. As duas formas de IL-1 mostram menos que 30% de
homologia estrutural entre si, mas ambas ligam-se aos mesmos receptores de superficie e
suas atividades biologicas sdo essencialmente idénticas (Abbas et al., 1998). A IL-1a
parece se concentrar na membrana celular, enquanto que a IL-1/4 é secretada para o meio
extracelular e parece ser a principal responsavel pelas atividades da IL-1 (Dinarello, 1988).
A familia da IL-1 ainda € constituida por um terceiro polipeptideo, denominado antagonista
do receptor da IL-1 (IL-1ra). Esta molécula funciona como um inibidor competitivo, pois se

liga aos receptores da IL-1 sem exercer atividade bioldgica (Abbas et al., 1998).

A principal funcdo da IL-1, juntamente com a IL-6 e o TNF-¢, é mediar a
resposta inflamatéria do hospedeiro na imunidade inata, desempenhando atividades pro-
inflamatorias. A IL-1 e o TNF-«a possuem propriedades bioldgicas muito similares e atuam
sinergisticamente (Sim, 1993). Além de atuar como mediadora da inflamacao local, a IL-1
pode ter efeitos sistémicos, produzindo alteracdes neuroldgicas, metabolicas, hematolégicas
e enddcrinas (Dinarello, 1988). No sitio da inflamagdo, a IL-1 atua sobre fagdcitos
mononucleares e endotélio vascular, aumentando ainda mais a sintese de IL-1 e induzindo a
sintese de IL-6. Nas células endoteliais, promove a coagulacdo e aumenta a expressao de
moléculas de superficie que medeiam a adesdo leucocitaria (Abbas et al. 1998). Esta
citocina atua sobre fibroblastos estimulando sua proliferacdo e a transcri¢do de coldgeno
tipo I, III e IV. Dessa forma, o desenvolvimento de fibrose parece ser em parte mediado
pela IL-1 (Dinarello, 1988). A IL-1 também possui efeitos significativos no tecido dsseo.
Estudos in vitro e in vivo indicam que esta citocina desempenha potente atividade na
reabsorcdo Ossea, podendo em certas condi¢gdes estimular a formacdo de osso. Osteoclastos

possuem receptores de superficie para a IL-1, que quando ativados estimulam a produgdo
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de prostaglandina e da propria IL-1, além de modular a expressdo génica de diversas outras
citocinas e enzimas. Dessa forma, sugere-se que a IL-1 participa da patogénese de doengas

que envolvem o tecido 6sseo (Tatakis, 1993).

A IL-1 pode desempenhar atividades benéficas ou destrutivas ao hospedeiro.
Ela € responsavel por sinalizar a invasdo do agressor e estimular respostas que contribuem
para a elimina¢do do mesmo. Entretanto, quando sua producdo e atividade persistem sem
uma regulacdo adequada, a IL-1 também pode contribuir para o desenvolvimento de
processos patologicos (Dinarello, 1988). Nesse contexto, niveis e expressao elevada de IL-1
foram observados no fluido crevicular (Masada et al., 1990; Preiss & Meyle, 1994; Tsai et
al., 1995) e nos tecidos gengivais (Stashenko et al., 1991; Jandinski et al., 1991; McGee et
al., 1998) de pacientes com periodontite, sugerindo que a producgdo local desta interleucina

contribui para a destruicdo dos tecidos periodontais.

A IL-14 também parece participar da destruicdo tecidual durante o processo de
periimplantite. Implantes com sinais de inflamacdo tecidual apresentaram niveis elevados
de IL-1/ no fluido crevicular quando comparados a sitios com implantes saudaveis (Kao et
al., 1995; Panagakos et al., 1996; Curtis et al., 1997; Aboyoussef et al., 1998). Salcetti et
al. (1997) avaliaram os niveis de moléculas estimuladoras de reabsor¢do 6ssea (PGE;, IL-
15 e IL-6) e de formacdo 6ssea (TGFfS e PDGF — fator de crescimento derivado de
plaquetas) no fluido crevicular periimplantar em 2 grupos de pacientes: (1) pacientes que
apresentavam periimplantite, sendo que alguns apresentavam também implantes saudaveis
e (2) pacientes que s6 apresentavam implantes sauddveis, constituindo o grupo controle. Os
resultados revelaram niveis significativamente elevados de PGE,, IL-1£ e PDGF no fluido
crevicular dos pacientes do grupo 1 em relagdo aos pacientes do grupo controle. Entretanto,
diferenca significativa ndo foi observada quando o fluido de implantes sauddveis foi
comparado ao fluido de implantes com periimplantite no mesmo paciente. Os autores
concluiram que niveis de IL-1/ parecem ser mais relevantes no individuo do que no sitio
do implante e sugerem que em individuos com periimplantite, os implantes saudaveis

correm risco de futuras falhas.
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Os trés polipeptideos que constituem a familia da interleucina-1 (IL-1¢, IL-15e
IL-1ra) sdo codificados pelos genes IL-1A, IL-1B e IL-1RN, respectivamente. Esses genes

estdo proximos e localizados no braco longo do cromossomo 2 (Nicklin et al., 1994).

Na posi¢cdo -889 do promotor do gene IL-1A, foi descrito um polimorfismo
caracterizado pela substituicio de uma base citosina (C) por uma base timina (T),
originando dois possiveis alelos: alelo C e alelo T (McDowell er al., 1995). Foi
demonstrado que pacientes que carregam o alelo T podem produzir elevados niveis da
proteina IL-1a (Shirodaria et al., 2000). Além disso, a freqiiéncia deste alelo foi
relacionada a severidade e/ou ao desenvolvimento de algumas doencas, como artrite
reumatoide juvenil (McDowell et al., 1995) e doenca de Alzheimer (Combarros et al.,

2002).

Na posicao -511 do promotor e na posicdo +3953 do exon 5 do gene IL-1B,
foram descritos polimorfismos também bi-alélicos e caracterizados pela substitui¢do de
uma base C por uma T (di Giovine et al., 1992; Pociot et al., 1992). Os alelos T de ambos
os polimorfismos foram relacionados a producdo de elevados niveis da proteina IL-14
(Pociot et al., 1992; Hwang et al., 2002), bem como a severidade e/ou desenvolvimento de
diversas doencas como a asma (Karjalainen et al., 2002) e complicacdes hepdticas
(Takamatsu et al., 2000). Estudos demonstraram que o alelo T do polimorfismo IL-1B
(C+3953T) parece estar implicado no risco e severidade da periodontite (Gore et al., 1998;

Rogers et al., 2002).

No intron 2 do gene IL-1RN, foi identificado um polimorfismo denominado
VNTR (nimero varidvel de repeticdes em tandem), caracterizado por uma seqii€éncia de 86
pares de base (86 pb) que se repete em numero varidvel. Este polimorfismo fornece cinco
possiveis alelos, que correspondem a presenca de 2, 3, 4, 5 ou 6 repeti¢Oes dessa seqiiéncia
(Tarlow et al., 1993). Foi demonstrado que o alelo 2 deste polimorfismo tem efeito no
aumento dos niveis de IL-lra (Danis et al., 1995; Hurme & Santtila, 1998) e esta
relacionado a severidade e/ou pré-disposicdo a algumas doencas, como a diabetes

(Blakemore et al., 1996) e a alopecia areata (Cork et al., 1996).
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Em 1997, Kornman et al. observaram que na populacdo européia, individuos
caucasianos que apresentavam um genotipo composto, constituido simultaneamente pelo
alelo T dos polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T), estavam mais propensos a
desenvolver periodontite em grau severo. Posteriormente, foi demonstrado desequilibrio de
ligacdo entre esses dois loci polimérficos (Gore et al., 1998; Diehl et al., 1999). A
investigacdo deste gendtipo composto em pacientes que apresentaram perda de implantes
nao demonstrou correlacdo significativa (Wilson & Nunn, 1999; Rogers et al., 2002).
Recentemente, observou-se que em individuos fumantes e portadores do genétipo
composto, implantes em fun¢do por pelo menos um ano apresentaram maior perda dssea
marginal (Feloutzis et al., 2003). Shimpuku et al. (2003) encontraram correlagdao
significante entre o gendtipo T/T do polimorfismo IL-1B (C-511T) e a incidéncia de perda
Ossea periimplantar precoce (antes da instalacdo da prétese). Entretanto, a andlise do

gendtipo composto ndo revelou correlagdo significante.

2.3.2 Interleucina-6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6), assim como a IL-1, € uma citocina pré-inflamatdria
multifuncional. Nos mamiferos, esta molécula pode ser sintetizada por quase todas as
células, dentre elas mondcitos/macréfagos, fibroblastos, células endoteliais, condrécitos e
osteoblastos. Normalmente, a sintese de IL-6 por mondcitos/macrofagos € estimulada por
lipopolissacarideos bacterianos (LPS), enquanto que nas demais células a producdo ocorre

principalmente em resposta a outras citocinas, como a IL-1 e o TNF-« (Sim, 1993).

Esta interleucina desempenha importante papel nas respostas imunes,
inflamatérias e de fase aguda, atuando principalmente na proliferacdo e diferenciacdo
celular. Estimula a diferenciacdo de linfécitos B, proliferacdo de linfécitos T, regula a
hemocitopoese na medula dssea e, assim como a IL-1, induz a secrecdo celular de outras
citocinas (Sim, 1993). No metabolismo 6sseo, age sozinha ou sinergisticamente com outras

citocinas, estimulando diferenciacdo e ativagdo osteocldstica (Manolagas, 2000). Niveis
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aumentados de IL-6 foram relacionados a diversas doengas, como artrite reumatoéide, artrite

juvenil sist€mica, osteoporose e psoriase (Ishihara & Hirano, 2002).

O gene humano que codifica a IL-6 estd localizado no brago curto do
cromossomo 7 e consiste de 5 exons e 4 introns. Na posi¢do -174 do seu promotor foi
descrito um polimorfismo bi-alélico, caracterizado pela substituicio de uma guanina (G)
por uma C (Olomolaiye et al., 1998). Inicialmente o alelo C foi relacionado a menor
transcri¢do génica e a niveis plasmaticos diminuidos de IL-6. Além disso, o genétipo C/C
demonstrou menor freqiiéncia em pacientes com artrite cronica juvenil de inicio sist€émico
(Fishman et al., 1998). Estudos acerca da influéncia deste polimorfismo sobre o risco de
doencas tém apresentado resultados controversos. Em algumas investigacdes, o alelo C se
mostrou associado ao maior risco de infarto miocardico na populagdo espanhola (Revilla et
al., 2002) e de perda de enxertos aloplasticos de rim na populaciao alema (Muller-Steinhardt
et al., 2002). Outros estudos demonstraram que o gendtipo G/G estava significativamente
associado a doenca de Alzheimer na populacdo italiana (Pola et al., 2002) e a diabetes
mellitus tipo 2 na populacdo espanhola e em americanos nativos (Vozarova et al., 2003).
Na populagdo brasileira, o alelo G foi associado ao desenvolvimento da doenga periodontal
cronica (Trevilatto et al., 2003). Terry et al. (2000) demonstraram que a regulacdo da
transcricdo génica da IL-6 € resultado do efeito de vérios polimorfismos combinados em
haplotipos. Este fato deve ser levado em consideragdo em estudos populacionais com de

associa¢do com doencas.

Até o presente momento ndo existe relato na literatura sobre a influéncia de

polimorfismos no gene IL-6 sobre a perda de implantes dentais.

2.3.3 Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-)

A principal fonte celular de TNF é o macréfago ativado pelo LPS, embora
linfécitos T, células matadoras naturais (NK) e mastdcitos ativados também possam

secretar esta proteina (Abbas et al., 1998).
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Em baixas concentracdes, o TNF-« atua sobre células endoteliais vasculares,
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo para leucdcitos, inicialmente para os
neutréfilos e subseqiientemente para mondcitos e linfécitos. Dessa forma, ha acimulo
fisiolégico de leucdcitos no local da inflamacdo. Em macréfagos e em outros tipos
celulares, como fibroblastos, esta citocina estimula a producdo de IL-1, IL-6, do préprio
TNF-a e de quimiocinas (Sim, 1993; Abbas et al., 1998). Em niveis elevados, o TNF-«
pode causar dano tecidual e estd relacionado a diversas doengas de cardter inflamatério e
auto-imune, como artrite reumatdide, lupus eritematoso e diabetes mellitus (Aguillon et al.,
2002). Em resposta a infec¢do, o TNF-« parece desempenhar acao pro-inflamatéria na fase
inicial, entretanto nas fases mais tardias t€m atividade antiinflamatéria com o objetivo de
limitar a extensdo ou durag¢do da inflamacao e promover o reparo (Makhatadze, 1998). Em
algumas patologias, esta citocina pode agir sobre fibroblastos, contribuindo para a

formacao de tecido fibroso (Sim, 1993).

O gene TNF-A ¢ responsavel pela codificacdo do TNF-¢. Ele esta localizado no
braco curto do cromossomo 6, na regido de classe III do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC) e contém 4 exons e 3 introns (Makhatadze, 1998). Na posi¢ao —308 de sua
regido promotora foi descrito um polimorfismo bi-alélico, no qual hd substituicio de uma
base G por uma adenina (A) (Wilson et al., 1992). O alelo A foi relacionado a maior
transcri¢do génica (Kroeger et al., 1997; Wilson et al., 1997) e producdo elevada de TNF-«
in vitro (Louis et al., 1998). Este alelo parece também estar associado ao desenvolvimento
de diversas doengas como a doenca de Alzheimer (Perry et al., 2001), dermatite de contato

(Westphal et al., 2003) e asma (Witte et al., 2002).

Até o presente momento ainda ndo tinha sido investigada a relacdo entre

polimorfismos no gene TNF-A e a perda de implantes dentais.
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3.PROPOSICAO

O objetivo deste estudo retrospectivo foi investigar a possivel correlagdo entre a
perda precoce de implantes e polimorfismos nos genes da IL-1, da IL-6 e do TNF-a. Para
tanto, em pacientes que apresentaram perda precoce de implantes dentais analisou-se a
ocorréncia de seis polimorfismos genéticos previamente descritos: IL-1A (C-889T), IL-1B
(C-511T), IL-1B (C+3953T), IL-1RN VNTR (intron 2), IL-6 (G-174C) e TNF-A (G-
308A).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

A amostra do presente estudo foi composta por dois grupos: (1) grupo teste,
constituido por 25 pacientes que apresentaram perda precoce de um ou mais implantes e (2)
grupo controle que incluiu 32 individuos que apresentavam um ou mais implantes
sauddveis e em func¢do por no minimo um ano. As caracteristicas clinicas da populacdo
estudada estdo apresentadas na tabela 1 (individuos do grupo teste) e tabela 2 (individuos
do grupo controle). Os individuos de ambos os grupos foram selecionados do universo de
pacientes tratados no Centro de Implantodontia e Oftalmologia Dr. José Ribeiro (Salvador-
BA) entre janeiro de 1993 e dezembro de 2002 e tratados na Clinica dos cursos de
Especializagio, Mestrado e Doutorado da Area de Cirurgia Buco-Maxilo-Facial da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba/UNICAMP (Piracicaba-SP) entre janeiro de 1997
e julho de 2002. Durante o referido periodo, no Centro Dr. José Ribeiro foram instalados
2270 implantes, ocorrendo 83 perdas (indice de falha de 3,65%). Na Clinica da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba foram instalados 723 implantes, sendo 38 perdidos (indice de
falha de 5%). As duas clinicas utilizaram implantes com protocolo de dois estdgios
cirtrgicos: 31 Implant Innovations, Inc (West Palm Beach, Fl, USA) e Conexao Sistemas de
Protese (Sao Paulo, SP, Brazil). Os indices de falha estio de acordo com a literatura

internacional (Salonen et al., 1993; Hutton et al., 1995; Lekholm et al., 1999).
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TABELA 01

Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no grupo teste

Paciente Sexo Idade Implantes Implantes Regido  Tipo Abutment™ Caracteristica Permanéncia
colocados perdidos de clinica do implante
osso”
T1 F 47 02 01 Mand ant II Antes Mobilidade 4 meses
T2 F 48 08 01 Max ant II Antes Mobilidade 6 meses
T3 F 53 02 01 Max post  III Apbs Mobilidade 8 meses
T4 F 62 07 03 Mand post  1I Antes Mobilidade/dor 6 meses
TS F 50 01 01 Mand post  1I Apbs Mobilidade 12 meses
T6 F 51 01 01 Max ant III Durante Mobilidade 7 meses
T7 M 63 02 01 Mand post  II Apbs Dor 11 meses
T8 F 39 08 02 Max post IV Antes Mobilidade 6 meses
T9 M 39 01 01 Mand post  1I Apbs Mobilidade/dor 8 meses
T10 M 62 01 01 Max ant II Apbs Mobilidade 12 meses
T11 M 57 06 03 Mand post  1I Antes Mobilidade 2 meses
T12 M 18 01 01 Mand post  1II Antes Mobilidade/dor 3 meses
T13 M 37 04 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 3 meses
T14 M 40 01 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 4 meses
T15 M 37 01 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 3 meses
T16 M 52 06 01 Max ant ~ ---- Antes Mobilidade 4 meses
T17 M 49 09 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 3 meses
T18 F 59 07 05 Mand I Durante  Mobilidade/dor 5 meses
ant/post
T19 F 73 01 01 Max post  III Antes Mobilidade 6 meses
T20 F 69 03 02 Max post 1V Durante Mobilidade 6 meses
T21 M 26 01 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 2 meses
T22 F 54 08 03 Mand post  ---- Antes Mobilidade 3 meses
T23 F 50 02 01 Max post  ---- Antes Mobilidade 4 meses
T24 F 49 02 01 Mand ant ~ ---- Antes Mobilidade 3 meses
T25 F 57 02 01 Mand post  ---- Antes Mobilidade 4 meses

* Mand ant, mandibula anterior; Mand post, mandibula posterior; Max ant, maxila anterior; Max post, maxila
posterior.
* 0 tipo de osso foi estabelecido a partir de radiografias e durante a osteotomia do sitio para instalacdo do implante,
ndo sendo possivel a obtencao dessa informagdo de todos os pacientes.

# Perda do implante antes ou durante conexio do abutment.
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TABELA 2

Caracteristicas clinicas dos pacientes incluidos no grupo controle.

Paciente  Sexo Idade Implantes Regido Tempo em
colocados funcao
C1 M 60 02 Max post 16 meses
C2 F 23 01 Max ant 51 meses
C3 M 21 01 Max ant 41 meses
C4 M 29 01 Max ant 18 meses
Cs M 55 05 Mand post 33 meses
Ceé F 68 04 Max ant/post 29 meses
Cc7 M 25 02 Mand ant 20 meses
C8 F 48 02 Mand ant 47 meses
Cc9 F 37 02 Mand post 12 meses
C10 F 36 01 Mand post 21 meses
C11 F 56 04 Mand ant/post 13 meses
C12 F 48 02 Mand post 12 meses
C13 F 23 02 Max ant 18 meses
C14 F 52 03 Mand post 23 meses
C15 F 37 03 Mand post 12 meses
C16 F 42 02 Max ant 12 meses
C17 M 52 01 Max ant 20 meses
C18 M 45 02 Max ant 23 meses
C19 F 71 04 Max ant/post 18 meses
C20 M 57 04 Mand ant/post 42 meses
C21 M 48 03 Max post 56 meses
C22 M 37 02 Max ant 41 meses
C23 M 23 04 Mand ant/post 48 meses
C24 M 43 01 Max ant 43 meses
C25 M 33 03 Max ant/Mand post 24 meses
C26 F 34 01 Max post 27 meses
C27 F 50 03 Max ant 52 meses
C28 M 42 01 Mand post 34 meses
C29 F 26 02 Max ant 32 meses
C30 F 47 03 Max post 48meses
C31 F 59 02 Mand post 65 meses
C32 F 44 01 Mand post 18 meses

" Mand ant, mandibula anterior; Mand post, mandibula posterior; Max ant, maxila
anterior; Max post, maxila posterior.

Dentre os 121 implantes perdidos nas duas clinicas, foram selecionados apenas

25 pacientes que apresentaram 37 implantes com perda precoce, ou seja, esses implantes

apresentaram mobilidade, radiolucidez periimplantar ou dor, durante o periodo de

osseointegracdo, durante ou apos a instalacdo do abutment, sendo indicada sua remog¢ao

imediata. Para minimizar a influéncia de outros fatores na perda do implante, foram
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excluidos do estudo: pacientes fumantes, diabéticos, portadores de osteoporose, pacientes
imunodeprimidos ou com histéria de exposi¢do prévia a radioterapia ou quimioterapia e
pacientes que se submeteram a técnicas regenerativas prévias ou concomitantes a instalacio
dos implantes, como enxertos 6sseos e regeneracao tecidual guiada. Individuos negros ou
mulatos foram excluidos do estudo para reduzir a heterogeneidade genética dos grupos
analisados. Os pacientes incluidos no estudo assinaram um termo de consentimento para
participagcdo em pesquisa aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FOP/UNICAMP
(protocolo n° 006/2002) (ANEXO 1).

4.2 OBTENCAO DO MATERIAL

O DNA dos pacientes de ambos os grupos foi extraido a partir de células
epiteliais da mucosa oral. Essas células foram obtidas por meio de bochecho com glicose a
3% (1 min), seguido de leve raspagem da mucosa jugal com espitula de madeira
autoclavada. A solucdo foi centrifugada por 10 min a 2.000 rpm, o sobrenadante descartado
e as células ressuspendidas em 500 pL de tampao de extracdo (10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5
mM EDTA, 0,5% SDS) (Trevilatto & Line, 2000).

4.3 EXTRACAO DO DNA

As amostras foram incubadas overnight (ON) com 100 ng/mL de proteinase
K (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 37°C e sob agitacdo. O DNA foi entao
purificado utilizando-se a extracdo pela seqiiéncia fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico
(25:24:1), seguido da precipitacdo com sal/etanol. O DNA foi1 ressuspendido em 70 pL de
tampao TE (10 mM Tris (pH 7,8), 1 mM EDTA). A concentracdo do DNA foi estimada
com o auxilio de um espectofotometro (GeneQuant RNA/DNA Calculator -

Pharmacia/Biotec) em comprimento de onda de 260 nm (Maniattis et al., 1989).
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4.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS

Com o auxilio de um termociclador convencional (GeneAmp ®PCR System
9600), a técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi utilizada para a amplificacdo
de fragmentos especificos dos genes da IL-1, IL-6 e TNF-a . Em seguida, foi utilizada a
técnica de RFLP (polimorfismo de comprimento do fragmento de restri¢do), na qual os
fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por enzimas de restricio para a
identificag@o dos alelos. Finalmente, o produto total do PCR/RFLP era misturado a 3 uL de
tampao de amostra e submetido a eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a 10 %
(n3o desnaturante) sob corrente elétrica de 20 mA. Posteriormente, os géis foram corados
pela prata (Sanguinetti et al., 1994), possibilitando as andlises que eram realizadas
mediante comparacdo com padrao de massa molecular (¢X-174-RF DNA Hae III digest,
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Os primers, condi¢des de amplificagdo e

restri¢cao dos polimorfismos estudados estao descritos a seguir.

4.4.1 Analise do polimorfismo IL-1A (C-889T)
Foram utilizados os seguintes primers:
5’- AAGCTTGTTCTACCACCTGAACTAGGC - 3’ (forward)
5’-TTACATATGAGCCTTCCATG - 3’ (reverse)

A reagdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 uL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA gen6mico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solu¢des foram incubadas a 95°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C (1 min), 55°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de

72°C por 5 min. O fragmento amplificado apresentava 99 pb.

Ap6s a reacdo de PCR, 12 uL. do produto amplificado foram digeridos por 0,2
uL da enzima Ncol (10 U/uL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) em 13
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uL de solucao contendo 10,3 pl. de H,O destilada e desionizada, 2,5 uL. de 10x NE Buffer
(50 mM NaCl, 10mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 1mM dithiothreitol pH 7,9 ). A digestdo foi
realizada a 37°C ON para deteccao do alelo C (16 pb + 83 pb) e do alelo T (99 pb) (Figura

1). Este protocolo ¢ uma modificacdo da técnica descrita por Kornman et al. (1997).

X ¢C/T C/C C/T C/ICC/T C/C T/T

— 99 pb
—— 83 pb

FIGURA 1. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Nco I) do
polimorfismo IL-1A (C-889T). C/T, pacientes heterozigotos; C/C, pacientes homozigotos para o alelo C; T/T,
pacientes homozigotos para o alelo T; $X, padrao de massa molecular.

4.4.2 Analise do polimorfismo IL-1B (C-511T)
Foram utilizados os seguintes primers:
5’- TGGCATTGATCTGGTTCATC - 3’ (forward)
5’- GTTTAGGAATCTTCCCACTT - 3’ (reverse)

A reacdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 pL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA gen6mico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solugdes foram incubadas a 95°C por 4 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C (1 min), 56°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de

72°C por 5 min. O fragmento amplificado apresentava 304 pb.

Ap6s a reacdo de PCR, 12 uL. do produto amplificado foram digeridos por 0,2
puL da enzima Ava I (10 U/uL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) em 13

32



Material e Métodos

puL de solucao contendo 10,3 pl. de H,O destilada e desionizada, 2,5 pLL 10x NE Buffer (50
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, ImM dithiothreitol pH 7,9 ). A digestdo foi
realizada a 37°C ON para a detec¢do do alelo C (114 pb + 190 pb) e do alelo T (304 pb)

(Figura 2). Este protocolo é uma modificacdo da técnica descrita por Kornman et al.

(1997).

C/C T/T C/IT C/T C/T ¢X

304Pb_;_-BHE!dq
-~ _ o7,
190 pb_— - - ‘

114pb___ e wd e bl —

FIGURA 2. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Ava I) do
polimorfismo IL-1B (C-511T). C/T, pacientes heterozigotos; C/C, paciente homozigoto para o alelo C; T/T,
paciente homozigoto para o alelo T; ¢X, padriao de massa molecular.

4.4.3 Analise do polimorfismo IL-1B (C+3953T)
Foram utilizados os seguintes primers:
5'- CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA - 3' (forward)
5" - GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG - 3’ (reverse)

A reacdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 pL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA gen6mico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solu¢des foram incubadas a 95°C por 4 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C (1 min), 67,5°C (1 min) e 72°C (1 min), e extensdo final de

72°C por 5 min. O fragmento amplificado apresentava 194 pb.
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Ap6s a reacdo de PCR, 12 uL. do produto amplificado foram digeridos por 0,2
uL da enzima Taq I (10 U/uL — Promega, Madison, WI, USA) em 13 uL de solugdo
contendo 10,3 pLL de H,O destilada e desionizada, 2,5 ulL. 10x NE Buffer (50 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol pH 7,9 ). A digestdo foi realizada a
65°C ON para a detecgdo do alelo C (85 pb + 97 pb + 12 pb) e do alelo T (182 pb +12 pb)
(Figura 3). Este protocolo € uma modificacdo da técnica descrita por Kornman et al.

(1997).

0X_C/IC_C/T_T/T

—

(WY [ B SRS

—— 85 pb
[,
FIGURA 3. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Taq I) do

polimorfismo IL-1B (C-511T). C/T, paciente heterozigoto; C/C, paciente homozigoto para o alelo C; T/T,
paciente homozigoto para o alelo T; ¢X, padrao de massa molecular.

4.4.4 Analise do polimorfismo IL-1RN VNTR (intron 2)
Foram utilizados os seguintes primers:
5’-CTCAGCAACACTCCTAT-3’ (forward)
5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’ (reverse)

A reacdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 pL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA gen6mico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solu¢des foram incubadas a 96°C por 1 min,
seguido de 35 ciclos de 94°C (1 min), 60°C (1 min) e 70°C (1 min), e extensdo final de
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70°C por 3 min e 55°C por 3 min. A andlise desse polimorfismo ndo foi realizada por
enzima de restri¢do, pois o proprio produto da amplificagdo permitiu a identificagdo dos
alelos: alelo 1 (412 pb — 4 repeticdes), alelo 2 (240 pb — 2 repeti¢des), alelo 3 (326 pb — 3
repeti¢des), alelo 4 (498 pb — 5 repeticodes) e alelo 5 (584 pb — 6 repeti¢des) (Figura 4). Este

protocolo é uma modificacao da técnica descrita por Kornman et al. (1997).

212 172 1/1 171 ¢X

240 pb

412 pb ——

FIGURA 4. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando amplificacdo do PCR do polimorfismo
IL-1RN VNTR (intron 2). 1/2, paciente heterozigoto; 2/2, paciente homozigoto para o alelo 2; 1/1,
pacientes homozigotos para o alelo 1; $X, padrdo de massa molecular.

4.4.5 Analise do polimorfismo IL-6 (G-174C)
Foram utilizados os seguintes primers:
5’-TTGTCAAGACATGCCAAGTGCT-3’ (forward)
5’-GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-3’ (reverse)

A reacdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 pL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA genomico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solugdes foram incubadas a 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de 95°C (1 min), 55°C (1 min) e 72°C (1 min), e por uma extensao

final de 72°C por 7 min. O fragmento amplificado apresentava 299 pb.
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Ap6s a reacdo de PCR, 12 uL. do produto amplificado foram digeridos por 0,2
pL da enzima Hla III (10 U/uL — Q-biogene, Inc. Carlsbad, CA, USA) em 13 pL de
solucdo contendo 10,3 pLL de H,O destilada e desionizada, 2,5 uL. 10x NE Buffer (50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol pH 7,9). A digestdo foi
realizada a 37°C ON a para deteccao do alelo G (227 pb + 59 pb + 13 pb) e do alelo C (118
pb + 109 pb +59 pb + 13 pb) (Figura 5). Esta técnica foi baseada em Olomolaiye et al.
(1998).

G/C G/IC G/IG ¢X

41

[
Ll
FIGURA 5. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Hla I1I) do
polimorfismo IL-6 (G-174C). G/C, pacientes heterozigotos; G/G, paciente homozigoto para o alelo G;

¢X, padrdo de peso molecular. Os fragmentos menores de DNA ndo sdo observados, pois saem do gel.

227 pb____

118 pb—
109 pb——

4.4.6 Analise do polimorfismo TNF-A (G-308A)
Foram utilizados os seguintes primers:
5" AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3’ (forward)
3’ TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 5’ (reverse)

A reacdo de PCR foi realizada com um volume total de 50 pL, contendo
aproximadamente 500 ng de DNA gen6mico, 1 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 2
unidades (U) de Tag DNA polymerase. As solugdes foram incubadas a 94°C por 4 min,
seguido de 35 ciclos de 94°C (1 min), 60°C (1 min) e 72°C (1 min), e por uma extensao

final de 72°C por 7 min. O fragmento amplificado apresentava 107 pb.
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Ap6s a reagdo de PCR, 12 pLL do produto amplificado foram digeridos por 0, 2
puL da enzima Ncol (10 U/uL — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) em 13
uL de solucdo contendo 10,3 L. de H,O destilada e desionizada, 2,5 pL. 10x NE Buffer (50
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol pH 7,9). A digestdo foi
realizada a 37°C ON para a detec¢do do alelo G (87 pb + 20 pb) e do alelo A (107 bp)
(Figura 6). Este protocolo € uma modificacdo da técnica descrita por Kornman et al.

(1997).

G/A GI/G G/G ¢X
“—

—
d

107 pb —
87 pb

FIGURA 6. Gel de poliacrilamida corado por prata, evidenciando resultado da RFLP (enzima Nco I) do
polimorfismo TNF-A (G-308A). G/A, paciente heterozigoto; G/G, pacientes homozigotos para o alelo G;
X, padrao de massa molecular.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

O equilibrio de Hardy-Weinberg de cada polimorfismo estudado foi
calculado tanto para o grupo teste como para o grupo controle, com o auxilio do programa
ARLEQUIM (Schneider et al., 2000) ou pelo teste proposto por (Guo & Thompson, 1992).
O equilibrio de Hardy-Weinberg determina a distribuicio de homozigotos e heterozigotos

de um polimorfismo em uma determinada populagao.

Para cada polimorfismo estudado, as freqiiéncias dos alelos e dos genétipos
foram comparadas entre os grupos teste e controle, utilizando-se a simulacdo de Monte

Carlo (programa CLUMP) (Sham & Curtis, 1995) ao nivel de significancia de 5%.
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O fato dos genes da IL-1 se encontrarem préximos no mesmo Cromossomo,
sugere que sejam herdados em bloco, justificando a andlise simultinea de seus
polimorfismos como haplétipos. O programa ARLEQUIM (Schneider et al., 2000) foi
utilizado para determinar os possiveis haplétipos e calcular o desequilibrio de ligacdo entre
os loci polimérficos. A simulacio de Monte Carlo foi utilizada para comparar as

freqii€ncias haplotipicas entre os grupos teste e controle (p<0.05).
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S. RESULTADOS

Analisando-se idade e género dos individuos, ndo houve diferenga estatistica
significante entre os grupos estudados (Tabela 3). A avaliacdo das caracteristicas clinicas do
grupo teste revelou que 68% (17/25) dos pacientes apresentaram perdas antes da instalagao
do abutment e que a regido posterior da mandibula concentrou o maior numero de falhas
(52%) quando comparada as demais regides da boca. Esses dados estdo apresentados nas

tabelas 4 e 5.

TABELA 3

Distribui¢do do género e idade entre os individuos estudados.

Grupo Controle Grupo Teste Valor de p
(n=32) (n=25)
Género (%)
Feminino 18 (56.25%) 14 (56%) 0.802
Masculino 14 (43.75%) 11 (44%)
Idade média 42.8 49.6
+DP’ (variacdo) 13.4 (21-71) 12.6 (18-73)
“DP, desvio padrio.
TABELA 4

Distribui¢do do periodo da falha em relacdo a instalagdo do abutment entre os pacientes
que apresentaram perda precoce de implantes.

Antes da Durante a Apés a
instalacao do instalacao do instalacao do
abutment abutment abutment
N° de pacientes com
perda de implantes 17 (68%) 3 (12%) 5 (20%)

(n=25)
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TABELA 5

Distribui¢do das arcadas (superior e inferior) e regides (anterior € posterior) entre os
pacientes que apresentaram perda precoce de implantes.

Mandibula Maxila
Anterior Posterior Anterior Posterior

2(83%) 13(54.1%) 4(16.6%) 5 (20.8%)

N° de pacientes com perda de
implantes (n=25)*

* Um paciente apresentou perda de implantes instalados na regido anterior e posterior da mandibula.

5.1 ANALISE DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DA IL-1

Considerando os quatro polimorfismos da IL-1 de forma independentemente,
a distribui¢do genotipica de todos mostrou-se estar em equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto
no grupo teste como no grupo controle, com excecao do polimorfismo IL-1B (C-511T) que
ndo alcancou o equilibrio esperado na populacdo teste devido ao excesso de gendtipos

heterozigotos (freqii€ncia esperada 25% e freqiiéncia observada 49%, p=0.015).

As freqii€ncias alélicas e genotipicas de cada polimorfismo analisado estdo
apresentadas na tabela 6. A comparacio entre os grupos teste e controle ndo demonstrou

significancia estatistica na freqii€éncia dos alelos ou dos genétipos.

O polimorfismo no intron 2 do gene IL-1RN apresenta cinco possiveis alelos,
entretanto, na populacdo estudada foram observados apenas os alelos 1, 2 e 4, sendo os

alelos 1 e 2 os mais freqiientes.
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TABELA 6

Distribuicdo dos alelos e genotipos dos polimorfismos IL-1A (C-889T), IL-1B (C-511T),
IL-1B (C+3953T) e IL-1RN (intron 2) entre os grupos teste e controle.

Grupo Controle Grupo Teste

n=32 n=25 Valor de p
IL-1A (C-889T)
Alelo C 44 (68.7%) 36 (72%) 0.84
Alelo T 20 (31.2%) 14 (28%)
Gendtipo C/C 17 (53.1%) 14 (56%)
Genotipo T/T 5 (15.6%) 3 (12%) 0.92
Genotipo C/T 10 (31.2%) 8 (32%)
IL-1B (C-511T)
Alelo C 37 (57.8%) 31 (62%) 0.70
Alelo T 27 (42.1%) 19 (38%)
Gendtipo C/C 11 (34.3%) 13 (52%)
Genotipo T/T 6 (18.7%) 7 (28%) 0.08
Gendotipo C/T 15 (46.8%) 5 (20%)
IL-1B (C+3953T)
Alelo C 51 (79.6%) 38 (76%) 0.64
Alelo T 13 (20.3%) 12 (24%)
Gendtipo C/C 21 (65.6%) 16 (64%)
Genotipo T/T 2 (6.2%) 3 (12%) 0.82
Genotipo C/T 9 (28.1%) 6 (24%)
IL-1RN
Alelo 1 44 (68.7%) 31 (62%) 0.77
Alelo 2 19 (29.6%) 18 (36%)
Alelo 4 1 (1.5%) 1 (2%)
Genotipo 1/1 15 (46.8%) 10 (40%)
Genotipo 2/2 2 (6.2%) 4 (16%) 0.76
Genotipo 1/2 14 (43.7%) 10 (40%)
Genotipos raros 1 (3.1%) 1 (4%)
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A andlise de haplétipos dos polimorfismos da IL-1 apresentou a existéncia de 15

formas haplotipicas, entretanto, ndo se observou diferenca estatistica significante quando as

freqiiéncias dos haplétipos foram comparadas entre os grupos teste e controle (Tabela 7).

TABELA 7

Distribui¢do das freqiiéncias dos haplétipos dos polimorfismos IL-1A (C-889T), IL-1B
(C-511T), IL-1B (C+3953T) e IL-1RN (intron 2) entre os grupos teste e controle.

Haplétipos Grupo Controle Grupo Teste
IL-1RN /IL-1A(-889) / IL-1B(-511) / IL- n=32 n=25 Valor de p
B(+3953)
1CCC 20 (31.25%) 13 (26%)
ICCT 3 (4.6%) 3 (6%)
1CTC 1 (1.5%) 3 (6%)
ICTT 7 (10.9%) 4 (8%)
1TCC 11 (17.1%) 7 (14%)
ITCT 2 (3.1%) 1 (2%)
ITTT 1 (1.5%) 1 (2%) p=0.088
2CCC 5 (7.8%) 6 (12%)
2CCT 1 (1.5%) 1 (2%)
2TCC 6 (9.3%) 7 (14%)
2TTC 1 (1.5%) 0
2TTT 2 (3.1%) 3 (6%)
2TCT 3 (4.6%) 0
ACTT 0 1 (2%)
ATTT 1 (1.5%) 0

Os loci polimoérficos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T) se mostraram em forte

desequilibrio de liga¢do no grupo teste (p=0.0238) e no grupo controle (p=0.00014). Este

fato justificou a andlise da distribuicdo do gendtipo composto pelos alelos T dos
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polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T) entre os pacientes do grupo controle e
do grupo teste, entretanto, ndo se observou diferenca estatisticamente significante (Tabela
8).

TABELA 8

Distribuigdo da freqiiéncia do gendtipo composto, constituido pelos
alelos T dos polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T),
entre os individuos dos grupos teste e controle.

Grupo Controle  Grupo teste

n=32 n=25 Valor de p
Genoétipo composto 9 (28.1%) 8 (32%) p=0.779
Outros genétipos 23 (71.8%) 17 (68%)

5.2 ANALISE DO POLIMORFISMO IL-6 (G-174C)

A distribuicao genotipica do polimorfismo da IL-6 alcangou o equilibrio de Hardy-
Weinberg apenas no grupo teste. No grupo controle ndo foi observado o equilibrio esperado
devido ao excesso de gendtipos heterozigotos (freqiiéncia esperada 40% e freqiiéncia observada

55%, p=0.020).

Nao se observou diferenca estatistica significante nas freqii€ncias alélicas e
genotipicas quando os dois grupos foram comparados (Tabela 9). O alelo C apresentou baixa

freqiiéncia na populagdo, ocorrendo apenas um paciente com o genétipo C/C.
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Resultados

Distribui¢do dos alelos e gen6tipos do polimorfismo IL-6 (G-174C) entre os individuos

dos grupos teste e controle.

Grupl(:J =C302ntrole Grul[:;)zrgeste Valor de p
IL-6 (G-174C)
Alelo C 19 (29.6%) 16 (32%) 0.85
Alelo G 45 (70.3%) 34 (68%)
Gendtipo C/C 0 1 (4%)
Gendtipo G/G 13 (40.6%) 10 (40%) 0.56
Genotipo C/G 19 (59.3%) 14 (56%)

5.3 ANALISE DO POLIMORFISMO TNF-A (G-308A)

A distribuicdo genotipica do polimorfismo alcancou o equilibrio de Hardy-

Weinberg em ambos os grupos estudados.

As freqiiéncias alélicas e genotipicas também nao monstraram diferenca

estatistica significante quando os grupos teste e controle foram comparados (Tabela 10). O

alelo A apresentou baixa freqiiéncia (4.6%) na populacio e o gendtipo A/A ndo ocorreu em

nenhum dos pacientes analisados.

TABELA 10

Distribuicdo dos alelos e gen6tipos do polimorfismo TNF-A (G-308A) entre os individuos

dos grupos teste e controle.

Grupi)l =C302ntrole Grurll):geste Valor de p
TNF-A (G-308A)
Alelo A 3 (4.6%) 2 (4%) 1.00
Alelo G 61 (95.3%) 48 (96%)
Genotipo A/A 0 0
Gendtipo G/G 29 (90.6%) 23 (92%) 1.00
Genotipo G/A 3(9.3%) 2 (8%)
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6. DISCUSSAO

Apesar de ndo ser um evento freqiiente, o insucesso dos implantes enddsseos
pode ocorrer independentemente da experiéncia do cirurgido, frustrando as expectativas do
profissional e, principalmente, do paciente. As causas da falha do processo de
osseointegracao, observada na perda precoce de implantes, ainda ndo estdo completamente
estabelecidas. A literatura aponta diversos fatores que podem influenciar a resposta
cicatricial periimplantar. Em suma, o estabelecimento de uma osseointegracdo adequada
parece ser resultado de um sutil balanco entre boa estabilizagdo primdria (relacionada a
quantidade e qualidade Ossea favordveis), minima injuria ao tecido, resposta eficiente do
hospedeiro e superficie do implante biologicamente aceitdvel (Friberg et al., 1991; Hutton

et al., 1995; Esposito et al., 1998b; Ekfeldt et al., 2001; van Steenberghe ef al., 2002).

No presente estudo ndo se observou influéncia do género ou idade sobre a perda
precoce dos implantes. Apesar de alguns estudos associarem a perda precoce a idade
avangada do paciente (Salonen et al., 1993), nossos resultados concordam com a maioria
dos achados na literatura (Hutton et al., 1995; Esposito et al., 1998b; Wilson & Nunn,

1999; Ekfeldt et al., 2001) de que a idade ndao aumenta o risco a perda de implantes.

Analisando-se a perda dos implantes em relacdo ao periodo de instalacdo do
abutment, observou-se que 68% (17/25) dos pacientes do grupo teste apresentaram falhas
antes da sua instalagdo, enquanto que, em 12% (3/25) e em 20% (5/25) dos pacientes as
falhas ocorreram durante e apds a conexdo do abutment, respectivamente. Friberg et al.
(1991), analisando 69 implantes com perda precoce, observaram que a maioria (48/69) das
falhas foi diagnosticada durante a conexao do abutment e 17 implantes foram perdidos apds
a conexdo. Estes achados sugerem que demasiada for¢a durante a instalacdo do abutment
pode ter provocado a ruptura de uma fragil interface osso-implante ou que contatos
acidentais entre o implante e o dente oposto podem ter gerado sobrecarga traumatica. El
Askari et al. (1999b) também atribuiram o insucesso diagnosticado durante a instalacdo do

abutment ao excesso de torque em implantes instalados em osso tipo I'V.
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Maxilares reabsorvidos em combinacdo com osso tipo I e IV podem ser
considerados situagdes de risco para a perda precoce de implante. Em maxilares com alta
densidade dssea (osso tipo I), o superaquecimento do sitio cirdrgico poderd ocorrer se uma
irrigacdo apropriada ndo for fornecida, enquanto que, em maxilares de pobre qualidade
Ossea (osso tipo 1V) ocorre dificuldade em se estabelecer a estabilidade primaria do
implante (Friberg et al., 1991). No presente estudo, ndo foi possivel obter a informacao da
qualidade 6ssea de todos os maxilares. Entretanto, como a maioria dos pacientes do grupo
teste perderam implantes instalados na regido posterior da mandibula (54.1%), pode-se
suspeitar que o volume e qualidade 6ssea nessa regidao tenham desempenhado algum papel
na falha dos implantes. A camada cortical da mandibula geralmente € densa e espessa e
tende a se tornar mais estreita € porosa na regiao posterior, 0 mesmo Ocorre com sua por¢ao
trabecular que é mais densa quando comparada a maxila e também se apresenta mais
porosa na regido posterior. Além disso, a presenca do canal mandibular limita o volume

dsseo disponivel na regido posterior da mandibula (Esposito et al., 1998b).

Tanto nos pacientes do grupo teste, como nos pacientes do grupo controle, os
implantes instalados eram usinados, tipo parafuso e sem tratamento de superficie,
independente da marca comercial utilizada (31 ou Conexao). Portanto, neste estudo torna-se
impossivel avaliar se o formato ou a superficie do implante desempenharam algum papel na

perda precoce nos pacientes do grupo teste.

A concentragdo da perda de implantes em um pequeno grupo de individuos
(Weyant & Burn, 1993; Hutton et al., 1995; Ekfeldt et al., 2001) indica que a resposta
deficiente do hospedeiro pode ser o ponto de partida para o melhor entendimento das falhas
no processo de osseointegracdo. Algumas caracteristicas do hospedeiro como fumo severo,
exposicao a quimioterapia e radioterapia, diabetes e osteoporose podem implicar em risco a
perda precoce de implantes (Ekfeldt ef al., 2001; van Steenberghe et al., 2002). Entretanto,
poucos estudos t€m se preocupado em avaliar a possivel influéncia de fatores genéticos

nesses insucessos.
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Dentre os eventos que participam da regeneracao periimplantar, a produgdo de
fatores locais, como citocinas e fatores de crescimento, parece ser o ponto crucial para a
defini¢do entre o estabelecimento da osseointegracdo e a formacdo da capsula fibrosa que
resultard na perda precoce do implante (Schwartz et al., 1999). Os implantes dentais
parecem induzir, nos tecidos do hospedeiro, um padrio de producdo de citocinas que
favorece a osseointegracdo ao invés da rejeicdo (Schiareno er al. 2000). Entretanto, a
secrecdo excessiva de citocinas com atividade osteoclastica, como a IL-1, IL-6 e TNF-¢,
poderia perturbar esse equilibrio, resultando em uma resposta bioldgica desfavoravel ao

estabelecimento e/ou manuten¢do da osseointegracao.

O presente estudo parece ser o primeiro a analisar a correlagdo entre
polimorfismos funcionais nos genes da IL-1, IL-6 e TNF-« e a perda precoce de implantes.
Os resultados ndo revelaram correlacdo significante entre as freqii€ncias alélicas ou
genotipicas dos seis polimorfismos estudados, bem como entre os haplétipos da IL-1,

quando os grupos controle e teste foram comparados.

Uma possibilidade para os resultados negativos aqui apresentados pode ser o
limitado nimero de individuos analisados. Na tentativa de avaliar o real papel dos
polimorfismos na perda precoce, foram estabelecidos rigidos critérios de exclusdo para
minimizar a0 maximo a influéncia de outros fatores como o fumo, condi¢des sistémicas do
paciente e complicagdes operatdrias. A selecio dos pacientes baseada nesses critérios
diminuiu muito o nimero amostral. Entretanto, a quantidade de individuos do grupo teste
(n=25) nao diferiu muito do nimero de pacientes analisados em estudos prévios, cujos
critérios de exclusdo ndo foram tao rigidos: 27 individuos, incluindo perdas precoces e
tardias e pacientes fumantes (Wilson & Nunn, 1999), e 19 individuos com perda tardia,

cujos critérios de inclusdo e exclusdo ndo foram mencionados (Rogers et al., 2002).

Em 1999, Wilson & Nunn nao observaram correlagdo entre o genotipo
composto pelos alelos T dos polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T) e a perda
de implantes. Foram incluidos no mesmo grupo pacientes com perdas precoces e tardias,

além de pacientes fumantes. O fumo demonstrou aumentar 2.5 vezes o risco a perda de
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implantes e os autores sugeriram que o efeito do fumo pode ter mascarado a influéncia do
gendtipo sobre a perda dos implantes. Rogers et al. (2002) também ndo observaram

associacao significante entre esse genotipo composto e a perda tardia de implantes.

Recentemente, Shimpuku et al. (2003) avaliaram os polimorfismos IL-1A (C-
889T), IL-1B (C-511T) e IL-1B (C+3953T) em 39 pacientes que apresentaram perda dssea
periimplantar precoce e idiopatica. Apenas o gendtipo T/T do polimorfismo IL-1B (C-
511T) demonstrou correlacdo significante. O género, idade, fumo, qualidade dssea, periodo
pos-menopausa e os demais polimorfismos estudados nio apresentaram correlagdo
estatistica significante. Os autores sugeriram que os polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-
1B (C+3953T), uma vez que estariam associados a severidade da doenga periodontal
(Kornman et al., 1997), devem ter maior relevancia como marcadores para a perda Ossea de
etiologia infecciosa. No presente estudo, a auséncia de correlacdo entre os polimorfismos
IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T) e a perda precoce pode ser conseqiiéncia da auséncia

de etiologia infecciosa nos insucessos analisados.

Alguns estudos tém demonstrado que polimorfismos da IL-1 realmente t€ém
efeito sobre a taxa de transcri¢do génica. Entretanto, esse fendmeno nao € tdo simples, pois
os polimorfismos ndo parecem atuar de forma individual e sim em cooperagdo. Portanto,
torna-se necessdria a andlise destes polimorfismos em haplétipos. Recentemente, foi
demonstrado desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos IL-1RN (intron 2) e IL-1B
(C-511T) (Joos et al., 2001). Hurme & Santtila (1998) observaram que em individuos
sauddveis, o alelo 2 do polimorfismo IL-1RN (intron 2) estava associado a elevados niveis
plasmaéticos de IL-1ra apenas quando o alelo T do polimorfismo IL-1B (C-511T) também
estava presente. Em um estudo in vitro, células mononucleares com o alelo 2 do
polimorfismo IL-1RN (intron 2) produziram elevados niveis de IL-1£ (Santtila er al.,

1998).

No presente estudo, a freqiiéncia haplotipica da IL-1 e a distribuicdo do
gendtipo composto (alelos T dos polimorfismos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T)) nao

apresentaram diferencas significantes entre os grupos controle e teste. No entanto,
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observou-se forte desequilibrio de ligagao entre os loci polimérficos IL-1A (C-889T) e IL-
1B (C+3953T). Isto significa que deve ocorrer uma associagdo nao aleatéria dos alelos
destes dois loci, logo, eles ndo devem ser analisados de forma independente. Gore et al.
(1998) também observaram desequilibrio de ligacdo entre esses dois loci polimoérficos em
americanos caucasdides sauddveis e com doenga periodontal. Outro estudo confirmou este
desequilibrio de ligagdo em americanos caucaséides, entretanto, o mesmo nao foi
observado quando individuos afro-americanos foram analisados (Diehl ez al., 1999). O forte
desequilibrio de ligacdo observado neste estudo estd de acordo com estudos prévios (Gore
et al., 1998; Diehl et al., 1999) e pode ser reflexo da exclusdo de individuos negros e

mulatos dos grupos amostrais.

O presente estudo foi o primeiro a avaliar a correlagdo entre os polimorfismos
IL-6 (G-174C) e TNF-A (G-308A) e a perda precoce de implantes. Nao foram observadas
diferencas significantes nas freqii€ncias alélicas e genotipicas quando os grupos teste e

controle foram comparados.

Terry et al. (2000) compararam a influéncia do polimorfismo IL-6 (G-174C),
atuando individualmente e em combinacdo com outros 3 polimorfismos na regido
promotora deste gene, sobre a transcricdo em dois tipos celulares (células tipo epitelial e
tipo endotelial). Observou-se que a regulacdo da transcricdo génica da IL-6 é especifica
para o tipo celular e este fato deve ser considerado no estudo genético de diferentes
patologias. Diferencas na transcri¢do da IL-6 resultaram de diferentes haplétipos e ndo do
efeito individual do polimorfismo IL-6 (G-174C). Os autores concluiram que
polimorfismos em sitios distintos atuam de forma interdependente, portanto, apenas a
andlise do polimorfismo IL-6 (G-174C) sobre a suscetibilidade a doencas torna-se

inadequado.

Assim como no gene da IL-6, outros polimorfismos foram descritos no gene
TNF-A e alguns deles se mostraram em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo aqui
estudado (Perry et al., 2001). Esses polimorfismos também parecem se relacionar com

elevada produgdo de TNF-a e foram associados a algumas doengas, como doenga de
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Alzheimer (Perry et al., 2001), doenga periodontal (Soga et al., 2003) e esclerose multipla
(Huizinga et al., 1997).

Com base nos resultados do presente estudo, ndo se pode concluir que
polimorfismos nos genes da IL-6 e TNF-a ndo se relacionam com a perda precoce de
implantes. Futuramente, a andlise de outros polimorfismos nestes genes, combinados em
haplétipos, fornecerd a real influéncia destas variacdes genéticas sobre o estabelecimento

da osseointegracao.

Diversas outras citocinas e fatores de crescimento participam da resposta
inflamatéria aguda, do processo de regeneracdo e de reparo (Abbas et al., 1998). Talvez a
formacdo da cdpsula fibrosa ao redor dos implantes com perda precoce tenha maior
influéncia de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator transformador do crescimento (TGF), do que das citocinas pro-
inflamatdrias aqui estudadas. Isso poderia ser uma possivel explicacdo para os resultados
negativos deste trabalho. A propriedade de inducdo da reabsorcdo 6ssea demonstrada pela
IL-1, IL-6 e TNF-« e a presenca de IL-1£ no fluido crevicular de implantes infeccionados
(Kao et al., 1995; Panagakos et al., 1996; Curtis et al., 1997; Aboyoussef et al., 1998)
sugerem que estas citocinas, bem como seus polimorfismos, podem ter maior relevancia na

perda tardia dos implantes, principalmente nos casos de periimplantite.

Nas ultimas décadas, um dos avancos mais significativos na medicina foi a
capacidade de se calcular o risco a doengas (Tonetti, 1998). Na odontologia, esse processo
ja vem sendo observado, principalmente em relacdo a doenga periodontal, na qual pacientes
portadores de determinados hébitos e caracteristicas, incluindo o perfil genético, vém sendo
identificados como individuos com maior propensdo ao desenvolvimento de periodontite
em grau severo. Na implantodontia, a existéncia de individuos que apresentam multiplas
perdas de implantes indica que certos fatores ou caracteristicas especificas estdo associados

a maior probabilidade do insucesso de implantes.
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A perda precoce de implantes parece ser o resultado de um processo
multifatorial que ainda ndo esti completamente esclarecido. E evidente que células e
mediadores inflamatorios contribuem para o encapsulamento fibroso do implante,
evidenciado nesses insucessos. Entretanto, pesquisas futuras sdo necessdrias para a
identificacdo dos fatores clinicos e moleculares determinantes neste fendmeno. A partir
dessas informagdes, a investigacao de fatores genéticos poderd identificar individuos com
caracteristicas que predisponham a perda precoce de implantes, possibilitando ao
profissional adequada sele¢do do paciente, melhor planejamento do caso e estabelecimento
de prognéstico seguro. Isto permitird o aumento do indice de sucesso dos implantes,

tornando esta alternativa de tratamento cada mais previsivel e confidvel.
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Conclusédo

7. CONCLUSAO

Os loci polimoérficos IL-1A (C-889T) e IL-1B (C+3953T) se mostraram em
forte desequilibrio de ligagdo em ambos os grupos analisados, sugerindo que ocorre a
segregacdo destes loci durante a divisdo celular e, portanto, ndo podem ser considerados de

forma independente.

Os achados do presente estudo sugerem que os polimorfismos IL-1A (C-889T),
IL-1B (C-511T), IL-1B (C+3953T) e IL-1RN VNTR (intron 2), analisados individualmente
ou em haplétipos, ndo apresentam correlacdo com a perda precoce de implantes enddsseos

na populacdo estudada.

Os polimorfismos IL-6 (G-174C) e TNF-A (G-308A) ndo mostraram estar

associados a perda precoce de implantes na populagao brasileira estudada.
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EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN IL-1 GENE CLUSTER POLYMORPHISMS

AND EARLY IMPLANT FAILURE IN NON-SMOKING PATIENTS (Clin Oral Implant Res)

Abstract

Objective: The aim of the present study was to investigate the relationship between
specific polymorphisms of the IL-1 gene cluster and the early failure of osseointegrated
implants.

Material and methods: The subject population was composed by a test group comprising
28 non-smokers patients (mean age 52.7) that had suffered one or more early implant
failures and by a control group consisting of 34 individuals (mean age 43.3) with one or
more healthy implants. Genomic DNA from buccal mucosa was amplified by the
polymerase chain reaction (PCR), followed by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) and submitted to polyacrylamide gel electrophoresis to distinguish the alleles of the
IL-1A (-889), IL-1B (+3953), IL-1B (-511) and IL-RN (intron 2) gene polymorphisms.
Differences in the allele and genotype frequencies between control and test groups were
assessed by Chi-square test or by Monte Carlo simulations (p<0.05). Haplotype
frequencies, linkage disequilibrium and Hardy-Weinberg equilibrium were also estimated.
Results: No statistically significant differences were found in the genotype distribution or
allelic frequencies of the polymorphisms. No differences were observed between control
and test groups when different IL-1 gene cluster haplotypes were compared. Nevertheless,
the IL-1A (-889) and IL-1B (4+3953) polymorphic sites were in strong linkage
disequilibrium (p=0.00014 for control group and p=0.0238 for the test group).

Conclusion: This study suggests that polymorphisms in the IL-1 gene cluster are not

associated with early implant failure in a non-smoking Brazilian population.
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Introduction

Despite of the high success rates showed by osseointegrated implants (Lekholm et
al. 1999; Adell et al. 1990; Listgarten et al. 1991), failures may occasionally occur.
Regarding the timing of failure, it can be classified as early when osseointegration fails to
occur, or late when the achieved osseointegration is lost after a period of function (Esposito
et al. 1998a).

Infection, overheating, premature loading and impaired healing are the main factors
associated with early failure of dental implants (Esposito et al. 1998b). However, in some
situations, clinical factors alone do not explain why some patients develop this kind of loss
(Deas et al. 2002). The knowledge that implant failure tends to cluster in subsets of
individuals (Weyant & Burt 1993; Hutton et al. 1995) may indicate that there could be
specific host characteristics that disturb the osseointegration process, like genetic factors
(Santos et al. 2002). Implant success is directly related to the osseointegration stability. Bone
is a dynamic tissue continuously remodeled through resorption and formation (Parfitt 1994),
controlled by local production of cytokines, such as interleukins (ILs) (Tatakis 1993).

The IL-1 gene cluster has been mapped to the long arm of chromosome 2 and
consists of three genes: IL-1A, IL-1B and IL-1RN, encoding IL-1¢, IL-14 and IL-1ra,
respectively (Nicklin et al. 1994). These cytokines are believed to play a key role in
inflammation and immunologic reactions. IL-1« and IL-1/ have several pro-inflammatory
activities (Dinarello 1991), causing strong stimulatory effects on bone resorption and
inhibitory effects on bone formation (Tatakis 1993; Stashenko et al. 1987; Nguyen et al.
1991). IL-1ra is a natural antagonist of both IL-1« and IL-14, acting by binding the IL-1
receptors inhibiting biological response (Lennard 1995).

Some polymorphisms, which are genetic variations considered biologically normal,
have been identified in the IL-1 genes. In the IL-1RN gene there are variable numbers of an
86 base pair (bp) repeat sequence, resulting in five different alleles, two of which, allele 1
(four repeats) and allele 2 (two repeats) are the most frequent (Tarlow et al. 1993). In the
IL-1B gene, two biallelic base-exchange polymorphisms were described: at position —511

(C —> T) (D1 Giovine et al. 1992) and at position +3953 (C — T) (Pociot et al. 1992). In the

IL-1A gene, a biallelic base-exchange polymorphism at position —889 (C — T) was also
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described (McDowell et al. 1995). The occurrence of specific alleles of these reported IL-1
gene polymorphisms has been associated with an increased cytokine production (Pociot et
al. 1992; Danis et al. 1995; Santilla et al. 1998; Shirodaria et al. 2000) and related to a
variety of infectious and immuno-inflammatory diseases (Karjalainen et al. 2002; Machado
et al. 2001; Read et al. 2000; Takamatsu et al. 2000; Nemetz et al. 1999; Heresbach et al.
1997).

The relationship between polymorphisms in the IL-1 genes and periodontal disease
has been extensively studied. A composite genotype, comprising allele T at IL-1A (-889)
and at IL-1B (+3953) loci, was described as a genetic marker for increased risk to severe
periodontitis on non-smokers (Kornman et al. 1997). It was shown that patients with these
alleles produce increased levels of IL-1 (Engebretson et al. 1999) and are more susceptible
to develop severe periodontal disease (Kornman et al. 1997; Mc Devitt et al. 2000; Parkhill
et al. 2000; Papapanou et al. 2001). However, the use of IL-1 genotype as a genetic
susceptibility test has been questioned (Greenstein & Hart 2002), since several studies have
shown that IL-1 genotype prevalence varies in different ethnic groups (Diehl et al. 1999;
Walker et al. 2000; Armitage et al. 2000; Caffesse et al. 2002),

In the early implant loss, the surgical trauma, in consequence of implant insertion,
initiates a local inflammatory response that includes the release and activation of a variety
of cytokines and growth factors. This local factor production determines the quality of bone
formation or the formation of fibrosis (Schwartz et al. 1999). Increased levels of bone
resorptive interleukins, such as IL-1, might stimulate an excessive inflammatory response,
affecting osseointegration success. Therefore, it seems reasonable to evaluate if the
individual’s ability to produce higher or lower quantities of IL-1 could influence the
implant failure mechanism.

The aim of this study was to investigate the possible association between early
failure of dental implants and four polymorphisms previously described: IL-1B (-511), IL-
1B (+3953), IL-1A (-889) and IL-1 RN (intron 2).
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Material and methods

Subject selection
The subject population of this retrospective study was obtained from the pool of

patients treated in the Bucco-Maxillofacial Surgery Service of the Dental School of

Piracicaba, State University of Campinas (Piracicaba, SP, Brazil) and in the private clinic

of a periodontist (Bezerra, FIB) that has been working with dental implants for 13 years.

Out of 2993 implants inserted between 1993 and 2002, 121 had been lost due to several
causes (failure rate 4%). For this study, we have selected:

1) Control group: 34 patients with one or more healthy implants. These patients had at
least one implant that had been in function for a minimal period of 1 year.

2) Test group: 28 patients that had suffered one or more early implant failures. The
implants were considered early lost when presented mobility and/or pain before or
during the abutment connection and needed to be removed.

Both control and test groups were composed by white subjects in good general health
that had been treated with implant systems that follow Branemark protocol of two surgical
stages: 3i Implant Innovations, Inc (West Palm Beach, Fl, USA) and Conexdo Implant
System and Prosthesis (Sao Paulo, SP, Brazil). The exclusion criteria for these patients
were smoke habits, history of chronic illness, such as cardiovascular, diabetes,
osteoporosis, immune or bleeding disorders and radiotherapy or chemotherapy previous
exposure. Patients who had loaded implants during the osseointegration period, history of
any postoperative complication, such as infection, and use of any regenerative procedure
previous or concomitant to implant surgery, such as grafts or regenerative membranes, were
also excluded. The baseline clinical parameters for the subject population are presented in
table 1 and the characteristics of implant failure in each patient of the test group are
presented in table 2.

This study was carried out with the approval of the FOP/UNICAMP Ethics Committee
(protocol 006/02) and informed consent was obtained from all subjects.

Analysis of genetic polymorphisms
From all subjects, epithelial buccal cells were sampled according to the procedures

described by Trevilatto & Line (2000). DNA was extracted from cell samples using a

74



Anexos

standard phenol/chloroform protocol (Maniattis et al. 1989) and blindly analyzed for
polymorphisms in the IL-RN gene intron-2 (Tarlow et al. 1993), in the IL-1B gene at
positions =511 (Di Giovine et al. 1992) and +3953 (Pociot et al. 1992), and in the IL-1A
gene at position —889 (Mc Dowell et al. 1995).

The amplification reactions (PCR) were carried out in a Perkin-Elmer GeneAmp
2400 thermal cycler and were preformed with 300 to 700 ng DNA in a volume of 50 pL in
reaction mixture containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KClI, deoxyribonucleotides
(200 uM each) and 2 U Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden). The primers and MgCl, concentrations varied in each type of reaction and are
detailed below.

Polymorphism in the IL-1RN gene intron-2 (VNTR)

Primers: 5’-CTCAGCAACACTCCTAT-3" and 5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’
(both 1 uM), MgCl; (1.5 mM). Cycling was 1 min at 96°C, followed by 35 cycles of 1 min at
94°C, 1 min at 60°C and 2 min at 70°C, and an additional 3 min at 70°C and 55°C for 3 min.
In the second intron of IL-1RN gene, five alleles were defined by different numbers of a 86
bp segment repeat. Genotypes were determined by comparing the size of the bands with a
molecular weight ladder, with separation into allele 1 (4 repeats - 412 bp), allele 2 (2 repeats -
240 bp), allele 3 (3 repeats - 326 bp), allele 4 (5 repeats - 498 bp) and allele 5 (6 repeats - 584
bp).

Polymorphism in the IL-1B gene at position -511

Primers: 5S’-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3’ and 5-
GTTTAGGAATCTTCCCACTT - 3°. (both 1 uM), MgCl, (4 mM). The reaction mixture was
submitted to 4 min at 95°C, followed by 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 56°C and 1 min
at 72°C, and a final extension of 72°C for 4 min. The products were digested with 3 U per 25
puL reaction of Aval at 37°C overnight (ON) to detect allele C (114 bp + 190 bp) and allele T
(304 bp).

Polymorphism in the IL-1B gene at position +3953 (5" exon)

Primers: 5'-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3' and 5'-
GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG 3' (both 1 pM), MgCl, (2.5 mM). Cycling was 4 min at
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95°C, followed by 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 67.5°C and 1 min at 72°C, and a final
extension of 72°C for 4 min. The products were digested with 3 U per 25 pL reaction of Tag
I at 65°C ON to yield allele C (85 bp + 97 bp + 12 bp) and allele T (182 bp +12 bp).
Polymorphism in the IL-1A gene at position —889
Primers: 5’-AAGCTTGTTCTACCACCTGAACTAGGC-3’ and 5’-
TTACATATGAGCCTTCCATG-3’ (both at 1 uM), MgCl, (2.5 mM). The reaction was
incubated for 3 min at 95°C, followed by 35 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 55°C and 1
min at 72°C and a final extension of 72°C for 5 min. The products were digested with 3 U
per 25 pL reaction of Ncol at 37°C ON to detect allele C (16 bp + 83 bp) and allele T (99
bp).

Restriction products were visualized by electrophoresis on vertical 10 %
polyacrylamide gels in 1X TBE (89 mM Tris-Borate, 8 mM boric acid, 2 mM EDTA),
followed by rapid silver staining method (Sanguinetti et al. 1994).

Since IL-1A, IL-1B and IL-1RN genes are found in tight cluster on chromosome 2,
it is believed they could be inherited as a unit. So, in this study the polymorphisms were

analyzed not only isolated, but also in combinations, nominated haplotypes.

Data Analysis

The allele and genotype frequencies between patients with early failed implants and
control subjects were assessed by chi-square test using the BioEstat program (v 1.0 — Ayres
1998) or by Monte Carlo simulations using the CLUMP program (Sham & Curtis 1995). A p-
value <0.05 was considered significant. The ARLEQUIN software package (v 2.0 —
Schneider et al. 2000) was used in order to calculate Hardy-Weinberg equilibrium and
linkage disequilibrium, and to determine the putative haplotypes. The CLUMP program was
also used to assess differences between control and test groups regarding the haplotype
frequencies. This program is designed for use in genetic case-control studies, in which

multiple alleles are being considered and the observed frequencies of some alleles are rare.
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Results

Table 3 shows the allele and genotype frequencies of the four IL-1 gene
polymorphisms studied in the control and test groups. There was no significant difference in
the genotype distribution between patients with successful and failure implants in the
polymorphisms IL-1RN (p=0.783), IL-1B™"" (p=0.195), IL-1B***** (p=0.855) and IL-1A¥
(p=1.0), neither was observed statistical variation in the frequency of the alleles in any of the
polymorphisms studied: IL-1RN (p=0.662), IL-1B™"" (p=0.574), IL-1B**** (p=0.893) and
IL-1A% (p=0.894).

In the control group, for all studied polymorphisms, the genotype distribution was
conformed to expectations based on Hardy-Weinberg analysis. Regarding the failure group,
in contrast to the other polymorphic loci, IL-1B™" locus failed to fit to Hardy-Weinberg
equilibrium probably due to an excess of heterozygotes (observed frequency 25% and
expected frequency 49%, p=0.015).

The distribution of haplotypes between the two studied groups is shown in table 4
and no statistically significant difference was observed (p=0.8611).

Pairwise linkage disequilibrium was tested for all polymorphisms studied and
significant evidence of disequilibrium was observed only between IL-1A™ and IL-1B***

polymorphic sites (p=0.00014 for the control group and p=0.0238 for the test group).

Discussion

Cytokines have a physiologic role in bone metabolism. However, high levels of
them may lead to increased bone loss, resulting in a less favorable outcome or implant
failure. In this regard, increased levels of IL-1£ were found in gingival crevicular fluid
from diseased implants when compared to healthy sites (Kao et al. 1995; Panagakos et al.
1996; Salcetti et al. 1997). Individuals may demonstrate consistent differences in cytokine
secretion, which are probably genetically predetermined (Cork et al. 1996). We tested if the
alleles related to the ability to produce higher quantities of IL-1 could influence the early
implant failure mechanism in non-smokers.

A few studies have analyzed the relationship between polymorphisms in the IL-1

gene and implant failure. Wilson & Nunn (1999) were the first to study the relationship
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between implant loss and the IL-1 composite genotype reported by Kornman et al. (1997)
[allele T at IL-1A (-889) and at IL-1B (+3953) loci]. Their analysis failed to provide a
positive correlation, but these results might have been influenced by variables, such as the
presence of smokers and the existence of late and early failure implants in the same sample.
Rogers et al. (2002) also found no association between the IL-1 composite genotype and
failure of dental implants.

In the present study, we did not observe correlation between this IL-1 composite
genotype and the early implant failure in non-smoking patients (table 5). Recently, it has
been demonstrated that the IL-1 composite genotype alone does not appear to influence the
risk for peri-implant bone loss, but the risk was significantly higher when associated with
smoking (Feloutzis et al. 2003). In our study the smokers were excluded, since it was
demonstrated that smoking is such a strong risk factor (almost 2.5) for implant failure that
could overcome the effect of IL-1 genotype (Wilson & Nunn 1999). The frequency of the IL-
1 composite genotype in our sample group (62 individuals) was 29% (18 individuals). This
result was closer to that reported by Kornman et al. (1997) for Caucasian Europeans (29.1%)
and by Caffesse et al. (2002) for Hispanics (28%) than to African-Americans healthy and
with localized juvenile periodontitis, 14.5% and 8% respectively (Walker et al. 2000). We
also observed that the IL-1A (-889) and IL-1B (+3953) polymorphic sites were in linkage
disequilibrium both in the test and the control groups (respectively p=0.0238 and
p=0.00014), confirming data showed by Gore et al. (1998) in a Caucasian population. In
addition, Diehl et al. (1999) showed that these polymorphisms were in strong disequilibrium
in Caucasians, but not in African-Americans. In our sample, blacks and mulattos were
excluded, so the observed data may reflect the strong European heritage in the Brazilian
population (IBGE 2000).

Our study was the first to analyze the relationship between implant failure and the
polymorphisms in the IL-1B (-511) and IL-1RN genes. Allele T of the IL-1B (-511) has been
associated with certain infectious and immuno-inflammatory diseases (Karjalainen et al.
2002; Read et al. 2000; Nemetz et al. 1999; Machado et al. 2001) as well as increased plasma
levels of IL-14 and IL-1ra proteins (Hurme & Santilla 1998). The IL-1ra protein is an

important endogenous regulator of inflammation, since it acts as a competitive inhibitor of
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IL-1a and IL-14 (Dinarello 1996). The allele 2 of the IL-1 RN gene polymorphism was
associated with increased production of IL-1ra protein (Danis et al. 1995) and with several
inflammatory diseases (Mansfield et al. 1994; Buchs et al. 2001; Boiardi et al. 2000). In the
present study both IL-1B (-511) and IL-1RN polymorphisms failed to show a relationship
with the early implant failure.

The influence of polymorphisms on expression of proteins is not as simple as might
be expected, several polymorphic sites may act in synergy by complex interactions. Thus the
analysis of polymorphisms in haplotypes is more appropriate in genetic studies. The present
study was the first to analyze the association of IL-1 gene cluster haplotypes with implant
failure. The results showed no difference in the first common haplotype carriage (IL-1RA 1
+IL-1B”" C + IL-B™ C + IL-A™ C) and the second one (IL-1RA 1 + IL-1B”"" T + IL-
B*% C + IL-A™®* C) between control and test groups (p=0.8611).

The lack of association in our results could be a consequence of our limited sample
size. However, the very high p-values found in our analysis are indicative that there is indeed
a lack of correlation. In fact, early implant failure is not a frequent event and when smokers
are ruled out the study population is substantially reduced. Other possible explanation is that
if really exists any genetic influence on implant failures, it could operate through a
combination of polymorphisms in different pro-inflammatory cytokine or growth factor
genes. It is also possible that the critical step of early failures is not at the level of cytokine
production but at a later stage of bone formation, such as calcification of bone organic
matrix.

The role of cytokines in periodontal disease is well documented in the literature
(Gemmel et al. 1997; Genco 1992), but there is much to be learnt about their role on implant
osseointegration. It has been shown that dental implants are not physiologically inert and can
activate the complement system (Perala et al. 1991). This activation would cause the
secretion of IL-1 by monocytes and macrophages (Perala et al. 1991). Perala et al. (1992)
showed that human peripheral blood mononuclear cells were stimulated by different types of
dental implants to secrete increased levels of IL-1£ and TNF-a. Macrophages exposed to
titanium particles released high levels of TNF-¢, resulting in the inhibition of bone formation

(Tsutsui et al. 1999).
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It was concluded that polymorphisms in the IL-1RN (intron 2), IL-1B (-511), IL-1B
(+3953) and IL-1A (-889) genes were not associated with early implant failure in a non-
smoking Brazilian population. Despite of the negative results presented in this and other
studies, new researches should be conducted using different populations. Furthermore,
polymorphisms at other inflammatory mediator genes should be evaluated in an attempt to
clarify the real role of genetic factors in the implant failure. We believe that the finding of
several genetic markers related with early implant failure could be of clinical value to a
precise and early identification of individuals at high risk to implant loss. It will lead to a
more strict selection of patients and, in future, individual therapies would be developed,

increasing the implants success rates.
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Table 1. Baseline clinical parameters of the subject population (n=62).

Parameters Control group (n=34) Test group (n=28)

Mean age 43.3 52.7
Gender (n)
Female 16 15
Male 18 13
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Table 2. Number of inserted implants, number of failed implants, time of failure after surgery, clinical

sign of failure and time of failure in relation to abutment connection in each patient of test group.

Patients of Number of Number of Time of Clinical sign Time of failure
test group inserted failed failure after of failure  concerning abutment
implants implants surgery connection
T1 02 01 4 months Mobility Before connection
T2 08 01 6 months Mobility Before connection
T3 02 01 8 months Mobility During connection
T4 07 03 6 months Mobility/ pain ~ Before connection
TS 01 01 1 year Mobility During connection
T6 01 01 7 months Mobility During connection
T7 02 01 11 months Pain During connection
T8 08 02 6 months Mobility Before connection
T9 03 02 4 months Mobility Before connection
T10 01 01 8 months Mobility/ pain ~ During connection
T11 01 01 1 year Mobility During connection
T12 06 03 2 months Mobility Before connection
T13 06 01 5 months Mobility During connection
T14 01 01 3 months Mobility/ pain ~ Before connection
T15 04 01 3 months Mobility Before connection
T16 01 01 4 months Mobility Before connection
T17 02 02 2 months Mobility Before connection
T18 01 01 3 months Mobility Before connection
T19 06 01 4 months Mobility Before connection
T20 09 01 3 months Mobility Before connection
T21 07 05 5 months Mobility/ pain ~ During connection
T22 01 01 6 months Mobility Before connection
T23 03 02 6 months Mobility During connection
T24 01 01 2 months Mobility Before connection
T25 08 03 3 months Mobility Before connection
T26 02 01 4 months Mobility Before connection
T27 02 01 3 months Mobility Before connection
T28 03 01 4 months Mobility Before connection
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Table 3. IL-1RN, IL-1B”"" IL-1B***** and IL-1A™® allele and genotype distribution in

patients with successful (control group) and failed implants (test group).

Control group ~ Test group

n=34 (%) n=28(%) x’ p value
IL-IRN alleles
Allele 1 38 (55.8) 36 (64.2) %°=0.9838 0.6623"
Allele 2 29 (42.6) 19 (33.9)
Allele 4 1(1.4) 1(1.7)
IL-1RN genotypes
Al/A1 18 (52.9) 11 (39.2)
A1/A2 13 (38.2) 13 (46.4) v*=1.1500 0.7832"
A2/A2 2 (5.8) 3(10.7)
Rare genotypes 12.9) 1(3.5)
IL-1B -511 alleles
Allele C 38 (55.8) 35 (62.5) %°=0.555 0.5742
Allele T 30 (44.1) 21 (37.5)
IL-1B -511 genotypes
C/C 11 (32.3) 14 (50)
C/T 16 (47.0) 7(25) %*=3.2018 0.1958"
/T 7 (20.5) 7 (25)
IL-1B +3953 alleles
Allele C 54 (79.4) 43 (76.7) v*=0.124 0.8934
Allele T 14 (20.5) 13 (23.2)
IL-1B +3953 genotypes
C/C 22 (64.7) 18 (64.2)
C/T 10 (29.4) 07 (25) x*=0.4835 0.8551"
T/T 2(5.8) 3(10.7)
IL-1A -889 alleles
Allele C 47 (69.1) 39 (69.6) %*=0.004 0.8945
Allele T 21 (30.8) 17 (30.3)
IL-1A -889 genotypes
C/C 18 (52.9) 15 (53.5)
C/T 11 (32.3) 9 (32.1) %*=0.0024 1.00*
T/T 5(14.7) 4 (14.2)

p values marked with (*) were calculated using the CLUMP program and p values not
marked were calculated using the BioEstat program.

90



Anexos

Table 4.

Distribution

of IL-1RN/IL-1B>'"WIL-1B¥*3/1L-1A%%

haplotypes in patients with successful (control group) and failed

implants (test group).

Haplotypes Control group Test group
(IL-1RN/ B-511/ B+3953/ A-889) n=34 (%) n=28 (%)

1CCC 21 (30.8) 15 (26.7)
1CCT 3(4.4) 4(7.1)
ICTC 1(1.4) 3(5.3)
ICTT 7 (10.2) 4 (7.1)
1TCC 13 (19.1) 7 (12.5)
ITCT 2(2.9) 2(3.5)
ITTT 2(2.9) 1(1.7)
2CCC 5(7.3) 6 (10.7)
2CCT 1(1.4) 1(1.7)
2TCC 6 (8.8) 7 (12.5)
2TTC 1(1.4) 0 (0)
2TTT 2(2.9) 3(5.3)
2TCT 34.4) 1(1.7)
2CTC 0 (0) 1(1.7)
ACTT 0 (0) 1(1.7)
ATTT 1(1.4) 0 (0)

p=0.8611

v’=5.4865

p value was calculated using the CLUMP program.
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Table 5. Distribution of the IL-1 composite genotype [allele T (IL-1A-889) + allele T
(IL-1B+3953)] in patients with successful (control group) and failed implants (test

group).
Control group Test group
n=34 (%) n=28 (%)
Composite genotype 10 (29.4) 8 (28.5)
Other genotypes 24 (70.5) 20 (71.4)
p=0.8348

v*=0.005

p value was calculated using the BiosEstat program.
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Abstract

Background: Tumor necrosis factor-a (TNF-) is a potent inflammatory mediator with
bone resorption activity. Polymorphisms in the promoter region of the human TNF-« gene
have been shown to affect the levels of this cytokine and have been associated with a
variety of diseases. The aim of this study was to investigate the possible relationship
between early implant failure and a single nucleotide polymorphism (SNP) in the —308
promoter region of the TNF-¢ gene.

Methods: A sample of 66 non-smokers was divided into two groups: test group comprising
28 patients (mean age 52.7) with one or more early failed implants and control group
consisting of 38 individuals (mean age 43.2) with one or more healthy implants. Genomic
DNA from buccal mucosa was amplified by the polymerase chain reaction (PCR), analyzed
by restriction fragment length polymorphism (RFLP) and submitted to polyacrylamide gel
electrophoresis to distinguish allele G and allele A of the TNF-a (-308) gene
polymorphism. Differences in the allele and genotype frequencies between control and test
groups were assessed by Chi-square test (p<0.05).

Results: It was not observed significant difference in the allele (p=0.4635) and genotype
(p=0.4445) distribution of the polymorphism when control and failure groups were
compared.

Conclusion: The results indicate that the TNF-a (G-308A) gene polymorphism is not
associated with early implant failure, suggesting that its presence alone does not constitute
a genetic risk factor for implant loss in the Brazilian population.

Key words: TNF-alpha, polymorphism, implant failure, osseointegration, dental implants.
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INTRODUCTION

Despite of the high success rates showed by osseointegrated implants', failures still
occur. Regarding the timing of failure, it can be classified as early when osseointegration
fails to occur, or late when the achieved osseointegration is lost after loading®*. Bone is a
dynamic tissue continuously remodeled through resorption and formation’, controlled by
local production of cytokines, one of them is the TNF-¢”.

Tumor necrosis factor-« is a potent mediator of immune-inflammatory response,
mainly produced by macrophages”®. This factor seems to have similar biologic effects as
interleukin-1 (IL-1)’. It has been shown to induce the secretion of collagenase'”,
prostaglandin E,'' and interleukins, such as IL-6 and IL-8'*. TNF-« has also been reported

13,14,15

to induce bone resorption in vitro and in vivo . In addition, elevated levels of this

16- 19-21

cytokine have been associated with several diseases'®"®, including periodontitis

One of the single nucleotide polymorphisms identified in the promoter region of the
human TNF-¢ gene is a guanine (G) to adenosine (A) transition at position —308%% that
generates the alleles G and A. The allele A has been found to be a strong transcription

activator>>2°

, resulting in higher TNF-a levels. Furthermore, this allele has also been linked
to several diseases such as Alzheimer disease®, rheumatoid arthritis®’, systemic lupus
28 29 - 30
erythematosus™, asthma™ and type 2 diabetes™ .
High levels of inflammatory mediators have been found in diseased implant sites

when compared to healthy ones’' ™

. It suggests that despite of the physiologic role of
cytokines in bone metabolism, high levels of them may lead to increased bone loss,

resulting in a less favorable outcome or implant failure.
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Regarding the early loss, the surgical trauma, in consequence of implant insertion,
initiates a local inflammatory response that includes the release and activation of a variety
of cytokines and growth factors. This local factor production determines the quality of bone
formation or the formation of fibrosis®®. Perhaps, increased levels of bone resorptive
cytokines, such as TNF-a, might stimulate an excessive inflammatory response, affecting
osseointegration success.

Individuals may demonstrate consistent differences in cytokine secretion®>, which
are probably genetically predetermined®®. We hypothesized that the ability to produce
higher or lower quantities of TNF-« could influence the implant failure mechanism. In
order to test this hypothesis, the aim of the present study was to investigate the possible
association between early failure of dental implants and the TNF-o (G-308A) gene

polymorphism.

MATERIAL AND METHODS
Subject selection

Sixty-six white subjects in good general health were screened from private practices
of periodontics and from the patient pool of the Surgery Service of the Dentistry School of
Piracicaba (FOP/UNICAMP). The patients were from the Southeastern and Northeast
regions of Brazil. This study was carried out with the approval of the FOP/UNICAMP

Ethics Committee (protocol 006/02) and informed consent was obtained from all subjects.
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All patients had been treated with implant systems that followed Branemark
protocol of two surgical stages: 3i Implant Innovations, Inc (West Palm Beach, Fl, USA)
and Conexao Implant System and Prosthesis (Sao Paulo, SP, Brazil).

The baseline clinical parameters for the subject population are presented in Tablel.

Subjects were divided into two groups:

1) Control group: 38 individuals with one or more healthy implants. These patients
had at least one implant that had been in function for a minimal period of one
year.

2) Test group: 28 individuals who had one or more early failed implants. The
implants were considered early lost when presented mobility and/or pain before or
during the abutment connection and needed to be removed.

The subjects did not have any of the following exclusion criteria: smoke habits,
history of chronic illness, such as cardiovascular diseases, diabetes, osteoporosis, immune or
bleeding disorders and radiotherapy or chemotherapy previous exposure. There were also
excluded patients who had loaded implants during the osseointegration period, history of any
postoperative complication, such as infection, and use of any regenerative procedure previous
or concomitant to implant surgery.

DNA extraction

From all subjects, epithelial buccal cells were sampled as the method described by
Trevilatto & Line’’ (2000). DNA was purified from cell samples by sequential
phenol/chloroform extraction and salt/ethanol precipitation®®. DNA concentration was

estimated by measurements of OD 260/280.
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Polymorphism in the TNF-« gene at position -308

PCR was used to amplify a 107-basepair (bp) fragment of the TNF-a genomic
sequence using the following primers: 5 AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3’ and 3’
TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 5°. Amplification reactions were carried out in a Perkin-
Elmer GeneAmp 2400 thermal cycler and were preformed with 300 to 700 ng of DNA in a
total volume of 50 uL mixture, containing 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 1 pM of
each primer, 200 uM of each deoxyribonucleotide (dATP, dCTP, dGTP and dTTP) and 2.5
U Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). The following
PCR protocol was used: 2 cycles of 94°C for 3 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min; 35
cycles of 94°C for 1 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min; and a final extension of 72°C
for 7 min. The PCR product was digested with 2 U Ncol restriction enzyme at 37°C
overnight to detect allele G (87 pb + 20 pb) and allele A (107 pb).

Restriction products were visualized by electrophoresis on vertical 10 %
polyacrylamide gels in 1X TBE (89 mM Tris-Borate, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA),
followed by rapid silver staining method™.

Data Analysis
The allele ratio and genotype distribution between patients with early failed
implants and control subjects were analyzed by Chi-square test. A p value <0.05 was
considered significant.
RESULTS
The genotype distribution of TNF-polymorphism was consistent with the

expectations of Hardy-Weinberg equilibrium in both groups.
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There were no significant differences in the genotype distribution (p=0.4445) and
allele frequencies (p=0.4635) when control subjects and patients with early failed implants
were compared. These data are shown in table 2.

Considering the whole population, allele A was carried by 12.1% (8/66) of the

subjects with no presence of homozygotes.

DISCUSSION
Infection, overheating, premature loading and impaired healing are main factors

40-42

associated with early failure of dental implants™ ~. However, in some situations, only

clinical factors do not explain why some patients develop this kind of loss™.

The knowledge that implant failure tends to cluster in subsets of individuals***’
indicates the existence of high-risk groups. Therefore, there could be specific host
characteristics that disturb the osseointegration process, like genetic factors. However, few
studies have focused on this point.

Wilson & Nunn® (1999) assessed the presence of an IL-1 composite genotype,
comprising allele T of IL-1A (-889) and IL-1B (+3953) polymorphisms® in 27 patients
who had failed implants or experienced 50% of bone loss. Their analysis failed to provide a
positive correlation between IL-1 genotype and the implant loss. However, these results
might have been influenced by variables, such as the presence of smokers and the existence
of late and early failure implants in the same sample. They found that smoking is such a
strong risk factor (almost 2.5) for implant failure that could overcome the effect of IL-1

150

genotype. Rogers et al.” (2002) also found no association between the IL-1 composite

genotype and the failure of dental implants. Recently, it has been demonstrated that IL-1
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composite genotype alone does not appear to influence the risk for peri-implant bone loss,
but the risk was significantly higher when the IL-1 genotype was associated with
smoking”'.

This is the first study that analyzed the TNF-a (G-308A) polymorphism in patients
who had suffered early implant failures. The lack of association in our results could be a
consequence of our limited sample size. In fact, the early implant failure is not a frequent
event and when smokers are ruled out the study population is substantially reduced.

Other possible explanation for our negative results is that we analyzed the
independent role of one promoter polymorphism in the TNF-« gene. Since the TNF-« gene
resides within the class III region of the major histocompatibility complex (MHC), it is a
component of the human leukocyte antigen (HLA) gene complex. The allele A of the TNF-«
(-308) polymorphism is linked to HLA A1-B8-DR3-DQ2 haplotype™, which is associated
with high TNF-« production' ™. In view of the intimate and possible cross-regulatory effect
of MHC class IIl genes on TNF-¢ activity, it appears unlikely that the TNF-o (-308)
polymorphism plays a pivotal role in the failure process.

If really exists any genetic influence on implant failures, it could operate through
other mechanisms that might be polymorphisms in different pro-inflammatory cytokine or
growth factor genes. Other polymorphisms could be more important than the TNF-« (G-
308A) and should be analyzed in attempt to clarify which factors could indeed be implicated
in the loss of implants. It is also possible that the critical step is not at the level of cytokine
production but at a later stage of bone formation, such as calcification of bone organic

matrix.
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Considering the whole studied population, we found an allele A prevalence of
12.1%. It was much lower than the prevalence of 28.5%" and 27%"* reported for European
Caucasians. These differences between those populations reflect that the results we have
reported, while true for the Brazilian population, may be different in others.

Although we have found no association between the TNF-« (-308) polymorphism
and early failure of implants, the role of this cytokine in the failure mechanism remains to
be determined. Dental implants are not physiologically inert. Different types of implants
can stimulate peripheral mononuclear cells to produce IL-1/ and TNF-¢°. Moreover, high
levels of TNF-« released from macrophages exposed to titanium particles played an
important role in the inhibition of bone formation, suggesting that this cytokine has a

significant part in the abnormal bone metabolism that occurs with implant loss®.

Conclusion

The discovery of genetic markers related to implant failure would be of great value
and clinical importance due to the possibility of a better understanding of failure
mechanisms, a more adequate patient selection and development of preventive measures or
individual therapies.

In conclusion, we did not find an association between the TNF-« (G-308A) gene
polymorphism and early implant failure, suggesting that the presence of this polymorphism
alone does not predispose to the loss of dental implants. In spite of the negative results

presented by this and other studies, further investigations in genes of other inflammatory
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mediators should be conducted on different populations to provide more conclusive

evidence of the genetic influence in dental implant failure.
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Table 1. Baseline clinical parameters of the subject population (n=66).

Parameters Control group (n=38) Test group (n=28)

Mean age 43.2 52.7
Gender (n)
Female 20 15
Male 18 13

Table 2. TNF-a (-308) allele and genotype distribution in
individuals with successful implants (control group) and patients

who had experienced implant failures (test group).

Control group Test group

n=38 (%) n=28 (%) p value

Alleles

Allele G 70 (92.1) 54 (96.4)

Allele A 06 (7.8) 2(3.5) 0.4635
Genotypes

G/G 32 (84.2) 26 (92.8)

A/A 0(0) 0(0) 0.4445

G/A 6 (15.7) 2 (7.1)
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