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RESUMO

Apesar do alto indice de sucesso dos implantes dentais osseointegrados,
estudos demonstram que falhas podem ocorrer. O fendmeno em cacho, no qual
alguns pacientes sofrem miultiplas perdas, suporta a evidéncia de que a
caracteristica individual tem um papel importante na falha da osseointegragio,
entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia genética na susceptibilidade a perda
precoce de implantes osseointegrados. Polimorfismos sdo variagdes genéticas
encontradas na populagéo, consideradas dentro da nomalidade, que podem tornar
um individuo mais ou menos suscetivel a uma determinada patologia. Polimotfismos
em genes de mediadores inflamatdrios como MMPs podem alterar a expresséo
dessas proteinas e estéo relacionados a diversas patologias. O objetivo do trabalho
foi investigar a ocorréncia de polimorfismos em promotores do gene que
transcrevem a MMP-1 (posigdes -1607 e -519) correlacionando-os com a perda
precoce de implantes osseointegrados. Os voluntarios foram divididos em dois
grupos: teste, 44 pacientes com perda precoce de implantes e controle, 60
pacientes com implantes osseointegrados funcionais. O DNA foi obtido a partir de
células epiteliais da mucosa bucal, sendo amplificado por PCR, digerido por RFLP e
analisado por eletroforese. A andlise estatistica foi realizada através das Simulagdes
de Monte Carlo, ao nivel de significancia de 5%. O programa ARLEQUIN foi utilizado

para verificar combinagdes de haplotipos.



INTRODUCAO

As evidéncias clinicas da osseointegracdo revolucionaram a implantodontia,
tornando os implantes osseointegrados a alternativa mais estética e funcional para
diversas situagbes de edentulismo. Apesar da osseointegracio apresentar
resultados previsiveis, reproduziveis e estaveis ao longo do tempo (Pinto et al,
2000), garantindo um alto indice de sucesso no tratamento com implantes (Adell et
al., 1990; Lekholm et al., 1999), faihas ainda ocorrem.

Do ponto de vista biologico, Branemark (1996} definiu a osseointegragao como
a presenga de tecido dsseo neoformado em intima aposicdo com a superficie do
implante, sendo que ao nivel de microscopia optica nado se deve observar
interposicdo de tecido fibroso. Logo, € estabelecida uma conexado estrutural e
funcional direta, capaz de suportar cargas fisioldgicas normais sem que ocorra
deformagdo excessiva ou rejeicdo. Portanto, é 6bvio que a interacdo entre o tecido
6sseo e a supetficie do implante & o principal fator responsavel pelo sucesso do
tratamento com implantes osseointegrados.

O mecanismo de osseocintegracao & muito similar a cicatrizagdo dssea primaria.
Dessa maneira, apds o trauma cirurgico ocorre um processo inflamatdrio, no qual
uma cascata de mediadores promove alteragdes circulatorias e a formagao de um
hematoma. Em seguida, se estabelece uma regeneragao, com formagéo de tecido
osseo. Numa terceira etapa, ocorre a maturagdo da ferida por mecanismo de
remodelacao 6ssea, 0 qual e influenciado pelas presstes oclusais (Cotran et al.,
1994).

A falha na osseointegracdo se da quando no lugar da regeneracédo acontece
um processo de reparo, no qual citocinas orientam a migragcao e proliferacao de
fibroblastos culminando com a substituicdo do tecido de granulacao, inicialmente
formado, por uma cicatriz avascular composta por fibroblastos fusiformes, colageno
denso, fragmentos de tecido elastico e outros componentes da matriz extracelular
(Gotran et al.,, 1999). Essas citocinas ainda sinalizam para diversos tipos celulares
estimulando a produgéo de prostaglandinas e metaloproteases da matriz, as quais
estdo associadas & degradacéo de tecido dsseo e conectivo (Greenstein & Hart,

2002). Assim, na falha de implantes ocorre um processo de reparo, sendo gue a



formagao de uma cdapsula de tecido conjuntivo promove a mobilidade do implante e
consequentemente a necessidade de removéa-lo.

A falha bioldgica dos implantes estd relacionada & incapacidade do hospedeiro
em estabelecer ou manter a osseointegragdo e pode ser dividida em precoce,
quando a osseointegragdo nao ocorre, e tardia, quando ocorre uma ruptura na
estabilizagdo da osseointegraco. Entretanto, essa divisdo apresenta limitagbes,
uma vez que existe dificuldade clinica em determinar se a osseointegracao
realmente ocorreu. (Esposito et al, 1998; Esposito et al, 1999). Uma maneira
pratica de clasgificar a perda de implante é caracterizar como precoce aquela que
ocorre antes da instalacéo da prétese e tardia aquela que acontece apos o implante
ser submetido a cargas oclusais (Esposito ef al., 1999).

A literatura (Askary et al, 1999a; Askary et al, 1999b; Pinto et al, 2000)
demonstra que diversos fatores podem estar associados com a falha de implantes
osseointegrados, sendo classificados em exdgenos (relacionados ac operador ou ao
biomaterial) € endogenos {relacionados ac hospedeiro e subdivididos em |ocais ou
sistémicos). Forgas oclusais excessivas e infecgao (periimplantite) sdo os principais
fatores associados a perda tardia, enquanto que o trauma cirdrgico excessivo, carga
prematura e contaminacao bacteriana estao relacionados a perda precoce (Ekfeldt
et al., 2001). Alguns autores, ainda sugerem que © volume e a qualidade 6ssea séo
fatores fortemente associados a esse tipo de fracasso (Friberg et af.,,1991; Hutton,
1995). Entretanto, um pequeno nimero de perdas ocorre sem causas clinicamente
reconhecidas (Deas et al, 2002).

A ocorréncia de insucesso no tratamento com implantes parece ndo estar
aleatoriamente distribuida na populagao; individuos que perderam um implante s&o
mais propensos a sofrerem outras perdas, é o chamado fendmeno em cacho
(Weyant & Burn, 1993; Hutton et al, 1995; Tonetti, 2000). Dessa maneira parece
existir um grupo de risco, sugerindo que fatores intrinsecos ac hospedeiro
desempenham um pape! importante na scbrevivéncia dos implantes
osseointegrados. O desafio atual no tratamento com implante estéd na habilidade em
detectar pacientes de risco. Dessa maneira, 0 conhecimento da etiologia e de
fatores associados a falha de implantes pode ajudar no reconhecimento desses
pacientes e auxiliar o desenvolvimenio de um tratamento adequado em conjunto

com estratégias de prevencao.



MEDIADORES INFLAMATORIOS X IMPLANTES OSSEOINTEGRADOS

No sitio de implantagdo, como qualquer sitio cirirgico, ocorre uma reagao
inflamatdria inicial em resposta ao frauma cirlrgico, entretanto, as caracteristicas do
material implantado podem influenciar essa resposta numa etapa posterior. Sabe-se
que imediatamente apés a implantagdo forma-se uma camada de componentes
organicos e inorgénicos do plasma em torno do implante (principalmente proteinas
como fibronectina e albuminas), na qual se ligam células mesenquimais
progenitoras. Essas células fiberam e ativam diversas citocinas e fatores de
crescimento que controlam a inflamagéo e estimulam a proliferacéo e diferenciagao
de células em osteoblastos e osteoclastos, além de sintetizar uma rede de colageno
que funciona como suporte para o processo de reparo (Schwantz ef al., 1997).

Além disso, foi demonstrado que os constituintes metdlicos dos implantes
podem ostimular a producao de niveis aumentados de citocinas tomando
exacerbada a resposta do hospedeiro (Perala ef al, 1992, Harada et al, 1996;
Tsutsui et al., 1999). Durante a regeneracéo 0ssea, as células proximas a superficie
do implante parecem ter a capacidade de orquestrar a atividade das células mais
afastadas do defeito dsseo, produzindo fatores relacionados a inflamagéo, bem
como, estimulando o metabolismo dssec e a deposicao de matriz (Schwariz et al,,
1997). As caracteristicas do material implantado influenciando a quantidade e
variedade celular gque se aderem ao implante regem uma resposta imune gue
envolve diversos tipos celulares, como: macrofagos, neutrofilos, linfocitos,
fibroblastos, queratindcitos, osteoblastos e osteoclastos. Quando exacerbada essa
resposta pode destruir o tecido periimplantar (Lekhoim et al.,, 1986; Seymour et al.,
1989). A ativacdo dessas ceélulas culmina com a sintese e liberagdo de citocinas
(Dongari-Bagtzoglo et al., 1998; Gainet et al., 1998) e mediadores lipidicos (Salvi et
al,, 1998), os quais medeiam o processo inflamatério e osteolitico.

Estudos prévios tém demonstrado que proteinases (Apse et al., 1989; Ingaman
et al., 1994, Teronen et al., 1997) estao presentes no fluido sulcular periimplantar e
parecem ter um importante papel na patogénese da falha de implantes (Teronen ef
al, 1997). A mensuracao desses mediadores inflamatorios pode monitorar o status

de saude do implante e auxiliar na compreensdo da atividade da doenca no tecido

periimplantar.



METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR

As metaloproteases da matriz (MMPs) compreendem uma familia de enzimas
que apresentam especificidade pelas macromoléculas da matriz extracelular. A
familia das metaloproteases é formada por pelo menos vinte membros em humanos
gque exibem similaridades estruturais e funcionais. As metaloproteases sao
secretadas na forma de zimégeno e como um complexo enzima-inibidor (Strickiin et
al., 1983; Emonar & Grimaud, 1990), sendo que sua ativacdo se da em duas etapas.
Inicialmente o zimégeno sofre clivagem proteolitica que resulta na remogao da
por¢do amino-terminal. A clivagem pode ser feita por varias enzimas como a
tripsina, plasmina, catepsina B e elastase. Numa segunda etapa, a enzima sofre
autodigestao que resulta na sua forma ativada (Van Wart e Birkedal-Hansen, 1990).
Acredita-se que a ativagdo é causada pela ruptura da ponte existente entre o
aminoacido cisteina e o ion zinco, que blogueia o sitio ativo da molécula. Outra
caracteristica comum entre as metaloproteases é a dependéncia dos ions zinco e
calcio. A interagdo do zinco com dois residuos de histidina presentes no dominio
catalitico da molécula tem importéncia crucial para o funcionamento adequado das
metaloproteases (Souza et al, 2000). Os dois atomos de calcio conferem uma
estabilidade para a estrutura terciaria da proteina (Dioszegi et al., 1995).

As metaloproteinases representam a maior classe de enzimas responsavel
pelo metabolismo da matriz extracelular (Kerrigan et al., 2000), contribuindo para
degradagdo e remodelagido do colageno de tecidos injuriados (Brikedal-Hansen,
1893). Elas séo secretadas por células inflamatérias em resposta a estimulos como
citocinas e lipopolisacarideos (Brikedal-Hansen, 1993). As MMPs desempenham
papel importante em véarios processos fisiologicos e patoldgicos, como na involugao
pos-parto (Weeks et al, 1976), na inflamacédo atraveés da migra¢ao leucocitaria
(Knauper et al, 1993}, na osteoartrite (Vijaykumar et al, 1995), no crescimento e
expansdo de tumores benignos e metastase (Autio-Hermainen et al, 1993), na
doenca periodontal (Birkedal-Hansen, 1993; Souza et al, 2003) e na reabsorgao
6ssea (Okada et al, 1995).

As metaloproteases da matriz se organizam em trés distintos ¢ bem
conservados dominios estruturais: pré-peptidios amino terminal, dominio catalitico e
dominio Carboxi-terminal e apesar de possuirem grande semelhanga estrutural
apresentam diferentes subclasses, como: colagenases intersticiais, gelatinases,

estromelisinas, MMP de membrana, além da mairilisena, estromelisina e



enamelisina. Esta classificacdo baseia-se na especificidade ao substrato. As
colagenases intersticiais sdo as mais especificas, foram as primeiras a serem
descritas (Gross & Nagai, 1962) e, durante as Ultimas décadas, tém sido objeto de
muitos estudos que versam sobre sua expressdo, distribuigdo, estrutura quimica e
molecular em processss normaie & patoldgicos. Existem trés tipos de colagenases
até hoje descritas, que apesar de exibirem grande semelhanga estrutural e de
especificidade s&o codificadas por genes distintos. A do primeiro tipo, MMP-1 &
sintetizada por fibroblastos, queratindcitos, ceélulas endoteliais, macrofagos,
condrocitos, osteoblastos e osteoclastos (Bikedal-Hansen, 1993) e expressa
amplamente entre os tecidos. Ela possui um proeminente papel na degradacéo do
colageno, pois € a unica enzima capaz de clivar colageno tipo |, i, 1, VII, Vill e X,
que s&o os mais abundantes componentes da matriz extracelular (Dunleavery et al.,
2000), tornando estas moléculas susceptiveis a agdo de outras enzimas (Souza .,
1993). As colagenases intersticiais iniciam a reabsorgao 6ssea pela geragao de
fragmentos de colagenos que ativam osteoclastos {Holliday et al., 1997).

A regulacdo da atividade proteolitica das metaloproteases ocorre a nivel
extracelular através de proteinas inibidoras especificas de tecido, os TIMPs (Tisseu
Inhibitors of Metalloproteinases) (Herron et al, 1986). Estes inibidores estio
distribuidos pelos tecidos e fluidos e sdo secretados por diversos tipos celulares.
Altera¢des nos niveis de sintese entre TiIMPs e MMPs pode levar a um desequilibrio
na taxa de degradac¢do da matriz extracelular, podendo causar destruigdac anormal
da matriz (MacNaul ef al., 1990). Além disso, os genes que franscrevem as MMPs
respondem em niveis de transcricdo a diferentes citocinas (Fabunmi et al.,, 1996,

Kondapaka et al., 1897).

POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos s&o pequenas variagdes geneéticas encontradas em mais de 1%
da populagéo e consideradas biologicamente normais. Geralmente os polimorfismos
sdo caracterizados por uma simples trocas de nucleotideos (SNPs singles
nuclectide polimorphisms), porém podem ser representados por deleces ou
insercdes de bases. Os polimorfismos sao considerados funcionais quando
promovem alteragdo na expressédo do gene e dessa forma podem tornar um
individuo mais ou menos suscetivel a uma determinada patologia (Thompson et al,
1991).



O gene da MMP-1 esta localizado no cromossomo 11¢22.3 {(Gene ID 4312),
um polimorfismo caracterizado pela insergdo de uma base guanina {G) na posicéo -
1607, cria dois alelos diferentes (1G ou 2G), sendo que o alelo 2G tem sido
relacionado com o aumento da expressdo desse gene (Rutter ef al, 1998).
Recentemente foi descrito um polimorfismo na posigdo -519 desse mesmo gene,
onde existe uma troca de adenina (A) por guanina (G) (Jurajda et al., 2002).

Em prévio projeto de mestrado financiado pela FAPESP (processo 01/11920-6)
foi demonstrado que o polimorfismo na posigao -1607 do gene da MMP-1 esti
fortemente associado a perda precoce de implantes osseointegrados em pacientes
nao fumantes. O alelo 2G foi observado numa freqiéncia muito grande em
pacientes com perda precoce de implante {Santos et al., 2004). Esse alelo aumenta
a transcrigdo do gene e potencializa o nivel da expresséo dessa proteina (Rutter et
al., 1998) fornecendo a base molecular para explicar a intensa degradagéo da matriz
extracelular, 0 que pode explicar 0 aumento na susceptibilidade na falha da
osseointegragao. Esse polimorfismo também estad associado a periodontite crénica
na populagao brasileira (Souza et al., 2003).

Alguns sitios polimorficos podem ser herdados em combinagdo, sé&o os
chamados haplétipos. Dessa maneira, a combinagdo de dois ou mais /locis
polimorficos podem influenciar determinada patologia. Em recente estudo da regiao
promotora do gene da MMP-1 foi associado os polimorfismos na regido -1607
(1G/2G), -519 {(A/G), -422 (A/T) com periodontite crénica na populagéo tcheca. O
resultado obtido foi diferente do estudo de Souza et al. (2003), sendo que o
polimorfismo 1G/1G predominou em pacientes nao fumantes com periodontite
crénica. Nesse estudo a combinacio genctipica nas posigdes -1607, -519 e —422
(1G/2G - AA — AT) estava mais freqliente no grupo de pacientes com periodontite,
enquanto outra combinagéo significante (1G/2G — AA — TT) foi mais freqlente no
grupo de referéncia (Holla et al,, 2004). Jurajda et al. (2002) também observaram
relac&o enire os polimorfismos -1607 e -519 do gene da MMP-1, onde o alelo A na

posicéo -519 parece estar em combinagéo com o alelo 2G da posicao -1607.
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Leite et al

Table 1 Baseline Clinical Parameters of the
Subject Population (n = 104)

46/21-71 45.6/18-73

Mean age/range
Gender
Female (%) 54.83 53.06
Male (%) 45.17 46.94
Maxillary implants (36) 43.48 3892
Maxillary failure (%) - 2170
Mandibular implants (%) 58.52 61.98
Mandibular failure (%) 78.30

Mean time of successful implants/ 2.5/9—72 mo 5.5/1-12 mo**
range of fallure after surgery

*Mean time of failure after dental implant placement.

Fibroblast-type collagenase (MMP-1) is the inter-
stitial collagenase expressed most widely among tis-
sues and therefore plays a prominent role in collagen
degradation.’” MMP-1 degrades types |, II, lll, and IX,
which are the most abundant protein components of
extracellular matrix.>'8 Interstitial collagenase allows
osteoblasts to initiate bone resorption by generating
collagen fragments that activate osteoclasts.'® Nor-
mally, expression of MMP-1 is low, but it is readily
induced by phorbol esters, growth factors, and
inflammatory cytokines.2® Overexpression of MMP-1
is associated with several pathologic conditions.?!

Insertion of a guanine at position -1607 of human
MMP-1 gene creates the 2G allele, which has been
shown to increase transcriptional activity.22 The pres-
ence of this allele has been associated with the
development of ovarian cancer,® endometrial carci-
nomas,?? changes in bone mineral density,'” the pre-
mature rupture of fetal membranes,® and chronic
severe periodontitis.” Another polymorphic site in
MMP-1, A-519G substitution has been reported.?
Jurajda et al?* observed linkage between these 2
polymorphisms. The A allele at -519 was more often
found with the 2G allele at -1607.%*

The finding of genetic markers related with early
implant failure could allow the identification of indi-
viduals susceptible to implant loss. The purpose of
this study was to investigate a possible relationship
between 2 polymorphisms in the promoter of MMP-
1 gene (G-1607GG and A-519G) and early failure of
osseointegrated oral implants.

MATERIALS AND METHODS
Subject Selection
This retrospective study was carried out with the

approval of the UNICAMP Ethics Committee (protocol
006/02), and informed consent was obtained from all

654 \Volume 23, Number 4, 2008

subjects. A sample of 104 nonsmoking subjects (46
samples from a previous study® older than 18 years of
age were recruited for study from the patient pool at
the Dental Clinics of the Faculty of Dentistry of Piraci-
caba, University of Campinas (UNICAMP), Séo Paulo,
Brazil. The subjects were randomly recruited. All sub-
jects were in good general and oral health and did
not have any of the following exclusion criteria: a his-
tory of diabetes or osteoporosis, hepatitis or HIV infec-
tion, immunosuppressive chemotherapy, or a history
of any disease known to severely compromise
immune function. Patients with early loading or
regenerative surgery, such as bone grafting, and those
who had had postsurgical complications, such as
infection, were also excluded. All patients studied had
been treated with implant systems that followed
Branemark 2-stage protocol: Biomet/3i (Palm Beach
Gardens, FL) and Conexdo Implant System and Pros-
thesis (Sao Paulo, SP, Brazil). No significant differences
were observed in male-female ratio or maxilla-
mandible implant ratio between the control and test
groups. The baseline clinical parameters for the sub-
ject population are presented in Table 1. Subjects
were divided into two groups:

+ Control group: 60 patients with 1 or more healthy
implants. These patients had at least 1 implant
that had been implanted for a minimum of 9
months.

+ Test group: 44 patients who had suffered 1 or
more early implant failures. The implants were
considered early losses if they presented mobility
and/or pain before or during abutment connec-
tion and needed to be removed.

Sampling

The sampling of epithelial buccal cells was per-
formed as described by Trevilatto and Line.? Briefly,
104 individuals undertook a mouthrinse containing
5 mL 3% glucose for 2 minutes. Following the
mouthrinse, a sterile wood spatula was used to
scrape oral mucosa. The tip of the spatula was then
dipped into the retained mouthrinse solution. Buccal
epithelial cells were pelleted by centrifugation at
2000 rpm for 10 minutes. The supernatant was dis-
carded, and the cell pellet was resuspended in 500 pL
of extraction buffer (10 mmol/L Tris-HCI (pH 7.8),
5 mol/L EDTA, 0.5% SDS). The samples were then
frozen at —20°C until used for DNA extraction.

DNA Extraction

After being defrosted, samples were incubated
overnight with 100 ng/mL proteinase K (Sigma Chemi-
cal, St Louis, MO) at 52°C with agitation. DNA was then
purified by sequential phenol/chloroform extraction

COPYRIGHT © 2007 BY QUINTESSENCE PUBLISHING CO, INC. PRINTING OF THIS DOCUMENT IS RESTRICTED TO PERSONAL USE ONLY. NO PART OF THIS
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Lelte et al

Table 2 Primer Sequences, PCR Conditions and Restriction

Enzymes Used for Genotype for MMP-1 Polymorphisms

- p——

F:-TCGTGAGAATGTCTTCCCATT

MMP-1 55°C Xmnl
(1607)  R:TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC

MMP-1  F: CATGGTGCTATCGCAATAGGGT 45°C Kpnl
(-519) R: TGCTACAGGTTTCTCCACACAC

and salt/ethanol precipitation. DNA was estimated
by measurements of optical density (OD) 260/280.

Polymerase Chain Reaction and Restriction
Endonucleases Digestion

Polymerase chain reactions (PCRs) were carried out
in a total volume of 50 pL, containing 500 ng
genomic DNA; 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3); 50
mmol/L KG; 1.5 mmol/L MgCl,; 1 pL of each primer;
200 mmol/L each dATP, dCTP, dGTP, and dTTP; and 4
units of Tag DNA polymerase (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden). The PCR products were
then digested with 1 unit of the appropriate enzyme
at 37°C overnight. The primer sequences, PCR condi-
tions, and restriction enzymes are detailed in Table 2.

Gel Electrophoresis

The entire digest was mixed with 3 pL of loading
buffer and electrophoresed on a 10% vertical nonde-
naturing polyacrylamide gel at 20 mA. The gel was
silver staining by DNA Silver Staining Kit (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppasala, Sweden).

Statistical Analysis

The significance of the differences in observed fre-
quencies of polymorphism in both groups was
assessed by the x? test. P < .05 was considered statis-
tically significant. Linkage combination was assessed
by the ARLEQUIN program (Schneider et al, 2000).
The Clump program (Sham and Curtis) was used to
assess differences in haplotype frequencies between
the control and test groups.

RESULTS

Two mismatches were introduced in the reverse
primer of the MMP-1 gene G-1607GG position
annealed to the proximity of the polymorphism,'®
creating a recognition sequence (5'-GAANNNNTTC-
3') for the restriction endonuclease Xmn/ when the
DNA template contains 1G (but not 2G) at the poly-
morphism site. Thus, Xmnl digests the 1G allele, creat-
ing 2 fragments of 89bp and 29bp. In A-519G posi-

tion, the Kpnl enzyme digestion cleaves the PCR
products in 2 fragments of 176bp and 24bp when
the polymorphism site contains allele A (but not G).

There was a significant difference in the presence
of the different genotype between the control group
and test group for the G-1607GG position (P = .011).
In the control group, the GG/GG genotype was
observed with a frequency of 62%, while in the test
group (patients with early failure of dental implants)
55% were heterozygous (G/GG genotype). However,
the most frequent allele was G in both groups: 75%
in the control group and 62% in the test group (P =
.05). No significant differences were observed in the
genotypes and alleles to the A-519G polymorphism
between the 2 groups (P = .064 and P = .124, respec-
tively). The genotype A/G was observed in 50% of the
control group, whereas this same genotype was
found in 68% of the test group. The allele A was
found in 62% of the control group and 50% of the
test group. The frequencies of different alleles and
genotypes of the MMP-1 gene are shown in Table 3.

The distribution of the haplotypes arranged as
alleles and genotypes showed a significant differ-
ence between the control and test groups (P = .031
and P = .002, respectively). The most frequent haplo-
type allele in both groups was AG, but in the control
group only 12.5% of the patients were GGG, while in
the test group 28.8% were GGG. The haplotype
genotype AG/GG was observed in 36.7% of individu-
als in the control group, while in the test group
35.6% were AG/GGG (Table 4).

DISCUSSION

Implant losses can arbitrarily be divided into early
losses (ie, when osseointegration fails to occur) and
late losses (ie, when the achieved osseointegration is
lost after a period of function).2 One way to discrimi-
nate between early and late losses is to include all
failures occurring before prosthesis placement in the
early group and those occurring after functional
loading in the late group, if implants are not immedi-
ately loaded. Implant loss can be attributed to bio-
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Table 3 Distribution of the MMP-1 Allele and
Genotype in the Control and Test Group

Table4 Frequency of the Haplotype of the MMP-1
Gene in the Control and Test Group

120 88
quadrado)
G 90 7500 54 61.36 .050 AG 59 492 35 389 (Clump)
GG 30 2500 34 3863 AGG 15 125 09 100 .031
Genotype 60 44 GG 31 258 20 222
G/G 37 6166 15 3406 (qur GGG 15 125 26 289
quadrado) Genotype
GG/GG 07 1166 05 0833 .011 AG/GGG (17 O & o 4 16 35.6 (Clump)
G/GG 16 2666 24 5454 AG/AGG 08 133 04 08.8 .002
519 Allele 120 88 AG/GG 22 367 10 222
A 74 6166 44 50.00 AG/AG 11 183 03 06.7
G 46 3833 44 50.00 .124 AGG/GGG 01 0L7 04 088
Genotype 60 44 AGG/AGG 03 050 00 00.0
A/A 22 3666 07 1590 GG/GGG 01 017 06 133
G/G 08 1333 07 1590 .064 GG/GG 04 067 02 04.4
A/G 30 5000 30 68.18 GGG/GGG 03 050 00 00.0

logical, microbiological, or biomechanical factors, but
the cause and mechanism of the early implant failure
are still obscure. The cluster phenomenon, multiple
implant failures in the same subject, supports the
evidence that individual characteristics play an
important role in the early failure process.?’-2° How-
ever, little is known about the influence of genetic
susceptibility on osseointegration.

An abnormal immune response involving different
cell types such as macrophages, polymorphonuclear
neutrophils, T and B lymphocytes, endothelial cells,
fibroblasts, keratinocytes, osteoclasts, and osteoblasts
can destroy peri-implant tissues.?%-32 If activated,
these cells can synthesize and release cytokines®334
and lipid mediators,** which mediate both the inflam-
matory and the osteolytic processes. Overall, collage-
nase is likely to cause increased proteolytic tissue
destruction in periprosthetic tissue.? Since elevated
levels of these mediators are present in diseased
implant sites, their analysis may provide an effective
monitoring of the disease around dental implants.
Genetic polymorphisms probably influence the
osseointegration process through the accumulated
effect of multiple polymorphisms. To understand the
importance of polymorphisms of each allele, it is
important to analyze the relative contribution of each
polymorphism to the disease phenotype.’’

Recent studies have failed to present genetic associ-
ation in implant loss.3¥-4! Wilson and Nunn?8 assessed
the impact of composite genotype status to IL-1 on
implant retention among patients who were smokers
or nonsmokers. The authors concluded that no
increased risks for implant failure could be attributed to
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polymorphisms IL-1 genotype-positive. Nevertheless,
the presence of smokers in the study group would pos-
sibly mask the genetic influence, since it is known that
smoking is a strong risk factor for early implant fail-
ure—smokers had a 3% greater chance of losing an
implant compared to nonsmokers.3” Feloutzis et al*!
demonstrated that IL-1 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.

A previous report showed that the G-1607GG
polymorphism in MMP-1 gene is strongly associated
with the early implant failure in nonsmokers.?” The
MMP-1 promoter polymorphisms G-1607GG was also
associated with increased susceptibility to chronic
periodontitis in Brazilian patients.? In this study, the
GG/GG phenotype in -1607 polymorphism of MMP-1
gene was associated with early implant failure in
nonsmokers.The G/G genotype was observed in 62%
of the control group, while it was found in 34% in the
test group. Patients bearing this genotype are more
likely to attain successful implant osseointegration.
The present study also showed that A-519G poly-
morphism of MMP-1 gene is not associated with the
early implant failure. One possible explanation could
be the size of the sample. In fact, the small P value
found in the genotype analysis (P = .064) can be
attributed to the limited sample size. Unfortunately,
early implant failure is not a frequent event, and
when smokers are ruled out, the study population is
substantially reduced. Early implant failure associ-
ated strict exclusion criteria may indicate that these
patients have a genetic predisposition. The present
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work has the largest sample of implant-loss patients
studied so far. Furthermore, the rate of implant loss in
the dental service where the patients were recruited
is less than 5%. Previous studies used from 39 to 90
patients but also included both smokers and non-
smokers,***! whereas the analysis presented here
was performed in 104 nonsmoking subjects. More-
over, the effect of these promoter polymorphisms
could be buffered by polymorphisms present in the
coding region of this gene or by polymorphisms in
other genes that participate in the complex network
of interactions mediating the inflammatory process
at the periodontal region.

In this study, haplotypes arranged as alleles and
genotypes were associated with implant loss. It sug-
gests that a haplotype combination of polymorphisms
in MMP-1 gene can influence the osseointegration
process. A negative association with chronic periodon-
titis was observed when the Brazilian population was
analyzed for the same haplotype combination.*? The
data suggest a contribution of MMP-1 gene variation
to interindividual variability in osseointegration.

An increasing number of studies have shown that
a disease phenotype can be associated with a haplo-
type made up of polymorphisms that are not individ-
ually associated with the phenotype.*>-*5 The pre-
sent study showed that risk of implant loss was
associated with haplotypes derived from the G-
1607GG and A-519G polymorphisms, although there
was no association between the osseointegration
and A-519G polymorphism individually.

It appears that there are at least 2 reasons that
might explain why a phenotype can be associated
with a haplotype but not with the individual polymor-
phisms that make up the haplotype. First, a functional
effect on gene expression can be dependent on the
interaction between 2 or more polymorphisms*S; sec-
ond, haplotypes generally have a higher probability
than individual polymorphisms of showing useful
linkage disequilibrium with an unknown causal vari-
ant.¥ However, a complete explanation awaits analy-
ses to characterize the nuclear proteins involved and
their interactions.

Although no association was found between
A-519G polymorphism and early implant loss, the role
of MMP-1 in osseointegration is confirmed by haplo-
type combination associated with failure implant in
nonsmokers and by the involvement of this cytokine
in the inflammatory reaction and bone resorption,
which are important in the genesis of implant failure.
The results suggest that the MMP-1 gene can have a
modifying effect on the osseointegration process and
that patients carrying higher MMP-1 expression haplo-
types are more likely to experience implant failure
because of excessive degradation of fibrillar collagens.

COPYRIGHT © 2007 BY
ARTICLE

CONCLUSION

On the basis of this study of 60 patients who experi-
enced no implant failure and 44 patients who experi-
enced implant failure, these results indicate that the
polymorphism G-1607GG in the promoter of the MMP-
1 gene could be a risk factor for early implant failure.
This polymorphism could be used as a genetic marker
for unsuccessful implants. Although the findings may
suggest that A-519G polymorphism maker is not a pre-
dictor of the pathologic or clinical consequences of
osseointegration, studies with larger sample size are
needed to confirm this finding. This study suggests that
haplotype G-1607GG and A-519G of MMP-1 may be
associated with the osseointegration process. However,
more studies are needed to investigate this finding.
The finding of genetic markers related with early
implant failure could be of dinical value for precise and
early identification of individuals at high risk to implant
loss. It could lead to a more strict selection of patients
and in the future, individual therapeutics could be
developed, thereby increasing the implant success rates.
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DISCUSSAO

Diversos fatores estdo associados com a falha de implantes osseointegrados
(Askary et al., 1999a; Askary et al, 1999b; Pinto et al, 2000), no entanto, muitos
pontos remanescem sem esclarecimento, principalmente quando se trata da perda
precoce. O fendmeno em cacho, no qual alguns pacientes sofrem mtiltiplas perdas,
suporta a evidéncia que a caracteristica individual tem um papel importante na falha
do implante. Dessa maneira, fatores como: fumo (Gorman ef al., 1994; Lindquist et
al., 1997, Wilson & Nunn, 1999), quantidade e densidade ésseas (Jaffin & Berman,
1991; Bryant, 1998; Stanford, 1999), diabetes (Shemoff et al., 1994; Abdulwassie &
Dhanrajani, 2002}, tratamento quimioterapico (Schon et al., 1996) e resposta imune
debilitada (Kronstrom et al., 2000), interferem no processo de osseointegragio.

Alguns autores (Salonen et al., 1993} ainda associam a perda precoce de
implantes & idade avangada do paciente. Nesse estudo nao foi observada influéncia
da idade ou género sobre a osseointegragao, concordando com a maioria dos
achados na literatura (Ekfeldt et al., 2001; Hutton et al., 1995; Esposito et al., 1998).

QOutro fator relacionado a perda de implante é a intensidade da forca
aplicada na segunda setapa cirdrgica durante a instalacdo do transmucoso
(abutment). Estudos demonstram que a forga excessiva nessa etapa pode provocar
a ruptura de uma fragil interfface osso-implante (Friberg et al, 1991; Askary et al,,
1999a). Entretanto, em nosso estudo a grande maioria das perdas ocorreu antes da
instalagao do abutment, indicando que a intensidade da forga aplicada durante sua
colocagao néo foi importante nas perdas dos implantes na populagéo estudada.

Como a maioria dos implantes perdidos estava localizada na regiao
posterior da mandibula, poder-se-ia suspeitar que o volume e densidade Ossea
nessa regido tenham desempenhado algum papel na falha dos implantes, de acordo
com 0s estudos de Friberg et al. (1991) e Hutton (1995). A camada cortical da
mandibula geralmente € densa e espessa € tende a se tornar mais estreita ¢ porosa
na regido posterior. Somado a esse fato, a presenga do canal mandibular também
limita o volume 0Osseo deste local. Entretanto, a grande porcentagem de implantes

na regiao posterior encontrada em nosso grupo controle, sugere que o volume e a

11



densidade 6ssea apenas néo foram fatores causadores da perda de implantes;
devendo existir fatores mais determinantes na falha da osseointegracao.

Apesar dos esforcos para eliminar ou minimizar fatores conhecidos de
risco a perda de implante, falhas sem causas clinicamente reconhecidas ainda
ocorrem. Tendo em vista que a diferenciagio e fungio de células 6sseas
(osteoblastos e osteoclastos) sdo dependentes de fatores locais e da expressdo de
mediadores inflamatérios como: MMP (Roodman, 1997a), torna-se valido avaliar a
influéncia de fatores genéticos, que possam causar uma maior expressio desses
mediadores, na falha do estabelecimento da osseointegragéo.

Polimorfismos em genes de MMP-1 estdo relacionados com a
hipersecrecéo dessa proteina (Rutter et al, 1998) e associados a diversas doencgas
inflamatdrias, inclusive a doenca periodontal (Souza et al., 2003b).

Esse estudo mostrou que o polimorfismo G-16072G apresentou
preponderancia do alelo G nos dois grupos, enquanto o genétipo 1G/1G predominou
no grupo controle e o grupo teste apresentou maior prevaléncia do genétipo G/2G.
Em contraste com estudo anterior {Santos, et al, 2004) que observou o alelo 2G
associado com um risco de perda precoce de implante, esse estudo sugere que o
gendtipo 1G/1G favorecer o processo de osseointegracao, enquanto a heretozigose
parece aumentar o risco para perda de implante. O alelo 2G aumenta a transcrigao
do gene e potencializa o nivel da expressao da MMP-1 (Rutter et al., 1998). Por
outro lado, a presenca do genétipe 1G/1G garante uma controlada producé@o da
proteina protegendo o processo de osseointegragdo de uma intensa degradagéo da
matriz extracelular. O maior nimero de pacientes no presente estudo torna-o mais
confidvel e demonstra a necessidade de um amplo grupo amostral em estudos de
associagao entre polimorfismos genéticos e patologias.

Ja o polimorfismo A-519G do gene da MMP-1 néo estd associado a perda
precoce de implantes osseointegrados na populagdo estudada. O alelo A
predominou no grupo controle, enquanio o alelo G predomincu no grupo teste.
Entretanto, o gendtipo heterozigoto predominando tanto no grupo teste quanto no
grupo controle. Esse polimorfismo n&o apresentou diferenga estatisticamente
significante na distribuicdo alélica e genoctipica quando comparadas as duas
populages. Esse polimorfismo, apesar de modificar a expressao da proteina,
parece nao influenciar ou ter somente um efeito minimo na falha de implantes

osseointegrados. Qutra explicagdo seria que esses polimorfismos podem ter seus
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efeitos mascarados por polimorfismos em diferentes regides do mesmo gene ou em
outros genes que participam da complexa rede de mediadores inflamatérios da
regido periodontal. Dessa maneira, somente a presencga desses polimorfismos néo &

um fator de risco genético para perda precoce de implantes.

Entretanto, a investigacdo de polimorfismos na MMP-1 deve ser considerada
na falha de implantes, devido a importancia dessas proteinas no processo de
inflamacdo e reabsorcéo dssea que séo os eventos mais importantes na falha de
implantes. Na verdade, os polimorfismos genéticos provavelmente influenciam a
osseointegragao através do efeito acumulado de multiplos polimorfismos, assim um
polimorfismo pode fer seus efeitos acentuados ou mascarados por outro
polimorfismo. Para entender a importancia de cada alelo polimérfico € necessario

avaliar a contribuicao de cada polimorfismo no fenétipo da doenga (Adamo et al,,

2001).

E importante salientar que os resultados aqui reportados poderiam ser
diferentes quando analisados em populagdes etnicamente distintas, uma vez que, a
origem étnica pode influenciar a freqiéncia alélica (Mourant et al, 1976) e &

identificada como um fator significativo em diversas patologias.

A descoberta de marcadores genéticos relacionados a perda precoce de
implantes possibilita a identificagdo de individuos susceptiveis ao insucesso € uma
melthor compreenséo do processo de osseointegragao. Isso € de um valor clinico
inestimavel, uma vez gue, uma selegdo mais criteriosa poderia ser realizada e, no
futuro, estrateégias de prevencdo e terap€utica individualizada poderiam ser
desenvolvidas, visando modular a expressdo de mediadores inflamatérios e dessa

maneira aumentar a taxa de sucesso dos implantes.

13



CONCLUSAO

O gendtipo 1G/2G do polimorfismo na posigdo -1607 do gene da MMP-1 esti
associado com perda precoce de implantes osseointegrados na populacdo
estudada, Os resultados apresentados sugerem um papel ativo da MMP-1 na
patogénese da falha de implante.

Esse polimorfismo podera ser- usado como um marcador genético para o

insucesso de implantes.
O polimorfismo A-519G no gene da MMP-1 parece nao estar associados com a

perda precoce de implantes osseointegrados, nao sendo um bom marcador genético

de susceptibilidade a falha na osseointegragao.
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