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LISTA DE ABREVIATURAS, UNIDADES, SIGLAS E PALAVRAS EM OUTRO
IDIOMA.

A: adenina

abutment: conector transmucoso do implante

C: citocina

DNA: acido desoxirribonucléico

dNTP: desoxinucleotideo

EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético

et al.: e outros (abreviatura de et alii)

¢ X174-RF Hae 111 DNA digest: padrdo de massa molecular

G: guanina

IL: interleucina

MMP: metaloprotease

OD: densidade optica

ON: durante a noite (overnight)

OD: odds ratio

pb: par(es) de base(s)

PCR: reagdo em cadeia da polimerase (“polimerase chain reaction”)
primer: oligonucleotideo

RFLP: polimorfismo de comprimento de fragmento(s) de restri¢do (restriction fragment
length polymorphism)

SDS: dodecil sulfato de sodio

SNP: polimorfismo de base unica (single nucleotide polimorphism)
T: timidina

TBE: tampao tris-borato, para corrida de eletroforese

TE: Tris/EDTA

TIMP: proteinas inibidoras especificas de tecido (tisseu inhibitors of
metalloproteinases)

TGF- f: fator de crescimento transformante — beta (“fumor growth factor - )
U: unidade

nl: microlitros



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 multiplas perdas, suporta a evidéncia que a caracteristica individual tem um
papel importante na falha da osseointegragdo, entretanto pouco se sabe sobre a
influéncia genética na susceptibilidade a perda precoce de implantes osseointegrados.
Polimorfismos sdo variagdes genéticas encontradas na populacdo, consideradas dentro
da normalidade, que podem tornar um individuo mais ou menos suscetivel a uma
determinada patologia. Polimorfismo em genes de mediadores inflamatérios (MMPs,
TGFs e ILs) podem alterar a expressdo dessas proteinas e estdo relacionados a diversas
patologias. O objetivo do trabalho foi investigar a ocorréncia de polimorfismo em
promotores dos genes que transcrevem a MMP-1 (-1607), MMP-9 (-1562), TGF-p; (-
509 e -800) e IL-2 (-330) correlacionando-os com a perda precoce de implantes
osseointegrados. Os voluntarios foram divididos em dois grupos: teste, 28 pacientes
com perda precoce de implantes e controle, 40 pacientes com implantes osseointegrados
funcionais. O DNA obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal foi amplificado
por PCR, digerido por RFLP e analisados por eletroforese. A analise estatistica foi
realizada através das Simula¢des de Monte Carlo, ao nivel de significancia de 5%. O
programa ARLEQUIN foi utilizado para verificar combinagdes de haplotipos no gene
do TGF-p,. Os resultados mostraram diferenga nas freqiiéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo do gene da MMP-1 entre os dois grupos estudados (p<0.05), sugerindo
um papel ativo da MMP-1 na patogénese da falha de implante. Individuos com o alelo
2G parecem ter um risco trés vezes maior a perder implante. JA os polimorfismos
estudados no gene da MMP-9, do TGF-f; e da IL-2 ndo apresentaram freqiiéncia
alélicas e genotipicas estatisticamente diferentes (p>0.05) entre os dois grupos. Conclui-
se que os polimorfismos no gene da MMP-9 (-1562), do TGF-£; (-509 e -800) e da IL-2
(-330) parecem nao estar associados com a perda precoce de implantes osseointegrados,
enquanto o polimorfismo na posi¢do —1607 do gene da MMP-1 estd fortemente
associado com a falha na osseointegracdo e pode ser utilizado como marcador genético

de rico a perda precoce de implantes osseointegrados.



ABSTRACT

Despite the long-term success of osseointegrated implants, failure remains inevitable.
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; however, little is known about the influence of genetic susceptibility on early
implant failure. Gene polymorphism is a mechanism by which individuals may exhibit
variations within the range of what is considered biologically normal. Some
polymorphisms in mediator inflammatory genes (MMPs, TGFs and ILs) can alter the
expression of these proteins and have been associated with several pathologies. The aim
of this study was to investigate the relationship between functional polymorphisms in
the MMP-1 (-1607), MMP-9 (-1562), TGF-£; (-509 and -800) and IL-2 (-330) genes
and early implant failure. Subjects were divided into two groups: test (28 patients that
suffered early implant failures) and contro/ (40 patients with healthy and functional
osseointegrated implants). Genomic DNA from oral mucosa was amplified by PCR,
digested by RFLP, and analyzed by electrophoresis. Statistical analysis (p<0.05) was
made through Monte Carlo simulations. The ARLEQUIN program was used to
determine haplotype frequencies in TGF-f; genes. Statistically significant difference
was observed for allelic and genotype frequencies of the MMP-1 polymorphism
between the two groups (p<0.05), suggesting an active role of MMP-1 in implant
failure. Individuals bearing 2G allele were three times more likely to lose an implant.
No statistically significant differences were observed for the alleles and genotypes
frequencies in the MMP-9, TGF-/£; and IL-2 gene between the two groups (p>0.05). In
conclusion, polymorphisms in the MMP-9 (-1562), TGF-£; (-509 and -800) and IL-2 (-
330) genes did not seem to be associated with early implant failure, while the
polymorphism in the MMP-1 (positon: -1607) gene is strongly associated with
osseointegration failure and can be used as a genetic marker of risk for early

osseointegrated implant failure.



INTRODUCAO

As evidencias clinicas da osseointegracdo revolucionaram a implantodontia,
tornando os implantes osseointegrados a alternativa mais estética e funcional para
diversas situacdes de edentulismo. Apesar da osseointegragdo 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), falhas ainda ocorrem.

O conceito de osseointegracdo foi desenvolvido por Branemark em meados de
1960 (Esposito et al., 1998) e desde entdo varias defini¢des foram propostas, incluindo a
descricdo da sobrevida clinica, avaliagdo da capacidade mecanica e aparéncia
morfologica da interface implante-tecido (Branemark et al., 1995). Do ponto de vista
biologico, Branemark (1996) definiu a osseointegragdo como a presenca de tecido 6sseo
neoformado em intima aposi¢ao com a superficie do implante, sendo que ao nivel de
microscopia Optica ndo se deve observar interposicdo de tecido fibroso. Logo, ¢
estabelecida uma conexdo estrutural e funcional direta, capaz de suportar cargas
fisiologicas normais sem que ocorra deformacdo excessiva ou rejeicdo. Portanto, ¢
obvio que a interag@o entre o tecido dsseo e a superficie do implante € o principal fator
responsavel pelo sucesso do tratamento com implantes osseointegrados.

O mecanismo de osseointegracdo ¢ muito similar a cicatrizagdo Ossea primaria.
Dessa maneira, ap6s o trauma cirurgico ocorre um processo inflamatério, no qual uma
cascata de mediadores promove alteragdes circulatorias e a formagao de um hematoma.
Em seguida, se estabelece uma regeneracdo, com formagao de tecido dsseo. Numa
terceira etapa, ocorre a maturagdo da ferida por mecanismo de remodelacdo Ossea, o
qual ¢ influenciado pelas pressdes oclusais (Cotran et al., 1994).

Quando ha uma regeneracdo adequada, se estabelece um contato direto entre a
superficie de metal e o tecido 6sseo. Alguns estudos observaram a interposi¢ao de fibras
coladgenas paralelas ao implante (Mckinney et al., 1988) originando o termo “fibro-
osseo-integragio” (Weiss, 1986). E importante salientar que essa interface &
fisiologicamente bem tolerada e difere muito da presenca de uma capsula de tecido
conjuntivo que a literatura associa a perda de implantes (Albrektsson et al., 1991). A

presenca dessa capsula se da quando no lugar da regeneragdo acontece um processo de



reparo, no qual citocinas, como ILs ¢ TGFs, orientam a migragdo e proliferacdo de
fibroblastos culminando com a substituicdo do tecido de granulagdo, inicialmente
formado, por uma cicatriz avascular composta por fibroblastos fusiformes, colageno
denso, fragmentos de tecido elastico e outros componentes da matriz extracelular
(Cotran et al., 1999). Essas citocinas ainda sinalizam para diversos tipos celulares
estimulando a producdo de prostaglandina e metaloproteases da matriz, as quais estdo
associadas a degradacdo de tecido 6sseo e conectivo (Greenstein & Hart, 2002). Assim,
na falha de implantes ocorre um processo de reparo, sendo que a formagdo de uma
capsula de tecido conjuntivo promove a mobilidade do implante e conseqiientemente a
necessidade de remové-lo.

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 exogenos (relacionados ao operador ou ao
biomaterial) e endogenos (relacionados ao hospedeiro e subdivididos em locais ou
sistémicos). Forcas oclusais excessivas e infecg¢do (periimplantite) sdo os principais
fatores associados a perda tardia, enquanto que o trauma cirirgico excessivo, carga
prematura e contaminag¢do bacteriana estdo relacionados a perda precoce (Esposito et
al., 1998; Ekfeldt, 2001). Alguns autores, ainda sugerem que o volume e a qualidade
ossea sao fatores fortemente associados a esse tipo de fracasso (Friberg et al., 1991;
Hutton, 1995). Entretanto, um pequeno numero de perdas ocorre sem causas
clinicamente reconhecidas (Deas et al,, 2002), sugerindo uma incapacidade de
cicatrizagdo do hospedeiro.

A ocorréncia de insucesso no tratamento com implantes parece ndo estar
aleatoriamente distribuida na populagao; individuos que perderam um implante sdo mais
propensos a sofrerem outras perdas (Weyant & Burn, 1993; Hutton et al., 1995; Tonetti,
1998). Dessa maneira parece existir um grupo de risco, indicando que fatores
intrinsecos ao hospedeiro desempenham um papel importante na sobrevivéncia dos
implantes osseointegrados. O desafio atual no tratamento com implante estd na
habilidade em detectar pacientes de risco. Dessa maneira, o conhecimento da etiologia e
de fatores associados a falha de implante pode ajudar no reconhecimento desses
pacientes e auxiliar o desenvolvimento de um tratamento adequado em conjunto com

estratégicas de prevencao.



REVISAO DA LITERATURA

Atualmente diversos sistemas de implantes osseointegrados sdo comercializados.

Um dos mais bem estudados (Esposito ef al., 1998) ¢ o Sistema Bramenark, segundo o

qual se preconiza a utilizagdo de parafusos de titdnio puro e a instalagdo do implante em
duas etapas ciriirgica. Numa primeira etapa o parafuso de titdnio ¢ inserido no alvéolo
previamente preparado e aguarda-se a osseointegragdo primaria. Nesse periodo, 3-4
meses para maxila e 5-6 meses para mandibula, recomenda-se uma relativa imobilidade
na superficie implante-osso, visando favorecer o crescimento 6sseo nos sulcos/ranhuras
do parafuso (Spiekermann et al., 1995). Numa segunda etapa coloca-se a conexao
transmucosa (abutment), a qual recebera a protese logo apos a cicatrizagdo da mucosa
(média de 15 dias).

A epidemiologia da falha de implantes que utilizam o Sistema Branemark ja ¢ bem
determinada, sendo as perdas biologicas relativamente raras: 7.7% em 5 anos (Esposito
et al., 1998; Esposito et al., 1999). Sabe-se ainda que em pacientes edéntulos parciais a
taxa de sucesso ¢ maior que nos edéntulos totais (Esposito ef al., 1998). Essa diferenca
pode ser parcialmente explicada por uma distribuicdo de carga mais favoravel. Além
disso, estudos mostram que em edéntulos totais a falha na maxila ¢ aproximadamente
trés vezes mais freqiiente que na mandibula, provavelmente devido ao diferente tipo
osseo encontrado nessas regides (Esposito et al., 1998).

A falha bioldgica dos implantes esta relacionada a incapacidade do hospedeiro em
estabelecer ou manter a osseointegracdo e pode ser arbitrariamente dividida em
precoce, quando a osseointegracdo nao ocorre, € tardia, quando ocorre uma ruptura na
estabilizacdo da osseointegracdo. Entretanto, essa divisdo apresenta limitacdes, uma vez
que existe dificuldade clinica em determinar se a osseointegragdo realmente ocorreu
(Esposito et al., 1998; Esposito et al., 1999). Uma maneira pratica de classificar a perda
de implante ¢ caracterizar como precoce aquela que ocorre antes da instalagdo da
protese e tardia aquela que acontece apos o implante ser submetido a cargas oclusais
(Esposito, 1999).

O sucesso clinico do implante ndo envolve somente sua permanéncia no sitio
implantado, deve ainda incluir imobilidade quando ndo-conectado a protese; auséncia

de radiolucidez periimplantar, auséncia de sinais e sintomas persistentes e/ou



irreversiveis como dor, infeccdo, neuropatias, parestesia ou violagdo do canal
mandibular; perda 6ssea vertical inferior a 0,2 mm anualmente ap6s o primeiro ano em
funcdo; além de estar funcionalmente conectado & protese (Smith & Zarb, 1989). Se
algum desses critérios ndo ¢ atingido o implante ¢ considerado como “sobrevivente”,

quando consegue exercer alguma funcao ou perdido, quando ¢ necessario remové-lo.

MEDIADORES INFLAMATORIOS X IMPLANTES OSSEOINTEGRADOS

No sitio de implantagcdo, como qualquer sitio cirGrgico, ocorre uma reagao
inflamatoria inicial em resposta ao trauma cirurgico, entretanto, as caracteristicas do
material implantado podem influenciar essa resposta numa etapa posterior.

O titdnio ¢ um metal reativo que quando em contato com a atmosfera forma
espontaneamente uma camada de 6xido (TiO,, TiO, Ti,O4) que o torna muito resistente
a ataques quimicos, inclusive aos liquidos corporais. Essa camada de 6xido influencia a
adsorcdo protéica e celular na superficie do implante (Spiekermann et al., 1995). Assim,
o material do implante assume um papel fundamental no processo de osseointegracao.

Sabe-se que imediatamente ap6s a implantacdo forma-se uma camada de
componentes organicos e inorganicos do plasma em torno do implante (principalmente
proteinas como fibronectina e albuminas), na qual se ligam células da resposta
inflamatéria e mesenquimais progenitoras. Essas células liberam e ativam diversas
citocinas e fatores de crescimento que controlam a inflamacdo e estimulam a
proliferagdo e diferenciacdo de células em osteoblastos e osteoclastos, além de sintetizar
uma rede de coldgeno que funciona como suporte para o processo de reparo (Schwartz
etal., 1997).

Foi demonstrado que os constituintes metalicos dos implantes podem estimular a
producdo de niveis aumentados de citocinas tornando exacerbada a resposta do
hospedeiro (Perala et al., 1992; Harada et al., 1996; Tsutsui et al., 1999). Durante a
regeneracdo Ossea 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 inflamacdo, bem como, estimulando o metabolismo
0sseo e a deposicdo de matriz (Schwartz et al., 1997). As caracteristicas do material

implantado influenciando a quantidade e variedade celular que se aderem ao implante



regem uma resposta imune que envolve diversos tipos celulares, como: macrofagos,
neutrofilos, linfocitos, fibroblastos, queratinodcitos, osteoblastos e osteoclastos. Quando
exacerbada essa resposta pode destruir o tecido periimplantar (Lekholm et al., 1986;
Seymour et al., 1989). A ativacao dessas células culmina com a sintese e liberacao de
citocinas (Dongari-Bagtzoglo et al., 1998; Gainet ef al., 1998) e mediadores lipidicos
(Salvi et al., 1998), os quais participam do processo inflamatorio e osteolitico.

Estudos prévios tém demonstrado que proteinases (Apse et al., 1989; Aboyoussef
et al., 1998; Ingaman et al., 1994, Teronen et al., 1997) e citocinas (Kao et al., 1995;
Curtis et al., 1997; Panagakos et al., 1996, Salcetti et al., 1997; Schierano et al., 2000)
estdo presentes no fluido sulcular periimplantar e parecem ter um importante papel na
patogénese da falha de implantes (Teronen et al., 1997). A mensuragdo de mediadores
inflamatdrios pode monitorar o status de saide do implante e auxiliar na compreensao

da atividade de doencga no tecido periimplante.

METALOPROTEASES 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 ¢ formada por pelo menos vinte membros em humanos que exibem
similaridades estruturais e funcionais. As metaloproteases sdo secretadas na forma de
zimogeno e como um complexo enzima-inibidor (Stricklin et al., 1983; Emonard &
Grimaud, 1990), sendo que sua ativagdo se d4 em duas etapas. Inicialmente o zimoégeno
sofre clivagem proteolitica que resulta na remogdo da porgdo amino-terminal. A
clivagem pode ser feita por varias enzimas como a tripsina, plasmina, catepsina B e
elastase. Numa segunda etapa, a enzima sofre autodigestdo que resulta na sua forma
ativada (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990). Acredita-se que a ativag@o ¢ causada pela
ruptura da ponte existente entre o aminoacido cisteina e o ion zinco, que bloqueia o sitio
ativo da molécula. Outra caracteristica comum entre as metaloproteases ¢ a dependéncia
dos ions zinco e calcio. A interacdo do zinco com dois residuos de histidina, presentes
no dominio catalitico da molécula, tem importancia crucial para o funcionamento
adequado das metaloproteases (Souza et al., 2000). Os dois atomos de calcio conferem

estabilidade a estrutura terciaria da proteina (Dioszegi et al., 1995).



As metaloproteases representam a maior classe de enzimas responsavel pelo
metabolismo da matriz extracelular (Kerrigan et al, 2000), contribuindo para
degradagdo e remodelacdo do colageno de tecidos injuriados (Brikedal-Hansen, 1993).
Elas sdo secretadas por células inflamatdrias em resposta a estimulos como citocinas ¢
lipopolisacarideos (Brikedal-Hansen, 1993). As MMPs desempenham papel importante
em varios processos fisiologicos e patologicos, como na involugdo pos-parto (Weeks et
al., 1976), na inflamacdo através da migracdo leucocitaria (Knauper et al., 1993), na
osteoartrite (Vijaykumar et al., 1995), no crescimento e expansdo de tumores benignos ¢
metastase (Autio-Hermainen et al., 1993), na doenga periodontal (Souza et al., 2003b) e
na reabsorc¢do ossea (Okada et al., 1995).

As metaloproteases da matriz se organizam em trés distintos e bem conservados
dominios estruturais: pro-peptidios amino terminal, dominio catalitico ¢ dominio
Carboxi-terminal e apesar de possuirem grande semelhanga estrutural apresentam
diferentes subclasses, como: colagenases intersticiais, gelatinases, estromelisinas, MMP
de membrana, além da matrilisina, metaloclastase ¢ enamelisina. Esta classificagdo
baseia-se na especificidade ao substrato (Kerrigan et al., 2000).

As colagenases intersticiais foram as primeiras a serem descritas (Gross & Nagai,
1962) e durante as ultimas décadas t€ém sido objeto de muitos estudos que versam sobre
sua expressao, distribui¢do, estrutura quimica e molecular em processos normais e
patologicos. Existem trés tipos de colagenases até hoje descritas, que apesar de exibirem
grande semelhanga estrutural e de especificidade sdo codificadas por genes distintos. A
do primeiro tipo, MMP-1 ¢ sintetizada por fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, macrofagos, condrdcitos, osteoblastos e osteoclastos (Bikedal-Hansen,
1993) e expressa amplamente entre os tecidos. Ela possui um proeminente papel na
degradacao do coldgeno, pois ¢ a Unica enzima capaz de clivar colageno tipo I, II, III,
VII, VIII e X, que sdo os mais abundantes componentes da matriz extracelular
(Dunleavery et al., 2000), tornando estas moléculas susceptiveis a acdo de outras
enzimas (Souza et al, 1993). As colagenases intersticiais iniciam a reabsor¢do dssea
pela geragdo de fragmentos de colagenos que ativam osteoclastos (Holliday et al.,
1997).

As gelatinases sdo capazes de degradar colageno tipo IV e V, elastina e gelatina

(colageno desnaturado). Existe dois tipos de gelatinases ja descrita, uma delas a



gelatinase B, MMP-9, ¢ produzida por diversos tipos celulares como neutrofilos
polimorfonucleares, queratinocitos e macrofagos, e, ocasionalmente, por fibroblastos. A
MMP-9 tem um substrato especifico, sendo particularmente ativo contra coldgeno tipo
IV (o maior compomente da membrana basal) (Birkedal-Hansen, 1993). Ela também
possui atividade proteolitica contra proteoglicanas e elastina (Birkedal-Hansen, 1993),
além de remover fragmentos de colageno desnaturados que sofreram acdo de outras
MMPs (Reponen et al., 1994).

A regulagdo 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 estdo
distribuidos pelos tecidos e fluidos e sdo secretados por diversos tipos celulares.
Alteracdes nos niveis de sintese entre TIMPs e MMPs pode levar a um desequilibrio na
taxa de degradag@o da matriz extracelular, podendo causar destruicdo anormal da matriz
(MacNaul ef al., 1990). Além disso, os genes que transcrevem as MMPs respondem em
niveis de transcricdo a diferentes citocinas (Fabunmi et al., 1996, Kondapaka et al.,
1997). O Fator Transformador do Crescimento-3, (TGF-/£;) € aparentemente um dos
mais importantes fator de crescimento regulador da sintese de MMPs em fibroblastos

(Souza, 2000).

FATORES TRANSFORMADORES DO CRESCIMENTO

Os Fatores Transformadores do Crescimento (TGFs), sdo membros de uma grande
familia de fatores de crescimento e citocinas que sdo sintetizados por varios tipos
celulares e distribuidos por diversos tecidos (Massagué, 1990). Eles representam uma
familia de polipeptidios homologos que incluem cinco isoformas principais (Alberts et
al., 1997), sendo que o TGF-f ¢ o mais amplamente distribuido pelo organismo e
possui sua seqii€ncia primaria altamente conservada durante a evolugdo (Syrris et al.,
1998). Os TGF-fs sdo sintetizados como proteinas precursoras, que apos sofrerem
clivagem proteolitica, tornando-se ativas sobre a forma de duas cadeias polipeptidicas
ligadas por dissulfeto (Derynck et al, 1985) liberando ainda componentes latentes
(Munger et al, 1997). Em contraste com a maioria dos outros polipeptideos

relacionados com o crescimento, o TGF-# atua como fator tanto inibidor quanto
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estimulador (pr6 e antiinflamatorio) (Pulleyn et al., 2001). Seus efeitos dependem de
sua concentracdo bem como do tipo celular em que esta atuando. O TGF-£ inibe o
crescimento de células epiteliais em cultura, entretanto quando em baixa concentragdo ¢
mitogénico para fibroblastos e células musculares lisas (Contran et al., 1999).

O TGF-f é uma proteina homodimérica produzida por uma variedade de tipos
celulares, como plaquetas, células endoteliais, linfocitos e macrofagos. Uma grande
variedade de funcdes tem sido atribuida ao TGF-g; incluindo a regulacdo na
proliferagdo, diferenciagdo e migracdo celular (Massagué, 1990; Lacha et al., 2001),
participacdo da adesdo celular (Wang et al., 2000), angiogénese ¢ imunossupressao
(Mustoe et al., 1987; Polvak, 1996). O TGF-f, ¢ também conhecido por influenciar a
regulacao da producdo da matriz extracelular induzindo a expressao de genes do
colageno (Polvak, 1996), além de reduzir a infec¢do e promover a cicatrizagdo (Mustoe
et al., 1987). Estudos demonstram que o TGF-f, tem importante papel em diversas
doencgas como: cancer (Colletta et al., 1991), esclerose sistémica (Harrison et al., 1991),
fibrose pulmonar (Broekelmann et al., 1999), osteoporose (Grainger et al., 1999),
arteroesclerose (Grainger et al., 1995) e periodontite (Souza et al., 2003a).

O TGF-pf, ¢ ainda conhecido por ter uma potente atividade imunosupressiva,
regulando a transcricdo de varias citocinas pro-inflamatorias, incluindo interleucinas e
fator de necrose tumoral (Musso et al., 1990). Além disso, ele atua como estimulante da
atividade reparadora nos tecidos, inibindo a expressdo, sintese e liberacio de MMPs
pelos fibroblastos, além de estimular a produgdo de TIMPs, que neutraliza a atividade
dessas enzimas na matriz extracelular (Cotran et al., 1999). Apesar do TGF-4 ser
considerado classicamente como um promotor de fibrose, alguns autores o classificam
como um fator pré-inflamatdrio, uma vez que ele atua como um agente quimiotatico
para neutrofilos, monocitos e linfocitos do sangue (Torre-Amione et al., 1990).

O TGF ¢ um componente central para o processo de remodelagao Ossea, porque
inibe a formacao e ativagao de osteoclastos e induz a diferencia¢dao de osteoblastos (Sun
et al., 1996). Além de modular a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e

IL-8, que causam reabsor¢ao 6ssea (Smith et al., 1996).
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INTERLEUCINAS

As interleucinas (ILs) constituem uma extensa familia de citocinas que sao
produzidas por células hematopoéticas e atuam primariamente sobre os leucocitos. Elas
sdo potentes moléculas imunomoduladoras que agem na inflamag¢do e na resposta
imune. As ILs possuem efeitos pleotropicos atuando em muitos tipos celulares e
medeiam seus efeitos por ligacdo a receptores de alta afinidade, especificos, nas células
alvos (Cotran et al., 1999).

A interleucina-2 (IL-2) foi o primeiro membro da familia das interleucinas a ser
sequenciado (Taniguchi et al., 1983). Ela ¢ uma glicoproteina produzida por linfocitos T
helper ¢ tem como uma das suas principais fun¢des atuar como fator de crescimento
dessas células (Wilson et al, 1996). A IL-2 pode causar proliferagdo autocrina e
paracrina das células T em locais de hipersensibilidade tardia (Cotran et al., 1999). A
IL-2 também esta envolvida na ativagdo, proliferacdo e crescimento das células B
(Wilson et al, 1996) e na estimula¢do de macrofagos e células natural killer (Parkes et
al., 1998). Por ser uma importante citocina imunoreguladora, alteragdes na producéo de
IL-2 podem gerar condi¢des patoldgicas no sistema imune (Matesanz et al., 2001).

A partir de sua secre¢do, inicia-se uma ativacao em cascata de diversas citocinas
incluindo outras interleucinas, interferons e fatores de necrose tumoral, com efeitos
sinérgicos ou inibitdrios sobre sua propria atividade. Assim a IL-2 tem agdo tanto pro-
inflamatoria (Tew et al., 1989), quanto antiinflamatéria (Kikuchi et al., 2002). A IL-2 ja
foi associada a diversas doengas inflamatorias como: colite ulcerativa (Parkes et al,
1998), esclerose multipla (Matesanz et al., 2001; Kikuchi et al, 2002) e doenga
periodontal (Scarel-Caminaga et al, 2002). O aumento na produg¢do de IL-2 foi
associado a eventos de rejeicdo aguda (Cox et al., 2001).

A IL-2 também tem sido implicada na estimulacdo da atividade de osteoclastos
durante reabsor¢cdo Ossea (Ries et al., 1989, Ogata et al., 1999). E parece modular a
expressdo de importantes citocinas envolvidas na reabsorcdo 6ssea (Thomson et al.,
1986, Thomson et al.,1987), como a IL-1 (Mier et al., 1987) e o Fator de Necrose
Tumoral (Nedwin et al., 1985) .
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POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos sdo pequenas variagdes genéticas encontradas em mais de 1% da
populacdo e consideradas biologicamente normais. Geralmente os polimorfismos sdo
caracterizados por uma simples troca de nucleotideos (single nucleotide polimorphisms
- SNP), porém podem ser representados por delegdes ou insergoes de bases. Os
polimorfismos sdo considerados funcionais quando promovem alteragdes na expressao
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 11922.3 (Gene ID 4312), um
polimorfismo caracterizado pela inser¢do de uma base guanina (G) na posi¢ao —1607
desse gene, cria dois alelos diferentes (1G ou 2G), sendo que o alelo 2G tem sido
relacionado com o aumento da expressdo desse gene (Rutter er al., 1998). A presenca
desse alelo esta associada com o desenvolvimento de cancer ovariano (Kanamori et al.,
1999), carcinoma endotelial (Nishioka et al., 2000), densidade 6ssea (Yamada et al.,
2002), ruptura prematura da membrana fetal (Fujimoto et al.,2002), risco de metastase
(Autio-Hermainen et al., 1993) e diversas doengas inflamatorias, inclusive com a
severidade da doenga periodontal (Souza et al., 2003b).

O promotor do gene da MMP-9, localizado no cromossomo 20q11.2-q13.1 (Gene
ID 4318), apresenta uma substituicdo de uma citosina por uma timina na posicao —1562.
Esse polimorfismo tem um importante papel na regulacio da MMP-9 aumentando sua
expressao (Zhang et al., 1999). Franchi et al. (2002) mostraram uma correlagdo positiva
entre o aumento da MMP-9 e carcinoma de cabega e pescogo. Esse polimorfismo
também parece estar relacionado com o risco aumentado de doenca da artéria coronaria
(Zhang et al., 1999), além de estar envolvido na reabsorcdo dssea (Okada et al., 1995).

O cromossomo 19q13.1 (Gene ID7040) contem o gene do TGF-f; e ja foram
descritos sete polimorfismos nesse gene (Cambien et al., 1996). Entre eles uma troca de
uma citocina por uma timina, na posi¢cdo —509, e uma troca de adenina por guanina na
posicdo —800, mostraram interferir com a transcri¢ao desse gene (Hobbs ef al., 1998,
Syrris et al., 1998). Esses dois loci polimérficos podem ser analisados separadamente
ou em combinagdo haplotipica. Muitas vezes nao se detecta a influencia de um unico

sitio polimorfico, entretanto quando analisado o haplotipo de diferentes polimorfismos,
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alelos herdados em combina¢do podem influenciar uma determinada patologia. Tais
polimorfismos estdo associado a asma (Pulleyn et al., 2001) e alergia, promovendo o
aumento dos niveis de imunoglobulina-E. O polimorfismo C-509T ainda esta associado
a densidade d6ssea mineral (Yamada et al., 2001). O SNP T-509C, parece também ter
um efeito na modulacao do processo de inflamacao durante a doenga periodontal (Souza
et al., 2003).

O gene da IL-2 estd localizado no cromossomo 4q26-q27 (Gene ID 3558). Na
regido promotora desse gene, mais especificamente -330 pb antes do inicio do sitio de
transcricdo, hd um polimorfismo que gera dois alelos: T ou G, sendo indicado como
marcador genético util em estudos de correlacdo com patologias (John et al., 1998).
Recentemente foi comprovado o envolvimento desse polimorfismo com a severidade da

doenca periodontal (Scarel-Caminaga ef al., 2002).
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PROPOSICAO

Polimorfismos na regido do promotor da MMP-1, MMP-9, TGF-4, e IL-2 ja
foram descritos por alguns autores (Rutter et al., 1998; Wang et al., 2001; Hobbs et al.,
1998; John et al., 1998), sendo encontrada correlacdo entre esses polimorfismos e certas

patologias que afetam a matriz extracelular.

Uma vez que as metaloproteases da matriz desempenham um papel fundamental
na destrui¢do tecidual e que TGF-£; e IL-2 participam ativamente da reabsor¢do 6sseo,
julgamos interessante o estudo de polimorfismos nos promotores destes genes em

pacientes que apresentaram perda precoce de implantes osseointegrados.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de polimorfismo
em promotores dos genes que transcrevem a MMP-1 (-1607), MMP-9 (-1562), TGF-/
(-509 e -800; separadamente e em haplétipo) e IL-2 (-330) correlacionando-os com a

perda precoce de implantes osseointegrados.
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MATERIAL E METODO

CASUISTICA

A obtencdo do material foi realizada mediante consentimento do grupo amostral,
apos breve explanagdo dos objetivos do estudo, segundo as recomendagdes do Comité
de Etica em Pesquisa (006/02) (Anexo 1). Um total de 193 implante distribuidos entre
68 pacientes em bom estado de satde geral e com idade entre 18 e 73 anos fizeram parte

desse estudo, sendo divididos em dois grupos.

Grupo Teste: 28 pacientes que sofreram perda precoce de implantes osseointegrados

(implantes perdidos antes da colocagdo da protese).

Grupo Controle: 40 pacientes que obtiveram sucesso no tratamento com implantes
osseointegrados (implantes com carga funcional a pelo menos 1 ano, sem mobilidade ou

sintomatologia).
As caracteristicas dos pacientes podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes

Parametros Grupo Controle (n=40) Grupo Teste (n=28)

Media de idade 42.9/21-71 50.3/18-73
Género
Feminino 57.5% (23/40) 53.5% (15/28)
Masculino 42.5% (17/40) 46.5% (13/28)

Pacientes de ambos os grupos foram selecionados em clinicas, cujas taxas de
insucesso para o tratamento com implantes sdo menores que 5%, condizendo com o

aceito pela literatura (Esposito et al., 1998):

e Clinica de Especializacdo em Implantodontia da FOP-UNICAMP
Av Limeira, 901 — Areido, Piracicaba-Sao Paulo, cujo coordenador € o Prof. Dr.

Renato Mazzonetto.
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e Centro de Odontologia Especializada Meneghel
Rua do Rosario, 212 — Centro, Piracicaba-Sdo Paulo, sendo o profissional

responsavel o Dr. Ataualpa Meneghel.

¢ Centro de Implantodontia Oral — Cenior

Rua Almeida Garret, 57 — Itaigara, Salvador-Bahia, sendo o profissional

responsavel o Dr. Fabio Bezerra.

Critérios para Exclusdo de Pacientes

No intuito de diminuir a influéncia de fatores sistémicos na perda do implante,

foram excluidos do estudo pacientes fumantes, diabéticos, portadores de osteoporose,

pacientes imunodeprimidos ou com historia de exposicdo prévia a radioterapia ou

quimioterapia. Foram ainda excluidos implantes submetidos a carga protética

prematura; pacientes que apresentarem intercorréncia pds-operatoria, como infecgio, e

pacientes que se submeterem a técnicas regenerativas prévias ou concomitantes a

instalacdo dos implantes, como enxertos dsseos e regeneragdo tecidual guiada. Essas

informacgdes foram obtidas através da ficha clinica de cada paciente, sendo de
responsabilidade do cirurgido dentista a coleta das mesmas, antes do procedimento

cirirgico, durante anamnese.

Critérios Determinantes de Falha dos Implantes

Tratando-se de um estudo retrospectivo, os pacientes que sofreram insucesso com
o tratamento, perderam implantes durante o periodo cicatricial inicial, compreendido
entre 0 momento de inser¢do do implante até o momento de instalagdo da protese, ou
seja, esses implantes ndo foram submetidos a cargas protéticas, sendo reconhecidos
como implantes de perda precoce. Os implantes foram considerados perdidos nos casos
de faléncia por mobilidade, radiolucidez periimplantar, dor ou presenca de fibrose

interfacial, sendo imediatamente removidos.
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ANALISE DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Obtencdo de DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal,
através de um bochecho com 5 ml de solugdo autoclavada de glicose a 3%
(concentragdo isomolar com a saliva) durante 2 minutos, juntamente com uma leve
raspagem da mucosa jugal com espatula de madeira esterelizada. O bochecho foi
escolhido como a técnica de obtengdo do material de estudo, pois constitui o método
menos invasivo ¢ mais pratico de obtencdo do DNA. Esta solugdo foi imediatamente
levada ao laboratdrio para a execugao de uma centrifugacao por 10 minutos a 2000 rpm,
para coleta da fase celular. Para a suspensdo das células, acrescentou-se 500 pl de
tampao de extracdo (Tris-Cl a 10 mM, (pH 7.,8), EDTA a 5 mM e SDS a 0,5%) e as

amostras eram congeladas a -20°C até o momento de extracdo do DNA.

Extracdo de DNA

Depois de descongeladas as amostras foram incubadas overnight (ON) com 100
ng/mL de proteinase K (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) a 56°C. O DNA foi
entdo purificado com trés extragcdes sucessivas com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1) e precipitado com acetato de sodio a 2,5 M (pH 5,2) e etanol (Maniatis et al.,
1989). O DNA foi ressuspenso em 50 pl de tampao TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8),
EDTA a 1 mM) a temperatura ambiente, ON. A concentracdo do DNA gendmico de
cada amostra foi quantificada com o auxilio de um espectofotometro (GeneQuant
RNA/DNA Calculator-Pharmacia-Biotech) e sua pureza estimada pela razdo OD
260/280 (Maniatis et al., 1989).

Reacgao da PCR e RFLP

Reagdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) foram utilizadas para amplificagdo
dos fragmentos das regides reguladoras dos genes da MMP-1, MMP-9, TGF-f; e IL-2.
A reagdo possuia um volume final de 50 pl contendo aproximadamente 500 ng de DNA,
Tris-HCl a 10 mM (pH 8,3), KCI a 50 mM, MgCl, a 1.5mM, desoxirribonucleotideos

(200 uM de cada), primers especificos para cada fragmento e 1U de Taq polimerase
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(Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden). Uma mistura com todos os
reagentes, porém sem a Taq polimerase, era submetida a uma desnaturagdo inicial por 1
a 5 minutos. Apds ser acrescentado a Taq polimerase foram utilizados trinta e cinco
ciclos com desnaturagdo a 95°C, anelamento a uma temperatura adequada para cada
fragmento e extensdo a 72°C. Em seguida estes fragmentos foram submetidos a digestao
por enzimas de restricdo para gerar fragmentos menores (RFLP-Restriction Fragment
Length Polymorphism). A digestao foi realizada com volume final de 10 pl, por 16 h.
Para o gene da IL-2, antes da digestdo, dois produtos de amplificacdo (100 ul de PCR)
foram precipitados em acetato de sodio a 2,5 mM (pH 5,2) e etanol (Maniatis et al.,
1989) e ressuspenso em 20 ul de agua destilada. Os primers, temperatura de anelamento
(amplificagdo), enzimas de restricdo e temperatura de digestdo, além do tamanho dos

fragmentos gerados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Informagdes sobre condi¢des das reagoes de PCR ¢ RFLP.

Anelamento Enzima Fragmentos
SNP Primer (5° - 3°) (PCR) Restricao (pb)
MMP-1 F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C Xmnl 118
(-1607) R**: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC (30seg.) (37°C) 89 + 29
MMP-9 F: GCCTGGCACATAGTAGGCCC 65°C Pael 435
(-1562) R: CTTCCTAGCCAGCCGGCATC (45 seg.) (37°C) 247 + 188
TGF-4 F: TTTTGCCATGTGCCCAGTAG 58°C Eco811 740
(-509) R: CACCAGAGAAAGAGGACCAG (1 min.) (37°C) 551 + 189
TGF-4 F: CCCGGCTCCATTTCCAGGTG 62°C Maelll 388
(-800) R: TGCTCTTGACCACTGTGCCA (1 min.) (55°C) 325+ 63
IL-2 F: TATTCACATGTTCAGTGTAGTTCT 56°C Mael 410
(-330) R: CATTGTGGCAGGAGTTGAGGT (1 min.) (45°C) 374+ 26

* Primer Foward ** Primer Reverse
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Eletroforese

As seqiiéncias amplificadas (PCR) assim como os fragmentos submetidos a
restricao (RFLP) foram analisados por eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a
10% em TBE 1x (89 mM de Tris-Borato, 89 mM de 4cido boérico e 2 mM de EDTA).
Dez microlitros de DNA amplificado ou digerido foram adicionadas a 2 pl de tampao
de amostra (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol a 0,25% e glicerol a 30% em
agua) para eletroforese. Os géis foram submetidos a uma corrente elétrica de 20 mA,
sendo o tempo de corrida variavel de acordo com o tamanho do fragmento. Utilizou-se
como padrio o marcador de massa molecular ¢X174-RF Haelll DNA digest (1 pul em 5
ul de 4gua e 2 ul de tampao de amostra). Para visualizacdo das bandas de DNA os géis

foram corados pelo método de rapida coloragdo pela prata (Sanguinetti et al., 1994).

Analise Estatistica dos Resultados

A associagdo entre polimorfismos genéticos e o grau de predisposi¢do a perda
precoce de implantes osseointegrados foram avaliados através das Simulagdes de Monte
Carlo, ao nivel de significancia de 5%. O programa ARLEQUIN (v. 2.0 — Schneider et
al., 2000) foi utilizado para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg e combinagdes de
haplotipos (exclusivamente para os loci no gene do TGF-f;). Para analisar as

freqiiéncias dos haplotipos do gene do TGF-£, foi utilizado o programa Clump.
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RESULTADOS

Os polimorfismos nos genes da MMP-1 (1607), MMP-9 (-1562) e TGF-£; (-509 e
-800) apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg, garantindo assim que a distribuicao
genotipica ocorreu ao acaso. Ja no gene da IL-2 a populagdo estudada nio apresentou o
equilibrio esperado devido a alta freqiiéncia de individuos heterozigotos e a auséncia do
genotipo T/T. Esse gendtipo realmente ¢ muito raro e o tamanho da nossa amostra

poderia explicar sua auséncia.

Analisando-se a idade, género dos individuos e porcentagem de implantes
realizados na maxila ou mandibula, ndo houve diferenca estatistica significante (p>0.05)

entre os grupos estudados (tabela 3).

Tabela 3: Media de idade, freqiiéncia de género dos individuos e porcentagem de

implantes em cada regido.

Parametros Grupo Controle (n=40) Grupo Teste (n=28)
Média de idade 42.9/21-71 50.3/18-73
Género
Feminino 57.5% (23/40) 53.5% (15/28)
Masculino 42.5% (17/40) 46.5% (13/28)
Implantes
Maxila 44.7% (43/96) 41.3% (40/97)
anterior 65.1% (28/43) 50.0% (20/40)
posterior 34.9% (15/43) 50.0% (20/40)
Mandibula 55.3% (53/96) 58.7% (57/97)
anterior 22.6% (12/53) 24.6% (14/57)
posterior 77.4% (41/53) 75.4% (43/57)
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A avaliag@o das caracteristicas clinicas do grupo teste revelou que 67.8% (19/28)
foram perdidos antes da instalacdo do abutment e que a regido posterior da mandibula
concentrou o maior niumero de falhas (54.8%) quando comparada as demais regides da

boca (tabela 4).

Tabela 4: Implantes perdidos conforme tempo de colocagdo de abutment e posi¢do no

arco (regido).

Porcentagem de implantes perdidos

Antes da instalaciao do abutment 67.8% (19/28)

Apos a instalacio do abutment 32.2% (09/28)
Regido

Macxila anterior 19.0% (08/28)

Maxila posterior 09.5% (04/28)

Mandibula anterior 16.7% (07/28)

Mandibula posterior 54.8% (23/28)

Para o polimorfismo no gene da MMP-1 foram analisados 26 pacientes controles e
20 pacientes que sofreram perda precoce de implante osseointegrado (teste); ja para
analise dos demais polimorfismos aqui estudados todos os 68 pacientes foram

investigados, ou seja, 40 individuos no grupo controle e 28 individuos no grupo teste.
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MMP-1

O polimorfismo estudado no gene da MMP-1 se caracteriza por apresentar dois
alelos diferentes (1G ou 2G) na posicdo —1607. Observou-se uma diferenca
estatisticamente significante na freqiiéncia dos alelos e genétipos do gene da MMP-1
entre o grupo controle e grupo teste. No grupo controle o alelo 2G foi encontrado em
25% dos pacientes, enquanto no grupo teste esse mesmo alelo estava presente em 50%
dos pacientes (p=0.013). Individuos com o alelo 2G parecem ter um risco trés vezes
maior a perder implante (p=0.0239, OR=3.0, 95% IC=1.24-7.24). O gendtipo 1G/1G foi
observado em 61,5% do grupo controle, enquanto todos os pacientes do grupo teste
apresentaram genotipo 1G/2G (p= 0.00). A freqiiéncia alélica e genotipica do gene da
MMP-1 esta mostrada na tabela 5.

Tabela 5. Freqiiéncia dos diferentes alelos e genotipos do gene da MMP-1.

MMP-1 Grupo Controle Grupon Teste Valor de p OR
n % n %
-1607
Alelos n=>52 n=40
G 39 75 20 50 (Clump) 3.0
GG 13 25 20 50 p=0.01
Genotipos n=26 n=20
G/G 16 615 00  00.0 (Clump)
GG/GG 03 115 00  00.0 p=0.000
G/GG 07 135 20 100.0
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MMP-9

O polimorfismo da posi¢ao —1562 do gene do MMP-9 pode apresentar duas bases
diferentes: alelo T ou C. Nesse estudo ndo foi encontrada diferenga estatisticamente
significante na freqiiéncia dos alelos e dos gendtipos entre os grupos teste e controle. O
alelo C foi o mais freqiiente, sendo encontrado em 88.75% do grupo controle e 94.65%
do grupo teste (p=0.35). O genotipo C/C foi observado em 77.5% do grupo controle e
89.3% do grupo teste (p=0.17), sendo que o gendtipo T/T ndo foi observado em nenhum
dos dois grupos. A freqiiéncia dos diferentes alelos e gendtipos desse polimorfismo

pode ser observada na tabela 6.

Tabela 6. Freqiiéncia dos diferentes alelos e genotipos do gene da MMP-9.

MMP-9 Grupo Controle Grupon Teste Valor de p
n % n %
-1562
Alelos n =80 n=56
T 09 11.25 03 0535 (Clump)
C 71 88.75 53 94.65 p=0.35
Genotipos n =40 n=28
T/T 00  00.0 00  00.0 (Clump)
C/C 31 775 25 893 p=0.33
T/C 09 225 03 10.7
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TGF-4

O gene do TGF-f; ndo apresentou diferenca estatistica na freqiiéncia alélica e
genotipica entre os grupos em relagdo aos dois fragmentos estudados. Na posigdo —509,
troca de um alelo C pelo alelo T, o alelo C foi o mais freqliente em ambos os grupos
estudados (p=0.71) e o gendtipo heterozigoto estava presente em mais de 50% dos
pacientes (0.94). No sitio —800, alelo G ou A, o alelo G foi observado com uma

freqiiéncia muito similar nos dois grupos (p=0.82) e o genotipo mais freqiiente foi o

G/G (p=0.64) (Tabela 6).

Tabela 6. Freqiiéncia dos diferentes alelos e genotipos do gene do TGF-/;.

TGF-4 Grupo Controle Grupon Teste Valor de p
n % n %
-509
Alelos n=80 n=56
C 49 613 36 64.2 (Clump)
T 31 387 20 358 p=0.87
Genotipos n=40 n=28
Cc/C 14 350 11 393 (Clump)
T/T 05 125 03 10.7 p=0.94
C/T 21 525 14 50.0
-800
Alelos n=80 n=56
G 71  88.7 49 875 (Clump)
A 09 113 07 125 p=1.00
Genotipos n =40 n=28
G/G 31 775 22 785 (Clump)
A/A 00 00.0 01 035 p=0.64
G/A 09 225 05 18.0
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A distribuicdo dos haplotipos em alelos e genotipos foi semelhante nos dois
grupos estudados (p=0.94 e p=0.78 respectivamente), onde o haploétipo mais freqliente o

CG (Tabela 7).

Tabela 7. Distribui¢ao dos haplétipos em alelos e gendtipos do gene do TGF-4,.

Haplotipos Grupo Controle Grupo Teste Valor de p
C-509T/ G-800* n % n %
Haplotipo (Alelo)
CG 41 513 29 518 (Clump)
CA 08 10.0 07 125 p=0.94
TG 30 375 20 357
TA 01 1.25 00  00.0
Haplotipo (Genotipo)
CG/CG 08  20.0 08 28.6 (Clump)
CA/CA 00  00.0 01 03.6 p=0.78
TG/TG 04 10.0 03 10.7
CG/CA 06 15.0 02 07.1
CG/TG 19 475 11 393
CA/TG 02 05.0 03 10.7
TG/TA 01 025 00  00.0
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IL-2

O polimorfismo do gene da IL-2 pode apresentar o alelo T ou G na posigdo —330.
Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi observada entre as freqii€ncias
alélicas e genotipicas dos dois grupos. O alelo T foi observado em 58.3% do grupo
controle e 67.3% do grupo teste (p=0.28). O genotipo T/G foi encontrado em 83.3% no
grupo controle e 65.4% no grupo teste (p=0.08). As freqiiéncias alélicas e genotipicas

do gene da IL-2 podem ser observada na tabela 8.

Tabela 8. Freqiiéncia dos diferentes alelos e genotipos do gene da IL-2.

IL-2 Grupo Controle Grupon Teste Valor de p
n % n %
-330
Alelos n =80 n=56
T 42 583 35 673 (Clump)
G 30 417 17 327 p=0.31
Genotipos n=40 n=28
T/T 06 16.7 09 34.6 (Clump)
G/G 00  00.0 00  00.0 p=0.13
T/G 30 833 17 654

As figuras seguintes mostram os fragmentos amplificados e digeridos por uma das
cinco enzimas de restricdo empregadas neste estudo, correspondendo aos fragmentos
das regides reguladoras dos genes da MMP-1 (-1607), MMP-9 (-1562), TGF-/, (-509) e
(-800) e IL-2 (-330), respectivamente.
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Figuras de géis de poliacrilamida corados pela prata evidenciando resultado da RFLP.

MMP-1 (-1607)

1G/2G 1G/1G 2G/2G P

118 pb
89 pb

MMP-9 (-1562)
T/C T/C T/C T/T

435 pb e e e f—

= |

118 pb et il St

TGF-5, (-800)

G/A G/A G/G G/G

Legenda:

1G/2G = paciente heterozigoto

1G/1G = paciente homozigoto para o alelo G

2G/2G = paciente homozigoto para o alelo GG

6 = marcador de massa molecular $X174-RF Haelll DNA digest

TGF-4, (-509)
C/TC/CT/TC/TT/T

740 pb
551 pb

189 pb

IL-2 (-330)

T/G T/G G/G G/G T/G
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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 fenomeno em cacho, no qual alguns pacientes sofrem multiplas perdas,
suporta a evidéncia que a caracteristica individual tem um papel importante na falha do
implante. Dessa maneira, fatores como: fumo (Gorman et al., 1994; Lindquist et al.,
1997; Wilson & Nunn, 1999), quantidade e¢ densidade 6sseas (Jaffin & Berman, 1991;
Bryant, 1998; Stanford, 1999), diabetes (Shernoff et al, 1994; Abdulwassie &
Dhanrajani, 2002), tratamento quimioterapico (Schon et al., 1996) e resposta imune
debilitada (Kronstrom et al., 2000), interferem no processo de osseointegragao.

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

Outro fator relacionado a perda de implante ¢ a intensidade da forca aplicada na
segunda etapa cirdrgica durante a instalacdo do transmucoso (abutment). Estudos
demonstram que a forca excessiva nessa etapa pode provocar a ruptura de uma fragil
interface osso-implante (Friberg et al., 1991; Askary et al., 1999a). Entretanto, em
nosso estudo a grande maioria das perdas ocorreu antes da instalagdo do abutment,
indicando que a intensidade da for¢a aplicada durante sua colocagdo ndo foi importante
nas perdas dos implantes na populagao estudada.

Como a maioria dos implantes perdidos estava localizada na regido posterior da
mandibula, poder-se-ia suspeitar que o volume e densidade 6ssea nessa regido tenham
desempenhado algum papel na falha dos implantes, de acordo com os estudos de
Friberg et al. (1991) e Hutton (1995). A camada cortical da mandibula geralmente ¢é
densa e espessa e tende a se tornar mais estreita e porosa na regido posterior. Somado a
esse fato, a presenca do canal mandibular também limita o volume 6sseo deste local.
Entretanto, a grande porcentagem de implantes na regido posterior encontrada em nosso

grupo controle, sugere que o volume e a densidade Ossea apenas ndo foram fatores
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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 diferenciacao e funcao de células 6sseas (osteoblastos e osteoclastos) sdo
dependentes de fatores locais e da expressdo de mediadores inflamatérios como: TGF,
IL e MMP (Roodman, 1997a), torna-se valido avaliar a influéncia de fatores genéticos,
que possam causar uma maior expressdo desses mediadores, na falha do
estabelecimento da osseointegragao.

Foram relatados polimorfismos em genes de MMPs, TGFs e ILs que estdo
relacionados com a hipersecre¢do dessas proteinas (Rutter et al., 1998; Hobbs et al,
1998; Syrris et al, 1998; John et al, 1998; Zhang et al, 1999) e associados a diversas
doengas inflamatorias (Matesanz et al., 2001; Pulley et al., 2001; Lamblin et al., 2002),
inclusive a doenga periodontal (Scarel-Caminga et al., 2002; Souza et al., 2003b;
Trevilatto et al., 2003).

Wilson e Nunn (1999) ndo encontraram associag@o entre polimorfismos em genes
da IL-1 (IL-1A -889 e IL-1B +3953) e a perda de implantes. Entretanto, a presenga de
pacientes fumantes nesse estudo pode ter mascarado a influéncia genética, uma vez que
se sabe que o fumo € um forte fator de risco para perda de implantes — fumantes tem um
risco trés vezes maior de perder implantes quando comparados a nao fumantes (Esposito
et al., 1998). ROGERS et al. (2002), avaliando falhas tardias, também nao encontraram
associagdo significativa entre o gen6tipo da IL-1A (-889) e da IL-1B (+3953) e a perda
de implantes, porém ndo ficou claro se a perda de implante ocorreu por fatores
biologicos ou mecanicos. Recentemente, foi demonstrado que o genotipo da IL-1
somente ndo apresenta risco para perda ossea peri-implantar, mas o risco pode aumentar
significativamente quando esse gendtipo esta associado ao fumo (Feloutzis et al. 2003).
Shimpuku et al. (2003) demonstrou correlacdo significativa entre o polimorfismo C-
511T no gene da IL-1B e perda 6ssea ao redor de implantes, comprovando a influéncia
das caracteristicas genéticas na falha da osseointegragao.

Esse estudo mostrou que o polimorfismo na regido promotora do gene da MMP-1
(posi¢do —1607) estda fortemente associado a perda precoce de implantes

osseointegrados em pacientes ndo fumantes. O alelo 2G foi observado numa freqiiéncia
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muito maior no grupo teste (pacientes com perda precoce de implante). Esse alelo
aumenta a transcri¢do do gene e potencializa o nivel da expressdo dessa proteina (Rutter
et al., 1998) fornecendo a base molecular para explicar a intensa degradacdo da matriz
extracelular e justificar o aumento na susceptibilidade a falha na osseointegracdo. Esse
polimorfismo também esta associado a susceptibilidade a periodontite cronica na
populagdo brasileira (Souza et al., 2003b).

Os demais polimorfismos estudados C-1562T no gene da MMP-9, C-509T e G-
800A no gene do TGF-f, e T-330G no gene da IL-2 ndo foram associados a falha
precoce de implantes osseointegrados. Uma possivel explicacao poderia ser o tamanho
da amostra, uma vez que nossos dados se referem a 68 pacientes, o que fornece um
moderado poder para detectar pequenas influéncias na relagdo entre polimorfismos e
patologias. Nesse estudo rigidos critérios de inclusdo de voluntarios foram adotados no
intuito de minimizar a influencia de outros fatores como fumo, complicagdes cirargicas
ou debitilacdes sist€émicas do paciente, e assim, avaliar o papel “isolado” dos
polimorfismos na perda do implante. Essa restrita selecdo dos pacientes associada a
baixa taxa de perda de implante osseointegrados limitou o tamanho amostral.

Evidéncias experimentais obtidas in vitro mostraram que o polimorfismo C-
1562T no gene da MMP-9 aumenta expressdo dessa proteina. Da mesma maneira, foi
demonstrado que existe um componente genético no controle da concentragdo de TGF-
S na circulagdo (Grainger et al., 1997). Em particular, os dois polimorfismos aqui
estudados, na regido promotora do gene do TGF-£ (C-509T e G-800A), estdo
significativamente associados a concentracao plasmatica dessa proteina (Grainger ef al.,
1999a). O efeito do polimorfismo no gene da IL-2 na expressdo da proteina ainda ndo
foi claramente documentado na literatura (John et al., 1998, Reynard et al., 2000),
entretanto, estudos in vitro mostram que esse polimorfismo influencia a produgdo de
niveis aumentados de IL-2 em linfocitos do sangue periférico (Hoffmann et al., 2001).

Esses polimorfismos, apesar de modificarem a expressdo das respectivas
proteinas, parecem nao influenciar ou ter somente um efeito minimo na falha de
implantes osseointegrados. Outra explicacdo seria que esses polimorfismos podem ter
seus efeitos mascarados por polimorfismos em diferentes regides do mesmo gene ou em

outros genes que participam da complexa rede de mediadores inflamatérios da regido
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periodontal. Dessa maneira, somente a presenga desses polimorfismos ndo é um fator de
risco genético para perda precoce de implantes.

Entretanto, a investigacdo desses polimorfismos deve ser considerada na falha de
implantes, devido a importancia dessas proteinas no processo de inflamacdo ¢
reabsor¢ao 0ssea que sdo os eventos mais importantes na falha de implantes. Apesar dos
polimorfismos no gene do TGF-£; (C-509T) e da IL-2 (T-330G) estarem associado a
doenca periodontal, o impacto desses gendtipos no mecanismo inflamatorio gerado
durante a doenca periodontal parece nao ser tdo significativo no processo inflamatdrio
da osseointegracao.

Esses resultados ndo significam auséncia de influéncia genética sobre a
osseointegracdo. Na verdade, os polimorfismos genéticos provavelmente influenciam a
osseointegragdo através do efeito acumulado de multiplos polimorfismos, assim um
polimorfismo pode ter seus efeitos acentuados ou mascarados por outro polimorfismo.
Para entender a importancia de cada alelo polimérfico ¢ necessdrio avaliar a
contribuic¢ao de cada polimorfismo no fendtipo da doenca (Adamo et al., 2001).

E importante salientar que os resultados aqui reportados poderiam ser diferentes
quando analisados em populacdes etnicamente distintas, uma vez que, a origem étnica
pode influenciar a freqiiéncia 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 identificacdo de individuos susceptiveis ao insucesso e uma melhor
compreensdo do processo de osseointegragdo. Isso é de um valor clinico inestimavel,
uma vez que, uma sele¢do mais criteriosa poderia ser realizada e, no futuro, estratégias
de prevengdo e terapéutica individualizada poderiam ser desenvolvidas, visando
modular a expressdo de mediadores inflamatdrios e dessa maneira aumentar a taxa de

sucesso dos implantes.
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CONCLUSOES

O polimorfismo na posicdo —1607 do gene da MMP-1 esta associado com perda
precoce de implantes osseointegrados na populacdo estudada. Os resultados
apresentados sugerem um papel ativo da MMP-1 na patog€nese da falha de
implante, onde individuos com o alelo 2G parecem ter um risco trés vezes maior a

perder implante.

Os polimorfismos estudados no gene da MMP-9 (-1562) parecem ndo estar
associados com a perda precoce de implantes osseointegrados do TGF-£; (-509 e -
800) e da IL-2 (-330), ndo sendo bons marcadores genéticos de susceptibilidade a

falha na osseointegragao.

A combinacdo haplotipica dos polimorfismos -509 e -800 do gene do TGF-p

parecem nao estar associados com a perda precoce de implantes osseointegrados.
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Anexo 2: Caracteristicas clinicas do grupo controle.

Numero Regiao dos Tempo de
Paciente | Sexo | Idade | Rac¢a |implantes implantes permanéncia dos
colocados colocados implantes
C1 M 60 Branca 02 24,25 1 ano e 4 meses
C2 F 23 Branca 01 23 4 anos e 3 meses
C3 M 46 Branca 01 21 1 ano e 10 meses
C4 M 21 Branca 01 11 3 anos ¢ 5 meses
C5 M 29 Branca 01 11 01 ano ¢ 6 meses
Co M 21 Negro 01 12 01 ano
C7 M 55 Parda 05 34,35,36,45,46 2 anos ¢ 9 meses
C8 F 68 Branca 04 12,22,24.25 2 anos e 5 meses
9 M 25 Branca 02 31,41 1 ano ¢ 8 meses
C10 F 48 Branca 02 33,43 3 anos e 11 meses
C11 F 37 Parda 02 36,37 1 ano
C12 F 36 Parda 01 36 1 ano e 9 meses
C13 F 51 Branca 04 44.42.32.34 10 meses
C14 F 56 Parda 04 42,4344 45 1 ano e 1 més
C15 F 48 Parda 02 36,46 1 ano
C16 F 23 branca 02 13,23 1 ano e 6 meses
C17 F 52 Parda 03 44.45,46 1 ano ¢ 9 meses
C18 F 37 parda 03 34,35,36 1 ano
C19 F 45 Negro 04 12,22,16,26 1 ano e 3 meses
C20 F 42 Branca 02 11,21 1 ano
C21 M 52 Pardo 01 22 20 meses
C22 M 45 Pardo 02 11,21 23 meses
C23 F 71 Branco 04 14,12,22.24 18 meses
C24 M 57 Branco 04 33,36,43,46 3anose '
C25 F 45 Branco 02 35,36 6 anos
C26 M 48 Branco 03 24.25,26 4 anos e 8 meses
C27 F 43 Branco 04 24.36,37,45 2 anos ¢ 4 meses
C28 F 53 Branco 01 36 12 meses
C29 F 46 Branco 02 36,46 3 anos € 9 meses
C30 M 37 Branco 02 11,21 3 anos e 5 meses
C31 M 23 Branco 04 33,34,35 4 anos
C32 M 43 Branco 01 12 3 anos e 7 meses
C33 M 33 Branco 03 23,45,46 2 anos
C34 F 34 Branco 01 24 2 anos e 3 meses
C35 F 50 Branco 03 11,12,13 4 anos e 4 meses
C36 M 42 Branco 01 46 2 anos e 10 meses
C37 F 26 Branco 02 13,23 2 anos e 8 meses
C38 F 47 Branco 03 15,24,25 4 anos
C39 M 38 Branco 04 34,35,36,46 1 ano e 8 meses
C40 F 59 Branco 02 36,37 5 anos e 5 meses
- 42,87 - 96 |- |-
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Anexo 3: Caracteristicas clinicas do grupo teste.

N° implantes

N° implantes

Paciente | Sexo | Idade | Raga colocados perdido Abutment’ | Tempo™
(regido) (regifo) (meses)
T1 F 47 Parda 02 (32,43) 01 (32) Antes 4
T2 F 48 Branca 08 (12) 01(12) Antes 6
T3 F 53 Branca 02 (25) 01(25) Apds 8
T4 F 62 Parda 07 (34,37,44) | 03 (34,37,44) Antes 6
T5 F 50 Parda 01 (3%5) 01 (35) Apos 1
T6 F 51 Parda 01 (23) 01 (23) Apds 7
T7 M 63 Parda 02 (36,37) 01 (37 Apos 11
T8 F 39 | Branca | 08 (11,13,15,17,| 02 (17,28) Antes 6
22,23,26,28)
T9 F 38 | Branca | 03 (44,45,46) 02 (45,46) Antes 4
T10 M 39 Parda 01 (36) 01(36) Apos 8
T11 M 62 Parda 01 (11) 01 (11) Apds 1
T12 M 57 | Branca | 06(34,36,37, | 03 (37,46,47) Antes 2
44,46,47)
T13 M 73 Negra 06 (31,33,34, 01 (32) Apos 5
41,43,44)
T14 M 18 Branca 01 (36) 01 (36) Antes 3
T15 M 37 | Branca |04 (34,35,36,46) 01 (36) Antes 3
T16 M 40 Branca 01 (36) 01(36) Antes 4
T17 M 58 | Branca 02 (35,36) 02 (35,36) Antes 2
T18 M 37 Branca 01(46) 01(46) Antes 3
T19 M 52 | Branca | 06(12,22,23, 01 (12) Antes 4
24,36,46)
T20 M 49 | Branca | 08 (16,22,23,24, 01(36) Antes 3
35,36,44,45)
T21 F 59 | Branca | 07 (14,24,33,35,| 05 (33,35, Apbs 5
41,43,45) 41,43,45)
T22 F 73 Branca 01 (15) 01 (15) Antes 6
T23 F 69 | Branca | 03 (14,15,16) 02 (14,16) Apos 6
T24 M 26 Branca 01(46) 01 (46) Antes 2
T25 F 54 | Branca | 08 (11,21,33,34, | 03 (34,35,45) Antes 3
35,44,45,46)
T26 F 50 | Branca 02 (24,25) 01(25) Antes 4
T27 F 49 Branca 02 (32,42) 01 (42) Antes 3
T28 F 57 Branca 02 (36,46) 01 (46) Antes 4
- 50,35 - 97 42 - -

# Perda de implante antes ou apos a conexio do abutmant

* Tempo de permanéncia do implante (entre a colocagdo e perda do implante)
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