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Aa - Aggregatibacter actinomicetencomitans
Bi - Bacteroides intermedia
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Melo RF. Avaliagdo clinica, microbiolégica, imunolégica e genética em
pacientes com implantes osseointegrados. [Tese de Doutorado]

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

Resumo

O objetivo deste estudo foi o de avaliar possiveis interacdes
clinicas, microbiologicas, imunoldgicas e genéticas que possam
influenciar o sucesso de implantes osseointegrados. Foram avaliados 47
implantes, em 47 pacientes, sendo 31 em condi¢des de saude (G I) e 16
com perimplantite (G 1l) e 47 dentes, dos quais 31 estavam sadios e eram
dos pacientes com implantes sadios (G Ill) e 16 dentes sadios dos
pacientes com perimplantite (G IV). Foi realizado exame clinico completo
em todos os implantes e dentes selecionados. Amostras de fluido
crevicular perimplantar/gengival do sitio com maior profundidade de
sondagem foram coletadas. A avaliagdo das bactérias A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T.
forsythia foi realizada pela técnica de PCR e, a quantificacdo das citocinas
IL-1B8 e IL-6 foi realizada pelo teste ELISA. Células da mucosa bucal
foram coletadas para avaliagéo dos polimorfismos IL1B+3954, IL1B-511 e
IL6-174. A avaliacéo estatistica dos parametros clinicos SS, SUP, PS e NI
revelaram que os implantes do grupo G Il apresentaram piores condi¢des
clinicas em comparacédo ao grupo G I. O grupo G Il também apresentou

piores condi¢bes clinicas que o grupo G IV para PS e NI. A andlise



microbiolégica revelou que a bactéria A. actinomcetemycomitans néo
estava presente em nenhum sitio avaliado. P. intermedia também néo foi
encontrada no grupo G Il. As bactérias estudadas apresentaram
proporcdes semelhantes em todos os grupos avaliados, ndo havendo
diferenca entre os grupos. Na analise da concentracdao de IL-18 e IL-6,
nao houve diferencas significativas entre os grupos. A populacdo
estudada estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os polimorfismos
estudados ndo demonstraram predominancia dos alelos e dos gendtipos.

Nenhum polimorfismo foi associado a condi¢cao de doenca.

Palavras-chave: interleucina-1; interleucina-6; fluido do sulco

gengival; polimorfismo genético
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Melo RF. Clinical, microbiological, immunological and genetics
assessments in patients with osseointegrated oral implants. [Tese de

Doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate clinical,
microbiological, immunological and genetics parameters in patients with
implant loaded at least for one year. It was examined 47 implants and
teeth in 47 patients. Thirty one of those implants were healthy implants (G
), sixteen had peri-implantits (G II) and, 31 healthy teeth was from
patients with healthy implants (G Ill) and 16 healthy teeth from patients
with peri-implantits (G 1V). Clinical parameters were recorded from all
implants and teeth. Gingival crevicular fluid from the highest pocket depth
was collected to evaluate the presence of A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T. Forsythial and to evaluate the
concentration of interleukin-13 and interleukin-6. Cells from buccal
mucosa were collected for genomic DNA extraction and analyze the
polymorphism IL-1B +3954, IL-1B -511 e IL-6 -174. G Il demonstrated
worst results for PD, BPD, Sup and NI when compared to G | and, when
compared with G IV it was worst for PD and NI. Microbiological did not
detect A. actinomycetemcomitans in any of the sites analysed and, P.
intermedia was not detected in G Il. Bacteria analyzed was present in
same proportion in all analyzed sites showing, no differences between

groups. There was no difference in the concentration of IL-18 an IL-6



detected between groups. The population studied was in Hardy-Weinberg
Equilibrium. There was no differences in the alleles and polymorphism

distribution on the studied population.

Key words: interleukin-1; interleukin-6; gingival crevicular fluid;

polymorphism, genetic
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1 Introducao Revisada

A utilizacdo de implantes osseointegrados tem sido empregada
para a reabilitacdo de arcos parcial ou totalmente desdentados com altos

indices de sucesso™",

No entanto, o sucesso dos implantes esta
diretamente relacionado ao principio da osseointegracéo. Inicialmente, a
osseointegracao foi definida como a conexao direta, estrutural e funcional
entre 0sso vital organizado e a superficie de um implante de titanio capaz
de receber carga funcional. Na realidade, biologicamente ndo existe
evidéncia de contato total entre osso e implante, mas sim de maior ou
menor quantidade de tecido fibroso *°.

Albrektsson et al.®> (1986) propuseram alguns critérios clinicos para
0 sucesso dos implantes osseointegrados que foram mais tarde
modificados por Smith, Zarb®® (1989).0s critérios incluem auséncia de
mobilidade do implante quando ndo conectado a protese; auséncia de
radiolucidez perimplantar; perda éssea vertical anual menor que 0,2mm,
apo6s o primeiro ano em funcdo; auséncia de sinais e sintomas
persistentes e/ou dor, infeccdo, parestesia ou violagdo do canal
mandibular; o implante deve estar conectado a protese e em funcdo. O
ndo cumprimento a algum destes critérios leva o implante a uma condi¢éo

de “sobrevivente”, ou seja, apesar de ainda estar em funcéo apresenta

algum tipo de problema **.



Apesar dos altos indices de sucesso os implantes osseointegrados
podem apresentar falhas. As falhas bioldgicas podem estar relacionadas
ao nao estabelecimento ou na dificuldade de manutencdo da
osseointegracdo e podem ser classificadas em dois tipos: precoce,
guando ndo h& o estabelecimento de uma osseointegracdo, ou tardia,
quando ndo ha manutencdo de uma osseointegracdo estabelecida #.
Independentemente da classificagdo, a falha bioldgica esta diretamente
relacionada a presenca de uma cépsula fibrosa ao redor do implante,
podendo levar & mobilidade deste implante **”". As falhas tardias dos
implantes podem ser intimamente relacionadas a presenca de uma
infeccdo bacteriana, sendo que diversos estudos relatam a faléncia de
implantes decorrentes de infeccdo bacteriana perimplantar?®#849°294 No
entanto, deve estar claro que o termo “perimplantite”, definido no 1°
Workshop Europeu de Periodontia em 1993 como um processo
inflamatorio envolvendo os tecidos ao redor dos implantes
osseointegrados em funcdo que resulta em perda de tecido 0sseo de
suporte®, ndo implica em falha ou perda do implante. Um processo
infeccioso nos tecidos perimplantares nao significa que o implante esta ou
sera perdido®.

A doencga perimplantar assim como a doencga periodontal tem como
fator etiologico priméario bactérias especificas relacionadas a placa
bacteriana'?°1°%61939% Estudos microbiolégicos demonstram que tecidos

em condicdes de saude perimplantar apresentam uma populacdo

microbiana predominantemente composta de cocos facultativos Gram-



positivos®*%

, enquanto que em condicbes de doenca ocorre uma
alteracdo na composicdo microbiana predominando bastonetes
anaerébios Gram-negativos®®*. Periodontopatégenos especificos como
Porphyromonas gingivalis (Pg) e Tannerella forsythia (Tf) tem sido
correlacionados com a progressdo da doenca '*. Ainda, a faléncia de
implantes tem sido associada a periodontopatbgenos como
Aggregatibacter actinomicetencomitans (Aa), Bacteroides intemedia (Bi) e
Bacteroides gingivalis (Bg)™°.

A colonizacdo dos implantes por microrganismos ocorre logo apos
sua instalacdo®’. Uma semana ap6s a instalacdo dos implantes os
periodontopatégenos encontrados nos implantes sdo 0S mesmos
presentes nos dentes remanescentes?®. Da mesma maneira, Gerber et
al.*® (2006) avaliaram a microbiota de dentes e implantes e n&o
encontraram diferencas. A presenca de bactérias no fluido crevicular,
aproximadamente 30 minutos apds a instalacdo do implante, foi
confirmada por First et al.?’ (2007). Os autores concluiram que a
complexa microbiota estabelecida logo ap0s a instalacdo dos implantes
nao diferem daquela encontrada nos dentes adjacentes. Recentemente,
Salvi et al.®* (2008) investigaram a presenca de bactérias no fluido
crevicular de implantes osseointegrados e dentes adjacentes. Neste
estudo, os autores relataram uma maior prevaléncia de Fusobacterium e
espécies de Streptococcus, P. micros e S. aureus do que de bactérias

normalmente associadas a periodontite. Bactérias associadas a doenca

periodontal, como P. gingivalis, T. denticola e T. forsythia foram



detectadas com a mesma prevaléncia 30 minutos e 12 meses apds a
instalacdo dos implantes, tanto nos implantes quanto nos dentes
adjacentes avaliados. Para estes autores, existem espécies bacterianas
mais importantes do que as relacionadas a doenca periodontal envolvidas
na perimplantite e, estas devem ser investigadas para uma melhor
elucidacéo de sua potegenicidade frente a doenga perimplantar.

Embora exista semelhanca nas espécies bacterianas encontradas
nos sitios perimplantares e periodontais, o tecido mucoso nestas duas
condicBes apresenta diferencas importantes em relacdo ao processo
inflamatorio. Nos implantes osseointegrados as fibras colagenas supra-
Osseas estdo orientadas paralelas a superficie do implante, sem insercéao
nesta superficie, enquanto que nos dentes as fibras colagenas sao

perpendiculares e estdo inseridas no cemento ¥

. Histologicamente, a
organizacdo do tecido perimplantar é diferente ao periodontal de forma
gue o combate a progressdo de lesbes associadas a placa bacteriana
resulta em um infiltrado inflamatério mais amplo e com uma leséo de
maior extensdo apical, quando comparado ao tecido gengival *®. Estas
diferencas, na insercdo dos dentes e implantes, podem caracterizar uma
importante diferenca no processo inflamatério frente a doenca, a qual

pode apresentar uma progressdo mais rapida e severa da doenca nos

tecidos perimplantares.

A infeccdo bacteriana estimula a producdo de mediadores

inflamatoérios que irdo provocar a destruicdo do tecido conjuntivo e 0SS0



alveolar. Esses mediadores sdo secretados no fluido crevicular gengival
(GCF) por leucécitos e células do epitélio juncional ativadas, contribuindo
para a destruicdo do tecido periodontal e estimulando a reabsorgao
6ssea”®’®. Assim, as bactérias presentes na placa bacteriana podem
causar injuria diretamente pela producéo e liberacdo de enzimas, toxinas

e metabdlitos 73

ou indiretamente por estimular a resposta imune-
inflamatéria do hospedeiro *1"3%°. A intensidade com que o sistema imune
do hospedeiro responde a infeccdo bacteriana é um fator determinante
para o inicio e progressdo da doenca. Estudos realizados com gémeos
indicam que 50% das variacdes na doenca periodontal sdo atribuidas a
diversidade genética *®. Alguns polimorfismos encontrados nos genes da
familia da interleucina-1, IL1A, IL1B e IL1RN, podem influenciar na
suscetibilidade e express&o da doenca °’.

O fator de necrose tumoral-o (TNF-w), as Interleucinas -1, e -6 e a
prostaglandina E, sdo algumas das citocinas inflamatorias associadas a

doenca periodontal 229979

. Estas citocinas podem ser consideradas
como marcadores da doenca periodontal ativa e apresentam capacidade
de induzir a reabsorcéo éssea ®.

A IL-1 foi uma das primeiras citocinas descritas e amplamente
estudada. Possui capacidade de causar febre, estimular proteinas
hepaticas de fase aguda, aumentar a resposta linfocitaria, induzir
alteracdes degenerativas nas articulacbes e aumentar a quantidade de

células da medula 6ssea **. A familia da IL-1 é composta por trés

polipeptidios, interleucina-1a (IL-1a), interleucina-1p (IL-1B) e antagonista



do receptor da interleucina-1 (IL-1Ra). As interleucinas sé@o primeiramente
produzidas na forma precursora inativa ou parcialmente ativa. A pro-IL-13
ndo apresenta atividade biologica, necessitando ser clivada em um
peptideo de 17KDa que apresenta atividade biolégica?'®°.

A IL-1B, um importante mediador do processo inflamatério, é
secretada no fluido crevicular gengival primeiramente por macréfagos e
monadcitos, e pode também ser secretada posteriormente por leucécitos e
células do epitélio juncional **"3. Esta citocina esta relacionada as fases
aguda e cronica da doenca ®°, e tem especial importancia nas infeccdes
bacterianas Gran-negativas, como a periodontite. A IL-1B € um mediador
guimico ativado por lipopolissacarideos (LPS) da parede celular e

metabdlitos bacterianos 24324073,

Apresenta atividade catabodlica de
destruicdo 6ssea, contribuindo para a ativacdo de osteoclastos ®, assim
como atividades biolégicas relacionadas ao seu papel de destruicdo
tecidual na doenca periodontal. Estas atividades incluem inibicdo de
formacdo Ossea, estimulacdo da sintese de prostaglandinas,
tromboxanos, colagenases e proteases, potencializacdo da degranulagao
de neutrdfilos, producdo de superdxido, aumento da adeséo leucocitaria
de células endoteliais e estimulo da proliferagcdo de fibroblastos e
queratinécitos *°.

Na ultima década estudos buscaram elucidar a correlagdo entre as

condicdes clinicas dos implantes osseointegrados, com a concentracdo

da IL-1p no fluido crevicular gengival.



Kao et al. ' (1995), Panagakos et al. " (1996) e Murata et al. ®°
(2002), demostraram que a concentracdo de IL-1B no fluido crevicular
perimplantar, estd aumentada na condicdo de doenca, quando
comparada a saude perimplantar. A observacdo de que a concentracdo
da IL-1B no fluido crevicular gengival aumenta de acordo com o grau de
severidade da doenca (saude, mucosite e perimplantite), sugere que esta
citocina esta relacionada a rapida e ampla destruicéo do tecido de suporte
observado durante o processo de doenca > O monitoramento da
concentracdo de IL-1B pode também proporcionar um indicador para a
condicdo de satde/doenca dos implantes osseointegrados *'. Ataoglu et
al. ° (2002) avaliaram a concentracdo de IL-1B no fluido crevicular
perimplantar de pacientes fumantes e ndo fumantes que apresentavam
implantes em condi¢cdes satisfatérias. Os autores demonstraram que a
concentracdo de IL-1B detectada em pacientes fumantes, € inferior a de
pacientes ndo fumantes e também sugerem que o0 monitoramento da
concentracdo de IL-1B presente no fluido crevicular perimplantar pode
auxiliar no diagnéstico de saude perimplantar em pacientes ndo fumantes.

A producéo dos mediadores inflamatorios, como a IL-1, em resposta
a infeccdo bacteriana, pode também estar sob influéncia de fatores
genéticos °’. Variacdes no genoma podem ocorrer como polimorfismos.
Os polimorfismos genéticos sao caracterizados por variagdes na
sequéncia de nucleotideos em uma regido especifica do DNA e estdo
presentes em pelo menos 1% da populacdo. Algumas variacbes do

genoma ocorrem como polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP — single



nucleotide polymorfism). SNP é considerado a marca genética mais
comum no genoma humano e é caracterizado pela alteracdo de uma
Unica base na sequéncia do gene. Desta forma, um SNP define dois
alelos, e consequentemente trés possiveis genoétipos em uma
populacéo®®’. No genoma o SNP pode aparecer a cada 100 — 1000pb,
como resultado de wuma mutacdo por delecdo, insercdo ou

substituicaio*®92°".

Os SNPs podem ser encontrados em exons, introns,
regides intergénicas, promotores e enhacer *°. Quando ocorrem na regido
promotora ou no enhancer podem modificar a expressao do gene, e
guando ocorrem no exon podem alterar a sequéncia de aminoacidos da
proteina e influenciar sua atividade biolégica. Os genes das citocinas tém
significante papel na expressdo dos mecanismos da resposta imune, por
isso os SNPs destes genes vém sendo amplamente estudados .

A citocina IL-1f € codificada pelo gene IL1B que esta localizado no
braco longo do cromossomo 2 . Polimorfismos presentes neste gene
podem influenciar a produc&o da IL-1B in vivo *°® e in vitro *. O gene IL1B
possui dois SNP em sua regido promotora, IL1B -31 *** e IL1B -511 *! e
um SNP no exon 5, IL1B +3954 **. O polimorfismo IL1B +3954 parece ter
maior influéncia na expressdo do gene, levando a niveis aumentados de
IL-1f no fluido crevicular. A presenca do alelo T no lécus +3954 do gene

IL1B € mais freqliente em pacientes periodontalmente comprometidos,

quando comparada aos controles saudaveis &'.



Kornman et al. ¥

(1997) demonstraram que os maiores niveis de IL-
1p5 estdo relacionados ao alelo T (gendtipo positivo: T/T e T/C) em
pacientes ndo fumantes com doenca periodontal, e que em pacientes
fumantes a severidade da doenca ndo pode ser correlacionada ao
gendtipo. Por outro lado, Feloutzis et al. (2003) encontraram maiores
perdas 0sseas em pacientes fumantes pesados, com genotipo positivo, o
gue pode ser um indicativo de maior risco a perda 0ssea perimplantar. Da
mesma maneira, Gruica et al. 3*¥(2004) encontraram uma clara correlagao
entre 0 genotipo positivo e paciente fumante pesado, dos quais 50%
apresentaram faléncia de implante ou complica¢des bioldgicas, podendo
haver um efeito somatério entre o gendétipo IL-1B positivo e o habito de
fumar.

A citocina pré-inflamatéria multifuncional IL-6 é semelhante a IL-1.
A producédo de IL-6 realizada por macrofagos normalmente é estimulada
pelo LPS bacteriano, enquanto que a producéo por fibroblastos, células
endoteliais, condrdcitos e osteoblastos é estimulada principalmente em
resposta a outras citocinas, comoalL-1e o TN F-a*9’.

A IL-6 desempenha importante papel na resposta imune,
inflamatodria e de fase aguda, atuando principalmente na proliferagéo e
diferenciacao celular. Estimula a diferenciagao de linfécitos B, proliferacédo
de linfécitos T, regula a hemocitopoese na medula 6ssea e, assim como a
IL-1, induz a secrecdo celular de outras citocinas . No metabolismo

0sseo0, age sozinha ou sinergicamente com outras citocinas, estimulando

diferenciacdo e ativacdo osteoclastica °"®. Niveis aumentados de IL-6



foram relacionados a diversas doencas, como artrite reumatéide, artrite
juvenil sistémica, osteoporose e psoriase® e foi considerada como um
possivel marcador diagnéstico para doenca periodontal %%,

A producao IL-6 € regulada pelo gene IL6 que esta localizado no
braco curto do cromossomo 7. Um dos polimorfismos de nucleotideo
unico descritos para o gene IL6 ocorre na regido promotora -174, onde
ocorre a troca de um nucleotideo G (guanina) por um nucleotideo C
(citosina). Essa alteracédo afeta a expressao do gene IL6, de forma que
individuos homozigotos para o0 alelo G apresentam maiores

concentracdes de IL-6 no plasma 228

. A presenca do alelo G foi
relacionada a maior transcricdo génica e concentracfes plasmaticas mais
altas desta citocina.

Fishman et al. ?°(1998) encontraram uma maior frequéncia do
gendtipo G/G em pacientes com artrite cronica juvenil além de observar
uma concentragcao plasmatica, de IL-6, cerca de duas vezes maior nestes
pacientes. Estudos buscam avaliar uma correlagcdo entre o polimorfismo
para o gene IL6 com as doencas sistémicas e, 0s resultados

886107 Trevillato et

apresentados tém sido bastante controversos
al.'%(2003) investigaram a influéncia do polimorfismo IL6 -174 em
pacientes com e sem doenca periodontal e observaram a existencia de
uma relagéo positiva para o alelo G e o desenvolvimento de doencga
periodontal. Em concordancia com esses achados, Tervonen et
a|.102

(2007) também encontraram uma relacéo entre o gendtipo positivo

(alelo G) e o acometimento pela doenga periodontal. A relacdo positiva



entre o polimorfismo IL6 -174 e a doenca periodontal também foi

investigada por de Moreira et al. *

(2007). Em uma busca de uma relagao
entre o gendtipo positivo para este polimorfismo e a doenga periodontal,
estes autores observaram que todos os pacientes, ndo fumantes, com
doenca periodontal severa apresentavam genotipo positivo. Sugerindo
assim, uma associacdo entre o alelo G e a severidade da doenca
periodontal.

A literatura tem poucos estudos sobre a relacdo deste polimorfismo
com implantes osseointegrados e nenhum que o relacione com a doenca
perimplantar. Um anico trabalho foi encontrado que investigou a relacao
entre a perda precoce de implantes e o polimorfismo IL6 -174. Campos et
al.'® (2005) avaliaram 40 pacientes com implantes sadios e 34 com perda
precoce. As distribuicbes genotipicas para os grupos estudados nao
apresentaram diferenca e os autores sugerem que a falta de associacao

entre o polimorfismo e a condicdo do implante pode ser em decorréncia

do reduzido tamanho da amostra estudada.






2 Proposicéo

O objetivo geral deste trabalho foi o de avaliar possiveis interacdes
clinicas, microbiologicas, imunoldgicas e genéticas que possam
influenciar o sucesso de implantes osseointegrados. Para tanto, foram
estabelecidos 4 objetivos especificos:

Objetivo 1: Avaliacéo clinica dos implantes com pelo menos um ano

sob fungéo.

Objetivo 2: Identificagdo das bactérias nos sitios perimplantares.

Objetivo 3: Avaliacdo das IL-1B e IL-6 presentes no fluido crevicular.

Objetivo 4: Identificacdo dos polimorfismos dos genes IL1B e IL6.
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3 Material e Método

3.1 Casuistica

A populacdo avaliada neste estudo foi composta por 47 pacientes
desdentados parciais, com idade média de 45,98 anos, de ambos 0s
géneros, selecionados na Clinica de Especializacdo em Implantodontia -
FOAr. Os pacientes deveriam apresentar implantes com a prétese
definitiva, implanto-suportada, por no minimo um ano.

Os individuos deveriam apresentar boas condicbes de saude, com
histéria médica negativa para doengcas crénicas como as
cardiovasculares, hepatite, febre reumatica, asma, diabetes, desordens
imunes e sanguineas, historia negativa de antibioticoterapia ou uso de
antinflamatoérios esterdides ou ndo-esteroides nos 6 meses antecedentes
ao estudo. As préteses sobre implantes parafusadas deveriam ter
auséncia de quebra ou soltura do parafuso e as cimentadas ndo poderiam
estar soltas. Foram excluidos pacientes fumantes, mulheres gravidas ou
lactantes.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (Anexo 1). Todos os participantes foram
esclarecidos sobre os propésitos do estudo e confirmaram sua aceitacdo
mediante assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Anexo 2).



3.2 Procedimentos clinicos

O exame clinico foi realizado, por um Unico examinador treinado,
tanto nos implantes quanto em um dente natural do individuo, com a
utilizacdo da sonda periodontal Plastica Colorvue PCVNCKIT6 (Hu-Friedy
Mfg. Inc — Chicago, IL- EUA).

De acordo com critérios sugeridos por Albrektsson et al.’(1986) e
modificados por Smith, Zarb %%(1989) os implantes e dentes foram
distribuidos da seguinte maneira: G | — implantes em condi¢cdes de saude,
G Il — implantes com peri-implantite, G 1ll - dentes sadios dos pacientes
com implantes sadios e G IV - dentes sadios dos pacientes com peri-
implantite.

Uma ficha clinica especifica (Anexo 3) foi utilizada para anotacdo
dos seguintes parametros:

% indice de placa dicotomizado (IP) ;

% indice de sangramento marginal modificado (IG) °°;

< profundidade de sondagem (PS) ;

% nivel de insercao clinica (N1)°°;

% sangramento a sondagem e/ou supuracao ate 30 seg. apos
a sondagem (SS);

% presencga ou auséncia de mobilidade com dois instrumentos

rombos;



+ radiografia dos dentes e implantes selecionados, seguindo a
técnica do paralelismo, utilizando filme do tipo Ektaspeed
(Kodak, Eastman Co., USA) para evidenciar perda 0ssea
radiogréfica.

As analises clinicas foram realizadas em seis pontos (sitios) por
implante/dente. O sitio com maior profundidade de sondagem foi
selecionado para coleta do fluido crevicular.

O dente homodlogo, em condicBes clinicas de saude periodontal foi
selecionado para comparacao dos achados intra-grupo. No caso do dente
homologo estar com evidéncias clinicas de doenca periodontal, estar
ausente ou restaurado, o dente saudavel mais proximo ao homologo foi

selecionado.

3.3 Coleta do fluido crevicular

A coleta do fluido crevicular, para os exames microbiolégicos e
imunoldgicos, foi realizada uma semana ap0s os exames clinicos para
evitar interferéncia devido a sondagem. Foram selecionados para a coleta
0s sitios periodontais e perimplantares com maior profundidade de
sondagem. O sitio MV foi selecionado quando a sondagem era a mesma
em todo o implante/ dente avaliado.

O sitio a ser coletado foi isolado com roletes de algoddo ou gaze

estéril e a placa supragengival foi removida. A regido foi seca com jato de



ar e apos 30 segundos o fluido crevicular gengival e perimplantar foram
coletados.

Para a analise microbiolégica a amostra foi coletada com cones de
papel absorvente estéril. Os cones foram introduzidos no sulco/ bolsa
periodontal/ perimplantar, em direcdo apical, até sentir uma pequena
resisténcia e foram mantidos no local por 30 segundos. Os cones foram
imediatamente colocados em tubos apropriados contendo 500uL de
tampéo TE (Tris pH 8,0 10mM, EDTA 1mM) e conservados a -20°C para
posterior analise. A coleta para o exame imunoldgico foi realizada apoés
um intervalo de aproximadamente 10 minutos para evitar interferéncia da
primeira coleta "°. Nesta coleta foi utilizado o periopaper e, os papéis
visualmente contaminados com saliva e/ou sangue foram descartados. O
volume de fluido coletado foi mensurado imediatamente ap0s a coleta
com o auxilio do Periotron 6000 (Oraflow Inc.). O valor determinado no
Periotron 6000 foi transformado em unidade de volume (uL) com o auxilio
do programa Periotron Professional (Oraflow Inc.) As amostras foram
armazenadas em tubos apropriados contendo 200uL uma solucao gelada
de tampéo fosfato salina — PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na;HPO,4
10mM; KH,PO, 2mM, pH 7,4) adicionado de albumina de soro bovina
(BSA, 1mg/mL), antipaina (1pg/mL), aprotinina (1upg/mL), leupeptina
(1pg/mL), N-ethylmaleimida (1mM) e N-Dodecyl-N, N-Dimethyl-3-
Ammonio-1-propanesulfonato (50ug/mL)* e entdo conservadas a -20°C

para posterior analise.



3.4 Coleta de células da mucosa bucal

Células epiteliais da mucosa bucal foram coletadas para extragéo do
DNA genbmico dos individuos. As células foram obtidas a partir de
bochecho por 1 minuto com solugéo de glicose a 3%, seguido de um
raspado da mucosa bucal com uma espatula de madeira estéril. A
espatula foi agitada no tubo contendo o bochecho e este centrifugado a
2.000rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, as células
ressuspendidas em 80uL de tampédo de extracdo (Tris 10mM, pH7,8;

EDTA 5mM; SDS 0,5%), e congeladas a - 20°C para posterior analise *%*.

3.5 Procedimentos laboratoriais

3.5.1 Analise microbiol6gica
Preparo das amostras e reacéo de PCR

As amostras foram descongeladas em gelo e agitadas em vortex
por um minuto. As amostras foram fervidas por 10 minutos e
centrifugadas a 10.000rpm por 10 minutos. Uma aliquota de 100uL do
sobrenadante foi colocado em um novo tubo contendo 100uL de TE e o
restante novamente conservado a uma temperatura de -20°C. A extracao

do DNA bacteriano foi realizada com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico



(25:24:1), seguida da precipitacdo com sal/letanol. O mesmo
procedimento foi utilizado para purificacdo do DNA bacteriano a partir de
uma cultura pura de cada espécie de interesse, para uso em controles
positivos (gentilmente cedidas pela Prof2. Dra. Denise Madalena Palomari
Spolidério).

Inicialmente a presenca de bactérias foi confirmada através de uma
reacdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada em termociclador
convencional  (MyCycler™thermal cycler - BioRad) utilizando
oligonucleotideos inespecificos e posteriormente os oligonucleotideos

especificos para cada espécie bacteriana listada na Tabela 1.



Tabela 1- Oligonucleotideos para a identificacdo das espécies avaliadas

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento
esperado
o o 5 GGACTAHAGGGTATCTAAT 3’
Primer inespecifico* 200Db
5 AGAGTTTGATCMTGG 3’ P
Aggregatibacter 5" AAACCCATCTCTGAG TTCTTCTTC 3 557 ph
actinomycetemcomitans** 5" ATG CCA ACT TGA CGT TAAAT 3’ P
Porphyromonas 5" AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3’ 503 ob
gingivalis** . . P
5 GGG TTG CTC CTT CAT CAC AC 3
Prevotella intermedia*** 5 TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 3’ -
5 TAC ACA TCT CTG TAT CCT GCG T 3’ P
Prevotella nigrescens™ g TTA TGT TAC CCG TTA TGA TGG AAG 3’ 1100 o5
5" ATG GCG AAA TAG GAA TGA AAG TTA 3’ P
Tannerella forsythia** 5 GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 3’ 641 o
p

5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 3

* Wilson et al., ©°71990;

** Ashimoto et al.,® 1996
=*Guillot e Mouton, *® 1997
H=CouT

As reacbes de PCR foram otimizadas para cada bactéria utilizada. A
reacao de PCR foi realizada em volume total de 25uL, contendo 1uM de
cada oligonucleotideo (Invitrogen Tech-Line®"), 100uM de dNTPs
(Invitrogen Tech-Line®"), de 1 a 2,5mM de Mg?* e, de 1 a 2 L de Taq
DNA polimerase (Invitrogen Tech-Line®"), conforme descrito na Tabela 2.

Todas as reacdes foram realizadas na presenca de um controle positivo,



contendo DNA gendmico especifico da bactéria em andlise, e um controle

negativo, sem DNA molde .

Tabela 2—- Condicdes da reacdo de PCR para identificacdo bacteriana.

Conc. Unid.

Primer Condicao da reacéao
Mg** Taq

; . - 95 °C, 5min (1 ciclo); 96 °C, 30 seq, 45 °C,
Primer inespecifico ( ) 9 2 5mM 1U

30seg, 72°C, 30seg (30 ciclos)

Aggregatibacter 95 °C, 2min. (1 ciclo); 94 °C, 30 seg, 55°C,

actinomycetemcomitans 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos) 2,5mM 1U

o 95 °C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 60°C,
Porphyromonas gingivalis 2,5mM 1U
1min., 72°C, 1min. (36 ciclos)

. i 95 °C, 2min. (1 ciclo); 94 °C, 30 seg, 55 °C,
Prevotella intermedia 1imMm 2U
1min., 72°C, 1minuto (36 ciclos)

. 95 °C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 65 °C,
Prevotella nigrescens 1imM 1,25U
1min., 72°C, 1min. (36 ciclos)

Tannerella forsythia 95 °C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 60 °C,

. o . . 1,5mM 1,25U
1min., 72°C, 1min. (36 ciclos)




Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, preparado com agarose ultra-pura (Invitrogen Tech-
Line®™) e solucdo de TBE (Tris 1M; Acido bérico 0,9M; EDTA 0,5M), e
adicionado de 0.5 pg/mL de brometo de etidio (Invitrogen Tech-Line>").
Para a corrida eletroforética horizontal foi utilizado o sistema Horizon
11.14 (Life Technologies). Foram utilizados 12uL do produto de PCR e 2
uL de tamp&o de amostra (Invitrogen Tech-Line*") para aplicacao no gel.
O gel foi submetido a uma corrente elétrica continua de 100V por 90
minutos. Para documentacao e analise, foi obtida imagem digitalizada do
gel (Image Quant 100 — GE Healthcare). As fotografias obtidas foram

armazenadas para posterior andlise da presenca das bactérias

investigadas e podem ser observadas na Figura 1.



FIGURA 1- Identficacdo bacteriana por PCR. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio evidenciando os produtos de PCR. A.
primer inespecifico (700pb); B. primer para A. actinomycetemcomitans
(557pb); C. primer para P. gingivalis (593pb); D. primer para P.intermedia
(575pb); E. primer para P.nigrescens (1100pb); F. primer para T.forsythia
(641pb). Em todos os painéis PM representa o padrdo de tamanho
molecular de 1kb plus (Invitrogen Tech-Line*™), C+ o controle positivo, C-

0 controle negativo e 0s numeros sao as amostras dos pacientes.



3.5.2 Andlise imunoldgica - Preparo das amostras e teste ELISA

As amostras do fluido coletado foram descongeladas em gelo,

agitadas em vortex e centrifugadas por 15 segundos em maxima rotacao.

A quantificacdo da IL-1pB foi realizada utilizando-se um kit enzimatico
para imunoensaio ultra-sensivel (ELISA), especifico para a interleucina
humana a ser avaliada (Hu IL-1B - BioSource International). O teste foi
realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Resumidamente,
foram colocados nos pocos 50uL de um tampdo de incubacdo e em
seguida 100uL dos padrdes e amostras. Apos incubacdo de 3 horas a
placa foi lavada e o anticorpo secundario conjugado a biotina foi
adicionado. A placa foi entdo incubada por mais 1 hora e, apos lavagem a
estreptoavidina-peroxidase foi adicionada. Apés 30 minutos de incubacéo
a placa foi novamente lavada, o revelador adicionado aos pocos e a placa
novamente incubada, por 30 minutos. A solucdo bloqueadora foi
adicionada e a absorbancia a 450nm aferida. As concentragdes da IL-1(3
foram calculadas a partir de uma curva padréao (Figura 2) e normalizadas

para o volume de fluido crevicular coletado.



FIGURA 2- Curva padrao de IL-1.

A quantificacdo da IL-6 foi realizada com um kit enzimético para
imunoensaio ultra-sensivel (ELISA) especifico (Hu IL-6 - BioSource
International). O teste foi realizado de acordo com as instrugbes do
fabricante de forma semelhante a descrita para a quantificacdo da IL-1p.
As concentracOes da IL-6 foram calculadas a partir de uma curva padréo

(Figura 3) e normalizadas para o volume de fluido crevicular coletado.



FIGURA 3- Curva padréo de IL-6.

3.5.3 Avaliacéo dos polimorfismos por PCR/RFLP

A técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
(RFLP) utiliza as altera¢gBes na sequéncia de nucleotideos da molécula de
DNA que criam ou destroem sitios para endonucleases de restri¢cdo, para
identificar os diferentes alelos. Endonucleases de restricdo sao utilizadas
para digestdo dos produtos de PCR e o padrao de restricao € analisado.

As amostras contendo células da mucosa bucal foram
descongeladas e incubadas durante uma noite com 100ng/mL de
proteinase K (Invitrogen) a 37°C. O DNA foi entdo purificado utilizando-se
a extracdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), seguido da

precipitacdo com sal/etanol. O DNA foi ressuspendido em 70uL de



tampédo TE. A quantidade e a pureza do DNA foram determinadas em
espectrofotometro de luz UV (Biomate 3 - Thermo Electron Corporation),
por meio da avaliagdo da absorbéncia a 260nm e da relagdo entre as
absorbancias a 260/280nm respectivamente™®.

O DNA purificado foi utilizado como molde em uma reacéo de PCR,

realizada em termociclador convencional (MyCycler™thermal cycler -

BioRad), utilizando oligonucleotideos listados na Tabela 3.

Tabela 3 Oligonucleotideos e condi¢des da reacédo de PCR

Gene Oligonucleotideo Condicéo da reacéo

(o] H H . o
IL1B -511* 5 TGGCATTGATCTGGTTCATC 3 95 C, 5 min (Iciclo); 95°C,

, , 1 min.; 53°C, 1 min.; 72
5 GTTTAGGAATCTTCCCACTT 3 °C. 1 min (35 ciclos)

N 95°C, 5 min. (dciclo);
IL1B +3954%  5CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA 3 95°C. 1 min.: 67,5 °C, 1

5 GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG 3 min.; 72°C, 1 min. (35

ciclos)
IL6 -174%* 95°C, 5 min. (lciclo);
) 5 CAGAAGAACTCAGATGACTGG & 95°C, 1 min.; 60°C, 1
5 GCTGGGCTCCTGGAGGGG ¥ min.; 72°C, 1 min. (35

ciclos)

* modificado de Kornman et al.®, 1997
**modificado de Fishman, et al.?®, 1998.



A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 50uL, contendo
aproximadamente 700ng de DNA genbmico, 1uM de cada
oligonucleotideo (Invitrogen Tech-Line®"), 200uM de dNTPs (Invitrogen) e
2U de Tagq DNA polimerase (Invitrogen Tech-Line®™). As condicdes de
tempo e temperatura utilizados estdo descritos na Tabela 3. A
amplificacdo dos fragmentos foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1%.

A reacdo de digestdo contendo 18uL do produto de PCR foi
realizada com um volume final de 30uL. Para o polimorfismo IL1B+3954,
2U da enzima de restricdo Taq | (New England BioLabs) foram utilizadas
durante uma noite, a 67°C. Para o polimorfismo IL1B -511 foram utilizados
3U da enzima Ava | (New England BioLabs), a 37 °C, durante uma noite.
E, para a reagéo do gene IL6 foi utilizado 1,2U da enzima de restricdo Nla
[l (New England BioLabs), durante uma noite, a 37 °C.

O produto do PCR/RFLP (18uL) foi adicionado de 4pL de tampéao de
amostra e submetido a eletroforese em gel de 8% de poliacrilamida
(Figura 4). Para a visualizacdo dos fragmentos de restricdo o gel foi
corado com nitrato de prata. O padrédo de bandas esperado para os

diferentes alelos esta descrito na Tabela 4.



Tabela 4- Padrao de bandas esperado no PCR/RFLP

Tamanho das badas

Alelo
IL1B -511* Alelo C=190pb + 114pb
Alelo T= 304pb
IL1B+3954* Alelo C= 12pb + 85pb + 97pb
Alelo T=12pb + 182pb
IL6 -174** Alelo G= 13pb+ 227pb + 59pb
Alelo C= 13pb + 118pb+ 109pb

*Kornman et al., ©°1997
** Fishman, et al., 21998
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FIGURA 4- PCR/RFLP. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata
evidenciando os trés polimorfismos estudados.



3.5.4 Coloracgao por nitrato de prata

O gel foi submerso durante 10 minutos em solucéo fixadora (metanol
40%; formaldeido 13,5%) e lavado duas vezes, durante 5 minutos cada
lado, com agua. Em seguida o gel foi submerso em solucao de tiossulfato
0,02% durante um minuto, e lavado duas vezes com agua, por 20
segundos. O gel foi impregnado em solucao de nitrato de prata 0,1% por
um periodo de 10 minutos, e terminada a impregnacédo, foi enxaguado
uma vez com agua e uma vez com solucdo reveladora (Na,COs; 3%,
formaldeido 0.05%, Na,S,03; 00,16ug/mL). O gel foi deixado na solucéo
reveladora até que as bandas pudessem ser visualizadas. A reacao foi
entdo parada com uma solucdo de &cido citrico 0,11M (Red Book

Supplement II).



3.6 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise estatistica,
utilizando-se softwares (BioEstat 4.0 — BioEstat Software, Belém/PA,
BRASIL e Graph Pad Prism 5.0 GraphPad Software, Inc., San Diego/CA,
USA) e foi considerado um nivel de significAncia de 5%.

Para verificar a distribuicdo normal dos dados foi aplicado o Teste
de Normalidade de D’Agostino. Na comparagéo entre os grupos G l e G Il
foram utilizados os testes nado-paramétricos de Mann-Whitney (para
dados quantitativos) e Exato de Fisher (para dados categoricos). Na
comparacao entre dentes e implantes foram utilizados os testes néo-
paramétricos de Wilcoxon (para dados quantitativos) e Exato de McNemar
(para dados categoricos).

A populacdo estudada foi avaliada quanto ao Equilibrio de Hard-
Weinberg. As amostras foram consideradas independentes. Para avaliar
as diferentes proporgcdes genotipicas entre os grupos, foi utilizado o teste
qui-quadrado. Para cada polimorfismo analisado, os grupos foram
comparados quanto a presenca do alelo positivo (alelo T para os
polimorfismos IL1B e alelo G para o polimorfismo IL6) e a significancia foi

determinada pelo teste binomial.






4 Resultado

A apresentacdo dos resultados deste trabalho sera feita

separadamente por objetivo especifico de estudo.

4.1 Avaliagédo clinica dos implantes com pelo menos um ano sob
funcao.

Participaram desse estudo 47 pacientes. Ao final do estudo a
caracteristica da amostra de acordo com o género e a idade apresentou-
se da seguinte maneira: o grupo de pacientes com implantes sadios foi
constituido de 31 pacientes, sendo 9 (29,04%) homens e 22 (70,66 %)
mulheres com idades entre 26 e 71 anos, sendo a média das idades de
47,83 anos. O grupo de pacientes com perimplantite foi constituido de 16
pacientes, sendo 7 homens (43,75%) e 9 mulheres (56,25%) com idades
entre 27 e 66 anos, de maneira que a idade média foi de 44,13 anos

(Tabela 5).



Tabela 5 — Distribuicdo de género e idade média dos pacientes estudados

Feminino Masculino Idade média (anos)
N° pacientes com 22 (70,96%) 9 (29,04%) 47,83
implante sadio
N° pacientes com 9 (56,25%) 7 (43,75%) 44,13

perimplantite

Uma avaliacdo estatistica do numero da amostra foi realizada
devido as dificuldades encontradas para a selecdo dos pacientes. Para
tanto, foi aplicado o teste de hipdtese bicaudal nos resultados de PS
obtidos no grupo com perimplantite para determinar o tamanho ideal de
amostra. O desvio padrdo obtido para esta amostra foi de 1,8mm.
Determinamos a diferenca a ser detectada em 1,3mm, com nivel de
significancia de 5% e poder do teste de 80%. O tamanho da amostra
indicado pelo teste estatistico foi de 15 pacientes.

Um implante e um dente foram avaliados de cada paciente que
participou deste estudo. Embora o exame clinico tenha sido feito em seis
pontos por implante/dente para a analise dos resultados foram
considerados o0s parametros do sitio que apresentou a maior
profundidade de sondagem. Os valores originais obtidos nas avaliagbes

dos fatores de variagdo: indice de placa, indice gengival, profundidade de



sondagem, recessao gengival, sangramento a sondagem e supuracao,

estao dispostos no Anexo 4.

Foram avaliados 47 implantes, sendo 31 em condi¢gbes de saude
(G 1) e 16 com perimplantite (G 1) e 47 dentes, dos quais 31 estavam
sadios e eram dos pacientes com implantes sadios (G Ill) e 16 dentes
sadios dos pacientes com perimplantite (G IV).

Para verificar a distribuicdo normal dos dados foi aplicado o Teste
de Normalidade de D’Agostino. Os dados clinicos avaliados ndo se
ajustaram a distribuicdo normal, portanto, na comparacéao entre G | (n=31)
e G Il (n=16) foram utilizados os testes ndo-paramétricos de Mann-
Whitney e Exato de Fisher. A comparacao entre os parametros clinicos do

G | com o G Il esta descrita na Tabela 6.



Tabela 6 — Comparacédo dos parametros clinicos entre G 1 e G Il

Variaveis Grupos de Implantes Diferenca entre
grupos
Gl Gl

IP(%)** 25,81 18,75 p=0,7252

1G(%)** 9,68 25 p=0,2083

SS(%)” 0 100 p=0,0001*
SUP (%)** 0 25 p=0,0102*
PS(mm)*** 3,90+2,10 5,30+1,80 p=0,0255*
NG(mm)*** 0,30+0,70 0,40+1,30 p=0,8663
NI(mm)*+* 4,20+2,10 5,60+2,20 p=0,0329*

*Estatisticamente significante (p< 0,05)

** Teste Exato de Fisher;
***Teste de Mann-Whitney

Quando comparamos os parametros clinicos entre G | e G |l
observamos que nao existem diferengas entre os grupos para o indice de
placa, indice gengival e nivel de insercdo (p>0,05). O sangramento a
sondagem estava presente em 100% dos sitios avaliados no G i
enquanto que no G | nenhum dos sitios apresentava sangramento a
sondagem (p=0,0001). Supuracédo estava presente em 25% dos sitios do
G Il e em nenhum sitio do G | (p=0,0102). A profundidade de sondagem
(p=0, 0255) e o nivel de insercao (p=0,0329) estdo cerca de 1,3mm

maiores no G Il quando comparados ao G | e, o nivel gengival nédo

apresentou diferenga significante entre os grupos (p=0,8863).



Para a comparacéo entre implante e dente presentes no mesmo
paciente, ou seja, entre Gl e G lll e entre G Il e G IV foram utilizados os
testes ndo-paramétricos de Wilcoxon e Exato de Mc Nemar. As Tabelas 7
e 8 apresentam as comparacgfes clinicas entre os dentes e implantes

avaliados no mesmo paciente.

Tabela 7 — Comparacédo dos parametros clinicos entre G 1 e G Il

Variaveis Diferenca entre
grupos
Gl Gl

IP(%)** 25,81 12,9 p=0,6171

IG(%)** 9,68 3,23 p=0,6171

SS(%)** 0 0 p=1,0000
SUP (%)** 0 0 p=1,0000
PS(mm)*** 3,90£2,10 2,50+0,60 p=0,0020*
NG(mm)*** 0,30+0,70 0,20+0,60 p=0,4185
NI(mm)*** 4,20+2,10 2,70+£1,00 p=0,0012*

*Estatisticamente significante (p< 0,05)

** Teste Qui-quadrado;
***Teste de Wilcoxon.



A comparacdo do G

estatisticamente significante apenas para os parametros profundidade de
sondagem (p=0,0020) e nivel de inser¢cdo (p=0,0012). Para os dois

parametros o grupo G | apresenta um aumento de aproximadamente

1,5mm em relacéo ao G Il

com G 1l

apresentou diferenca

Tabela 8 — Comparacédo dos parametros clinicos entre G ll e G IV

Variaveis Diferenca entre
grupos
Gl GIV

IP(%)** 18,75 6,25 p=0,4795

1G(%)** 25 0 p=0,1336

SS(%)** 100 0 p=0,0002*
SUP (%)** 25 0 p=0,1336
PS(mm)*** 5,30+1,80 2,40+0,60 p=0,0010*
NG(mm)*** 0,40+1,30 0,50+1,20 p=0,8551
NI(mm)*+* 5,60+2,20 2,90+1,50 p=0,0010*

*Estatisticamente significante (p< 0,05)

** Teste Mc Nemar;
***Teste de Wilcoxon.

A comparagdo dos parametros avaliados entre G Il e G IV foi
significante para sangramento a sondagem (p=0,0002) profundidade de
sondagem (p=0,0010) e nivel de inser¢cédo (p=0,0010) de forma que a PS

€ cerca de 2,2mm maior no G Il e o nivel de insercdo cerca de 1,9mm

maior.



Para uma melhor visualizacdo dos parametros clinicos avaliados
nos grupos deste estudo, os dados categéricos estao ilustrados na Figura

5 e os dados quantitativos na Figura 6.

FIGURA 5- Distribuicdo dos dados categoricos avaliados nos
grupos GI, G Il, G lll e G IV.



FIGURA 6- Distribuicdo dos dados quantitativos avaliados nos
grupos GI, G I, G llle G IV.

4.2 Identificacdo das bactérias presentes nos sitios perimplantares.

A amostra de fluido crevicular coletado dos sitios selecionados foi
utilizada para identificacéo dos microrganismos: A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T.
Forsythia. A distribuicdo das bactérias nos sitios avaliados esta

apresentada na Figura 7.



FIGURA 7- Distribuicdo dos sitios com presenca de bactérias.

Das cinco bactérias avaliadas neste estudo apenas o A.
actinomycetemcomitans (Aa) nao foi detectado em nenhum dos sitios
avaliados, tanto nos implantes quanto nos dentes. O Pi também néao foi
encontrado nos implantes com perimplantite, apesar de estar presente
nos outros grupos. Todas as demais bactérias avaliadas foram
encontradas tanto nos implantes quanto nos dentes.

A comparacdo da presenca das bactérias entre G | e G |l
demonstrou uma proporcao bastante semelhante, de maneira que, para
todas as bactérias estudadas, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (p>0,05). A distribuicdo das bactérias nos grupos G | e G Il estédo

apresentadas na Tabela 9.



Tabela 9 — Comparacgéo da presenca de bactérias entre Gl e G Il

Variaveis Grupos de Implantes Diferenca entre
grupos
Gl Gl

Aa(%)* 0 0 p=1,0000
Pg(%)* 12,9 12,5 p=1,0000
Pi(%)* 6,45 0 p=0,5412
Pn(%)* 48,39 43,75 p=1,0000
Tf(%)* 38,71 37,5 p=1,0000

* Teste Exato de Fisher

A espécie que apresentou maior prevaléncia foi o Pn, no entanto foi
encontrada em proporcdo semelhante nos implantes sadios e com
perimplantite, ndo havendo diferenca na distribuicdo da espécie quando
0s grupos foram comparados (p=1,00). A proporcédo encontrada do Pg foi
praticamente a mesma nos dois grupos de implantes avaliados, 12,9%
nos implantes sadios e de 12,5% nos implantes com perimplantite
(p=1,00). A comparacao entre Pi e Tf também ndo demonstrou diferenca
entre os grupos avaliados (p=1,00).

As comparagOes entre G I e G lll e, entre G Il e G IV também n&o
apresentarm diferencas nas distribuicbes das espécies bacterianas e

podem ser observadas nas Tabelas 10 e 11.



Tabela 10 — Comparacéao da presenca de bactérias entre G I e G I

Variaveis Grupos de Implantes Diferenca entre
grupos
Gl Gl

Aa(%)* 0 0 p=1,0000
Pg(%)* 12,9 6,45 p=0,6171
Pi(%)* 6,45 9,68 p=1,0000
Pn(%)* 48,39 38,71 p=0,5050
Tf(%)* 38,71 32,26 p=0,7518

"Teste Exato de Mc Nemar

Embora a diferenca na proporcado encontrada para Pg tenha sido

duas vezes maior no grupo G | quando comparado ao G lll, ndo foi

estatisticamente significante (p=0,6171).

Para as demais bactérias,

observamos diferengas nas propor¢gdes encontradas nos grupos, no

entanto, estatisticamente ndo houve diferenca entre os grupos (p> 0,05).



Tabela 11 — Comparacgédo da presenca de bactérias entre G ll e G IV

Variaveis Grupos de Implantes Diferenca entre
grupos
Gl GIv
Aa(%)* 0 0 p=1,0000
Pg(%)* 6,45 6,25 p=1,0000
Pi(%)* 9,68 6,25 p=1,0000
Pn(%)* 38,71 37,5 p=1,0000
Tf(%)* 32,26 25 p=0,6831

* Teste Exato de Mc Nemar

Na comparacdo entre o G Il e GIV observamos que para Pg a
diferenca € duas vezes maior no G Il e esta ndo € estatisticamente
significante (p=1,00). Para as demais bactérias, excluindo o Aa, houve

diferenca nas propor¢cdes encontradas entre 0s grupos, porém

estatisticamente estas diferencas néo foram significantes (p> 0,05).

4.3 Avaliacdo das citocinas IL-1 e IL-6 presentes no fluido

crevicular.

Neste estudo, a analise da concentracdo de IL-1B e IL-6 entre os
grupos foi realizada com a média das concentracdes de cada grupo
(Tabela 12). Para IL-1B o grupo G | apresentou uma média de 2,04+2,74

pg/mL enquanto que o grupo G Il apresentou uma média de 3,88+5,82



pg/mL. A média da concentragéo de IL-1B no grupo G Il foi cerca de 1,9
vezes maior que no grupo G I. No entanto, essa diferenca néo foi
significante (p=0,4062). A avaliacdo da concentracdo de IL-13 do grupo G
[l apresentou uma meédia de 3,47+4,32 pg/mL, ndo havendo diferenca
quando comparado ao grupo G | (p=0,0745). O grupo G IV apresentou
uma média de 1,67+1,59 pg/mL e ndo apresentou diferenca quando

comparado ao grupo G | (p=0,0703).

Tabela 12— Concentracao de IL-1B e IL-6 (média £ SD).

Gl Gl Gl GIV Valor de
p
0,4062 "
IL-1B 204+274 388+582 347+432 167+159 0,0745°
(pg/mL) .
0,0703 C*
] 0,6534 "
(p'; /;nL) 0,32+0,59 0,35+0,48 0,25+0,35 0,63+1,20 0,7869 %
0,7764 “**

* Teste de Mann-Whitney;
**Teste de Wilcoxon;
AGIXGILBGIXGICGIXGIV

Para IL-6 o grupo G | apresentou uma média de 0,32+0,59 pg/mL,
enquanto que o grupo G Il apresentou uma média de 0,35+0,48 pg/mL,

ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. A avaliacdo da



concentragdo de IL-6 do grupo G Ill apresentou uma média de 0,25+0,35
pg/mL, ndo havendo diferenca quando comparado ao grupo G |
(p=0,7869). O grupo G IV apresentou uma média de 0,63+1,20 pg/mL e

nao apresentou diferenca quando comparado ao grupo G | (p=0,7764).

4.4 ldentificacdo dos polimorfismos dos genes IL1B e IL6.

Comparag0des entre os paciente do Gl e GllI para os diferentes alelos
e gendtipos foram avaliadas pelo teste Qui-quadrado. A populacdo
avaliada neste estudo encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg nos
trés polimorfismos avaliados (p>0,05).
A distribuicdo alélica para o polimorfismo IL1B +3954, nos pacientes com
implantes sadios e com perimplantite, apresentou maior propor¢cdo do
alelo C quando comparado ao alelo T, porém sem diferenca significante
(p=0,2156). O gendtipo mais frequiente nos pacientes com implantes
sadios foi o homozigoto para o alelo C (58%) enquanto que, nos
pacientes com perimplantite o genotipo heterozigoto foi o que apresentou
maior proporcao (56,25%). No entanto, a distribuicdo dos trés diferentes
genétipos para este polimorfismo ndo demonstrou diferencas nas
proporcdes encontradas (Tabela 13). A avaliagdo do alelo T no
polimorfismo IL1B +3954 ndo demonstrou relacéo, pelo teste binomial,
deste alelo com a condicdo de doenca (p=0,0814) (Figura 8). Para o
polimorfismo IL1B -511 a distribuicAo alélica n&o demonstrou
predominancia entre os possiveis alelos (p>0,05). O gendtipo heterozigoto

foi 0 mais freqUente tanto para os pacientes com implantes sadios quanto



para 0s com perimplantite, porém a distribuicdo genotipica nédo
apresentou diferenca na proporgdo encontrada (Tabela 13). Também né&o

foi encontrada relacdo entre a presenca do alelo T neste polimorfismo e a

condicao de doenca (Figura 8).

Tabela 13- Distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos de IL1B

. Pacientes
Pacientes
com 2 Valor de
sem doenca implanti X
=31) perimplantite p
(n (n=16)
Alelos IL1B +3954

Alelo C 46 (74,2%) 19 (59,37%) 2,173 0,2156

Alelo T 16 (25,8%) 13 (40,63%)

Gendtipos IL1B +3954

c/C 18 (58%) 5 (31,25%) 3,076 0,1542

C/T 10 (32,25%) 9 (56,25%)

T/T 3 (9,75%) 2 (12,5%)

Alelos IL1B -511
Alelo C 38 (61,3%) 18 (56,25%) 0,223 0,8025
Alelo T 24 (38,7%) 14 (43,752%)
Genétipos IL1B -511

c/C 10 (32,3%) 4 (25%) 0,9295 0,2230

C/T 18 (58%) 10 (62,5%)

T/T 3 (9,7%) 2 (12,5%)

n= namero de pacientes



FIGURA 8- Distribuicdo dos pacientes com presenca do alelo positivo
para cada genotipo estudado (Teste Binomial de Distribuicdo de

Probabilidades).

A distribuicdo alélica para o polimorfismo IL6-174, nos pacientes
com implantes sadios e com perimplantite, apresentou maior propor¢ao
do alelo G quando comparado ao alelo C, porém sem diferencas entre a
condicdo de saude e doenca (p=0,8368). O gendtipo mais freqliente tanto
nos pacientes com implantes sadios quanto nos pacientes com
perimplantite foi o homozigoto para o alelo G (67,77% e 56,25%,
respectivamente). No entanto, as distribuicdes genotipicas para este
polimorfismo ndo demonstraram diferengcas nas proporcdes encontradas

(Tabela 14).



Tabela 14— Distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo IL6.

Pacientes sem Pacientes com

doenca perimplantite X2 Valor de
(n=31) (n=16) P
Alelos IL6-174
Alelo C 11 (17,75%) 7 (21,87%) 0,233  0,8368
Alelo G 51 (82,25%) 25 (78,13%)
Genotipos IL6-174
c/cC 1 (3,22%) 0 (0%) 0,847  0,6387
G/C 9 (29%) 7 (43,75%)
G/G 21 (67,77%) 9 (56,25%)

n= numero de pacientes.

O polimorfismo IL6-174 n&o apresentou relagéo entre a presenca do

alelo positivo (alelo G) e a condicao de doenca (Figura 8).






5 Discussao

A discussdo dos resultados apresentados neste trabalho sera
dividida em duas partes. Na primeira parte serao discutidos os resultados
clinicos e microbiolégicos e, na segunda parte serdo discutidos os

resultados imunoldgicos e genéticos.
5.1 Parte |

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho apontou
mensuracdes clinicas menos favoraveis no grupo que apresentava

doenca perimplantar.

A presenca de sangramento a sondagem nos dentes € um indicador
da presenca de um processo inflamatério gengival *%%°.  Este
sangramento também pode ser avaliado nos implantes e foi sugerido

®  Neste estudo, o

como um parametro preciso de diagnostico
sangramento a sondagem estava presente em todos os sitios avaliados
do grupo G Il e, em nenhum sitio dos demais grupos avaliados. Em uma
avaliagdo dos parametros clinicos de implantes osseointegrados,

Fransson et al %°

(2008) observaram maior sangramento a sondagem em
implantes com histéria de perda 6ssea. Em contraste, em estudo
semelhante Roos-Jansaker et al. (2006) ndo encontraram relacdo entre

a perda 6ssea ao redor dos implantes e sangramento a sondagem.

E sugerido que a extensdo da sondagem em um dente sadio seja

semelhante a de um implante em condicdo de saude. No entanto, nos



sitios inflamados € possivel que ocorra uma maior penetracdo da sonda
nos implantes do que nos dentes ?°. Neste estudo observou-se uma maior
profundidade de sondagem nos implantes do grupo G Il quando
comparados aos implantes do grupo G | e aos dentes do grupo G IV (p<
0,05). O grupo G Il apresentou uma profundidade de sondagem cerca de
1,3mm maior que o Gl e cerca de 2,2mm maior que o grupo G IV. Essa
diferenca entre 0os grupos ja era esperada pois, estamos comparando um

grupo com doenca, com grupos saudaveis.

A validade da sondagem nos implantes foi avaliada, em caes, por
Lang et al. **(1994). Foram feitas sondagens com forca de 2N e o exame
histolégico mostrou uma maior penetracdo da sonda nos sitios
inflamados. Os autores sugerem que a sondagem ao redor dos implantes
€ uma boa técnica para verificar a condicdo de saude ou doenca dos
implantes. Em complementaridade, Schou et al. ®°(2002) utilizaram um
modelo experimental comparavel ao apresentado por Lang et al. **(1994)
e, demonstraram que a PS é maior na perimplantite quando comparada a

salude e mucosite.

Apesar do grupo G | ndo apresentar caracteristicas de doenca sua
profundidade de sondagem é cerca de 1,5mm maior que o grupo G III.
Este aumento pode ser decorrente das diferencas nas caracteristicas
microscoépicas da interface dente/osso e implante/osso. Nos implantes a
auséncia de fibras periodontais de insercdo resulta em um selamento

biolégico dependente apenas da capacidade adesiva do epitélio juncional



70103 " nodendo resultar em uma maior profundidade de sondagem nos

implantes quando comparados com dentes nas mesmas condigdes

clinicas.

A profundidade de sondagem é importante para deteccdo de sitios que
apresentam perda 6ssea %°. Em nosso estudo observamos uma PS média
de 6mm no grupo GlI, evidenciando a maior perda 6ssea deste grupo.
Mombelli et al. ®2(1987) compararam a PS em implantes com e sem perda
O0ssea e observaram que a PS varia de 6 a 12mm nos implantes que
apresentam perda 6ssea. Embora a PS encontrada por Hultin et al
%(2002) nos implantes com perda 6ssea marginal tenha sido menor
(PS=4,3mm), também estava relacionada a maior perda 6ssea nos

implantes.

A ocorréncia de perimplantite sugere que os implantes nesta condicao
apresentam perda Ossea continua e portanto devem apresentar maior
recessdo gengival quando comparados aos implantes sadios ?°. No
entanto, em nosso estudo ndo encontramos diferencas entre o indice NG
dos grupos G | e G Il. Apse et al’(1991) em um acompanhamento
longitudinal de implantes por 9 anos observaram um aumento continuo na
recessao perimplantar de cerca de 2mm. Em um acompanhamento de 2
anos, Bengazi et al. (1996) observaram que a maior migracéo gengival
ocorre durante os primeiros 6 meses e diminui significantemente nos 18
meses subsequentes. Estes autores sugerem que a recessao gengival no

tecido perimplantar é resultado de uma remodela¢do do tecido mole na



tentativa de estabelecer uma dimensdo bioldégica adequada. Neste
estudo, os implantes avaliados estavam em fungdo a pelo menos 12
meses, portanto, o tecido mole ao redor dos implantes j& esta

estabelecido e estabilizado.

A placa bacteriana € um fator etiol6gico intimamente relacionado a
perda de implantes e, é um iniciador dos eventos patoldgicos
semelhantes aos observados na doenca periodontal 193 Logo apés a
exposicao dos implantes a cavidade bucal uma microbiota subgengival é
estabelecida 2"°. A avaliacdo de implantes e dentes em pacientes
parcialmente desdentados tem demonstrado que a microbiota nos
implantes e dentes sdo semelhantes®**®®, sugerindo que os
microrganismos podem ser transmitidos dos dentes para o0s

13,27,46,63,90,100

implantes No entanto, ainda ndo esta esclarecida a

diferenca entre as bactérias que possam estar aderidas a superficie do

implante e as presentes no fluido gengival ’.

Neste estudo, para avaliacdo da microbiota presente no fluido gengival
foi utilizado o teste de reacdo de polimerase em cadeia (PCR). A técnica
de PCR tem sido amplamente aplicada em estudos para a deteccao de
microrganismos. Dessa forma, esta técnica foi escolhida para a analise
microbiolégica devido a sua facilidade de realizacdo, baixo custo, pelo
fato de demonstrar um excelente limite de deteccdo, e uma alta
especificidade para a maioria das bactérias como o A.

actinomycetemcomitans e a P. gingivalis "



Neste estudo, das cinco bactérias avaliadas no fluido gengival o Aa
ndo foi encontrado em nenhum sitio avaliado. Aléem do Aa, o Pi também
nao foi encontrado nos implantes com perimplantite. Todas as demais
bactérias avaliadas foram encontradas tanto nos implantes quanto nos
dentes. Porém, ndo foram encontradas diferencas na prevaléncia das

bactérias estudadas entre os grupos avaliados.

Leonhardt et al. *8(1999) sugerem que ndo apenas as bactérias
comumente relacionadas a doenca periodontal podem estar associadas a
perimplantite. Estes autores avaliaram a microbiota em implantes com
doenca e também encontraram estafilococos, espécies entéricas e
fungos. Estes achados suportam a idéia de que uma microbiota complexa
é associada a infeccdo dos tecidos ao redor dos implantes. Botero et al.*®
(2005) avaliaram a microbiota ao redor de implantes com doenca e
encontraram uma maior quantidade de periodontopatdgenos quando
comparados aos implantes sadios e dentes vizinhos aos implantes
doentes. Os autores encontraram uma maior propor¢do de Pn nos
implantes com doenca quando comparados aos sadios. Ainda, uma
relacdo entre a presenca de Pg nos dentes e nos implantes, suportando a
idéia de que o dente natural pode servir como reservatorio bacteriano,
permitindo uma transmissdo entre os sitios e consequentemente uma
infeccdo perimplantar. Além de bactérias periodontopatogénicas, 0s
autores encontraram altos indices de microrganismos ndo comuns a

cavidade oral, tais como bastonetes entéricos gram-negativos. Em



complementaridade, Salvi et al. **

(2008) avaliaram a microbiota de dentes
e implantes e encontraram similaridade entre os periodontopatégenos
encontrados nos dentes e implantes avaliados. Os autores concluem
ainda, que a prevaléncia de espécies como Fusobacterium e

Estreptococcus, P. micos e S. aureus foi maior do que as espécies

bacterianas normalmente associadas a doenca periodontal.

A semelhanca na prevaléncia encontrada entre as bactérias estudadas
nos diferentes grupos sugere que em um mesmo individuo, parcialmente
desdentado, as caracteristicas microbiolégicas encontradas nos dentes e
implantes sdo bastante semelhantes. Essa similaridade deve ser em
decorréncia do periodo pelo qual os implantes estdo em funcdo. De
maneira que, ocorreu um equilibrio entre a microbiota presente nos
dentes e implantes de um mesmo paciente. Como a perimplantite uma
doenca que apresenta como fator etiolégico primario a placa bacteriana e
a complexidade dos tipos bacterianos relacionados ao processo de
doenca, novos estudos devem ser realizados com o objetivo de elucidar a
relacdo de bactérias que ndo sdo normalmente relacionadas a doenca

periodontal.



5.2 Parte ll

A avaliagdo da concentracdo de IL-1B e de IL-6 no fluido dos
dentes e implantes avaliados neste estudo foi realizada utilizando os

valores das médias das concentra¢des de cada grupo.

A andlise da concentracao de IL-1B nos grupos mostrou que apesar
de o Gll ter cerca de 1,9 vezes mais interleucina que o Gl, essa diferenca
ndo é significante. Este resultado pode ser uma consequéncia do desvio
padrdo muito elevado. As demais comparagdes para esta citocina
também ndo demonstraram diferenca entre os grupos, demonstrando
uma semelhanca no padrdo imunologico periodontal e perimplantar. Em
concordancia aos nossos achados, Lachmann et al *(2007) n&o
encontraram diferencas no padrdo imunolégico para IL-13 em resposta a
perimplantite quando comparado a implantes sadios. Hultin et al. *(2002)
também ndo observaram relacdo entre a concentracdo de IL-1B e a
doenca perimplantar. Concentracbes semelhantes foram encontradas
tanto nos implantes sadios quanto nos com doenca e, segundo 0s
autores, estes achados podem ser reflexo de uma infeccdo cronica
marginal de progresséo lenta e ndo de uma doenca ativa.

Panagakos et al.

(1996) buscaram correlacionar a concentracdo de
IL-18, em 13 pacientes, com implantes sadios, doenca precoce ou com
perimplantite avancada e demonstraram a presenga desta citocina em

todas as condi¢des clinicas avaliadas. Os autores relacionam a maior

concentragdo de IL-1B aos implantes com doenca de acometimento



precoce devido a natureza aguda desta infecgcdo quando comparada a

natureza cronica da perimplantite avancada.

A observagédo de que a concentragdo da IL-1B no fluido crevicular
gengival aumenta de acordo com o grau de severidade da doenca (saude,
mucosite e perimplantite), sugere que esta citocina esta relacionada a
rapida e ampla destruicdo do tecido de suporte observado durante o
processo de doenca, como também sugere sua atuagcdo como um
indicador para o monitoramento da saude/doenca em implantes
osseointegrados %*+%®"> A concentracdo aumentada de IL-1B nos sitios
com perda éssea ao redor tanto de dentes quanto de implantes pode
representar um fator relacionado ao paciente e sua modulacdo ao

processo inflamatério *°.

Murata et al. °®(2002) avaliaram implantes em condicdes de saude,
com mucosite e com perimplantite e, para controle utilizaram dentes em
condi¢cBes de saude. Os autores verificaram uma maior concentracdo de
IL-18 em implantes com perimplantite quando comparados aos com
mucosite e sadios e a concentracao de IL-1B entre os implantes sadios e
os dentes sadios ndo demonstrou diferenca. Os autores acreditam que
este resultado suporta a idéia de que a IL-13 possa ser a primeira citocina

a estimular a reabsorcao 0ssea.

Da mesma maneira que a IL-1B3, a IL-6 € um mediador do processo
inflamatério e pode ser associada & doenca periodontal 24%°°%7°  Altas

concentragbes desta citocina podem ser induzidas pela presenca de



periodontopatégenos >

e apresentam importante funcdo na diferenciacao
el/ou ativacdo de macréfagos e células T, além de, induzir o crescimento e

diferenciacéo de células B e osteoclastos *.

Em nosso estudo, a analise dos resultados para a concentragdo de
IL-6 mostrou que as concentragbes encontradas entre 0S Qgrupos
avaliados eram bastante semelhantes ndo havendo diferenca estatistica

entre eles.

Moreira et al. ®4(2007) avaliaram a expressdo da IL-6 em células do
sangue periférico de pacientes com doenca periodontal e observaram que
a doenca periodontal pode levar a uma alteragdo na concentracao
sistémica desta citocina, tendo associado o grau de severidade da doenca
com niveis aumentados de IL-6. Em complementaridade a estes achados,
D'Aiuto et al. °(2004) relacionaram altos niveis de IL-6 no soro de

pacientes com doenca periodontal.

Diferencas individuais na resposta inflamatéria e imunologica a
infeccdo bacteriana podem influenciar a suscetibilidade do hospedeiro a
doenca ™. A cascata de mediadores inflamatérios do hospedeiro em
resposta a infeccdo bacteriana pode ser determinada por fatores
genéticos e resultar em destruicdo de tecido conjuntivo e ésseo ®’. Em
nosso estudo avaliamos variacdes no genoma por meio da analise de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide

polymorfism).



Os genes que codificam para as diferentes citocinas tém significante
papel no controle dos mecanismos da resposta imune, por isso 0s SNPs

destes genes vém sendo amplamente estudados °

. O polimorfismo
IL1B+3954 ocorre com a troca da citosina por timina. A presenca do alelo
positivo, aleto T, tem sido relacionada a condicdo de doenca “.. O
polimorfismo IL1B-511 ocorre com a troca da citosina por uma timina e o
alelo T é denominado alelo positivo. No polimorfismo IL6-174 ocorre a
troca da guanina por uma citosina. A presenca do alelo, alelo G, tem sido
relacionada & doenca periodontal’®. Kornman et al.*}(1997)
demonstraram que 0s maiores niveis de IL-1p estdo relacionados a
presenca do alelo T, na posicdo +3954, em pacientes ndo fumantes com
doenca periodontal. Assim a presenca do alelo T em pacientes com

doenca pode levar a maior producéo de IL-13 em resposta ao processo

inflamatorio instalado.

Em nosso estudo, o alelo C foi mais frequente para o polimorfismo
IL1B+3954, tanto para os pacientes com implantes sadios quanto para 0s
pacientes com perimplantite. No entanto, ndo foram encontradas
diferencas significantes. Da mesma forma, na avaliacdo dos genétipos
identificamos o genotipo homozigoto para o alelo C como o mais
frequente entre os pacientes com implantes sadios e 0 genotipo
heterozigoto como o mais frequente para o grupo de pacientes com
implantes doentes. Entretanto, ndao foram encontradas diferencas

estatisticas. A avaliacdo do alelo T na populacao estudada neste trabalho



nao demonstrou uma relacdo deste alelo com a condicdo de doenca.
Shimpuku et al. °(2003) avaliaram o polimorfismo genético para a IL-1,
em implantes com perda éssea precoce e idiopatica e compararam a
controles sem perda 6ssea. Os autores ndo encontraram diferencas na
distribuicdo dos gendétipos para IL1B+3954 entre os grupos avaliados. De
forma semelhante, Campos et al. *°(2005) buscaram correlacionar o
polimorfismo genético de IL1B com a perda precoce de implantes
osseointegrados, em pacientes nado fumantes, e n&o encontraram
associacdo deste tipo de perda com a presenca do alelo T no

polimorfismo IL1B+3954.

Para o polimorfismo IL1B-511, a distribuicdo alélica também né&o
demonstrou predominancia entre os possiveis alelos. O genotipo
heterozigoto foi 0 mais frequente tanto para os pacientes com implantes
sadios quanto para os com perimplantite, porém a distribuicdo genotipica
nao apresentou diferenca significativa na propor¢cado encontrada. Também
nao foi encontrada relacao entre a presenca do alelo T neste polimorfismo
e a condicao de doenca.

Recentemente Ying-he et al. **°

(2007) avaliaram os polimorfismos
dos genes da familia IL-1 em 59 pacientes com perda éssea antes do
segundo estagio cirargico. O polimorfismo IL1B+3954 néo foi relacionado
a perda Ossea precoce enquanto que, para o polimorfismo IL1B-511, o

gendtipo T/T foi relacionado a maior perda éssea, de maneira que estes

pacientes apresentaram cerca de tres vezes mais chance de perda 0ssea.



Shimpuku et al. *(2003) avaliaram o polimorfismo para IL-1 em 39
pacientes com perda 6ssea precoce e idiopatica. Os autores observaram
gue o gendtipo T/T para o polimorfismo IL1B-511 apresenta correlacao
com essa perda 6ssea e que o polimorfismo IL1B+3954 ndo esta
relacionado ao padrdo de perda Ossea avaliada. Estes autores
demonstraram que os pacientes T/T para o polimorfismo IL1B-511 tém
uma chance cerca de dez vezes maior em apresentar perda Ossea
precoce. Os implantes com perda déssea precoce ndo apresentavam
inflamacédo dos tecidos ao redor, pois os abutments ainda ndo estavam
instalados e, portanto, os implantes ndo estavam expostos na cavidade
oral. A avaliagéo do polimorfismo IL1B-511 pode ser identificada como um
possivel fator de risco para a perda O0ssea nao infecciosa, antes da
instalacdo do abutment enquanto que a avaliacdo do polimorfismo
IL1B+3954 pode ser interessante apds a colocacdo do abutment e
exposicdo do implantes a cavidade oral **'°. Os resultados encontrados
em nosso estudo para o polimorfismo IL1B-511 estdo de acordo com 0s
relatos da literatura uma vez que, os implantes que avaliamos estavam

expostos na cavidade oral a pelo menos um ano.

Outros estudos encontrados na literatura buscaram a influéncia do
alelo T com a perda Gssea, e este alelo foi correlacionado a destruigédo
O0ssea e a condicdo de doenca em implantes osseointegrados. Estudos

com pacientes fumantes pesados, moderados, ex-fumantes e nao



fumantes observaram um efeito somatério da presenca do alelo T e o

habito de fumar 234,

Para o polimorfismo IL6-174, embora o alelo mais frequente em
ambos grupos de pacientes tenha sido o alelo G e o0 gendtipo mais
frequente tenha sido o homozigoto para o alelo G, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada entre os grupos. Também nédo

foi encontrada nenhuma relag&o do alelo G com a condigéao de doenca.

Em contraste aos nossos resultados, Trevilatto et al. °°(2003)
investigaram a relagdo do polimorfismo IL6-174 em pacientes sem e com
doenca periodontal e, encontraram relagcdo positiva entre este

polimorfismo e a doenca. Tervonen et al. %

(2007) também associaram a
presenca do gendtipo positivo (alelo G) com a severidade de doenca
periodontal. Alguns autores sugeriram um papel protetor para o alelo C,
uma vez nao encontraram pacientes homozigoto C/C com doenca

severa®®. Em nossa amostra também n&o encontramos pacientes com o

genaotipo C/C no grupo com doenca.

Além de investigar a presenca do polimorfismo em pacientes com
doenca periodontal, Moreira et al. ®*(2007) avaliaram a concentragéo de
IL-6 no soro dos pacientes. Os autores demonstraram maiores
concentracbes de IL-6 nos pacientes doentes e que apresentavam
gendtipo positivo para o polimorfismo do gene IL6-174. Semelhante a

l. 83

estes achados, Raunio et al. ®°(2007) associaram a maior concentracao



de IL-6 no soro de pacientes com periodontite e que eram genotipo

positivo.

O polimorfismo do gene IL6-174 pode ser relacionado com a
severidade da doenca periodontal °'°>, Em nosso conhecimento, este é
o primeiro trabalho que busca relacionar o polimorfismo do gene IL6-174
com a doencga perimplantar e, ndo foram encontradas diferengas entre as

distribuicfes alélicas e genotipicas nos grupos com e sem perimplantite.

A auséncia de uma relacdo positiva entre a perimplantite e a
concentracdo das citocinas avaliadas, assim como com o0s polimorfismos
estudados neste trabalho podem ser em decorréncia do carater crénico

da doenca avaliada.

A progressdo e as consequéncias da doenca sdo dependentes de
uma interacéo sinérgica de varias citocinas pré e antinflamatérias **® |, que
podem ser influénciadas pelos polimorfismos presentes nos respectivos
genes. A andlise de polimorfismos genéticos pode ser considerada um
teste de avaliacdo para a suscetibilidade positiva a doenca. No entanto,
deve-se ter em mente que esta avaliacdo ndo € um sinbnimo de
diagnostico de doenga, mas sim um indicador de futuro risco ao
acometimento pela doenca. Uma vez que a doenca periodontal e
perimplantar tem carater multifatorial, a analise de polimorfismos
genéticos deve ser realizada para complementar a avaliacdes clinicas,

radiograficas, comportamentais e deve-se inclusive considerar as



condigbes sistémicas que possam influenciar no perfil imunoldgico do

paciente.






6 Conclusao

Diante dos limites deste estudo podemos concluir que o0s
implantantes osseointegrados com perimplantite apresentam piores
condic¢des clinicas para SS, SUP, PS e NI. Dentre 0os microrganismos
avaliados, os mais frequentes foram as bactérias Pn e Tf. Na amostra
avaliada nédo ha diferenca no perfil microbiolégico e imunoldgico dos
grupos.

Podemos ainda, dizer que a caracteristica genética dos pacientes
estudados ndo tem relagdo com a condicdo do implante, pois na
populacao estudada a distribuicdo dos polimorfismos IL1B+3954 e -511 e,

IL6-174 é semelhante.
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Anexo 1

Anexo 2









Anexo 3

Paciente n©;

ANAMNESE

Dados Pessoais:

Nome:

Data de Nascimento: Idade: Sexo:
Endereco:

Cidade: Telefone: ( )

Estado Civil:

Saude Geral:

Esta em tratamento médico? ( )S ( )N
Porque?

Faz exames complementares de rotina?

()S ()N

Quais?

Ja esteve hospitalizado? ( )S ( )N
Porque?
Quando?

Sua cicatrizagcédo é normal? ( )S ( )N

Apresenta ou apresentou alguma doencga nos ultimos 6 meses?



( )S ( )N Quais?
Quando?

Esta tomando ou tomou algum medicamento nos ultimos 6 meses?
( )S ( )N Quais?

Ingere bebidas alcoolicas? ( )S ( )N Frequéncia:
Fumante? ( )S( )N Ha quanto tempo? Frequéncia:

Ex-fumante? ( )S ( )N Por quanto tempo? __ Frequéncia:

Saude Bucal:

Ha quanto tempo realizou a cirurgia da instalacdo do
implante?

Ha& quanto tempo a protese foi instalada?

Ja fez tratamento gengival? ( )S ( )N Quando?

Ja fez tratamento periimplantar? ( )S ( )N
Quando?

Estéa sob terapia de manutencéo dos implantes? ( )S ( )N
Quando foi a ultima consulta de manutengao?

Sua gengiva do6i? ( )S ( )N
Quando? Regiéo:

Sua gengiva sangra com facilidade? ( )S ( )N Regiéo:



Sente seus dentes inseguros? ( )S ( )N

Sente algum implante solto? ( )S ( )N Qual (is)?

Quantas vezes escova 0s dentes por dia?

Qual o tipo de escova?

Usa escova bitufo? ( )S ( )N Apenas nos implantes? ( )S ( )N

Usa fio dental? ( )S ( )N Frequéncia:

Usa palito? ( )S ( )N Frequéncia:

Usa algum tipo de solucédo para bochecho? ( )S ( )N
Qual? Frequéncia:
Hé& quanto tempo?




Data: /1200 __.

Implante:
MV Y% DV ML L DL
P
IG
PS
NG
sS
SUP
Dente:
MV v DV ML L DL
1P
IG
PS
NG

SS
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