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1 Introducéo

Os implantes osseoitegrados vém sendo amplamente utilizados,
com alto indice de sucesso, para a reabilitagdo oral (ADELL et al., 1981;
LINDQUIST et al., 1996; MURATA et al., 2002) e tem sido uma alternativa
preditiva a terapia protética convencional (HANISH et al., 1997). No
entanto, a faléncia destes implantes devido a infec¢do bacteriana tem sido
relatada por diversos estudos (ESPOSITO et al., 1998a,b; LEONHARDT
et al., 1999; LINDHE et al.,1992; LISTGARTEN e LAI, 1999; SCHOU et
al., 1996).

A doenca periimplantar, assim como a doencga periodontal, tem
como fator etiolégico primario bactérias especificas relacionadas ao
acumulo de placa bacteriana (LOE et al., 1965; LISTGARTEN, 1988;
SCHOU et al., 1992; BERGLUNDH et al., 1992; RUTAR et al., 2001).
Estudos microbiol6gicos tém demonstrado que tecidos em condi¢cfes de
saude perimplantar apresentam uma populacdo  microbiana
predominantemente composta de cocos Gram-positivos facultativos
(MOMBELLI et al.,, 1987; SCHOU et al.,, 1996). Com a progressao da
doenga, assim como na doenga periodontal, ocorre uma alteragdo na
composicdo microbiana, predominando bastonetes Gram-negativos
anaerobios (SCHOU et al., 1992, 1996).

Embora exista semelhanca nas espécies bacterianas encontradas

nos sitios periodontais e periimplantares, o tecido mucoso nestas duas
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condicOes apresenta diferencas importantes ao processo inflamatério.
Nos implantes osseointegrados as fibras colagenas supra-0sseas estao
orientadas paralelas a superficie do implante, sem insercdo nesta
superficie, enquanto que nos dentes as fibras colagenas séo
perpendiculares e estéo inseridas no cemento (HANISCH et al., 1997). O
tecido periimplantar € menos organizado no combate a progressédo de
lesbes associadas a placa bacteriana, resultando em um infiltrado
inflamatério mais amplo e com uma lesdo de maior extensdo apical,
guando comparado ao tecido gengival (LEONHARDT et al., 2003). Estas
diferencas, na insercdo dos dentes e implantes, podem caracterizar uma
importante diferenca no processo inflamatorio frente a doenca, a qual
pode apresentar uma progressao mais rapida e severa da doenca nos
tecidos periimplantares.

A resposta inflamatoria estimulada pela infeccdo bacteriana resulta
na producdo de mediadores inflamatorios como a citocina interleucina-13
(IL-1B) e interleucina-6 (IL-6), prostaglandina E, (PGE,) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (DINARELLO, 1994; GEIVELIS et al., 1993; GEMMELL
et al., 1997; MOGI et al., 1999).

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
alteragOes degenerativas nas articulagbes e aumentar a quantidade de

células da medula o6ssea (DINARELLO, 1994). A familia da IL-1 é
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composta por trés polipeptidios, interleucina-1a (IL-1a), interleucina-1
(IL-18) e antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1Ra). As
interleucinas sdo primeiramente produzidas na forma precursora inativa
ou parcialmente ativa. A pré-IL-18 ndo apresenta atividade bioldgica,
necessitando ser clivada em um peptideo de 17KDa que apresenta
atividade biolégica 6tima (DINARELLO,1994; NICKLIN et al., 2002).

A IL-1B, um importante mediador do processo inflamatorio, é
secretada no fluido crevicular gengival primeiramente por macrofagos e
monaocitos, e pode também ser secretada posteriormente por leucécitos e
células do epitélio juncional (GEMMELL et al., 1997; PAGE, 1991). Esta
citocina esté relacionada as fases aguda e crénica da doenca (NICKLIN et
al., 2002), e tem especial importancia nas infeccbes bacterianas Gran-
negativas, como a periodontite. A IL-18 € um mediador quimico ativado
por lipopolissacarideos (LPS) da parede celular e metabdlitos bacterianos
(PAGE, 1991; GONZALES et al., 2001; JOHNSON et al., 1997; FENTON
et al., 1988). Apresenta atividade catabodlica de destruicdo 06ssea,
contribuindo para a ativacdo de osteoclastos (NEMETZ et al., 2001),
assim como atividades biol6gicas relacionadas ao seu papel de
destruicdo tecidual na doenca periodontal. Estas atividades incluem
inibicdo de formacéo Ossea, estimulacdo da sintese de prostaglandinas,
tromboxanos, colagenases e proteases, potencializacdo da degranulacao

de neutrdfilos, producdo de superoxido, aumento da adesao leucocitaria
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de células endoteliais e estimulo da proliferacdo de fibroblastos e
queratinécitos (STAKENKO et al., 1991).

Nos ultimos anos estudos buscam elucidar a correlacdo entre as
condicBes clinicas dos implantes osseointegrados, com a concentracao
da IL-1B no fluido crevicular gengival.

Kao et al. (1995), Panagakos et al. (1996) e Murata et al (2002),
demostraram que a concentracdo de IL-1 no fluido crevicular
perimplantar, esta aumentada na condicdo de doenca, quando
comparada a saude periimplantar. A observacdo de que a concentracao
da IL-1B no fluido crevicular gengival aumenta de acordo com o grau de
severidade da doenca (saude, mucosite e periimplantite), sugere que esta
citocina esté relacionada a rapida e ampla destruicédo do tecido de suporte
observado durante o processo de doenca (PANAGAKOS et al., 1996),
como também proporcionar um indicador para 0 monitoramento da
saude/doenca em implantes osseointegrados (KAO et al., 1995). Ataoglu
et al. (2002) avaliaram a concentracdo de IL-18 no fluido crevicular
periimplantar de pacientes fumantes e ndo fumantes que apresentavam
implantes em condicdes satisfatérias. Os autores demonstraram que a
concentracdo de IL-1B detectada em pacientes fumantes, € inferior que a
de pacientes ndo fumantes e também sugerem que o monitoramento da
concentracdo de IL-1B8 presente no fluido crevicular periimplantar pode
auxiliar no diagnostico de saude periimplantar em pacientes nao

fumantes.
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Os implantes osseointegrados, por nao serem fisiologicamente
inertes, estimulam células do sangue periférico a produzir IL-1p e outros
mediadores inflamatérios que podem levar a faléncia do implante
(PERALA et al., 1992; KAO et al, 1995). No entanto, diferencas
individuais na resposta inflamatéria e imunolégica a infeccdo bacteriana
podem influenciar a suscetibilidade do hospedeiro a doenca (PAGE et al.,
1997). A cascata de mediadores inflamatérios do hospedeiro em resposta
a infeccdo bacteriana, que pode resultar em destruicdo de tecido
conjuntivo e 0sseo, € determinada por fatores genéticos (NARES, 2003).
Variagbes no genoma podem ocorrer como polimorfismos. Os
polimorfismos genéticos sdo caracterizados por variagbes na sequéncia
de nucleotideos em uma posicao especifica do DNA e estdo presentes
em pelo menos 1% da populagcdo. Algumas variagbes do genoma ocorrem
como polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide
polymorfism). SNP €& considerado a marca genética mais comum no
genoma humano e é caracterizado pela alteracdo de um Unico par de
base na sequéncia do gene. Desta forma, um SNP define dois alelos, e
consequentemente trés possiveis genotipos em uma populagédo (TAYLOR
et al.,, 2004). No genoma o SNP pode aparecer a cada 100 — 1000pb,
como resultado de uma mutacdo por delecdo, inser¢cdo ou substituicao
(SCHORK et al., 2000; CHEUNG e SPIELMAN, 2002; NARES, 2003). Os
SNPs podem ser encontrados em exons, introns, regides intergénicas,

promotores e enhacer (SCHORK et al., 2000). Quando ocorrem na regiao
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promotora ou no enhancer podem modificar a expressdo do gene, e
guando ocorrem no exon podem alterar a sequéncia protéica e influenciar
sua funcéo biolégica (TAYLOR et al., 2004).

Os genes das citocinas tém significante papel no controle dos
mecanismos da resposta imune por isso, os SNPs destes genes vem
sendo amplamente estudados (TAYLOR et al., 2004). A citocina IL-18 é
codificada pelo gene IL-1B que esta localizado no braco longo do
cromossomo 2 (SHIMPUKU et al., 2003). Polimorfismos presentes neste
gene podem influenciar a producéo da IL-1B in vivo (WARLE et al., 2003)
e in vitro (KORNMAM e di GIOVINE., 1998). O gene IL-1B possui dois
SNP em sua regido promotora, IL-1B -31 (TAYLOR et al., 2004) e IL-1B -
511 (di GIOVINE et al, 1992) e um SNP no exon 5, IL-1B +3954
(GUASCH et al., 1996). O polimorfismo IL-1B +3954 parece ter maior
influéncia na expressao do gene, levando a niveis aumentados de IL-1f
no fluido crevicular (ROGERS et al.,, 2002). A presenca do alelo T no
locus +3954 do gene IL-1B é mais frequente em pacientes
periodontalmente comprometidos, quando comparada aos controles
saudaveis (ROGERS et al., 2002).

Kornman et al. (1997) demonstraram que os maiores niveis de IL-1
estdo relacionados ao alelo T (TT + TC — genatipo positivo) em pacientes
nao fumantes com doenca periodontal, e que em pacientes fumantes a
severidade da doenca nao pode ser correlacionada ao genotipo. Por outro

lado, Feloutzis et al. (2003) encontraram maiores perdas 0sseas em
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pacientes fumantes pesados, com genotipo positivo, 0 que pode ser um
indicativo de maior risco a perda éssea periimplantar. Da mesma maneira,
Gruica et al. (2004) encontraram uma clara correlacao entre o genaotipo
positivo e paciente fumante pesado, dos quais 50% apresentaram faléncia
de implante ou complicacdes biolégicas, podendo haver um efeito
somataorio entre o gendtipo IL-1B positivo e o hébito de fumar.

Desta forma, o estudo do polimorfismo genético do gene IL-1B
+3954, correlacionado a quantificacdo da concentracao da citocina IL-13
no fluido crevicular periimplantar, torna-se interessante no entendimento
do fator genético frente a producdo da citocina em pacientes com

implante osseointegrados.



2 Proposicéao

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracao de IL-1(3 presentes
no fluido crevicular periimplantar e o polimorfismo do nucleotideo +3954
do gene IL-1B em pacientes com protese sobre implante sob funcéo a

pelo menos um ano.



3 Material e método

3.1 Selec&o da amostra

A populacdo avaliada neste estudo foi composta por 20 individuos
desdentados parciais, entre 26 e 71 anos, de ambos 0s sexos,
selecionados na Clinica de Especializacdo em Implantodontia - FOAr. Os
pacientes deveriam apresentar implantes com a protese definitiva,
implanto-suportada, por no minimo um ano.

Os pacientes deveriam apresentar boas condi¢cdes de saude, com
histéria. médica negativa para doencas crénicas como as
cardiovasculares, hepatite, febre reumatica, asma, diabetes, desordens
imunes e sangulineas, historia negativa de antibioticoterapia ou uso de
antiinflamatdérios esterdides ou ndo-esterdides nos 6 meses antecedentes
ao estudo. Ainda, foram excluidos pacientes fumantes, mulheres gravidas
ou lactantes. As proteses sobre implantes parafusadas deveriam ter
auséncia de quebra ou soltura do parafuso e as cimentadas ndo poderiam
estar soltas e, os implantes deveriam apresentar profundidade sondagem
até 3mm, e ndo deveriam ter supuracdo, mobilidade e/ou evidéncia de
perda 6ssea radiogréfica.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Todos
0os participantes foram esclarecidos sobre os propdsitos do estudo e
confirmaram sua aceitacdo mediante assinatura de um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Para os exames realizados,
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foi também selecionado o dente homadlogo ao implante, para controle. No
caso do dente homodlogo estar com evidéncias clinicas de doenca
periodontal, estar ausente ou estar restaurado, o dente saudavel mais
préximo ao homaologo foi selecionado.

3.2 Procedimentos Clinicos

O exame clinico foi realizado, por um Unico examinador, tanto nos
implantes quanto em um dente do paciente, com a utilizacdo da sonda
periodontal Plastica Colorvue PCVNCKIT6 (Hu-Friedy Mfg. Inc — Chicago,
IL- EUA). Uma ficha clinica especifica (Anexo 2) foi utilizada para
anotacdo dos seguintes parametros:

+« indice de placa dicotomizado (Ainamo & Bay, 1975);
+ indice de sangramento marginal modificado (Mombelli &
Lang, 1994);
¢+ sangramento a sondagem;
As andlises foram realizadas em seis pontos (sitios) por

implante/dente. O sitio com maior profundidade de sondagem foi

selecionado para coleta do fluido crevicular.
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3.3 Coleta do fluido crevicular

A coleta do fluido crevicular foi realizada uma semana apds 0s
exames clinicos para evitar interferéncia devido a sondagem.

O sitio a ser coletado foi isolado com roletes de algoddo ou gaze
estéril e a placa supragengival removida. A regiao foi seca com jato de ar
e apdés 30 segundos o fluido crevicular gengival e periimplantar foram
coletados. O fluido foi coletado utilizando-se fitas de papel absorvente —
Periopaper (Oraflow Inc.) - que foram introduzidos na bolsa
gengival/periimplantar, em direcdo apical, até sentir resisténcia,
permanecendo entdo no local por 30 segundos. Os papéis visualmente
contaminados com saliva e/ou sangue foram descartados. O volume de
fluido coletado foi mensurado imediatamente apos a coleta com o auxilio
do Periotron 6000 (Oraflow Inc.).

As amostras foram armazenadas em tubos apropriados contendo
uma solucédo de tampéao fosfato salina (PBS— NaCl 137mM; KCI 2,7mM;
Na,HPO, 10mM; KH,PO, 2mM, pH 7,4) adicionado de albumina de soro
bovino (BSA, 1mg/mL), antipaina (1ug/mL), aprotinina (1ug/mL),
leupeptina (1ug/mL), N-ethylmaleimida (1mM) e N-Dodecyl-N, N-Dimethyl-
3-Ammonio-1-propanesulfonato (50pg/mL) (Johnson et al., 1997) e entéo

congeladas & uma temperatura de -20°C para posterior analise.
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3.4 Coleta de células da mucosa bucal

Células epiteliais da mucosa bucal foram utilizadas para extracdo do
DNA dos individuos. As células foram obtidas a partir de bochecho por 1
minuto com solucdo de glicose a 3%, e seguido de um raspado da
mucosa bucal com uma espétula 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
tampdo de extracdo (Tris 10mM, pH7,8; EDTA 5mM; SDS 0,5%), e

congeladas a - 20°C para posterior andlise (TREVILATTO e LINE, 2000).

3.5 Avaliacéo da concentracéo de IL-1p no fluido crevicular

As amostras do fluido coletado foram descongeladas e agitadas em
vortex. A quantificacdo da IL-13 foi realizada utilizando-se um kit
enzimatico para imunoensaio (ELISA) especifico para interleucina
humana (Hu IL-18 - BioSource International) e o teste realizado de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Resumidamente, 50uL das amostras do fluido crevicular foram
colocados nos pocos da placa de ELISA e em seguida foi adicionado o
anticorpo secundario conjugado a biotina. Apds incubacdo de 2 horas a

placa foi lavada e a estreptoavidina-peroxidase foi adicionada aos pogos.
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A placa foi, entdo, incubada por 30 minutos e novamente lavada. O
revelador foi adicionado aos pocos e a placa novamente incubada. A
solucéo bloqueadora foi adicionada e a absorbancia a 450, aferida. As
concentracfes da IL-13 determinadas pelo kit foram normalizadas para o

volume de fluido crevicular coletado.

3.6 Avaliag&o do polimorfismo IL-1B +3954

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 entéo purificado utilizando-se
a extracdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), seguido da
precipitacdo com sal/letanol. O DNA foi ressuspendido em 70uL de
tampéao TE (Tris 20mM (pH 8,0), EDTA 1mM). A concentracdo do DNA foi
estimada com o auxilio de um espectofotometro (DU Spectophotometer)
em comprimento de onda de 260nm.

O DNA extraido das ceélulas de bochecho foi utilizado como molde,
em uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada em
termociclador convencional (GeneAmp®PCR System 9700) utilizando os

seguintes oligonucleotideos especificos (Kornman et al., 1997):
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5' - CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA - 3
5'-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG -3
A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 50uL, contendo
aproximadamento 700ng de DNA genbmico, 1puM de cada
oligonucleotideo (Invitrogen), 200uM de dNTPs (Invitrogen) e 2U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen). As reacdes foram incubadas a 95°C durante
5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 67,5°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C durante 10 minutos,
conforme descrito por Kornman et al. (1997). A amplificacdo do fragmento
194 pares de bases (pb) e foi confirmada por eletroforese em gel de

poliacrilamida 8% e coloracdo de prata (Figura 1).

194 g —»

FIGURA 1 - Gel de poliacrilamida, corado com nitrato de prata,

evidenciando os produtos de PCR. Canaletas 1 a 3
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representam o produto de PCR amplificado do DNA em 3

pacientes.

A técnica de polimorfismo de fragmento de restricdo (RFLP) utiliza as
alteracdes na sequéncia de nucleotideos da molécula de DNA que criam
ou destroem sitios para endonucleases de restricdo para identificar os
diferentes alelos. A enzima de restricdo Taqg I, 2 unidades, (New England
BioLabs) foi utilizada para a digestdo dos produtos de PCR, durante uma
noite, a 67°C. O produto total do PCR/RFLP (18uL) foi adicionado de 2 uL
de tampdo de amostra e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%. Para a visualizacao dos fragmentos de restricdo o gel
foi corado com nitrato de prata. Esta analise de restricdo apresenta o
seguinte padrdo de bandas:

alelo C= 12pb+85pb+97pb

alelo T= 12pb+182pb

3.7 Coloragéao 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 &gua. Em seguida o gel foi submerso em solucéo de tiossulfato

0,02% durante um minuto, e lavado duas vezes com &gua, por 20
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segundos. O gel foi impregnado em solucao de nitrato de prata 0,1% por
um periodo de 10 minutos, e terminada a impregnacéo, foi enxaguado
uma vez com agua e uma vez com solucédo reveladora (Na;COg3 3%,
formaldeido 0.05%, Na,S,03 00,16ug/mL). O gel foi deixado na solucao
reveladora até que as bandas pudessem ser visualisadas. A reacao foi

entdo parada com uma solucéo de acido citrico 2,3 M.



4 Resultado

4.1 Anédlise dos individuos e implantes

Foi selecionado um total de 20 pacientes, dos quais 12 (60%) séo do
género feminino e 8 (40%) sdo o género masculino. A idade média dos
pacientes é de 46,1 anos, sendo que e a idade média para os pacientes
do género feminino é de 46,58 anos, e para 0s pacientes do género

masculino a idade média € de 51 anos (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo de género e idade média dos pacientes

estudados
Género N° de pacientes (%) Idade média
Feminino 12 (60%) 46,58
Masculino 8 (40%) 51,00
Total 20 (100%) 46,10

Foi avaliado um total de 25 implantes, dos quais 8 estavam em
regido anterior de maxila, 9 na regido posterior de maxila, 1 na regiao
anterior de mandibula e 7 na regido posterior de mandibula (Tabela 2).

Todos os implantes avaliados foram classificados como saudaveis uma
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vez que ndo apresentavam caracteristicas de dor, mobilidade, supuracao
ou evidéncia de perda 6ssea radiografica. O exame clinico foi realizado
em 150 sitios periimplantares e destes, 124 (82,6%) estavam ausentes de
placa visivel, 135 (90%) ndo apresentaram sangramento marginal, 137
(91,3%) nao apresentaram sangramento a sondagem e todos os 150

(100%)) sitios ndo apresentaram supuracao (Tabela 3).

Tabela 2- Distribuicdo dos implantes nas arcadas

Implantes Maxila Mandibula
avaliados
anterior  posterior anterior  posterior
25 8(32%) 9 (36%) 1(4%) 7 (28%)

Tabela 3- Condi¢cdes clinicas dos sitios periimplantares

avaliados
Sitios Presenca  Sangramento Sangramento
Periimplantares(n=150) de Placa marginal a Sondagem
Presente 26(17,4%) 15(10%) 13(8,7%)

Ausente 124(82,6%)  135(90%) 137 (91,3%)
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Também foram avaliados 120 sitios periodontais, correspondente a
um dente por individuo. Dos sitios periodontais avaliados, 98 (81,6%)
estavam ausentes de placa visivel, 116 (96,6%) ndo apresentaram
sangramento marginal, e 117 (97,5%) ndo apresentavam sangramento a
sondagem e todos os 120 sitios estavam ausentes de supuracédo (Tabela

4).

Tabela 4- Condic¢des clinicas dos sitios periodontais avaliados

Sitios .
Presencade Sangramento Sangramento a
Periodontais

Placa marginal Sondagem
(n=120)
Presente 22(18,4%) 4(3,4%) 3(2,5%)
Ausente 98(81,6%) 116(96,6%) 117(97,5%)

4.2 Andlise da concentracao de IL-1B no fluido crevicular gengival e
periimplantar.

Para a quantificacdo da IL-1p utilizamos um Kit enzimatico para
imunoensaio (ELISA) especifico para interleucina humana (Hu IL-1pB-

BioSource International, Inc.). As amostras do fluido crevicular analisadas
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neste estudo ndo continham IL-18 ou possuiam quantidade inferior ao

limite de deteccao do Kit utilizado, ou seja, inferior a 1 ng/pL.

4.3 Anélise do polimorfismo do gene IL-1B +3954.

Os trés genotipos possiveis, homozigoto para o alelo C (gendtipo
C/C), homozigoto para o alelo T (gendtipo T/T) ou heterozigoto (genoétipo
C/T), foram identificados por PCR/RFLP em gel de poliacrilamida 8%. Os
pacientes homozigotos para o alelo T (Figura 2 — canaleta 1) apresentam
fragmento de restricAo de 182pb, os homozigotos para o alelo C
apresentam de 85pb e 97pb (Figura 2 — canaleta 2) e os heterozigotos

apresentam fragmentos de 85pb e 97pb e 182pb.

97 pb
—>
85 pb —»

FIGURA 2- Gel de poliacrilamida, corado com nitrato de prata,
evidenciando a genotipagem por PCR/RFLP. Canaletas 1

e 2 apresentam o resultado da digestdo com Taq | de dois
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pacientes. A canaleta 3 apresenta o controle do produto de

PCR néo digerido.

As distribuicGes alélicas e genotipicas foram calculadas e podem ser
observadas nas Tabelas 5 e 6 respectivamente. Nos individuos
investigados foi observada maior freqiéncia do alelo C (85%) e menor
freqiéncia do alelo T (15%). Na observacdo do genoétipo, houve
predominancia do gendtipo homozigoto para o alelo C, o qual ocorreu em
15 pacientes (75%) da populacdo avaliada, ao contrario do genotipo
homozigoto para o alelo T que foi observado em apenas um individuo da
populacdo analisada (5%) e do heterozigoto C/T presente em 4 (20%)

pacientes.

Tabela 5- Distribuicdo dos alelos

Total ( n=40)

Alelo C 34 (85 %)

Alelo T 6 (15 %)
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Tabela 6- Distribuicdo dos genétipos

Pacientes ( n=20)

Gendtipo C/C 15 (75%)
Gendtipo T/T 1 (5%)
Genotipo C/T 04 (20 %)

Analisando os dados dos 15 pacientes homozigotos para o alelo C
temos um total de 19 implantes, 114 sitios avaliados. Destes sitios,
verificamos que 92 (80,7%) estavam ausentes de placa, 99 (86,85%) nao
apresentavam sangramento marginal e 102 (89,47%) ndo sangravam a

sondagem Tabela 7).

Tabela 7- Condicdes clinicas dos implantes dos pacientes

homozigotos para o alelo C

Sitios Presenca Sangramento Sangramento
Periimplantares(n=114) de Placa marginal a Sondagem
22 12
Presente 15 (13,15%)
(19,3%) (10,53%)
92 102
Ausente 99 (86,85%)

(80,7%) (89,47%)
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Analisando os dados dos 5 pacientes que apresentavam em seu
genatipo o alelo T, inclui-se a avaliacdo de 6 implantes, ou seja, 36 sitios,
Observamos que em 29 sitios (80,5%) havia auséncia de placa, 36
(100%) ndo apresentavam sangramento marginal e 35 (97,22%) néao

sangravam a sondagem (Tabela 8).

Tabela 8- Condic¢des clinicas dos implantes dos pacientes sua

apresentavam o alelo C

Sitios Presenca indice Sangramento

Periimplantares(n=36) de Placa Gengival a Sondagem

Presente 7 0 1
(19,5) (0%) (2,78%)
Ausente 29 36 35

(80,5%) (100%) (97,22%)




5 Discussao

Este estudo procurou verificar a existéncia de uma relagéo entre o
polimorfismo do gene IL-1B +3954, com os niveis de IL-1B presentes no
fluido crevicular periimplantar de pacientes com prétese sobre implante
em funcdo ha pelo menos um ano.

Uma vez que os implantes e dentes avaliados apresentavam
condi¢cdes clinicas favoraveis, ndo foi observada supuragcdo em nenhum
dos sitios. Por outro lado, pudemos observar que 26 (17,4%) sitios
periimplantares e 22 (18,4%) sitios periodontais apresentavam placa
bacteriana supragengival. A persisténcia do acumulo desta placa
bacteriana pode levar a um aumento na quantidade de placa e,
consequentemente uma mudanca na microbiota da placa subgengival
(SCHOU et al., 1992, 1996), tornando esta altamente patogénica ao
desenvolvimento de doenga. O sangramento marginal, que reperesenta a
inflamacg&o marginal devido ao acumulo de placa supragengival, estava
presente em 13 (8,7%) dos sitios periimplantares avaliados e em 4 (3,4%)
dos sitios periodontais. De maneira semelhante, o sangramento a
sondagem, foi observado em 13 (8,7%) dos sitios periimplantares
avaliados e em 3 (2,5%) dos sitios periodontais. Diante destes achados,
observamos que o sangramento marginal e a sondagem nos sitios

periimplantares sdo equivalentes.
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Mesmo em condi¢cdes clinicamente saudaveis, é possivel detectar,
nos tecidos, citocinas e células contendo citocinas, pois usualmente é
encontrado um pequeno numero de células inflamatérias cronicas em
tecido gengival sadio (STAKENKO et al., 1991). Desta forma, foi
estabelecido por Alexander et al. (1996), como demonstrativo de doenca
periodontal ativa, uma concentracdo de =70 pg/uL de IL-1B no fluido
crevicular.

Neste estudo nédo foi possivel detectar IL-13 no fluido crevicular dos
sitios avaliados. A IL-1B € um mediador inflamatdrio sistémico, que pode
ser detectado no fluido de pacientes sistemicamente comprometidos por
doencas de carater inflamatdrio. Uma vez que a selecdo da amostra foi
bastante criteriosa em relacdo a inclusdo dos pacientes no estudo,
acredita-se que ndo ha fatores sistémicos que possam contribuir para a
producdo de IL-1B8. As condicdes satisfatorias dos implantes avaliados
também n&o levam a producdo de IL-1pB nestes pacientes e assim esta
citocina ndo foi detectada nos fluidos avaliados. Por outro lado,
Panagakos et al. (1996) buscaram correlacionar a concentracdo de IL-13
ndo apenas aos implantes sadios, mas nagueles que se apresentassem
acometidos pela periimplantite. Os autores demonstraram que mesmo
nos implantes clinicamente sadios, embora em pequenas concentracdes
(59.47+15.55 pg/sitio), a IL-1B é detectada no fluido crevicular. Da mesma
maneira, Kao et al. (1995) detectaram maiores concentracdes de IL-1 no

fluido crevicular de implantes acometidos pela periimplantite (385.95
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pg/uL) quando comparados a implantes sadios (120.4, pg/uL) de maneira
que a concentracdo de IL-1B nos sitios doentes € aproximadamente trés
vezes maior, mostrando uma maior especificidade a atividade de doenca
e podendo ser um indicativo para o monitoramento da doenca. Murata et
al. (2002), utilizaram como controle a coleta do fluido crevicular de dentes
saudaveis. Porém em contradicdo aos nossos achados, no qual nao foi
detectado IL-1B, estes autores encontraram uma concentracdo de
36.35+27.38 pg/uL de IL-1B no fluido crevicular gengival coletado, e uma
concentracdo de 23.87+23.35 pg/uL de IL-18 no fluido crevicular
periimplantar de implantes sadios. Em concordancia, a IL-1B pode ser
detectada em sitios periodontais clinicamente sadios (ALEXANDER et al.
1996), porém estes autores avaliaram as concentracfes de IL-13 em
pacientes que receberam tratamento periodontal e ndo encontraram
mudancas significativas na concentracdo de IL-18 antes da fase de
manutencdo, uma vez que nesta fase os pacientes apresentavam controle

de placa adequado.

A producéo da IL-1 é regulada por fatores genéticos. A presenca de
SNPs no gene IL-1B pode alterar a expressdo do genética da citocina
levando a niveis aumentados de IL-1f no fluido crevicular. A presenca do
alelo T no I6cus +3954 do gene IL-1B é menos frequente e pode estar

relacionada a maior severidade de doenca (NARES, 2003).
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Em concordancia com essa afirmativa, neste estudo o alelo T foi o
menos frequiente. De todos os alelos estudados, 34 (85 %) eram o alelo C
enguanto que apenas 6 (15 %) foram o alelo T. O gendtipo observado
com maior freqtiéncia foi o genétipo homozigoto para o alelo C (75 % dos
pacientes) Desses pacientes foram avaliados 114 sitios em 19 implantes.
Pudemos observar auséncia de placa em 92 (80,7%), auséncia de
sangramento marginal em 99 (86,85%) e auséncia de sangramento a
sondagem em 102 (89,47%). Considerando os 5 pacientes que
apresentavam o alelo T (25%) em seu genétipo, 4 (20%) eram
heterozigotos para o alelo T e 1 homozigoto), foram avaliados 36 sitios
em 6 implantes. Dos sitios avaliados, 29 (80,5%) nao apresentavam
placa, nenhum (100%) sitio apresentou sangramento marginal e 35

(97,22%) ndo sangraram a sondagem.

Sendo a placa bacteriana o fator etiolégico primario ao
desenvolvimento da periimplantite, um monitoramento do controle de
placa bacteriana mais rigoroso nos pacientes que apresentam em seu
genotipo o alelo T, pode ser interessante uma vez que estes pacientes
podem ter um desenvolvimento mais severo da doenca, uma vez que ela

ocorra.

Shimpuku et al. (2003) avaliaram o polimorfismo genético para a IL-

1, em implantes com perda Ossea precoce e idiopatica e compararam a
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controles sem perda O6ssea. Os autores ndo encontraram diferencas na

distribuicdo dos gendtipos para IL-1B +3954 entre os grupos avaliados.

De forma semelhante, Campos et al. (2005) buscaram correlacionar
o polimorfismo genético da IL-1 com a perda precoce de implantes
osseointegrados, em pacientes nao fumantes, e ndo encontraram
associacao deste tipo de perda com a presenca do alelo T no gene IL-1B

+3954.

Outros estudos encontrados na literatura (FELOUTZIS et al., 2003;
GRUICA et al.,, 2004), buscaram a influéncia do alelo T com a perda
0ssea, de maneira que este alelo foi correlacionado a destruicdo 0ssea e

a condicdo de doenca em implantes osseointegrados.

Feloutzis et al. (2003) encontraram uma correlacdo entre perda
Ossea e a presenca do alelo T, denominados gendtipo positivo. No
entanto, estes autores avaliaram a perda 0ssea em pacientes fumantes,
os quais foram divididos em fumantes pesados, fumantes moderados, ex-
fumantes e pacientes que nunca fumaram. Os pacientes fumantes
pesados, com gendtipo positivo apresentaram maiores perdas 0sseas ao
redor dos implantes osseointegrados. Em conformidade com estes
achados, Gruica et al. (2004) correlacionaram a perda Ossea em
implantes, de pacientes fumantes pesados, com a presenca do alelo T.
Diante destes achados, os autores acreditam que ha um efeito somatorio

entre a presenca do alelo T para IL-1 e o habito de fumar.
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A ocorréncia do alelo T é rara e esta relacionada a severidade de
doenca, neste estudo encontramos apenas um paciente homozigoto para
o alelo T. Como todos os pacientes selecionados apresentavam implantes
em condicfes clinicas satisfatdtias ndo foi possivel avaliar uma relacéo
entre 0 gendtipo e maior severidade de doenca. Portanto, torna-se
interessante trabalharmos com um de pacientes com implantes
clinicamente sadios e um grupo de pacientes com implantes acometidos
pela periimplantite, de maneira que possamos avaliar a condicdo de
doenca em relacdo ao gendtipo estudado. Em complementaridade, nos
pacientes com doenca teriamos um maior volume de fluido crevicular
periimplantar, com concentracbes mais elevadas de citocinas
inflamatdrias e entéo, talvez, pudéssemos encontrar uma relacéo entre o
genotipo e a concentracdo de citocina no fluido crevicular, na condicéo de

doenca.

Desta forma, para uma melhor elucidacéo da correlacédo da citocina
IL-18 no fluido crevicular periimplantar e do polimorfismo IL-1B +3954,
estudos que busquem avaliar um maior nimero de pacientes, assim como
diferentes condicdes clinicas dos implantes osseointrgrados, devem ser

realizados.



6 Conclusao

Dentro dos limites deste estudo e com base nos resultados, podemos

concluir que em implantes osseointegrados clinicamente saudaveis:

» A citocina IL-1B ndo € encontrada no fluido crevicular

periimplantar.

» O gendtipo mais frequente € o homozigoto para o alelo C

» O gendtipo homozigoto para o alelo C ndo leva a um aumento

na concentracdo de IL-13 no fluido crevicular.
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MELO, R. F. Analise da citocina IL-1B e do polimorfismo do gene IL-
1B +3954 em pacientes com implantes osseointegrados. 2006. 61f.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracao de interleucina-1 B (IL-
1B) e o polimorfismo na posicédo +3954 do gene IL-1B em pacientes com a
prétese sobre implante, em funcado, a pelo menos um ano. Vinte e cinco
implantes, clinicamente satisfatérios, foram avaliados, em vinte pacientes
saudaveis, sendo doze do género feminino e oito masculino. Exame
clinico completo foi feito em todos os implantes e em um dente em
condicdo de saude de cada paciente. Amostra do sitio com maior
profundidade de sondagem foi coletada para a quantificacdo da
concentracdo de IL-1B no fluido crevicular periimplantar/gengival. Células
da mucosa bucal foram coletadas para extracdo do DNA gendmico e
analise do polimorfismo IL-1B +3954. Nao foi detectada a presenca da
citocina IL-1B nos sitios avaliados. Na populacdo estudada houve uma
predominancia do gendtipo homozigoto para o alelo C, o qual esteve
presente em 75% dos pacientes avaliados. O gendtipo homozigoto para o
alelo T foi encontrado em apenas um (5%) paciente. Neste estudo nao
observamos uma relacdo entre a presenca do alelo T e niveis

aumentados de IL-1B no fluido crevicular.



Palavras-chave: Fluido crevicular gengival; interleucina-1; polimorfismo

(genética); implante dentério
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MELO, R. F. Evaluation of the cytokine IL-18 an the polymorphism IL-1B
+3954 in patients with osseointegrated implants. 2006. 61f. Dissertacéo
(Mestrado em Periodontia) — Faculdade de Odontologi, Universidade Estadual

Paulista, Araraquara, 2006.

Abstract

The aim of the present study was to determine interleukin-13 (IL-1B) levels and
the polymorphism IL-1B +3954 in patients with implant loaded at least for one
year. Twenty five healthy implans from twelve patients, twenty female and eight
male, were examined. Clinical parameters were recorded from all implants and
one teeth from each patient. Gingival crevicular fluid from the highest pocket
depth was collected, with PerioPaper, to evaluate the level of the IL-13. Cells
from buccal mucosa were collected for genomic DNA extraction and analyze
the polymorphism IL-1B +3954. IL-13 was not detected in any sites collected. At
the studied population we observed prevalence from negative genotype,
present in 75% of patients. The positive genotype was observed only in one
(5%) patient from the population. Negative genotype is associated with health
implants, and are nor related to elevated levels of IL-18 on the crevicular fluid.

Keywords: gingival crevicular fluid; interleukin-1; polymorphism; genotype.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracdo de interleucina-1 § (IL-1B) e o
polimorfismo na posicdo +3954 do gene IL-1B em pacientes com protese sobre
implante, com carga mastigatoria, a pelo menos um ano. Vinte e cinco implantes,
clinicamente satisfatorios, foram avaliados, em vinte pacientes saudaveis, sendo doze
do género feminino e oito masculino. Exame clinico periodontal completo foi feito em
todos os implantes e em um dente, em condicdo de salde, de cada paciente. Amostra
do sitio com maior profundidade de sondagem foi coletada para a quantificacdo da
concentracao de IL-1B no fluido crevicular periimplantar/gengival. Células da mucosa
bucal foram coletadas para extracdo do DNA gendmico e andlise do polimorfismo na
posicdo +3954 do gene IL-1B. N&o foi detectada a presenca da citocina IL-1B nos
sitios avaliados. Na populacdo estudada houve uma predominancia do genoétipo
homozigoto para o alelo C, o qual esteve presente em 75% dos pacientes avaliados. O
gendtipo homozigoto para o alelo T foi encontrado em apenas um (5%) paciente.
Neste estudo ndo observamos o genotipo homozigoto para o alelo C néo leva a um
aumento na concentragao de IL-1f3 no fluido crevicular.

Palavras-chave: Fluido crevicular gengival; interleucina-1; polimorfismo (genética);

implante dentario

INTRODUCAO

Os implantes osseoitegrados vém sendo amplamente utilizados, com alto indice
de sucesso, para a reabilitagcdo oral (ADELL et al.,, 1981; LINDQUIST et al., 1996;
MURATA et al.,, 2002) e tem sido uma alternativa preditiva a terapia protética
convencional (HANISH et al., 1997). No entanto, a faléncia destes implantes devido a
infeccdo bacteriana tem sido relatada por diversos estudos (ESPOSITO et al.,
1998a,b; LEONHARDT et al., 1999; LINDHE et al.,1992; LISTGARTEN e LAI, 1999;
SCHOU et al., 1996).

A resposta inflamatéria estimulada pela infecgé@o bacteriana resulta na producgéo
de mediadores inflamatérios como a citocina interleucina-18 (IL-1B) e interleucina-6
(IL-6), prostaglandina E, (PGE;) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a;) (DINARELLO,
1994; GEIVELIS et al., 1993; GEMMELL et al., 1997; MOGI et al., 1999). IL-13 € um
mediador quimico ativado por lipopolissacarideos (LPS) da parede celular e
metabdlitos bacterianos (PAGE, 1991; GONZALES et al., 2001; JOHNSON et al.,



1997; FENTON et al., 1988). Apresenta atividade catabdlica de destruicdo Ossea,
contribuindo para a ativacdo de osteoclastos (NEMETZ et al., 2001), assim como
atividades biologicas relacionadas ao seu papel de destruigdo tecidual na doenca
periodontal. No entanto, diferencas individuais na resposta inflamatoria e imunoldgica
a infeccdo bacteriana podem afetar a suscetibilidade do hospedeiro a doenca (PAGE
et al., 1997).

Variacbes no genoma podem ocorrer como polimorfismo, caracterizado por
variacbes na sequéncia de nucleotideos em uma posicdo especifica do DNA. A
citocina IL-1p é codificada pelo gene IL-1B que esta localizado no braco longo do
cromossomo 2 (SHIMPUKU et al., 2003). Polimorfismos presentes neste gene podem
influenciar a produc&o da IL-1B in vivo (WARLE et al., 2003) e in vitro (KORNMAM e di
GIOVINE., 1998). O gene IL-1B possui dois SNP em sua regido promotora, IL-1B -31
(TAYLOR et al., 2004) e IL-1B -511 (di GIOVINE et al, 1992) e um SNP no exon 5, IL-
1B +3954 (GUASCH et al.,, 1996). O polimorfismo IL-1B +3954 parece ter maior
influéncia na expressdo do gene, levando a niveis aumentados de IL-18 no fluido
crevicular (ROGERS et al., 2002). A presenc¢a do alelo T no gene IL-1B+3954 € mais
frequiente em pacientes periodontalmente comprometidos, quando comparada aos
controles saudaveis (ROGERS et al., 2002).

O objetivo deste estudo foi avaliar a concentracdo de IL-1p presentes no fluido
crevicular periimplantar e o polimorfismo do nucleotideo +3954 do gene IL-1B em

pacientes com protese sobre implante sob funcéo a pelo menos um ano.

METODOLOGIA

Selecdo da amostra

A populacdo avaliada neste estudo foi composta por 20 individuos desdentados
parciais, entre 26 e 71 anos, de ambos o0s sexos, 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 pacientes deveriam apresentar boas condicbes de salde, com histéria
médica negativa para doengas cronicas como as cardiovasculares, hepatite, febre
reumatica, asma, diabetes, desordens imunes e sangliineas, histéria negativa de
antibioticoterapia ou uso de antiinflamatérios esteréides ou néo-esterdides nos 6
meses antecedentes ao estudo. Ainda, foram excluidos pacientes fumantes, mulheres
gravidas ou lactantes. As proteses sobre implantes parafusadas deveriam ter auséncia

de quebra ou soltura do parafuso e as cimentadas ndo poderiam estar soltas e, 0s



implantes deveriam apresentar profundidade sondagem até 3mm, e ndo deveriam ter
supuracao, mobilidade e/ou evidéncia de perda 0ssea radiogréfica.

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Todos os participantes foram
esclarecidos sobre os propositos do estudo e confirmaram sua aceitagdo mediante
assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Para os exames
realizados, foi também selecionado o dente homélogo ao implante, para controle. No
caso do dente homologo estar com evidéncias clinicas de doenca periodontal, estar
ausente ou estar restaurado, o dente saudavel mais préximo ao homologo foi
selecionado.

Procedimentos Clinicos

O exame clinico foi realizado, por um Unico examinador, tanto nos implantes
quanto em um dente do paciente, com a utilizacdo da sonda periodontal Plastica
Colorvue PCVNCKIT6 (Hu-Friedy Mfg. Inc — Chicago, IL- EUA). Uma ficha clinica
especifica (Anexo 2) foi utilizada para anotacdo dos seguintes parametros: indice de
placa dicotomizado (Ainamo & Bay, 1975); indice de sangramento marginal modificado
(Mombelli & Lang, 1994); sangramento a sondagem. As analises foram realizadas em
seis pontos (sitios) por implante/dente. O sitio com maior profundidade de sondagem
foi selecionado para coleta do fluido crevicular.

Andlise do fluido crevicular

A coleta do fluido crevicular foi realizada uma semana ap6s os exames clinicos
para evitar interferéncia devido a sondagem.

O sitio a ser coletado foi isolado com roletes de algodao ou gaze estéril e a placa
supragengival removida. A regido foi seca com jato de ar e ap6s 30 segundos o fluido
crevicular gengival e periimplantar foram coletados. O fluido foi coletado utilizando-se
fitas de papel absorvente —Periopaper (Oraflow Inc.) - que foram introduzidos na bolsa
gengival/periimplantar, em direcdo apical, até sentir resisténcia, permanecendo entdo
no local por 30 segundos. Os papéis visualmente contaminados com saliva e/ou
sangue foram descartados. O volume de fluido coletado foi mensurado imediatamente
apos a coleta com o auxilio do Periotron 6000 (Oraflow Inc.).

As amostras foram armazenadas em tubos apropriados contendo uma solucéo
de tampao fosfato salina (PBS— NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na,HPO, 10mM; KH,PO,
2mM, pH 7,4) adicionado de albumina de soro bovino (BSA, 1mg/mL), antipaina
(1pg/mL), aprotinina (1pg/mL), leupeptina (1pg/mL), N-ethylmaleimida (1mM) e N-
Dodecyl-N, N-Dimethyl-3-Ammonio-1-propanesulfonato (50ug/mL) (Johnson et al.,
1997) e entdo congeladas a uma temperatura de -20°C para posterior analise. As

amostras do fluido coletado foram descongeladas e agitadas em vortex. A



guantificac@o da IL-18 foi realizada utilizando-se um kit enzimatico para imunoensaio
(ELISA) especifico para interleucina humana (Hu IL-1B - BioSource International) e o

teste realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Andlise do polimorfismo genético

Células da mucosa bucal de todos os pacientes foram coletadas de acordo com
0 protocolo descrito por Trevilatto e Line, 2000. O DNA foi purificado utilizando o
protocolo fenol/cloroformio. O DNA extraido das células de bochecho foi utilizado
como molde, em uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada em
termociclador convencional (GeneAmMp®PCR System 9700) utilizando o protocolo e os
0s seguintes oligonucleotideos especificos, descritos por Kornman et al., 1997:

5'- CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA -3
5'-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG -3’

A enzima de restricdo Taq |, 2 unidades, (New England BioLabs) foi utilizada
para a digestdo dos produtos de PCR, durante uma noite, a 67°C. O produto total do
PCR/RFLP (18uL) foi adicionado de 2 pL de tampao de amostra e submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Para a visualizacdo dos fragmentos de
restricdo o gel foi corado com nitrato de prata. Esta andlise de restricdo apresenta o
seguinte padréo de bandas:

alelo C= 12pb+85pb+97pb
alelo T= 12pb+182pb

RESULTADO

Foi selecionado um total de 20 pacientes, dos quais 12 (60%) sdo do género
feminino e 8 (40%) sdo o género masculino. A idade média dos pacientes € de 46,1
anos, sendo que e a idade média para os pacientes do género feminino é de 46,58
anos, e para os pacientes do género masculino a idade média é de 51 anos.

Foi avaliado um total de 25 implantes, dos quais 8 estavam em regido anterior de
maxila, 9 na regido posterior de maxila, 1 na regido anterior de mandibula e 7 na
regido posterior de mandibula. Todos os implantes avaliados foram classificados como
saudaveis uma vez que ndo apresentavam caracteristicas de dor, mobilidade,
supuracao ou evidéncia de perda éssea radiogréfica.

As amostras do fluido crevicular analisadas neste estudo ndo continham IL-13 ou
possuiam quantidade inferior ao limite de deteccéo do Kit utilizado, ou seja, inferior a 1

ng/uL.



Nos individuos investigados foi observada maior freqiiéncia do alelo C (85%) e
menor freqiéncia do alelo T (15%). Na observacao do genotipo, houve predominancia
do gendtipo homozigoto para o alelo C, o qual ocorreu em 15 pacientes (75%) da
populacdo avaliada, ao contrario do genétipo homozigoto para o alelo T que foi
observado em apenas um individuo da populacdo analisada (5%) e do heterozigoto

C/T presente em 4 (20%) pacientes.

Tabela 1- Distribuicdo dos alelos

Total ( n=40)
Alelo C 34 (85 %)
Alelo T 6 (15 %)

Tabela 2- Distribuicdo dos genétipos

Pacientes ( n=20)

Gendtipo C/C 15 (75%)
Gendtipo T/T 1 (5%)
Gendtipo C/T 04 (20 %)

Analisando os dados dos 15 pacientes homozigotos para o alelo C temos um
total de 19 implantes, 114 sitios avaliados. Destes sitios, verificamos que 92 (80,7%)
estavam ausentes de placa, 99 (86,85%) ndo apresentavam sangramento marginal e

102 (89,47%) ndo sangravam a sondagem Tabela 3).

Tabela 7- Condic@es clinicas dos implantes dos pacientes homozigotos

para o alelo C

Sitios Presenca Sangramento Sangramento
Periimplantares(n=114) de Placa marginal a Sondagem
22 12
Presente 15 (13,15%)
(19,3%) (10,53%)
92 102
Ausente 99 (86,85%)

(80,7%) (89,47%)




Analisando os dados dos 5 pacientes que apresentavam em seu genotipo o alelo
T, inclui-se a avaliacdo de 6 implantes, ou seja, 36 sitios, Observamos que em 29
sitios (80,5%) havia auséncia de placa, 36 (100%) ndo apresentavam sangramento

marginal e 35 (97,22%) ndo sangravam a sondagem (Tabelas 4).

Tabela 4- Condic¢des clinicas dos implantes dos pacientes sua

apresentavam o alelo C

Sitios Presenca indice Sangramento

Periimplantares(n=36) de Placa Gengival a Sondagem

Presente 7 0 1
(29,5) (0%) (2,78%)
Ausente 29 36 35
(80,5%) (100%) (97,22%)
DISCUSSAO

Neste estudo n&o foi possivel detectar IL-18 no fluido crevicular dos sitios
avaliados. A IL-13 € um mediador inflamatério sistémico, que pode ser detectado no
fluido de pacientes sistemicamente comprometidos por doencas de carater
inflamatério. Uma vez que a selecdo da amostra foi bastante criteriosa em relagéo a
inclusdo dos pacientes no estudo, acredita-se que nao ha fatores sistémicos que
possam contribuir para a producdo de IL-1B. As condicBes satisfatérias dos implantes
avaliados também ndo levam a producdo de IL-1B nestes pacientes e assim esta
citocina ndo foi detectada nos fluidos avaliados. Por outro lado, Panagakos et al.
(1996) buscaram correlacionar a concentracdo de IL-18 ndo apenas aos implantes
sadios, mas naqueles que se apresentassem acometidos pela periimplantite. Os
autores demonstraram que mesmo nos implantes clinicamente sadios, embora em
pequenas concentracdes (59.47+15.55 pg/sitio), a IL-1p é detectada no fluido
crevicular. Da mesma maneira, Kao et al. (1995) detectaram maiores concentracdes

de IL-1B8 no fluido crevicular de implantes acometidos pela periimplantite (385.95



pg/uL) quando comparados a implantes sadios (120.4, pg/uL) de maneira que a
concentracdo de IL-1B nos sitios doentes é aproximadamente trés vezes maior,
mostrando uma maior especificidade a atividade de doenca e podendo ser um
indicativo para 0 monitoramento da doenca. A producdo da IL-1B é regulada por
fatores genéticos. A presenca de SNPs no gene IL-1B pode alterar a expressdo do
genética da citocina levando a niveis aumentados de IL-1B no fluido crevicular. A
presenca do alelo T no lécus +3954 do gene IL-1B é menos freqliente e pode estar

relacionada a maior severidade de doenc¢a (NARES, 2003).

Em concordancia com essa afirmativa, neste estudo o alelo T foi 0 menos
freqlente. De todos os alelos estudados, 34 (85 %) eram o0 alelo C enquanto que
apenas 6 (15 %) foram o alelo T. O genotipo observado com maior freqiéncia foi o
genadtipo homozigoto para o alelo C (75 % dos pacientes). Outros estudos encontrados
na literatura (FELOUTZIS et al., 2003; GRUICA et al., 2004), buscaram a influéncia do
alelo T com a perda 0ssea, de maneira que este alelo foi correlacionado a destruigédo

0ssea e a condigdo de doenca em implantes osseointegrados.

A ocorréncia do alelo T é rara e esté relacionada a severidade de doenca, neste
estudo encontramos apenas um paciente homozigoto para o alelo T. Como todos os
pacientes selecionados apresentavam implantes em condi¢des clinicas satisfatotias
ndo foi possivel avaliar uma relagdo entre o gendtipo e maior severidade de doenca.
Portanto, torna-se interessante trabalharmos com um de pacientes com implantes
clinicamente sadios e um grupo de pacientes com implantes acometidos pela
periimplantite, de maneira que possamos avaliar a condi¢cdo de doenca em relacdo ao

genatipo estudado.
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