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Resumo

Obijetiva-se verificar, através de um estudo tipo série de casos, a associacao do polimorfismo
do gene IL-1p [regido +3954(T\C)] e do gene IL-6 [regido -174(G\C)] ao insucesso de implantes
dentérios. Noventa e quatro pacientes, de ambos 0s sexos, reabilitados com cento e noventa e
quatro implantes dentarios Straumann® (Waldenburg, Switzerland) foram avaliados clinica e
radiograficamente para os seguintes parametros: mobilidade, queixas subjetivas persistentes,
infeccdo peri-implantar recorrente com supuracéo, radiolucéncia continua ao redor do implante,
profundidade de sondagem > Smm e sangramento a sondagem. Se 0 implante apresentasse
algum destes parametros, era considerado como insucesso ou falha e os que ndo apresentaram
foram considerados como sucesso. Células da mucosa jugal foram coletadas para a analise do
polimorfismo dos genes IL-15 e IL-6 através da reacdo em cadeia da polimerase pela técnica
do comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Dentre os implantes avaliados,
28,35% apresentaram insucesso. Ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante
entre o grupo de falha\insucesso dos implantes em relacdo ao genotipo dos genes IL-15 e IL-6.
Dentro dos limites desta pesquisa, pode-se concluir que ndo existe associacdo entre o
polimorfismo genético especifico e falha do implante dentario em termos de complicacfes
biologicas na populagdo estudada. Estudos longitudinais adequadamente alimentados s&o

necessarios para fornecer mais informagdes.

Palavras-chave: Implantes Dentarios. Peri-implantite. Polimorfismo Genético. Interleucina-1.

Interleucina-6.
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Abstract

To verify, through a case series study, the association of the polymorphism of the IL-15 gene
[+3954 region (T \ C)] and the IL-6 gene [-174 region (G \ C)] to the failure of dental implants.
Ninety-four patients of both genders, rehabilitated with one hundred ninety-four dental implants
Straumann® (Waldenburg, Switzerland) were evaluated clinically and radiographically for the
following parameters: mobility, persistent subjective complaints, recurrent peri-implant
infection with suppuration, the continuous radiolucent around the implant, probing depth > 5
mm and bleeding on probing. If the implant submit any of the parameters was considered as
failures or crashes, and those who had not were considered successful. Cells from the oral
mucosa for analysis of polymorphism of IL-/f and IL-6 genes by polymerase chain reaction
technique for the length of the restriction fragment was collected (PCR-RFLP). Among the
implants reviews, 28,35% were unsuccessful. No statistically significant difference was found
between the failure group \ failure of implants in relation to the genotype of IL-/f and IL-6
genes. Within the limits of this research, it can be concluded that there is no association between
specific genetic polymorphisms and dental implant failure in terms of biological complications
in this population. Adequately powered longitudinal studies are needed to provide more

information.

Keywords: Dental Implants. Peri-implantitis Disease. Genetics Polymorphism. Interleukin-1.

Interleukin-6.
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1 INTRODUCAO

Implantes dentérios sdo considerados como uma modalidade de tratamento eficaz e
previsivel para a reabilitacdo estética de pacientes totalmente e parcialmente desdentados
(Bornstein et al. 2008). O sucesso clinico desse tratamento € baseado no principio da integracdo
0Ossea.

A osseointegracao apresenta resultados previsiveis e estaveis ao longo do tempo, garantindo
um alto indice de sucesso no tratamento com implantes dentarios, entre 85-94% apds 10 anos
(Holm-Pedersen et al. 2007), de 90-95% por periodos de 5-10 anos (Berglundh et al., 2002;
Roos-Jansaker et al., 2006a), porém falhas ainda ocorrem. Perda precoce dos implantes foi
relatada em 1-7% dos casos e a perda tardia, com um acompanhamento de 5-14 anos, ocorreram
em 2-13% dos implantes (Loss et al., 2008). Com o aumento do nimero desse procedimento
ao longo dos ultimos anos, torna-se cada vez mais frequente a existéncia de insucesso nos
implantes e complicac@es relacionadas (Levin, 2010). A percentagem do sucesso do implante
diminui para aproximadamente 61% quando critérios mais bem definidos sdo utilizados para se
considerar um implante como bem sucedido (exemplo: o plano de tratamento original é
realizado como pretendido sem complicacfes, todos os implantes colocados permanecem
estaveis e funcionando sem problemas, os tecidos duro e mole peri-implantares estdo saudaveis
e tanto o paciente quanto o profissional estdo satisfeitos com os resultados) (Pjetursson et al.,
2012).

O éxito da osseointegracao depende de fatores bioldgicos (infecgdo, peri-implantites, perda
6ssea na auséncia de infecgdo) e técnicos (sobrecarga, fratura do dispositivo) (Salvi & Bragger,
2009). ComplicacBes bioldgicas sdo processos que afetam os tecidos duros e moles que
suportam o implante (Lang & Berglundh, 2011). Doenca peri-implantar € um resultado dessa
complicagdo e pode ser definida como alteracéo inflamatdria nos tecidos subjacentes ao local
do implante; dois estados dessa doenga sdo descritos na literatura: mucosite peri-implantar
(inflamacéo restrita @ mucosa peri-implantar) e peri-implantite (inflamacéo peri-implantar com
perda 6ssea adicional) (Lang & Berglundh, 2011; Garg, 2010).

As complicacgdes biologicas tendem a agrupar um subconjunto de individuos ao invés de
serem distribuidos aleatoriamente na populacdo, sendo assim, a resposta individual do
hospedeiro pode ter um papel determinante para o sucesso do implante (Tonetti, 1999; Franson
et al., 2005; Roos-Jansaker, et al. 2006a; Fransson et al., 2010). A resposta
inflamatdria individual frente a agressao bacteriana pode ocasionar a paralisacdo (resposta anti-

inflamatdria — protetora) ou a evolugdo da doenga (resposta pré-inflamatoria — destrutiva)
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(Stashenko et al., 2005). Um fator importante a ser considerado é que essa resposta €
coordenada pela caracteristica genética. Por isso, estudos explorando o padrdo genético
individual como forma de justificar a etiologia de doencas peri-implantares tém sido o foco de
trabalhos recentes.

O polimorfismo genético é caracterizado como a ocorréncia de multiplos alelos em um lécus,
no qual pelo menos um alelo aparece em 1% da populacéo (Taylor et al., 2004). Polimorfismos
nos genes responsaveis pela resposta inflamatdria tém mostrado grande relevancia para o futuro
clinico da Periodontia e da Implantodontia. Sendo assim, esse estudo tem o objetivo de avaliar
a associagédo entre polimorfismos de genes produtores das citocinas [interleucina 1 (IL-1) e

interleucina 6 (IL-6)] ao insucesso de implantes dentérios.



POLIMORFISMO NOS GENES IL-1 E IL-6 E O INSUCESSO
DE IMPLANTES DENTARIOS
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2 POLIMORFISMO NOS GENES IL-1 E IL-6 E O INSUCESSO DE IMPLANTES
DENTARIOS

Implantes dentarios sdo considerados uma modalidade de tratamento eficaz e previsivel para
a reabilitacdo funcional e estética de pacientes totalmente ou parcialmente desdentados
(Bornstein et al. 2008). O sucesso clinico desse tratamento é baseado no principio da
osseointegracdo, a qual tem apresentado resultados estaveis ao longo do tempo, garantindo um
alto indice de sucesso, entre 85-94% apos 10 anos (Holm-Pedersen et al. 2007), de 90-95% por
periodos de 5-10 anos (Berglundh et al.2002; Roos-Jansaker et al. 2006), porém falhas ainda
ocorrem. Perda precoce dos implantes foi relatada em 1-7% dos casos e a perda tardia, com um
acompanhamento de 5-14 anos, ocorreram em 2-13% dos implantes (Loss et al. 2008). Com o
aumento do numero desse procedimento ao longo dos ultimos anos, torna-se cada vez mais
frequente a existéncia de insucesso e complicacdes relacionadas aos implantes dentarios (Levin
2010).

3 APRESENTACAO

O éxito da osseointegracao depende de fatores bioldgicos e técnicos a saber: infecgéo,
peri-implantites, perda 6ssea na auséncia de infeccdo, sobrecarga, fratura do dispositivo,
respectivamente (Salvi & Bragger 2009). Complicacdes bioldgicas sdo processos que afetam
tanto os tecidos duros quanto os tecidos moles que suportam o implante (Lang & Berglundh
2011). A doenca peri-implantar (DPI) é um resultado dessas complicac6es e dois estados desta
doenca sdo descritos na literatura: mucosite (inflamacdo restrita @ mucosa peri-implantar) e
peri-implantite (inflamacdo peri-implantar com perda Ossea adicional) e ocorrem
principalmente devido a presenca de bactérias com consequente resposta imune do hospedeiro
(Garg, 2010; Lang & Berglundh 2011). Essa resposta pode ser regulada, positiva ou
negativamente, por uma série de fatores como doencas, medicamentos, hormonios sistémicos,
citocinas locais [interleucinas (IL-1 e IL-6)], fatores de crescimento (TNF), mediadores do
metabolismo 6sseo (RANK) (Baioni et al. 2008; Soedarsono et al. 2006) e polimorfismos
genéticos (Kornman et al. 1997).

A interleucina 1 (IL-1) e a interleucina 6 (IL-6) sdo citocinas pro-inflamatdrias,
produzidas por estimulo de produtos bacterianos, injarias traumaticas ou diferentes antigenos,
que podem conduzir a destruicdo do tecido conjuntivo gengival e do tecido
0sseo, séo consideradas marcadores associadas a DPI (Kornman et al. 1997; Page et al. 1997).
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As complicacbes bioldgicas tendem a agrupar um subconjunto de individuos ao invés
de serem distribuidos aleatoriamente na populacdo, sendo assim, a resposta individual do
hospedeiro pode ter um papel determinante para o sucesso do implante (Tonetti, 1999; Fransson
et al. 2005; Roos-Jansaker et al. 2006). Esse fenbmeno pode ser devido ao polimorfismo
genético, o qual é definido como sendo uma variagdo genética na sequéncia de alelos, na
sequéncia de bases de nucleotideos ou na estrutura cromossémica, que ocorre com uma
frequéncia maior que 1% na populagéo. O tipo de polimorfismo mais frequente é o de Unica
base, conhecido como Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polimorphism —
SNP), que consiste em uma variagdo da identidade de um nucleotideo singular em um sitio
particular do genoma (Wilson et al. 1997; Fishman et al. 1998; Asensi et al. 2003; Gruica et al.
2004). Os genes que codificam as citocinas apresentam consideravel polimorfismo, muitos dos
quais influenciam na resisténcia a infeccBes e na susceptibilidade a diversas enfermidades e
podem ocasionar uma producdo irregular dessas proteinas (Knight 1999).

Polimorfismos nos genes responsaveis pela resposta inflamatdria tém mostrado grande
relevancia para o futuro clinico da Periodontia e da Implantodontia. Sendo assim, este estudo
teve o objetivo de avaliar a associacdo entre polimorfismos de genes IL-15 e IL-6 a0 iNnSUCesSo

de implantes dentérios.
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4 MATERIAS E METODOS

Foi realizado um estudo tipo série de casos, no periodo compreendido entre margo e
agosto de 2012 na Clinica de P6s-Graduacdo da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, Brasil. A populacdo avaliada foi composta por 106 pacientes,
porém ndo foi possivel verificar a amplificacdo do DNA de 12 individuos. Sendo assim, a
amostra foi composta por 94 pacientes parcialmente edéntulos, de ambos os sexos, reabilitados
com 194 implantes dentarios. Os critérios de inclusdo adotados foram: idade > 18 anos, ser
usuario de implantes osseointegrados Straumann® (Waldenburg, Switzerland) com carga
superior a um ano, apresentando boas condi¢des de satde, sem histéria médica para doencas
crénicas como cardiovasculares e diabetes. Adotou-se 0s seguintes critérios de exclusdo:
pacientes fumantes, gravidas e nutrizes.

Todos os envolvidos na pesquisa consentiram previamente a sua incluséo no estudo por
meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE I), o
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco
sob protocolo 20932\2012 (ANEXO I1).

Avaliacdo Clinica e Radiogréfica

Todos os pacientes foram avaliados por um pesquisador previamente calibrado (kappa = 1

intra-examinador) utilizando uma sonda periodontal milimetrada do tipo Carolina do Norte (Trinity®,

Sédo Paulo, Brasil). Mensuracdes de profundidade de sondagem (PS) e perda de inser¢éo clinica (PIC)

foram registrados em quatro pontos (mesial, distal, lingual e vestibular) ao redor de cada implante.

Foi registrada a presencga ou auséncia de mobilidade e realizado exame radiografico periapical pela

técnica intrabucal do paralelismo com auxilio de um posicionador (Apéndice I1).

Foram aplicados os critérios agrupados por Ong et al. (2008) que incluiu as seguintes

defini¢cdes de sucesso nos implantes (incluindo mudanca no nivel 6sseo):

1. Auséncia de mobilidade (Buser et al. 1990);
2. Auséncia ou persisténcia de queixas subjetivas (dor, sensacdo de corpo-estranho e ou
disestesia) (Buser et al. 1990);

3. Auséncia ou recorréncia de infeccao peri-implantar com supuracéo (Buser et al. 1990);
4. Auséncia da radioluscéncia continua ao redor do implante (Buser et al. 1990);



28

5. Nenhuma profundidade de sondagem (PS) > 5mm (Mombelli & Lang 1994, Bragger et

al. 2001);

6. Auséncia de sangramento a sondagem (SS) (Mombelli & Lang 1994);
7. ApOs o primeiro ano de uso, a perda Ossea vertical anual ndo deve exceder 0,2mm

(mesialmente ou distalmente) (Albrektsson et al. 1986, Albrektsson & Isidor 1994).

Os implantes foram considerados como sucesso quando ndo apresentavam nenhuma das
caracteristicas acima. Quando houve a presenca de qualquer um dos critérios acima, o implante
era considerado como insucesso. Diante disso, 0s pacientes que apresentaram uma ou mais
dessas caracteristicas em quaisquer dos seus implantes foram alocados no grupo

insucesso\falha. Os que ndo apresentaram, foram reunidos no grupo sucesso.

Obtencdo das Amostras e Isolamento do DNA Gendmico

Procedeu-se a coleta de células da descamagdo da mucosa jugal com o auxilio de um
citobrush (Kolplast ci Ltda), estas células foram transportadas para um tubo tipo eppendorf
contendo 1ml de solucdo salina e armazenadas a -20°C para posterior extracdo e analise do
DNA.

O DNA foi extraido das amostras utilizando-se o Kit QlAamp DNA [Qiagen®] (Hilden,
Alemanha), de acordo com as especificacdes do fabricante. Ap6s a extracdo, o DNA foi

mantido a -20°C até o processamento por PCR.

Processamento através da Técnica de PCR para o Gene IL-18

As reacdes para PCR foram preparadas utilizando o conjunto de reagentes TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) com 0 seguinte parametro:
oul de agua, 1ul de primer foward, 1ul de primer reverse, 10ul de Master Mix e 2ul de DNA
da amostra, sendo 20l 0 volume final. Em todas as reagdes de amplificagéo, foi utilizada uma
reacdo da amplificacdo sem amostra de DNA como
controle negativo para verificagdo da possibilidade de contaminagdo. (Newton et al. 1997).

Para determinacdo do polimorfismo da regido do gene IL-/p, foram utilizadas as
sequéncias de oligonucleotideos: forward (5’CTCAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA-3’) e
reverse (5’-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’) que flanqueiam a regido +3954 do éxon 5

deste gene (Aparicio et al. 2010). Esse polimorfismo pode alterar a sequéncia proteica e
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influenciar a fung&o bioldgica da citocina, o que justifica a escolha desse 16cus (Taylor et al.
2004). As condigdes de amplificagdo foram as seguintes: 12 fase - “hot start” (95° C por 4
minutos); 22 fase — dividida em trés etapas e realizada por 35 ciclos — 1) desnaturacdo do DNA
alvo por agquecimento (95°C por 30 segundos), 2) anelamento do primer (60°C por 45
segundos), 3) extensdo (72° C por 45 segundos); e 32 fase - extenséo final (72° C por 5 minutos).

Para a analise do polimorfismo pela técnica da restricdo do fragmento (RFLP), os
produtos da amplificacdo (194pb) foram digeridos num volume final de 10ul, contendo 6,0pl
do amplicon, 1U BSA (INVITROGEN), 2U de enzima de restricdo Tagl (INVITROGEN) e
1X tampéo de enzima de restricdo Taqgl (INVITROGEN) durante 4 horas a 65°C, em banho-
maria. Em seguida, as amostras digeridas foram coradas com Blue Green Loading Dye (LGC),
e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 3%, a massa molecular padrdo 100pb ladder
(LGC Biotecnologia, Brasil) foi incluida na corrida da eletroforese. Posteriormente, foram
visualizadas em luz ultravioleta, e fotografadas para identificacdo dos seguintes padrdes de
bandas: 86pb e 108pb individuos TT, 194pb individuos CC e 86pb, 108pb e 194pb individuos
TC (FIGURA 1).

Processamento através da Técnica de PCR para o Gene IL-6

As reacOes da PCR foram preparadas utilizando o conjunto de reagentes TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) com o0 seguinte parametro:
oul de agua, 1ul de primer foward, 1ul de primer reverse, 10ul de Master Mix e 2ul de DNA
da amostra, sendo 20l 0 volume final. Em todas as reagdes de amplificagéo, foi utilizada uma
reacdo da amplificacdo sem amostra de DNA como controle negativo para verificacdo da
possibilidade de contaminacdo. (Newton et al. 1997).

Para a amplificacdo da regido promotora -174 do gene IL-6 foram utilizados os
oligonucleotideos: sequéncia forward (5'- TTG TCA AGA CAT GCC AAAGTG -3") e reverse
(5"- TCAGAC ATC TCC AGT CCT ATA -3").

As condicOes de amplificagdo foram as seguintes: 12 fase - “hot start” (94° C por 3
minutos); 22 fase — dividida em trés etapas e realizada por 40 ciclos — 1) desnaturacdo do DNA
alvo por aguecimento (94°C por 30 segundos), 2) anelamento do primer (58°C por 30
segundos), 3) extensdo (72° C por 35 segundos); e 3? fase - extensao final (72° C por 3 minutos).

Para a analise do polimorfismo pela técnica da restricdo do fragmento (RFLP), os

produtos de amplificacdo foram digeridos num volume final de 10ul, contendo 6,0ul do
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amplicon, 1U BSA (INVITROGEN), 2U de enzima de restrigdo Hsp92ll (PROMEGA,
Madison, W1, USA) e 1X tampéo de enzima de restricdo Hsp921l (PROMEGA, Madison, WI,
USA), overnight a 37°C, em banho-maria. (Asano et al. 2013) Ap0s essa etapa, 10ul dos
produtos da PCR foram adicionados a 4ul do corante fluorescente gel red (Biotium, Brasil) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%, a massa molecular padrdo 100pb ladder
(LGC Biotecnologia, Brasil) foi incluida na corrida da eletroforese. Posteriormente, as corridas
de eletroforese foram visualizadas em luz ultravioleta e fotografadas para identificacdo dos
seguintes padrbes de bandas: 244pb e 56pb individuos GG, 244pb, 133pb, 111pb e 56pb
individuos GC e 133pb, 111pb e 56pb individuos CC (FIGURA 2).

Andlises Estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando o software SPSS verséo 20 para Windows. O
teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar frequéncias dos genétipos (GG, GC e CC) e
alelos (C e G) para o gene IL-6 (-174 G/C) e comparar as frequéncias dos gendtipos (TT, TC e
CC) e alelos (T e C) para o gene IL-1p (+3954 T/C) entre os resultados do implante, e para
estimar o equilibrio de Hardy-Weinberg. O odds ratio (OR) e intervalo de confianca com 95%
de confianga (IC) foram calculados em relacdo ao resultado do implante. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05). As comparacGes entre os critérios de mobilidade,
queixa subjetiva, infeccdo com supuragdo, radiolucéncia, sondagem > Smm, sangramento a
sondagem, perda 6ssea vertical anual com o resultado do implante foram feitos pelo teste Exato

de Fisher. Os dados foram expressos em valores absolutos e relativos.



31

5 RESULTADOS

O estudo foi realizado com 94 pacientes com idade média de 53,6 anos, sendo 67% do
sexo feminino. Reabilitados com o total de 194 implantes dentarios, dos quais 47,4% tinham
proteses sobre implantes funcionais entre 1 a 5 anos (Tabela 01). Os individuos foram alocados
em dois grupos, o grupo insucesso foi composto por 43 pacientes e 0 grupo sucesso, com 51
pacientes. Sendo assim, 45,7% da populacdo estudada apresentou insucesso em um ou mais
implantes dentarios avaliados.

No estudo do genoétipo para o gene IL-1p, verificou-se que genotipo TT foi o mais
frequente (60,9% da populagdo), seguido pelo TC (33,3%) e o genétipo CC foi 0 menos
frequente (5,7%). Em relacdo aos alelos, o alelo T estava presente em 77,6% dos individuos
(Tabela 01).

Para o gene IL-6, verificou-se que o gendétipo GG apresentou maior frequéncia (55,4%),
seguido pelo GC (39,8%) em contrapartida, o genétipo CC foi 0 menos encontrado (4,8%). Em
relacdo aos alelos, o alelo G estava presente em 75,3% da populacéo (Tabela 01).

Em relacdo aos implantes dentarios, 28,35% apresentou insucesso. Dentre os critérios,
0S que apresentaram associagdo estatisticamente significante ao grupo insucesso foram:
radiolucéncia (p=0,000), sondagem > Smm (p=0,000), sangramento a sondagem (p=0,000) e
perda dssea vertical anual (p=0,000) (Tabela 02), sendo as maiores causas de falhas nos

implantes da populacéo estudada.

Freguéncia do Polimorfismo no Gene IL-15 e Insucesso de Implantes Dentarios

Quando comparadas as frequéncias genotipicas na regido do gene IL-74 (+3954 T\C)
entre 0 grupo de sucesso e 0 grupo insucesso, a partir do genotipo de referéncia TT, ndo foi
possivel verificar diferenca significante em relacdo aos genétipos TC e CC (p > 0,05). Em
relacdo a distribuicdo das frequéncias alélicas, também ndo foi possivel verificar diferenca
significante (p > 0,05) (Tabela 03).

Quanto aos critérios referidos como maiores causas para 0 insucesso dos implantes
(radiolucéncia, sondagem > Smm, sangramento a sondagem e perda 6ssea vertical anual), houve
associacao estatisticamente significante do gen6tipo TC ao critério
sangramento a sondagem, sugerindo que os individuos que apresentam este gendétipo foram

mais suscetiveis a apresentar esta falha no implante dentario (Tabela 04).
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Freguéncia do Polimorfismo no Gene IL-6 e Insucesso de Implantes Dentérios

Foram comparadas as frequéncias genotipicas do polimorfismo na regido do gene IL-6
(- 174 G/C) com o grupo insucesso dos implantes dentarios. Observou-se que ndo houve
diferenga significante (p > 0.05, tanto para o gen6tipo GC quanto para o gendtipo CC em relagéo
ao gendtipo de referéncia, GG) (Tabela 05). A partir da distribui¢do das frequéncias alélicas,
ndo foi possivel verificar diferenca significativa (p > 0,05) (Tabela 05).

Dos critérios referidos como as maiores causas para 0 insucesso dos implantes, ndo

houve associagao estatisticamente significante aos genotipos.
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6 DISCUSSAO

Enquanto a DPI tem uma etiologia multipla, a resposta do hospedeiro frente a agresséo
bacteriana parece ser um denominador comum nas doengas peri-implantares. Conforme o
entendimento sobre Genética avanca, fica mais claro que a resposta do hospedeiro frente a
invasdo bacteriana, ao processo inflamatério, a destruigdo tecidual e a reparacdo dos tecidos séo
mediadas por um complexo de interacdo gene-gene e gene-fator ambiental. Ha evidéncias que
falhas em implantes dentarios em certos subconjuntos de individuos (Ekfeldt et al. 2001; Hutton
et al. 1995) podem indicar que caracteristicas especificas do hospedeiro, como fatores
genéticos, comprometem o processo de osseointegracao (Santos et al. 2002).

A presenca de polimorfismos de base unica (SNPs) em genes de citocinas do sistema
imunoldgico é considerada um fator importante para a diversidade genética do hospedeiro, pois
influencia a capacidade de sua produgéo, resultando na alteragéo da transcricao e expresséo de
genes de citocinas (Chen et al. 2010). Esses polimorfismos podem, também, funcionar como
um fator para predisposicdo ao desenvolvimento de doencas de acordo com a expressao das
interleucinas (Marcos et al. 2009; Poli et al. 2002). Desta forma, pesquisas sobre polimorfismos
genéticos sdo capazes de auxiliar na compreensdo de fatores determinantes para o prognostico
de pacientes. A IL-1 e a IL-6 tém papel importante na resposta imunoldgica-inflamatdria
(Abbas 2008). Uma forte evidéncia entre a associa¢do do polimorfismo genético do gene IL-1f
(+3953) e IL-1A (-889) e perda\falha de implantes foi encontrada por Liao et al. (2014) em uma
meta-andlise, a qual avaliou 13 estudos 0s quais avaliaram a associacao entre os polimorfismo
do gene IL-1 e o insucesso de implantes dentarios , segundo os autores, 0 genotipo do gene IL-
1A(-889) e IL-1p (+3954) foram associados ao aumento do risco de insucesso\perda de
implantes dentarios (OR 1.76, 95 % CI 1.21-2.57) e ao aumento do risco de peri-implantites
(OR 2.34, 95 % CI1 1.03-5.33).

Para avaliar a utilidade dessa associacdo, € necessario conhecer a frequéncia desses
polimorfismos na populacdo. Existe pouca informacdo sobre a presenca de polimorfismos na
populacéo brasileira. Este trabalho associou dados clinicos com os gendétipos dos genes IL-15
(+3954) e IL-6 (-174), a fim de auxiliar no estabelecimento de fatores prognosticos no
tratamento utilizando implantes dentarios. Até 0 momento, ndo ha consenso na definicdo de
sucesso no implante, mas muitos critérios tém sido propostos (Albrektsson et al. 1986; Buser
et al. 1990; Misch et al. 2008). Os critérios clinicos e
radiogréaficos utilizados neste trabalho foram agrupados por Ong. et al. (2008). Diante disso,

observou-se que 45,7% da populacdo avaliada apresentou insucesso, estando esse resultado
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dentro da prevaléncia das doencas peri-implantares, que tem variado de 8,9 a 47,1% na
populacdo brasileira (Ferreira et al. 2006). Porém a prevaléncia de sucesso foi baixa quando
comparada a outros estudos (Holm-Pedersen et al. 2007; Berglundh et al.2002; Roos-Jansaker
et al. 2006), possivelmente, devido aos detalhados critérios de insucesso utilizados nesta
metodologia como, por exemplo, o sangramento a sondagem.

Polimorfismos presentes no gene IL-1/ podem influenciar a producéo da IL-1f in vivo
(Warlé et al. 2003) e in vitro (Kornmam e di Giovine 1998). O polimorfismo IL-/4 (+3954)
parece ter maior influéncia na expressdo do gene, levando a niveis aumentados de IL-1p no
fluido crevicular (Rogers et al. 2002). A presenca do alelo T no locus +3954 pode estar mais
relacionado a severidade de doencas periodontais (Nares 2003).

Neste estudo, a frequéncia de genotipos para o polimorfismo na regido (+3954 T/C) do
gene IL-1p, foi 60,78% para TT, 23,52% para TC e 7,84% para CC na populacdo com o tecido
peri-implantar saudavel. Na populacdo com insucesso dos implantes foi de 48,83% para TT,
41,86% para TC e 2,3% para CC. N&o apresentou uma distribui¢do genotipica estatisticamente
significante quando comparados 0S grupos insucesso Versus Sucesso para 0S genotipos. A
distribuicdo alélica entre esses dois grupos também ndo foi estatisticamente significante,
sugerindo que esse polimorfismo ndo confere risco ou protecdo na populacdo estudada.
Corroborando com este resultado, Shimpuku et al (2003), investigou a associacdo do
polimorfismo genético do gene IL-1 em implantes com perda precoce e idiopética de 0sso, em
relacdo a implantes sem perda de 0sso. Os autores ndo encontraram diferenca na distribuicdo
dos gendtipos do IL-7/f +3954 entre os grupos estudados. Montes et al (2009) ndo encontrou
associacao entre polimorfismo do IL-75 (+3954) e a perda de implantes dentarios em populagéo
brasileira, mas a associacao foi positiva com o gene IL-1RN.

Dentre as causas de falhas nos implantes dentérios, neste estudo, o genétipo TC
apresentou associacdo estatisticamente significante ao critério sangramento a sondagem,
sugere-se que este critério tenha sido a maior causa de falha dos implantes na populagédo com
genotipo TC para o gene IL-1p.

A IL-6 regula a resposta imunologica e seus efeitos se sobrepdem ao da IL-1 e do TNF
(Boch et al. 2001). Varias doencas inflamatorias, inclusive periodontite, tem sido associada com
elevados niveis de IL-6 (McFarlane, Meikle 1991). Variabilidade
individual na capacidade de sintetizar e secretar a essa citocina parece ser regulada por
alterac6es no nucleotideo encontrado no gene IL-6.

Estudos tem associado o papel do polimorfismo do gene IL-6 (-174 G\C) em individuos

com periodontite e peri-implantite, correlacionando a presenca do alelo C com a fungéo
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protetora, com a reducdo da producdo de IL-6 (Trevilatto et al. 2003; Melo et al. 2012; Casado
et al. 2013). No presente estudo, a frequéncia do gendtipo CC (IL-6 -174) foi baixa, tanto no
grupo sucesso, quanto no grupo insucesso e a frequéncia genotipica de GG foi alta em ambos
os grupos. Néo foi possivel associar os genotipos as falhas dos implantes dentéarios, visto que
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos e os genotipos. Também néo
foi possivel apontar um alelo de risco ou de protecéo na populacdo estudada.

Corroborando com os resultados desta pesquisa, Casado el al. (2013) procuraram
associar esse polimorfismo ao risco de desenvolver peri-implantite e periodontite cronica,
verificou-se no estudo, que ndo foi possivel associar o polimorfismo do gene IL-6 (-174) ao
insucesso de implantes dentérios (nem referente a frequéncia genotipica nem a frequéncia
alélica), verificaram que o genotipo CC foi menos encontrado em ambos 0s grupos e o genétipo
GG 0 mais encontrado nos grupos sucesso e iNsucesso.

O resultado da presente pesquisa ndo mostrou associacdo entre o polimorfismo do gene
IL-18 (+3954) ao insucesso de implantes dentérios. Para o polimorfismo genético do IL-6 (-
174), também néo foi possivel fazer a associacdo na populacéo estudada. Para pesquisas futuras,
sugere-se a realizacdo de estudos longitudinais, visto que a DPI é uma doenca progressiva e
também estudar populacBes maiores, a fim de eliminar o viés devido a heterogeneidade da
amostra.

Com este estudo, concluiu-se que os polimorfismos apresentados ndo podem ser
caracterizados como fatores progndsticos para o tratamento utilizando implantes dentarios na
populacdo estudada. Consideramos, portanto, que os individuos sdo bons candidatos ao
tratamento, desde que os cuidados necessarios para a obtencdo de sucesso clinico sejam,

devidamente, tomados.
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CONSIDERACOES FINAIS
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base neste estudo, sugerimos que os polimorfismos nas regides +3953 (T/C) do
gene IL-15 e -174 (G/C) do gene IL-6 néo estiveram associados aos critérios de insucesso dos
implantes dentérios utilizados.

Sendo assim, este estudo servira como base para o desenvolvimento, no futuro, de novos
estudos que procurem elucidar as possiveis interacdes entre os polimorfismos no gene IL-6 € 0

gene IL-1 ao insucesso de implantes dentéarios.
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APENDICE A - TERMODE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este ¢ um convite para vocé participar da nossa pesquisa intitulada “Estudo da associacdo de polimorfismos
ligados a imunidade inata, remodelagdo 6ssea e processos inflamatdrios com insucessos dos implantes
dentdrios”, que é coordenada pelo cirurgido-dentista Rodrigo Alves Ribeiro. Sua participacgdo é voluntaria, o que
significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga
nenhum prejuizo ou penalidade. Seguem abaixo informagdes adicionais sobre a pesquisa.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rodrigo Alves Ribeiro (Aluno de pds-graduacdo nivel Doutorado em
Odontologia da UFPE). Endereco: Campus Univesitario da UFPE, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Prétese e Cirurgia Bucomaxilofacial — Cidade Universitaria — CEP 50670-901, Recife/PE. Telefone: (81) 2126-
8817 (Secretaria de Pds-graduacdo em Odontologia da UFPE).

OBJETIVO: O estudo tem como objetivo avaliar a presenca de pequenas varia¢fes genéticas que sdo encontradas
em moléculas e microorganismos que sdo relacionados ao insucesso no tratamento de implantes dentais.

BENEFICIOS: Os participantes receberéo orientacdes de higiene oral e de como prevenir a doenca periodontal.
Aqueles pacientes que forem detectados com algum critério de insucesso que possa comprometer a sobrevida do
implante serdo encaminhados para tratamento adequado.

RISCOS: Ao paciente submetido a pesquisa, podera ocorrer o risco de, durante o exame clinico, constrangimento,
sangramento gengival, esses sintomas serdo minimizados pela experiéncia do examinador. Podera os mesmos
apresentar hematoma pos-coleta de sangue periférico. Também serdo coletadas amostras da mucosa oral
(bochecha) por meio de um citobrush (escova especifica para esse fim), sendo um procedimento ndo-invasivo e
que apresenta minimo risco para o paciente.

Vocé ficara com uma cépia deste Termo e toda a ddvida que vocé tiver a respeito desta pesquisa, podera perguntar
diretamente para o cirurgido-dentista Rodrigo Alves Ribeiro, no Campus Univesitario da UFPE, Centro de
Ciéncias da Saude, Departamento de Prétese e Cirurgia Bucomaxilofacial, Cidade Universitaria, CEP 50670-901
— Recife/PE, ou pelo telefone (81) 2126-8817. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas
ao Comité de Etica em Pesquisa da UFPE, localizado no Campus Universitario da UFPE, Avenida da Engenharia
s/n — 1°. andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, pelo telefone (81) 2126-8588 ou pelo e-mail:

cepccs@ufpe.br.


mailto:cepccs@ufpe.br
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Eu, ,RG.NC.

Abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo
participar desta pesquisa, bem como autorizo toda a documentacdo necessaria, a divulgacdo e a publicacdo da

mesma, em periddicos cientificos, na area de Odontologia.

DIREITOS:

1. A garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida a cerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa;

2. Aliberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no estudo sem que isso
me traga prejuizo;

3. Aseguranca de que ndo serei identificado e que sera mantido carater confidencial da informagao relacionada
com minha privacidade;

4. A disponibilidade de tratamento medico e a indenizacdo que legalmente teria direito por parte da instrucéo a
salide, em casos de danos que a justifiquem, diretamente causados pela pesquisa;

5. O compromisso de proporcionar-me informacéo atualizada durante o estudo, ainda que este possa afetar a
minha vontade de continuar participando;

6. Caso existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Tendo ciéncia do exposto acima, desejo participar da pesquisa.

Séo Paulo, / /2012

Assinatura do paciente

Assinatura do Pesquisador Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Contatos:
- Doutorando Rodrigo Alves Ribeiro: (83) 8822-9512;

- Prof. Dr. Renata Cimdes Jovino Silveira: (81) 2126-8817 (Secretaria de Pés-graduagdao em Odontologia
da UFPE);

- Comité de Etica em Pesquisa (Avenida da Engenharia s/n — 10 Andar, Cidade Universitaria, Recife-PE,
CEP: 50740-600, Tel.: 2126 8588).
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APENDICE B — FICHA CLINICA

e
e~
e
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T,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

FICHA CLINICA - N°,

Identificacéo

Nome

Nacionalidade: Estado civil: Sexo: masc () fem ()
Idade: Nascimento: Renda (salarios):

Fone: () - Celular: () -

Escolaridade:

() Nao sabe ler ou escrever (') 1°grau incompleto (') 1° grau completo
() 2°grau incompleto () 2°grau completo () Universidade incompleta
( ) Pos-graduacao () Nao sei

(') Universidade completa

Critérios de exclusao

- Diabetes? Que tipo?

- Fumante? Quanto tempo?

- Doenca sistémica?

Dente:

Tempo de carga:

Tipo de Implante/componente protético utilizado:
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Avaliacao dos critérios de sucesso — Ong et al., 2008 (Sim/n&o)

Avaliacéo dos critérios de sucesso

Implante
Mobilidade

Queixas
subjetivas
Infecgdo com
supuracao
Radiolucéncia

Sondagem >
5mm
Sangramento a
sondagem
Perda 6ssea
vertical anual

Legenda: Mobilidade; Queixas subjetivas (dor/sensacdo de corpo-estranho/disestesia); Infecgdo peri-implantar com supuragéo;
Radiolucéncia continua ao redor do implante; Profundidade de sondagem > 5mm; Sangramento a sondagem; Perda dssea vertical anual (ap6s
primeiro ano).

Avaliacéo clinica periodontal (Sonda Trinity® PC15)

Profundidade de sondagem (PS) Perda de insercdo clinica (PIC)
Implante Implante
\Y V
L/P L/P
M M
D D

Coleta das células da mucosa oral
Coleta das células do sulco gengival
Coleta de sangue periférico Radiografia do implante com posicionador.
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APENDICE C - FIGURAS

Figura 01

dd 00 e
Ladder-ACeten Gendtipp TT  Gendtipo TC Gendtipo CC

Produto da digestdo de amostras de DNA da populagdo — sucesso e insucesso para a regido (+

3954T/C) do gene IL-14, em gel de agarose a 3%. ND = ndo digerido, D = digerido.

Figura 02

Ladder 100bp Genotipo GG

Produto da digestdo de amostras de DNA da populagdo — sucesso e insucesso para a regido (-

174G/C) do gene IL-6, em gel de agarose a 3%. ND = néo digerido, D = digerido.
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APENDICE D - TABELAS

Tabela 01 - Caracteristicas da populagéo: faixa etéria, sexo, tempo de carga, genoétipos e alelos

Ne %
Sexo (n=94) Masculino 31 33,0
Feminino 63 67,0
Idade (n=93) Até 40 anos 17 18,3
De 41 a 60 anos 46 49,5
Acima de 60 anos 30 32,3
Tempo de carga (n=194) Com um ano 13 6,7
Até cinco anos 92 47,4
Acima de 5 anos 89 45,9
IL-6 (-174 G/C)
Genotipos GG 46 55,4
GC 33 39,8
CC 4 4,8
Alelos G 125 75,3
C 41 24,7
IL-1B (+3954 T/C)
Genotipos TT 53 60,9
TC 29 33,3
CC 5 57
Alelos T 135 76,6
C 39 22,4

Tabela 02 — Critérios clinicos utilizados para avaliacdo dos implantes dentarios

Critérios Resultados dos Implantes Total p-
Insucesso Sucesso valor?!

N° % N° % N° %

Mobilidade ~ Sim 2 3.6 0 0,7 3 1,5 0,194
Nao 53 96,4 139 99,3 191 98,5

Queixas Sim 2 3.6 0 0,0 2 1,0 0,079
Subjetivas  N&o 53 96,4 139 100,0 192 99,0

Infeccdo com  Sim 1 1,8 0 0,0 1 0,5 0,284
supuragdo  Néo 54 98,2 139 100,0 193 99,5

Radiolucéncia Sim 7 12,7 0 0,0 7 36  0,000*
Nao 48 87,3 139 100,0 187 96,4

Sondagem  Sim 18 32,7 0 0,0 18 9,3  0,000*
>Smm Nao 37 67,3 139 100,0 176 90,7

Sangramento  Sim 38 69,1 0 1,4 40 20,6 0,000*
asondagem  Néo 17 30,9 139 98,6 154 79,4

Perda Ossea  Sim 13 23,6 0 0,0 13 6,7  0,000*
vertical anual Néo 42 76,4 139 100,0 181 93,3

*Estatisticamente significante; 1 — Teste exato de Fisher
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Tabela 03 — Avaliacédo dos resultados dos implantes segundo o geno6tipo e o tipo de alelo para IL-1
(+3954 T/C)

IL-1p (+3954) Insucesso Sucesso OR I1C 950 P valor
(n=43) (n=51)
Genotipos EHW = 0,253 EHW = 0,103

TT 21 (48,8%) 31 (60,78%) 1 referéncia

TC 18 (41,86%) 12 (23,52%0 0,48 0,19-1,20 0,117

CcC 1 (2,3%) 4 (7,84%) 2,70 0,29-25,97 0,375

Alelos
T 60 74
C 20 20 0,84 0,41-1,72 0,632

Tabela 04 — Avaliacdo do critério sangramento a sondagem segundo o gen6tipo e o tipo de alelo para
IL-18 (+3954 T\C)

IL-1 B (+3954) Sangramento Sangramento OR I1C 959 P valor
(Sim) (Nao)
Gendétipos EHW =0,3469 EHW =0,014

TT 18 91 1 referéncia

TC 19 37 0,39 0,18-0,32 0,011*

CC 1 14 2,77 0,34-22,74 0,323

Alelos
T 55 219
C 21 65 0,78 0,44-1,38 0,390

Estatisticamente significante

Tabela 05 — Avaliacdo dos resultados dos implantes segundo o genétipo e o tipo de alelo para IL-6
(-174 G\C)

IL-6 (-174) Insucesso Sucesso OR 1C 950 P valor
(n=43) (n=51)
Gendtipos EHW = 0,705 EHW = 0,578
GG 20 (46,5%) 25(49%) 1 referéncia
GC 16 (37,2%) 18 35,2%) 0,96 0,39-2,37 0,930
cC 2 (3,92%) 2 (3,92%) 0,80 0,10-6,19 0,832
Alelos
G 56 68

C 20 22 0,94 0,46-1,90 0,856
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ANEXO A - NORMAS DA REVISTA

Clinical Oral Implants Research

1. General

Clinical Oral Implants Research conveys scientific progress in the field of implant dentistry and its related areas to
clinicians, teachers and researchers concerned with the application of this information for the benefit of patients in need
of oral implants. The journal addresses itself to clinicians, general practitioners, periodontists, oral and maxillofacial
surgeons and prosthodontists, as well as to teachers, academicians and scholars involved in the education of professionals
and in the scientific promotion of the field of implant dentistry.

Clinical Oral Implants Research publishes:

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of wound healing, biology
of tissue integration of implants, diagnosis and treatment planning, prevention of pathologic processes jeopardizing the
longevity of implants, clinical trials on implant systems, stoma-tognathic physiology related to oral implants, new
developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry and clinically applied
concepts.

Case reports and case series only if they provide or document new fundamental knowledge.
Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the journal's requirements and
standards as well as information concerning the procedure after a manuscript has been accepted for publication in Clinical
Oral Implants Research. Authors are encouraged to visit Wiley-Blackwell Author Services for further information on
the preparation and submission of articles and figures

2. Ethical guidelines

Clinical Oral Implants Research adheres to the below ethical guidelines for publication and research.

2.1.Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been read and approved by all authors
and that all authors agree to the submission of the manuscript to the Journal. ALL named authors must have made an
active contribution to the conception and design and/or analysis and interpretation of the data and/or the drafting of the
paper and ALL must have critically reviewed its content and have approved the final version submitted for publication.
Participation solely in the acquisition of funding or the collection of data does not justify authorship.

Clinical Oral Implants Research adheres to the definition of authorship set up by The International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to
conception and design of, or acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or revising it
critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to be published. Authors should meet
conditions 1, 2 and 3.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/author.asp
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Up to 6 authors are accepted without need for justification. In the case of a specific and detailed justification of the role
of every author, up to 8 authors may be mentioned. It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate
upon submission of the manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under
Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than the authors accredited.
Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors are responsible for obtaining
written permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been conducted in full accordance
with ethical principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki (version, 2008) and the
additional requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied
by a statement that the experiments were undertaken with the understanding and written consent of each subject and
according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been independently
reviewed and approved by an ethical board should also be included. Editor reserve the right to reject papers if there are
doubts as to whether appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate measures were taken to
minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the
National Institute of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with
the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and
regulations.

2.3 Clinical Trials

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-statement.org. A CONSORT
checklist should also be included in the submission material.

Clinical Oral Implants Research encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial to register the
trials in any of the following free, public clinical trials registries:  www.clinicaltrials.gov,
http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials, http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name of the trial
register will then be published with the paper.

2.4 Conflict of Interest and Source of Funding

Clinical Oral Implants Research requires that sources of institutional, private and corporate financial support for the work
within the manuscript be fully acknowledged, and any potential conflicts of interest noted. Suppliers of materials should
be named and their location (town, state/county, country) included. Information concerning conflict of interest and sources
of funding should be included under Acknowledgements.

2.5 Appeal of Decision
The decision on a paper is final and cannot be appealed.
2.6 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder
concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential substance have not been published
before and is not being considered for publication elsewhere.


http://www.wma.net/en/20activities/10ethics/10helsinki/index.html
http://www.consort-statement.org/
http://www.consort-statement.org/mod_product/uploads/CONSORT%202001%20checklist.doc
http://www.consort-statement.org/mod_product/uploads/CONSORT%202001%20checklist.doc
http://www.clinicaltrials.gov/
http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/
http://isrctn.org/
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If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an email
prompting them to login into Author Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able
to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the copyright transfer agreement
(CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs
below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags _copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the following Creative Commons
License Open Access Agreements(OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley
Author Services

http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp and visit

http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the Research
Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in
complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information on this policy and the
Journal’s compliant self-archiving policy please visit:

http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and conditions of this license:
Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley
Author Services

http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp and visit

http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

2.8 OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article available to non-subscribers
on publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen,
the author, the author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available to
non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive.
For the full list of terms and conditions, see

http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms



http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html
http://www.wiley.com/go/funderstatement
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html
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Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the payment form available from our
website at:

https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp

Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your paper OnlineOpen
if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any other article. They go through the
journal's standard peer-review process and will be accepted or rejected based on their own merit.

3. Submission of manuscripts

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site http://mc.manuscriptcentral.com/coir. The
use of an online submission and peer review site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially
speeds up the review process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete instructions
for submitting a paper is available online and below. Further assistance can be obtained from the Editorial Assistant Ms.
Brigitte Baur. E-mail: coir@zmk.unibe.ch

3.1. Getting Started

Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher, Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari
1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online Submission Site:

http://mc.manuscriptcentral.com/coir

* Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user.
« If you are creating a new account.

- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click 'Next'. Your e-mail information is
very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as your user 1D), and then select
your area of expertise. Click 'Finish'.

« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on the journals online submission
system http://mc.manuscriptcentral.com/coir and enter your e-mail address. The system will send you an automatic user
ID and a new temporary password.

 Log-in and select Corresponding Author Center.
3.2. Submitting Your Manuscript
« After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.

« Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your manuscript and you may
upload your pre-prepared covering letter.

» Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.
* You are required to upload your files.
- Click on the '‘Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button


https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp
http://mc.manuscriptcentral.com/coir
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- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

« Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click the 'Submit' button when you
are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-protected) plus separate figure
files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are
suitable for printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the
review process. The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references, tables, and
figure legends, but no embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to
match the tag name you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be formatted as described in
the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research will be reviewed by two experts in the field. Clinical Oral
Implants Research uses single blinded review. The names of the reviewers will thus not be disclosed to the author
submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer

Clinical Oral Implants Research attempts to keep the review process as short as possible to enable rapid publication of
new scientific data. In order to facilitate this process, please suggest the names and current email addresses of one potential
international reviewer whom you consider capable of reviewing your manuscript. In addition to your choice the journal
editor will choose one or two reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process
You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit later. The manuscript

can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on '‘Continue Submission' to continue your
submission when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the confirmation
email after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system. If the e-mail address is correct please
contact your IT department. The error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail server. Also, the e-
mails should be received if the IT department adds our email server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to check your 'Author Centre'
for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit your revised manuscript, locate your manuscript under '‘Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a
Revision' . Please remember to delete any old files uploaded when you upload your revised manuscript.

4. Manuscript types accepted

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of wound healing, biology
of tissue integration of implants, diagnosis and treatment planning, prevention of pathologic processes



58

jeopardizing the longevity of implants, clinical trials on implant systems, stomatognathic physiology related to oral
implants, new developments in therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry and clinically applied
concepts. Reviews are generally by invitation only and have to be approved by the Editor-in-Chief before submission.

Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental knowledge and if they use language
understandable to the clinician.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Proceedings of international meetings may also be considered for publication at the discretion of the Editor.

5. Manuscript format and structure

5.1. Page Charge

Articles exceeding 10 published pages are subject to a charge of USD 160 per additional page. One published page
amounts approximately to 5,500 characters (excluding figures and tables).

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second language might choose to have
their manuscript professionally edited by an English speaking person before submission to make sure the English is of
high quality. A list of independent suppliers of editing services can be found at

http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and arranged by the author, and
use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for publication

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: The symbol % is to be used for percent, h for hour, min for minute, and s
for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin expressions are to be italicised. Use only standard abbreviations. All
units will be metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal point and not a comma will be used. Avoid
abbreviations in the title. The full term for which an abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is
a standard unit of measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of Webster's third new international dictionary
will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly underlined on the typescript. The
full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be given upon first mention. The generic name may be abbreviated
thereafter with the first letter of the genus (e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause confusion,
the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g., streptococci) is used, the first letter of the
vernacular name is not capitalised and the name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for
Peptostreptococcus) is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names should be
used instead of proprietary names. If a proprietary name is used, it must be attached when the term is first used.

5.2. Structure

All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research should include Title Page, Abstract, Main Text and
Acknowledgements, Tables, Figures and Figure Legends as appropriate.
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Title Page: should contain the title of the article, full name(s) of the authors (no more than 6) and institutional
affiliation(s), a running title not exceeding 60 letters and spaces, and the name, telephone and fax numbers, email and
complete mailing address of the author responsible for correspondence. The author must list appropriate key words for
indexing purposes.

Abstract: should not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives, material and methods, results,
conclusions, and no other information.

Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and Methods, Results and Discussion.

Introduction: Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly pertinent references. Do not review
existing literature extensively. State clearly the working hypothesis.

Material and Methods: Material and methods should be presented in sufficient detail to allow confirmation of the
observations. Published methods should be referenced and discussed only briefly, unless modifications have been made.
Indicate the statistical methods used, if applicable.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not repeat in the text all data in
the tables and illustrations. The important observations should be emphasised.

Discussion: Summarise the findings without repeating in detail the data given in the Results section. Relate your
observations to other relevant studies and point out the implications of the findings and their limitations. Cite other
relevant studies.

Main Text of Short Communications: Short communications are limited to two printed pages including illustrations
and references and need not follow the usual division into material and methods, etc., but should have an abstract.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors are
responsible for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because readers may infer their
endorsement of the data and conclusions. Sources of financial support should be acknowledged.

5.3. References

References should quote the last name(s) of the author(s) and the year of publication (Black & Miller 1988). Three or
more authors  should always be referred to as, for example, (Fox et al. 1977).
A list of references should be given at the end of the paper and should follow the recommendations in Units, symbols and
abbreviations: a guide for biological and medical editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of
Medicine.

a) The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:

(i) for journal references:

name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last page numbers.

(i) for book references:

name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page number, town of publication, publisher.

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, JA., Kellyy, RA & Til, T.C
Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when repeated in the next reference are
always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).
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¢) The title of the paper should be included, without quotation marks.
f) The journal title should be written in full, italicised, and followed by volume number in bold type, and page numbers.

Examples:
Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized
mucosa around teeth and osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research 4: 177-186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978) Some aspects of the intracellular breakdown of erogenous and
endogenous proteins. In: Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds. Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New
York: Academic Press.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and formatting. Reference
Manager reference styles can be searched for here:

www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each table on a separate sheet, with titles
making them self-explanatory. Due regard should be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a minimum. Details must be large enough
to retain their clarity after reduction in size. Illustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after
reduction, although in exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths will be accepted.
Micrographs should be designed to be reproduced without reduction, and they should be dressed directly on the
micrograph with a linear size scale, arrows, and other designators as needed. Each figure should have a legend

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are adequate for review purposes,
print publication requires high quality images to prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or
TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not
use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line
drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with a
TIFF preview if possible). For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure
good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone
and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley-Blackwell’s guidelines for figures:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright
holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

7. After acceptance

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the Production Editor who is responsible
for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections
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The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A working email address must
therefore be provided for the corresponding author. The proof can be downloaded as a PDF (portable document format)
file from this site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be downloaded (free of
charge) from the following Web site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file to be
opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further instructions will be sent with the
proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is available; in your absence, please arrange for a colleague
to access your e-mail to retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately. Other than
in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the publisher. Please note that the author is responsible for
all statements made in his work, including changes made by the copy editor.

Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and references. Additional pages will be
charged to the author(s) at the rate of USD 160 per page.

6.2 Early View (Publication Prior to Print)

Clinical Oral Implants Research is covered by Wiley-Blackwell's Early View service. Early View articles are complete
full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue. Early View articles are complete and
final. They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication. The nature of Early View
articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the
traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked
before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and
access the article.

6.3 Author Services

Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's Author Services. Author Services
enables authors to track their article - once it has been accepted - through the production process to publication online and
in print. Authors can check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of
production. The author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their article
automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when submitting the
manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production tracking and for a wealth
of resources including
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ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Plataforma Brasil - Ministério da Salde

Universidade Federal de Pernambuco Centro de Ciéncias da Saude / UFPE-CCS

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estudo da associagao de polimorfismos ligados a imunidade inata, remodelagao dssea e
processos inflamatérios com insucessos dos implantes dentais
Pesquisador: Rodrigo Alves Ribeiro Versao: 2

Instituigao: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE CAAE: 01219612.7.0000.5208

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Namero do Parecer: 20932
Data da Relatoria: 10/05/2012

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de um projeto que busca investigar a sobrevivéncia dos implantes dentarios e as possiveis causas de
sua perda precoce na cavidade oral, avaliando a condicao peiodontal peri-implantar de cada paciente; e as
situacbes que afetam a gengiva e o osso subjacente do local da colocagdo do implante.

Objetivo da Pesquisa:

O estudo tem como objetivo geral: avaliar a presenga dos polimorfismos das proteinas da imunidade inata (MBL2
e B-defensina1), polimorfismos relacionados a reabsorcao e neoformacao éssea (OPG e RANK) e polimorfismos
das proteinas relacionadas a inflamagéao (IL-6 e IL-1), associando a presenga dos microrganismos
periodontopatogénicos nos insucessos dos implantes dentarios; e Objetivos Especificos;1- Verificar se ha
associagao entre polimorfismos relacionados a reabsorcao e neoformagao dssea, da imunidade inata e proteinas
relacionadas a inflamagao ao insucesso implantes dentarios;2-Verificar se ha associac@o entre a presenca dos
polimorfismos e os patégenos;3-Verificar se a presenga dos polimorfismos interfere na sucesso clinico no periodo
de cinco anos de acompanhamento depois da colocagao dos implantes dentarios;4-Determinar quais as
combinagdes de polimorfismos estdo associados ao insucesso dos implantes dentarios.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa deixa claro os riscos para os sujeitos pesquisados referentes a realizagdo do coleta do material
biolégico,e os beneficios diretos para os mesmos ap6s a obtengao dos resultados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo sera realizado na Universidade Federal de Pernambuco no ambito da Clinica de Pés-graduagdo em
Odontologia e na Clinica de Protese da Universidade de Sao Paulo. Serao avaliados 150 pessoas que foram
reabilitados através de implantes dentarios unitarios e que tiverem idade superior a 18 anos. A amostra sera
dividida em 3 grupos (n=50) com diferentes tempo de carga. O primeiro grupo sera formada por pacientes que
tiveram até 1 ano de cargas aplicadas aos implantes; o segundo grupo com pacientes que tiveram carga
aplicada ao implante de 1 a 5 anos; e o terceiro grupo de 5 a 10 anos de carga. Serao avaliadas clinicamente
através de sondagem periodontal e o sucesso dos implantes serdo avaliados, apés o processamento do material
biolodgico e a analise do polimorfismo das proteinas da imunidade inata (MBL2 e Bdefensina1),relacionados a
reabsorgao e neoformacgao 6ssea (OPG e RANK) e polimorfismos das proteinas relacionadas a inflamagao (IL-6
e IL-1), associando a presenga dos micro-organismosbactérias do complexo vermelho (Pg, Tf, Td) e ao
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O pesquisador responsavel obedecendo a Resolugao CNS N° 196,deixou claro seu cronograma de
execucao,orgcamento, anexou o curriculum lattes seu e da sua orientadora; como também anexou as cartas de
Anuéncia do Departamento de Protese da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, da Clinica
da Pés-graduagdo em Odontologia da UFPE e do Laboratério onde serdo processados o material biologico; além
disso preencheu corretamente a folha de rosto e o TCLE encontra-se em uma linguagem acessivel aos sujeitos
pesquisados, deixando claro os riscos e beneficios decorrentes da pesquisa.

Recomendagoes:
Sem recomendacgdes.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
O pesquisador responsavel atendeu todas as pendéncias para dar inicio a execugdo do seu projeto.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado considera aprovado o parecer do presente protocolo.

Projeto foi avaliado, aprovado e liberado para o inicio da coleta de dados . A APROVACAOQ definitiva do projeto
sera dada, por meio de oficio impresso, apés a entrega do relatério final ao Comité de Etica em Pesquisa ¢,
UFPE

RECIFE, 13 de Maio de 2012

Assinado por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO



