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Resumo

Objetivo: investigar a associagao de variaveis clinicas e tag SNPs dos genes LTA
(rs2009658, rs2516312, rs2844482, rs2071590, rs2229094 e rs3093542), TNFA
(rs1800629 e rs2228088) e LTB (rs3093553) com a perda de implantes dentarios
osseointegraveis.

Materiais e métodos: a amostra foi composta por 244 pacientes, divididos em
dois grupos: grupo controle (C): 163 individuos que ndo perderam nenhum
implante, estando em funcéo por pelo menos 6 meses, e grupo estudo (E): 81
individuos que tiveram perda de pelo menos um implante. Apds a coleta e
purificacdo do DNA, os gendtipos foram determinados pela técnica da PCR em
tempo real. Para a analise estatistica bivariada e multivariada foram considerados
valores de p<0,05.

Resultados: apos a analise multivariada, a presenca de dentes (p=0,011), uma
maior quantidade de implantes colocados (p=0,001) e o polimorfismo rs2009658
do gene LTA no modelo aditivo (p=0,006) associaram-se a perda de implantes
dentarios.

Conclus&o: a presenca de dentes, um maior numero de implantes colocados e o
alelo C do rs2009658 do gene LTA foram significativamente associados a falha
de implantes.

Relevancia Clinica: este estudo evidencia a relagcao entre fatores do hospedeiro e
fatores ambientais na influéncia da suscetibilidade a perda de implantes

dentarios.

Palavras-chave: Perda de implantes dentarios, LTA, TNFA, LTB, polimorfismo genético




Introdugao

E crescente nos dias de hoje a valorizagdo da qualidade de vida, da aparéncia e
do sorriso saudavel, aliada a uma mastigagdo mais eficiente e funcional. Nesse
contexto, os implantes dentarios tém sido considerados padrdo ouro na
odontologia, os quais substituem um ou mais elementos dentarios perdidos em
diferentes situagdes clinicas.

Com o advento e o sucesso dessa modalidade, muitas pessoas aderiram a
técnica, vislumbrando a possibilidade da reabilitacdo bucal, a qual apresenta uma
taxa de sobrevida de 83% a 98% (Simonis et al. 2010; Cakarer et al. 2014).
Apesar de uma alta porcentagem de sucesso, perdas de implante foram
relatadas variando entre 2,5% e 6,5% (Brocard et al. 2000, Montes et al. 2007;
Pedersen et al. 2007; Chrcanovic et al. 2016; Guillaume 2016), tornando-se
relevante pelo fato de cada vez mais as pessoas aderirem a essa forma de
tratamento.

O sucesso da implantodontia depende principalmente da osseointegragao,
a qual consiste na formagao e remodelagdo dssea sobre a superficie do implante
(Albrektsson et al. 1981; Jayesh & Dhinakarsamy, 2015).

Efetuada a instalagdo do implante, o insucesso podera ocorrer antes da
osseointegracao (precoce) ou apds a colocacao da carga (tardia) (Esposito et al.
1998a; Chrcanovic et al. 2016). Independentemente do tipo de perda, a condi¢gao
de falha apresenta caracteristicas multifatoriais (Montes et al. 2007; Pereira et al.
2008), tais como: técnica cirurgica, auséncia de cuidados pds-operatorios e ainda
fatores do hospedeiro. Em relacdo ao hospedeiro, as doencas sistémicas,
tabagismo, higiene oral, condicdo periodontal, quantidade Ossea, ingestao de
antidepressivos, entre outros, podem influenciar a perda de implante (Doetzer et
al. 2014; Chrcanovic et al. 2016).

Montes et al. 2007 observaram que grande parte (75%) dos pacientes que
perderam implantes ndo apresentou causas clinicas aparentes e varios estudos
associaram esta perda a fatores genéticos (Santos et al. 2004; Montes et al.
2009; Costa-Junior et al. 2013; Liao et al. 2014; Pigossi et al. 2014).

A resposta inflamatdria tem um papel fisiolégico de defesa e de reparo,

porém quando de maneira desordenada, pode tornar-se intensa, continua e
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nociva ao hospedeiro (Liz-Grana 2001; Aggarwal 2003; Taylor et al. 2008;
Drutskaya et al. 2010). Nesse contexto, a familia do fator de necrose tumoral
(TNF) possui importantes fungbes pro-inflamatoéria e imunoldgica, as quais
influenciam a modulacdo da matriz extracelular, afetando a formacido e
remodelagdo 6ssea (Roodman 1993; Tani-Ishiil et al. 1999; Gerstenfeld et al.
2003; Tracey et al. 2008).

A linfotoxina alfa (LTA) faz parte da familia do TNF e é uma citocina
produzida por linfécitos, mediadora da resposta inflamatoria aguda (Huang et al.
2013). E responsavel pelo desenvolvimento de 6rgdos linféides secundarios,
promove o recrutamento e ativagdo de neutrofilos, porém é produzida em
pequenas quantidades e atua apenas localmente (Junt et al. 2006; Bogliolo
2006).

O TNFA é uma citocina secretada principalmente por macréfagos (Bogliolo
2006), considerada sentinela, pois participa das defesas do hospedeiro frente a
agressoes locais, além de induzir a producdo de outros mediadores da cascata
inflamatdria e de destruigdo tecidual. Sendo assim, em niveis mais elevados no
organismo, pode causar inflamagao excessiva e dano aos tecidos, de forma local
ou sistémica (Tracey et al. 2008; Drutskaya et al. 2010). Pode ainda agir em
conjunto com outras citocinas, induzindo a ostedlise por meio da diferenciagao de
osteoclastos nas areas adjacentes ao local da inflamagcdo (Roodman 1993;
Campos et al. 2004; Drutskaya et al. 2010).

A Linfotoxina beta (LTB) faz parte também da familia do TNF, é uma
citocina produzida por linfécitos, e uma das suas principais fungbes é a de
aumentar a indugao da resposta imune (Junt et al. 2006). A LTB é uma proteina
transmembranar, a qual serve de ancora para a LTA, formando um composto
heterotrimérico (uma molécula de LTA e duas de LTB). Este composto tem
importante papel na organogése linféide e na diferenciagdo de células natural
killers. Nesse contexto, a LTB pode ter um papel regulador positivo ou negativo
nas respostas imunoldgicas e inflamatérias (Crowe 1994; Ware 2005).

Os genes dessas citocinas estdo localizados na regido do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), classe Ill, no brago curto do
cromossomo 6 do genoma humano (Taylor 2008). Este complexo compreende
uma regido altamente polimorfica, considerada a mais densa do genoma (Xie et

al. 2003; Horton et al. 2008;), onde ja foram identificados genes responsaveis
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pela resposta imunolégica e inflamatéria (Liz-Grana 2001). Estudos de
polimorfismos especificos nessa regiao podem contribuir para a identificacédo de
genes envolvidos na propensdo e modulagdo de inumeras doengas (Xie et al.
2003).

O polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) é uma variagdo que ocorre
quando apenas uma das bases (nucleotideo) da sequéncia do DNA é substituida,
sendo que o alelo mais raro apresenta uma frequéncia superior a 1% na
populagdo. Os polimorfismos do gene da LTA rs2229094 e rs2009658, foram
associados a um significativo aumento do risco de diversos tipos de cancer
(Takei et al. 2008; Madeleine et al. 2011; Huang et al. 2013; Hardikar et al. 2015),
tuberculose (Abhimanyu et al. 2012), diminuicdo do risco de doenga arterial
coronaria (Liu et al. 2011), desenvolvimento da vitreoretinopatia proliferativa
(Rojas et al. 2010) e suscetibilidade ao diabetes do tipo 2 (Mahajan et al. 2010).
Ja 0 rs2844482 foi associado a variagdo na resposta imune, apés a aplicagao da
vacina da rubéola (Pankratz et al. 2010; Dhiman et al. 2010). O polimorfismo do
gene TNFA rs1800629 pode ter influéncia no risco de cancer de cabeca e
pescoco, bem como a recorréncia do tumor (Laytragoon-lewin et al 2016) e
potencial papel patogénico na doenca arterial coronariana prematura (Ansari et
al. 2016), O trabalho de Rangel-Zufiga et al. 2016 observou que os individuos
com gendtipo GG do rs1800629 apreentavam uma maior ativagao do estado proé-
inflamatorio, e que este efeito pode aumentar o risco de doengas relacionadas
com a idade. Nao houve até o momento citagbes com o rs 3093553 da LTB na
associagcdo com doencas.

O tag SNP é um SNP que representa todos os outros SNPs de um mesmo
bloco (bin), os quais estao ligados uns aos outros por alto desequilibrio de ligagao
(DL, r’=80). Genotipar apenas um tag SNP (o qual representa todos os outros
SNPs do mesmo bin), diminui tempo e custos, além de aumentar a forga
estatistica na investigagao de associa¢gdes com doengas ou condigbes complexas
(Liu et al. 2010).

O objetivo desse estudo foi averiguar a associagado de variaveis clinicas e
tag SNPs dos genes LTA, TNFA e LTB, com a perda de implantes dentarios

osseointegrados.



Material e Método

Selegcao da amostra

A amostra consistiu-se no total de 3578 pacientes que foram tratados entre 1996
e 2006 com a instalacdo de implantes dentarios (NEODENT® Implante
Osteointegravel, Curitiba-PR, Brasil) e selecionados junto ao registro de
pacientes do Instituto Latino Americano de Pesquisa e Ensino Odontolégico
(ILAPEO) de Curitiba-PR, Brasil. Os pacientes eram provenientes da regiao sul
do Brasil. Os pacientes foram esclarecidos sobre a natureza do estudo e, os que
concordaram em participar da pesquisa, assinaram um termo de consentimento
do Conselho de Revisdo Institucional do Comité de Etica em Pesquisa da
PUCPR, Brasil, protocolo 323. Do total dos pacientes tratados, 126 individuos
(3,5%) tiveram perda de pelo menos um implante. Desses, 81 individuos
compuseram o grupo estudo (E). O grupo controle (C) foi composto por 163
individuos, selecionados entre 3452 pacientes restantes, os quais ndo perderam
nenhum implante, estando em funcédo por pelo menos 6 meses. Sendo assim,
este estudo foi composto no total por 244 individuos (n=244), pareados por idade,
género e tabagismo (Tabela 1). Os pacientes que apresentassem gravidez ou
lactacao, infeccao por HIV, aparelho ortodéntico, presenca de gengivite ou
periodontite ulcerativa necrosante nao foram incluidos nesse estudo.

Os parametros utilizados foram coletados por meio de um questionario
contendo informagdes sobre perfil socioecondmico, histéria médica, uso de
medicagao, habitos de higiene bucal, visitas ao dentista, presenga ou auséncia
de dentes e numero de implantes colocados (Tabela 2). A condi¢gao periodontal
foi observada por um unico examinador (F.A.P.) com o uso de uma sonda
convencional milimetrada Hufriedy™ (Chicago, USA). O indice gengival (1G) (Loe,
1967), o indice de placa (IP) (Silness & Loe 1964), o indice de calculo (IC)
(Greene & Vermillion, 1964), a profundidade de sondagem (PS), a perda de
insergao clinica (PIC) e a presengca de mobilidade dentaria foram avaliados
(Tabela 3).
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Coleta e purificagdo do DNA

Os individuos que compuseram a amostra realizaram um bochecho com solugao
de 5 ml de glicose 3% durante 1 minuto. Apds o bochecho, os pacientes foram
orientados a lancar este liquido em recipiente apropriado e foi entdo realizada a
raspagem da mucosa jugal com o auxilio de uma espatula de madeira
esterilizada. Concluida a raspagem, a espatula de madeira era agitada dentro do
frasco contendo a solugdo expelida pelo paciente (Trevilatto & Line 2000). As
células epiteliais bucais obtidas passaram por processo de centrifugagado a 2000
rom durante 10 minutos para serem sedimentadas. Este processo resultou em
um sobrenadante que foi descartado e o sedimento celular foi ressuspenso em
1300 pl de tampéao de extracdo [Tris-HCI 10 mM (pH 7,8), EDTA 5 mM, SDS
0,5%). Foram adicionados a solucdo 10 pl de proteinase K (20 mg/ml),
permanecendo em repouso durante a noite a 65°C. A purificacdo do DNA foi
realizada adicionando-se acetato de amoénio 10 M, precipitado com isopropanol e
resuspenso com 50 ul de Tris 10 mM (pH 7,6) e EDTA 1 mM (Aidar & Line 2007).

Seleg¢ao dos marcadores e genotipagem

Os marcadores tag SNPs dos genes LTA, TNFA e LTB foram selecionados de
acordo com a informacéo disponivel no site internacional do Projeto HapMap
(www.hapmap.org), release 24/fase 2 de Nov. 2008 (Thorisson et al. 2005) e
capturam toda a informagcdo desses trés genes. Todos o0s marcadores
selecionados apresentaram uma frequéncia alélica minima de 5% na populacéo
YRI (Africana). Foram considerados tag SNPs, os SNPs com r’=0,8, ou seja, em
alto grau de DL.

Foram selecionados seis tag SNPs do gene LTA: rs2009658, rs2516312,
rs2844482, rs2071590, rs2229094 e rs3093542; dois tag SNPs do gene TNFA:
rs1800629 e rs2228088 e um tag SNP do gene LTB: rs3093553. Os tag SNPs
foram genotipados pela técnica de PCR em tempo real (Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System) (Lee et al. 1993).
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Analise estatistica

O software Haploview 4.2 foi utilizado para estimar o equilibrio de Hardy-
Weinberg, estipular o alelo associado ou de referéncia para cada tag SNP e
ainda analisar o DL entre os tag SNPs dos genes LTA, TNFA e LTB. A versao
SPSS 20.0 foi usada para as analises estatisticas. As variaveis nominais foram
expressas em numero e frequéncia e analisadas pelo teste qui-quadrado de
Pearson e o teste exato de Fisher. As variaveis continuas foram expressas como
média e desvio padrao, sendo o teste U de Mann-Whitney utilizado. Valores de
p<0,05 foram considerados significantes. Para a analise multivariada, foi utilizado
o modelo de regressao logistica binaria ajustado para avaliar as frequéncias

genotipicas que incluiram as variaveis com significancia de p<0,20.



Resultados

Parametros clinicos
Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos C e E para as
variaveis idade, género e tabagismo (p>0,05).

Perfil socioecondmico, histéria médica, uso de medicag¢ao, habitos de
higiene bucal e visitas ao dentista ndo foram associados a perda de implantes. Ja
a presenca de dentes (p=0,038) foi associada a perda de implantes. Dos 81
pacientes que perderam implantes, 75 apresentavam dentes (92,6%). Também, o
numero maior de implantes colocados foi associado ao grupo estudo (p=0,010).

Na avaliagdo periodontal, com relacdo aos pacientes parcialmente
edéntulos, a quantidade de dentes presentes, indice gengival, indice de placa e
indice de calculo ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante entre
os grupos C e E. Entretanto, a menor profundidade sondagem (p=0,005) foi
associada a perda de implantes, porém, a perda de insercdo e a mobilidade
dentaria ndo foram associadas as falhas de implantes.

Analise genética

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para os polimorfismos estudados esta
apresentada na tabela 4. A distribuicdo dos gendtipos dos nove tag SNPs foi
considerada consistente pela hipotese de Hardy-Weinberg na populagao controle.
A analise do DL mostrou que, com excegao do DL=96% entre rs2009658 e o
rs2844482, os demais tag SNPs apresentaram um DL de r’<80% (Fig. 1).

Foi observada uma diferenga estatisticamente significante entre os
grupos na distribuicdo das frequéncias do gene da LTA. O alelo C do tag SNP
rs2009658 nos modelos aditivo (p=0,021) e dominante para o alelo C (p=0,017)
foi associado a perda de implantes.

Apos a analise multivariada, a presenca de dentes, uma maior
quantidade de implantes colocados e o alelo C do rs2009658 do gene LTA no

modelo aditivo, mantiveram-se associados com a perda de implantes.



Discussao

A osseointegragdo € um processo fundamental para o sucesso do implante
dentario. Apos o procedimento cirurgico, o processo do reparo 6sseo € iniciado
através de complexas interacdes celulares, e diversos fatores podem interferir
(Roodman 1993) na modulacdo da osseointegracdo dos implantes dentarios
(Gaya et al. 2016).

Entre esses fatores, os mais estudados sdo os relacionados ao
hospedeiro, tais como: quantidade e qualidade 6ssea (Montes et al. 2007),
osteoporose, fumo, presenca de dentes (Alsaadi et al. 2007), indice de placa e
calculo, mobilidade dentaria (Doetzer et al. 2014), estado geral de saude
comprometido (Esposito et al. 1998b) e associagbes genéticas (Leite et al. 2008,
Montes et al. 2009, Liao et at. 2014, Pigossi et al. 2014). Para Pereira et al. 2008,
a investigagdo sobre a influéncia genética contribui para uma melhor
compreensao sobre porque alguns pacientes apresentam falhas relacionadas aos
implantes dentarios, sem uma causa clinica evidente.

Para esse estudo, idade, género e tabagismo nao foram associados
com a perda de implantes, o que pode ser explicado pelo fato de os pacientes
terem sido pareados entre os grupos. Além disso, no presente estudo os
individuos nao foram agrupados por etnia, pelo motivo de a populagao brasileira
ser muito heterogénea. Ainda, segundo Parra et al. 2003, equacionar os
individuos por cor ou raga € um preditor fraco sobre a ancestralidade no Brasil,
possivelmente devido a miscigenagao.

Os individuos com presenca de dentes apresentaram maior risco
relacionado a perda de implantes, assim como relatado nos estudos de Alsaadi et
al. 2007. A Inflamacado gengival e o acumulo de placa podem contribuir
consideravelmente na falha de implantes em pacientes que apresentam dentes
(Steenberghe et al. 1990). Em contrapartida a redugao de bactérias relacionadas
a periodontite foi notavel apds a extragcdo de todos os dentes (Quirynen et al.
2011), o que pode contribuir para o sucesso de implantes em pacientes
totalmente edéntulos (Gaya et al. 2016).

Na variavel numero de implantes colocados, houve uma diferenca

estatisticamente significante entre os grupos. Portanto, um maior numero de
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implantes colocados pode elevar o risco relacionado a perda (Naert et al. 2002;
Dirschnabel et al. 2011).

Na avaliacdo do status periodontal, uma menor PS foi associada com a
perda de implantes, assim como em outros estudos (Montes et al. 2009; Alvim-
Pereira et al. 2008). Porém, foi constatada uma diferenga média de apenas 0,16
mm de PS entre controle e estudo, o que ndo demonstra uma representatividade
clinica relevante. Além do mais, na analise multivaria, a associacado nao se
manteve. As demais variaveis relativas ao periodonto ndo foram associadas com
a perda de implantes dentarios.

Os achados clinicos desta amostra referentes a posicao dos implantes,
dimens&o, design, estabilidade, plataforma, técnica cirurgica, enxerto &sseo,
quantidade e qualidade éssea foram publicados no trabalho de Alvim-Pereira et
al. 2008.

Muitos trabalhos ja evidenciaram a contribuicdo genética para a perda de
implantes dentarios. Os autores atribuem essa perda, sem causa clinica
aparente, a polimorfismos genéticos, que podem influenciar o processo de
osseointegracao dos implantes dentarios (Santos et al. 2004; Leite et al. 2008;
Montes et al. 2007; Gresser et al. 2013; Costa-Junior et al. 2013; Liao et al. 2014;
Pigossi et al. 2014). Até o momento nao foram ainda pesquisados trabalhos
relacionados com os genes LTA, TNFA e LTB e a perda de implantes. As
proteinas codificadas pelos genes LTA, TNFA e LTB desempenham um
importante papel nos varios processos fisioldgicos, principalmente na complexa
rede da cascata inflamatoéria, a qual a principio age localmente, induzindo a
vasodilatacdo e ao estravazamento de células leucocitarias. Porém, uma
alteragao na sua expressao pode gerar um ambiente desfavoravel e prejudicial
ao organismo (Aggarwal 2003; Medzhitov 2010; Bauer et al. 2012).

Em relagcéo ao gene LTA, alguns trabalhos ja evidenciaram associagao de
polimorfismos deste gene com patologias distintas. Para Madeleine et al. 2012, o
cancer pode se desenvolver a partir de uma longa resposta pro-inflamatéria, além
dos fatores genéticos e efeitos cumulativos de exposi¢ado hormonal e ambiental.
Para o cancer de mama, houve um aumento significativamente elevado em
mulheres de meia idade associado ao rs2009658 do gene da LTA, alelo C>G.
Ainda, para Oikari et al. 2013, é provavel que a LTA desempenhe um papel

capaz de desencadear enxaqueca, ja que as citocinas apresentam papel na
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inflamacéo, podendo induzir dor de cabega. O rs2844482 do gene da LTA
observado em alto grau de DL com rs2009658 (r’=96%) neste trabalho foi
também alvo de pesquisas com relagdo a enxaqueca e com a variacdo da
resposta imune na vacina da rubéola (Dhiman et al. 2010; Pankratz et al. 2010).
Nesta pesquisa, o alelo C do rs2009658 do gene LTA nos modelos aditivo
dominante foi associado a perda de implantes. O rs2009658 do gene LTA esta
localizado em uma regido intrénica. Este polimorfismo pode capturar a
informagéo de outro polimorfismo funcional causal por alto DL. Outra hipétese da
atuagao de polimorfismos em regides intrénicas é interferir no splicing dos éxons,
0 que poderia alterar a estrutura primaria da proteina e consequentemente sua
funcdo (Ramirez-Bello et al. 2013). Além disso, estando em regido proxima a
extremidade 5 (Madeleine et al. 2011), poderia promover dobras no DNA,
modificando a afinidade de fatores de transcrigdo (Tress et al. 2007).

ApoOs analise multivariada, o grupo de variaveis que se mantiveram
associadas predispondo a um resultado desfavoravel foram: presenca de dentes,
maior numero de implantes colocados e o rs2009658 do gene LTA no modelo
aditivo.

Embora estudos tenham associado outras variaveis clinicas com a perda
de implantes (Naert et al. 2002; Noguerol et al. 2006), muitas vezes os fatores
clinicos sozinhos n&o explicam as taxas de insucesso em alguns pacientes
(Kronstrém et al. 2001; Montes et al. 2008). Por isso, nesse contexto, mostra-se
relevante investigar a resposta do hospedeiro juntamente com paramentros
clinicos para um melhor entendimento em relagdo a perda de implantes
dentarios.

Como limitagdes desse estudo, o numero amostral foi relativamente baixo,
porém foi realizado o calculo do poder estatistico da amostra e este apresentou
valor superior a 50%. Uma segunda limitacdo foi a baixa frequéncia dos alelos
mais raros para alguns polimorfismos, diminuindo ainda mais o poder estatistico
para a identificagdo das associagdes investigadas. No entanto, mesmo com
poder estatistico relativamente baixo, o que aumenta o risco para falsos
negativos, o polimorfismo rs2009658 do gene LTA foi associado ao aumento da

suscetibilidade para a perda de implantes.
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Conclusao

Para a populagao deste estudo, alelo C do rs2009658 do gene LTA foi associado
com a perda de implantes, bem como a presenca de dentes € um maior niumero
de implantes colocados. Estes resultados reforcam a ideia da interacdo entre
condigdes clinicas e fatores genéticos, que juntos aumentam o risco a

suscetibilidade a perda de implantes dentarios.
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Figura 1 Analise do desequilibrio de ligacdo (DL) entre os tag SNPs (r’<80%)

LTA, LTB e TNFA na populagdao YRI. O numero dentro dos quadrados indica a

frequéncia de DL. A intensidade de cor dos quadrados reflete o grau de DL entre

os polimorfismos: a cor mais intensa indica maior DL.
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Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas dos individuos do total da amostra

(n=244).
Grupo Grupo Valor de p OR (IC 95%)
controle estudo
(n=163) (n=81)
Idade ® 51,0+ 11,3 52,9+ 11,0 0,216* -
Género ”
Feminino 111 (68,1) 51 (63,0) 0,424* 1,25 (0,71-2,19)
Masculino 52 (31,9) 30 (37,0)
Tabagismo °
Sim 32 (19,6) 15 (18,5) 0,835** 1,07 (0,54-2,12)
N&o 131 (80,4) 66 (81,5)

a: média + desvio padrdo b: numero (frequéncia); * teste U de Mann-Whitney; **Teste qui-quadrado de

Pearson; OR: Odds Ratio; IC (intervalo de confianga).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes (n=244).

Grupo Grupo Valor de p OR (IC 95%)
controle estudo
(n=163) (n=81)
Condigao
socioecondmica®
A1/A2/B1 84 (51,5) 40 (49,4) 0,752* 1,09 (0,64-1,85)
B2/C/D 79 (48,5) 41(50,6)
Doenga sistémica®
Sim 111 (68,1) 60 (74,1) 0,337* 1,33 (0,73-2,43)
N&o 52 (31,9) 21 (25,9)
Doenga reumatica®
Sim 32 (19,6) 21 (25,9) 0,262* 1,43 (0,76-2,68)
N&o 131 (80,4) 60 (74,1)
Osteoporose?
Sim 3(1,8) 2(2,5) 1,000** 1,35 (0,22-8,24)
N&o 160 (98,2) 79 (97,5)
Tratamento médico®
Sim 63 (38,7) 37 (45,7) 0,293* 1,33 (0,77-2,28)
Néo 100 (61,3) 44 (54,3)
Reposi¢dao Hormonal®
Sim
N&o 63 (38,7) 37 (45,7) 0,293* 1,33 (0,77-2,28)
100 (61,3) 44 (54,3)
Medicagao de uso
continuo®
Sim 66 (40,5 37 (45,7) 0,440* 1,23 (0,72-2,11)
Nao 97 (59,5 44 (54,3)
Antinflamatoérios nao-
estereoidais®
Sim 6 (3,7) 7 (8,8) 0,994** 2,47 (0,80-7,63)
Nao 155 (96,3) 73 (91,3)
Antinflamatoérios
estereoidais®
Sim 4 (2,5) 2 (2,5) 1,000** 1,00 (0,18-5,61)
Néo 157 (97,5) 78 (97,5)
Numero de escovagdes
diarias®
Menos de 3 vezes 44 (27,0) 18 (22,2) 0,420* 0,77 (0,41-1,44)
3 vezes ou mais 119 (73,0) 63 (77,8)
Uso do fio dental®
Sim 108 (66,3) 55 (68,8) 0,698* 0,89 (0,50-1,58)
Nao 55 (33,7) 25 (31,3)

17



0 N O 00~ WOWDN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Uso de enxaguatoério
bucal®

Sim

Nao

Consultas
odontolégicasb
Edentulismo®
Edentulismo

Dentes presentes

Implantes colocados”

55 (33,7)
108 (66,3)

6,43 +4,73

28 (17,2)

135 (82,8)
3,99 + 2,95

25 (31,3)
55 (68,8)

6,53 + 4,64

6(7,4)

75 (92,6)
5,59 + 3,75

0,698*

0,959***

0,038*

0,010***

1,12 (0,63-1,98)

2,59 (1,02-6,54)

a: numero (frequéncia); b: média + desvio padrao; * Teste qui-quadrado de Pearson; **Teste exato de Fisher;

*** teste U de Mann-Whitney; OR: Odds Ratio; IC ( intervalo de confianca).

18



1

o O WD

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Tabela 3. Status periodontal dos pacientes parcialmente edéntulos (n=209).

Status Grupo Grupo Valor de p OR (IC 95%)
periodontal controle estudo
(n=134) (n=75)

Numero de 20,3 + 6,29 18,6 +7,13 0,106* -
dentes®
indice gengival® 0,61 +0,37 0,63 + 0,54 0,438* -
indice de placa® 0,12 + 0,24 0,25+ 0,43 0,349* -
indice de 0,07 + 0,12 0,14 + 0,24 0,092* -
calculo®
PS (mm)? 2,71+ 0,46 2,55 + 0,47 0,005* -
PIC (mm)? 3,59 + 0,85 3,63 + 1,09 0,636* -
Mobilidade”

Sim 18 (13,3) 16 (21,3) 0,132** 1,76 (0,83-3,70)

Nao 117 (86,7) 59 (78,7)

a: média + desvio padrdo; b: ndmero (frequéncia); * teste U de Mann-Whitney; **Teste qui-quadrado de

Pearson; OR: Odds Ratio; IC (intervalo de confianga).
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1 Tabela 4. Analise genotipica dos tag SNPs nos genes LTA, TNF, LTB no

2 modelo aditivo.

Gene TagSNPs Variagao” Grupo Homozigoto 1 Heterozigoto 2 Homozigoto3 Valor de
DbSNP ID ? [1/2] n (%) n (%) n (%) p
GG CG cc
LTA rs2009658 [G/C] Controle 106 (71,6) 38 (25,7) 4(2,7) 0,021
Estudo 32 (54,2) 24 (40,7) 3(5,1)
AA AG GG
rs2516312 [A/G] Controle 153 (95,0) 8 (5,0) - 0.696
Estudo 76 (93,8) 5(6,2) -
cc CT 1T
rs2844482 [C/T] Controle 110 (68.,8) 46 (28,8) 4 (2,5) 0,155
Estudo 49 (60,5) 28 (34,6) 4(4,9)
cc CT T
rs2071590 [C/T] Controle 74 (45,4) 67 (41,1) 22(13,5) 0,838
Estudo 32 (40,0) 40 (50,0) 8 (10,0)
AA AG GG
rs2229094 [A/G] Controle 84 (52,8) 59 (37,1) 16 (10,1) 0,659
Estudo 36(48,0) 32 (42,7) 7(9,3)
GG CG cc
rs3093542 [G/C] Controle 155 (95,7) 7 (4,3) - 0.308
Estudo 74 (92,5) 6 (7,5) -
GG AG AA
TNFA rs1800629 [A/G] Controle 128 (79,0) 32(19,8) 2(1,2) 0,739
Estudo 63(79,7) 16 (20,3) 0(0,0)
GG GT T
rs2228088 [GIT] Controle 160 (100,0) - - -
Estudo 78 (100,0) - -
AA CA cc
LTB rs3093553 [C/A] Controle 132 (85,2) 21 (13,5) 2(1,3) 0,952
Estudo 65 (85,5) 10 (13,2) 1(1,3)
3 a: SNP identificado na base de dados do NCBI; b: O primeiro alelo € o ancestral, e o segundo alelo é de
4 referéncia; *Teste qui-quadrado de Pearson
5
6
7
8
9
0
1
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Tabela 5. Analise dos gendtipos dos tag SNPs nos genes LTA, TNF e LTB no

2  modelo dominante.
Gene Tag SNPs Variagao® Grupo Genotipos Genétipos Valorde OR (IC 95%)
DbSNP ID ® [1/2] n (%) n (%) p
CG+CC GG
LTA rs2009658 (Dom C) [C/G] Controle 42 (28,4) 106 (71,6) 0,017* 0,47 (0,25-0,87)
Estudo 27 (45,8) 32 (54,2)
AG + GG AA
rs2516312 (Dom G) [A/C] Controle 8 (5,0) 153 (95,0) 0,765** 0,79 (0,25-2,51)
Estudo 5(6,2) 76 (93,8)
CT+TT CcC
rs2844482 (Dom T) [C/T] Controle 50 (31,3) 110 (68,8) 0,201* 0,69 (0,39-1,21)
Estudo 32 (39,5) 49 (60,5)
CT+TT cc
rs2071590 (Dom T) [C/T] Controle 89 (54,6) 74 (45,4) 0,425* 0,80 (0,46-1,38)
Estudo 48 (60,0) 32 (40,0)
AG+GG AA
rs2229094 (Dom G) [A/G] Controle 75 (47,2) 84 (52,8) 0,490* 0,82 (0,47-1,42)
Estudo 39 (52,0) 36 (48,0)
CG+CC GG
rs3093542 (Dom C) [G/C] Controle 7 (4,3) 155 (95,7) 0,365** 0,55 (0,18-1,71)
Estudo 6 (7,5) 74 (92,5)
AG+GG AA
TNFA rs1800629 (Dom G) [A/G] Controle 160 (98,8) 2(1,2) 1,000%* -
Estudo 79 (100,0) 0 (0,0)
GG GT
rs2228088 (Dom T) [GIT] Controle - - - -
Estudo - -
AC + AA cC
LTB rs3093553 (Dom A) [C/A] Controle 153(98,7) 2(1,3) 1,000** 1,02 (0,91-11,42)
Estudo 75 (98,7) 1(1,3)
3 a: SNP identificado na base de dados do NCBI; b: O primeiro alelo é designado o menor alelo, e 0 segundo
4 alelo é designado o maior alelo; *Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste exato de Fisher; OR: Oddis Ratio
5 IC( intervalo de confianga)
6
7
8
9
10
11
12
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Tabela 6. Analise do gendtipo do tag SNPs no gene da LTA, TNF e LTB no

2 modelo recessivo.
Gene Tag SNPs Variagao® Grupo Genoétipos Genétipos Valorde OR (IC 95%)
DbSNP ID ® [1/2] n (%) n (%) P
CG + GG cC
LTA rs2009658 (Rec C) [C/G] Controle 144 (97,3) 4(2,7) 0,409** 0,51 (0,11-2,39)
Estudo 56 (94,9) 3(5,1)
AG + AA GG
rs2516312 (Rec G) [A/G] Controle 161 (100) - - -
Estudo 81 (100) -
CT+CC TT
rs2844482 (Rec T) [C/T] Controle 156 (97,5) 4 (2,5) 0,448** 0,49 (0,12-2,02)
Estudo 77 (95,1) 4 (4,9)
CT+CC TT
rs2071590 (Rec T) [C/T] Controle 141 (86,5) 22 (13,5) 0,436* 1,40 (0,59-3,31)
Estudo 72 (90,0) 8 (10,0)
AG+AA GG
rs2229094 (Rec G) [A/G] Controle 143 (89,9) 16 (10,1) 0,861* 1,08 (0,42-2,76)
Estudo 68 (90,7) 7 (9,3)
CG + GG ccC
rs3093542 (Rec C) [C/G] Controle 162 (100) - - -
Estudo 80 (100) -
AG+AA GG
TNFA rs1800629 (Rec G) [A/G] Controle 34 (21,0) 128(79,0) 0,895* 0,95 (0,49-1,86)
Estudo 16 (20,3) 63 (79,7)
GT+GG TT
rs2228088 (Rec T) [GIT] Controle - - - -
Estudo - -
AC +CC AA
LTB rs3093553 (Rec A) [C/A] Controle 23 (14,8) 132 (85,2) 0.941* 0,971 (0,44-2,11)
Estudo 11(14,5) 65 (85,5)
3 a: SNP identificado na base de dados do NCBI; b: O primeiro alelo é designado o menor alelo, e o segundo
4 alelo é designado o maior alelo; *Teste Qui-quadrado de Pearson; **Teste exato de Fisher; OR: Oddis Ratio
5 IC( intervalo de confianga).
6
7
8
9
10
11
12
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Anexos

Lista de abreviaturas e siglas
1]

DL

DNA

EDTA

et al.

MHC

NCBI

OR
PCR
PIC
PS
rpm

rs

microlitro
Desequilibrio de Ligagao

Acido Desoxirribonucleico

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético

e colaboradores

Figura

Intervalo de Confianca

Virus da imunodeficiéncia humana
indice de calculo

indice gingival

indice de placa

Linfotoxina alfa

Linfotoxina beta

Molar

Milimolar

Complexo principal de
histocompatibilidade

National Center for Biotechnology
Information

Odds Ratio

Reacao em Cadeia da Polimerase
Perda de insercéo clinica
Profundidade de sondagem
rotacdes por minuto

reference SNP
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YRI

Single Nucleotide Polymorphism

Fator de necrode tumoral
Fator de Necrose Tumoral alfa
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Ciéncia com Consciéncia -

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Parecer No 0003772/10 Protocolo -CEP-N°-323
Titulo do projeto. Influéncia de polimorfismos em genes de mediadores inflamatérios na falha de implante Grupo IIX
dentais Versdo 9
Protocolo CONEP 323 Pesquisador responsavel Paula Cristina Trevilatto

Instituicio PUCPR

Objetivos

Analisar a influéncia de marcadores genéticos relacionados com genes de mediadores inflamatérios,-na. perda-de-implantes-dentériog. =

Comentirios e consideragdes

Trata-se de solicitagiio para realizacio de genctipagem em laboratério canadense (Montreal). A previsio inicial era de que as genotipagens
seriam realizadas nos laboratérios da PUCPR, porém como houve uma nova captacdo de recursos, a pesquisadora decidiu realizar os testes
em laboratério que permitira expandir drasticamente o alcance do projeto.

A pesquisadora atesta que ndo haverd envio de amostras ao exterior e sim o transporte realizado pela prépria.

Informa também que ndo se trata de cooperacéo estrangeira, ja que o laboratério canadense apenas prestara Servigos sob remuneracdo, 3
pesquisadora. Existe também a informac&o de que no serjo compartilhado dados entre os laboratérios envolvidos, bem como as amostras
transportadas e seus eventuais residuos serdo trazidas de volta ao pais pela prépria pesquisadora,

Termo de consentimento livre & esclarecido e/ou Termo de compromisse para uso de dados.

O projeto original nio contempla o transporte de amostras para o exterior, mas esta precariedade & suprida pela melhoria da possivel
beneficéncia ao sujeito. Nio havera violagdo do TCLE por se tratar de uma expansgo do projeto que mantém os mesmos objetivos e sob
responsabilidade total da mesma pesquisadora explicitados no TCLE original.

Conclusges

Por soliciatacdo do CEP/PUCPR a pesquisdora:

1. Encaminhou relatério parcial adequado da pesquisa;

2. Acrescentou declaracBes a) do pesquisador, dando conta do tipo (caracteristicas detalhadas) do material a ser transportado, condicdes de
embalagem, testes aos quais serdo submetidas as amostras, de que levars e trars o material sob sua inteira responsabilidade, além dos dados
do laboratdro canadense destinatario b) do responsavel pelo laboratério destinatério dando conta de que n3o ser3 considerado, em hipétese

alguma, provedor desse material bioldgico e nem faré a retencdo da amostra ou parte dela.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das ResolugBes Nacionais 196/96 ¢ demais
relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunigo realizada no dia: 09/06/2010, manifesta-se por considerar o projeto
Aprovado.

Situagdo Apfovado

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimente da Resolucio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) devera receber
relatorios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do
2nvio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do
astudo,

i

Zventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de formililara.&sudnta,_identiﬁeaﬁde—a‘paﬂe—do—;‘

nrotocolo a ser i suas-justificativas:

e a pesquisa, ou parte dela for realizada -em.outras.instituices;-cabe-ao- pesquisador Nao iRiciala ahtes da receber a autorizagéo formal para

1 sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado € assinado pelo responsavel.da instituigio-e deve-ser-

nantido em poder do pesquisador: responsével; podendo Serrequerido por este CEP em qualquer tempo.
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