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Tarallo AMC. Influéncia do tabagismo e da terapia anti-hipertensiva sobre o
metabolismo 6sseo: uma avaliacdo clinica e molecular [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia,;
2019.

RESUMO

Fatores locais e sistémicos podem interferir no processo de osseointegracao porém
a susceptibilidade genética a falha do implante osseointegrado permanece
desconhecida. Portanto, € de grande interesse realizar uma analise epidemioldgica
para avaliacdo da expressdo génica de alguns marcadores moleculares da
inflamacéo e do metabolismo ésseo e correlaciona-los com tabagismo e terapia anti-
hipertensdo na populacdo submetida a cirurgia de implante dentario, atendida no
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos em 2017 e 2018. Foram
obtidas 39 amostras 0sseas durante a cirurgia de implante, utilizando-se sugador
cirdrgico com coletor par osso de 32 pacientes. As reacfes em cadeia do polimerase
em tempo real (RT-PCR) foram executadas para avaliar os genes: fosfatase alcalina
(ALP), apolipoproteina, beta Actina, proteina morfogenética Il, sialoproteina 0ssea,
colageno tipo |, interleucina 6, integrina (1, fator estimulador de colénias de
macrofagos (M-CSF), osteocalcina, osteonectina, osteopontina, osterix,
prostaglandina E2 sintase (PGEZ2), fator de transcricdo relacionado ao Runx 2
(RUNX2) e fator de crescimento transformador beta (TFG-B). Os dados clinicos
foram tabulados para caracterizacdo demografica. A analise estatistica utilizando o
teste de Mann-Whitney foi realizada com 5% de significancia. Como resultados, 17
pacientes foram incluidos no grupo controle, 6 pacientes apresentavam terapia anti-
hipertensiva, 3 pacientes fumavam cigarros e 3 pacientes utilizavam terapia anti-
hipertensiva e fumavam cigarros e 3 pacientes fumaram cigarros durante pelo
menos 10 anos e pararam pelo menos 5 anos atras. A analise dos dados
demonstrou reducdo dos genes no grupo da terapia anti-hipertensiva, com diferenca
significativa para RUNX2 e interleucina 6, quando comparado ao grupo controle. No
grupo de pacientes fumantes, a transcricdo da integrina foi significativamente maior.
Os marcadores de diferenciacdo 6ssea foram mais expressos no grupo controle,
mas sem diferenca significativa quando comparados ao grupo fumante.

Palavras-chave: Osseointegracdo. Tabagismo. Marcadores moleculares. Terapia
anti-hipertensiva. Ex-fumantes.



Tarallo AMC. Influence of smoking and hypertensive therapy on bone metabolism: a
clinical and molecular evaluation [doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Local and systemic factors may interfere in the osseointegration process but genetic
susceptibility to osseointegrated implant failure remains unknown. The objective of
this research was to perform an epidemiological analysis in which a convenience
sample was used to evaluate the gene expression of some molecular markers of
inflammation and bone metabolism and to correlate them with smoking and anti-
hypertensive therapy in the population underwent dental implant surgery, attended at
the S&o José dos Campos Institute of Science and Technology in 2017 and 2018.
Thirty-nine bone samples were obtained during implant surgery, using surgical
suction with collector from thirty-two patients. Real time Polymerase chain reactions
(RT-PCR) were performed for evaluate the genes: alkaline phosphatase (ALP),
apolipoprotein, beta actin, bone morphogenetic protein Il (BMPII), bone sialoprotein
(BSP), type I Collagen, interleukin 6, integrin 1, macrophage colony stimulating
factor (M-CSF), osteocalcin, osteonectin, osteopontin, osterix, prostaglandin E2
synthase (PGEZ2), runt-related transcription factor 2 (RUNX2) and transforming
growth factor beta (TFG-B). Clinical data were tabulated for demographic
characterization. Statistical analysis using Mann-Whitney tests was performed at 5%
of significance. As results, 17 patients were include in control group, 6 patients under
antihypertensive therapy, 3 patients smoke cigarettes and 3 patients under
antihypertensive therapy and smoke cigarettes and three patients smoked cigarettes
during at least for 10 years and stop at least 5 fives ago. The follow up of prosthetic
rehabilitation and implant success will be explored in another research. Data analysis
demonstrated downregulation of the genes in the hypertensive group, with significant
difference for RUNX2 and Interleukin 6, when compared to the control group. In the
group of smoking patients, the integrin transcript was significantly higher. Bone
differentiation markers were more expressed in the control group, but without
significant difference when compared to the smoker group.

Keywords: Osseointegration. Smoking. Molecular marker. Antihypertensive therapy.
Former smokers.



1 INTRODUCAO

Com o advento da implantodontia, a utilizacdo dos implantes osseointegrados
como parte do planejamento nas reabilitacdes orais possibilitou a realizagcdo de uma
reabilitacdo mais satisfatoria aos pacientes. Sua eficacia como método terapéutico,
associada a protocolos cirargicos e protéticos apropriados, vem sendo constatada
na literatura demonstrando indices de sucesso satisfatérios, apresentando, em
média 94,4% de taxa de sucesso, podendo variar de 76,0% a 98,7% (Mavrogenis,
2009).

A osseointegragdo, que pode ser definida como uma conexao direta estrutural
e funcional entre o tecido 6sseo vivo e a superficie de um implante submetido a
carga funcional, foi observada em 1956 pela primeira vez, quando Per-Ingvar
Branemark (ortopedista sueco) percebeu em um estudo da circulagdo sanguinea de
coelhos, que as camaras de titanio que ele usava em seus experimentos ficavam
presas as tibias dos animais. Mais tarde, com longo e minucioso trabalho de
pesquisa, o autor demonstrou como o tecido ésseo aceitava e incorporava pecas de

titinio sem reacdes adversas (Branemark et al., 1977).

Alguns fatores locais e sistémicos podem influenciar na osseointegracao,
assim faz-se necessério identifica-los para que o profissional clinico possa estar
atento a um planejamento mais adequado com menores riscos de falhas, evitando

complicacbes e morbidades ao paciente (Hartmann et al., 2017).

O tabagismo apresenta forte associagdo tanto com a severidade da doenca
periodontal quanto com a perda Ossea peri-implantar. Em um cigarro estédo
presentes mais de 4.000 toxinas. Estas incluem mondxido de carbono, substancias
cancerigenas (nitrosaminas) e substancias psicoativas como a nicotina, que é
considerada a substancia farmacologicamente mais ativa e passivel de ser

absorvida pela mucosa oral (Chen, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mavrogenis%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19516081

Constata-se na literatura resultados desfavoraveis dos implantes em
pacientes fumantes sendo estes atribuidos as alteracfes do sistema imunoldgico e
da cicatrizacdo. Observa-se que o tabaco proporciona efeitos citotoxicos na funcéo
dos fibroblastos (adeséo e proliferacdo), interfere na quimiotaxia e na fagocitose dos
neutrofilos, e influencia negativamente os linfocitos na produgcéo de imunoglobulina.
Além disso, relatou-se que o fumo aumenta os niveis de carboxihemoglobina,
fibrinogénio e hemoglobina, o que resulta em uma alteracdo na integridade e no
remodelamento do tecido conjuntivo e, assim, prejudica a cicatrizacdo e a resposta

do hospedeiro diante de uma agressao (Esposito et al., 1998).

A hipertenséo arterial € um importante fator de risco para a morte prematura
em todo o mundo, principalmente por causar complicacdes cardiovasculares.
Individuos hipertensos apresentam metabolismo anormal de célcio resultando em
concentracfes inferiores desse mineral, de vitamina D, magnésio e altas
concentracbes de horménio da paratireoide (PTH), prejudicando a qualidade e a

densidade do tecido 6sseo (Tibazarwa, Damasceno, 2014).

Foi constatado importante avaliar a qualidade do tecido 6sseo em pacientes
hipertensos, em uso de terapia anti-hipertensiva, visando prever a capacidade de
formacdo Ossea em situacfes como a osseointegracdo apos a instalacdo de

implantes (Mulinari-Santos et al., 2018).

A gquantificacao relativa da expressdo de mRNA pela transcricao reversa em
real tempo da reacdo em cadeia de polimerase (RT-gPCR) transformou-se em um
importante método de escolha para estudos da expressdo de genes em varios
organismos (Thellin et al., 2009). Estudos como o de Slotte et al. (2012) que
propuseram uma metodologia como ferramenta de diagndstico ndo-invasiva para o
monitoramento de genes especificos da reparacao 6ssea e avaliacdo do tecido peri-
implante, complementando as avaliagcdes clinicas e Hartmann et al. (2017)
conduziram estudo molecular avaliando marcadores 6sseos no processo de perda
de préteses por afrouxamento asséptico, ambos utilizaram a RT-PCR como método
para analise da expressao génica.

A susceptibilidade genética a falha do implante osseointegrado permanece
desconhecida. Portanto, julgamos de grande interesse realizar uma analise

epidemiolégica na qual uma amostra de conveniéncia serviu para avaliar a
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expressdo génica de alguns marcadores moleculares da inflamagédo e do
metabolismo ésseo em pacientes que receberam implantes dentarios. Objetivou-se
também correlacionar a expressdo génica com o tabagismo e a terapia anti-
hipertensiva na populacdo atendida no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao

José dos Campos em 2017 e 2018.



3.2 Consideragdes sobre os resultados

O padréo epidemiolégico ouro para estudos de prevaléncia é a probabilidade
ou amostra aleatoria. Neste trabalho, decidimos realizar uma amostra de
conveniéncia, composta de amostras de pacientes de tratamento hospitalar, apesar
do fato de apresentarem varias limitacdes, sendo a mais importante a falta de
representatividade, ou seja, 0s resultados de tais estudos ndo podem ser
generalizados para toda a populagdo. No entanto, esse método é muito mais
eficiente em termos de custo do que usar uma amostra aleatoria.

O artigo de Becker et al. (2015) foi utilizado como uma inspiracao, fornecendo
0s percentuais de 57,14% de fumantes que perderam ao menos um dos implantes
no estudo, contrapondo 16,9% de n&o fumantes que perderam ao menos um dos
implantes. Ja que sabemos que fumantes perdem mais implantes, gostariamos de

mostrar geneticamente o porqué, por meio deste estudo epidemioldgico.

Foram coletadas amostras de 40 pacientes, entretanto apds analise molecular
foi determinada a exclusdo de 8 pacientes pois estes ndo apresentaram o gene
constitutivo (Colageno 1) expressivo. Os 32 pacientes estudados foram divididos em
grupos: a) Controle (17), b) Terapia anti-hipertensiva (6), ¢) Fumantes (3), d)
Fumantes e Terapia anti-hipertensiva e e) Ex-fumantes (3).

A alta prevaléncia de pacientes em terapia anti-hipertensiva neste estudo
motivou a inclusdo desse grupo nas comparacdes. Os dados foram muito
interessantes, uma vez que, no grupo de terapia anti-hipertensiva, as transcricbes
foram reduzidas, ocorrendo diferencas significativas na expresséo de interleucina 6

e RUNX2; também foram reduzidas no grupo fumantes.

Também exploramos a expressao génica em ex-fumantes, para observar seu
comportamento apoOs interromper o0 vicio, € em um grupo de tabagistas e
hipertensos. No entanto, o Ultimo grupo ndo expressou 0S genes de osterix,
osteocalcina, apolipoproteina e PGE2 e néo foram observadas diferencas

significativas quando este grupo foi comparado ao grupo controle.
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A comparacdo entre grupo controle e grupo hipertensivo e fumante
apresentou significancia limitrofe (P = 0.0647) para a prostaglandina E2 sintase. Ja
os fumantes apresentaram maior expressao dessa citocina inflamatéria. Estes dados
foram esperados, uma vez que as citocinas inflamatorias tém um papel fisiolégico no
metabolismo 6sseo. No entanto, altos niveis podem levar ao aumento da perda
0ssea, resultando em um desfecho menos favoravel ou na falha do implante
(Campos et al., 2005). Inversamente, IL-6 foi diminuida no grupo fumante e
significativamente aumentada em ex-fumantes, comparando com fumantes. As
principais citocinas anti-inflamatorias incluem o antagonista do receptor da
interleucina IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-1326 (Opal, DePalo, 2000). Parece
razoavel considerar a hipétese de que o tabagismo prejudica a homeostasia, ja que
diminuiu a expresséo desta citocina anti-inflamatoria de forma reversivel, em caso

interrupcéo do vicio fumar.

A comparagdo entre o0 grupo tabagista e o0 ex-fumante apresentou
significancia limitrofe (P = 0,0992) para TGF-1. Ja que o grupo controle expressou
menos TGF-B1, soa como um padrao restaurativo da expressao. A formacdo 6ssea
envolve varias etapas do recrutamento de células precursoras de osteoblastos para
calcificagdo da matriz extracelular, e uma variedade de citocinas, fatores de
crescimento e outras macromoléculas participam desses eventos (Campos et al.,
2005). O fator de crescimento transformador (TGF-B1) € uma citocina pleiotrépica e
onipresente envolvida no desenvolvimento 6sseo e na remodelacdo (Saiganesh et
al., 2019). Os ostedcitos remodelam diretamente sua matriz perilacunar/canalicular

controlando a qualidade 6ssea através da sinalizacdo TGF- (Dole et al., 2017).

O efeito oposto ocorreu em BMP Il, osteocalcina, osteopontina, Osterix,
RUNX 2 e Sialoproteina 6ssea, que foram reduzidos no grupo fumante, comparando
com o grupo controle, e aumentados quando o paciente deixour de fumar
(significancia borderline para osteocalcina e osteopontina, p = 0,0806 para ambos).
A expressao destas varias proteinas caracteriza o fenoétipo 6sseo, € induzida durante
a diferenciacdo osteoblastica em cascata, sugestivo de fatores regulatérios multiplos
(Rodan, Noda, 1991).

A transcricdo da integrina 31 foi significativamente maior no grupo tabagista,

comparando-se ao grupo controle. E um padrdo génico importante, uma vez que as
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integrinas sdo extremamente importantes na fungdo osteoclastica. Osteoclastos se
ligardo a matriz 6ssea por meio de integrinas durante a reabsor¢cdo Ossea. O
bloqueio da integrina 1 resultou na inibicdo da reabsorcdo (Helfrich et al., 1996). O
grupo hipertensivo e fumante apresentou maior nivel de integrina 1, comparando-

se ao grupo controle, porém sem significancia estatistica.

A Ultima evidéncia reabsortiva foi a desregulacdo do M-CSF no grupo de
fumantes quando comparado ao grupo controle; no grupo hipertensivo e tabagista
em comparagao ao grupo controle e no grupo ex-fumante em comparagéo ao grupo
fumante. A formacéo de osteoclastos envolve a interacdo entre células estromais e
pré-osteoclastos que séo derivados das linhagens dos monécitos. O M-CSF estimula
a reabsorcado do osso somente quando é dependente da geracdo de osteoclastos
novos. O M-CSF n&o parece ter nenhum efeito na atividade de osteoclastos
maduros. O mecanismo da acdo pdde ser direto em precursores do osteoclastos ou
indireto em vias de sinalizacdo acessorias que influenciam a geracdo do

osteoclastos (Corboz et al., 1992).

O RUNX 2 foi significativamente reduzido no grupo hipertensivo comparando
com o grupo controle. Acreditamos que esse achado é extremamente importante
com base na conclusdo de Kim et al. de que a desregulacdo de Runx-2, BMP-II,
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (pparg-2) e
aumento da razdo RANKL/OPG foram correlacionados com o inicio do perda dssea
marginal peri-implante (Kim et al., 2019). Os autores isolaram e cultivaram células
estromais mesenquimais alveolares humanas derivadas de osso obtidos pela

perfuracdo durante a colocacao do implante para fazer esta concluséao.

Nesse presente estudo, as amostras foram coletadas da regido anterior da
maxila (12,5%), da mandibula (8,34%), posterior de maxila (35,41%) e posterior de
mandibula (43,75%), portanto com predominancia do tipo 6sseo I. Um parametro de
extrema importancia e que também influencia a osseointegragdo e o sucesso do
tratamento com implantes € a andlise 6ssea da area receptora do implante. A
classificacdo de Misch 1990 € a mais encontrada na implantodontia e pode ser
encontrada na literatura como: tipo | — osso cortical denso; tipo Il — cortical denso e
0sso trabeculado grosso; tipo Il — cortical éssea fina e trabeculado fino; tipo IV —

osso trabecular fino. Como para a implantodontia é necessario uma boa estabilidade
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primaria, mas com irrigacdo sanguinea suficiente para que o metabolismo local ndo
seja prejudicado e facilite a cicatrizacdo e consequente osseointegragcdo, o0s tipos
0sseos | e IV desta classificacdo ndo sao bons candidatos a colocacéao de implantes.
O primeiro, por possuir uma cortical muito densa, dificulta a irrigacdo sanguinea,
apesar de ser excelente para a estabilidade priméria. O segundo, apesar da boa
irrigacdo, por ser totalmente de osso trabecular fino, € desvantajoso em relagéo a

estabilidade primaria.

Apesar de todos os resultados significativos aqui apresentados, assumimos
que as repeticdbes em outras populacbes sdo obrigatérias para melhor elucidar o
papel desses genes na influéncia da suscetibilidade individual & perda do implante
dentario. No futuro, a terapéutica individual poderia ser desenvolvida, aumentando

as taxas de sucesso do implante.
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