UNIVERSIDADE PAULISTA — UNIP

PROGRAMA DE MESTRADO EM ODONTOLOGIA

EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES OSSEOS
NO TECIDO OSSEO DE INDIVIDUOS FUMANTES

E NAO FUMANTES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Odontologia da Universidade
Paulista — UNIP para obtencdo do titulo de
mestre em Odontologia.

JULIANA MEDEIROS DE CAMPOS

SAO PAULO
2014



UNIVERSIDADE PAULISTA — UNIP

PROGRAMA DE MESTRADO EM ODONTOLOGIA

EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES OSSEOS
NO TECIDO OSSEO DE INDIVIDUOS FUMANTES

E NAO FUMANTES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da Universidade
Paulista — UNIP para obtencdo do titulo de
mestre em Odontologia. sob orientacdo do
Prof. Dr. Renato Corréa Viana Casarin.

JULIANA MEDEIROS DE CAMPOS

SAO PAULO
2014



Campos, Juliana Medeiros de.

Expressédo génica de marcadores 6sseos no tecido 6sseo de
individuos fumantes e ndo fumantes / Juliana Medeiros de Campos. -
2014.

191. : il. color. + CD-ROM.

Dissertacao de mestrado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgédo em Odontologia da Universidade Paulista, Sao Paulo,
2014.

Area de Concentragéo: Clinicas odontoldgicas.

Orientador: Prof. Dr.° Renato Corréa Viana Casarin

1. Fumo. 2. Expresséo génica. 3. Osseointegracao.
I. Titulo. Il. Casarin, Renato Corréa Viana (orientador).




JULIANA MEDEIROS DE CAMPOS

EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES OSSEOS
NO TECIDO OSSEO DE INDIVIDUOS FUMANTES

E NAO FUMANTES

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da Universidade
Paulista — UNIP para obtencdo do titulo de
mestre em Odontologia.

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA:

1. Prof. Dr. Renato Corréa Viana Casarin Data / /
Julgamento: Assinatura:
2. Prof. Dr. Mauro Pedrine Santamaria Data / /
Julgamento: Assinatura:
3. Prof. Dr. Suzana Peres Pimentel Data / /

Julgamento: Assinatura:




DEDICATORIA

Dedico este Mestrado a meus pais,
Vera e Lourival, pelo incentivo e

apoio em todos os momentos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por guiar meus pagos e me mostrar a direcao.

Aos meus pais, Vera e Lourival, pelo amor, apoio, confianca e motivacéo
incondicional que sempre me impulsionam em dire¢é@o as vitorias dos meus
desafios.

A minha irm&, Camila, pela torcida e por me dar um sobrinho téo lindo para me
distrair nos momentos dificeis.

Aos meus amigos, que gracas a Deus sdo os melhores amigos que alguém pode
ter. Com eles desabafei, descansei, sumi, ri, chorei e continuarei fazendo o mesmo
para o resto da vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Renato Correa Casarin, uma pessoa que em pouco
tempo me fez o admirar tanto, obrigada pelos ensinamentos, orientagoes,
compreensao e confianca a mim depositada.

Ao meu chefe e amigo, Prof. Gabriel Pires Pastore, que me mostrou e mostra
diariamente que os grandes sabem valorizar os que ainda engatinham. Tenho
orgulho, admiracéo e gratiddo de trabalhar e conviver com vocé.

Aos meus amigos de profissdo, Patricia Radaic, Alexandre Prati, Luciano Del
Santo, pela parceria, paciéncia, ensinamento e amizade, meu muito obrigada.

Aos meus professores e a meus colegas de mestrado pela oportunidade de
convivéncia, meu muito obrigada.

Aos funcionérios da UNIP, agradeco a prestatividade e eficacia.



”A mente que se abre a uma nova ideia,
jamais voltara ao seu tamanho original.”
(Albert Einstein)



RESUMO

O hébito de fumar é definido como o principal fator de risco para diversas doencas
bucais, como cancer e periodontite, e também o fracasso de implantes. Estudos
anteriores, em animais, mostraram o impacto negativo do tabagismo sobre o contato
osso-implante e, em humanos, uma reducdo da densidade Ossea e sobrevida do
implante ao longo do tempo. No entanto, o efeito do fumo sobre o osso alveolar
humano quanto a expressdo de marcadores 6sseos foi desconhecida. Objetivo:
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tabagismo sobre a
expressdo génica de moléculas do metabolismo 6sseo no tecido 6sseo alveolar de
sitios designados para receber implantes dentarios. As bidpsias de osso alveolar
foram coletadas de fumantes (n = 19) e ndo-fumantes (n = 19) das areas planejadas
para receber implantes dentarios. A expressdo dos genes do fator de necrose
tumoral (TNF)-a, fator de transformagéao de crescimento (TGF)-B, osteoprotegerina
(OPG), colagénio do tipo | (COL-I), sialoproteina 6ssea (BSP) e osteocalcina (OC),
foi quantificada por gPCR, utilizando GAPDH como gene de referéncia. Os
resultados foram comparados por meio do teste de Mann-Whitney, com nivel de
significancia de 5%. Resultados: Nao houve diferencas entre 0os grupos nos niveis
de mRNA de TNF-a, TGF-B, OPG e COL-I (p> 0,05). No entanto, niveis mais baixos
de mRNA de BSP e OC foram observadas em amostras de fumantes comparada
com o grupo de ndo-fumantes (p <0,05). Conclusao: Estes resultados suportam a
hip6tese de que alguns marcadores 0sseos sao negativamente afetados pelo fumo
no tecido alveolar, o que poderia explicar o impacto negativo do tabagismo sobre a

cicatrizacdo 6ssea peri-implantar.

Palavras-chave: Tabagismo, expressao génica, a osseointegracao.



ABSTRACT

Background: The smoking habit is defined as the major risk factor for diverse oral
diseases, such as cancer and periodontitis, and also implants failure. Previous
studies have shown, in animals, the negative impact of smoking on bone-implant
contact and, in humans, a reduction in bone density and implant survival over time.
However, the effect of smoking on the human alveolar bone regarding the expression
of bone-related markers has been unknown. Objective: Therefore, the aim of this
study was to evaluate the influence of smoking on the gene expression of molecules
of bone metabolism in alveolar bone tissue from sites designed to receive dental
implants. Biopsies of alveolar bone were collected from smokers (n=19) and non-
smokers (n=19) from areas planned to receive dental implants. Gene expression of
tumour necrosis factor (TNF)-a, transforming growth factor (TGF)-B, osteoprotegerin
(OPG), type | collagen (COL-I), bone sialoprotein (BSP) and osteocalcin (OC) was
quantified by gPCR, using GAPDH as a reference gene. The results were compared
using the Mann-Whitney test, with a significance level of 5%. Results: There were no
differences between groups in the mRNA levels of TNF-a, TGF-B, OPG and COL-I
(p>0.05). However, lower levels of mMRNA BSP and OC were observed in samples
from smokers than in the non-smokers group (p<0.05). Conclusion: These results
support the hypothesis that some bone markers are negatively affected by smoking
in alveolar tissue, which could explain the negative impact of smoking on peri-implant

bone healing.

Keywords: Smoking, gene expression, osseointegration.
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INTRODUCAO

A partir da descoberta de Branemark sobre os principios da osseointegracao
em 1969, tornou-se possivel a criacdo de nova técnica reabilitadora, com a
colocacdo de implantes intraésseos na odontologia, fazendo com que as
possibilidades de reabilitagdo da funcdo mastigatéria, fonética e estética facial se
expandissem, pois sdo implantes capazes de se adaptar a matriz 6ssea e suportar
as reabilitaces protéticas. (NICKELLIS et al., 2004). Contudo, apesar do beneficio
funcional e psicolégico que a terapia com implantes proporciona, o sucesso dos
implantes ainda € determinado pela presenca de fatores de risco, incluindo a
anatomia do osso receptor e condi¢cfes sistémicas deficientes. Destaca-se o fumo
entre os fatores sistémicos que afetam negativamente 0 sucesso com a terapia

reabilitadora com implantes.

Fumar é geralmente conhecido por ter impacto negativo sobre a saude geral,
identificado como fator de risco para o cancer, doencas do coragao, doenca vascular
periférica e doenga respiratoria. O mecanismo patogénico do fumo na saude é visto
com muita complexidade. O cigarro contém mais de 4000 toxinas, incluindo a
nicotina, monoxido de carbono, nitrosaminas, benzenos, aldeidos e cianeto de
hidrogénio. A nicotina é potente vasoconstritor que reduz o fluxo sanguineo e a
distribuicdo de nutrientes aos sitios de cura, causando reducéo de glucose e acidose
nos tecidos. Muitas vezes a nicotina nao € vista como o Unico fator responsavel pela
dramatica diminuicdo do fluxo sanguineo e a tensédo/adesdo de oxigénio na pele e
mucosa observadas nos fumantes. O monéxido de carbono reduz a capacidade de
transporte de oxigénio do eritrécito, e o cianeto de hidrogénio causa hipoxia tecidual
(LAMBERT et al.2000).

Estudos clinicos relatam que fumantes apresentam nao apenas as taxas mais
elevadas de insucesso do implante do que ndao fumantes (BAIN & MOY 1993; DE
BRUYN & COLLAERT 1994; LAMBERT et al., 2000), mas um maior efeito prejudicial
ao redor de implantes osseointegrados com sucesso (HAAS et al., 1996;
LINDQUIST et al., 1997; ROOS-JANSAKER et al., 2006), como alta incidéncia de
mucosite peri-implantar e peri-implantite e aumento da perda éssea marginal
(STRIETZEL et al., 2007;. HEITZ-MAYFIELD 2008, DE LA ROSA et al., 2013).

Recente meta-analise, avaliando 19 estudos adequadamente selecionados,
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informou que quando os fumantes foram comparados aos ndo fumantes a chance de
falha do implante foi significativamente elevada. [OR 2,17 - intervalo de confianca de
95%, 1,67-2,83] (HINODE et al., 2006).

A primeira hipotese para justificar o0 menor sucesso da terapia com implantes
€ o impacto do fumo na qualidade 6ssea. Ha autores que sugerem que fumar tem
efeito adverso na mineralizagdo 6ssea no corpo humano inteiro, sendo o resultado a
diminuicdo da densidade Ossea. A segunda hipOtese € dada pela influéncia do
tabaco no tecido peri-implantar. Sugere-se que a exposicao direta do tecido peri-
implantar ao tabaco e a vasoconstricdo aumentada apos a inalacdo da nicotina
pioram a qualidade do tecido, além de aumentarem a liberacdo de mediadores
inflamatorios (KARBACH et al., 2009, TATL et al., 2013). Além disso, altos niveis de
placa e sangramento foram encontrados nos fumantes, sendo o resultado a maior
perda de osso ao redor do implante, eventualmente causando a perda do mesmo
(VANDEWEGHE, 2011, CHEN et al., 2013). Em relagédo a microbiota, estudo recente
mostrou uma microbiota mais patogénica em fumantes, quando comparados a

implantes instalados em nao fumantes (ATA-ALI et al., 2011).

Em relagdo a qualidade 6ssea, ndo ha estudo relacionando diretamente o
fumo aos marcadores génicos de formacdo Ossea. Entretanto, estudos avaliaram
marcadores de destruicdo 6ssea no fluido crevicular peri-implantar. Oates et al.,
(2004) observaram que os niveis de piridinolina sdo especialmente elevadas no
fluido crevicular de implantes dentarios de fumantes, e sugerem que fumar afetaria o
sucesso do implante, em parte, a partir de alteragcbes nos niveis de reabsorcao
O0ssea. Nos genes marcadores de formagdo Ossea, Chassanidis et al., (2012),
observaram que nos fumantes a expressdo do gene de BMP no periosteo foi
reduzido, o que demonstra o efeito do fumo, em ambito molecular, pela reducéo da
transcricdo do RNAm de BMPs. Entre as BMPs estudadas, BMP-2, a expressao do
gene foi significativamente maior, destacando seu papel na homeostase éssea.
Yamano et al., (2010), em ratos, sugeriram que a nicotina inibiria a expressdo dos
genes relacionados a matriz 6ssea necessarios para a cicatrizacao de feridas e,

assim, diminuiria a osseointegragéo na fase final.

Pela auséncia de estudos em humanos que indicam por quais vias o fumo

alteraria a qualidade Ossea e seria responsavel pelo maior fracasso dos implantes
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osseointegrados, o presente estudo avaliou no tecido 6sseo a expressdo de RNAm
de TNF- a, TGF-B, OPG, BSP, colageno tipo | e OCN de individuos fumantes.
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CONCLUSAO GERAL

Dentro dos limites do presente estudo in vivo, pode-se concluir que o habito
de fumar interfere negativamente a expressao de genes sialoproteina do 0sso e
osteocalcina, o que pode explicar, pelo menos em parte, 0os seus efeitos negativos

sobre o metabolismo 6sseo.
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