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RESUMO

OBJETIVO: Este estudo analisou a presenca de polimorfismos na regidao promotora -
163A/G, -245T/G e -950T/C do gene da osteoprotegerina (OPG), bem como a sua
distribuicdo em pacientes diabéticos e com periodontite quando comparados ao grupo
controle. MATERIAIS E METODOS: A pesquisa contou com a participacdo de 67
individuos distribuidos em um grupo teste (n=32), constituido por pacientes diabéticos
e com periodontite, e outro controle (n=35) que incluiam pacientes ndo diabéticos e
sem periodontite. Foram incluidos individuos entre 22 e 56 anos de idade com, no
minimo, 15 dentes presentes, que ndo faziam uso de medicacdo, exceto para a
diabetes, e que ndo apresentavam outra doenga sistémica. Para o diagndstico da
periodontite, foram avaliados os parametros clinicos: profundidade de sondagem,
sangramento a sondagem e nivel de insercdo clinica, sendo sondados seis sitios em
cada dente presente e diagnosticada a periodontite na presenca de dois ou mais sitios
com profundidade de sondagem igual ou superior a 4mm. O DNA para a investigacao
dos polimorfismos da OPG, através da técnica da reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) convencional, foi obtido a partir do soro sanguineo dos participantes.
RESULTADOS: N&o foi observada associagcdo entre polimorfismos da regido
promotora do gene da OPG em pacientes com periodontite e diabetes mellitus
(p>0,005). O alelo mais freqliente no grupo teste foi o A163(81,2%), seguido pelo
T245(75,0%) e pelo T950(54,7%). O alelo T950, possivel marcador da
osteoclastogénese, nao foi associado a condicao periodontal dos pacientes diabéticos
(p>0,005). CONCLUSAO: Neste estudo ndo houve associa¢do entre polimorfismos
genéticos da OPG em pacientes diabéticos e com periodontite (p>0,005).

Palavras-chave: diabetes, periodontite, osteoprotegerina, polimorfismo.

ABSTRACT

OBJECTIVES: The purpose of this paper was analyzed the presence of
polymorphisms in the promoter region -163A/G, -245T/G e -950T/C of the
osteoprotegerin (OPG) gene, as well as its presence in diabetic patients with
periodontitis when compared to the control group. MATERIAL AND METHODS: A total
of 67 individuals, divided between a test group (n=32), constituted by diabetic patients
with periodontitis, and a control group (n=35), with non-diabetic patients without
periodontitis. All selected individuals were between 21 and 55 years of age, with at
least 15 tooth and in use of no medication but for diabetes control, free of any other
systemic diseases. For the diagnosis of periodontitis, clinical parameters were
evaluated: probing pocket depth, bleeding on probing and clinical attachment level. Six
sites of each existing tooth were probed and periodontitis was diagnosed when two or
more sites had a probing pocket depth of 4mm or higher. The DNA was prepared from
serum for the investigation of OPG gene polymorphisms, through Polymerase Chain
Reaction (PCR). RESULTS: There was no association between polymorphisms in the
promoter region of the OPG gene in patients with periodontitis and diabetes mellitus
(p>0,05), or of an association between these polymorphisms and chronic periodontitis,
according to the clinical parameters studied. The T950 allele, a possible biomarker of
osteoclastogenesis, was not associated with the periodontal condition of the diabetic
patients (p>0,05). CONCLUSION: In this study there were no associations between
OPG gene polymorphisms in diabetic patients with periodontitis.

Key-words: diabetes, periodontitis, osteoprotegerin, polymorphisms



1 INTRODUCAO

Evidéncias sugerem que a diabetes mellitus pode modular a destruicéo
dos tecidos periodontais através da reducdo da sua funcdo leucocitéria
incluindo a quimiotaxia, aderéncia e fagocitose, podendo também ser
considerada como um fator de risco para a doenca periodontal em virtude da

incidéncia, progressado e severidade desta patologia em individuos diabéticos®
14,18

A hiperglicemia sustentada gera conseqiéncias em quase todos o0s
tecidos do organismo, pois afeta direta e indiretamente as células resultando
em mudancas em sua estrutura funcional*. Ainda conforme os autores, esta
hiperglicemia também possui potencial para alterar o0 microambiente
periodontal, o que pode contribuir para a patogénese da periodontite em
pacientes diabéticos, sendo a doenca periodontal sua sexta complicacédo
classica, segundo a Academia Americana de Diabetes.

7

A perda O6ssea alveolar, que é mediada pela resposta imune do
hospedeiro contra o acumulo do biofilme bacteriano, € um dos principais
indicadores da periodontite?’. A avaliacdo da perda do nivel de inserc&o clinica
periodontal, bem como a presenca de bolsas periodontais € bastante utilizada
para o diagnéstico desta condicdo patoldgica’. Entretanto, novas modalidades
de diagnéstico para a avaliacdo do inicio e da progressdo da periodontite,
também estdo sendo utilizadas, como a identificacdo das concentracfes de

mediadores do metabolismo dsseo tais como a RANK, a RANKL e a OoPG"9%?,

A OPG, também conhecida como Fator Inibidor da Osteoclastogénese
(OCIF), € uma proteina Osteo reguladora, constitida por 5 éxons e com
capacidade de inibir a resbsor¢cdo 6ssea, uma vez que tal proteina interage
com a RANKL bloqueando a sua ligagdo com a RANK, proteinas responsaveis
pela diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos e que estimulam o processo

6steo reabsortivo*?123,

Diferencas nas propor¢ées de RANKL/OPG podem estar relacionadas a

severidade da doenca periodontal” 13 A importancia da regulacdo destas



proteinas na destruicdo 0ssea tem sido demonstrada em varios estudos, onde
um aumento nas concentracdes de RANKL e uma reducdo nas concentragdes

de OPG podem indicar a ocorréncia da periodontite®**3,

Em pacientes
diabéticos, estudos apontam a presenca de elevadas concentracdes
plasmaticas e salivares da OPG, embora tais concentracbes apresentem-se

reduzidas em individuos com diabetes mellitus e periodontite associadas’®*2,

Polimorfismo genético refere-se a existéncia de dois ou mais alelos em
um determinado local do DNA, com uma frequiéncia de alelos em mais de 1%
da populacéo, representando a forma mais comum de variacdo do DNA no
genoma humano, onde mutacbes genéticas tém sido implicadas na

argumentacdo de um complexo de doencas?.

Langdahl et al.*® (2002) identificaram 12 diferentes polimorfismos no
gene da OPG, incluindo em sua regido promotora correspondente as posicoes
-163A/G, -245T/G e -950T/C, onde esta identificagdo pode proporcionar uma
ferramenta de valor diagndstico para a avaliagdo de risco da periodontite®’.
Estudos realizados para analisar a associacdo destes polimorfismos com a
periodontite ndo tém indicado correlagcdo com a periodontite cronica ou a

211192324 No entanto, varios estudos identificaram

periodontite agressiva
polimorfismos no gene da OPG associados & doencas cardiovasculares?,

fraturas 6sseas’® e osteoporose?® em diferentes populacées.

Embora a literatura demonstre a relevancia que a atividade biologica de
uma variedade de citocinas, a exemplo da OPG, exerce na destruicdo
periodontal de individuos diabéticos, os seus mecanismos ainda ndo foram
completamente elucidados. Tendo em vista o grande impacto exercido por esta
doenca sobre os tecidos periodontais e a possivel influéncia da OPG na
periodontite, foi proposta deste estudo analisar o polimorfismo genético desta

proteina associando-o a periodontite em individuos diabéticos.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostra

O presente estudo foi do tipo experimental cuja amostra de conveniéncia
foi composta por 67 participantes assim distribuidos: 32 individuos diabéticos
tipo 2 e com periodontite (grupo teste), e 35 individuos ndo diabéticos e sem
periodontite (grupo controle). Eles foram atendidos no Centro Médico Ermirio
de Moraes, na cidade de Recife — PE, e na clinica de Estomatologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os principios éticos que
envolvem pesquisas com seres humanos foram obedecidos e a pesquisa foi
iniciada mediante aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFPE sob o

protocolo niamero 088/09.

A populacdo estudada tinha a faixa etaria compreendida entre 22 e 56
anos de idade, incluindo homens e mulheres que apresentavam, no minimo, 15

dentes, de acordo com estudos de Costa et al.,’ (2010) e Lappin et al.*? (2009).
2.2 Parametros clinicos

No exame clinico periodontal, foram avaliados a profundidade de
sondagem, sangramento a sondagem e nivel de inser¢do clinica, sendo
examinados seis sitios em cada dente. Foram considerados pacientes com
periodontite agueles com profundidade de sondagem maior ou igual a 04 mm
em mais de um sitio examinado®?, conforme critérios estabelecidos pela AAP

(Academia Americana de Periodontologia).

Foram excluidos da pesquisa individuos fumantes; gravidas ou
lactentes; individuos que faziam uso de antibiéticos ou que se submeteram a
tratamento periodontal nos ultimos 6 meses; tratamento médico para condi¢des
sistémicas, exceto para o diabetes; maiores complicagcbes do diabetes
(retinopatia, neuropatia, nefropatia e aterosclerose). Os individuos
diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2 apresentavam a doenca ha pelo

menos 5 anos’.



2.3 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido do soro sanguineo dos participantes utilizando o kit

DNA blood mini kit (Qiagem) de acordo com as instru¢des do fabricante.
2.4 Reacéo de cadeia em polimerase (PCR)

Um fragmento com 348 pares de base (pb) de cada gendtipo analisado
na regido promotora do gene da OPG foi amplificado pela técnica da PCR
convencional, sendo realizada em um volume total de 25uL contendo 12,5 pL
de mix (Top Taq Polymerase - Qiagem), 0,6 uL de cada primer (Tabela 1) e 4
uL de DNA. As amplificacBes foram realizadas com 35 ciclos de desnaturacéo
a 96°C por 45s; temperaturas de anelamento para cada primer conforme tabela
1 por 45s; extensdo a 72°C por 45s com desnaturagao inicial a 96°C por 5 min

e extensdo final & 72°C por 10 min, conforme Park et al.*” (2008).

2.5 Deteccdo do comprimento dos fragmentos amplificados apoés
digestdo pela enzima de restricdo (PCR-RFLP) (Regides Al163G/T245G,
T950C)

A técnica RFLP foi realizada em um volume total de 20uL utilizando 8U
das enzimas de restricdo Hinfl, Vspl e Hincll (Promega), respectivamente, e
8uL do produto da PCR digeridos a 37°C por 2hs. Os produtos digeridos foram

separados em gel de agarose a 3%.

A RFLP é formada por uma base de transicdo (A/G) para o genotipo
A163G; (T/G) para o gendtipo T245G; e outra (T/C) para o gendtipo T950C do
gene da OPG que cria um sitio de restricdo especifico para cada enzima. Os
alelos resultantes da clivagem da enzima Hinfl,sdo designados “A” para
aqueles que ndo contem sitio de restricdo para a enzima, apresentando um
fragmento de 348pb, ou “G” para aqueles que contem o sitio de restricao
apresentando um fragmento de 64pb e outro de 284pb. Os produtos da
clivagem da Vspl resultam em um alelo “T”, apresentando um fragmento de
348pb e um alelo “G” com dois fragmentos de 153pb e 195pb. Por fim, a
enzima Hincll resulta em alelo “T”, com sitio ausente para a enzima e outro

alelo “C” com sitio presente com dois fragmentos de 64pb e 284pb.



2.6 Andalise estatistica

As prevaléncias dos gendtipos e dos alelos entre o grupo teste e o grupo
controle foram analisadas utilizando o teste do Qui-quadrado de Pearson (x2) e
o teste Exato de Fischer. Para verificar a associacdo entre 0os genotipos e 0s
parametros clinicos, foram utilizados os testes de Kruskall-Wallis com
comparacoes do referido teste e F (ANOVA) com comparacfes de Tukey,
sendo considerados resultados significantes aqueles com o valor de P<0,05.
Os célculos estatisticos foram realizados através do programa SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) na versao 15.

3 RESULTADOS

A tabela 2 apresenta as frequéncias quanto ao género, tabagismo e
tempo de abandono do habito com resultados significativos para as duas
Gltimas categorias. Quanto ao tempo de abandono do tabagismo, a maior

variacao ocorreu entre aqueles que cessaram o habito ha mais de um ano.

Os parametros clinicos profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem e nivel de insercdo clinica, bem como a média de idade, foram
analisados nos dois grupos (Tabela 3). As médias de cada uma das variaveis
foram correspondentemente mais elevadas no grupo teste do que no grupo

controle com diferencas significativas entre os grupos (p < 0,001).

A associacdo entre a idade e os parametros clinicos (profundidade de
sondagem, sangramento a sondagem e nivel de insercdo clinica) esta
registrada na tabela 4. Com excecao da correlacéo entre idade e sangramento a
sondagem no grupo controle, que apresentou valor negativo, as outras
correlacdes foram todas positivas. No grupo teste, as variaveis profundidade de
sondagem e nivel de insercdo clinica apresentaram correlacdes
significativamente diferentes de zero para a margem de erro 5,0%, enquanto
gue no grupo controle, a Unica correlacdo significativa foi com o sangramento a
sondagem. As duas maiores correlacbes com a idade foram sangramento a
sondagem no grupo controle (r = 0,487) e nivel de insercdo clinica no grupo
teste (r = 0,477).



Apés a analise da PCR, pbde-se observar mutacdes nas regioes -
245T/G e -950T/C. Estas mutacOes foram representadas pela presenca de
duas bandas nos respectivos genotipos caracterizando um portador
homozigoto (GG)T245G e (CC)T950C, embora tais mutagdes ndo tenham sido
estatisticamente significantes (p>0,05), ocorrendo tanto no grupo controle como
também no grupo teste, onde a maior variagdo foi registrada no genotipo
T245G (p=0,850) (Tabela 5).

Assim como a distribuicdo genotipica, a distribuicdo dos alelos também
ndo mostrou resultados significativos quanto a associacdo entre a doenca
periodontal e a diabetes mellitus. A distribuicdo dos alelos estd sumarizada na
tabela 6.

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam os resultados comparativos entre as
regibes polimérficas e os parametros clinicos profundidade de sondagem,
sangramento a sondagem e nivel de insergdo clinica, respectivamente. A tabela
7 apresenta os resultados comparativos entre as regides polimoérficas em
relacdo a profundidade de sondagem, observando-se a ocorréncia de duas
diferencas significativas no grupo controle nas regides -245T/G e -950T/C. A
média da profundidade de sondagem, neste grupo, foi menos elevada no
gendtipo GG da regido -245T/G e foi mais elevado no gendtipo TT desta regiéo.
Na regido -950T/C, a média menos elevada ocorreu no gendtipo TT , sendo
mais elevada e aproximada quando ocorreram TC ou CC. Na tabela 8, estdo
registradas as informacdes sobre as comparagcBes entre os gendtipos e o
sangramento a sondagem, onde nao foram obtidos resultados significativos. Por
fim, na tabela 9 encontram-se os resultados comparativos entre os genétipos e
o nivel de insercao clinica, apresentando resultado significativo apenas o grupo

controle na regido polimoérfica -245T/G.
4 DISCUSSAO

Para a realizacdo de estudos de frequéncia genética, é importante que
os dados demograficos, como a idade e a etnia, e o0 status da doenca estudada
tenham similaridade entre os grupos estudados. Nesta pesquisa, participaram
individuos geneticamente heterozigotos, com periodontite crénica e que

apresentaram média de idade mais elevada no grupo teste quando comparada



ao controle. Tal diferenca na idade ocorreu em virtude de o exame clinico
periodontal, no grupo teste, ter sido realizado em um centro de referéncia para
o tratamento da diabetes, onde a média de idade dos individuos ali atendidos
era mais elevada do que naqueles que ndo eram portadores da doenca. Este
fato foi refletido em nosso estudo, onde os parametros clinicos, profundidade
de sondagem e nivel de insercao clinica, foram estatisticamente significativos
em individuos com média de idade mais alta. Excecao feita ao sangramento a
sondagem que foi mais significativo no grupo controle. No entanto, este
parametro ndo € muito utilizado para o diagndéstico da doenca periodontal,

comparado aos dois parametros supracitados.

Individuos fumantes foram excluidos deste estudo uma vez que o
tabagismo pode exercer um papel modulador na doenca periodontal. No
entanto, individuos ex-fumantes ha mais de 8 meses foram incluidos na
pesquisa pois estudos demonstram que, apos algumas semanas do abandono
do habito, ocorre uma reducdo na profundidade de sondagem e melhoras no
padréo cicatricial dos tecidos periodontais®.

Embora a associagcdo, a alta prevaléncia e a incidéncia da doenca
periodontal em pacientes diabéticos seja conhecida, poucos estudos tém sido
conduzidos para o0 reconhecimento de marcadores genéticos para estas
condicbes patolégicas. Lappin et al.*®> (2009) observaram em seus
experimentos que pacientes diabéticos podem apresentar dificuldades em sua
substituicdo éssea sugerindo que defeitos na formacdo &ssea poderiam

implicar na progressao da periodontite nestes individuos.

Duarte et al.® (2007), estudando o papel modulador da diabetes em
individuos com periodontite cronica, sugeriram que a referida patologia poderia
exercer tal efeito através da inibicdo da producdo de OPG, favorecendo assim,
0 processo Osteo-reabsortivo. Entretanto, conforme os experimentos de Costa
et al’. (2010), pacientes portadores de diabetes e doenca periodontal
apresentam elevadas concentracdes salivares de OPG podendo tal fato estar
relacionado ao envolvimento vascular, muito comum em decorréncia da

diabetes, onde as elevadas concentragcbes de OPG podem representar um



mecanismo de defesa contra calcificacbes arteriais e outras formas de

prejuizos vasculares.

O presente estudo investigou a possivel associacdo dos polimorfismos
na regido promotora do gene da OPG em pacientes diabéticos associados a
sua condicdo periodontal, ndo observando resultados significativos para esta
associacdo, inclusive quando associados aos parametros clinicos

isoladamente. Wagner et al.®

(2007) também ndo encontraram esta
associacao. No entanto, estes autores estudaram a associacdo da periodontite
com polimorfismos nos éxons do gene da OPG enquanto o nosso foi

concentrado no estudo da sua regido promotora.

Também avaliando a associacdo de polimorfismos na OPG em
pacientes com periodontite, Soedarsono et al.'® (2006) nado verificou
associacao estatisticamente significante. Entretanto, os referidos autores
estudaram uma populacdo com periodontite agressiva diferindo do nosso
estudo que avaliou individuos com periodontite crbnica, uma vez que estes,
além de apresentar diabetes mellitus, também possuiam uma média de idade

mais elevada, incomum aos pacientes portadores de periodontite agressiva.

Existem poucos estudos que associam polimorfismos na regiao
promotora do gene da OPG com a periodontite. Baioni et al.? (2008) e Park et
al.'” (2008) nao observaram a associacdo de polimorfismos na regido -950T/C
com a periodontite, corroborando com o0s nossos achados. Os primeiros
autores também avaliaram a associacdo de polimorfismos desta regido em
pacientes com periodontite e doenca renal crbnica, ndo observando tal
associacdo. Em nossos estudos, esta associagdo também né&o foi encontrada

guando avaliados individuos com diabetes mellitus e periodontite.

Em concordancia com nossos resultados, Park et al.'’ (2008) e
Wohlfahrt et al.** (2006) e ndo encontraram associacdo entre a periodontite e
polimorfismos na regido -245T/G. Porém, em nossa pesquisa, dois individuos
do grupo controle apresentaram mutacdes nesta regido (GG) e tais mutacoes,
quando associadas a profundidade de sondagem e nivel de insergdo clinica,

apresentaram valores significativos (p=0,010 e p=0,024, respectivamente). Tal



associacao pode ter ocorrido em virtude do pequeno numero de individuos que

apresentaram a mutacao refletindo, assim, na variacéo estatistica.

Embora ndo haja um consenso na literatura, alguns estudos sugerem
uma associagdo do alelo T950 com o aumento da atividade osteoclastica. Park
et al.l” (2008) indicaram, em seus relatos, uma maior prevaléncia e
significancia do alelo T950 em pacientes com periodontite, 0 que nao foi
verificado em nosso estudo. Contudo, 0s primeiros autores estudaram
individuos coreanos, geneticamente homozigotos, em contrapartida ao nosso
grupo de estudo, composto por uma populacdo geneticamente heterozigota,
assim como estudada por Baioni et al.? (2008) que também n&do encontraram

associacao entre o referido alelo e a periodontite cronica.

A associacao de polimorfismos da OPG com outras doencas sistémicas
como a osteoporose, doencas renais, vasculares e com a menopausa tem sido
estudada com freqiiéncia. Ohmori et al.™ (2002) e Vidal et al.?? (2006) tém
estudado a associacdo do alelo T950 com a osteoporose. Baioni et al.? (2008)
estudaram a associacdo de polimorfismos na regido -950T/C com doencas
renais cronicas e o0 alelo C950 tem sido associado as doencas
cardiovasculares conforme Brandstrom et al.® (2002) e Solfi et al.?° (2004). Esta
Gltima associacdo deve ser mais bem investigada, uma vez que a periodontite
também pode ser considerada como um importante fator de risco para este

grupo de doencas.

Os resultados da presente pesquisa ndo mostraram associagcdo entre
polimorfismos genéticos da OPG em pacientes diabéticos e com periodontite
quando comparados a pacientes ndo diabéticos e sem doenca periodontal. No
entanto, outros estudos devem ser realizados tendo em vista a alta incidéncia,

a progresséao e a severidade da doenca periodontal em pacientes diabéticos.
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TABELAS

Tabela 1- Sequéncia de primers para a amplificacdo do gene da OPG

Regido Primers (5° — 3’) Temperaturas
promotora de
anelamento
-163A/G, F- AACTTGAACACTTGGCCCTGA 60°C
245T/G R- AAATTGGACTGCCTGGGG
-950T/C F- GTTCCTCAGCCCGGTGGCTTTT 64°C
R- TGTGGTCCCCGGAAACTTCAGG

FONTE: Park et al. (2008).



Tabela 2 — Caracteristicas da amostra segundo o grupo

Grupo
Variavel Teste Controle Valor de p
n % n %
TOTAL 32 100,0 35 100.0
e Género
Masculino 8 25,0 15 42,9 p*=0,124
Feminino 24 75,0 20 57,1
e Habito de tabagismo
Fumante - - - - p ® <0,001*
Ex-fumante 10 31,2 - -
Nunca fumou 22 68,8 35 100,0
e Tempo tabagismo entre os ex-fumantes
Até um ano 1 3,1 - - p ¥ <0,001*
Mais de um ano 9 28,1 - -
N&o fumante 22 68,8 35 100,0

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%; (1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson.; (2): Através do
teste Exato de Fisher. Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes e na Clinica de

Estomatologia da UFPE.



Tabela 3 - Média, desvio padrdo e mediana das variaveis: idade do
paciente, profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e nivel de
insercdo clinica segundo o grupo

Grupo
Variavel Teste Controle Valor de p
Média + DP (Mediana) Média + DP
W (Mediana)

e Idade (anos) 49,34 + 4,94 (50,00) 28,29 + 10,99 (23,00) p® <0,001*
« Profundidade de 6,09 + 1,96 (5,25) 2,47+0,55(2,50) p®<0,001
sondagem

e Sangramento & 38,23 +13,27 (34,67) 12,38+ 3,43 (11,06) P <0,001*
sondagem

e NIC 2,97 + 0,69 (2,87) 0,71+0,26 (0,69)  p?<0,001*

(*): Diferencga significativa a 5,0%; (1): DP significa desvio padréo; (2): Através do teste t-Student com
variancias desiguais. Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes e na Clinica de
Estomatologia da UFPE.



Tabela 4 — Coeficiente de correlacdo de Pearson entre a idade e os

pardmetros clinicos

profundidade de

sondagem e nivel de insercéo clinica por grupo.

sondagem,

sangramento a

Variavel

Grupo

Teste

r(p)

Controle

r(p)

¢ Profundidade de
sondagem

e Sangramento a
sondagem

e NIC

0,363 (0,041*)

0,314 (0,080)

0,477 (0,006%)

0,052 (0,767)

0,487 (0,003*)

-0,172 (0,323)

(*): Estatisticamente diferente de zero a 5,0%; Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes

e na Clinica de Estomatologia da UFPE.



Tabela 5 — Avaliacdo dos genétipos segundo a regido polimorfica

Grupo
Variavel Teste Controle Valor de p
n % N %
TOTAL 32 100,0 35 100.0
e Genotipo: A163G
AA 20 62,5 22 62,9 p™ =0,976
AG 12 37,5 13 37,1
GG - - - -
e Genotipo: T245G
TT 19 59,4 22 62,9 p® = 0,850
TG 12 37,5 11 31,4
GG 1 31 2 5,7
e Genotipo: T950C
1T 10 31,2 11 314 p® = 1,000
TC 15 46,9 17 48,6
ccC 7 21,9 7 20,0

(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson; (2): Através do teste Exato de Fisher; Fonte: pacientes

atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes e na Clinica de Estomatologia da UFPE.



Tabela 6 — Frequéncia dos alelos do gene da osteoprotegerina a regiao
polimorfica

Grupo
Variavel Teste Controle Valor de p
n % n %

TOTAL 64 100,0 70 100.0

e Genotipo: A163G
A 52 81,2 57 81,4 p™ =0,979
G 12 18,8 13 18,6

e Genotipo: T245G
T 48 75,0 55 78,6 p™ = 0,624
G 16 25,0 15 21,4

e Gendtipo: T950C
T 35 54,7 39 55,7 p™ = 0,905
c 29 453 31 443

(1): Através do teste Qui-quadrado de Pearson; Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de
Moraes e na Clinica de Estomatologia da UFPE.



Tabela 7 — Média e desvio padrdo da profundidade de sondagem segundo
a ocorréncia na regido polimoérfica pesquisados por grupo

Grupo
Genotipos Teste Controle
Média + DP @ Média + DP

¢ A163G

AA 6,10 + 1,96 2,48 + 0,50

AG 6,08 + 2,05 2,46 + 0,66
Valor de p p@ =0,982 p@ =0,937
e T245G

TT 580+ 1,77 2,68+ 0,45 ®W

TG 5,96 + 1,92 2,18 +0,56 W

GG 9,50+ 0,71 1,75+0,35 ®
Valor de p p® =0,123 p® = 0,010*
e T950C

TT 6,75 + 2,25 2,09+ 0,58 W

TC 5,97 + 2,08 2,62+0,45®

cC 5,43 + 0,93 2,71+0,49 ®
Valor de p p® = 0,382 p® =0,017*

(*): Diferenca significativa a 5,0%; (1): DP significa desvio padréo.; (2): Através do teste t-Student com
variancias iguais; (3): Através do teste de Kruskal-Wallis com compara¢des do referido teste; (4): Através do
teste F (ANOVA) com comparagdes de Tukey. Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes
e na Clinica de Estomatologia da UFPE.



Tabela 8 — Média e desvio padrdo do percentual de sangramento a
sondagem segundo a ocorréncia na regido polimoérfica pesquisados por

grupo
Grupo
Genotipos Teste Controle
Média + DP @) Média + DP
¢ A163G
AA 39,48 + 12,73 12,93+ 3,71
AG 36,15 + 14,44 11,43 + 2,78
Valor de p p@ =0,502 p@=0,216
e T245G
TT 36,84 + 13,15 11,61+ 2,59
TG 36,52+ 11,31 14,26 + 4,47
GG 60,99 + 1,75 10,44 + 0,88
Valor de p p® =0,101 p®=0,182
¢ T950C
TT 39,95 + 13,02 11,58 + 2,88
TC 40,89 + 14,14 12,31 + 3,40
cc 30,06 + 9,39 13,77 + 4,32
Valor de p p® =0,183 p® = 0,432

(*): Diferencga significativa a 5,0%; (1): DP significa desvio padréo; (2): Através do teste t-Student com

variancias desiguais; (3): Através do teste de Kruskal-Wallis; (4): Através do teste F (ANOVA). Fonte: pacientes

atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes e na Clinica de Estomatologia da UFPE.



Tabela 9 — Média e desvio padrdo do nivel de insercéo clinica segundo a
ocorréncia na regido polimorfica pesquisados por grupo

Grupo
Genotipos Teste Controle
Média + DP @ Média + DP

¢ A163G

AA 2,97 £+ 0,68 0,70 + 0,26

AG 2,98 £ 0,72 0,71+ 0,25
Valor de p p@® =0,955 p@ =0,930
e T245G

TT 2,88 + 0,62 0,62 +0,24 ®

TG 2,94+0,71 0,83+0,22 ®

GG 4,05+ 0,23 1,00+ 0,18 ®
Valor de p p® =0,148 p® = 0,024*
e T950C

TT 3,17 +0,78 0,85 + 0,25

TC 2,93+0,73 0,64 + 0,24

cc 2,78 £+ 0,39 0,63 +0,22
Valor de p p® = 0,499 p® = 0,058

(*): Diferencga significativa a 5,0%; Fonte: pacientes atendidos no Centro Médico Ermirio de Moraes e na Clinica

de Estomatologia da UFPE.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

MESTRADO DE ODONTOLOGIA

FICHA CLINICA APENDICE A
IDENTIFICACAO
1. Nome:
2. Nacionalidade: Sexo: Idade:
3. Estado civil: Fone: cel:
4. Renda (salarios): Tipo de diabetes:
5. Tempo do tratamento do diabetes:
6. Uso de insulina: Habito de fumar:
7. Escolaridade:
I. () N&o sabe ler ou escrever
II.( )1° grau incompleto
Ill. () 1°grau completo
IV. () 2°grau incompleto
V. () 2°grau completo
VI.  ( )Universidade incompleta
VII.  ( )Universidade completa
VIIl. ( )Pés-graduacgéo
IX. () Nao sei
PERIOGRAMA
FICHA PERIODONTAL
PACIENTE:
DATA:
Dente Sondagem (mm) Recessao Gengival (mm) Furca Mob
Vestibular Palatina Vestibular Palatina
D C M D C D C M C M|D]|P
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO APENDICE B

NOME DA PESQUISA: Analise do polimorfismo do gene da osteoprotegerina (OPG) em pacientes
diabéticos tipo Il e sua associagdo a condi¢do periodontal.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Keila Cristina Raposo Lucena (Mestranda em Clinica Integrada
UFPE). Endereco: R. Vitoriano Palhares — 250/Torre. Telefone para contato: 3228-3475 ou 9418-3970.
Endereco Comité de Etica em Pesquisa (CEP): Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria. CEP:
50670-901, Recife — PE. Telefone: 2126-8588.

OBJETIVO: Analisar a distribuicdo das formas existentes dos genes da proteina osteoprotegerina - OPG
em pacientes diabéticos tipo Il atendidos no setor de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
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RESUMO

OBJETIVO: Este estudo analisou a presenc¢a de polimorfismos na regido promotora -
163A/G, -245T/G e -950T/C do gene da osteoprotegerina (OPG), bem como a sua
distribuicdo e associagcdo em pacientes diabéticos e com periodontite quando
comparados ao grupo controle saudavel. MATERIAIS E METODOS: A pesquisa
contou com a participacado de 67 individuos distribuidos em um grupo teste (n=32),
constituido por pacientes diabéticos e com periodontite, e outro controle (n=35) que
incluiam pacientes n&o diabéticos e sem periodontite. Foram incluidos individuos entre
21 e 55 anos de idade com, no minimo, 15 dentes presentes, que nao faziam uso de
medicacao, exceto para a diabetes, e que n&o apresentavam outra doenca sistémica.
Para o diagnéstico da periodontite, foram avaliados os parametros clinicos:
profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e nivel de insercao clinica,
sendo sondados seis sitios em cada dente presente e diagnosticada a periodontite na
presenca de dois ou mais sitios com profundidade de sondagem e nivel de insercao
clinica 2 4mm. O DNA para a investigacdo dos polimorfismos da OPG, através da
técnica da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) convencional, foi obtido a partir do
soro sanguineo dos participantes. RESULTADOS: Nao foi observada associacao
entre polimorfismos da regido promotora do gene da OPG em pacientes com
periodontite e diabetes mellitus (p>0,005). O alelo mais freqlente no grupo teste foi o
A163(81,2%), seguido pelo T245(75,0%) e pelo T950(54,7%). O alelo T950, possivel
marcador da osteoclastogénese, nado foi associado a condicdo periodontal dos
pacientes diabéticos (p>0,005). CONCLUSAO: Nao foi encontrada associagdo entre
polimorfismos genéticos da OPG em pacientes diabéticos e com periodontite.

Palavras-chave: diabetes, periodontite, osteoprotegerina, polimorfismo.

ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of the present study was to analyze polymorphisms in the
promoter region (-163A/G, -245T/G and -950T/C) of the gene osteoprotegerin (OPG)
as well as the distribution and association of these polymorphisms in patients with
diabetes and periodontitis in comparison to a health control group. MATERIALS AND
METHODS: The study involved the participation of sixty-seven individuals — 32 in the
test group (diabetic patients with peridiontitis) and 35 in the control group (non-diabetic
individuals without periodontitis). Individuals 21 and 55 years of age with at least 15
teeth who made no use of medication other than for diabetes and had no other
systemic disease were included in the study. The following clinical parameters were
assessed for the diagnosis of periodontitis: pocket depth, bleeding upon probing and
attachment loss. Six sites on each tooth were probed. Periodontitis was diagnosed
when two or more sites had a pocket depth and attachment loss = 4 mm. DNA was
obtained from the blood serum of the participants for the investigation of OPG
polymorphisms using the conventional polymerase chain reaction method. RESULTS:
No association was found between periodontitis and polymorphisms in the promoter
region of the OPG gene in patients with diabetes (p>0.005). The most frequent allele in
the test group was A163 (81.2%), followed by T245 (75.0%) and T950 (54.7%). The
T950 allele, which is a possible marker of osteoclastogenesis, was not associated with
periodontal status in patients with diabetes (p>0.005). CONCLUSION: No association
was found between periodontiitis and genetic polymorphisms in the OPG gene in
patients with diabetes.

Keywords: diabetes, periodontitis, osteoprotegerin, polymorphisms
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1 INTRODUCTION

Evidence suggests that diabetes mellitus affects periodontal tissue by
reducing leukocyte functions, such as chemotaxis, adherence and
phagocytosis. Diabetes is also considered a risk factor for periodontal disease,
considering the incidence, progression and severity of this condition in diabetic

individuals ',

According to Andersen et al.,”¥ a number of mechanisms may explain the
increased susceptibility to periodontitis among individuals with diabetes, in
whom sustained hyperglycemia exerts an indirect influence on the cellular level
through the production of advanced glycation end products and may also
directly affect the cells involved in periodontal homeostasis. Among such
cellular alterations, the increased production of matrix metalloproteinases,
reduction in collagen synthesis, reduction in growth factors and deregulation of
the balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines as well
as the balance between mediators of bone metabolism, such as receptor
activator of nuclear factor kappa B (RANK), its ligand RANKL and
osteoprotegerin (OPG), may predispose individuals with diabetes to a greater
incidence and progression of periodontal disease. Indeed, periodontitis is
considered the sixth most common complication of diabetes mellitus, according

to the American Academy of Diabetes 4.

Alveolar bone loss, which is mediated by the immune response of the
host to the buildup of bacterial plaque, is one of the main indicators of

periodontitis®. The assessment of clinical attachment loss and periodontal
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pockets is often used for the diagnosis of this condtion®”.. However, new
diagnostic modalities for the assessment of the onset and progression of
periodontitis are also being employed, such as concentrations of RANK, RANKL
and OPG[®®. OPG, which is also known as osteoclastogenesis inhibition factor,
is a bone-regulating protein made up of five exons and has the capacity to
inhibit bone resorption. This protein interacts with RANKL, blocking its bonding
to RANK, which are proteins responsible for the differentiation and activation of

osteoclasts P19,

Impairment to bone formation/repair is an important sign of periodontal
disease. Under physiological conditions, there is a balance between bone
resorption and formation. This balance maintains bone integrity and the
metabolism of calcium and is mediated by the RANK/RANKL/OPG system."" In
certain inflammatory conditions, such as periodontitis, this system is disturbed,
causing a reduction in OPG level and an increase in the concentration of

RANKL and resulting in pathologic bone resorption "4,

Differences in the proportions of RANKL/OPG may be related to the
severity of periodontal disease !""®13. The importance of the regulation of these
proteins in bone destruction has been demonstrated in a number of studies,
which state that an increase in RANKL concentration and reduction in OPG
concentration may indicate periodontitis!’>"°!. Studies report high concentrations
of OPG in the plasma and saliva of patients with diabetes, while these

concentrations are reduced in individuals with both diabetes and periodontitis

[1,6,8]
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Given the importance of the RANK/RANKL/OPG system in the
pathogenesis of periodontal disease and its influence on diabetes, the notion
that genetic polymorphisms in the OPG gene are related to an increased
susceptibility to periodontitis in diabetic patients has been questioned. Langdahl
et al "% identified 12 different polymorphisms in the OPG gene, including the
promoter region corresponding to positions -163A/G, -245T/G and -950T/C. The
identification of these polymorphisms is reported to be a valuable diagnostic tool
for assessing the risk of periodontitis I'"\. Moreover, studies have identified
polymorphisms in the OPG gene associated with cardiovascular disease,*”
bone fractures ® and osteoporosis ?" in different populations. However, a
number of studies have found no correlation between such polymorphisms and

chronic or aggressive periodontitist®'"2%,

While the literature has demonstrated the effect of the biological activity
of a variety of cytokines, such as OPG, on the destruction of the periodontium in
individuals with diabetes, the mechanisms involved in this process have not
been fully clarified. Thus, the aim of the present study was to analyze genetic
polymorphisms in the OPG gene in individuals with both diabetes and

periodontitis.
2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Sample

An experimental trial was carried out involving a convenience sample
made up of 67 participants: 32 individuals with a diagnosis of type 2 diabetes for
at least five years and periodontitis (test group) and 35 non-diabetic individuals

without periodontitis (control group). The participants were examined at the
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Ermirio de Moraes Medical Center and Stomatology Clinic of the Universidade
Federal de Pernambuco in the city of Recife, Brazil. This study received
approval from the Human Research Ethics Committee of the university (process

number: 088/09).

The inclusion criteria were age between 21 and 55 years, either gender
and having a minimum of 15 teeth, based on studies carried out by Costa et al.
1 and Lappin et al.®’l. The following were the exclusion criteria: smoking habits;
pregnancy or lactation; use of antibiotics; having undergone periodontal
treatment in the previous six months; medical treatment for systemic conditions
other than diabetes; major complication of diabetes (retinopathy, neuropathy,

nephropathy and atherosclerosis); and menopause.
2.2 Clinical parameters

The periodontal exam involved the assessment of pocket depth, bleeding
upon probing and attachment loss. Six sites on each tooth were examined using
a William periodontal probe (Trinity®). Peridontitis was defined as pocket depth
and attachment loss = 04 mm in two or more sites®® based on the criteria

established by the American Academy of Periodontology.
2.3 Polymerase chain reaction

DNA was extracted from blood samples using the DNA blood mini kit
(Qiagem), following the manufacturer’s instructions. The following primers and
annealing temperatures were used: F- AACTTGAACACTTGGCCCTGA and R-
AAATTGGACTGCCTGGGG at 60° C for -163A/G and -245T/G; and F-
GTTCCTCAGCCCGGTGGCTTTT and R- TGTGGTCCCCGGAAACTTCAGG

at 64° C for -950T/C.
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Genotypes from the promoter region of the OPG gene were amplified
using the conventional polymerase chain reaction (PCR) method in a total
volume of 25 pL, containing 12.5 pL of Top Taq Polymerase (Qiagem), 0.6 pL
of each primer and 4 pL of DNA. The amplifications were performed with 35
cycles of denaturation at 96° C for 45 s, annealing temperatures for each primer
(described above) for 45 s, extension at 72° C for 45 s, with initial denaturation
at 96° C for 5 min and final extension at 72° C for 10 min, following the

procedures described by Park et al. '"’.

The restriction fragment length polymorphism method (PCR-RFLP) was
used to detect the length of the amplified fragments following digestion by the
restriction enzyme. This method involves a transition base for the A163G
genotype (A/G); the T245G genotype (T/G) and T950C genotype (T/C) of the
OPG gene, establishing a specific restriction site for each enzyme. RFLP was
performed in a total volume of 20 pL, using 1 U of each restriction enzyme
(Hinfl, Vspl and Hincll) (Promega) and 8 uL of the PCR product, digested at 37°

C for 2 h. The digested products were separated in 3% agarose gel.
2.4 Statistical analysis

The frequency of the genotypes and alleles in the test and control groups
was analyzed using Pearson’s chi-square test (x2) and Fisher’s exact test. The
Kruskall-Wallis test and F test (ANOVA) with Tukey comparisons were used to
determine associations between genotypes and clinical parameters. Results
achieving a p-value < 0.05 were considered significant. The statistical
calculations were performed using the Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS, version 15).
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3 RESULTS

Table 1 displays the clinical parameters (pocket depth, bleeding upon
probing and attachment loss) and age of the participants in both groups. The
mean values of each variable were significantly higher in the test group than the

control group (p < 0.001).

The PCR analysis revealed mutations in the -245T/G and -950T/C
regions. These mutations were represented by two bands in the respective
genotypes, characterizing a (GG)T245G and (CC)T950C homozygous carrier.
However, no statistically significant differences between groups were detected
with regard to these mutations (p > 0.05). The greatest variation occurred in the
T245G genotype (p = 0.850) (Table 2). Likewise, no statistically significant
association was found between periodontal disease and diabetes with regard to

the distribution of alleles (Table 3).

The clinical parameters were analyzed in relation to the polymorphic
regions in order to determine possible associations between the severity of
periodontal disease and polymorphisms in the OPG gene in patients with type 2
diabetes. In the control group, mean pocket depth was lesser in the GG
genotype (mutant) and greater in the TT genotype (wild) of the -245T/G region,
whereas mean pocket depth was lesser in the TT genotype (wild) and greater in
the occurrence of the TC or CC genotype (mutant) of the -950T/C region (Table
4). Bleeding upon probing was not influenced by the genotype profile of OPG in
either the test group or control group (Table 5). With regard to attachment loss, a
significant result was only found in the -245T/G region in the control group, for

which the GG mutant genotype achieved the highest mean value (Table 6).
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4 DISCUSSION

The present study found no significant association between
polymorphisms in the promoter region of the OPG gene and chronic
periodontitis in patients with diabetes. Despite the high prevalence and
incidence of periodontal disease in patients with diabetes, few studies have
been conducted for the identification of genetic markers for these conditions.
Lappin et al.!® found that patients with diabetes may have difficulties with regard
to bone remodeling, suggesting that bone formation defects could influence the
progression of periodontitis in these individuals. Studying the modulating role of
diabetes in individuals with chronic periodontitis, Duarte et al.["! suggest that the
disease may exert such an effect through the inhibition of OPG production,
thereby favoring the bone resorption process over bone formation. However,
experiments carried out by Costa et al. [ suggest that patients with both
diabetes and periodontal disease have high salivary concentrations of OPG,
which may be related to the vascular involvement that commonly stems from
diabetes. Thus, high concentrations of OPG may represent a defense

mechanism against arterial calcification and other forms of vascular impairment.

There are few studies that associate polymorphisms in the promoter
region of the OPG gene with periodontitis. The results of the present study
corroborate findings described by Baioni et al.l'® and Park et al.,'” who found
no association between the -950T/C region and periodontitis. Baioni et al."®
also assessed this region in patients with both periodontitis and chronic kidney
disease and found no association. Likewise, Wagner et al.l' found no

association between the -950T/C region and periodontitis; however, the authors
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studied polymorphisms in the exons of the OPG gene, whereas the present

study focused on the promoter region of the gene.

The results of the present study corroborate findings described by Park
et al.l"! and Wohlfahrt et al.,”” who found no association between periodontitis
and polymorphisms in the -245T/G promoter region. In the present study, the
individuals in the control group exhibited mutations in this region (GG). When
associated with pocket depth and clinical attachment loss, such mutations
proved significant, as a lesser mean pocket depth (p = 0.010) and greater
attachment loss (p = 0.024) were found in the mutant group (GG) of the
polymorphic region. However, these associations may have occurred due to the
small number of individuals who displayed such mutations, thereby reflecting

statistical variation.

While there is no consensus in the literature, a number of studies
suggest an association between the T950 allele and an increase in osteoclast
activity. Park et al.l' report a greater prevalence of this allele in patients with
periodontitis. However, the authors studied genetically homozygous Korean
subjects, in contrast to the present sample, which was genetically
heterozygous. Baioni et al.l'® analyzed a genetically heterozygous population
and found no association between the T950 allele and chronic periodontitis,

which is in agreement with the findings of the present study.

Associations between OPG polymorphisms and other systemic diseases
have often been studied, such as osteoporosis, kidney disease, vascular
disease and menopause. Ohmori et al.”®? and Vidal et al.®® studied the

association between the T950 allele and osteoporosis. Baioni et al.l'® studied
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the association between polymorphisms in the -950T/C region and chronic
kidney disease. Brandstrom et al.**! and Solfi et al. ® report an association
between the C950 allele and cardiovascular disease. The latter association
should be investigated further, as periodontitis may also be considered an
important risk factor for cardiovascular disease, which is also associated with

diabetes.

Based on the results of the present study, no association was found
between periodontitis and polymorphisms in the OPG gene in patients with
diabetes. However, further studies should be carried out in order to clarify the
role of OPG and other mediators of bone metabolism in the pathogenesis of
periodontitis, considering the high incidence, progression and severity of this

disease in patients with diabetes.
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Table 1 — Patient age, pocket depth, bleeding upon probing and attachment
loss in test and control groups

Group
Variable Test Control p-value
Mean + SD (Median)  Mean = SD (Median)
(1)
e Age (years) 49.34 +4.94 (50.00) 28.29 + 10.99 (23.00) p“<0.001*
e Pocket depth 6.09 + 1.96 (5.25) 2.47+0.55(2.50)  p®<0.001*
« Bleeding upon probing 38.23 +13.27 (34.67)  12.38 +£3.43 (11.06) p®<0.001*
o Attachment loss 2.97 + 0.69 (2.87) 0.71+0.26 (0.69)  p®<0.001*

(*): Significant difference to 5.0%; (1): SD — standard deviation; (2): Student’s t-test with unequal variances;

Source: patients treated at Ermirio de Moraes Medical Center and Stomatology Clinic of Universidade Federal

de Pernambuco, Brazil



Table 2 — Occurrence of genotypes according to polymorphic region
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Group
Variable Test Control p-value
n % N %
TOTAL 32 100.0 35 100.0
e Genotype: A163G
AA 20 62.5 22 62.9 p'" = 0.976
AG 12 375 13 37.1
GG - - - -
e Genotype: T245G
TT 19 59.4 22 62.9 p® =0.850
TG 12 375 11 314
GG 1 3.1 2 5.7
e Genotype: T950C
TT 10 31.2 11 314 p® = 1.000
TC 15 46.9 17 48.6
cc 7 21.9 7 20.0

(1): Pearson’s chi-square test; (2): Fisher’'s exact test; Source: patients treated at Ermirio de Moraes Medical
Center and Stomatology Clinic of Universidade Federal de Pernambuco, Brazil
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Table 3 — Frequency of alleles of osteoprotegerin gene according to
polymorphic region

Group
Variable Test Control p-value
n % n %
TOTAL 64 100.0 70 100.0
e Genotype: A163G
A 52 81.2 57 81.4 p"'=0.979
G 12 18.8 13 18.6
e Genotype: T245G
T 48 75.0 55 78.6 p" = 0.624
G 16 25.0 15 214
e Genotype: T950C
T 35 54.7 39 55.7 p" = 0.905
C 29 45.3 31 44.3

(1): Pearson’s chi-square test; Source: patients treated at Ermirio de Moraes Medical Center and Stomatology
Clinic of Universidade Federal de Pernambuco, Brazil



Table 4 — Pocket depth according to polymorphic region in test and control

groups
Group
Genotype Test Control
Mean +SD Mean + SD
¢ A163G
AA 6.10 + 1.96 2.48 + 0.50
AG 6.08 +2.05 2.46 + 0.66
p-value p? =0.982 p? =0.937
e T245G
TT 5.80 + 1.77 2.68+045W
TG 5.96 + 1.92 2.18+0.56 W
GG 9.50 + 0.71 1.75+0.35®
p-value p®=0.123 p® = 0.010*
e T950C
TT 6.75+2.25 2.09+0.58 "W
TC 5.97 +2.08 262+045®
ccC 5.43 +0.93 271+049®
p-value p® =0.382 p® =0.017*

(*): Significant difference to 5.0%; (1): SD — standard deviation; (2): Student’s t-test with unequal variances; (3):
Kruskal-Wallis test; (4): F test (ANOVA) with Tukey comparisons; Source: patients treated at Ermirio de Moraes
Medical Center and Stomatology Clinic of Universidade Federal de Pernambuco, Brazil
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Table 5 — Percentage of bleeding upon probing according to polymorphic
region in test and control groups

Group
Genotype Test Control
Mean + SD " Mean + SP
¢ A163G
AA 39.48 +12.73 12.93 + 3.71
AG 36.15+ 14.44 11.43+2.78
p-value p? = 0.502 p? =0.216
e T245G
TT 36.84 £ 13.15 11.61+ 2.59
TG 36.52 + 11.31 14.26 + 4.47
GG 60.99 + 1.75 10.44 + 0.88
p-value p®=0.101 p® =0.182
e T950C
TT 39.95 +13.02 11.58 + 2.88
TC 40.89 + 14.14 12.31 + 3.40
CcC 30.06 +£9.39 13.77 +4.32
p-value p®=0.183 p®=0.432

(*): Significant difference to 5.0%; (1): SD — standard deviation; (2): Student’s t-test with unequal variances; (3):
Kruskal-Wallis test; (4): F test (ANOVA) with Tukey comparisons; Source: patients treated at Ermirio de Moraes

Medical Center and Stomatology Clinic of Universidade Federal de Pernambuco, Brazil
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Table 6 — Attachment loss according to polymorphic region in test and

control groups

Group
Genotype Test Control
Mean + SD (") Mean + SD

¢ A163G

AA 2.97 +0.68 0.70 £ 0.26

AG 2.98 £ 0.72 0.71+0.25
p-value p® =0.955 p@ =0.930
e T245G

TT 2.88 £ 0.62 0.62+0.24 @

TG 2.94+0.71 0.83+0.22 ®

GG 4.05+0.23 1.00+0.18 ®
p-value p® =0.148 p® = 0.024*
e T950C

TT 3.17+£0.78 0.85+0.25

TC 2.93+0.73 0.64 +0.24

cC 2.78 £ 0.39 0.63 £ 0.22
p-value p® =0.499 p® =0.058

(*): Significant difference to 5.0%; Source: patients treated at Ermirio de Moraes Medical Center and

Stomatology Clinic of Universidade Federal de Pernambuco, Brazil



