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Charles Chaplin



RESUMO

Objetivo: Verificar uma possivel associagdo entre os polimorfismos de regides
promotoras dos genes IL10, IL12, IL17 e TNF e reabsor¢cado dentaria radicular.
Meétodos: Células mononucleares de sangue periférico de 24 pacientes que
apresentaram reabsorcao radicular externa resultante de movimentacdo dentaria
induzida com aparelhos fixos e de 23 individuos do grupo controle, que nao
realizaram tratamento ortoddntico e ndo apresentavam reabsor¢des dentarias, foram
coletadas em estudo anterior e mantidas congeladas. O DNA foi extraido utilizando o
método salting out. A genotipagem das regides promotoras das citocinas foi
realizada pela técnica PCR-SSP para IL10, IL12 e TNF, empregando-se o método
micro SSP-DNA, com Kit InvitrogenTM. Para IL17, foi utilizada a técnica PCR-RFLP.
Para o calculo do nivel de significancia foram utilizados os Testes Exato de Fisher,
analises multiplas (p<0,05) e/ou Odds ratio, assim como foi calculado o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Resultados: Foi encontrada associagao entre polimorfismos da
regido promotora de IL17 e TNF com reabsor¢do dentaria (p<0,05). Para IL-17, a
maior frequéncia dos fendtipos predominantemente de baixa producdo foram
observados em pacientes, compativel com o relato em estudo anterior de diminuigéo
do nivel sérico nos pacientes com reabsor¢cdo radicular <1,5mm. Verificou-se
associagao (p<0,05) com a ocorréncia de reabsorgdo radicular para IL10 nas
posicoes -819 e -592, IL17A e TNF-308, conforme alelos ou gendtipos
apresentados. Conclusdo: Os resultados sugerem a associagdo entre o0s
polimorfismos de regides promotoras dos genes IL10 -819, -592, IL17A e TNF -308 e
reabsorcao dentaria radicular.

Palavras-chave: Reabsorcao da raiz. Citocinas. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Aim: To investigate a possible association between the polymorphism of the
promoter regions of IL10, IL12, IL17, and TNF with dental root resorption. Methods:
Peripheral blood mononuclear cells from 24 patients with external root resorption
resulting from induced tooth movement with fixed Orthodontics appliances and 23
control subjects who did not undergo orthodontic treatment and had no root
resorption, were collected in a previous study and kept frozen. DNA was extracted
using the Salting-out method. Genotyping of the promoter regions of cytokines was
performed by PCR-SSP for IL10, IL12 and TNF, using the DNA micro-SSP method,
Invitrogen" kit. For /L17, the PCR-RFLP technique was used. Tests as Fisher Exact,
multiple analyzes (p<0.05) and/or Odds ratio, as well as the Hardy-Weinberg
equilibrium were calculated. Results: Association was found between polymorphisms
in the promoter region of TNF and IL17 with resorption (p<0.05). For IL-17, the
frequency of phenotypes predominantly of the low production is consistent with
previous report of decreased serum levels in patients with root resorption <1.5mm. It
was verified the association (p<0.05) with occurrence of root resorption for IL10 at
positions -819 and -592, IL17A, and TNF-308, according to the alleles or genotypes
presented. Conclusion: The results suggest an association between the
polymorphisms of the promoter regions of IL10 -819, -592, IL17A e TNF -308 genes
with dental root resorption.

Key words: Root resorption. Cytokines. Polymorphism, genetic.
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1 - CONTEXTUALIZAGAO

Este trabalho € decorréncia de inquietacbes e reflexdes que levaram os
integrantes do grupo de pesquisa a iniciar os estudos sobre as reabsorgdes
dentarias, em 1997. Uma tese de doutoramento foi realizada (HIDALGO, 2001) e
verificou-se o potencial imunogénico da dentina e o envolvimento imunopatolégico
na etiopatogenia das reabsorgdes dentarias. Foi possivel tragar um perfil soroldgico
préprio e identificador do processo reabsortivo, se por substituicdo ou inflamatdrio,
antes mesmo da manifestagéo clinica e/ou radiografica (CONSOLARO; HIDALGO,
2002, 2012; HIDALGO; ITANO; CONSOLARO, 2005). Um estudo subsequente
corroborou os dados encontrados, demonstrando igualmente que os perfis séricos
de IgG e IgM especificas ao extrato dentinario humano ou suas fragbes, permitiam
identificar o processo de reabsorgdo dentaria em pacientes submetidos a
movimentagao dentaria induzida (SANCHEZ et al., 2003).

Em 2011, Ramos e colaboradores sugeriram que podem ocorrer variagdes na
resposta imune sistémica e local aos antigenos dentinarios durante o tratamento
ortodontico, destacando que a detecgéo de altos niveis de IgA secretora (IgAs) pré-
tratamento foi associada com lesdes reabsortivas mais avangadas, apos seis meses
de tratamento. Costa e colaboradores (2014), sugeriram que fragdes antigénicas sao
liberadas pela dentina, apresentadas ao sistema imune, possibilitando a deteccao de
altos niveis de IgG salivar em pacientes submetidos a Ortodontia, mesmo que
decorridos anos apos a finalizagao do tratamento.

Além dos perfis sérico e salivar de anticorpos especificos contra
dentina/fracbes encontrados em pacientes submetidos a tratamento ortoddntico,
também foram estudados e caracterizados os efeitos de extratos de dentina na
producdo de citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico em ratos, demonstrando que a
dentina induz a produgdo de citocinas inflamatdrias e sugerindo que vias pré-
reabsortivas podem ser estimuladas quando moléculas dentinarias entram em
contato com as células 6sseas durante os processos patolégicos associados com a
dissolugdo da matriz 6ssea e dentaria (SILVA et al., 2004). Lima (2013) avaliou se o
tratamento ortodéntico induz alteracdes nos niveis sistémicos de citocinas e a

possivel correlagdo com reabsorcao dentaria apical. Verificou que ndo ha impacto
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sobre IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a séricos, mas houve modulagao de IL-10, IL-
12 e IL-17, de acordo com o grau de reabsorgdo dentaria apical e periodo de
tratamento. No entanto, advertiu que os dados nao foram consistentes em todos os
periodos avaliados e sugeriu estudos adicionais.

Quando os dentes sofrem agresséo de qualquer natureza (trauma, alteragdes
pulpares, tratamento ortoddntico, entre outros), gera-se um processo inflamatério e
na presenca de uma concentracdo mais elevada de mediadores inflamatérios tanto
locais como sistémicos, os osteoblastos podem promover processos de
osteorremodelacédo sobre a raiz em uma modulagdo positiva ou negativa, que por
sua vez podem resultar em reabsor¢des (CONSOLARO, 2011, 2012; MAMATA et
al.,, 2013). Concomitantemente, durante a reabsor¢cdo dentaria pode ocorrer a
ativagdo da imunidade inata e da resposta imune por proteinas da matriz dentinaria
(CONSOLARO; HIDALGO, 2002, 2012; COSTA et al.,, 2014; HIDALGO; ITANO;
CONSOLARO, 2005; LIMA, 2013; RAMOS et al., 2011; SANCHEZ et al., 2003;
SILVA et al.,, 2004). Ha migracdo celular dos vasos sanguineos em diregdo aos
locais de inflamagdo através da matriz extracelular (MEC). Este movimento é
regulado por mediadores pro-inflamatorios, incluindo citocinas e enzimas que
degradam a MEC (SILVA et al., 2004).

As citocinas sdo proteinas produzidas e secretadas por diferentes células
durante a ativacdo do sistema imunologico. Atuam como sinais entre as células,
agindo localmente ou apresentando acéo sistémica com diversificadas fungdes,
como mediagao de respostas imunes e inflamatorias, sintese de RNAm, entre outros
(ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012). Algumas podem ser consideradas como
inflamatdrias, como a IL-12, IL-17 e TNF-a; outras podem ser responsaveis por
imunossupressao, como a IL-10 (VARELLA; FORTE, 2001).

O envolvimento de citocinas na reabsorcédo radicular foi demonstrado em
modelos animais e humanos (BASARAN et al.,, 2006; CONSOLARO, 2012; LIMA,
2013; MacLINE; RABIE; WONG, 2010; SHETTY; KUMAR; SMITHA, 2011; ZHANG
et al., 2003). O limite entre a movimentacao dentaria induzida, por exemplo, na qual
citocinas e hormébnios desempenham um papel importante para se alcangar o
resultado esperado por meio da reabsor¢do/neoformagcdo oOssea e O
desencadeamento de uma reabsorg&o radicular € muito ténue (MacLINE; RABIE;
WONG, 2010; SHETTY; KUMAR; SMITHA, 2011).
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As citocinas frequentemente correlacionadas com os processos de
osteorremodelacdo e reabsor¢cbes dentarias sao IL-1, IL-2, IL-6 e TNF-a
(CONSOLARO, 2012; MacLINE; RABIE; WONG, 2010; SHETTY; KUMAR; SMITHA,
2011; VARELLA; FORTE, 2001; ZHANG et al., 2003). No entanto, Mamata e
colaboradores (2013) afirmam que somente a IL-1a tem uma potente capacidade de
estimular a reabsorgdo dentaria radicular. Lima (2013) observou que no soro de
pacientes com reabsorcio inflamatoria decorrente de doze meses de movimentagao
dentaria induzida havia aumento de IL-10 para pacientes apresentando =1,5mm de
reabsorcdo e diminuicdo de IL-12 e IL-17, respectivamente para reabsorcao

21,5mm e <1,5mm.

Com acesso ao material utilizado na pesquisa de Lima (2013), utilizou-se tal
marco teorico para formular a hipotese que existe associagao entre o polimorfismo
de regides promotoras dos genes IL10, IL12, IL17 e TNF com reabsorgédo dentaria

radicular.

Diversas enfermidades foram atualmente associadas aos polimorfismos das
regides promotoras das citocinas IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a (CARVALHO et al.,
2012; KAABACHI et al., 2014; KADKHODAZADEH et al., 2013; LIANG et al., 2014;
MANJARI et al., 2014; RAFIEI et al., 2013; WANG et al., 2014). A regido promotora
de um gene € uma sequencia especial de nucleotideos que indica o ponto inicial
para a sintese de RNA, ou seja, o local onde se iniciara a transcrigdo, a regulagao
da sintese de proteinas e a expressao do gene. Se ocorrer a variagao de um gene
na sequéncia de nucleotideos em um alelo, seja por transcricdo ou substituigéo,
estaremos frente a um polimorfismo (ALBERTS; BRAY; LEWIS, 2008). Nas regides
codificadoras de proteinas ha menor possibilidade de ocorréncia de mutagao do que
qualquer outro segmento do DNA humano (NUSSBAUM; McINNES; WILLARD,
2008). Quando encontra-se um alelo variante com uma frequéncia relativamente
elevada na populacédo (>1%), diz-se que ele apresenta um polimorfismo genético.
Quando essa alteragdo € muito rara e pouco presente nos individuos, denomina-se
de mutagado (GUZMAN et al., 2003; KINANE; HART, 2003).

O polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) parece estar associado com
uma producado diferenciada de citocinas. Gendtipos particulares de citocinas podem
influenciar diretamente na patogénese da doenga, pois afetam a sintese desses
mediadores inflamatorios que determinam o fendétipo encontrado (BARROS, 2006).
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Ante o0 exposto, a expertise do grupo de pesquisa, a escassez de dados
disponiveis na literatura e a contribuicdo para a melhor compreensao dos fatores
que podem participar nos mecanismos de ocorréncia da reabsorcdo radicular
inflamatoria externa justificaram a realizagdo deste trabalho, com o uso do material
anteriormente coletado (LIMA, 2013). A pesquisa assumiu um carater
interinstitucional ao envolver a Universidade Estadual de Maringa (UEM) e a
Universidade Estadual de Londrina (UEL), permitindo a continuidade e maior
consisténcia da linha de pesquisa comum aos docentes participantes e, em especial,
convergindo na elaboracdo de uma dissertagdo, a partir das linhas de pesquisa ja
consolidadas individualmente pelas orientadoras e reforcando o carater

multidisciplinar.
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3 - INTRODUGAO

As reabsorg¢des radiculares inflamatorias podem decorrer de agressdes de
qualquer natureza (trauma, alteragdes pulpares, tratamento ortoddntico, entre
outros) sofridas pelos dentes e que gerem um processo inflamatorio (1, 2). S&o
consideradas como achados clinicos importantes para Odontologia, na medida em
que ha descrigdo, por exemplo, que 90 a 100% dos individuos que utilizam
aparelhos ortoddnticos fixos as apresentam, sendo categorizadas como reabsorgéo
grave ou severa e estruturalmente importante em 10% dos dentes submetidos a
Ortodontia (1, 3).

A participagdo da imunidade inata e da resposta imune especifica nas
reabsor¢cées dentarias foram demonstradas (4-10), com a migragdo celular dos
vasos sanguineos em diregdo aos locais de inflamagdo através da matriz
extracelular (MEC), sob regulagdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo
citocinas e enzimas que degradam a MEC e que atuam tanto no local e/ou
sistemicamente com sobreposicdo de funcdes, exercendo seus efeitos indutores
e/ou inibidores (7, 11-16).

O limite entre a acdo esperada da movimentagcdo dentaria induzida, por
exemplo, na qual citocinas e hormdnios desempenham um papel importante, e o
desencadeamento de uma reabsorcao radicular € muito ténue (7, 11). As citocinas
frequentemente correlacionadas com o0s processos de osteorremodelacdo e
reabsor¢gées dentarias sdo IL-1, IL-2, IL-6 e TNF-a (1, 7, 11, 16). No entanto,
Mamata e colaboradores (2) afirmaram que somente a IL-1a tem uma potente
capacidade de estimular a reabsor¢cdo dentaria radicular. Em 2013, Lima (4)
observou que no soro de pacientes com reabsorcao inflamatéria decorrente de doze
meses de movimentagcdo dentaria induzida havia aumento de IL-10 para pacientes
apresentando reabsor¢cdo =1,5mm e diminui¢cado de IL-12 e IL-17, respectivamente
para reabsorcdao =1,5mm e <1,5mm. A partir desse marco tedrico, formulou-se a
hipotese que existe associagdo entre o polimorfismo de regides promotoras dos
genes IL10, IL12, IL17 e TNF e reabsorgao dentaria radicular.
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Diversas associagdes entre enfermidades e polimorfismos das regides
promotoras das citocinas IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a foram descritas (17-24). O
polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) nas regides promotoras esta associado
com fendtipos de producgao diferenciada de citocinas e assim influenciar diretamente
na patogénese da doenca (18, 24). De nosso conhecimento, ndo ha estudos
correlacionando polimorfismos de regides promotoras de citocinas com reabsorgdes

dentarias.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi verificar uma possivel associagao
entre os polimorfismos de regides promotoras dos genes IL10, IL12, IL17 e TNF e a

reabsorcao dentaria radicular.

4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Delineamento experimental

As variaveis utilizadas para avaliar a associagao entre os genes envolvidos na
resposta imune e a reabsorgao dentaria radicular foram o polimorfismo das regides
promotoras dos genes IL10, IL12, IL17 e TNF em pacientes com reabsorcao e
controles sem reabsorgcado. A extensido da reabsorgao radicular, mensurada em <1,5
mm ou =1,5 mm e 0s niveis séricos dessas citocinas apresentados em densidade

optica (D.O.) dos pacientes com reabsorgéo foram definidos previamente (4).

4.2 - Casuistica

O Projeto de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da UEM, CAAE: 20657413.6.0000.0104. Foram
utilizadas células mononucleares de sangue periférico (CMSP) congeladas,
advindas de 24 pacientes que apresentaram reabsorcgao radicular externa resultante
de movimentagdo dentaria induzida com aparelhos fixos para correcido de
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maloclusdes Classes | ou Il e 23 individuos do grupo controle, os quais nao
realizaram tratamento ortodontico e ndo apresentavam reabsorgdes dentarias,
sendo todas as amostras coletadas em estudo anterior (4). Do trabalho de Lima (4),
foram utilizados os dados referentes a concentragdo sérica das citocinas IL-10, IL-
12, IL-17 e TNF-a antes do inicio da movimentagdo ortodontica (T0) e apds 12/13
meses de tratamento (T2), obtidas por meio do teste ELISA e, da extensdo da
reabsor¢do radicular mensurada em radiografias periapicais dos incisivos centrais
superiores esquerdo e direito pelo método da Subtracdo Radiografica Digital, no
grupo de pacientes, e que foi subdividida em <1,5mm e =1,5mm.

4.3 - Extragao do DNA

O DNA foi extraido das PBMCs congeladas utilizando-se o método salting out,
adaptado por Cardozo e colaboradores (25). Resumidamente, as células foram
descongeladas em banho-maria a 37°C e lavadas com tamp&o Red Cell Blood Lysis
(RCBL). Adicionou-se proteinase K, sulfato dodecil de sédio (SDS, Sigma Chemical
CO, Steinheim, Germany) e agua de injegao para a ruptura das proteinas; cloreto de
sédio (NaCl) para eliminar as impurezas; e, alcool absoluto e alcool 70% para a
precipitagdo do DNA. Em seguida, foi re-hidratado com 50 yL de agua de injegcéo. A
avaliagdo da concentracdo e da pureza foram realizadas pelo aparelho NanoDrop
2000® (Thermo Scientific, Wilmington, USA) e o DNA obtido foi mantido sob

refrigeragao a —4°C, para posterior amplificagao.

4.4 - Genotipagem de regidoes promotoras dos genes das citocinas

A genotipagem das regides promotoras de /IL710 -1082 (rs1800872), -819
(rs1800871) e -592 (rs1800896), IL12 -1188 (rs3212227) e TNF -308 (rs1800629)
foram realizadas pela técnica PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction-Sequence-

Specific Primers), descrita por NEWTON e colaboradores (26), empregando-se o



24

método micro SSP-DNA (Cytokine Genotyping Kit, Ref. 7892010, Invitrogen™, Termo
Fisher Scientific Inc, USA) segundo recomendac¢des do fabricante. As amostras de
DNA foram ajustadas na concentragdo de 60-80 ng/pL. A amplificagédo ocorreu em
um termociclador Thermal cycler GeneAmp® System 9700 (Applied Biosystems,
Termo Fisher Scientific Inc, USA). Os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em cuba micro SSP gel System (MGS-B, One Lambda
Inc. Canoga Park, USA) em gel de agarose a 2%, a 90 V, 300 mA, 140 W por 17
min. A visualizagdo das bandas foi realizada pela coloragdo com Sybr® Green
(Termo Fisher Scientific Inc, USA) e exposigéo a luz ultravioleta. A interpretacado dos
resultados foi baseada na presenga ou auséncia de fragmentos especificos do DNA
amplificado e documentados em fotografias.

A genotipagem da regido promotora de IL17A (rs2275913) foi realizada pela
técnica PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism), seguindo o protocolo de Corréa e colaboradores (23), com algumas
modificagdes. Para a amplificag&o, utilizou-se tampao para PCR, 50 mM MgCl,, 10
mM dNTP (desoxinucleotideos trifosfatados), 10 uM de cada primer, 0,3 yL Tag DNA
Polymerase e 3 pyL DNA a 50 ng/uL em um volume total de 30 yL. O produto
amplificado foi misturado com a enzima Xag/ (EcoNI - Thermo Fisher Scientific Inc,
USA), volume a volume e foi incubado por 12 h a 37°C. Os fragmentos de DNA
digeridos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3,5%, a 70 V por 10
min; 90 V por 20 min, em 300 mA, 140 W. A revelacido das bandas foi realizada pela
coloracédo de Sybr® Green (Termo Fisher Scientific Inc, USA) e exposigcdo a luz
ultravioleta. A interpretagdo dos resultados foi realizada pela visualizagdo de
fragmentos de DNA digeridos com pesos moleculares de 102 pares de base (pb),
68pb e 34pb e documentados em fotografias.

4.5 - Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas do Excel e o calculo das frequéncias foi

realizado pelo programa estatistico SNPStats
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(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPStats) para IL10 e por contagem direta para os
demais genes. As diferengas estatisticas entre pacientes e controles para as
frequéncias dos alelos, haplétipos e fendtipos relativos foram calculadas pelo Teste
Exato de Fisher (p<0,05), sendo utilizado o software GraphPad. Para o calculo do
Odds Ratio, foi utilizado o programa estatistico SISA (http://distributions
www.quantitativeskills binomial.com //sisa/htm). O programa estatistico SNPStats
também foi utilizado para o Teste de Analises multiplas e o calculo do equilibrio de
Hardy-Weinberg.

5 - RESULTADOS

A distribuigdo das frequéncias alélicas para as regides promotoras dos
genes das citocinas analisadas estavam em conformidade com o Equilibrio de

Hardy-Weinberg nos grupos controle e teste.

Deve ser mencionado que n&o se obteve a genotipagem de todas as citocinas
para a totalidade da amostra, ainda que os experimentos tivessem sido repetidos até
o término do material coletado. Para /L1710, faltaram um paciente e trés controles;
para IL12, um paciente e quatro controles; e, para TNF, um paciente e dois

controles.

A Tabela 1 apresenta os haplétipos e respectivos fenétipos de producéo das
citocinas analisadas nos pacientes e controles. Os fendtipos de producdo das
citocinas foram descritos conforme publicagcdo anterior por Yilmaz e colaboradores
(27); Reichert e colaboradores (28); Espinoza e colaboradores (29); e Wilson e
colaboradores (24). Seis diferentes combinagdes para IL710 foram apresentadas a
partir da amostra de 43 individuos. Os haplétipos mais frequentes para os casos e
controles foram, respectivamente, 41% e 28% GCC, 34% e 22% ACC e 17% e 42%
ATA. Os pacientes apresentaram uma maior frequéncia de genoétipo para alto
produtor de IL-10 e os controles apresentaram maior frequéncia de baixo produtor,
porém sem diferenga significativa. Para IL-12, as frequéncias dos haplotipos dos
casos e controles foram semelhantes, variando entre 84% e 87% para baixa
producao e entre 13% e 16% para alta. Para IL-17, 68% dos pacientes possuem
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fendtipo de baixa producdo e 61% dos controles apresentaram alta produgdo, com
diferenga estatistica entre os grupos (p=0,04). Para TNF-a foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as frequéncias de casos e controles (p=0,0420),
sendo que o fendtipo de alta producéo foi menos frequente em pacientes (4%) do
que nos controles (29%).

Tabela 1. Hapldtipos e fendtipos de produgdo das citocinas IL-10, IL-12, IL-17 e
TNF-a nos pacientes com reabsorcao dentaria radicular e controles.

Genes das Haplétipos Fenétipos relativos Pacientes Controles p-valor®

citocinas de produgao n (%) n (%)
de citocinas
IL10’
GCC alta 9 (41) 6 (28) ns’
ACC intermediaria 8 (34) 4 (22) ns
ATA baixa 4 (17) 8 (42) ns
GCA - 0 1(5) ns
ATC =3 1(3) 1(3) ns
ACA o 1(5) 0 ns
IL12*
cC alta 3 (13) 3 (16) ns
AA ou CA baixa 20 (87) 16 (84) ns
IL17°
GA ou AA alta 7 (32) 14 (61) 0,04°
GG baixa 17 (68) 9 (39)
TNF*
GA ou AA alta 1(4) 6 (29) 0,04°
GG baixa 22 (96) 15 (71)

De acordo com: 'Yilmaz et al, 2005; “Reichert et al., 2008; *Espinoza et al., 2011; *Wilson et al., 1997. °Sem
referéncia na literatura. ®p<0,05. Teste Exato de Fisher. 'N&o significante. 20R=0,26. IC (0,079-0,892. °OR=0,11.
IC (0,012 — 1,043).

Para IL10, diferengca estatisticamente significativa foi observada entre as
frequéncias dos alelos C e T (p=0,01) na posigéo -819 entre os grupos de pacientes
e controles (Tabela 2). A presenga do alelo C foi associada a maior susceptibilidade
a reabsorc¢ao radicular e o alelo T apresenta-se como um fator de resisténcia para
esta alteracdo (p=0,01; OR=3,36; 1C=1,29-8,77). Os individuos que apresentem o
alelo C no gendtipo apresentam 3,36 vezes mais chances de desenvolver a
reabsorcao radicular do que aqueles que possuem o alelo T. Os individuos que

apresentam um genotipo homozigoto TT possuem menor risco do desenvolvimento
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de reabsorgao radicular (p=0,03; OR=0,10; 1C=0,01-0,97). Na posi¢cao -592, também
observou-se diferenga significativa na frequéncia do alelo C (p=0,02; OR=3,25;
IC:1,27-8,30), sendo que sua presencga representa 3,25 vezes maior susceptibilidade
para a ocorréncia de reabsorc¢do radicular, e a presengca de um gendétipo homozigoto
AA resulta em um fator de protegédo para a reabsorgao radicular (p=0,03; OR=0,10;
1C=0,01-0,97).

As frequéncias alélicas e genotipicas da IL12 n&o apresentaram diferenca
significativa quando comparados os pacientes e controles.

Para IL17, houve diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias dos
alelos A e G (p=0,02; OR=3,21; 1C=1,22-8,41) e gendtipo GG (p=0,04; OR=3,77;
IC=1,12-12,73). O alelo G foi associado a maior susceptibilidade de ocorréncia de
reabsorcao radicular, aproximadamente, 3 vezes mais risco que aqueles com o alelo
A. Foi verificado ainda que, apenas na presenga de um genotipo homozigoto GG
este risco permanece; pois, quando existe a presenca do alelo A, a susceptibilidade

para a reabsorc¢ao radicular diminui.

Para TNF, a presengca de um genotipo homozigoto GG torna o individuo 8,8
vezes mais susceptivel a desenvolver reabsorgdo radicular (p=0,04; OR=8,8;
IC=0,95-80,73).
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Frequéncias alélicas e genotipicas de IL10, IL12, IL17 e TNF nos

pacientes com reabsorg¢ao dentaria radicular e controles.

Genétipo Pacientes Controles Odds Ratio p-valor’
Alelos n (%) n (%) (95% IC")

IL10-1082

A 27 (58) 27 (67) ns

G 19 (42) 13 (33) ns
AA 8 (35) 9 (45) ns®
GA 11 (48) 9 (45) ns
GG 4 (17) 2 (10) ns
IL10-819

Cc 37 (80) 22 (55) 3,36 (1,29-8,77) 0,01

T 9 (20) 18 (45)

CcC 15 (65) 8 (40) ns
CT 7 (30) 6 (30) ns
1T 1(5) 6 (30) 0,10 (0,01-0,97) 0,03
IL10-592

Cc 36 (78) 21 (52) 3,25 (1,27-8,30) 0,02
A 10 (22) 19 (48)

cC 14 (61) 7 (35) ns
CA 8 (35) 7 (35) ns
AA 1(4) 6 (30) 0,10 (0,01-0,97) 0,03
IL12-1188

A 34 (74) 25 (66) ns
C 12 (26) 13 (34) ns
AA 14 (61) 9 (47) ns
CA 6 (26) 7 (37) ns
CcC 3 (13) 3 (16) ns
IL17F

G 40 (83) 28 (61) 3,21 (1,22-8,41) 0,02
A 8 (17) 18 (39)

GG 17 (71) 9(39) 3,77 (1,12-12,73) 0,04
AG 6 (25) 10 (43) ns
AA 1(4) 4 (18) ns
TNF-308

G 45 (98) 36 (86) ns
A 1(2) 6 (14) ns
GG 22 (96) 15 (71) 8,8 (0,95-80,73) 0,04
GA 1(4) 6 (29) ns
AA 0 0 -

"IC= Intervalo de Confianca. °p<0,05. Teste Exato de Fisher. *Valor da probabilidade nos individuos que n3o
apresentavam o gendtipo em homozigose foram calculados somando os valores de XY + YY.
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Os fendtipos relativos de producéo de IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a obtidos a
partir dos genotipos, somados ao grau de reabsorgao radicular e os niveis séricos
dessas citocinas descritos anteriormente por LIMA (4), para o grupo de pacientes
com reabsorgao estao explicitados na Tabela 4. No grupo com reabsor¢ao 21,5 mm
foi descrito um aumento de IL-10 e diminui¢cdo de IL-12 séricas apos 12/13 meses de
tratamento; estas alteracbes nao foram correlacionadas aos fendtipos relativos
encontrados. Para o grupo com reabsor¢do <1,5 mm, Lima (4) relata redugéo na
concentracido sérica de IL-17 apds o tratamento, em consonancia com os fendtipos
relativos de producdo encontrados, todos de baixa produgao exceto um deles. Nao
houve relato de diferenga no nivel sérico de TNF-a (4).
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Tabela 3. Fendtipos relativos de producéao e diferencas do nivel sérico de IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a, segundo reabsorgao radicular

encontrada.
IL-10 IL-12 IL-17 TNF-a

Pacientes Rea_bsorgf\ 20 Nivel sérico* Fen_ot|po Nivel sérico’ Fen_ot|po Nivel sérico Fen_ot|po Nivel sérico’ Fen_otlpo

radicular (T2-T0)3 relativo de (T2-T0)3 relativo de (T2-T0)3 relativo de (T2-T0)3 relativo de

(T2-T0)3 produg;é\o5 produg;é\o6 produg;é\o7 produgé\o8
1 <1,5 Diminuido Alta Diminuido Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa
2 <15 Diminuido Alta Diminuido Baixa Diminuido Baixa Diminuido Baixa
3 <1,5 Diminuido Alta Diminuido Baixa Aumentado Baixa Aumentado Baixa
4 <15 Aumentado Alta Diminuido Baixa Diminuido Baixa Aumentado Baixa
5 <1,5 Diminuido Alta Diminuido Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa
6 <15 Diminuido Alta Diminuido Baixa Diminuido Baixa Aumentado Baixa
7 <1,5 Aumentado Alta Diminuido Baixa Diminuido Alta Diminuido Baixa
8 <15 Diminuido Alta Diminuido Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa
9 <15 Aumentado Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa Inalterado Baixa
10 <15 Aumentado Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa Diminuido Alta
11 <1,5 Aumentado Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa Diminuido Baixa
12 21,5 Diminuido Alta Aumentado Baixa Aumentado Baixa Aumentado Baixa
13 21,5 Aumentado Alta Aumentado Baixa Aumentado Alta Aumentado Baixa
14 21,5 Aumentado Alta Diminuido Alta Aumentado Baixa Aumentado Baixa
15 21,5 Aumentado Alta Diminuido Intermediaria Diminuido Alta Aumentado Baixa
16 21,5 Aumentado Alta Diminuido Baixa Diminuido Alta Diminuido Baixa
17 21,5 Aumentado Alta Diminuido Alta Diminuido Baixa Aumentado Baixa
18 21,5 Aumentado Alta Diminuido Baixa Inalterado Alta Diminuido Baixa
19 21,5 Aumentado Intermediaria Diminuido Intermediaria Inalterado Alta Diminuido Baixa
20 21,5 Diminuido Intermediaria Diminuido Intermediaria Inalterado Alta Aumentado Baixa
21 21,5 Aumentado Intermediaria Diminuido Baixa Diminuido Baixa Diminuido Baixa
22 21,5 Aumentado Intermediaria Aumentado Baixa Inalterado Baixa Aumentado Baixa
23 21,5 Aumentado Baixa Diminuido Baixa Diminuido Baixa Diminuido Baixa
24 215 Aumentado NA’ Diminuido NA’ Inalterado Baixa Diminuido NA’

"Reabsorcao radicular e dosagem das citocinas descritas por Lima, 2013. “Em mm. dDiferen{sga entre as leituras aos 12/13 meses de tratamento ortodéntico (T2) e pré-tratamento (TO).
Leituras apresentadas em densidade éptica a 492nm. De acordo com: Yilmaz et al, 2005; "Reichert et al., 2008; 7Espinoza etal., 2011; 8Wwilson et al., 1997; ®N&o analisado.
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6 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

O estudo foi feito a partir de uma populacéo escolhida e ndo de uma amostra
populacional, mas, ainda assim foi verificado que a distribuicdo das frequéncias
alélicas para as regides promotoras dos genes das citocinas analisados
estavam em conformidade com o Equilibrio de Hardy-Weinberg, que
demonstra uma distribuicdo aleatdria da populagéo.

Neste estudo, ao avaliar o gendtipo dos pacientes foi encontrada associagéo
entre polimorfismos da regido promotora de IL10, IL17 e TNF e reabsorg&o dentaria.
Somente para IL-17 os fendtipos relativos de baixa produgdo encontrados foram
compativeis com o relato de diminuicdo do nivel sérico nos pacientes com

reabsorcéo radicular <1,5mm (4).

O envolvimento de IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a na formacgao e funcédo dos
osteoclastos e na reabsorgao 0ssea e dentaria foi anteriormente estabelecido (7, 11,
12, 16, 30-33), porém, no nosso trabalho ndo encontramos correlacdo entre o
genodtipo do paciente com a produgédo sérica do mesmo, com excessdo da IL-17.
Portanto essa modulagdo, positiva ou negativa, deve estar relacionada
predominantemente com fatores locais (1, 33).

A maior frequéncia de fendétipos de baixa produgao de IL-10 foi observada no
grupo controle e de alta produgdo no grupo de pacientes, porém sem diferenca
significativa. A IL-10 & caracterizada como uma citocina inibitoria (30) e quando se
apresenta em baixa produgcdo pode agir como um fator estimulador para
osteoclastogénese (28, 31) e susceptibilidade a reabsor¢do radicular. Lima (4)
encontrou aumento do nivel sérico da IL-10 nos pacientes com reabsorcao radicular
21,5 mm, diferente do que diz a literatura. Nao encontramos relagdo com genatipo e
producdo seérica para esta citocina, apenas a presenca de alguns alelos
representaram maior ou menor susceptibilidade. Pode ser destacada que a
presenca do alelo C, tanto na posigcao -819 como na posicido -592, representa trés
vezes mais chance de desenvolver a reabsor¢do radicular do que aqueles que

possuem os alelos T ou A, respectivamente, naquelas posic¢oes.
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Diferenca estatistica significativa entre os grupos com reabsorgao e controles
foi encontrada para IL17, sendo que cerca de 70% possuiam fenétipo de baixa
producdo, estando de acordo a descricdo anterior de redugdo sérica para esta
citocina (4), e 60% de alta producgédo, respectivamente; e, para TNF, 96% de baixa
producdo e 29% de alta producdo, respectivamente. IL-17 e TNF-a sao
considerados como potentes estimuladores da reabsorgéo 6ssea (30, 33), podendo
entdo correlacionarmos estas citocinas com a reabsorgao radicular. Foi descrito que
o sinergismo da IL-12 com TNF-a gera a inibicdo da osteoclastogenese (32).
Sugere-se que a diminuigdo de IL-12 sérica relatada por Lima (4) pode nao ter sido
capaz de inibir a acdo de TNF-a. Assim, mesmo nos pacientes apresentando
fendtipos de baixos produtores de IL-17 e TNF-a aqui demonstrados e com
diminuicdo do nivel sérico de IL-17 relatado por Lima (4), observou-se a ocorréncia
de reabsorg¢édo radicular. Ao se vincular o gene IL17 e a citocina IL-17 e sendo essa
citocina relacionada a auto-imunidade (31), reforgamos o envolvimento desta
citocina e o carater imunopatolégico das reabsor¢des dentarias radiculares como
demonstrado por nosso grupo de pesquisa (5, 6, 8). Houve diferenca significativa
nas frequéncias de alelos e gendtipos que se associam a maior susceptibilidade da
ocorréncia de reabsorgdo radicular, sendo esta trés vezes maior para IL17 e
aproximadamente nove vezes para TNF. Lima (4) relatou reducéo no nivel sérico de
IL-17 para pacientes com reabsorcao <1,5 mm, compativel com os fendtipos
encontrados, todos de baixa produgao exceto um deles.

Como encontrado neste trabalho, diversas enfermidades foram associadas
aos polimorfismos das regides promotoras de genes de citocinas (17-22). Ha
descricdo de associagado de polimorfismos de /L710 com tuberculose (18), de IL12
com neoplasia intraepitelial cervical (22), de IL17 com cancer de pulmao e gastrico e
rejeicao pos-transplante de medula (17, 21, 30) e de TNF com pancreatite crénica
(19). Na Odontologia, foram descritas associagdes entre os polimorfismos de IL10 e
periodontite agressiva (29), assim como de IL17 e periodontite crénica (20, 23) e
periimplantite (20).

Neste estudo, buscou-se correlacionar preferencialmente os polimorfismos e
0S grupos com e sem reabsorgdo, mais do que analisar a luz de subgrupos com

mais ou menos reabsor¢do ou com aumento ou diminuicdo do nivel de citocinas
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séricas, considerando que para ambas medidas, muitos viéses ou fatores de

confusao poderiam ter interferido.

A partir deste estudo pioneiro, novos outros devem ser desenvolvidos, em
especial verificando polimorfismos no gene IL1, considerando que Mamata e
colaboradores (2) afirmaram que entre as citocinas, somente a IL-1a tem uma

potente capacidade de estimular a reabsor¢ao dentaria radicular.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que houve associacao entre
os polimorfismos de regides promotoras dos genes IL10 -819, -592, IL17A e TNF -
308 com reabsor¢ao dentaria radicular.
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ANEXOS

Anexo A: Instru¢des para autores do Dental Traumatology

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1.Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a
second language must have their manuscript professionally edited by an English
speaking person before submission to make sure the English is of high quality. It is
preferred that manuscript is professionally edited. A list of independent suppliers of
editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid
for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Abbreviations should be kept to a
minimum, particularly those that are not standard. Non-standard abbreviations must
be used three or more times and written out completely in the text when first used.
Consult the following sources for additional abbreviations: 1) CBE Style Manual
Committee. Scientific style and format: the CBE manual for authors, editors, and
publishers. 6th ed. Cambridge: Cambridge University Press; 1994; and 2) O'Connor
M, Woodford FP. Writing scientific papers in English: an ELSE-Ciba Foundation
guide for authors. Amsterdam: Elsevier-Excerpta Medica; 1975.

Font: When preparing your file, please use only standard fonts such as Times, Times
New Roman or Arial for text, and Symbol font for Greek letters, to avoid inadvertent

character substitutions. In particular, please do not use Japanese or other Asian
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fonts. Do not use automated or manual hyphenation. Use double spacing when
writing.

5.2. Structure

All papers submitted to Dental Traumatology should include: Title Page, Abstract,
Main text, References and Tables, Figures, Figure Legends, Conflict of Interest
Statement and Acknowledgements where appropriate. Title page, Conflict of Interest
Statement and any Acknowledgements must be submitted as separate files and
uploaded under the file designation Title Page to allow blinded review. Manuscripts
must conform to the journal style. Manuscripts not complying with the journal style
will be returned to the author(s).

Title Page: should be uploaded as a separate document in the submission process
under the file designation 'Title Page' to allow blinded review. It should include: Full
title of the manuscript, author(s)' full names (Family names should be underlined) and
institutional affiliations including city, country, and the name and address of the
corresponding author. If the author does not want the e-mail address to be published
this must be clearly indicated. The title page should also include a running title of no
more than 60 characters and 3-6 keywords.

Abstract is limited to 250 words in length and should contain no abbreviations. The
abstract should be included in the manuscript document uploaded for review as well
as inserted separately where specified in the submission process. The abstract
should convey the essential purpose and message of the paper in an abbreviated
form. For original articles the abstract should be structured with the following
headings: Background/Aim, Material and Methods, Results and Conclusions. For

other article types, please choose headings appropriate for the article.
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Main Text of Original Articles should be divided into Introduction, Material and
Methods, Results and Discussion. During the editorial process reviewers and editors
frequently need to refer to specific portions of the manuscript, which is difficult unless
the pages are numbered. Authors should number all of the pages consecutively.
Introduction should be focused, outlining the historical or logical origins of the study
and not summarize the results; exhaustive literature reviews are inappropriate. Give
only strict and pertinent references and do not include data or conclusions from the
work being reported. The introduction should close with the explicit statement of the
specific aims of the investigation or hypothesis tested.

Materials and Methods must contain sufficient detail such that, in combination with
the references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully
reproduced. As a condition of publication, authors are required to make materials and
methods used freely available to academic researchers for their own use. Describe
your selection of observational or experimental participants clearly. ldentify the
method, apparatus and procedures in sufficient detail. Give references to established
methods, including statistical methods, describe new or modify methods. Identify
precisely all drugs used including generic names and route of administration.

(i) Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material. All manuscripts reporting results from a clinical trial must
indicate that the trial was fully registered at a readily accessible website, e.g.,
www.clinicaltrials.gov.

(ii) Experimental subjects: experimentation involving human subjects will only be
published if such research has been conducted in full accordance with ethical

principles, including the World Medical Association Declaration (version, 2008
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http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried out.
Manuscripts must be accompanied by a statement that the experiments were
undertaken with the understanding and written consent of each subject and
according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the
study has been independently reviewed and approved by an ethical board should
also be included. Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to
whether appropriate procedures have been used.

(iii) Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county,
country) included.

Results should present the observations with minimal reference to earlier literature
or to possible interpretations. Present your results in logical sequence in the text,
tables and illustrations giving the main or most important findings first. Do not
duplicate data in graphs and tables.

Discussion may usually start with a brief summary of the major findings, but
repetition of parts of the Introduction or of the Results sections should be avoided.
The section should end with a brief conclusion and a comment on the potential
clinical relevance of the findings. Link the conclusions to the aim of the study.
Statements and interpretation of the data should be appropriately supported by
original references.

Main Text of Review Articles comprises an introduction and a running text
structured in a suitable way according to the subject treated. A final section with

conclusions may be added.
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5.3. References

As the Journal follows the Vancouver system for biomedical manuscripts, the author
is referred to the publication of the International Committee of Medical Journal
Editors: Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals. Ann
Int Med 1997;126:36-47.
Number references consecutively in the order in which they are first mentioned in the
text. Identify references in texts, tables, and legends by Arabic numerals (in
parentheses). Use the style of the examples below, which are based on the format
used by the US National Library of Medicine in Index Medicus. For abbreviations of
journals, consult the 'List of the Journals Indexed' printed annually in the January
issue of Index Medicus.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for

reference management and formatting. EndNote reference styles can be searched
for here: www.endnote.com/support/enstyles.asp. Reference Manager reference

styles can be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp.
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Apresentagio do Projeto:

Existe associagdo entre a produgao sérica de citocinas nos pacientes portacores de reabsorgio radicular
externa gecorrente de movimentagao dentéria induzida e o polimerfismo de regides promotoras dos seus
respectivos genes. CASUISTICA: Um Projeto fol anteriormente aprovado pelo CER-UEL autorizando o uso
de matenal dos 34 pacientes envolvidos na pesquisa e ja finalizado mediante relatdric. Agora, solicita-se
autonzagdo para o COPEP-UEM, para novo uso co material congelade e um nove Termo de Consentimento
Livre e Esclarecico (TCLE) foi elaborado. Nao havera nova coleta ce material, mas t&o somente o uso co
material mantico congelado em uma nova metocologia. Serdo utilizadas as células mononucleares de
sangue periférico congeladas (PBMCs), advindas ce 34 pacientes da Clinica Odeontoldgica ca UEL, os quais
apresantaram reabsorg&o racicular inflamatbria externa resultante de movimentagio dentana induzica apds
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Os pacientes serdo aivididos em 2 grupos, segundo o grau de reabsorgo dos incisivos centrais superiores
direito e esquerdo, mensurados pelo Método da Subtragio Raalogréfica Digital (SRD)20: reabsorgdo1,5mm
e >1,5mm17.GENOTIPAGENM DE CITOCINAS: O DNA sera extraldo a partir cas PBMCs mantidas em
nitrogénio liquido utilizanco-se o Gentra Puregene Cell Kit® (Qiagen Science, Germantown, USA)21.
Resumidamente, as células ser@o descongeladas em
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adicionadas ao meio de cultura e centrifugadas, mantende-se 200 ¢ L de fluido resicual, que sera agitado em
vortex para resuspengao aas células. Sera adicionada solugao ae Cell Lysis e agitado por 10s. Em seguida,
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acicionaco cuidacosamente ac sobrenacante do passo anterior, misturando-os delicadamente. A
centrifugagdo do microtubo possibilitard ver o DNA como um pequenc aglomerado branco, o sobrenadante
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por toda noite, com agitag&o suave. Por fim, as amostras serdo rapicamente centnfugadas e armazenadas a
¢4°C, para posterior amplificagaoc. Para isso, a concentragdo dos DNAs sera verificaca pelo aparelho
NanoDrop 2000% (Thermo Scientific, Wilmington, USA) e ajustada para aproximadamente 100ng/;L. A
genotipagem das regides promotoras cas citecinas sera realizada empregando-se ¢ método micre SSP-
DNA. Sera utiizado o Easy-DNA kit box® (Invitrogen,Carlsbad, USA) ce citocinas para IL-10 e IL-12 e serd
confeccionado um iniciador especifico para a IL-17. A amostra de DNA de cada individuo, a solugdo tampio
D-mix e a enzima Taq DNA polimerase serio misturados e cispensados em pogos da microplaca que
conterdo os iniciadores especificos. A amplificagdo ocorrera em termociciagor Perkin-Elmer 9600 (Waltham,
USA), conforme programa recomendado pelo fabricante. Os fragmentos ce DNA amplificados serdo
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amplificaggo de uma regido conservada do gene. As variantes da regido promotora de citocinas serio
definidas a partir das interpretagdes de fichas-padrédo oferecidas pelo fabricante.

Objetivo da Pesquisa:
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Trata-se ce projeto de pesquisa que utilizaré material bioldgico estocado ce 34 menores ce idade,
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previstos riscos ou desconfortos inaceitaveis. No corpo do TCLE a nova redagao proposta corrigiu a
incoeréncia apontada anteriormente, afirmando que Pedimos que autorize a utilizagdo desse material que
esta congelado para nossa nova pesquisa. Nao havera necessicade de nova coleta.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Apresentou nove TCLE ce acordo com as normas legais. Folha de rosto cevidamente preenchica e
assinada pelo investigador principal, Profa. Dra. Minan Marubayashi Hidalge, e pelo Chefe Adjunto do DOD,
Prof. Dr. Cleverson O. Silva. Previsao de custos da ordem de R$ 2240,00, com a informag&o ge que sardo
custeados com recursos prépros. Cronograma: inicio em 02/08/2013, e término em 27/02/2015. Declaragio
assinada pela Profa. Dra. Méarcia Machaco de Oliveira Dalzlio, responsavel pelo Laboratbrio de
Imunogenética da UEM, autorizando a utilizagao do espago fisico, instalagbes e recursos financeiros ceste
laboratdrio para a realizagdo da pesquisa proposta.

Recomendagbes:

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagoes:

O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universicade Estadual de Maringa é ce
parecer favoravel & aprovagao do protocolo de pesquisa apresentado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nio

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Face ao exposto e considerando a normativa ética vigente, este Comité se manifesta pela aprovagdo do
protocolo de pesquisa em tela.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polimorfismo nos genes IL10, IL12 e IL17 em pacientes portadores de reabsorgio
radicular inflamatéria

Pesquisador: Mirian Marubayashi Hidalgo

Area Temética:

Versdo: 3

CAAE: 20657413.6.0000.0104

Instituigdo Proponente: Universidace Estadual de Maringd
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagao: Outros

Detalhe: EMENDA

Justificativa: A presente solicitaggo se justifica em fungio da necessicade de inserir um grupo
Data do Envio: 11/07/2014

Situagao da Notificagao: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

NGmero do Parecer: 781.244
Data da Relatoria: 28/07/2014

Apresentagio da Notificagao:

A presente solicitago se justifica em fung&o da necessidade de inserir um grupo sem tratamento na
pesquisa. Isso se ceve ao fato de que o n do grupo estucado ter sido reduzido ce 34 individuos previstos &
apenas 22, pois apenas esse nOmero de individuos fol localizaco para autorizag&o do uso do material
bioldgico congelado. Para tanto, pretende-se utilizar material que |a esta congelado e que também fol
utilizado no estuco anterior realizado em Londrina. Entre o rol de 34 incividuos sem tratamento que
possuem material congeladeo, buscaremos localizar e obter autorizagio do méaximo possivel. Esse grupo &
composto por sujeitos sem o uso de aparelho ortoddntico com género e icade semelhantes ao grupo
estudado. Os procedimentos utilizados ser&o 0s mesmos para os dois grupos.
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Objetivo da Notificagao:
Incluir sujeitos sem o uso ge aparelho ortedéntico, com género e idade semelhantes ao grupo estudado
originalmente, com o cbjetive de alcangar o ndmero originalmente proposto para avaliagéo.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Avalia-se que oS riscos & que estardo sujeitos os participantes serdo absorvicos pelos beneficios da
pesquisa.

Comentérios e Consideragdes sobre a Notificagao:

A emenda proposta nado altera substancialmente o protocolo de pssquisa.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Acrescentou novo TCLE adaptado para o novo grupo que seré avaliado.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O Comité Permanents de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual ce
Maringa & de parecer favoravel a aprovagdo da emenca a0 protocolo de pesquisa apresentada.
Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Face ao exposto e considerando a normativa ética vigente, este Comité se manifesta pela aprovagio ca
emenda ao protocolo de pesquisa em tela.
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