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RESUMO

Periodontites sdo doencas inflamatorias cronicagetmdos que suportam os dentes. Existem
relatos da associacao de variantes polimérficadifdeentes genes e a doenca periodontal e,
adicionalmente, que individuos portadores destan@oepodem exibir uma expressao
diferenciada do fator de crescimento do endoté@sxrular (VEGF). O VEGF é um indutor da
angiogénese que participa de diversos processoB@i€os e patologicos, além de ser um
mediador proé-inflamatério. A associacdo entre poifiemos do gene VEGF e o risco de
desenvolvimento ou agravamento de diversas doengagjuais mecanismos inflamatérios e
angiogénicos participam da patogénese ja foi dasdd objetivo do presente estudo foi
avaliar se variantes polimorficas do gene VEGFoeatBociados a periodontite cronica e/ou
agressiva. Células da mucosa oral foram coletada$0@ individuos com diagnéstico de
periodontite agressiva (PA), crénica (PC), e senpgentite (SP). O DNA das mesmas foi
extraido e primers especificos utilizados em PCR pf@dutos génicos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilaraida bandas foram evidenciadas através de
coloracdo com nitrato de prata. Posteriormentg@rodutos foram submetidos a digestao por
meio da enzima de restricdo Hinlll. Os diagnostiobsidos revelaram diferengas nos
percentuais dos gendtipos 936 C/C (PA - 9%; PC%;48P - 33%) e C/T (PA - 91%; PC-
60%; SP -67%) nos grupos avaliados, embora estacéarn&o tenha sido estatisticamente
significativa (p> 0,05; Teste Exato de Fisher).g3uftado do presente estudo indica que o
polimorfismo 936C/T do VEGF néo interfe na periodtencronica ou agressiva. Estudos
adicionais envolvendo amostras maiores ou invesdigautros polimorfismos deste ou de
outros genes devem ser conduzidos para aumenten@@ensao do papel de polimorfismos

nas periodontites cronica e agressiva.

Palavras-chave: Angiogénese fisiologica. Angiogénese patoldgicariodentite cronica.
Periodontite agressiva. Polimorfismo genético. VEGF



ABSTRACT

Periodontitis are chronic inflammatory diseaseghef tissues that support teeth. There are
reports of an association of polymorphic variartsliferent genes and periodontal disease,
and in addition, subjects with periodontitis exhibi differential expression of endothelial
growth factor (VEGF). VEGF is a potent inducer ofgegenesis involved in various
physiological and pathological processes, besi@asgba pro-inflammatory mediator. There
are reports of an association between VEGF gengnuophisms and the risk of developing
or aggravating many diseases in which inflammatangd angiogenic mechanisms are
involved in the pathogenesis. Therefore, the airthisf study was to evaluate whether VEGF
936C/T polymorphic variants are associated withoolr or aggressive periodontitis.
Therefore, oral mucosa cells were collected frordividuals diagnosed with chronic
periodontitis, aggressive periodontitis and withpatiodontitis. The DNA was extracted and
the specific primers used in PCR. The amplified eggoroducts were subjected to
electrophoresis on polyacrylamide gel (6.5%) andRRf£oducts revealed by silver nitrate
staining. Subsequently, the products were digestddthe restriction enzyme Hinlll and the
obtained diagnostics revealed the absence of difter in the distribution of polymorphic
variants of VEGF 936 C/T between groups (p> 0.0&stTFisher's exact). The result of this
study indicates that VEGF 936C/T polymorphic do mderference in the pathogenesis of
chronic and aggressive periodontitis. Additionaldsts involving larger samples or
investigating other polymorphisms of this or otigenes should be conducted to improve the

knowledge of the role of genetic polymorphismshnonic and aggressive periodontitis.

Key-words: Aggressive periodontitis. Chronic periodontitis. négc polymorphism.

Pathological angiogenesis. Physiological angiogen¥&GF.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP), uma doenca de caratbamatorio dos tecidos
periodontais, € caracterizada por perda progressigdecidos de suporte e insercdo derivada
da infeccdo e interagdo de espécies bacterianasifis@s com os componentes de resposta
do hospedeiro em individuos susceptiveis (AMERICAMCADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 1999; FLEMMIG, 1999). Existem dudermas principais de
periodontite; a cronica e a agressiva (ARMITAGEZ9FLEMMING, 1999).

Periodontite crbnica é a forma mais prevalenteatimgontite e esta geralmente exibe
uma progressado variando de leve a moderada. Adiommte, € observada com maior
freqiéncia em adultos em resposta ao acumulo ardeibdiofiime e célculo, e sua progresséo
pode tornar-se mais intensa pelo impacto de fatloesss, sistémicos ou ambientais que
influenciam a resposta do hospedeiro ao ataquerswd (FLEMMING, 1999).

A periodontite agressiva € caracterizada pela safasta de progressdo da doenca,
sendo mais comum em individuos jovens exibindo guantidade de biofilme e calculo
incompativel com a gravidade da destruicdo teciddahistoria familiar de periodontite
agressiva é indicativa de um traco genético assacaetiologia da mesma (NOVA# al,
1996; TONETTIet al, 1999; ARMITAGE, 1999).

Estudos distintos relatam a natureza altamenteulaascla lesdo periodontal ao
descreverem que na regido da bolsa periodontalmaarelacdo entre 0 aumento do nimero
de vasos sanguineos e progressao da doenca (GAWIN), BONAKDAR et al, 1997;
JOHNSONet al, 1999; CHAPPLEet al, 2000; CORNELINIet al, 2001; ZOELLNERet
al., 2002). Neste contexto a angiogénese (neovasagap), é caracterizada pela formacéao
de novos capilares, um processo presente no ddgemento de doencas inflamatorias. Este
fenbmeno ocorre em condicdes fisiologicas e pattddg[SHWEIKIet al, 1993; NISSENet
al., 1998; TAICHMAN et al, 1998; MATSUSHITAet al, 1999; CARLILEet al, 2001)
permitindo maior acesso de células inflamatoriagtrientes e oxigénio para o tecido
inflamado (JOHNSONMtal., 1999).

Das diversas citocinas e fatores de crescimentoolddes na regulacdo da
angiogénese, 0 mais potente agente que atua depeti@ no endotélio vascular é o fator de
crescimento do endotélio vascular - VEGF (CONNOLL®91; FERRARAet al, 1992;
DVORAK et al, 1995; LANTIERIet al, 1998; BECITet al, 2001; MATTIOLI et al, 2001).

O VEGF, uma glicoproteina secretada por célulastetidis (BERSEet al., 1992; NAMIKI
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et al, 1995; WILLIAMS et al, 1995), atua como um fator de crescimento quengaliza o
aumento da permeabilidade microvascular, induz pressdo de enzimas proteoliticas,
estimula a proliferacdo de células endoteliaisnassomo a migracdo de mondcitos e
osteoclastos (CONNOLLY, 1991; FERRARAt al, 1992; DVORAK et al, 1995;
NAKAGAWA et al, 2000; SAKUTA et al, 2001). O VEGF é detectado nos tecidos
periodontais dentro de células endoteliais, plagimgcmacréfagos e no epitélio juncional,
sucular e gengival (TISCHE& al, 1991).

Alguns polimorfismos tem sido descritos no gene ¥E®enner et al. (2000)
descreveram trés mutacdes no gene VEGF (702 C6ICOBe 1612 G/A). Neste contexto, 0
conhecimento do genoma humano, associado as insipesguisas de polimorfismo genético
e varias doencas imunes e inflamatérias, tem ewidéo a existéncia de uma base genética
para a maioria das doencas (KINANE; HART, 2003).dkarie de polimorfismos genéticos
foi considerado estar em associagdo com risco dedpatite em varias populacdes
(SCHENKEIN, 2002). Recentes estudos sustentamdgesia de que os genes influenciam a
predisposicao individual para o inicio e a progiesta DP (KINANE; HART, 2003).

A avaliacdo da existéncia de associacao entre pdlsmos do gene VEGF e o risco
de desenvolvimento ou agravamento de diversas dsenpas quais mecanismos
inflamatdrios e angiogénicos participam da patogénem sido alvo de estudos (YOUNG
al., 2004; CHAEet al, 2008; NARSet al, 2008; CHURCHILLet al, 2008). O presente
estudo é o primeiro a investigar a possivel cogéalantre o polimorfismo do gene VEGF em
pacientes com periodontite agressiva, periodoatdgica, e sem periodontite. Sendo assim, a
conducdo do presente estudo contribuira para aamentcompreensdo do papel dessa
molécula na etiopatogénese da DP.
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2 OBJETIVOS

Realizar uma discussédo, por meio da literatura,pdpel e associacdo do VEGF nas

periodontites.

Analisar se a freqUéncia das variantes alélicapalimnorfismo do gene VEGF 936C/T é

diferenciada, em individuos com periodontite agvessronica e sem periodontite.
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APENDICE A — ARTIGO 1: Papel do VEGF nas Periodontites: Revisdo da Literata.

Milena Moreira de Araujo, Paulo Eduardo AlencaiSideiza, Elton Gongalvez Zendbio,

Rodrigo Villamarim Soares.

RESUMO

A doenca periodontal € uma doenca inflamatériaiceddos tecidos de suporte dos dentes
que resulta em perda de insercao clinica e pestaddveolar. A vascularizagao periodontal
e profundamente afetada durante a progressao dgalperiodontal, e ha evidéncias de que
os tecidos inflamados aumentam a expressao des\@tacinas e fatores de crescimento.
Estas moléculas modulam a angiogénese, um proassamcial no desenvolvimento da

inflamacg&o crbnica, que € definida como a formagéonovos capilares que possuem a
capacidade de transportar células pro-inflamatipas a lesdo e suprir de nutrientes e
oxigénio o tecido inflamado. O fator de crescimeasdcendotélio vascular (VEGF) atua como

modulador da angiogénese, tendo em vista que p®nmeoaumento da permeabilidade

microvascular, induz a expressao de enzimas pititasl estimula a proliferagdo de células
endoteliais assim como a migracao celular. O VE@Etéctado dentro de células endoteliais,
plasmaticas e macréfagos, no epitélio juncionalulsu e gengival nos tecidos periodontais e
no fluido gengival crevicular de pacientes com daeperiodontal. O propoésito deste estudo
foi descrever, por meio de estudos prévios, o pdpeVEGF na etipatogénese da doenca
periodontal.

Palavras-chave:Angiogenése. Doengzeriodontal. Inflamacéo. VEGF.
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ABSTRACT

Periodontal diseases are inflammatory conditionthefsupporting tissues of the teeth that
might result in loss of clinical attachment and eallar bone levels. The periodontal
vasculature is profoundly affected during the pesgion of periodontal disease, and there are
evidences that inflamed tissues increase the esipref several cytokines and growth
factors. These molecules modulate angiogenesisssential process in the development of
chronic inflammation, which is defined as the fotima of new capillaries that have the
capacity to carry pro-inflammatory cells to lesemwell as to supply nutrients and oxygen to
the inflamed tissues. The vascular endothelial gndactor (VEGF) acts as a modulator of
angiogenesis modulating microvascular permeabilitgucing the expression of proteolytic
enzymes, stimulating endothelial cell proliferatiand cell migration. VEGF is detected
within endothelial cells, macrophages and plasmbs de the junctional and sucular
epithelium of the gingival and periodontal tisseédividuals with periodontal disease. The
purpose of this study was to describe, previoudissuthat analyze the role of VEGF in the

ethiopathogenesis of periodontal diseases.

Key-words: Angiogenesis. Periodontal disease. InflammationG¥E
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INTRODUCAO

Entre os processos inflamatorios que afetam agintiumana, a doenca periodontal
(DP) é a mais frequente. A DP compreende as legdesafetam o tecido periodontal de
protecdo (gengiva), e o tecido de sustentacdo (wemdigamento periodontal e 0Sso
alveolar), sendo a segunda caracterizada, em seanfiais avancada, pela destruicdo do
ligamento periodontal, perda da crista 6ssea aveoligracdo apical do epitélio juncional e
formacgao de bolsa periodontal (FLEMMIG, 1999).

Existem duas formas de periodontite: a periodomtiémica que é caracterizada pela
progressao lenta da perda de insercdo conjuntit&EMMIG, 1999); e a periodontite
agressiva que afeta adolescentes e adultos jogengbe rapida perda de tecido periodontal
nos individuos afetados (ARMITAGE, 1999; TONETTIOMWIBELLI, 1999).

A DP tem como agente etioldgico primario um bio&lnbacteriano especifico,
composto principalmente por bactérias gram-negativ@naerdbias e espiroquetas
(SOCRANSKY et al, 2005). A resposta inflamatdria do hospedeiroagga antigénica
determina a caracteristica destrutiva da doengie os produtos bacterianos interagem com o
epitélio gengival para induzir a expressédo e praduwge mediadores quimicos inflamatérios e
imunoldgicos (PAGE, 1991; BIRKEDAL-HANSEN, 1993; WADYKE; SERHAN, 2003;
KANTARCI; VAN DYKE, 2005; BARTOLD; NARAYANAN, 2006)

A vascularizacao periodontal é afetada profundaendatante a progressao da DP, e
h& evidéncias de que os tecidos inflamados aumentaxrpressdo de varias citocinas e
fatores de crescimento que podem regular a angesgéirERRAR/Aet al,1992; JOHNSON
et al 1999; SUTHINet al, 2003). Esse processo essencial no desenvohontantdoenca
inflamatoria cronica é definido como a formacaondeos capilares, e 0 mesmo ocorre sob
condi¢des fisiologicas/patoldgicas (SHWEIKét al, 1993; NISSEN et al, 1998;
TAICHMAN et al, 1998; MATSUSHITAet al, 1999; CARLILEet al, 2001).

Das diversas citocinas e fatores de crescimentoolddes na regulacdo da
angiogénese, 0 mais potente agente que atua pemti@nte no endotélio vascular é o fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (CONN®L1991; FERRARAet al 1992;
DVORAK et al 1995; LANTIERIet al, 1998; BECITet al, 2001;. MATTIOLIet al, 2001).

O VEGF potencializa o aumento da permeabilidadeawascular, estimula proliferacdo de

células endoteliais e induz a expressao de enzimgegbitica e a migracdo de células
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essenciais para angiogénese (CONNOLLY, 1991; FERRARal 1992; DVORAKet al
1995; NAKAGAWA et al, 2000; SAKUTAet al, 2001).

O VEGF é detectado em plasmécitos, macrofagos,pitélie juncional, sucular e
gengival dos tecidos periodontais (TISCHERal, 1991). Alguns estudos tém demonstrado
gue o VEGF pode ser um mediador importante na DIMISONet al, 1999; SUTHINet
al., 2003) e na cicatrizacdo periodontal (CETINKA¥Aal, 2007; PRAPULLAet al, 2007)
possivelmente pela modulacdo da expansdo vascuogeessao da inflamacédo. VEGF
também foi detectado em amostras salivares (BO@THl, 1998), no fluido gengival
crevicular (FGC) e em tecidos periodontais doef@$NERI et al, 2004). Nesse contexto, 0
presente estudo realizou uma revisdo da literadiseutindo a expressédo e/ou funcdo do
VEGF na DP.

REVISAO DE LITERATURA

O possivel papel do VEGF na patogénese da DP tnirsiestigado em estudos,
onde o0 mesmo tem sido detectado clinicamente ndotgengival e no FGC de individuos
por meio do teste de ELISA e imunohistoquimico atras técnicas (BOOTIdt al, 1998;
JOHNSONEet al, 1999; SUTHINet al, 2003; UNLUet al, 2003; GUNEREt al, 2004). No
entanto, ndo esta claro se o VEGF influencia nogeso de progressédo da doenca ou na fase
de cicatrizacdo (CETINKAYAet al, 2007).

Booth et al (1998), investigaram a presenca do VEGF em teguwiodontais, no
FGC e em amostras salivares de individuos saud&ei®sm DP. Em pacientes com
periodontite, o volume do FGC e a quantidade de WEGetados de sitios doentes foram
maiores que em amostras de sitios clinicamenteésaisd Entretanto a concentragdo de
VEGF por unidade de volume no FGC foi maior nowsisaudaveis. Adicionalmente, as
concentracbes de VEGF detectadas em sitios saadéeeiindividuos com DP foram
superiores a dos sitios de individuos sem doenea.explicaram estes achados por meio de
dois possiveis mecanismos: 1) a presenca de rivkedinicos de inflamagéo ou cicatrizagdo
apos ataque bacteriano pode interferir na expredsaEGF; 2) angiogénese fisioldgica no
ambiente gengival/periodontal. O VEGF também foitedeado em concentracbes
significativamente maiores em todas as amostrasasas dos individuos com DP em relacao

aos controles. Os autores concluiram que o VEGFe mmt relevante no processo de
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manutencdo da saude periodontal e que a condi¢c@u@etal influencia nos niveis salivares
do VEGF.

A possivel contribuicdo do VEGF para a progressa®H foi corroborado por um
estudo prévio (JOHNSOBt al, 1999), que avaliou as concentracdes de VEGRerero de
vasos sanguineos em bidpsias de tecido gengival €@sem DP. O numero de vasos
sanguineos foi menor dentro de tecidos normaisngeatou significativamente em tecidos
com bolsas periodontais. O nimero de vasos saragifoediretamente correlacionado com a
profundidade das bolsas periodontais e as concéesale VEGF foram maiores nos tecidos
inflamados. Os autores sugeriram que o VEGF poderiam importante fator na progressao
da gengivite para a periodontite através do sewlpag@ promocdo da expansdo da rede
vascular observada no processo inflamatorio.

A remodelacéo vascular € uma caracteristica bernecmta da inflamacao cronica,
sendo assim, Chapplet al. (2000), avaliaram a densidade microvascular (DK processo
de remodelacéo vascular em individuos com DP, bemmoca expressdo do VEGF nesses
tecidos. Biopsias de tecidos gengivais de dentasidrs foram realizadas, em individuos
com diagnéstico de saude periodontal e DP croMcalancas quantitativas e qualitativas na
vasculatura do tecido conjuntivo periodontal foralpservadas, com o aumento da DMV e o
didametro dos vasos em individuos com periodoraiteegulagcédo da atividade angiogénica foi
modificada neste ambiente, manifestando-se comoressfes alteradas do VEGF,
caracterizadas por altos niveis de expresséo enmatméeitos da mucosa bucal e reduzidos
niveis no epitélio da bolsa. O estudo conclui qidPacronica néo tratada é caracterizada por
profunda remodelagcao da vasculatura ao longo daleata bolsa, resultando em um aumento
seletivo no diametro dos vasos e reduzida expreks&tGF no epitélio da bolsa.

Dentre outros biomarcadores, Leeal (2003) investigaram niveis de VEGF no
FGC de individuos com gengivite, periodontite ccdne sem DP. Altas concentracdes de
VEGF foram detectadas nas amostras do FGC de paxienm periodontite crénica. A
concentracdo de VEGF foi significativamente mai@s rsitios com gengivite quando
comparados com sitios saudaveis. Como conclusatores sugerem que o VEGF pode ser
relevante para destruicao tecidual em individuos periodontite cronica.

Sakai et al (2006), investigaram proteinas que pudessem Skzadas como
marcadores especificos para a DP em amostras dedEGGlcos gengivais saudaveis e de
bolsas periodontais, a fim de esclarecer os mavasienvolvidos na periodontite. Niveis

elevados de VEGF foram detectados no FGC de sibiestes com diferenca estatisticamente
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significativa quando comparado aos sitios sauda@ssautores sugeriram que existe uma
correlagcéo entre a expressdo do VEGF e a DP.

Sabe-se que o VEGF também é necessario para ovdkegerento, a remodelacao,
reparacdo e regeneracdo de muitos tecidos, induiedidos periodontais de suporte
(SUTHIN et al, 2003). Portanto, existe a possibilidade do VE&Rbém estar relacionado
com a cicatrizagao de feridas nos tecidos peri@®nt/m dos primeiros estudos a avaliar a
expressdo do VEGF durante a fase de destruicatagias de cicatrizacdo da DP foi o de
Cookeet al (2006). No estudo, os niveis de VEGF foram mexlido FGC apds cirurgia
periodontal reconstrutiva, com e sem aplicacaoi@uit de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) local. O aumento nos niveis de WEGobservado em ambos 0s grupos
cirdrgicos, sendo mais pronunciado no grupo de PRGFante a cicatrizacdo da ferida
periodontal.

Cetinkayaet al. (2007), em um estudo experimental, também aealiza expressdo
do VEGF na destruicdo e nos estagios de cicatozag®P e investigaram a associacao entre
a expressao do mesmo e a vascularizacdo, no quesgzito ao niumero e diametro dos vasos
sanguineos. Como resultado, formas de vasos sa&aogutom grandes dimensfes foram
observadas no tecido conjuntivo gengival nos ratosgrupo de destruicdo periodontal,
enquanto no grupo de cicatrizacdo, grandes areasnf@cupadas por inUmeros vasos
sanguineos com dimensdes menores. Por outro ladmsms sanguineos no grupo controle
tinham dimensdes normais e formas mais regularaadgucomparados com os do tecido
conjuntivo dos ratos nos grupos teste. O numerodémetro de vasos sanguineos foram
aumentados nos grupos teste em relacdo ao grupmleorPorém ndo houve um aumento
estatisticamente significativo no nimero de vasasgsineos entre 0s grupos teste de
cicatrizacdo em relacdo ao de destruicdo periodo@@ncentracbes de VEGF estavam
significativamente maiores no grupo teste de d¢matéo periodontal em relacdo ao de
destruicdo e ao controle. Este resultado indicoa possivel relacdo entre a expressédo do
VEGF e vascularizagdo, na resolucdo da inflamacéwatrizacdo espontanea dos tecidos
periodontais.

Prapullaet al. (2007) pesquisaram os niveis de VEGF no FGC etrepis com
saude periodontal, gengivite, periodontite cromiqgas-terapia inicial (raspagem e alisamento
radicular) nos pacientes com periodontite cronadim de avaliar o impacto da terapia
periodontal nas concentracfes de VEGF. As concgigsade VEGF no FGC eram maiores
no grupo de periodontite crénica e menores no gagmo saude periodontals resultados

demonstraram que os niveis VEGF no FGC aumentaragrgssivamente de individuos
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saudaveis para individuos com periodontite. A cotteedo média de VEGF no FGC no
grupo de periodontite cronica decresceu apos tenagiiodontal inicial. O estudo sugeriu,
portanto, que o tratamento destinado a DP resutiou uma reducdo estatisticamente
significativa nos niveis de VEGF no FGC, confirmandmbém o papel do VEGF como um
biomarcador da DP.

Lester et al. (2009), dentre outros biomarcadores, estudaracordribuicdo do
VEGF, nos estagios da inflamacédo gengival em tecahentes, em comparacdo a tecidos
saudaveis. Um aumento progressivo nas concentral®esEGF em amostras gengivais
obtidos a partir de sitios com periodontite levederada e grave em comparacao a sitios sem
doenca foi observada. As maiores concentracbegpdies os biomarcadores, foram em
tecidos gengivais obtidos de sitios com periodengitave. Os autores concluiram que o
VEGF poderia ser um fator importante na iniciac@oagressao da inflamacao gengival.

No estudo de Arteset al (2010), foi realizada avaliacdo da expresséo HEN,
bem como a quantificacdo de vasos sangiineos peesars tecidos por meio do DMV em
amostras de individuos com periodontite agressiwaemalizada, periodontite cronica e
periodontalmente saudaveis. Valores muito eleva@go®MV foram encontrados no epitélio
oral de pacientes com periodontite agressiva gkremla e crénica, sendo que no grupo
controle a vascularizagdo no tecido conjuntivoctmsiderada normal. Foi encontrada baixa
expressdo do VEGF em células endoteliais vasculdeeggrupo saudavel, e esta foi
aumentando progressivamente nos grupos de peritedenbnica e agressiva. Os achados
sugeriram, portanto, que o VEGF é um fator impdetara patogénese de ambas as formas de
periodontite.

No estudo experimental de Spolidoabal (2010), foi avaliada se, a curto prazo, a
inducdo de plaguetopenia (trombocitopenia), prepn e/ou retardaria o processo de
cicatrizacdo periodontal. Foram estudados os efai trombocitopenia na expressédo de
fatores de crescimento pré e anti-angiogénicos (WEGendostatina, respectivamente), a
perda do osso alveolar e neovascularizacdo em catosperiodontite induzida. Os ratos
foram distribuidos em 5 grupos de 10 animais c&dgrpos testes e 2 grupos controles).
Ligaduras de algodao foram colocadas na margem\gerdp primeiro molar dos grupos
testes. Ratos dos grupos controles foram submetidtmgios os procedimentos descritos,
porém as ligaduras foram imediatamente removidagnzZ@ dias ap0s a colocacdo da
ligadura, 1 grupo controle e 1 grupo teste foranrifeados. As ligaduras dos dois grupos
testes restantes foram removidas para o0 acompantmuaee regeneracao tecidual espontanea

da DP durante os 15 dias subsequentes. Um grup@fado com soro normal e outro grupo
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foi tratado com soro anti-plaguetario para indugho trombocitopenia. O outro grupo

controle, que ndo recebeu ligaduras, foi tratadgo soro anti-plaquetario. Apds a remoc¢éao da
ligadura, o grupo teste tratado com soro normaltimoeseduzida perda de osso alveolar e
aumento nos numeros dos vasos sanguineos. O stfplaguietario causou atraso na
regeneracao do 0sso alveolar e diminuicdo no nudeer@sos. Apos a remocédo da ligadura,
um significativo aumento na expressdao do VEGF eirdipdo de endostatina foram

observados nos ratos tratados com soro normaluf@bgie trombocitopenia apresentou uma
queda dramatica em ambas concentracdes de VEGHRastatina. Como conclusao, os

autores sugeriram que a trombocitopenia leva a masana cicatrizagdo periodontal em
periodontite experimental, e esta pode ser mediada,parte, por uma diminuicdo na

concentracdo sérica de VEGF e endostatina.

Evidéncias de estudos transversais e longitudisa@ortam a associacdo entre
diabetes mellitugtanto do tipo | e Il) e a DP (COHE®&t al, 1970; OLIVER; TERVONEN,
1994; GROSSI, 2001; KINANE; MARSHALL, 2001). ). AMtem sido reconhecida como
uma importante complicacdo dbabetes mellituLOE, 1993), representando uma fonte
distante de baixo grau de inflamacao sistémicaliabetes mellitugpode contribuir para a
periodontite por meio de alteracbes vascularefyrdio de neutrdfilos, sintese alterada de
coldgeno e predisposicdo genética (OLIVER; TERVONE®S4). Além disso, 0 suprimento
de oxigénio, a remocdo dos produtos finais do nodtabo de difusédo e a migragdo de
leucécitos estdo prejudicadas em pacientes diaisetilevido a microangiopatia gengival e o
aumento da resposta angiogénica, que promove aepsa®p da DP (JOHNSOH al, 1999)

e incapacitam a reparacgao e a regeneracéo te(MUKRAH, 1985). Tem sido demonstrado
que a gravidade da DP aumenta com a duragdo detelsale a cronicidade da infeccéo
periodontal pode contribuir para o agravamento idbeales, levando a complicacdes mais
graves (CLARK; LEE, 1995; GROSSI; GENCO, 1998). d&@&lios recentes sugerem que o
VEGF desempenha um papel central na mediacdo davasculopatia diabética, bem como
afeta os niveis glicémicos (AIELLO; WONG, 2000; NAKIURA et al, 2009). A
angiogénese € geralmente prejudicada nos pacidiatesticos, e essa situacdo pode resultar
em danos de cicatrizacdo de feridas (MAREINL, 2003; DIMARCOet al., 2008).

Unli et al (2003) avaliaram a presenca do VEGF nos teciddsgontais, por meio
de exames imunohistoquimicos de amostras gengilaisitios saudaveis e de sitios com
periodontite de individuo com e sem diabetes tlp@$ resultados foram comparados com
individuos do grupo controle (sem periodontite en sgoenca sistémica). O VEGF foi

detectado em ambos os tecidos gengivais doentgsugo de diabéticos e nado diabéticos e
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em amostras de tecidos saudaveis de diabéticosenRes diabéticos com periodontite
demonstraram maior coloragéo para VEGF nos tegdogivais. O estudo concluiu que a
expressdo do VEGF é mais proeminente, mesmo naotgengival saudavel dos pacientes
diabéticos controlados do que nos outros gruposstiado, indicando o possivel efeito da
condicao sistémica sobre o nivel de VEGF.

Outro estudo (GUNERgt al, 2004) investigou os niveis de VEGF no FGC e em
tecidos gengivais dos seguinte grupos: pacientes periodontite e saude sistémica;
pacientes com periodontite giabetes mellituSusando os sitios saudaveis dos préprios
individuos de cada grupo como controle) e aindagwumpo controle negativo, pacientes sem
doenca sistémica e periodontal. Nos tecidos deepgs com diabetes, o VEGF foi detectado
nos sitios saudaveis e doentes. O VEGF néo foircdde em nenhuma das amostras de
tecidos dos controles negativos (grupo 3). Nosviddbs sistematicamente saudaveis o
VEGF foi observado em apenas duas amostras desetigntes e em nenhuma das amostras
gengivais dos sitios saudaveis (grupo N§. paciente diabético (grupo 2) o VEGF foi
observado nas amostras de gengivas saudaveisatgehtes e em 6 amostras de tecidos com
DP, sendo mais proeminente que nos sitios doengepatientes sistemicamente saudaveis.
0s niveis de VEGF no FGC dos sitios doentes forameatados em compara¢cdo com 0S
sitios saudaveis de todos os grupos. Os autoresiisug, portanto, que o efeito do VEGF
influencia tanto nos processos patologicos com@nosessos de cicatrizacao periodontal.

Sakalli@lu et al (2007) quantificaram niveis de VEGF no tecidogieal e no FGC
em individuos com DP e diabetes tipo Il, com bomtimde metabdlico e compararam estes
ao de individuos sistemicamente saudaveis comdmerite. O objetivo foi avaliar o efeito
do diabetes mellitumias concentracdes de VEGF, e se esse fendmenénmambalido para
pacientes diabéticos com bom controle metabdligermdontite. As concentracdes de VEGF
nos tecidos doentes foram maiores no grupo de titabéque no grupo sem doenca
sistémica. A diferenca do nivel de VEGF no FGCeents grupos de diabéticos e saudaveis,
nao foi estatisticamente significativo. Os resugadugeriram que, nos pacientes diabéticos, o
aumento dos niveis de VEGF nos tecidos doentes goolgtecer mesmo sob condigdo de
bom controle metabdlico. Os autores concluiram queiabetes mellituspode ser um
importante fator modificante da expressao de VE@Rexidos com periodontite.

Aspriello et al (2009) compararam a expressao do VEGF assim eoDblV em
tecidos gengivais de pacientes com periodontiteicad com e serdiabetes mellitusCélulas
VEGF-positivas foram significativamente aumentaeiasepitélio de pacientes com diabetes

tipo | e tipo Il em comparacdo com individuos sestaedoenca sistémica. Um aumento
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significativo de VEGF em células endoteliais fosetvado em individuos com diabetes tipo |
em relacdo aos individuos com diabetes tipo Il.e@gntual médio de DMV em individuos
com diabetes tipo | foi estatisticamente maior @mgaracédo aos diabéticos tipo Il e aos sem
esta doenca. Os autores relataram que essa dderersg derivada da reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitroso, devido a ré&&igia a insulina vascular dos diabéticos
tipo Il, o que pode levar a reducdo da expressadEidF em células endoteliais e da DMV
em comparacao com diabético tipo I. O estudo cancue o VEGF age como um potente
agente inflamatoério na periodontite, especialmgoendo esta € agravada pelo diabetes.
Keleset al (2010) determinaram os niveis de VEGF por meigquintificacdo do
RNAmM nos tecidos gengivais de pacientes com geegivperiodontite, com ou satrabetes
mellitustipo Il, a fim de testar a hipétese de que a egdeslo VEGF, € afetada de forma
diferencial nos niveis de gengivite e periodorgite pacientes com ou saliabetes mellitus
em relacdo aos controles sadios. A transcricdo EIGR/foi detectada em todos os grupos.
Em contraste com a hipotese, ndo houve difererggafisativa nos niveis de expressdo do
RNAmM do VEGF entre os grupos. Estes resultadosrenggue pacientes com gengivite e
periodontite associado atiabetes mellitudipo Il, que entretanto possuam bom controle

metabdlico, parecem nao ter alteragdes nos niediNAmM do VEGF nos tecidos gengivais.

DISCUSSAO

O VEGF é uma citocina multifuncional que desempeunimapapel importante na
inflamacéo cronica mediando a angiogénese é apmit@ um provavel fator na manutencéo
da fisiologia periodontal, bem como na progress@aaknca inflamatéria (CORNELINt
al., 2001).

Alguns estudos sugerem que o VEGF atua na patogé&aeBP, com efeito sobre a
regulacdo da mesma (BOOTai al 1998; JOHNSONet al, 1999; SUTHINet al, 2003;
CETINKAYA et al, 2003; PRAPULLAet al, 2007). No entanto, outros possuem resultados
conflitantes, sugerindo que a expressao do VEG& asmentada (BOOTHt al 1998;
JOHNSONEet al, 1999; SUTHINet al, 2003; UNLUet al, 2003) ou diminuida (CHAPPLE
et al, 2000), em tecidos gengivais doentes e no flgatwival crevicular.

Os achados de Arteset al (2010) onde valores muito altos de DMV foram

encontrados no epitélio oral de pacientes com g@eniite agressiva generalizada e
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periodontite crénica estdo de acordo com os rekdtale Chappleet al (2000). Porém,
Artese et al. (2010) observaram expressdo de VEGF aumentadaeeinog doentes, ao
contrario dos achados de Chappéeral. (2000) que observou altos niveis de expressédo do
VEGF em queratinécitos da mucosa bucal e baixagsino epitélio da bolsa.

Em Arteseet al (2010) foi encontrada baixa expressdo do VEGF célalas
endoteliais vasculares em individuos saudaveistefei aumentando progressivamente nos
grupos de periodontite cronica e agressiva, regngtgimilares aos reportados por Lester
al. (2009) onde houve um aumento progressivo nas ntacées de VEGF em amostras
gengivais obtidos a partir de sitios com periodenéve, moderada e grave foi encontrado.

Spolidorioet al (2010) relataram elevados niveis séricos de VE@ENte a fase de
reparo periodontal. Estes resultados sdo compsitteen os relatos de Coek al (2006) que
mostraram aumento dos niveis de VEGF durante aneeggdo do tecido periodontal. Neste
contexto, o estudo experimental de Cetinketyal. (2007) relatou que a expressao do VEGF
foi mais relacionada com o estagio de cura da DPqu® com a fase de destruicdo.
Adicionalmente, que o aumento do VEGF no grupo cgeriodontite nao foi
significativamente diferente dos sitios saudaweiacordando com os resultados do estudo de
Keleset al (2010).

Os achados de Prapubaal (2007) estdo de acordo com os de Gueieal. (2004)
gue também reportaram aumento de niveis de VEGF@@1em sitios doentes comparados
com sitios saudaveis, e contrarios aos achadosod¢éh Bt. al (1998) onde houve um
aumento na concentracdo de VEGF no FGC de amastuaaveis em comparagao aos sitios
doentes. No estudo de Salatial (2006) e de Leet al, (2003), niveis mais elevados de
VEGF também foram detectados no FGC em sitios deemiando comparado aos sitios
saudaveis.

Varios estudos suportam que a associacao digbetes mellitug a DP pode afetar
0s niveis glicémicos, assim como que o VEGF desehgpam papel central na mediacdo da
microvasculopatia diabética. No entanto, um estooloduzido em individuos com e sem
diabetes mellitu§KELES et al, 2010) ndo encontrou diferenca significativa nogeis de
expressdo do VEGF entre 0s grupos com gengivieziedontite.

O estudo de Sakallitu et al. (2007) apresentou resultados em partes simitoes
de Unluet al (2003) e Giineret al (2004). Nestes, a presenca de VEGF em amostras de
tecido gengival coletadas de sitios periodontagies saudaveis, em individuos sem doenca
sistémica e em individuos diabéticos tipo Il foakada. Os resultados demonstraram que

pacientes diabéticos com periodontite apresentaraior coloragdo para VEGF. Porém, deve
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ser ressaltado que os participantes dos estudaldect al (2003) e Giineret al (2004)
eram diabéticos metabolicamente mal controlados, estudo de Sakaliitu et al. (2007) os
individuos com diabetes tipo I, tinham um bom colet metabdlico. Em Sakallgtu et al
(2007) a concentracdo de VEGF no FGC no grupo cemogontite e diabetes em
comparagao com 0 grupo com periodontite sem dosist@mica ndo foi estatisticamente
significativa, discordando portanto, com o estuéoGlineriet al. (2004), no qual o nivel
médio do VEGF no FGC foi maior no grupo com peridde do que no grupo com
periodontite e diabetes.

No estudo de Guneet al (2004) ndo houve diferencas significativas nderea de
VEGF nos tecidos gengivais de sitios saudaveieatds de pacientes com periodontite, sem
diabetes mellituso que confirma as conclusdes do estudo de ktlals (2010). Comparando
os resultados de Guneai al. (2004) com os de Boo#t al (1998), observa-se que no grupo
de individuos sistemicamente saudaveis, foram wvhsers achados similares quanto ao
aumento do grau de coloragdo do VEGF nos sitiositdee Porém Bootket al (1998)
relataram uma alta concetracdo de VEGF em FGC desteas saudaveis comparados aos
sitios doentes, contrariando os achados de Gehei (2004). O estudo de Ginesi al
(2004) também concorda com os achados de Jolehsbr(1999), que relata um aumento nos
niveis de VEGF em sitios periodontais de paciesisgemicamente saudaveis.

O Unico estudo onde foram incluidos pacientes d@betes mellitusipo | e 1l foi o
de Asprielloet al (2009). Os resultados relataram células VEGFtpasi significativamente
aumentadas em epitélio de pacientes com diabet®$ & Il em comparacdo com individuos
sem esta doenca sistémica. Um aumento significatev EGF em células endoteliais foi
observado em individuos com diabetes tipo | enté&elaos individuos com diabetes tipo Il.
O percentual médio de DMV em individuos com diabéi®o | foi estatisticamente maior em
comparacao aos diabéticos tipo Il e aos sem estacdoO estudo concluiu que o VEGF age
como um potente agente inflamatoério na periodgngis@ecialmente quando esta é agravada
pelo diabetes.
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CONCLUSAO

A avaliacdo da associacao da expressao e/ou ag@dB@b na patogénese da DP foi
conduzida em diversos estudos. Embora alguns adssltcontroversos sejam observados, a
maioria dos estudos encontrou uma relagédo diretiee @sta importante molécula com a
extensdo e gravidade da DP. A associacdo da maesma ©P e aliabetes mellitusambém
foi um achado frequente. Portanto, tendo em vista @ DP € uma doenca de etiologia
complexa, a condugcdo de estudos adicionais andtisanpapel do VEGF na DP pode
contribuir para aumentar a compreensao da etiopatsg da doenca.
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APENDICE B - ARTIGO 2: Polimorfismo genético do VEGF na Periodontite cronica e

agressiva.

Milena Moreira de Araujo, Karine Camara Silva, MariAraujo Leite Assis, Paulo Eduardo

Alencar de Souza, Elton Gongalvez Zendbio, Rodvijlamarim Soares.

RESUMO

Periodontites sdo doencas inflamatorias crénicagetndos que suportam os dentes. Existem
relatos da associacao de variantes polimérficadifdeentes genes e a doenca periodontal e,
adicionalmente, individuos portadores desta dopndam exibir uma expressao diferenciada
do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFVEGF é um indutor da angiogénese
gue participa de diversos processos fisiologicpateldgicos, além de ser um mediador pro-
inflamatorio. A associacao entre polimorfismos @ng VEGF e o risco de desenvolvimento
ou agravamento de diversas doencas, nas quais isracaninflamatérios e angiogénicos
participam da patogénese ja foi descrita. O oljediv presente estudo foi avaliar se variantes
polimérficas do gene VEGF estdo associados a periitd cronica e/ou agressiva. Células da
mucosa oral foram coletadas de 102 individuos c@agndstico de periodontite agressiva
(PA), crénica (PC), e sem periodontite (SP). O Di#s mesmas foi extraido e primers
especificos utilizados em PCR. Os produtos génmwoglificados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida e as bandesrf evidenciadas através de coloracao
com nitrato de prata. Posteriormente, os produicen submetidos a digestdo por meio da
enzima de restricdo Hinlll. Os diagnosticos obtida®laram diferencas nos percentuais dos
genotipos 936 C/C (PA - 9%; PC - 40%; SP - 33%)E A - 91%; PC- 60%; SP -67%)
nos grupos avaliados, embora esta variacdo nda gdb estatisticamente significativa (p>
0,05; Teste Exato de Fisher). O resultado do ptesestudo indica que o polimorfismo
936C/T do VEGF nao interfe na periodontite cronama agressiva. Estudos adicionais
envolvendo amostras maiores ou investigando opwbsiorfismos deste ou de outros genes
devem ser conduzidos para aumentar a compreensdpapel de polimorfismos nas

periodontites cronica e agressiva.

Palavras-chave: Angiogénese fisiologica, Angiogénese patologicaiddentite agressiva.

Periodontite crénica. Polimorfismo genético, VEGF,
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ABSTRACT

Periodontitis are chronic inflammatory diseaseghef tissues that support teeth. There are
reports of an association of polymorphic variartsliferent genes and periodontal disease,
and in addition, subjects with periodontitis exhibi differential expression of endothelial
growth factor (VEGF). VEGF is a potent inducer ofgegenesis involved in various
physiological and pathological processes, besi@asgba pro-inflammatory mediator. There
are reports of an association between VEGF gengnuophisms and the risk of developing
or aggravating many diseases in which inflammatangd angiogenic mechanisms are
involved in the pathogenesis. Therefore, the airthisf study was to evaluate whether VEGF
936C/T polymorphic variants are associated withoolr or aggressive periodontitis.
Therefore, oral mucosa cells were collected frordividuals diagnosed with chronic
periodontitis, aggressive periodontitis and withpatiodontitis. The DNA was extracted and
the specific primers used in PCR. The amplified eggoroducts were subjected to
electrophoresis on polyacrylamide gel (6.5%) andRRf£oducts revealed by silver nitrate
staining. Subsequently, the products were digesttdthe restriction enzyme Hinlll and the
obtained diagnostics revealed the absence of difter in the distribution of polymorphic
variants of VEGF 936 C/T between groups (p> 0.0&stTFisher's exact). The result of this
study indicates that VEGF 936C/T polymorphic do mderference in the pathogenesis of
chronic and aggressive periodontitis. Additionaldsts involving larger samples or
investigating other polymorphisms of this or otigenes should be conducted to improve the

knowledge of the role of genetic polymorphismshnonic and aggressive periodontitis.

Key-words: Aggressive periodontitis. Chronic periodontitis. négc polymorphism.

Pathological angiogenesis. Physiological angiogen¥&GF.
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INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP), € um processo inflananonico dos tecidos de suporte
dos dentes, resultante da infec¢cdo de espéciesriaaets especificas. A DP estd associada
com a perda da integridade da insercédo epiteli@bj@o dente e com formacéo de bolsa
oriunda da proliferacdo de células epiteliais. Qomdamento continuo da bolsa, em
conjunto com a destruicdo da matriz do tecido auija € acompanhado por reabsorcao
0ssea, resultando em eventual perda do dente (GOQI@Eal, 1982; BOOTHet al, 1998;
CHAPPLEet al, 2000).

Angiogénese (neovascularizacao) € definida conwradcdo de novos capilares, um
processo essencial no desenvolvimento da doedamatbria cronica. A angiogénese ocorre
em processos fisioldgicos/patologicos (SHWEIKE al, 1993; NISSENet al, 1998;
TAICHMAN et al, 1998; MATSUSHITAet al, 1999; CARLILEet al, 2001) nos quais
vasos neoformados realizam o transporte de cgudasflamatérias para a lesdo, bem como

nutrientes e oxigénio para o tecido inflamado (J@@Nl et al, 1999).

Existem relatos de que a vascularizacao periodérdéttada profundamente durante a
progressao da DP, e que a expressao de variamagae fatores de crescimento que podem
regular a angiogenese nos tecidos inflamados @ade(FERRARAet al,1992; JOHNSON
et al 1999; SUTHINet al, 2003). Neste contexto, uma relagdo entre um atom® ndamero
de vasos sanguineos e progressao da doenca, afetseLialmente capilares e vénulas na
regido da bolsa periodontal ja foi descrita (BONAKDet al, 1997; JOHNSONt al, 1999;
CHAPPLEet al, 2000)

Das diversas citocinas e fatores de crescimentoolddes na regulacdo da
angiogénese, 0 mais potente agente que atua dspatia no endotélio vascular € o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) (CONNOLLM91; FERRARAet al 1992;
DVORAK et al 1995; LANTIERIet al, 1998; BECITet al, 2001;. MATTIOLIet al, 2001).

O VEGF potencializa o aumento da permeabilidadeawascular, estimula proliferacdo de
células endoteliais e induz a expressao de enziogegbitica e a migracdo de células
endoteliais, monocitos e osteoblastos essenciaia gagiogénese (CONNOLLY, 1991;
FERRARAet al 1992; DVORAKet al 1995; NAKAGAWA et al, 2000; SAKUTAet al,
2001).
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O gene VEGF produz diferentes isoformas protéicas subunidades polipeptidicas
possuindo diferente nimero de aminoacidos. O gdf@F/esta localizado no cromossoma
6p21.3 e diversos polimorfismos de nucleotideo aif®NP) associados a este gene foram
descritos (JAINet al, 2009). Particularmente no estudo de Renner .e{28D0) foram
descritas trés mutagdes no gene VEGF (702 C/TC?#B@ 1612 G/A).

Uma série de polimorfismos genéticos estdo assoxiadm risco de periodontite em
vérias populagbes (SCHENKEIN, 2002). Recentes estsdstentam a evidéncia de que 0s
genes influenciam a predisposicao individual paraicdo e a progressao da DP (KINANE;
HART, 2003). Neste contexto, o conhecimento do gentdumano, associado as inumeras
pesquisas de polimorfismo genético e varias doengases e inflamatoérias, tem evidenciado
a existéncia de uma base genética para a maiosiadalencas (KINANE; HART, 2003).
Diversos estudos tém avaliado a existéncia de iags@centre polimorfismos no gene VEGF
e 0 risco de desenvolvimento ou agravamento desdisedoencas, nas quais mecanismos
inflamatorios e angiogénicos participam da patogén OUNGet al, 2004; CHAEet al,
2008; NARSet al, 2008; CHURCHILLet al, 2008).

A correlacéo entre o polimorfismo do gene VEGF @@sodontites, pode contribuir
para aumentar compreensdo do papel desta molézw@hopatogénese da DP. Sendo assim,
este estudo é o primeiro a investigar a possiveklegdo entre o polimorfismo do gene
VEGF e a DP e teve como objetivo analisar se au@ega das variantes alélicas do
polimorfismo do gene VEGF 936C/T € diferenciada, ewividuos com periodontite

agressiva, cronica e sem periodontite.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacdo da amostra

Este estudo caracterizou-se por ser observacioaakversal, com selecdo de
individuos com periodontite cronica, agressivara periodontite, no periodo entre Janeiro a
Setembro de 2010. Os participantes eram pacierteBegpartamento de Odontologia da

Pontificia Universidade Catolica de Minas Geraisds.
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O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité deaE¢im Pesquisa da PUC Minas
(CAE 0168.0.213.000-09). Baseado no estudo de Renrad (2000), tabagistas, diabéticos,
individuos imunodeprimidos, com diagnostico de a@steose, mulheres gravidas, HIV
positivo ou submetidos a quimioterapia foram extdsido estudo. Os critérios de inclusao
foram baseados em estudos prévios (ARMITAGE, 199ERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY 2000a, b, c). Os critérios espeoffipara selecdo e agrupamento
foram baseados em Flemmig, 1999. O grupo com dgtigedde periodontite crénica
consistiu de individuos com profundidade de songlagelmm e < 6 mm; perda de insergao >
3 mm e< 4 mm (periodontite crénica moderada) e/ou profdade de sondagem6 mm;
perda de insercd® 5 mm (periodontite cronica grave) e/ou mais de 3@% sitios presentes
afetados (periodontite crénica generalizada). @@mom periodontite agressiva apresentava
destruicdo periodontal restrita aos sitios inteqipnais dos primeiros molares e incisivos
(periodontite agressiva localizada) e/ou destrugd@godontal em pelo menos 3 sitios inter-
proximais de dentes permanentes além dos primerolsres e incisivos (periodontite
agressiva generalizada). O grupo controle consigiu individuos com auséncia de
periodontite (profundidade de sondagem < 4 mm)tidjaaram do estudo 102 individuos,
sendo 57 tinham periodontite cronica (35 mulher2® bomens, idade entre 29 a 79 anos), 19
tinham periodontite agressiva (15 mulheres e 4 Instneom idade entre 16 a 42 anos) e 26
tinham auséncia de periodontite (19 mulheres enteng, idade entre 20 a 49).

Coleta de Células da Mucosa Oral e Obtencgéo das Astoas de DNA

O procedimento de coleta e processamento das amdstam semelhante ao descrito
por Boomet al (1990). Foram realizadas coletas de células lgpsteda mucosa jugal
bilateralmente, por meio de raspagem com escowécakestéril descartavel. As cerdas das
escovas foram lavadas imediatamente em microtuboerdo 1 ml de tampéo de Krebbs
(0,724% NaCl; 0,03% KCI ; 0,028% MgSO4; 0,594% Hep@18% C6H1206 em agua
deionizada). Apos centrifugacéo das células destasna 10.000 rotacdes por minuto (rpm),
por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado el 2i& gilica (SiO2, Sigma, St Louis, MO,
USA) e 450 ul de tampéo de lise 6 GUSCN, 65 mM Tris-HCI pH 6,4, 25 mM EDTA e
1,5% Triton X-100) foram adicionados aos pelletstidds. As amostras foram
homogeneizadas em voértex, incubadas a 56°C em bagwo por 30 minutos,

homogeneizadas, centrifugadas novamente e o solargea descartado. Os pellets obtidos
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(DNA ligado a silica) foram lavados duas vezes &80 ul de tampéao de lavagem (6 M
GUuSCN, 65 mM Tris-HCI pH 6,4), duas vezes com 4b@g.etanol 70% e uma vez com 450
pul de acetona. Apos homogeneizacdo, os tubos farantrifugados novamente, os
sobrenadantes descartados e os pellets mantidém@mo seco a 56°C por 30 minutos. Na
etapa final, 100 pl de tampéo Tris-EDTA foram amheidos e os tubos incubados em banho
seco a 56°C, durante 12 horas. Apos centrifugagsiepbrenadantes contendo o DNA foram

armazenados para utilizacdo nas reacdes de amapliticgénica.

Reacdo em Cadeia da Polimerase - Digestéo dos préokie diagndstico molecular

O DNA obtido, pela extracéo, foi utilizado na reagin cadeia da polimerase (PCR).
As sequéncias dos primers usados foram 5-AAGGAAGRNGACTCTGCGCAGAGC-3'
(senso) e 5-TAAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCTACAG -3anti-senso). As
reacdes de PCR foram realizadas em volume fin2bdel, contendo 8ul de DNA; 12 ul de
tampéao Pré-mix (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasji)e contém ions, desoxinucleotideos e
enzima Taq DNA polimerase; 0,5 pl de cada primedd de H20. Foi utilizado
termociclador (Eppendorf® Mastercycler personalmidarg, Alemanha) com o seguinte
programa de PCR para a amplificacdo génica: termyaranicial de 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, nmaiauto a 64°C, mais 40 segundos a 72°C
e um ultimo ciclo de 5 minutos a 72°C. Os prodgg@sicos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% e asdas foram evidenciadas através de
coloracdo com nitrato de prata. Os produtos da foGin digeridos pela enzima de restricdo
Hinlll (Sinapse, S&o Paulo, SP, Brasil). De acawio o gendtipo do individuo, fragmentos
de digestdo de diferentes tamanhos (208pb; 122 @6 eb) foram obtidos. Apds a
eletroforese, as bandas do gel foram digitalizapgaisa armazenamento dos dados em
computador.
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Anélise Estatistica

A andlise utilizando o Teste Exato de Fisher pammparar as distribuicbes dos
genotipos entre os grupos avaliados foi realizatfa. nivel de significancian= 0,05 foi
utilizado. A analise foi realizada utilizando-sgmmgrama estatistico StatView 4.5 (Abacus
Concepts Inc., Berkeley, Califérnia, USA).

RESULTADOS

Amostras de DNA foram coletadas de todos os ppaites e estas, usadas em
reacOes de PCR. A digestao dos produtos do PCRacamima de restricao Hinlll permite a
diferenciacdo de homozigotos 936 C/C, heterozig88&C/T e homozigotos 936T/T, tendo
em vista que os produtos de homozigotos 936 C/Gsaaalivados gerando uma banda com
208 pares de base, os de heterozigotos sdo cliyetasdo uma banda com 208 pares de
base, uma com 122 e outra com 86 pares de bas®leydnte, os de homozigotos 936T/T
geram uma com 122 e outra com 86 pares de baspaliseados produtos amplificados e
digeridos da regido do gene VEGF, onde se encant®86 C/T, foi feita em géis de
poliacrilamida corados com nitrato de prata e umrgeresentativo pode ser observado na

Figura 1.
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Figura 1. Produtos da digestao do 936 C/T.

208 pb

122 pb

86 pb

1 2 3 4 5 6
pb — pares de base; Faixas 1 e 2 - 936 C/T,; F8i¥ag 6 — 936 C/C; Faixa 4 — padrdo
de DNA 1 kb.

O diagnéstico do polimorfismo do gene VEGF (936C/B) obtido de 43
participantes, sendo 11 com periodontite agreg8vaulheres e 2 homens, com idade entre
16 a 42 anos), 20 com periodontite crénica (16 emek e 4 homens, com idade entre 28 a 79
anos) e 12 sem periodontite (9 mulheres e 3 honamde entre 20 a 49 anos). A distribuicdo

dos alelos nestes individuos pode ser observatdlalrela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das variantes alélicas do V&F 936 C/T

Periodontite Agressiva Periodontite Cronica SP

Genotipo n=11 n=20 n=12
C/C 1 8 4
CIT 10 12 8

PA — Periodontite Agressiva; PC — Periodontite @&nSP - individuos sem periodontite
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O percentual de homozigotos (936C/C) e heterozsg(®86C/T) variou nos grupos
avaliados. As propor¢cdes de homozigotos foram: @/gmipo com periodontite agressiva,
40% no grupo com periodontite cronica e 33% no @ periodontite. Consequentemente
as proporcdes de heterozigotos foram: 91%, 60%e@fa 0s mesmos grupos. Entretanto, a
andlise estatistica por meio do Teste Exato deeFisdo revelou diferenca na distribuicdo de

homozigotos e heterozigotos nos grupos avaliadaisg[a 2).

Tabela 2: Comparacao da distribuicdo das variantealélicas do VEGF 936 C/T

Comparacao P
PA x PC 0,11
PA x SP 0,32
PC x SP 0,99

PA — Periodontite Agressiva; PC — Periodontite @#&nSP - individuos sem

periodontite; valor de p — Teste Exato de Fisher

DISCUSSAO

O VEGF é uma citocina multifuncional que desempeuntmapapel importante na
inflamag&o crénica, mediando a angiogénese, e @&oacemo um provavel fator na
manutencdo da fisiologia periodontal, bem como magnessdo da doenca inflamatdria
(CORNELINI etal., 2001).

Sabe-se que nos tecidos inflamados ocorre um aondenexpressédo de mediadores
inflamatdrios e do niumero de vasos sanguineosegsos que contribuem para progresao da
DP (CHAPPLEet al, 2000). Particularmente, o VEGF atua como umrgetétor indutor da
angiogénese por regular a permeabilidade microlasastimular a proliferacdo de células
endoteliais, induzir a expressdo de enzimas pititad e migracdo de células endoteliais,
monaocitos e osteoblastos, essenciais para a angisg@CONNOLLY, 1991; FERRARAt
al. 1992; DVORAKEet al. 1995; NAKAGAWA et al, 2000; SAKUTAet al, 2001).
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O VEGF foi detectado nos tecidos periodontais derde células endoteliais
vasculares, células plasméticas, macréfagos e liepisélcular, juncional e gengival
(TISCHER et al, 1991). Estudos prévios relataram concentracteadas de VEGF em
tecidos e no FGC de sitios com DP (BOOdt+al, 1998; JOHNSOMt al, 1999; CHAPPLE
et al, 2000, SAKAIlet al, 2006; PRAPULLAet al, 2007; LESTERet al, 2009; ARTESEet
al., 2010). Johnsoet al (1999) afirmaram que o VEGF pode ser um fatorortgmte na
progressao da gengivite para a periodontite, atrduéseu papel na promocao da expansao da
rede vascular observada no processo inflamatorgia Extensiva distribuicdo celular
associada com niveis detectaveis de VEGF no FGStide saudaveis e doentes sugere que 0
VEGF exerce seu papel na manutencao da salde gatabd também na doenca periodontal
inflamatadria cronica (BOOTIHét al, 1998).

Uma série de polimorfismos genéticos esta asso@adorisco de desenvolvimento
de periodontites em vérias populagbes (SCHENKEDO22. Existem evidéncias de que o0s
genes influenciam a predisposicao individual paraico e a progressao da DP (KINANE;
HART, 2003). Adicionalmente, diversos estudos t&aliado e encontrado associacdes entre
polimorfismos do gene VEGF e doencas nas quaismiszoas inflamatorios e angiogénicos
participam da patogénese (YOUNS$E al, 2004; CHAEet al, 2008; NARSet al, 2008;
CHURCHILL et al, 2008).

E importante perceber que 0s mecanismos etiopdtugéndas doencas s&o
complexos, associados com variagcdes de multiploesgecada um com o risco de uma
pequena contribuicado relativa para o processo bitdaoenca. O numero e o tipo de genes
modificadores para a mesma condicdo pode nao sal jra diferentes populacdes e/ou
grupos étnicos. Além disso, eles também podemndlerenciados por fatores ambientais,
genéticos (KINANE, HART, 2003; LOO& al, 2005).

No presente estudo, a andlise da distribuicdo dGFElelo 936 C/T em pacientes
com periodontite cronica, agressiva e sem perid@ofdi conduzida. Foram observadas
diferencas nos percentuais na distribuicdo dostgpeEsdentre os grupos avaliados (936 C/C:
PA - 9%, PC - 40% e SP - 33%; 936 C/T: PA - 91%; B e SP -67%) embora esta
variacdo nao tenha sido estatisticamente signifecalEsta auséncia de associacao sugere que
a expressdo das diferentes variantes alélicas 936d6 gene VEGF néo interfere na
patogénese das periodontites. Entretanto, tendo vesta que diferencas percentuais
pronunciadas foram observadas, a investigacao tiasquopulacdes ou grupos étnicos, e /ou

de um namero maior de individuos/amostras podenfiratar com maior precisdo se estas
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variantes polimorficas de fato ndo participam dadofacdo destas importantes doencas
periodontais. Adicionalmente, é importante ressatfae este estudo foi o primeiro a
investigar a possivel correlacdo entre o polimorfiggenético do gene VEGF em pacientes

com periodontite crénica, agressiva e sem peridigont

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que assiprde diferentes variantes
polimdrficas do gene VEGF 936 C/T nao interfere aimpatogénese das periodontites
cronica e agressiva. Estudos adicionais devemasetuzidos para aumentar a compreensao

do papel de polimorfismos nestas doencas.
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ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N.° Registro CEP: 0168.0.213.000-09
Titulo do Projeto: Polimorfismo do VEGF na etiopatogenia das perioitiest

Este termo de consentimento pode conter palaviavagé ndo entenda. Peca ao pesquisador
gue explique as palavras ou informacdes que varéar@dpreendeu.

Vocé estad sendo convidado(a) a participar da pesggobre a diferenca de uma proteina
(VEGF) nas pessoas com e sem problemas na geMgigé.foi selecionado porque é de um
dos dois grupos (grupo com problemas na gengivgropo sem problemas na gengiva). E
importante que leia as informagdes abaixo parandateo seu papel nesta pesquisa e decidir se
esta disposto(a) a participar da mesma. Sua pat@&p ndo é obrigatdria. Sua recusa nao trara
nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisadooraua instituicdo, PUCMINAS. Caso
apos a leitura e compreensédo deste termo de coneetd vocé decida participar, vocé dara o
seu consentimento livre e esclarequw escrito assinando seu nome no final do termo.

Objetivo

O objetivo deste estudo € avaliar se 0 VEGF deopssgue tém a gengiva inflamada ou néo é
diferente.

Procedimentos do Estudo (o que sera feito)

Se concordar em participar deste estudo, vamotacaélulas da sua boca. Para isso, vamos
usar uma espatula plastica que sera passara ngaamlgsua boca. Vamos extrair o DNA das
células para avaliarmos o gene do VEGF. Avaliandeciiéncia do seu gene saberemos se 0
VEGF participa ou ndo da perda de implantes.

Riscos, desconfortos

Nesta pesquisa nao existem riscos adicionais aondexame feito por um dentista. A
participacdo na pesquisa ndo acarretara gastovpegasendo totalmente gratuita.

Sigilo, privacidade e anonimato

Garantimos a manutencéo do sigilo sobre as infadssagbtidas assim como a manutencao
da sua privacidade e de seu anonimato. Apenassgsipadores envolvidos neste estudo
terdo acesso ao seu prontuario e resultados. \&acéara identificado (manutencao do
anonimato) caso seus dados sejam utilizados encpgdés cientificas. Caso deseje, vocé
podera saber qual foi o resultado da sua avaliacao.

Participagéo

E importante que vocé esteja consciente de queat&ipacdo neste estudo de pesquisa €
completamente voluntaria e de que vocé pode resesar participar ou sair do estudo a
gualguer momento sem penalidades. Caso vocé deeintar-se do estudo, notifigue o

pesquisador.
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Para obter informacdes adicionais

Vocé receberd uma cépia deste termo onde constkeforte e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o fragesua participagdo, agora ou a qualquer
momento.

PUCMINAS, Faculdade de Odontologia, Programa dettdés em Clinicas Odontologicas.
Avenida Dom José Gaspar, 500 — Prédio 46, Coragéarkstico

Belo Horizonte, MG- Brasil Cep. 30535-610

Telefone (31) 3319-4414; Fax (31) 3319-4415

E-mail: mestodonto@pucminas.br

Professor Rodrigo Villamarim Soares (pesquisador)

Se vocé tiver perguntas com relacdo a seus direiio® participante do estudo clinico, vocé
também podera contatar o Coordenador do Comitéida &m Pesquisa desta Instituicio, no
telefone (31) 3319-4298, Fax (31) 3319-4229 ou H:mlaarv@pucminas.br

Declaragé&o de consentimento

Li ou alguém leu para mim as informagfes contidestendocumento antes de assinar este
termo de consentimento. Declaro que fui informadteqgaadamente sobre a minha
participacdo no estudo e entendi as informacdesaaddeclaro também que toda a linguagem
técnica utilizada na descricdo deste estudo deupastpi explicada de maneira adequada e
gue minhas duavidas foram esclarecidas. Confirmobém que_recebi uma cépia deste
formulério de consentimentdCompreendo que sou livre para me retirar do estm
gualguer momento, sem qualquer penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vorgagiam reservas para participar como
paciente deste estudo.

Nome do participante (em letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Atesto que expliquei cuidadosamente a naturezalgetivo deste estudo, 0s possiveis riscos

da participagdo no mesmo, junto ao participanta esu representante autorizado. Acredito

gue o participante e/ou seu representante receldas as informacgfes necessarias, que foram
fornecidas em uma linguagem adequada e comprekmsigee ele/ela compreendeu essa

explicacéo.

Assinatura do pesquisador Data



