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APRESENTACAO

Este trabalho refere-se a dissertacdo apresentadéPragrama de Mestrado
Profissionalizante da Pontificia Universidade Jasote Minas Gerais e representa requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Mestre emadntptontia. De acordo os requerimentos
do Programa para a obtencdo do titulo de Mestrdngplantodontia, a dissertacdo deve
conter dois artigos e estes sao:

1) Analise do papel de polimorfismos genéticos darleteina-1 nas periodontites e
periimplantites.
2) Analise do impacto do polimorfismo do gene VEGFpeeda de implantes.

O tema abordado apresenta relevancia uma vez dudosstém evidenciado a
influéncia de polimorfismos genéticos na natureatensidade da resposta inflamatoria e
relacdo com a suscetibilidade e gravidade clinecaatias doencgas, dentre as quais estdo as
periodontites e as periimplantites.

O primeiro artigo é uma revisao de literatura sodranfluéncia do polimorfismo
genético da IL-1 nas periodontites e periimplastitesta citocina exerce importante papel na
regulacdo da resposta inflamatéria aguda e algumdlviduos apresentam producéo
diferenciada da mesma. Estas variacdes tém sideiadas com uma resposta inflamatoria
alterada. Particularmente, altos niveis de IL-1 ®&do encontrados no fluido crevicular
gengival de sitios com periodontites e periimptasti quando comparados com sitios
clinicamente saudaveis. Estudos diversos que fammim a ocorréncia de polimorfismos
genéticos na IL-1 e avaliaram seu papel no deseinvehto periodontites e periimplantites,
serdao descritos na presente revisao.

O VEGF é um importante indutor da angiogénesepaquicipa de diversos processos
fisioldgicos e patologicos, além de atuar como aali pré-inflamatério. No segundo artigo,
amostras de células da mucosa bucal de pacientBguhrtamento de Odontologia da PUC
Minas foram utilizadas em experimentos laboratsri®s resultados da distribuicdo do
polimorfismo genético do gene VEGF nesta popula&géoa relacdo com a falha de implantes

serao descritos.



Resumo

Apesar das altas taxas de sucesso apresentadastpdos longitudinais sobre implantes de
titdnio utilizados na odontologia, falhas que levanperda dos mesmos sédo descritas na
literatura. O fator de crescimento do endotéliaccutes (VEGF) é um indutor da angiogénese
gue participa de diversos processos fisiologicpateldgicos, além de ser um mediador pro-
inflamatorio. A expressao do VEGF é reduzida enividdos com periimplantite e existem
relatos da associacao entre polimorfismos no gde@FR/e o risco de desenvolvimento ou
agravamento de doencas, nas quais mecanismos atflaos e angiogénicos participam da
patogénese. Portanto, o objetivo deste estudovédiaa 0 possivel impacto do polimorfismo
936C/T do VEGF na perda de implantes. Células daosai bucal foram coletadas de
individuos que receberam implantes, o DNA das medmaxtraido e utilizado em PCRs. A
andlise dos produtos da reagdo em cadeia da pameubmetidos a digestdo por meio da
enzima de restricdo Hinlll revelou a auséncia derehca na distribuicdo de variantes
polimorficas do gene VEGF 936 C/T nos grupos testontrole (p>0,05; Teste Exato de
Fisher). Portanto, os resultados do presente estnaioam que este polimorfismo néo
interfere na ocorréncia de falhas em implantesitéeid utilizados para reabilitar pacientes
parcialmente ou totalmente edéntulos. Estudos adis envolvendo amostras maiores e
investigando outros polimorfismos deste ou de sugenes devem ser conduzidos para

aumentar a compreensao do papel de polimorfismpsenmi de implantes.

Palavras chave:Falha de implantes. Osseointegracédo. VEGF. Polismds
genéticos.



Abstract

Despite the high rates of success showed in lotigiéh studies investigating the use of
titanium implants in dentistry, the occurrence afures is described in the literature. Implant
loss could be derived from distinct factors inchgligenetic polymorphisms. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is an angiogenimciucer that participates of diverse
physiological and pathological processes besides laeproinflammatory mediator. VEGF
expression is reduced in individuals with periinmiis and there are reports of the
association between VEGF polymorphisms and theaiskevelopment of diseases in which
inflammatory and angiogenic mechanisms are involvethe pathogenesis. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the impact of VEE36C/T polymorphism in implant

failure. Oral mucosal cells were collected frordiwiduals that received implants, the DNA
extracted and used in PCR reactions. The analy$#€R products submitted to digestion by
the restriction enzyme Hinlll revealed the absewicdiferences regarding VEGF 936 C/T
frequency distribution between groups (p>0,05; &ishexact test). The results from the
present study indicate that this polymorphism dumsnterfere in the occurrence of failure of
titanium implants used to rehabilitate individuaksat are partially or totally edentulous.
Additional studies with larger sample size and sigating other genetic polymorphisms of
this or of other genes should be conducted to exehire comprehension of polymorphisms

role in implants failure.

Keywords: Implant failure. Osseointegration. VEGF. Genetitymorphisms.
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1 INTRODUCAO

As evidéncias clinicas de uma osseointegracdo vafetievolucionaram a
implantodontia e desta forma, a substituicdo dedemtie natural perdido por um implante
tornou-se uma alternativa viavel para o tratamelgaliferentes situagfes de edentulismo.
Apesar das altas taxas de sucesso apresentadastyobos longitudinais, existe um inevitavel
risco de falha (ADELL et al., 1990; LEKHOLML et.all999). A perda do implante pode ser
precoce, quando a osseointegracdo ndo ocorreydia, tqguando a osseointegracdo obtida é
perdida depois de um periodo de fungédo (ESPOSIT&D,e1998). Um modo de discriminar
entre perda precoce e tardia € incluir as falhasogorreram antes da colocagéo da protese no
grupo precoce e aquelas que ocorreram depois da ftarcional no grupo tardio, desde que
os implantes néo tenham sido submetidos a cargiialmgSANTOS et al., 2004).

A perda do implante pode ser decorrente de fatbi@ggicos, microbioldgicos e
biomecéanicos, mas as causas e mecanismos da fedbac@ dos implantes ainda sao
obscuras. O fendmeno agrupado, de multiplos imgéafiaiharem no mesmo paciente, suporta
evidéncias de que caracteristicas individuais tais0 fatores genéticos, podem causar
distarbios no processo de osseointegracdo e examseimportante papel na falha destes
implantes (LEITE et al. 2008). Entretanto, poucoca@nhecido sobre a influéncia da
suscetibilidade genética na osseoitegracao.

Neste contexto, 0 conhecimento do genoma humasoc@do as inimeras pesquisas
de polimorfismos genéticos associados a variasgasetem evidenciado a existéncia de uma
base genética para a maioria das mesmas (KINANERHA003). Alguns polimorfismos
genéticos alteram a expressao e a funcao de genesndo efeitos no fendtipo do individuo
e conferindo assim, suscetibilidade a doencas (BREIN; HART, 2002). Especificamente,
diferentes formas de genes, variacOes alélicasgrpgoroduzir variacdes na estrutura dos
tecidos, na resposta imune adaptativa e na exprdssediadores inflamatoérios. Enquanto o
efeito de algumas variacfes alélicas pode terfgigdo clinico, o de outras € provavelmente
menor ou sem significancia (KINANE; HART, 2003).

Alguns polimorfismos tém sido associados ao aumedattranscricdo e expressao de
citocinas, e particularmente, a um maior risco esedvolver periodontites e periimplantites.
Ha relatos da associacdo entre variantes polinadrfil@ interleucina-1 (IL-1) (KORNMAN et
al, 1997; DUFF, 2006), e da interleucina-6 (NIKOL@PLOS et al., 2008) a um aumento da
incidéncia da doenca periodontal. Resultado sinidapobservado em estudo que avaliou o

polimorfismo genético de receptores para a VitarRind ACHI et al, 2003). Outro estudo
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(LAINE et al., 2006) revelou que o polimorfismo dene IL-1 estd associado com as
periimplantites e pode representar um fator deoripara esta doenca. Alguns autores
(ABOYOUSSEF et al., 1998) mostraram que implantes exibiam periimplantite continham
elevados niveis da citocina I31no fluido sulcular periimplantar. Adicionalmente,
polimorfismo da MMP-1 (LEITE et 312008) foi associado a perda de implantes.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VE@GFum dos mais potentes
indutores da angiogénese e participa de diversmegsos fisiologicos e patoldgicos. E capaz
de aumentar potencialmente a permeabilidade miscoNar, estimular a proliferacdo de
células endoteliais, induzir a expressdo de enziprateoliticas e migracdo de células
endoteliais, mondcitos e osteoblastos que sédo @asema angiogénese (JOHNSON et al.
1999; GUNERI et al. 2004,). Além de estimular aiaggnese, o VEGF atua também como
mediador pro-inflamatério (FFERRA et al., 1992). Wstudo relatou que a expressédo do
VEGF em amostras de tecidos de individuos comrppliintite era inferior a de individuos
sem a doenca (CORNELINI et al., 2001). Diversosuidesd tém avaliado a existéncia de
associacao entre polimorfismos no gene VEGF eco dg desenvolvimento ou agravamento
de diversas doencas, nas quais mecanismos inflaosaté angiogénicos participam da
patogénese (YOUNG et al., 2004; CHAE et al., 2008RS et al., 2008; CHURCHILL et
al., 2008).

O gene VEGF produz diferentes isoformas protéices subunidades polipeptidicas
possuindo diferente nimero de aminoacidos. Este gesta localizado no cromossoma
6p21.3 e pelo menos 30 polimorfismos de nucleotitldoo (SNP) associados a este gene
foram descritos (SHIM et al. 2007). Estes polinsmrnios funcionais podem resultar em
transcricdo alterada de sitios de fatores de remamiento, os quais podem afetar a atividade

de transcricéo e alterar os niveis da producaoEGR/

Portanto, ha fortes evidéncias de que as acOesE@F no endotélio vascular sao
complexas e de forma nenhuma limitadas & indugacacrdecimento. Estendutor da
angiogénese atua em processos fisiologicos e patok) e além de ser um mediador pro-
inflamatorio, possui uma expresséo diferenciadairedividuos com periimplantite e exibe
polimorfismo genético associado ao risco de dedeimvento ou agravamento de diversas
doencas. Este estudo € o primeiro a investigarsaiyal correlacéo entre o polimorfismo do
gene VEGF e a perda de implantes. Assim sendon@ucéo do presente estudo contribuird
para aumentar a compreensdo da participagcdo destécula na osseointegracdo e

manutencao dos implantes de titanio.
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2 OBJETIVOS

Realizar uma revisdo da literatura sobre a infl&ndo polimorfismo genético da

interleucina-1 nas periodontites e periimplantites.

Analisar o possivel impacto da participacdo dorpotfismo no gene do VEGF em pacientes
gue perderam implantes de titanio.
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Resumo

A variabilidade genética pode influenciar a natarezintensidade da resposta inflamatéria
tornando alguns individuos mais susceptiveis armi@tadas doencas. As periodontites e
periimplantites sdo infeccbes que tém nas bactéiamtor causal primério para seu
desenvolvimento. O sistema imune do hospedeircereagdesafio microbiano através da
producdo de mediadores inflamatorios. A interleadin (IL-1) € um dos principais
mediadores da resposta inflamatéria relacionada paosessos de reabsorcdo Ossea e
destruicdo de matriz extracelular. Altos niveis Idel tém sido encontrados no fluido
crevicular gengival de sitios com periodontite dicianalmente, tém sido correlacionados a
quantidade de perda 6ssea nos mesmos. Variacde®pmas detectadas nesta citocina tém
sido associadas com um efeito diferencial sobespasta inflamatoria causando, em alguns
individuos, uma resposta inflamatdria mais exadalma prolongada. O objetivo do presente
estudo foi fazer uma reviséo da literatura solirdl@éncia do polimorfismo genético da IL-1
na resposta do hospedeiro relacionada a periodoatiperiimplantite. Os resultados dos
estudos revisados sdo controversos tendo em vistae@m todos encontram relacionamento
entre genadtipos polimorficos da IL-1 com estas gasnbucais. Portanto, a conducdo de
estudos adicionais em amostras mais representate/gpulacdes, assim como de outros
avaliando o possivel papel de diferentes polimmdis genéticos em aspectos qualitativos e

quantitativos da inflamacao periodontal e periimgda é importante.

Unitermos - Interleucina-1; Inflamacéo; Polimorfismo genétiBeriodontites;
Periimplantites.
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Titulo em inglés

Analysis of the role genetic polymorphism of integukin-1 in periodontitis and

periimplantitis

Abstract

Genetic polymorphisms can influence the nature iatehsity of inflammatory responses
making some individuals succeptible to specifiedses. Periodontitis and periimplantitis are
infections that have bacteria as the primary fatoinitiate the disease. The host immune
system react to microbial challenge producing mftaatory mediators. Interleukin-1 (IL-1) is
an important mediator of the inflammatory resporedated to bone resorption as well as to
the destruction of the extracellular matrix. Higlvels of IL-1 have been observed in gingival
crevicular fluid from sites with periodontitis aratiditionally, have been correlated to the
amount of bone loss at these sites. Polymorphiantr of this cytokine have been associated
with a differential effect on the inflammatory rese leading to an exacerbated and
prolonged inflammatory response in some individu@lse aim of the present study was to
conduct a review of the literature regarding thiduence of IL-1 genetic polymorphism on
host inflammatory response in periodontitis andiipglantitis. There is controversy
regarding the results from the selected studiesessome did not encounter a correlation
between IL-1 genetic polymorphism and these orakaBes. Therefore, additional studies
with larger sample size as well as evaluating thle of different genetic polymorphisms
regarding qualitative and quantitative aspects hid inflammation in periodontitis and

periimplantitis should be conducted.

KeyWords - Interleukin-1; Inflammation; Genetic polymorphismsPeriodontitis;

Periimplantitis.
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Introducao

Existem poucas oportunidades ou possibilidades parevencdo de muitas doencas.
No entanto, isto seria de grande valia para umacparadontolégica moderna. Um melhor
entendimento das bases genéticas de doencas iotkifa e das interacfes entre genes e
ambiente, pode, em principio, permitir a prevendas doencas e realizar intervencgdes
positivas considerando a suscetibilidade individaates que danos irreparaveis ocorram nos
6rgdos e teciddsDeste modo, talvez em um nivel individual, sejaspaa estabelecer um
enfoque racional para a prevencéo de doencas uno fut

As doencas periodontais e periimplantares sa@gifs que tém microorganismos
como o fator causal primario para o seu desenvelim Entretanto, a extensdo e a
gravidade destas lesbes podem ser influenciadadapares ambientais e predisposicao
genética os quais, por sua vez, podem modulapastsinflamatéria do hospedéiro

As interleucinas sao proteinas lipossollveis $adas principalmente por macréfagos,
e estas atuam como importantes mediadores do sisit@omoldgico. Particularmente, a
interleucina-1 (IL-1) é capaz de exercer um impudapapel na regulacdo da resposta
inflamatdria aguda, atuando no processo de redsobssea e destruicdo de matriz
extracelular. Qualquer desequilibrio na producastad@roteina, ou na expressao de seus
receptores, pode contribuir para varias desordatudqicas.

Como a variabilidade genética pode afetar a a&dedde determinados genes das
interleucinas ela pode, portanto, produzir indieisllcom uma resposta inflamatéria mais
exacerbada e/ou prolongada. Tais individuos podem nzis susceptiveis a doencas
inflamatdrias dentre as quais séo citadas as pariibes e as periimplantites. Evidéncias tém
mostrado que, a variabilidade genética no procesf8amatorio, de fato influencia a
suscetibilidade e a gravidade clinica destas dekfca

Polimorfismos genéticos sdo mecanismos atravésjalmis um individuo pode exibir
variacdes genéticas dentro de uma extensdo coadalbiologicamente normal. Os genes da
IL-1 apresentam variantes alélicas e estas tém feitlemente associadas a varias doencas
inflamatérias e complicacdes de doencas infecclo&asudos tém indicado niveis elevados
de IL-1 no fluido crevicular gengival de pacientesn periodontites e periimplantites, quando
comparados a sua expressdo em sitios sauddvei® polimorfismo genético dessa citocina
pode influenciar o processo de osseointegracaeéstrdo efeito cumulativo de mudltiplos

polimorfismos.
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A identificacédo de fatores de risco pode levama substancial melhora na qualidade
de vida de determinados pacientes. Portanto, tendw@ista que as manifestacdes clinicas,
microbiolégicas e histologicas associadas a demesmplantes apresentam muitas

similaridades, € relevante avaliar o papel do patiltemo da IL-1 e sua relagdo com as

periodontites e perimplantités

Revisdo da Literatura

Interleucinas

As Interleucinas sdo proteinas lipossolUveis sadas por macréfagos, linfocitos T e
por outros tipos de célula. Sdo importantes medéddo sistema imunoldgico que permitem
a comunicacao entre as células. Sua atuacdo amormnjunto com uma serie de receptores
e inibidores especificos para regular a respostaénnumana

Qualquer desequilibrio na producdo de interlesinau na expressdo de seus
receptores, pode contribuir para varias desordatdgicas. As interleucinas sdo proteinas
capazes de iniciar e regular a resposta imune, igatambém influenciar o resultado e a
natureza da resposta imune adaptativa. Sado utikzpdlo sistema imune para induzir uma
resposta inflamatéria através do influxo de anposre linfocitos efetores aos locais da
infeccdo. ApOGs o contato com o antigeno, célulgzressam interleucinas que modulam
varios mecanismos para eliminar microrganismos gésticos. Por exemplo, células do
sistema imune migram para o sitio da infeccéo, t&obms reativas ao oxigénio séo
produzidas para ajudar no combate de microrganisfagecitados, e atividades que
favorecem a coagregacao séo iniciadas para impadira infeccdo se espalhe. Ao mesmo
tempo, interleucinas auxiliam as células dendstima processo de apresentacédo de antigenos,
0 que resulta em geracdo de linfécitos T citotéxiddm grande numero de interleucinas
produzidas durante uma infeccéo também particigarocesso de recuperacdo ou reparo

As interleucinas regulam a amplitude e duracdoredggostas imuno-inflamatorias e
estas sdo produzidas de maneira transitoria, fert@regulada pela presenca de antigenos.
As inteleucinas podem ser pleiotropicas, ou saja,determinado tipo de interleucina pode
atuar sobre varios tipos celulares. Adicionalmegriaesuem a propriedade de redundancia,

onde uma funcdo similar pode ser estimulada parcioias diferentes. A propriedade
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multifuncional refere-se ao fato de um mesmo tigoimterleucina ser capaz de modular

funcdes imunes distintas
Interleucina 1

A interleucina-1 (IL-1), uma citocina produzida rpdiversos tipos de células
nucleadas, é capaz de exercer um importante papetgulacdo da resposta inflamatoria
aguda. ApOs ser secretada, desencadeia variopsefeitais e sistémicos como ativar o
endotélio vascular, ativar os linfécitos, promoeedestruicdo local de tecido e aumentar o
acesso de células efetoras. As principais célilassio os macréfagos e neutréfilos que
induzem o aumento de producéo de IL-1, osteoclapiespromovem a reabsor¢céo 0ssea, e
fibroblastos que secretam a colagenase e matriazndwloproteinases relacionadas a
destruicdo de matriz extraceluiar

Um importante efeito sistémico desta citocina & agdo sobre o hipotalamo, onde
altera a regulacao da temperatura corporal. Nestexto atua sobre as células musculares e
adiposas mobilizando energia para aumentar a tetoparcorporal. A IL-1 também €& capaz
de induzir a expressdo de proteinas da fase agudaldmacédo no figado, as quais atuam
como opsoninas para 0s patdogenos. Outra imporfamgdo da IL-1 é a indugcdo de
leucocitose (aumento dos neutrdéfilos circulant&gsta forma, a IL-1 contribui para o
controle da infeccdo, enquanto a resposta imungatila é montada

A atividade da IL-1 € mediada por receptores dfipes presentes em membranas de
células alvo. Estes receptores sdo membros de tandeggfamilia, e muitos estédo envolvidos
nos mecanismos de defesa do hospedeiro, promowendizio da sinalizacdo celular. A
coordenacdo da regulacdo positiva e negativa desteptores proporciona a modulacéo
apropriada das respostas inata e inflamatériata evisco de transtornos patolégitos

Além de exercer um importante papel na regulagioedposta inflamatéria aguda,
esta citocina interfere na extensdo das doencismiatdrias e auto-imune&mbora pelo
menos 10 membros da familia IL-1 sejam conhecittés,componentes principais tém sido
estudados: os agonistas pro-inflamatoérios l-& I1L-1 B (codificados pelos genes IL-1A e
IL-1B, respectivamente) e a proteina antiinflamatéeceptora antagonista da IL-1 (IL-1Ra,
codificada pelo gene IL-1RN). Embora 1IB-keja abundantemente expressada durante os
passos iniciais da resposta de defesa,olleélum dos principais efetores da inflamacéo. Na
homeostase normal, a acdo da IL-1 € mantida peidil@tp dos IL-1Ra e outros inibidores

naturais. Entretanto, uma variedade de doencadyindo as periodontites, doencas
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autoimunes, infecgdes, traumas, diabetes e asi@a &stociadas com a producdo aumentada
de IL-1"°

Estudos da familia de receptores das interleucends seus mecanismos de defesa sao
relativamente novos. A funcdo destes estd assqciaos vertebrados superiores, ao
aparecimento de uma resposta imune adaptativatpotealtamente especifica, envolvendo
imunoglobulinas, a qual transpde a resposta ingedtiata inespecifiéa

Variacdes nas taxas de producao de IL-1 entigicdubs tém sido observadas, assim
como um grande aumento na resposta individual ec¢des ou outros estimulos proé-
inflamatorios. A producdo diferenciada de IL-1 poelgtar relacionada a polimorfismos
genéticos capazes de regular a transcricio déstinet.

Variacdes sequenciais no DNA regulador de genes cpdificam importantes
membros da familia da IL-1 sdo associadas com ettoefliferencial sobre a resposta
inflamatoria. Isto por sua vez, altera o risco pam@esenvolvimento de doengas nas quais a
inflamacéo exerce seu pabel

Os genes da IL-1 podem apresentar variantes agdécestas tém sido fortemente
associadas a varias doencas inflamatérias e campbs de doencas infecciosas
Polimorfismos do gene da IL-1 sdo bom exemplo decca variabilidade genética pode
influenciar a manifestacéo e a progressao de deef@gatrés principais genes conhecidos da
familia da interleucina-1, IL, IL-1p e IL-1Ra s&o polimérficos, e nitidos haplétiposiem
ser identificados dentro deste grupo de genesrauést dos genes individuais. Haplétipos séo
grupos co-herdados de polimorfismo de nucleotideaol (SNPs) sobre um mesmo
cromossomo. Estes haplétipos mostram diferencascinais em termos de transcricdo (RNA
mensageiro), expressao (producdo de IL-1) e taméd@nrelacdo a modulagdo de outros

componentes da inflamag&o como a proteina C-réativa
Polimorfismos genéticos

Geneticistas referem-se a diferentes formas de eme gomo variantes alélicas ou
alelos. As variantes alélicas de um gene se difaenem suas sequéncias de nucleotideos.
Quando as alteracdes na sequéncia de nucleotidenogm raramente e ndo estdo presentes
em muitos individuos, isto € denominado mutacdan@Qa um alelo especifico ocorre em
pelo menos 1% da populagéo, isso é denominado @dismo genético. Em contraste as
mutacdes, polimorfismos genéticos sdo geralmentsiderados como variantes normais na

populacéd
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O termo polimorfismo genético designa as multigfady) formas (morphic) sob as
guais um gene pode se apresentar. O termo polsnmwfndo necessariamente denota que a
variacdo genética seja prejudicial. Atualmente,inpmifismos de nucleotideo Unico sédo
relativamente comuns no genoma humano e ocorreoxigladamente uma vez a cada 100
ou 300 pares de bases. A localizagdo do polimoofism gene pode ser importante. Genes
podem ser polimorficos devido a diferencas nasdesgcodificadoras do DNA (exons) que
determinam a composicao especifica de aminoacelosné proteina. Tal polimorfismo pode
resultar em diferentes formas de proteinas comrigagues distintas. Genes também podem
variar em decorréncia de alteracdes polimérficasegmentos que ndo codificam proteinas.
Estas mudancas podem acarretar consequéncias rfaisciou ndo. Em outras situagoes,
qguando alteracBes ocorrem nas regides reguladeramdyene, elas podem influenciar como
0 gene pode se expressar ativamente sob certasstéiacias, ou seja, através do nivel de
transcricdo do gene, splicing do RNAm ou estaljipado RNAm. Os tipos especificos de
polimorfismos analisados (polimorfismo de nucleetidinico, minisatélites e nuamero
variavel de “tandem repeats”) sao frequentemertell@gos porque tém sido associados com
variacbes de producédo de proteiniaisvivo” ou “in vitro”, ou a proteina por si mesma esta

associada a etiopatogénese da dderica
Polimorfismo genético da IL-1 nas periodontites

O conhecimento do genoma humano, associado as lasmpesquisas de
polimorfismo genético de varias doengas imunedlanmatdrias, tem evidenciado a existéncia
de uma base genética para a maioria das doenchsnito as periodontités

As bactérias sao o fator causal primario parasemelvimento da periodontite, mas a
extensdo e a gravidade da lesdo periodontal podemflienciadas por fatores ambientais e
predisposicdo genétitaAs doencas periodontais tém inicio com o actndeldiofilme na
regido do sulco gengival e este induz a uma regpofamatéria. Esta inflamacgéo, gengivite
cronica, pode progredir, em certos individuos diseis, para uma condicao inflamatoria
destrutiva cronica denominada periodontite. Emlaogegngivite seja um processo reversivel,
na periodontite, 0sso e outros tecidos de supacdelsstruidds.

Estudos de polimorfismos genéticos associado®@scds periodontais apontam para
a importancia de se identificar as variacfes a@glidos genes que podem ser usadas para
avaliar o potencial de risco para estas doén¢astudos realizados em humanos e animais

mostram a influéncia da IL-1 na resposta inflamatérimune relacionadas & periodoritite
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Esta citocina pro-inflamatéria € considerada um desdiadores da doencga periodontal
cronica. Estudos prévios tém indicado niveis elegatk IL-1 no fluido crevicular gengival
de pacientes com periodontites, quando comparanimssitios saudaveid. Estes estudos
analisaram o relacionamento entre genotipo e pémlde IL-B e revelaram que genotipos
especificos podem causar impacto na saude peraddfi demonstrado que, quando
mondcitos de individuos gendtipo positivo para L+B953 alelo 2 entraram em contato com
endotoxinas, produziram uma quantidade maior d&pligue mondocitos de pacientes sem
este polimorfismo.

Um estudo realizado com o objetivo de avaliarsoe@acéo entre o polimorfismo da
IL-1 e inflamagéio gengival foi conduziddndividuos com genétipo negativo apresentaram
taxas significativamente mais baixas de sangramestindagem. Os autores concluiram que
0 aumento e a prevaléncia de sangramento a sondamearvados em pacientes com
gendtipo positivo, indicaram que estes apresentavaa resposta inflamatoria exacerbada
determinada geneticamente e esta se expressanarmiéente nos tecidos periodontais.

Uma revisdo sistematitafoi realizada com o objetivo de investigar a assgo do
polimorfismo genético da ILdl e IL-13 com as formas agressivas e cronicas da doenca
periodontal. Os resultados mostraram uma associgjgoificativa entre variantes
polimorficas da IL-& e IL-13 com a doenca periodontal crénica, porém nenhunralagdo
com a forma agressiva foi encontrada.

Alguns estudos mostram que pacientes com genptpitivo para o polimorfismo da
IL-1 apresentam um risco mais elevado (2,7 vezesa perdas dentarias durante terapia
periodontal de suporte, e que quando o habito akarfé associado a este gendtipo positivo,
as chances de perdas dentarias apds a terapidgegbaumentam 7,7 veZés

Embora diversos estuddsque investigaram o papel da IL-1 na doenca peniado
verificaram associacao positiva entre as variagdpgcificas do gene da IL-1 e a gravidade
da doenca periodontal, a auséncia de relacdo esdeecitocina e a progressdo do processo
inflamatério periodontal também foi relatddaNeste estudo, a associacdo entre LPS
estimulando a producao de IIB-£m pacientes adultos com periodontite gendtipaipose
genotipo negativo foi avaliada. Os autores usard® lde uma variedade de patdgenos
periodontais para estimular mondcitos periféricossdngue, e os resultados demonstraram
que os mondcitos de pacientes com genotipos posiéviegativos ndo mostraram diferencas
significativas na producéo de Il3Em resposta a qualquer LPS testado.

Evidéncias adicionais sobre a possivel associagigroducdo de ILfli com o

gendtipo positivo foram descrifas Estes autores realizaram um estudo “in vivo” malq
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compararam a concentracao desta citocina no fleneldcular de pacientes gendtipo positivo
e gendtipo negativo antes, e 3 semanas depois ldmapento radicular, em grupos de
fumantes e ndo fumantes. Quando todos os sitspe&mdente da profundidade de sondagem
(PS) inicial, foram avaliados conjuntamente, nenheal@acionamento entre status de genotipo
e niveis de IL-§ foi encontrado. Entretanto, quando os dados faeatiados em relacdo a
sitios com PS inicial menor que 4 mm, pacientegsdas e ndo tratados, apresentavam uma
concentracdo maior de I3Ino grupo de individuos genotipo positivo. Quandeis de IL-

1B de pacientes gendtipo positivo e gendtipo negdtivam comparados em relagcdo a PS
inicial de 4 a 6 mm ow 6 mm de profundidade, diferencas significativas gacientes
tratados e ndo tratados n&o foram observadas.

O relacionamento entre o gendtipo da IL-1 e oslt@sos clinicos de varias terapias
periodontais foi avaliadés Os autores concluiram que n&o existem evidérsifisientes
para estabelecer se o status do genétipo da ILAfrilzoi ou ndo para progressdo das
periodontites e/ou resultados de tratamentos pantads.

Os resultados de numerosos estudos sugerem @l&cmnamento entre o genotipo e
0s niveis de IL-f ainda ndo sdo completamente compreendidos. Nassével afirmar ainda
que os niveis aumentados de I-&stdo fundamentados no polimorfismo da IL-1. Além
disso, grandes variacdes entre pacientes com tesus niveis de ILfLsugerem que outros
loci genéticos podem estar envolvidos. Ainda, aersindo a regulacdo complexa e
redundante da cascata de citocinas que ocorre fleanatdo, € racional esperar que o
polimorfismo de multiplos genes possa influencigpextos qualitativos e quantitativos da

inflamac&o periodontal
Polimorfismo genético da IL-1 nas periimplantites

O sucesso dos tratamentos realizados com impldetéisanio para a reabilitacdo de
pacientes parcialmente, ou totalmente edéntulos,sido documentado e esta diretamente
relacionado com a estabilidade da osseointegra€dmm o decorrer do tempo, entretanto,
complicacbes biolégicas relacionadas aos implaptadem ocorrer e levar a perda do
implanté?%?

Doencas periimplantares representam um termo volajue designa processos
inflamatorios crénicos dos tecidos moles que rodaian implante em funcdo. Mucosites e
periimplantites sdo definidas como processos irdtanos reversiveis nos tecidos moles que

rodeiam um implante, sendo as periimplantites ¢araadas por perda 6ssea adicional ao
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redor dos implantes. Resultados de estudos cliei@gerimentais mostram que a formagéo
de um biofilme submucoso exerce um importante papehicio e propagacéo da inflamacgao
periimplantar com subseqiiente perda de osso méfginBntretanto, a doenca é
provavelmente o resultado de varios fatores quemddfluenciar a resposta inflamatéria do
hospedeiro, incluindo polimorfismos em genes rei@s habito de fumar e estrésse

A microbiota presente em implantes estaveis enepfantes fracassados relaciona-se,
respectivamente, com aquela observada em sitiogashente saudaveis e com doenca
periodontal, indicando que os microorganismos patmgs na periodontite do adulto e na
periimplantite sdo similares. A semelhanca na caigao do biofilme presente nas bolsas em
sitios de dentes ou implantes, assim como o predondie bactérias gram-negativas em
ambos ja foi relatada

A citocina inflamatoria IL-B exerce importante papel na destruicdo do periadoas
periodontites e tem sido sugerido que um mecanatmgénico similar pode ser responsavel
pela destruicéo tecidual ao redor dos implditésstudos analisando o fluido crevicular de
implantes diagnosticados com periimplantite moatrarelevados niveis da citocina
inflamatérig’. Estes resultados foram similares aqueles repastadra niveis de ILBlna
periodontite e suportam a premissa de que os doegsos de doenca se assemelham em
relacdo a etiologia e patogénese. Os autores tamdggortaram que o numero de leucécitos
encontra-se aumentado no fluido crevicular de p&ese com implantes considerados
“perdidos”. Outro estudo descreveu niveis aumersta@olL-13 nos sitios com periimplantite
em relacdo a sitios com mucosite e niveis ainda elevados em relacao a sitios saud@veis

Um estudé’ realizado com o objetivo de investigar o polimsrfo do grupo de genes
da IL-1 em pacientes com periimplantite descrewedéacias de que o polimorfismo do gene
IL-1Ra esta associado com a periimplantite e pegeesentar um fator de risco para esta
doenca. Nenhuma associacdo entre 0s genotiposu le-1IL-13, separadamente ou
combinados, e a periimplantite foi encontrada. @ustudd® também ndo encontrou
associagdo entre polimorfismo genético dos genestaizina proinflamatéria IL-d e I1L-183
com a periimplantite. E importante ressaltar qesteestudo o polimorfismo genético da IL-
1Ra néo foi avaliado.

O impacto do genétipo da IL-1 e do habito de fumsabre o prognéstico e
desenvolvimento de complicacbes relacionadas agglames osseointegrados foram
avaliados previamernitt Os resultados mostraram a existéncia de efeftérgico entre
genotipo positivo e habito de fumar com aumentaisaativo dos riscos de complicacbes

biolégicas para os implantes dentais nestes inabsd
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Uma revisao sistematica, realizada com o objeteravaliar a associagdo do genotipo
da IL-1a e IL-18 com as periimplantites em pacientes fumantes gur@antes, relatou que
nao existem evidéncias para suportar ou refutarassaciacdo entre o gendtipo da IL-1 e as
periimplantites. De acordo com estes autores, sdpoimimorfismos genéticos podem ter
implicagdo na modulacéo da resposta inflamatéridesafio bacteriano ao redor de implantes
osseointegrad6s

Discussao

A resposta inflamatoéria tecidual geralmente é bewntrolada e esta deve ser
compativel com o desafio microbiano. Ela deve apaz de erradicar o patégeno e reparar as
injarias teciduais, além de limitar o dano ao hdgpe. A inflamacdo também é um
importante componente da patogénese de muitas @oerrgnicas. Riscos para muitas
doencas ndo sdo iguais para todos os individuadawez mais evidéncias tém sugerido que
polimorfismos genéticos podem ser determinantesrisieos diferenciais para doencas
humana$ Neste contexto, uma gama de deficiéncias ou \@@ggeneéticas na resposta
do hospedeiro pode aumentar a probabilidade pal@senvolvimento de periodontite e/ou
perimplantite, desde que seja permitido o acumalbidfilme na regido do sulco gengival ou
periimplantat®**°

Um aspecto da resposta inflamatéria do hospedairosistema das citocinas
interleucinas, tem atraido muita atencdo como uan@agéo de crucial importancia que pode
influenciar a resposta do hospedeiro em doencagiduls citocinas, sinais moleculares
intercelulares que coordenam a resposta inflanaatda hospedeiro a injuria, tém sido
identificadas como mediadores importantes de penitigs e perimplantited™®

A variabilidade genética relacionada ao sistems ctocinas pode influenciar a
suscetibilidade a doencas, assim como a fatoresificzutbres das mesnias Esta
variabilidade genética pode afetar a atividade dterthinados genes das interleucinas,
causando, em alguns individuos, uma resposta iaftama mais exacerbada ou prolongada.
Portanto, individuos podem ser mais susceptiveisloancas inflamatorias e relatos
comprovam que, a variabilidade genética no procésamatorio, de fato influencia a
suscetibilidade e a gravidade clinica de doehéas

O o0sso é um tecido dinamico, continuamente reraddehtravés de processos de
reabsorcdo e formacado Ossea. A producdo local tdeimas inflamatorias como a IL-1

modula estes processos, e niveis elevados destanaitpodem levar a uma perda éssea
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anormal ao redor de dentes ou implaiftesltos niveis de IL-1 tém sido encontrados no
fluido crevicular gengival de sitios com periimgitas e periodontites, quando comparados
com sitios saudavéfs

Na periodontite, a perda 6ssea alveolar é caysaldaformacao e ativacao local dos
osteoclastos. A diferenciacdo destas células pedengiada pela acdo da citocina pro-
inflamatoria IL-1. Expresséo elevada de IL-1 nasd@s periodontais, assim como 0 aumento
das concentracdes desta citocina no fluido creaagegngival, associam-se com a progressao
da doenca periodontdl A quantidade total de ILele IL-18 também é correlacionada com a
perda 0ssea alveolar na periodontite. A importadaiél_-1 na patogénese da periodontite foi
enfatizada em modelos animais com a inducdo deigengxperimental em primatas néo
humanos. A administracdo exdgena do antagonistt -dainibiu a perda O0ssea alveolar,
impediu o recrutamento de células inflamatériad@macao de osteoclastos, evitando, dessa
forma, a perda de tecido periodohtal

Uma resposta imune exacerbada pode destruir msegeriimplantares ao sintetizar
e liberar citocinas e mediadores lipidicos que igpem do processo inflamatoério
osteoliticG®. De fato, altos niveis de mediadores inflamatés&s encontrados em sitios
doentes de implantes. Desde que o polimorfismo péetar a transcricdo destes mediadores,
sua andlise pode identificar possiveis grupos deoriefetivo da doenca ao redor dos
implantes dentafs

Plasmacitos, linfécitos, leucdcitos polimorfonwasies e macréfagos ja foram
observados nos tecidos periimplantdtesA IL-1p é capaz de induzir a producdo de
prostaglandinas pelos macrofagos e fibroblastos teoslos periodontais/periimplantares.
Elevados niveis de colagenase nos tecidos gengifEmados ao redor de dentes e mucosas
periimplantares também foram observdddsstes achados sugerem que um mecanismo
similar envolvendo mediadores inflamatorios pode sponsavel pela patogénese das
periodontites e perimplantiffs

Os genes da IL¢l IL-1p e IL-1 Ra séo potentes candidatos a marcadoresiges
nas periimplantites. A atuacdo da IL-1 inclui at@&a das células T e B, quimiotaxia para
neutréfilos e macréfagos, além de estimulacdo ddypéo de outras citocinas, tais como o
fator de necrose tumoral, MMPs e a prostaglandinaAuns estudos tém descrito uma
associagdo entre IL-1Ra alelo 2 e vérias doeng¢asimunes e inflamatorias, tais como colite
ulcerativa, lGpus eritematoso sistémico, diabegdopaticas e outris

Estudos prévios tém indicado que periimplantitefalieas de implantes parecem se

agrupar em alguns individuos, e que um pacientepgugeu um implante possui elevado
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risco de perder outrds Estas observacdes tém levantado o questionardarggisténcia de
um denominador comum para a suscetibilidade aondelsemento de periimplantites. A
ocorréncia de multiplas perdas de implantes no mnasdividuo suporta a evidéncia de que
caracteristicas individuais exercem um importameep na falha precoce dos implantes. No
entanto, outros autor8sacreditam que a falha precoce estaria associegipastas do tecido
0sseo decorrentes do processo de colocacdo donmma outros mecanismos traumaticos
que, por sua vez, nao refletiiam a ligacdo baxié@flamacdo, ou alteracdes metabolicas
decorrentes de aumento de IL-1. Para estes autgeEs)6tipo da IL-1 poderia causar maior
impacto nas falhas tardias. Adicionalmente é ingmie ressaltar que, até a presente data,
pouco é conhecido sobre a influéncia da suscel#ié genética na osseointegracgao.

Conclusao

Os resultados dos estudos revisados sugerem glacimnamento entre o genétipo e
0s niveis de IL-1 ainda ndo sdo completamente ceengdidos. Nao é possivel afirmar que
niveis aumentados de IL-1 estdo fundamentados sxalnente no polimorfismo desta
citocina. Além disso, grandes variacdes entre pgeseem relacéo aos niveis de IL-1 sugerem
que outrosloci genéticos podem estar envolvidos. Considerandegalacdo complexa e
redundante da cascata de citocina que ocorre ramafdo, € racional supor que o
polimorfismo de mudltiplos genes possa influencigpeatos qualitativos e quantitativos da

inflamacéo periodontal e periimplantar.
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Resumo

Apesar das altas taxas de sucesso apresentadastpdos longitudinais sobre implantes de
titdnio utilizados na odontologia, falhas que levanperda dos mesmos sédo descritas na
literatura. A perda do implante pode ser decorredetéatores diversos, incluindo entre estes
0os polimorfismos genéticos. O fator de crescimattoendotélio vascular (VEGF) é um
indutor da angiogénese que participa de diversmsepsos fisioldgicos e patologicos, além de
ser um mediador pro-inflamatorio. A expressdo doG¥EE reduzida em individuos com
periimplantite e existem relatos da associaca® gratimorfismos no gene VEGF e o risco de
desenvolvimento ou agravamento de doencgas, nhass quacanismos inflamatorios e
angiogénicos participam da patogénese. Portantobjetivo deste estudo foi avaliar o
possivel impacto do polimorfismo 936C/T do VEGF perda de implantes. Células da
mucosa bucal foram coletadas de individuos quéezaen implantes, o DNA foi extraido e
utilizado em PCRs. A analise dos produtos da reag@icadeia da polimerase, submetidos a
digestdo por meio da enzima de restricdo Hinllelm a auséncia de diferenca na
distribuicdo de variantes polimoérficas do gene VE@36 C/T nos grupos teste e controle
(p>0,05; Teste Exato de Fisher). Portanto, os tados do presente estudo indicam que este
polimorfismo nao interfere na ocorréncia de falkas implantes de titanio utilizados para
reabilitar pacientes parcialmente ou totalmententdi@s. Estudos adicionais envolvendo
amostras maiores ou investigando outros polimodsuleste ou de outros genes devem ser

conduzidos para aumentar a compreensao do papeliderfismos na perda de implantes.

Unitermos - Falha de implantes; Osseointegracéo; VEGF; Polistads genéticos.
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Titulo em Inglés

Impact of VEGF polymorphism on implant failure

Abstract

Despite the high rates of success showed in lotigiéh studies investigating the use of
titanium implants in dentistry, the occurrence afures is described in the literature. Implant
loss could be derived from distinct factors inchgligenetic polymorphisms. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is an angiogenimciucer that participates of diverse
physiological and pathological processes besides laeproinflammatory mediator. VEGF
expression is reduced in individuals with periinmitis and there are reports of the
association between VEGF polymorphisms and theaiskevelopment of diseases in which
inflammatory and angiogenic mechanisms are involvethe pathogenesis. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the impact of VEE36C/T polymorphism in implant
failure. Oral mucosal cells were collected werelextéd from individuals that received
implants, the DNA extracted and used in PCR reastiadrhe analysis of PCR products
submitted to digestion by the restriction enzymeHi revealed the absence of diferences
regarding VEGF 936 C/T frequency distribution bedweayroups (p>0,05; Fishers exact test).
The results from the present study indicate thiat polymorphism does not interfere in the
occurrence of failure of titanium implants useddbabilitate individuals that are partially or
totally edentulous. Additional studies using largample size or investigating other genetic
polymorphisms of this or of other genes should txedacted to enhance the comprehension

of polymorphisms role in implants failure.

Keywords - Implant failure; Osseointegration; VEGF; Genetitymorphisms.
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Introducao

As evidéncias clinicas de uma osseointegracdo vafetievolucionaram a
implantodontia, e desta forma a substituicdo dedemie natural perdido por um implante
tornou-se uma alternativa viavel para o tratamelgaliferentes situagfes de edentulismo.
Apesar das altas taxas de sucesso apresentadastyobos longitudinais, existe um inevitavel
risco de falh&® A perda do implante pode ser precoce, quandseooregracdo ndo ocorre,
ou tardia, quando a osseointegracdo obtida é @er#gois de um periodo de funtadm
modo de discriminar entre perda precoce e tardieclgir as falhas que ocorreram antes da
colocacdo da prétese no grupo precoce e aquelascqueram depois da carga funcional no
grupo tardio, desde que os implantes ndo tenhamssiometidos & carga imedfata

A perda do implante pode ser decorrente de fatbi@®gicos, microbiologicos e
biomecéanicos, mas as causas e mecanismos da fedbac@ dos implantes ainda sao
obscuras. O fendmeno agrupado, de multiplos imgpéafiaiharem no mesmo paciente, suporta
evidéncias de que caracteristicas individuais taiso fatores genéticos, podem causar
distarbios no processo de osseointegracao e exarc@nportante papel na falha (Leite et al
2008¥. Entretanto, pouco é conhecido sobre a influéucasuscetibilidade genética na
osseoitegragao.

Neste contexto, o0 conhecimento do genoma humasoc@do as inimeras pesquisas
de polimorfismos genéticos associados a variasgagetem evidenciado a existéncia de uma
base genética para a maioria das me¥n#dguns polimorfismos alteram a expressdo e a
funcdo de genes, causando efeitos no fendtipo diividluo e conferindo assim,
suscetibilidade & doenda€specificamente, diferentes formas de genesagées alélicas,
podem produzir variagbes na estrutura dos tecidasyesposta imune adaptativa e na
expressdo de mediadores inflamatorios. Enquanteito ele algumas variacdes alélicas pode
ter significado clinico, o de outras é provavelreenenor ou sem significanéia

Alguns polimorfismos tém sido associados ao aumdattranscricdo e expressao de
citocinas, e particularmente, a um maior risco esedvolver periodontites e periimplantites.
H& relatos da associacdo entre variantes polinagrfida interleucina-1 (IL-if e da
interleucina-8° a um aumento da incidéncia da doenca periodoR&sultado similar foi
observado em estudo que avaliou o polimorfismo tigmée receptores para a VitaminatD
Outro estud¥ revelou que o polimorfismo do gene IL-1 estd asstic com as
periimplantites e pode representar um fator deorjzara esta doenca. Adicionalmente, foi

mostrado que implantes que exibiam periimplantitetioham elevados niveis da citocina IL-
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1B no fluido crevicular gengival. O polimorfismo da MMP-1 também foi associado edpe
de implantey

O fator de crescimento do endotélio vascular (VE@Fum dos mais potentes
indutores da angiogénese e participa de diversmegsos fisiologicos e patoldgicos. E capaz
de aumentar potencialmente a permeabilidade miscoNa, estimular a proliferagdo de
células endoteliais, induzir a expressdo de enziprateoliticas e migracdo de células
endoteliais e mondcitos que sdo essenciais na gaémpeE > Além de estimular a
angiogénese, o VEGF atua também como mediadomfledriatérid®. Um estudo prévio
relatou que a expressdo do VEGF em amostras disede individuos com periimplantite
era inferior a de individuos sem a doéic®iversos estudos tém avaliado a existéncia de
associacao entre polimorfismos no gene VEGF eco dg desenvolvimento ou agravamento
de diversas doencas, nas quais mecanismos inflaosaté angiogénicos participam da
patogénes& !

O gene VEGF produz diferentes isoformas protéices subunidades polipeptidicas
possuindo diferente nimero de aminoacidos. O gdf@F/esta localizado no cromossoma
6p21.3 e pelo menos 30 polimorfismos de nucleotitldoo (SNP) associados a este gene
foram sido descrité& Estes polimorfismos funcionais podem resultartrsmscricéo alterada
de sitios de fatores de reconhecimento, os qualerpaafetar a atividade de transcricdo e
alterar os niveis da producéo do VEGF.

Portanto, ha fortes evidéncias de que as acOesE@F no endotélio vascular sao
complexas e de forma nenhuma limitadas a inducaccrdscimento. Este indutor da
angiogénese atua em processos fisiologicos e patok) e além de ser um mediador pro-
inflamatorio, possui uma expresséo diferenciadairetividuos com periimplantite e exibe
polimorfismo genético associado ao risco de dedeimvento ou agravamento de diversas
doencas. Até a presente data ndo existem estudtisguios analisando a possivel relacao
entre o polimorfismo do gene VEGF e a perda deantpk, assim sendo a conducdo do
presente contribuira para aumentar a compreensao pajmel desta molécula na

osseointegracdo e manutencao dos implantes detitan
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Materiais e Métodos

Caracterizacdo da Amostra

Este estudo observacional transversal envolvauitbs do estado de Minas Gerais,
Brasil, e 0 mesmo foi aprovado pelo Comité de EtizaPesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Minas Gerais, sob nimero CAAE 0016 @I0-05.0s critérios de excluséo e
inclusdo descritos abaixo foram baseados no edsfiedbeite et al.,, 2008. As seguintes
doencas/situacdes levaram a exclusdo de possadisigantes: imunodepressédo; gravidez,;
diabéticos; osteoporose; HIV e quimioterapia. Fosmiecionados pacientes que receberam
implantes de titanio na Faculdade de Odontologi®d& Minas seguindo o protocolo da
unidade. O grupo controle possuia pacientes com rhais implantes osseointegrados, com

auséncia de periimplantites. O grupo teste, paesemqie perderam um ou mais implantes.

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

O procedimento de coleta e processamento das rasdst baseado no estudo de
Boom et al., 1998. Foram realizadas coletas de células epiteliaismigosa jugal
bilateralmente, através de raspagem com escoviaepstéril descartavel. As cerdas das
escovas foram lavadas imediatamente em microtuboerdo 1 ml de tampé&o de Krebbs
(0,724% NacCl; 0,03% KCI; 0,028% MgS04; 0,594% Hep&48% C6H1206 em &gua
deionizada). A extracdo do DNA foi feita com baseprotocolo ja descritd, com algumas
modificacdes. ApoOs centrifugacdo das células deadasm a 200g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 20 ul de silica (S3@fna, St Louis, MO, USA) e 450 ul de
tampao de lise (M GuSCN, 65 mM Tris-HCI pH 6,4, 25 mM EDTA e 1,5%tdn X-100)
foram adicionados aos pellets obtidos. As amostbeam homogeneizadas em vortex,
incubadas a 56°C em banho seco por 30 minutos, ¢rmeadas, centrifugadas novamente
e 0 sobrenadante, descartado. Os pellets obtiddé (iyado a silica) foram lavados duas
vezes com 450 pl de tampéo de lavagem (6 M GuSEMM Tris-HCI pH 6,4), duas vezes
com 450 pl de etanol 70% e uma vez com 450 pl emaa. Apdés homogeneizacédo, os tubos
foram centrifugados novamente, os sobrenadantearnti@dos e os pellets mantidos em banho
seco a 56°C por 30 minutos. Finalmente, 100 pbdgéo Tris-EDTA foram adicionados e

0s tubos incubados em banho seco a 56°C, durantbofids. Apos centrifugacédo, os
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sobrenadantes contendo o DNA foram armazenados p#@iaacdo nas reacdes de

amplificacédo génica.

Reacdo em Cadeia da Polimerase - Digestao dos préatie diagndstico molecular

O DNA obtido, pela extragéo, foi utilizado na r@acem cadeia da polimerase
(PCR). As sequéncias dos primers usados foram 5-
AAGGAAGAGGAGACTCTGCGCAGAGC-3' (senso) e 5'-
TAAATGTATGTATGTGGGTGGGTGTGTCTACAG -3' (anti-senso)As reacdes de PCR
foram realizadas em volume final de 25 pul, conteBdbde DNA; 12 pl de tampao Pré-mix
(Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil), que contémsjodesoxinucleotideos e enzima Taq
DNA polimerase; 0,5 ul de cada primer e 4ul de HZ®Oi utilizado termociclador
(Eppendorf® Mastercycler personal, Hamburg, Alensrdom o seguinte programa de PCR
para a amplificacdo génica: temperatura iniciaDd¥C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
de 40 segundos a 94°C, mais 1 minuto a 64°C, ndasedundos a 72°C e um ultimo ciclo de
5 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram digerpglela enzima de restricdo Hinlll
(Sinapse, Sao Paulo, SP, Brasil). De acordo cormerdtgpo do individuo, fragmentos de
digestédo de diferentes tamanhos (208pb; 122 pbpbBtram obtidos. Os produtos génicos
amplificados foram submetidos a eletroforese emdgepoliacrilamida a 6,5% e as bandas

evidenciadas através de coloracéo com nitratoate.pr

Anélise Estatistica

A analise foi realizada utilizando-se o Teste Bxde Fisher para comparar as
distribuicdes dos genotipos entre os grupos awaiadm nivel de significancia= 0,05 foi
utilizado. A analise foi realizada utilizando-sgmgrama estatistico StatView 4.5 (Abacus

Concepts Inc., Berkeley, Califérnia, USA).
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Resultados

Neste estudo observacional transversal, um ta&ad4d fichas clinicas de pacientes
que receberam 1 ou mais implantes no Departament@dbntologia da PUC Minas foi
avaliado. Pacientes com perda de implante, assino @acientes que nao exibiram perda de
implantes, foram convocados para compor 0Ss grupste te controle respectivamente.
Caracteristicas relacionadas ao género, idade, &alawante do implante utilizado nos

pacientes que compareceram a unidade, estdo dsswiflabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra.
Grupo Teste (n=40) Grupo Controle (n=27)

Género Masculino 16 6
Feminino 24 21
Idade (anos) Faixa 26-81 23-67
Média 49,8 51,7
Fabricante BIOMET 3l 12 8
CONEXAO 1 0
MASTER POROUS 0 1
NEODENT 15 13
NOBEL 2 0
PEC LAB 1 0
SIN 1 0
STRAWMAN 4 0
N/E 4 5

N/E - ndo especificado

Como pode ser observado, em ambos 0s grupos hauypeedominio de pacientes do
género feminino, e as médias de idade ficaram emo ke 50 anos. No grupo teste as perdas
de implantes dos fabricantes BIOMET 3| e NEODENEdmminaram. Entretanto, cabe
ressaltar que os implantes destes fabricantes sdwac utilizados estando, portanto, mais
sujeitos a ocorréncia de falhas.

Amostras de DNA de 15 individuos do grupo testkOedo grupo controle foram
obtidas e utilizadas em reacGes de PCR. A anatisgprbdutos amplificados e digeridos da
regido do gene VEGF onde se encontra o 936 C/Efduada em geéis de poliacrilamida
corados com nitrato de prata e um gel represeatptde ser observado na Figura 1.

A digestdo dos produtos da reagdo em cadeia dagyake utilizando a enzima de
restricdo Hinlll permite a diferenciacdo de homotng 936 C/C, heterozigotos 936 C/T e
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homozigotos 936T/T tendo em vista que os produshamozigotos 936 C/C ndo sao
clivados gerando uma banda com 208 pares de basegde heterozigotos sdo clivados
gerando uma banda com 208 pares de base, uma @ ditra com 86 pares de base e,

finalmente, os de homozigotos 936T/T geram uma t®2ne outra com 86 pares de base.

Figura 1. Produtos da digestéo 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; F&8ix&se 6 — 936 C/C; Faixa 4 — padrdo de
DNA 1 kb.

A distribuicdo dos alelos nos individuos dos geupwaliados pode ser observada na
Tabela 2. Nao foram observadas diferencas sigtifasna comparacao da distribuicdo de
homozigotos e heterozigotos nos grupos avaliadosé€{acao de Fisher — p>0,05 em todas as

analises).
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Tabela 2. Prevaléncia do polimorfismo do VEGF (93€/T) em pacientes com e sem
perdas de implantes

Gendtipos Grupo Teste Grupo Controle Valor de p
CC 10 6 ns
CT 5 4 ns
TT 0 0 ns

Grupo Teste - com perda de implantes; Grupo Cantrobm auséncia de perda de
implantes; as frequéncias foram comparadas poeEesdto de Fisher; ns - ndo
significativo

Discussao

VEGF € um mitdgeno especifico que atua como fagosabrevivéncia para células
endoteliais além de ser responsavel pela angiog@&mescondicdes fisioldgicas e patoldgicas.
Ele desencadeia o processo inflamatério atravéaudeento da permeabilidade vascular e
mobilizacdo de leucécitdé. Concentracdes aumentadas de VEGF livre tém silcidas a
uma variedade de doencas autoimunes e infeccdamatbrias, incluindo artrite reumatoide,
retinopatias proliferativas e psoriase, entre stitra

A angiogénese é um processo essencial no desemeoitd da doenca inflamatoria
cronica, no qual ocorre a formacdo de novos casilariginados das células endoteliais de
vasos sanguineos preexistentes. Ela contribuigparidamacao como resultado da capacidade
dos novos vasos sanguineos transportarem céldlamatérias, suprimento de oxigénio e
nutrientes para os tecidos inflamados. Neste ctmtex VEGF é capaz de aumentar
potencialmente a permeabilidade microvascular,mesdir a proliferacdo de células
endoteliais, induzir a expressédo de enzimas pititad e migracdo de células endoteliais,
mondcitos e osteoblastos que s&o essenciais nagéngise* ™

Um vasto numero de células, incluindo plaguetasnduitos e neutrofilos, pode
secretar o fator de crescimento endotelial vasculaprescindivel para um correto
desenvolvimento embrionario e para progressdo deasoucondicOes fisiologicas e
patolégicas, incluindo reparo tecidual, artrite mabdide, neovascularizacdo ocular,
progressado tumoral, endometriose e doencas castioleaes’.

A expressdo de VEGF é rapida e reversivelmentazidd por exposi¢cdo a baixas
tensdes de oxigénio. A hipoxia local é o principalutor da expressdao do gene VEGF no
microambiente tumoral. Nos casos de isquemia d@,aocorrem aumentos dramaticos de

VEGF no miocardio para promoverem a revascularzaspontanea que segue a isquemia
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do miocardié®. Varias citocinas ou fatores de crescimento tambggulam a expressdo de

VEGF e/ou induzem sua liberagao. IB;1L-10 e PGE2 induzem a expressao de VEGF
promovem a angiogénese inflamatéria. IL-6 indunificativamente a expressado de VEGF
em varias linhagem de células.

O VEGF exerce importante papel na saude periodenta considerado um fator
etiologico provavel da gengivite e de sua progegsara a periodontite, provavelmente
através da expansdo da rede vastilaf’ VEGF pode ser um fator de iniciacdo e progress&o
da gengivite para a periodontite, possivelmentavag da expansdo do leito vascular
coincidente com a progresséo da inflamatdo00O mecanismo envolvido é controverso, uma
vez que alguns trabalhos mostram menor expressMEGE na gengiva normale outros
mostram expressdo menor de VEGF na gengiva doeiteptantat’. Isto pode ser o
resultado de diferentes estagios na progressaatdgia da doenca periimplantar.

O VEGF foi detectado nos tecidos periodontais, rdemtas células endoteliais
vasculares, plasmaocitos, macrofagos e também méliesulcular, juncional e gengival. Esta
extensiva distribuicdo celular associada com nigtetsctaveis de VEGF no fluido crevicular
de sitios sudaveis e doentes sugere que o VEGEeezeu papel na manutencédo da saude
periodontal e também na doenca periodontal inflaritcronica®’. Niveis de VEGF no
fluido crevicular gengival de pacientes com peritde encontram-se aumentados em
relacdo aos sitios saudaveis, e o tratamento pataldpode resultar em reducdo destas
concentracdes. Estes dados indicam que o VEGFexencpapel importante na progressao
da doenca periodontal e pode ser considerado umadar biolégico da doenca periodontal
progressiv&. Em outro estudd as diferencas em termos de positividade para VEGfe
sitios saudaveis e com periimplantites revelou oreal mais baixos do VEGF nas

periimplantites.

Um relacionamento entre doenca periodontal e pplintite tem sido estabelecido
através dos achados do aumento da microbiota diaen@m negativa com elevados niveis
de espiroquetas associadas com implantes pefdidesidos inflamados mostram expresséo
aumentada de mediadores inflamatorios, muitos dasgodem promover a angiogénese. A
angiogénese pode contribuir para a severidade fidaneggdo com o surgimento de novos
vasos sanguineos, transporte de células proinffaiast suprimento de nutrientes e oxigénio
para os tecidos inflamados e particularmente, awaszacado periodontal é profundamente

afetada durante a progressao da doenca periodantal
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O papel critico do VEGF nos organismos € notavelmedemonstrado em
camundongos deficientes de VEGF. A perda de umlsesmgelo do VEGF leva a morte
intra-uterina desses camundongos. Elevados nieeMEGF tém sido detectados durante a
fase de granulacdo da cicatrizacdo e estdo presentetecidos com células endoteliais
inativas, confirmando a importancia do VEGF em poigizar a angiogénese numa
variedade de tecidos, respondendo a diversos shiafgetanto, numerosas questdes basicas
ainda estdo incompletamente respondidas ou mesmaesposta. Ha fortes evidéncias de
que as acdes do VEGF no endotélio vascular sdoleragpe de forma nenhuma limitadas a
inducado de crescimento. Estudos recentes tém zadatio papel do VEGF no crescimento
celular endotelial, na prevencdo da apoptose ddaséendoteliais e na formagéo vascular
colateraf®.

Existem evidéncias de que a producdo de VEGF édatada por polimorfismos
identificados dentro do gene VE&FEstes polimorfismos funcionais podem resultar em
transcricdo alterada de sitios de fatores de remdmiento, os quais podem afetar a atividade
de transcricdo e alterar os niveis da producao EHGR/ Particularmente, o alelo +936T é
uma isoforma comum que encontra-se relacionadaacprducédo de VEGF. Este alelo tem
sido relacionado a baixos niveis plasmaticos de WE® homens e mulheres saud&eis
Outro estudo mostrou que a baixa producdo VEG® aleB6T estd fortemente associada
com o risco aumentado para cancer btical

No presente estudo a analise da distribuicdo d8F/&elo 936C/T em pacientes com
ou sem perda de implantes néo identificou variag8eisticas significativas. Tendo em vista
gue o tamanho da amostra analisada no presentdstueduzido, a investigacdo de mais
amostras poderd confirmar a auséncia da correldedte polimorfismo com a perda de
implantes ou ainda, evidenciar que o0 mesmo podgfénir nesta ocorréncia. Entretanto, €
importante ressaltar que este estudo € o primeinvestigar a possivel correlacdo entre o
polimorfismo genético do gene VEGF na perda deamgls. Os mecanismos envolvidos nas
perdas de implantes ainda sdo pouco compreengidog&so, estudos adicionais de possiveis
interacbes entre fatores genéticos, ou outros, mpssam contribuir para aumentar a

compreensao destas falhas devem ser conduzidos.
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Conclusao

Os resultados do presente estudo sugerem querassdp de diferentes variantes
polimorficas do gene VEGF 936 C/T néo interfergpaeda de implantes. Estudos adicionais
devem ser conduzidos para aumentar a compreensadapeb de polimorfismos na perda de

implantes.
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Anexo 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N.° Registro CEP:0014.0.213.000-09
Titulo do Projeto: Impacto do polimorfismo do gene VEGF na perda deamtes.

Este termo de consentimento pode conter palaveeyagé ndo entenda. Peca ao pesquisador
que explique as palavras ou informagdes que vazé€orapreendeu.

Vocé estad sendo convidado(a) a participar da pesggobre a diferenca de uma proteina
(VEGF) nas pessoas com e sem problemas relaciorzadoplantes. Vocé foi selecionado
porque possui ou perdeu implantes. E importantdejaes informagdes abaixo para entender
0 seu papel nesta pesquisa e decidir se esta tiG@)oa participar da mesma. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar e reSgr consentimento. Sua recusa nao trara
nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisadmmow instituicdo, PUC MINAS.

E preciso entender a natureza e os riscos da sligiga&@do e dar o seu consentimento livre e
esclarecidgor escrito.

Objetivo

O objetivo deste estudo é avaliar se o VEGF deopssque perderam ou nao implantes &
diferente.

Procedimentos do Estudo (o que sera feito)

Se concordar em participar deste estudo, vamosaca@élulas da sua boca. Para isso, vamos
usar uma espatula plastica que sera passada naamdasua boca. Vamos extrair o DNA das
células para avaliarmos o gene do VEGF. Avaliandecgiéncia do seu gene saberemos se o
VEGF patrticipa ou nédo da perda de implantes.

Riscos, desconfortos

Nesta pesquisa ndo existem riscos adicionais amdexame feito por um dentista. A
participacdo na pesquisa ndo acarretara gastowpegasendo totalmente gratuita.

Sigilo, privacidade e anonimato

Garantimos a manutencéo do sigilo sobre as infa@asagbtidas assim como a manutencao
da sua privacidade e de seu anonimato. Apenassqgsipadores envolvidos neste estudo
terdo acesso ao seu prontuario e resultados. \&acéeara identificado (manutencgéo do
anonimato) caso seus dados sejam utilizados encagdés cientificas. Caso deseje, vocé
podera saber qual foi o resultado da sua avaliagéo.

Participacao
E importante que vocé esteja consciente de qudiaipacio neste estudo de pesquisa é

completamente voluntaria e de que vocé pode resasarparticipar ou sair do estudo a
gualguer momento sem penalidades. Caso vocé detida-se do estudo, notifique 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 participacdo, agora ou a qualquer
momento.

PUCMINAS, Faculdade de Odontologia, Programa dettdds em Clinicas Odontoldgicas.
Avenida Dom José Gaspar, 500 — Prédio 46, Coragéaarkstico

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 relagao a seus diresio® participante do estudo clinico, vocé
também podera contatar o Coordenador do Comit&ida &n Pesquisa desta Instituicdo, no
telefone (31) 3319-4298, Fax (31) 3319-4229 ou H:mlaarv@pucminas.br

Declaracéo de consentimento

Li ou alguém leu para mim as informacfes contidestendocumento antes de assinar este
termo de consentimento. Declaro que fui informadteqgaadamente sobre a minha
participacdo no estudo e entendi as informacdesaadeclaro também que toda a linguagem
técnica utilizada na descricdo deste estudo deumasépi 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 comprekmsiyee ele/ela compreendeu essa

explicacéo.

Assinatura do pesquisador Data



