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RESUMO

A doenca periodontal € uma das mais prevalentes doengas bucais. Uma associacao
entre esta doenca e a gravidez € sugerida, mas os resultados disponiveis sao
controversos. O objetivo deste estudo foi identificar e avaliar o nivel de expressao de
interleucinas (IL-18 e IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), e 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS) em gestantes com e sem doenga periodontal, em
comparagao com nao gestantes com e sem doenga periodontal. As mulheres da
amostra foram distribuidas em quatro grupos: gestantes com doencga periodontal
(GD), gestantes sem doenca periodontal (GND), ndo gestantes com doenca
periodontal (NGD) e ndo gestantes sem doenga periodontal (NGND). A condigéo
periodontal foi avaliada de acordo com a profundidade de sondagem, nivel de
insercao clinico e sangramento a sondagem. A analise da expressao dos genes foi
realizada por Reagdao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Foram realizadas
comparagdes do nivel de expressao génica entre os quatro grupos. A expresséo de
IL-18 no grupo NGD foi 12,6 vezes maior que no grupo NGND (p < 0,01), enquanto
que a expressao de TNF-a no grupo NGND foi 3,5 vezes maior que no grupo NGD (p
< 0,05). Nao houve diferenga nos niveis de expressao dos genes IL-1, IL-6, TNF-a e
iINOS em gestantes, com e sem doenga periodontal em comparagédo com a expressao
do mesmos genes em n&o gestantes, com e sem doenga periodontal. Os resultados
obtidos sugerem que a doenca periodontal ndo € influenciada pela gravidez.

Palavras-chave: Citocinas. Gengiva. Periodontite. Reacédo em Cadeia da Polimerase

em Tempo Real.



ABSTRACT

Periodontal disease is one of the most prevalent oral diseases. An association
between this disease and pregnancy is suggested, but the available findings are
controversial. The objective of this study was to identify and evaluate the expression
level of the interleukins (/L-18 and IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and
inducible nitric oxide synthase (iINOS) in pregnant women with and without periodontal
disease in comparison with non-pregnant women with and without periodontal
disease. The women in the sample were distributed into four groups: pregnant women
with periodontal disease (PrD), pregnant women without periodontal disease (PrND),
non-pregnant women with periodontal disease (N-PrD) and non-pregnant women
without periodontal disease (N-PrND). The periodontal condition was evaluated
according to the probing depth, clinical attachment level and bleeding on probing. The
analysis of the genes’ expression was performed by real-time Polymerase Chain
Reaction. Comparisons were made of the level of gene expression among the four
groups. The expression of IL-16 in the N-PrD group was 12.6 times that in the N-PrND
group (p < 0.01), while the expression of TNF-a in the N-PrND group was 3.5 times
that in the N-PrD group (p < 0.05). There were no differences in the expression levels
of the genes IL-1B, IL-6, TNF-a and iNOS in pregnant women with and without
periodontal disease in comparison to the expression of the same genes in non-
pregnant women with and without periodontal disease. The results suggest that
periodontal disease is not influenced by pregnancy.

Keywords: Cytokines. Gingiva. Periodontitis. Real-time Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUGAO

A doenga periodontal (DP) é a segunda patologia bucal mais prevalente no
mundo e representa uma grande preocupacdo de saude publica. E causada pela
infecgao dos tecidos periodontais decorrente do acumulo de biofilme bacteriano, que
pode resultar na perda progressiva de insergdo conjuntiva e osso alveolar. A infecgéo
bacteriana € a causa primaria da doenga periodontal. Para impedir que os micro-
organismos se disseminem e invadam os tecidos, o hospedeiro responde a esta
infeccdo por meio de processos imunolégicos (ALBANDAR; RAMS, 2002; LOPEZ;
SMITH; GUTERREZ, 2002a, 2002b; TENG, 2006; XIONG et al., 2006).

Nas ultimas décadas houve um progresso consideravel na compreensao da
doencga periodontal, apontando para novos métodos de diagndstico, prevengao,
intervencdo e novas estratégias de tratamento (DANTAS et al., 2004; VOGT, 2006).
Adicionalmente, segundo Dantas et al. (2004), ha indicios significativos do papel da
DP como fator predisponente para o desenvolvimento ou exacerbagédo de problemas
de ordem sistémica levando ao aparecimento de uma nova linha de pesquisa
denominada de “Medicina Periodontal”, conceito proposto por Willians e Offenbacher
(2000), que corresponde a um ramo emergente da Periodontia que se refere as
investigacdes cientificas que apontem a influéncia da DP na saude geral do individuo
e vice-versa (BERTOLINI et al., 2007).

Em 1986, Loe et al. demonstraram em um estudo longitudinal a importancia
da resposta do hospedeiro num grupo de plantadores de cha do Sri Lanka. Os
autores verificaram que embora vivendo sob as mesmas condigdes de saude, dieta
alimentar, higiene bucal e sem nenhum acesso a tratamento odontologico, os
individuos apresentavam diferentes formas de destrui¢do do tecido periodontal. Estes
resultados permitiram compreender que fendmenos imunoldgicos, genéticos,
microbianos, bioquimicos e patolégicos afetariam a doenga periodontal, assim como
poderiam ter influéncia sobre a saude geral, e promoveram grande avango na
percepgao integral do individuo (BARILLI, 2003).

Na DP, os componentes e produtos bacterianos agridem o tecido periodontal
adjacente, induzindo a formacdo de um infiltrado inflamatério intenso, com
predominancia de células polimorfonucleares (PMNs), plasmécitos, linfécitos e

macrofagos, bem como sintese, secrecédo e ativagdo de uma série de mediadores
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quimicos pro-inflamatorios. Esta resposta inflamatéria pode levar a destruicdo dos
tecidos periodontais de suporte e as manifestagdes clinicas da doenga (BOBETSIS;
BARROS; OFFENBACHER, 2006; DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997; KLEBANOFF,;
SEARLE, 2006).

Nas ultimas quatro décadas a saude periodontal em gestantes tem sido muito
estudada, no entanto, os resultados sdo controversos (GURSOY et al., 2008).
Estudos envolvendo diferentes populagcdes étnicas demonstraram que os tecidos
orais podem ser afetados pela gravidez (COHEN et al., 1969; GURSOQY et al., 2008;
KORNMAN; LOESCHE, 1980; LOE; SILNESS, 1963; TILAKARATNE et al., 2000). De
acordo com Laine (2002), a gravidez ndo causa DP, mas pode agravar condigdes pre-
existentes. A classificacdo usual da DP, afirma que a gengivite durante a gravidez é
induzida pelo biofilme bacteriano e é afetada por fatores sistémicos (ARMITAGE,
1999), com inicio relacionado a imunossupressao no segundo trimestre (LOPATIN et
al., 1980).

Estudos sugerem uma relagao entre a progressado da periodontite e os niveis
de expressao de IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6), TNF-a (fator de necrose
tumoral-alfa) e iINOS (oxido nitrico sintase induzivel) em fluido crevicular gengival
(GCF), tecidos gengivais e sangue, tanto em nivel de proteina como de mRNA
(BICKEL et al., 2001; CARRILLO-DE-ALBORNOZ et al., 2012; EJEIL et al., 2003;
FAIZUDDIN; BHARATHI; ROHINI, 2003; FIGUERO et al., 2010; HIROSE et al., 2001;
KENDALL et al., 2000; LAPPIN et al., 2000). No entanto, poucos estudos na espécie
humana tém examinado a associagdo entre o aumento da inflamagdo gengival
durante a gravidez e as repostas do sistema imune no local (CARRILLO-DE-
ALBORNOZ et al., 2012; FIGUERO et al., 2010).

Neste contexto, este estudo se propde a avaliar os niveis de expressao das
citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e da enzima INOS em gestantes com e sem doenca
periodontal, em comparagdo com a expressdo dos mesmos genes em nao gestantes

com e sem doenca.



2 REVISAO DA LITERATURA

Para facilitar a compreensdo sobre o tema proposto serdo abordados,
inicialmente, os trabalhos na literatura relacionados a DP, a interagdo entre a DP e a
gravidez, e a seguir, a relacao entre os genes IL-18, IL-6, TNF-a, INOS e a DP.

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A DP é uma das doencgas infecciosas mais comuns da humanidade. Pode
manifestar-se sob duas formas: a gengivite, caracterizada por alteragées em tecidos
moles; e a periodontite, caracterizada por alteragdes em tecidos moles e duros (0sso,
ligamento e cemento). Na periodontite, ocorrem reabsorgdo do osso alveolar e o
desaparecimento das fibras que unem o o0sso ao dente, o que leva a perda da
insercdo do elemento dentario e a consequente formacdo de bolsa periodontal
(ALBANDAR; RAMS, 2002; CHAZAN; AQUINO; MARIANI NETO, 2004; FERGUSON
et al., 2007; OFFENBACHER et al., 2001).

Na auséncia de higiene bucal adequada, as bactérias periodontais acumulam-
se no sulco gengival dos dentes e formam uma estrutura organizada conhecida como
biofilme bacteriano. Assim, a DP é causada pela infeccdo dos tecidos periodontais
decorrente do acumulo do biofilme bacteriano, que pode resultar na perda progressiva
de insergcao conjuntiva e osso alveolar (BOBETSIS; BARROS; OFFENBACHER,
2006; DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997; KLEBANOFF; SEARLE, 2006).

O biofilme bacteriano & considerado fator etiolégico da DP e os sinais clinicos
sdo edema, alteragcéo de cor, aumento do fluido sulcular e sangramento provocado ou
espontaneo (BASSANI; LUNARDELLI, 2006). Em relagdo a evolugao clinica e
histolégica, a DP desenvolve-se em estagios inicial, precoce, lesdo gengival
estabelecida (gengivite) e lesdo periodontal avangada (periodontite) (KINANE;
BERGLUNDH; LINDHE, 2010), o que depende diretamente da permanéncia dos
depdsitos bacterianos na superficie dental e também de como cada hospedeiro reage
a esse estimulo. Confirmando esse conceito, Offenbacher et al. (1996) afirmaram que,

embora a DP seja uma infecgéo cronica, causada por micro-organismos anaerobios
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Gram-negativos, a gravidade da doenga parece ser modulada, principalmente, pela
magnitude da resposta do hospedeiro.

Os processos inflamatorios presentes nos tecidos periodontais tém
caracteristicas diferentes de outros tecidos, sendo que, no epitélio juncional, a
permeabilidade determina um processo continuo de defesa de um sitio
permanentemente colonizado por um grande numero e variedade de micro-
organismos como: Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis (BASSANI; LUNARDELLI, 2006).

Para impedir que os micro-organismos se disseminem e invadam os tecidos,
o0 hospedeiro responde a esta infeccdo por meio de processos imunoldgicos
(FLEMING, 1999). A resposta inflamatéria € autolimitada, porém, quando a
inflamacédo € desregulada ou quando o fator iniciador persiste, como ocorre na
doencga periodontal, a inflamagdo pode conduzir a um excessivo prejuizo tecidual
(KENDALL; MARSHALL; BARTOLD, 2001). De acordo com Offenbacher et al. (1996),
€ evidente a participagdo de mecanismos celulares e moleculares do hospedeiro na
perda da insergcéo dental.

A alta prevaléncia das diversas formas da DP em adultos tem sido descrita
em varios estudos epidemiologicos conduzidos em diversas populagbes de idades
variadas. No Brasil, segundo Oliveira (2006), a utilizagdo da epidemiologia em saude
bucal tem tido, historicamente, uma atuagao pouco expressiva.

O primeiro levantamento de saude bucal de base nacional s6 foi realizado em
1986, pelo Ministério da Saude (MS). Foram observadas as condigbes periodontais
por meio do Indice Comunitario Periodontal das Necessidades de Tratamento
Periodontal (CPITN) de 3.344 adultos na faixa etaria de 35 a 44 anos. Os resultados
obtidos para os sextantes da arcada superior foram: 16,86% de sextantes sadios;
11,46% com sangramento; 17,96% com calculo; 6,17% com bolsa periodontal de 4 a
5 mm; 1,49% com bolsas de 6 mm ou mais; e 46% de sextantes nulos. Para os
sextantes da arcada inferior os resultados foram: 16,34% de sextantes sadios;
11,10% com sangramento; 29,27% com calculo; 7,43% com bolsa periodontal de 4 a
5 mm; 1,92% com bolsas de 6 mm ou mais; e 33,82% de sextantes nulos (BRASIL,
1988).

No levantamento nacional Projeto SB Brasil 2003, foi utilizado o Indice
Periodontal Comunitario (IPC) para determinar a prevaléncia de DP. A porcentagem

de pessoas sem nenhum problema periodontal nas faixas etarias de 35 a 44 anos de
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idade foi 21,9% no Brasil. Quanto a doenga periodontal grave (bolsas periodontais), a
porcentagem de pessoas com bolsas periodontais maiores que 4 mm foi de 9,9% na
faixas etaria de 35 a 44 anos de idade. O numero médio de sextantes afetados e a
respectiva propor¢ao em cada sextante do IPC, considerando a populagdo adulta (35
a 44 anos) da Regido Sudeste, foram: sadio (n = 2,2 — 36,54%); sangramento (n = 0,6
—9,97%); calculo (n = 1,25 — 20,76); bolsade 4 a5 mm (n = 0,21 — 3,49%); bolsa de 6
mm ou mais (n = 0,05 — 0,83%). No grupo de 35 a 44 anos, observa-se uma diferenca
em relagdo aos dados de 1986 no percentual de sextantes com calculo e uma menor
proporcao de sextantes excluidos, o que reflete uma maior manutencdo dos dentes,
na boca nesse grupo etario (BRASIL, 2004).

No ultimo levantamento nacional, Projeto SB Brasil 2010, os resultados
indicam que o percentual de individuos sem nenhum problema periodontal, no Brasil,
foi de 17,8% para os adultos de 35 a 44 anos de idade. As formas mais graves da
doenca periodontal aparecem de modo mais significativo nos adultos (35 a 44 anos),
em que se observa uma prevaléncia de 19,4%, sendo 15,2% rasas e 4,2%,
profundas. Na regidao Sudeste, 0 numero médio de sextantes afetados e a prevaléncia
de sangramento, calculo e bolsa periodontal rasa (3 a 5 mm) e profunda (6 mm ou
mais), considerando a populagéo adulta (35 a 44 anos) foram: sangramento (n = 1,49
—47,9%); calculo (n = 1,97 — 65,3%); bolsa rasa (n = 0,67 — 29,3%); bolsa profunda (n
= 0,13 - 7,5%). As condi¢bes periodontais dimensionadas pelo CPI por sextante para
a regiao Sudeste mostraram que nos adultos de 35 a 44 anos nao foram verificadas
diferengas significativas entre os sextantes para sangramento e, no sextante inferior
central, a presenga de calculo foi a alteragdo periodontal mais observada. Menos de
20% de cada um dos sextantes apresentou bolsas periodontais rasas ou profundas,
sendo o sextante superior central o menos acometido por essas condi¢gées (BRASIL,
2011).

A gravidade da doenga varia conforme a faixa etaria, tipo de infecgao,
problemas sistémicos e fatores de risco (CHIAPINOTTO, 2000; MEDEIROS;
CARVALHO, 1990; PAPAPANOQOU; LINDHE, 2010).

A condic¢do dos tecidos periodontais, em gestantes, desperta interesse desde
os anos 1960 (GURSOY et al., 2009). As gestantes apresentam alteragdes nos
fatores associados a instalagdo/agravamento da DP, o que aumenta, neste grupo, a

suscetibilidade a esta doenca, conforme sera relatado.
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2.2 DOENGA PERIODONTAL E GESTAGAO

A gestacao representa um processo fisiolégico, no ciclo de vida feminino, que
envolve complexas mudangas fisicas e emocionais. Ocorrem alteragbes hormonais
tipicas que representam uma adaptagcédo orgénica para a manutengao da gravidez e
que promovem alteragdes fisioldgicas funcionais, anatdbmicas, sistémicas e locais
(ALVES; RIBEIRO; COSTA, 2007).

Gestantes estdo sujeitas a alteragbes nos tecidos bucais relacionadas ao
aumento da vascularizacdo e permeabilidade vascular dos tecidos gengivais. Além
disso, ha uma resposta exacerbada dos tecidos moles do periodonto aos fatores
irritantes locais (LAINE, 2002; MACHUCA et al., 1999; McCANN; BONCI, 2001;
PASSANEZI; BRUNETTI; SANT'ANA, 2007; SARTORIO; MACHADO, 2001), que
ocorrem em fungdo dos niveis aumentados de estrégeno e progesterona, comuns
durante a gravidez, e que predispbéem estas mulheres ao desenvolvimento da DP
(LAINE, 2002; MACHUCA et al., 1999; McCANN; BONCI, 2001; ROSELL;
MONTANDON-POMPEU; VALSECKI JUNIOR, 1999; SARTORIO; MACHADO, 2001;
XAVIER; XAVIER, 2004).

Geralmente, as alteracbes inflamatérias dos tecidos periodontais iniciam-se
no segundo més de gestagcado e aumentam de gravidade no decorrer do periodo até o
oitavo més, ocorrendo uma reducdo acentuada no ultimo més (LOE, 1965; LOE;
SILNESS, 1963).

Alguns estudos demonstraram que a prevaléncia da DP entre gestantes
variou de 10,1% (RAMOS et al., 2006) a 100% (ROSELL; MONTANDON-POMPEU;
VALSECKI JUNIOR, 1999).

Em gestantes usuarias do servigo publico da cidade de Juiz de Fora, MG,
com idade entre 13 e 43 anos, a prevaléncia de DP, estimada por meio do CPITN, foi
87,8%. Entre as 26 adolescentes, a prevaléncia encontrada foi de 84,6%; entre as
adultas de 88,11%. Entre as 47 gestantes, na faixa etaria de 35 a 44 anos, sete eram
higidas e as outras quarenta apresentaram prevaléncia de DP igual a 85%. Quanto a
gravidade da DP, 74% das gestantes apresentaram grau leve, 11% grau moderado e
3% grau grave, sendo que nenhum grau de perda de insercédo foi encontrado em
84,6% das gestantes e 74,7% delas apresentaram sangramento a sondagem
(OLIVEIRA, 2009).
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Embora a maior suscetibilidade da inflamacgao periodontal, durante a gravidez,
se deva as alteracbes nos niveis dos horménios sexuais, estas, por si sO, ndo
desencadeiam as periodontites (ALVES; RIBEIRO; COSTA, 2007; CAMARGO;
SOIBELMAN, 2005; GURSOY et al., 2008; LAINE, 2002).

Estudo de coorte, realizado por Figuero et al. (2010), foi desenhado para
confirmar os relatos de exacerbagdo da inflamagdo gengival em gestantes e
determinar se esta esta associada a alteragdes nos niveis de prostaglandina E;
(PGE>) e IL-1B em GCF e/ou aumento nos niveis de hormdnios sexuais salivares. Os
resultados obtidos mostraram que a inflamag¢ao gengival aumentou significativamente
durante a gravidez, apesar de escores de biofime baixo. No entanto, as
concentragdes de PGE; e IL-1B ndo se alteraram durante a gravidez e a exacerbagao
da inflamagdo gengival nédo foi significativamente correlacionada com niveis mais
altos de horménios (progesterona e estradiol) salivares. Os autores concluiram que
novos estudos com amostras maiores sao necessarios dentro deste campo.

Entretanto, os hormdnios sexuais podem levar a uma modificagdo na ecologia
subgengival, favorecer o aparecimento de determinados micro-organismos
periodontopatogénicos e estimular a sintese de citocinas inflamatérias (GUNCU;
TOZUM; CAGLAYAN, 2005; KORNMAN; LOESCHE, 1980; MURAMATSU;
TAKAESU, 1994; NEWMAN, 1985; ROMERO et al.,, 2002; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1997; YOKOYAMA et al., 2008).

Mais especificamente, os horménios sexuais femininos estimulam o
crescimento da bactéria anaerdbica Gram-negativa Prevotella intermedia,
estreitamente associada ao inicio da DP, contribuindo para o nivel aumentado desta
bactéria nos sitios periodontais de gestantes (KORNMAN; LOESCHE, 1980, 1982).
Jesen, Liliemark e Bloomquist (1981) observaram que durante o segundo trimestre de
gestagdo, ocorre um aumento da gengivite e do sangramento gengival sem aumento
de indices de biofilme e relacionaram esta ocorréncia com um aumento maior na
proporgao de Prevotella infermedia em gestantes quando comparadas com as né&o
gestantes. Yokotama et al. (2008), comparando a presenga de cinco
periodontopatégenos na saliva de 22 gestantes com 15 ndo gestantes, pela técnica
do PCR, encontraram niveis mais altos de Campylobacter rectus na microbiota oral de
gestantes. Os autores sugeriram que este achado esteja associado aos altos niveis
de estradiol determinados nas gestantes. Carrillo-de-Albornoz et al. (2012), em estudo

de coorte, avaliaram 48 gestantes no primeiro, segundo e terceiro trimestre e aos 3
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meses apos o parto e concluiram que durante os segundo e terceiro trimestres, a
presengca de Porphyromonas gingivalis contribui significativamente para o
agravamento da inflamagéao gengival.

Além disso, as bactérias e/ou seus fatores de viruléncia podem entrar na
corrente sanguinea, disseminar-se pelo corpo e induzir respostas inflamatérias
sistémicas e/ou infecgbes ectopicas. A capacidade dos periodontopatdégenos e seus
fatores de viruléncia disseminarem-se e induzirem respostas inflamatdrias locais e
sistémicas levantou a hipétese de que a DP pode ter consequéncias além dos tecidos
periodontais, sugerindo a associagdo desta doenga com um maior risco de
intercorréncias sistémicas, como os resultados adversos da gestacdo — nascimento
prematuro, de baixo peso, pré-eclampsia e aborto (BOBETSIS; BARROS;
OFFENBACHER, 2006; BOGGESS et al., 2006; CONTRERAS et al., 2006; KATZ et
al., 2006; XIONG et al., 2006), embora outros estudos questionem a associagao
(DAVENPORT et al.,, 2002; GOMES FILHO et al.,, 2006; NOACK et al., 2005;
SANTANA et al., 2005).

O mais famoso e citado estudo a respeito deste assunto foi realizado por
Offenbacher et al. (1996), no qual foram incluidas 124 gestantes, examinadas no
maximo trés dias apds o parto. Os resultados mostraram que maes de bebés
prematuros de baixo peso apresentavam um significativo grau de destruigdo
periodontal, diferentemente daquelas que tiveram filho a termo. Os autores sugeriram
a hipotese de que as associagcbes de patdgenos anaerdbios Gram-negativos do
periodonto com endotoxinas e mediadores inflamatérios maternos poderiam ter um
possivel efeito adverso no desenvolvimento do feto.

As evidéncias demonstram que a associagdo positiva entre essa patologia
bucal e o nascimento prematuro e de baixo peso é mantida, mesmo quando séo
controlados outros fatores que contribuem para esta ocorréncia (DASANAYAKE,
1998; DAVENPORT et al., 1998; JEFFCOAT et al.,, 2001; OFFENBACHER et al.,
1996; OFFENBACHER et al., 1998b; OFFENBACHER et al., 2001), o que permite
incluir a DP entre os fatores associados a prematuridade e ao baixo peso da crianca
ao nascer (BARROS; MOLITERNO, 2001; BRUNETTI, 2002; GAFFIELD et al., 2001;
LAINE, 2002; LOURO; FIORI, 2001; MOKEEN, MOLLA; AL-JEWAIR, 2004).

Estudos relatam que essa associagao se baseia no fato de que o periodonto,
quando esta infectado, libera mediadores, os quais além de presentes na reacgao

inflamatoria s&o responsaveis também pela indugdo ao parto prematuro, ou seja,
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quanto mais grave for a DP, maior a quantidade de mediadores produzidos e maior o
risco para o parto prematuro (COTRAN et al., 1996; DAMARE; WELLS;
OFFENBACHER, 1997; OFFENBACKER et al., 1998a).

Pelo exposto, fica claro que a relagédo entre DP, gestagdo e mediadores
inflamatdrios é controversa. Assim, estudar a expressao de mediadores inflamatoérios
nas gestantes é relevante para esclarecer o mecanismo da relagdo entre gravidez e

doencga periodontal.

2.3 RESPOSTA IMUNE E DOENCA PERIODONTAL

Conforme mencionado anteriormente, na DP os componentes e produtos
bacterianos agridem o tecido periodontal adjacente, induzindo a formagdo de um
infiltrado inflamatério intenso, com predominancia de PMNs, plasmacitos, linfocitos e
macrofagos, bem como a sintese, secreg¢do e ativagdo de uma série de mediadores
quimicos pro-inflamatoérios como IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y (interferon-y) e oxido nitrico
(NO) (HIROSE et al., 2001; KENDALL; MARSHALL; BARTOLD, 2001; KENDALL et
al., 2000; KINANE; BERGLUNDH; LINDHE, 2010; MATEJKA et al., 1998).

Sugere-se que as lesbdes periodontais sdo reguladas pela combinagdo das
funcdes dos linfocitos T helper (Th1 e Th2). As respostas mediadas por linfécitos Th1
que consistem, predominantemente, de uma resposta imune celular e pro-
inflamatdria, secretam IL-1B, IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, sendo este ultimo um
importante amplificador da ativagdo de macrofagos. Os linfécitos Th2, por outro lado,
com caracteristicas anti-inflamatdrias, de resposta imune predominantemente
humoral, secretam preferencialmente as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; FERREIRA; TEIXEIRA, 2005; KINANE;
BERGLUNDH; LINDHE, 2010).

Estudos tém sugerido a relagao entre a progressao da DP e a expressao das
IL-1, IL-6, TNF-a e iINOS no fluido do sulco gengival ou no tecido gengival (HIROSE et
al., 2001; KENDALL et al., 2000; LAPPIN et al., 2000; MILLER et al., 2006). Segundo
Hirose et al. (2001), na progressao da DP, a expressao da IL-6 pode refletir a

inflamacdo do tecido gengival, e a iINOS pode estar envolvida no processo
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inflamatdrio da periodontite. Os autores demonstraram ainda, que, na presenca de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, a expressao de IL-1 estda aumentada.

Além disso, estudos indicam que a IL-18 é um biomarcador importante para
ocorréncia de DP, sendo um mediador critico na resposta imune inata aguda que
ocorre em consequéncia de componentes microbianos (OFFENBACHER et al., 2006).
Individuos com DP apresentam niveis salivares significativamente maiores de IL-1f3
que individuos sem doenca (MILLER et al., 2006; TOBON-ARROYAVE; JARAMILLO-
GONZALEZ; ISAZA-GUSMAN, 2008). Miller et al. (2006) ainda sugeriram que casos
de DP agressiva estédo relacionados com alta concentragdo de IL-1f na saliva. Por
outro lado, Tobon-Arroyave, Jaramillo-Gonzalez e Isaza-Gusman (2008) né&o
encontraram diferenca estatisticamente significativa nos niveis de concentragao de IL-
1B na saliva, entre os grupos com periodontite crénica e agressiva. Yen Bee Ng et al.
(2007) relacionaram a perda Ossea alveolar, decorrente da DP, com achados de alta
concentragao de IL-1B3 na saliva, embora esta correlagdo ndo tenha sido encontrada
em todos os pacientes avaliados. Estudo realizado por Ejeil et al. (2003), em amostras
de tecido gengival de sitios sem inflamagao e com leve, moderada e grave inflamacgao
gengival, encontraram concentragées mais elevadas de IL-18 quando comparados
com sitios ndo inflamados. Segundo estes autores, a producdo excessiva e/ou
continua de citocinas, como a IL-1[3, pode ser considerada um marcador da gravidade
clinica da periodontite.

As varias propriedades da classe da IL-1 sdo decorrentes de seu efeito na
regulagédo de outros genes. A IL-1 age diretamente em um grupo de genes expressos
durante a inflamacgao. Cerca de noventa genes sao afetados pela IL-1, entre os quais
incluem-se genes ativadores para outras citocinas, receptores de citocinas, fatores de
crescimento, enzimas de remodelacgéo tecidual, componentes da matriz extracelular e
para ades&o molecular (DINARELLO, 1996).

A IL1-B, em conjunto com o TNF-a, podem ser os desencadeadores de
reacdes inflamatérias que conduzem a reabsorcdo e destruicdo 6ssea na DP
(KINANE; BERGLUNDH; LINDHE, 2010; NICOLAU; RAPOPORT; SELKI, 2003).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria, produzida principalmente por
macrofagos, com papel bioldgico similar ao da IL-1. Induz a secregéo de colagenase,
PGE, e IL-6 por fibroblastos humanos e em cultura de células 6sseas humanas.

Possui importantes atividades imunoldgicas e estimula, também, a reabsor¢géo 6ssea
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pelos osteoclastos, embora seja quinhentas vezes menos potente que a IL-1
(ALEXANDER; DANOULIS, 1994).

A citocina IL-6 é conhecida por ser um importante modulador inflamatério nas
reacgoes inflamatdrias cronicas locais. Tem a fungao de recrutar macrofagos e ativar a
resposta imune adquirida, além de ser considerada como um dos marcadores mais
sensiveis a resposta das infecgdes e inflamacgdes na fase aguda (DASHASH et al.,
2008; ROMANO et al., 1997). Ao contrario da IL-1B, o estimulo para sintese de IL-6
nao & microbiano; esta é sintetizada normalmente como consequéncia do aumento
dos niveis de IL-1 e TNF-a, o que representa uma segunda onda de mediadores
inflamatdrios. No entanto, como a IL-1B, quando a IL-6 persiste dentro dos tecidos
pode servir para mediar a destruigdo do tecido conjuntivo, aumentando a
diferenciagao e ativacao de osteoclastos, fibroblastos e expressao de metaloproteinas
(OFFENBACHER et al., 2006; ROMANO et al., 1997).

A DP estimula a sintese de mediadores quimicos do processo inflamatorio,
dentre os quais, em especial, as prostaglandinas, que aumentam o risco de
nascimentos prematuros de baixo peso, uma vez que estes mediadores quimicos séo
responsaveis pelas contragdes uterinas (GAFFIELD et al., 2001; LAINE, 2002).

A PGE,, o TNF-a, a IL-1B e a IL-6, além de estarem presentes na reacao
inflamatdria, encontram-se, também, atuando no trabalho de parto como mediadores
fisiolégicos, em maiores concentragcbes no fluido amnidtico (DAMARE; WELLS;
OFFENBACHER, 1997; DASHASH et al., 2008; OFFENBACHER et al., 1996). O
oxido nitrico (NO) contribui para a vasodilatacdo sistémica materna, regula o fluxo
sanguineo uterino e feto-placentario (COSTA et al., 2007). Esses mediadores estao
presentes na fisiologia normal do parto e, quando em excesso, podem acelerar o
processo, atuando como gatilho para o parto prematuro (BARROS; MOLITERNO,
2001; LOESCHE, 1997; OFFENBACHER et al., 1998a; OFFENBACHER et al., 2001).

Dentre as citocinas, o IFN-y foi caracterizado como o principal ativador de
macrofagos. O IFN-y induz a produgéo de perdxido de hidrogénio (H20;), NO e outras
moléculas toéxicas responsaveis pela atividade microbiana dos macréfagos (STOIKA
et al., 2001).

O NO é uma molécula reguladora produzida principalmente por macréfagos
ativados, de extrema importancia nos processos de resposta imune, inflamacéo,
metabolismo dsseo e apoptose. Essa molécula pode apresentar efeitos benéficos, tais

como atividade antimicrobiana e modulagdo da resposta imune. Por outro lado,
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segundo Dusse, Vieira e Carvalho (2003), o NO é o principal mediador citotdxico de
células imunes efetoras ativadas e tem um papel de mensageiro/modulador em
diversos processos biolégicos essenciais.

A sintese do NO resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reagéo é catalisada pela enzima NO
sintase (NOS). Estudos bioquimicos e analise sequencial de aminoacidos revelaram
que estas isoformas representam uma familia de proteinas e, aparentemente, sao
produtos de trés genes distintos. Assim, as isoformas da NOS s&o agrupadas em
duas categorias, a NOS constitutiva (cNOS), dependente de fons calcio (Ca*?) e de
calmodulina, que esta envolvida na sinalizagdo celular, e a iINOS, produzida por
macrofagos e outras células ativadas por citocinas (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; HIROSE et al., 2001; KENDALL;
MARSHALL; BARTOLD, 2001).

Em tecidos humanos, o NO produzido pode estar envolvido na patogénese da
DP, atuando em fendmenos imunorreguladores, antimicrobianos ou destrutivos
(BATISTA et al., 2002; HIROSE et al., 2001; KENDALL et al., 2000; LAPPIN et al.,
2000). O interesse sobre a atuagado do NO na patogénese de doengas periodontais
tem aumentado. Contudo, poucos estudos discutiram o seu papel nas condi¢des
fisiologicas e patologicas da regido periodontal (HIROSE et al.,, 2001; UGAR-
CANKAL; OZMERIC, 2006).

Alguns estudos humanos examinaram a associagao entre o aumento da
inflamacé&o gengival durante a gravidez e as mudangas no sistema imune local. Yalcin
et al. (2002) encontraram baixos niveis de PGE;, no GCF, durante o segundo e
terceiro trimestre em gestantes tratadas com raspagem e alisamento radicular. Os
autores concluiram que niveis de PGE, poderiam ser considerados como um
marcador de inflamag&o gengival durante a gravidez, embora reconhecessem a falta
de um grupo controle de gestantes nao tratadas. Os resultados obtidos no estudo de
Figuero et al. (2010) confirmam a presenca da exacerbagao da inflamagao gengival
durante a gravidez, que é especialmente marcada em dentes anteriores, mas esta
exacerbacdo ndo estaria associada ao aumento das concentragdes de progesterona
ou estradiol ou com as mudancas nos PGE; ou IL-1 no GCF, uma vez que as
gestantes na primeira visita ja tinham um elevado indice gengival. Quando comparado
com o grupo nao gestantes, diferenca significativa (p < 0,001) nas concentragbes de

progesterona e estradiol foram encontrados. Niveis de IL-13 foram significativamente



29

mais baixos no grupo n&o gestantes em relagdo ao grupo gestantes (p < 0,001) e os
niveis de PGE; foram semelhantes entre os grupos, sem diferengas significativas para
primeiro ou terceiro trimestre (p > 0,05). Recentemente, Carrillo-de-Albornoz et al.
(2012) relataram um aumento progressivo nos niveis de IL-6 no GCF durante a
gravidez que diminui significativamente apds o parto, concomitante com a queda na
producdo hormonal. Os niveis de TNF-a mostraram uma redugdo significativa no
terceiro trimestre de gravidez, e aumenta apdés o parto. No entanto, os autores
concluiram que estes biomarcadores nao poderiam estar associados com a condig¢ao
inflamatoria gengival presente durante a gravidez.

Assim, a realizagdo de novas investigagdes tem sido sugerida, a fim de que o
conhecimento sobre os mediadores sejam divulgado a um maior numero de

profissionais, bem como novas aplicagdes clinicas sejam viabilizadas.

2.4 REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi descrita pela primeira vez em
1985 por Kary Mullis e colaboradores e revolucionou a analise de acidos nucleicos na
biologia molecular (SANTOS et. al., 2004). O método de PCR em Tempo Real
monitora a reagao a cada ciclo, com a associacdo da amplificacdo do alvo em cada
ciclo com a emissdo de uma determinada quantidade de fluorescéncia. O aumento na
quantidade de fluorescéncia emitida em cada ciclo € proporcional a quantidade do
produto gerado, o que torna possivel monitorar a quantidade de produto gerada em
cada ciclo e, durante a fase exponencial da reagdo, a quantidade de fragmento
gerado é proporcional a quantidade inicial. Este método € muito sensivel, podendo ser
usado para quantificar RNA mensageiro (MRNA) em baixos niveis e tem se mostrado
uma poderosa ferramenta na quantificacdo da expressao génica, ao contrario da PCR
convencional que ndo pode ser usada em estudos que visem quantificar ou mesmo
medir diferengas de niveis de expresséo de diferentes amostras.

Varias metodologias de quantificacdo baseada em PCR em Tempo Real vém
sendo desenvolvidas atualmente e variam quanto a especificidade do alvo de
amplificagdo, custo e precisdo. Dentre estas metodologias podem ser citadas:

TagMan®, SYBR Green®, Molecular Beacons® e Lux® primers.
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Neste estudo as reacdes de PCR sdo feitas utilizando-se o SYBR Green®

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Austin, EUA), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante.

O sistema SYBR Green® utiliza um fluoréforo como sistema de detecgdo néo
especifico, que se liga a qualquer dupla fita de DNA gerada durante a reagédo de PCR,
emitindo fluorescéncia. O uso deste método de detecgcdo tem sido bastante utilizado
em ensaios de PCR em Tempo Real, pois tem a vantagem de ser mais barato em
relacdo a construcdo de sondas marcadas. Um aspecto importante para indicagao do
uso de SYBR Green® é que os primers especificos, utilizados na reacdo de PCR,
devem ser desenhados cuidadosamente para evitar a amplificacédo de produtos nao
especificos e formacado de dimeros, uma vez que esse corante se liga a qualquer
dupla fita de DNA (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).

Durante a fase exponencial de amplificagdo, é possivel determinar um valor
de intensidade de fluorescéncia, na qual todas as amostras podem ser comparadas.
Este valor é denominado Limiar (threshold) e é calculado em fungdo da quantidade de
fluorescéncia basal (background). Neste ponto, o sinal de fluorescéncia gerado por
cada amostra é significativamente maior que a fluorescéncia basal. A quantidade de
ciclos de PCR requeridos para que a amostra emita fluorescéncia suficiente para este
ponto € definido como C; (cycle threshold). O C; é especifico para cada amostra e é
inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo presente na reacdo (PFAFFL,
2006).

Os dados de quantificagdo de expressao génica podem ser analisados de
duas formas: quantificagdo absoluta ou relativa. Na quantificacdo absoluta, o numero
de coépias de mRNA ¢é determinado pela construgdo de uma curva padrdo. A
quantificacao relativa, ou método comparativo, determina a quantidade de expressao
de um gene alvo em uma determinada amostra relativa a outra de referéncia (tal
como uma amostra controle ndo tratada ou no tempo zero — calibrador) (PFAFFL,
2006; PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002). Este método € o mais utilizado quando
existem muitos genes a serem testados em grandes numeros de amostras e tem a
vantagem de nao necessitar da constru¢cdo de curvas padrdo, embora as eficiéncias
de amplificagdo dos genes alvo e controle enddgeno tenham que ser similares, para a

obtencao de resultados confiaveis.



3 HIPOTESE

Existe diferengca na expressédo génica das citocinas inflamatérias (IL-1p3, IL-6,
TNF-a) e da enzima oéxido nitrico induzivel (INOS) no tecido gengival de gestantes
com e sem DP em comparagdo com mulheres ndo gestantes portadoras e nao

portadoras da doenca.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao génica de citocinas inflamatérias (IL-1pB, IL-6, TNF-a) e da
enzima oxido nitrico induzivel (INOS) no tecido periodontal de gestantes e nao

gestantes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar e avaliar a expressao dos genes IL-18, IL-6, TNF-a e iNOS no tecido
gengival de gestantes sem DP, em comparagdo com a expressdo dos mesmos
genes em nado gestantes sem doenca.

¢ |dentificar e avaliar a expressao dos genes IL-18, IL-6, TNF-a e iNOS no tecido
gengival de gestantes sem DP, em comparagdo com a expressdo dos mesmos
genes em gestantes com doenca.

¢ l|dentificar e avaliar a expressao dos genes IL-18, IL-6, TNF-a e iNOS no tecido
gengival de n&do gestantes com DP, em comparacdo com a expressao dos
mesmos genes em ndo gestantes sem doenca.

¢ |dentificar e avaliar a expressao dos genes IL-18, IL-6, TNF-a e iNOS no tecido
gengival de n&do gestantes com DP, em comparacdo com a expressao dos

mesmos genes em gestantes com doenga.



5 METODOLOGIA

5.1 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Os estudos utilizados foram selecionados por meio de pesquisa de textos
indexados na base de dados BIREME, a saber:

e MEDLINE.

e SCIELO (Scientific Electronic Library Online).

e Pubmed.

e LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude).

e Bibliografia Brasileira de Odontologia (BBO).

e Literatura do Caribe em Ciéncias da Saude (MEDCARIBE).

e Sistema de Informacé&o da Biblioteca da OMS (WHOLIS).

¢ Revisbes Sistematicas da Colaboragdo Cochrane (COCHRANE).

Uma pesquisa ativa de fontes n&o indexadas em revistas, livros e trabalhos
monograficos foi também realizada. Na busca, foram utilizados os unitermos, listados
abaixo, isoladamente e/ou combinados entre si em portugués e inglés:

¢ Periodontia.

e Doencga periodontal.
e Gravidez.

e Gestagao.

e Gengivite gravidica.
e Citocinas.

o Oxido nitrico.

e Citocinas pro-inflamatdrias.
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5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, transversal ou seccional.

5.3 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo seguiu as normas e diretrizes da resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude — MS para pesquisa em seres humanos.

O projeto de pesquisa foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), tendo sido aprovado em
28 de agosto de 2008 (Parecer n® 263/2008 — Anexo A).

5.4 POPULACAO DE ESTUDO

De um total de 120 mulheres examinadas, 32 mulheres foram incluidas no
presente estudo, no periodo entre novembro de 2009 e novembro de 2010. As
gestantes foram recrutadas durante visitas de rotina de consulta pré-natal no Servigo
Publico de Saude Municipal e encaminhadas para o Projeto Sé-Riso — Atencgéo
Materno-Infantil, Projeto de Extensdo da Faculdade de Odontologia da UFJF,
enquanto as nao gestantes foram recrutadas no Departamento de Recepgédo da
Faculdade de Odontologia da UFJF.

As mulheres selecionadas foram distribuidas em quatro grupos (n = 8 cada)
da seguinte maneira:

e Grupo GD: gestantes com doencga periodontal.
e  Grupo GND: gestantes sem doenga periodontal.
e  Grupo NGD: ndo gestantes com doencga periodontal.

e  Grupo NGND: nao gestantes sem doenca periodontal.
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5.4.1 Critérios de inclusao

Participaram deste estudo mulheres com bom estado de saude geral, de 18 a
40 anos de idade (AGUEDA et al., 2008; MANAU et al., 2008), com 15 dentes ou mais
na cavidade bucal (VETTORE et al., 2008). Entre as gestantes, foram incluidas
aquelas que estavam no segundo trimestre de gravidez (entre 13 e 24 semanas)

(BRASIL, 2006), sendo a idade gestacional confirmada por exame de ultrassom.

5.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas as mulheres portadoras de diabetes mellitus,
imunossupressao por comprometimento sistémico, hipertensdo arterial, que
estivessem sob tratamento ortodéntico, realizagao de profilaxia dentaria profissional,
tratamento dentario ou periodontal nos ultimos seis meses, tabagistas, etilistas ou
usuarias de drogas ilicitas, em uso de medicagao anticonvulsivante, ansiolitica, ou
antibidtica nos ultimos trés meses. Entre as gestantes foram excluidas ainda aquelas
com gestagao multipla, com diagnéstico de ma-formacéao fetal e histéria de aborto
conforme critérios utilizados nos estudos de Agueda et al. (2008) e Vettore et al.
(2008).

5.5 MATERIAL E METODOS

5.5.1 Instrumento da coleta de dados

Antes de iniciar cada entrevista, as voluntarias foram informadas sobre os
objetivos do estudo, assegurando-se a elas o sigilo de todos os depoimentos e a

liberdade de recusar-se a participar da pesquisa a qualquer momento, sem qualquer
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prejuizo, por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
A).

Para todas as mulheres incluidas no estudo, foi preenchido pelo pesquisador
um prontuario estruturado (Apéndice B) com registro dos seguintes dados: (I) dados
de identificacéo; (Il) dados demograficos e socioeconébmicos, segundo critérios da
ABEP (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EMPRESAS DE PESQUISA, 2003); (lll)
inventario de saude com dados das condigbes de saude geral, atendimento
odontoldgico, histéria da gestacdo atual e das gestacbes anteriores, quando

houvesse, para as gestantes; e (1V) avaliagdo da condi¢ao periodontal.

5.5.2 Entrevista

A entrevista com as mulheres foi realizada com o propésito de colher os
dados demograficos, socioecondmicos e relativos a histéria da gestacao atual e/ou
anteriores e condicdo de saude geral. Os dados das entrevistas foram registrados
pela pesquisadora no prontuario elaborado. Posteriormente, as voluntarias foram
submetidas ao exame periodontal.

5.5.3 Exame periodontal

O exame foi realizado pela pesquisadora, previamente treinada e calibrada,
sob luz artificial, com a paciente sentada em cadeira odontolégica. As condigdes
bucais foram avaliadas utilizando-se os seguintes instrumentais/materiais: espelhos
planos n® 5 com cabo, sonda periodontal (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA) e
compressas de gaze esterilizadas.

A condigdo periodontal foi avaliada com a utilizagdo de trés indicadores:
indice Periodontal Comunitario (CPI), Nivel de Insergéo Clinico (NIC) e Sangramento
a Sondagem (SS), segundo critérios da Organizagdo Mundial de Saude (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997). Para cada um dos indicadores utilizados,

considerou-se o maior valor encontrado entre os sitios examinados em cada dente.
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> Indice Periodontal Comunitario (CPI)

Este indice avalia trés indicadores das condi¢gbes atuais do periodonto:
sangramento gengival, calculo dentario e bolsas periodontais.

Na sistematica do exame periodontal, foram examinados todos os dentes
permanentes presentes na cavidade bucal, com excecado dos terceiros molares, em
seis sitios (mésio-vestibular, centro da face vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual,
centro da face lingual e disto-lingual), utilizando-se uma sonda periodontal como
instrumento sensor na determinagdo da profundidade da bolsa periodontal, na
deteccdo de calculos subgengival, na profundidade de bolsa periodontal e no
sangramento gengival como resposta. O movimento iniciou-se pela superficie disto-
vestibular do segundo molar superior direito passando-se pela area média e para a
area mésio-vestibular, mantendo-se a sonda paralela ao longo eixo do dente, com
movimentos curtos e suaves no sulco gengival. A forga empregada ndo deveria ser
superior a 20 g. Procedimento semelhante foi executado na face lingual destes dentes
(LINDHE; KARRING; LANG, 2010). A condi¢cao periodontal foi registrada conforme

apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Cddigo do registro do CPI e condi¢géo periodontal.

Cédigo Condigao periodontal
0 Higido (Saude periodontal).
1 Sangramento gengival observado diretamente ou através do espelho clinico, apés
sondagem.
2 Célculos detectados durante a sondagem (toda a area preta da sonda visivel).

Presencga de bolsa periodontal de 4 a 5 mm (margem gengival cobrindo, mas n&o totalmente
a tarja preta da sonda).

4 Presenca de bolsa com 6 mm ou mais (tarja preta ndo visivel).

> Nivel Clinico de Insercao (NIC)
O nivel de insergao clinico tem como referéncia a distancia, em milimetros, da

juncao amelocementaria (JAC) até o fundo da bolsa periodontal ou sulco gengival.

» Sangramento a sondagem (SS)
Este indice foi desenvolvido para avaliar a presenca ou auséncia de sinais
inflamatérios e sangramento apds sondagem periodontal. A sonda periodontal

percorre o sulco gengival nos mesmos dentes utilizados nos indices anteriores por
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vestibular e lingual e, em seguida, observa-se a presenga ou ndo de sangramento no
sulco gengival (BASSANI; LUNARDELLI, 2006).

O resultado foi anotado de forma dicotdbmica conforme especificado no
Quadro 2.

Quadro 2 — Registro do indice de sangramento a sondagem.

Caodigo Resposta gengival
0 Sem sangramento.
1 Sangramento gengival.

5.5.4 Definigcao de doencga periodontal

Neste estudo, foi diagnosticado como DP, a presenga de quatro ou mais
dentes com um ou mais sitios apresentando uma profundidade de bolsa periodontal
maior ou igual a 4 mm e nivel clinico de insercdo maior ou igual a 3 mm (LOPEZ;
SMITH; GUTERREZ, 2002a, 2002b).

Foi diagnosticado como gengivite ou periodontite leve, a presenca de
vermelhiddo e sangramento gengival a sondagem em mais de 25% dos sitios
(LOPEZ; SMITH; GUTERREZ, 2002b).

5.5.5 Coleta de tecido gengival

A coleta de tecido gengival das voluntarias foi realizada sob anestesia local
com lidocaina 2% com adrenalina. Nas mulheres com DP, a coleta foi realizada em
um sitio em que havia, concomitantemente, necessidade de tratamento e maior
profundidade de bolsa; nas mulheres sem DP, a coleta foi realizada na distal do
segundo molar antes da exodontia dos terceiros molares. Foi realizada uma incisao
de bisel invertido para obtencdo do tecido da porcéo interna da papila. As amostras
gengivais incluiram parte da bolsa epitelial, tecido conjuntivo e tecido de granulagao
(PAN et al., 2010). As amostras (aproximadamente de 30 a 100 mg) foram
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imediatamente identificadas e imersas em 1,5 mL de RNAlater® (Ambion, Austin, TX,
EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O RNAlater® é um reagente
aquoso, ndo toxico indicado para preservar e estabilizar o RNA celular de amostras
frescas de tecidos ou células em solugdo, deixando o RNA intacto mesmo quando
nao congelado.

As amostras de tecido gengival foram armazenadas primeiramente a 4°C por
no minimo 12 horas e estocadas a uma temperatura de -20°C para posterior extragéo
de RNA.

5.5.6 Analise laboratorial

5.5.6.1 Extracdo de RNA total

As amostras de tecido gengival foram analisadas no Laboratorio de Genética
Molecular Dr. Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora (Anexo
B). O RNA total das amostras de tecido gengival foi extraido utilizando-se o RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) conforme as recomendac¢des do fabricante.

Os microtubos das amostras de tecido gengival das voluntarias foram
removidos do freezer a -20°C e descongelados por meio de imersdo em gelo comum.
Os instrumentos e/ou equipamentos como: pinga; pipetas; bancada e balanca de
precisao, foram limpos com RNase Remover™ Spray (Biosolve Ltd., Valkenswaard,
Holanda). Os tecidos foram retirados da solugdo conservante RNA/ater® (Ambion)
com a pinga e drenou-se o excesso de liquido. Cada amostra de tecido foi colocada
em superficie limpa, cortada em pedagos menores, com lamina de bisturi, para
facilitar a homogeneizagdo e pesada em balanga de precisdo. Apos a pesagem, O
tecido foi colocado em um microtubo 2,0 mL previamente identificados contendo 600
ML do tampdo RLT (fornecido no kit de extracdo de RNA — Qiagen) e 6 pL B-
mercaptoetanol (B-ME) e homogeneizado imediatamente, com homogeneizador
(ULTRA-TURRAX — IKA® T 10 Basic, Staufen, Alemanha) com velocidade de 20.000
rom por 45 a 60 s até distribuicdo uniforme da amostra. Este procedimento evita

perda de produtividade e entupimento da coluna. As amostras foram centrifugadas
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por 3 min. a 10.000 x g e os restos celulares formaram um pelete. O sobrenadante foi
transferido cuidadosamente para um novo tubo de 2,0 mL e adicionou-se 0 mesmo
volume de etanol 70%, homogeneizando com a pipeta. Foram transferidos 700 pL da
amostra incluindo qualquer precipitado formado para uma coluna RNeasy® colocada
em um tubo coletor e centrifugado por 15 s a 10.000 x g. Apds a centrifugagao, o
efluxo foi descartado e o mesmo tubo coletor reutilizado para adicionar o volume
restante e repetido o passo anterior até passar todo o volume pela coluna. Pipetou-se
350 pL de tampao RW1 na coluna, centrifugou-se por 15 s a 10.000 x g e o efluxo foi
novamente descartado.

Foi preparado o DNase | Incubation Mix (10 uL de DNase | — 2,73 Kunitz/pL +
70 uL de tampao RDD) e 80 pL desta solugdo foi adicionada diretamente na
membrana da coluna e incubada a temperatura ambiente por 15 min. Pipetou-se 350
ML de tampdo RW1 na coluna, centrifugou-se por 15 s a 10.000 x g e o efluxo foi
descartado. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor, pipetou-se 500 pL de
tampao RPE na coluna, centrifugou-se por 15 s a 10.000 x g e o efluxo foi novamente
descartado. Adicionou-se 500 pyL de tampao RPE a coluna, centrifugou-se por 2 min.
a 10.000 x g e descartou-se o efluxo. Foi realizada uma nova centrifugacéo por 1 min
para secar a membrana da coluna e ndo restar nenhum residuo de alcool, presente
no tampado RPE. A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL previamente
identificado e aplicado 50 yL de agua-RNase free (fornecida no kit) diretamente na
membrana da coluna e centrifugado por 2 min. a 10.000 x g para eluir o RNA. Apds a
centrifugagéo a coluna foi descartada e o RNA total armazenado a -70°C. Antes de
ser armazenado foi realizado a quantificagdo das amostras de RNA total por
espectrofometria utilizando-se o NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, EUA) e sua qualidade avaliada utilizando-se o equipamento
Bionalyzer (Agilent, Palo Alto, EUA). A média do numero de integridade do RNA (RIN
— RNA Integrity Number) das amostras foi 7,1.

5.5.6.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando-se o SuperScript™ Il First-

Strand Synthesis System SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as
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recomendacgdes do fabricante. Em 8 pL de RNA total foram adicionados 1 pL
oligo(dT)zo (60 uM) e 1 pL de ANTP mix (10 mM), correspondendo a um volume total
de 10 pL. A reacao foi incubada a 65°C durante 5 min e, posteriormente, incubada em
gelo por 1 min. Enquanto isso foi preparado o cDNA Synthesis Mix, adicionando os
seguintes componentes: 2 yL 10X RT buffer, 4 yL de MgCl; (25 nM), 2 uL de DTT (0,1
M), 1 yL RNase OUT (40 U/pL) e 1 uL de SuperScript Il RT (200 U/uL). Em seguida,
foram adicionados 10 pL deste mix a reacéo e incubada a temperatura de 50°C por 50
min. e a 85°C por 5 min. para inativagao enzimatica, sendo entdo, armazenada em
gelo por 1 min. Apos este tempo foi adicionado 1 yL de RNase H em cada tudo e
incubado a 37°C por 20 min.

As concentragdes médias do cDNA das amostras foram estimadas por
espectrofotometria e logo apds armazenadas a -20°C até o uso na PCR em Tempo

Real.

5.5.6.3 PCR em Tempo Real

A analise da expressdo dos genes IL-1B, IL-6, TNF-a e iNOS foi feita
utilizando-se a metodologia de PCR em Tempo Real. Os primers utilizados para
avaliar a expressao dos genes foram desenhados usando o programa Primer Express
(Applied Biosystem) a partir de sequéncias obtidas do banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) e conforme dados da literatura. Como referéncia
enddgena foram utilizados os genes GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase)
e B-actina, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados na PCR em Tempo Real.

Gene Sequéncia Amplicon (bp) Referéncia ou ID*
IL-18 F: GCACGATGCACCTGTACGAT 69 BC008678.1
R: AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT
IL-6 F: CCAGGAGCCCAGCTATGAAC 70 AK301141.1
R: GAGCAGCCCCAGGGAGAA
TNF-a F: CAGAGGGAAGAGTTCCCCAG 305 Hirose et al., 2001
R: CCTTGGTCTGGTAGGAGACG
iINOS F: CCTCGGCTCCAGCATGTAC 66 NM_002046
R: TGGGACAGCTTCTGATCAATG
GAPDH F: GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA 127 Douglas et al.,
R: GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT 2008
B actina F: TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 661 Hirose et al., 2001

R: CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG

*ID no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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A PCR em Tempo Real foi realizada utilizando-se o SYBR Green® PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Neste kit estdo incluidos todos os componentes para a
realizacdo das reacdes de PCR: 2X Reaction Buffer, 0,4 mM dATP, 0,4 mM dGTP,
0,8 nM dUTP, iTaq DNA polymerase (50 U/mL), 6 mM Mg*z, SYBER Green | dye, 1
MM ROX. Além disso, foram adicionados o par de primers e o cDNA. As reacdes
contaram de 12,5 yL desse mix; 100, 200 ou 400 ng de cDNA; 50, 100 ou 200 nM de
primer e agua, totalizando um volume final de 25 pL.

Antes da quantificacdo em Tempo Real, as reagdes foram otimizadas para
todos os genes. Para tanto, foram testadas trés quantidades de cDNA (100, 200 e 400
ng/reacao) e trés concentragdes de primer (50, 100 e 200 nM). Cada amostra foi feita
em duplicata em placas 6pticas de reagcdo de 96 pogos, seladas com filme adesivo
optico e amplificadas no 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), sendo cada alvo amplificado separadamente. As condi¢cées das
reagdes foram 95°C por 5 min. de desnaturagao, seguida por 40 ciclos a 95°C por 15
s e 60°C por 1 min. de anelamento e extensao.

Os dados obtidos durante a reacdo de PCR em Tempo Real, gerados pelo
equipamento foram exportados para arquivos de planilhas do tipo Excel® para
posterior analise estatistica.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

5.6.1 Analise descritiva

A analise estatistica foi realizada usando o pacote estatistico SPSS® versao
14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) para os dados clinicos. Dados nominais foram descritos
por frequéncias relativas e absoluta e os dados numéricos foram descritos usando a

meédia e desvio padrao.
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5.6.2 Analise dos dados de PCR em Tempo Real

Apos a determinagao das melhores condigdes, as diluicbes seriadas de cDNA
foram plotadas contra seus respectivos C; para calculo da eficiéncia de amplificagdo
do alvo e dos controles enddgenos, pois na quantificagao relativa € necessario que
essas eficiéncias sejam aproximadamente iguais. A Eficiéncia foi calculada pelo
programa REST® 2009, o qual emprega a formula £ = 1Qt'incinagdo dareta) _q “am que E
€ a eficiéncia da reacdo, que teoricamente varia de 0 a 1, sendo 1 considerado o valor
otimo (PFAFFL, 2006).

De acordo com o calculo de eficiéncia da reacdo de PCR foram determinadas
as melhores concentragées de primers e cDNA para os genes IL-183, IL-6, TNF-q,
iNOS e os controles endbégenos B-actina e GAPDH, como mostra a Tabela 2. Durante
a curva de dissociagao nao foram observados picos referentes a dimeros de primers

ou produtos inespecificos.

Tabela 2 — Concentracao de primer e cDNA, eficiéncia da reagdo e temperatura de dissociagéo (TD) do
fragmento amplificado para cada gene.

Gene Primer (nM) cDNA (ng/reacgao) Eficiéncia TD (°C)
IL-18 50 400 0,8 78,5
IL-6 100 400 0,9 81,4
TNF-a 50 100 0,9 86,2
iNOS 100 400 0,9 79,0
GAPDH 200 100 0,8 81,7
B actina 50 100 0,9 86,5

Posteriormente, foi realizada a quantificacdo relativa das amostras baseada

no método descrito por Pfaffl (2006) que utiliza a seguinte férmula:

Quantidade Relativa =_(Eavo)*ane

(Erer)*“'Ref

Em que:

Eano = Eficiéncia da reagao de PCR dos genes alvo (IL-18, IL-6, TNF-a, iNOS).

Eref = Média geométrica da eficiéncia de reagao dos controles enddgenos (B-actina,
GAPDH).

ACt = Ct controle = Ct amostra

Controle = ndo gestantes com e sem doencga periodontal.
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Amostra = gestantes com e sem doenca periodontal.

Os dados obtidos foram analisados pelo programa REST® 2009 (Corbett
Research e M.Pfaffl — Technical University Munich), disponivel em http://www.gene-
quantification.de/download.html para comparar a diferenca de expressdao de cada
gene alvo entre os grupos. Este modelo tem a vantagem de n&o assumir nenhum tipo
de distribuicdo e de se adequar aos dados cuja variancia pode ser grande, quando
nao é possivel a aplicagao de testes paramétricos.

O software REST® foi desenvolvido com base em testes de permutacéo, que
consideram os resultados obtidos a partir de permutagdes aleatérias dos dados do
experimento: a taxa de expressao € calculada para os dados experimentais, assim os
dados sé&o permutados repetidamente e a cada permutagéo é calculado o diferencial
da taxa de expressdo para cada par de dados e os resultados sdo comparados aos
dados experimentais. No presente estudo foi considerado 2000 permutacgdes, o
minimo recomendado por Pfaffl, Horgan e Dempfle (2002) para a obtengdo de boa
estimativa do valor de p. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

5.7 ESTUDO PILOTO

A coleta de dados da amostra total foi precedida por um estudo piloto e
compreendeu as seguintes fases:

e Primeira fase: aperfeicoamento do instrumento da coleta de dados, teste
do prontuario estruturado e treinamento do pesquisador por profissional
com experiéncia nas areas de Periodontia e Cirurgia.

e Segunda fase: teste da confiabilidade dos resultados obtidos apds o
treinamento e a calibragado intraexaminador, por meio da repeticdo do
exame da condicdo periodontal, em intervalo de sete dias, para afericdo da
reprodutibilidade diagnostica.

o Terceira fase: treinamento e definicdo da metodologia de PCR em Tempo
Real para analise da expressao dos genes IL-18, IL-6, TNF-a e iNOS das
amostras de tecido gengival obtidas de quatro mulheres identificadas

como P1 e P2 (gestantes com bolsa periodontal) e P3 e P4 (ndo gestantes
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sem bolsa periodontal), realizados no Laboratério de Genética Molecular
Dr. Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado de Leite.
Os resultados do estudo piloto para definicdo da metodologia de PCR em

Tempo Real sdo apresentados em Apéndice C.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serao apresentados na forma de artigo cientifico
intitulado “Expression of IL-1, IL-6, TNF-a, and iNOS in pregnant women with
periodontal disease”, aceito para publicacdo na revista GMR - Genetics and
Molecular Research, em 12/06/2012 (Anexo C). O manuscrito foi redigido segundo as
normas do periédico (Anexo D).

Além disso, o presente estudo originou resumos de trabalhos apresentados
em congressos na modalidade pdster (Anexos E e F).



7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada e analise dos resultados obtidos,

pdde-se concluir que:

Nao houve diferenga na expressao génica de IL-18, IL-6, TNF-a e iINOS entre
gestantes com e sem doenga periodontal, entre gestantes e ndo gestantes com
doenga periodontal, entre gestantes e ndo gestantes sem doencga periodontal.
Nao houve diferenga na expressao génica de IL-6 e iINOS entre ndo gestantes
com e sem doencga periodontal.

A expressao génica de IL-18 em nao gestantes com doenga periodontal foi
significativamente maior que a expressédo destas citocinas em n&o gestantes
sem doenca.

A expressao génica de TNF-a em nao gestantes com doenca periodontal foi
significativamente menor que a expresséo destas citocinas em ndo gestantes
sem doenca.

A gestacdo exerce pouca ou nenhuma influéncia sobre o nivel de expressao

destes genes associados a doenga periodontal.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Consentimento pés-informacgéo para participagdao em Projeto de Pesquisa em duas
vias: uma para o(a) Voluntario (a) e outra para a Pesquisadora Responsavel.

Estas sdo fornecidas pela Pesquisadora Responsavel Cristiane Corsini Medeiros
Otenio, com o objetivo de firmar acordo por escrito mediante o qual a voluntaria da
pesquisa, aceita participar do estudo, com pleno conhecimento da natureza dos
procedimentos e riscos a que se submetera, com capacidade de livre arbitrio e sem
qualquer coagao. Em caso de recusa vocé nao sera penalizada de forma alguma. Em
caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFJF pelo telefone 3229-3788.
INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA

1. Titulo preliminar do estudo: “Doenga Periodontal em Gestantes — expressao

génica de citocinas inflamatoérias e - 6xido nitrico”.

2. Pesquisadora responsavel:

Cristiane Corsini Medeiros Otenio — Cirurgia-dentista, Odontopediatra, Doutoranda em
Saude Brasileira pela Universidade Federal de Juiz de Fora — MG.
Contatos: (32) 3236-2998 ou (32) 9117-9322.

Pesquisadora participante:

Profé. Dr?. Rosangela Almeida Ribeiro, professora titular da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Juiz de Fora — MG.
Contatos: (32) 3213-5714 ou (32) 9987-7093.

3. Justificativa: Considerando a evidéncia de que a progressdao da doenca

periodontal pode contribuir para um desfecho adverso da gestagdo, avaliar a

expressdo génica dos mediadores quimicos pro-inflamatérios e éxido nitrico se
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justifica. Este projeto permitira a obtengcdo de dados para um melhor diagnéstico da
doencga, subsidiando, desta forma, a instituicdo de programas que visem a
manutengao da saude periodontal desse grupo populacional.

4. Objetivo: Estudar a doenga periodontal em gestantes (atendidas pelo Projeto Sé-
Riso/Atencdo Materno-Infantil, Projeto de Extensdo da Faculdade de Odontologia), e
em nao gestantes (oriundas das clinicas das Disciplinas de Cirurgia e Periodontia) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz de Fora por meio da
determinacao da expressao génica de citocinas inflamatdrias e éxido nitrico.

5. Procedimentos: Se vocé resolver participar, vocé devera responder a uma

entrevista que sera realizada pela pesquisadora responsavel; submeter-se a um
exame clinico de rotina, e a coleta de amostra de tecido gengival.

6. Risco: Os unicos riscos previstos para vocé, como participante desta pesquisa, € a
possibilidade eventual de vocé se sentir constrangida, pessoalmente, frente as
questdes do formulario ou sentir algum desconforto durante a realizagdo do exame
clinico ou da coleta do tecido gengival. Todavia garanto que vocé nao sera
identificada por meio do formulario preenchido.

7. Beneficio: Como beneficio indireto por participar deste estudo, vocé contribuira
para o levantamento de aspectos importantes para a saude materno-infantil e para o
desenvolvimento de programas de educagao e/ou atengé&o odontoldgica as gestantes
com o objetivo de preservar a saude materna e a saude do bebé.

6. Penalidade: Nenhuma penalidade Ihe sera imposta caso vocé nao queira participar
ou desista, em qualquer momento, de continuar contribuindo no estudo.

7. Ressarcimento: Como este estudo ndo implica em gastos financeiros para vocé,

sujeito participante, n&o esta prevista nenhuma forma de ressarcimento.
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8. Informacdes adicionais: vocé tem a garantia de que recebera respostas as suas

perguntas e esclarecimentos das duvidas sobre o estudo sempre que preciso. Além
disso, ndo sera identificada na publicagdo do artigo cientifico em revista especializada
e tem liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento, deixando de
participar do estudo.

9. Consentimento livre e esclarecido:

Eu, ,RG/CPF ,

certifico que, tendo lido as informacbes prévias e tendo sido suficientemente
esclarecido (a) pela Pesquisadora Responsavel sobre todos estes itens acima, estou
de acordo com a realizagdo do estudo, autorizando minha participagcdo como

voluntaria.

Juiz de Fora, de de20 .

Assinatura da voluntaria

Assinatura Dactiloscopica

Cristiane Corsini Medeiros Otenio
Pesquisadora responsavel
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APENDICE B - Prontuario Estruturado

1 DADOS DE IDENTIFICAGAO

DATA DO EXAME: SEMANA GESTACIONAL:

NOME:

ENDERECO:

TELEFONE:

2 DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

1.1 Data de Nascimento:

1.2 Cor da pele: ( )branca ( )negra () mulata
1.3 Estado Civil: ( )solteira ( )casada ( ) unido estavel

() outro:

1.4 Escolaridade: (segundo ABEP)

() Analfabeto ou primario incompleto

() Primario completo (quarta série do primeiro grau completa)
() Ginasio completo (primeiro grau completo)

() Colegial completo (segundo grau completo)

() Superior completo

1.5 Trabalha fora de casa? ( )sim ( )nao

Em que?

Idade: anos

( ) parda

1.6 Grau de Instrugao do chefe de familia: (segundo ABEP)

() Analfabeto ou primario incompleto

() Primario completo (quarta série do primeiro grau completa)
() Ginasio completo (primeiro grau completo)

() Colegial completo (segundo grau completo)

() Superior completo



1.7 Dos itens abaixo, qual(s) vocé possui? (segundo ABEP)

() Televisor em cores ( )o ( )1 ()2 ()3 ()4 ()5

() Radio ()0 )1 ()2 ()3 ()4 ()3
() Banheiro ()0 )1 )z ()3 ()4 ()5
() Automovel ()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5
() Empregada (J)o )1 ()2 ()3 ()4 ()3

1.8 Dos eletrodomésticos abaixo, qual(s) vocé possui? (segundo ABEP)

Aspirador de p6 ( )sim ( )nao
Maquina de lavar roupa/tanquinho () sim ( )nao
Videocassete/DVD ( )sim ( )nao
Geladeira ( )sim ( )nao

3 INVENTARIO DE SAUDE

2.1 E seu primeiro filho? ( )sim () ndo

2.2 Quantos filhos tem?

2.3 Ja teve algum bebé prematuro? () sim ( )néao

2.4 Ja teve algum parto complicado? () sim ( )nao

2.5 Perdeu algum bebé? ( )sim ( )nao

2.6 Esta gestacao foi acompanhada pelo médico? ( ) sim ( )néao

2.7 Quantos exames pré-natais vocé fez?

2.8 Teve algum problema de saude durante a gestagéo? ( ) sim ( ) ndo Qual?

2.9 Tomou algum medicamento? () sim ( )nao Qual?
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2.10 Tem histéria de hipertensao? () sim ( )nao

2.11 E diabética? ( )sim ( )n&o Que tipo?

2.12 Teve anemia? () sim () ndo Qual?

2.13 Ja teve infecgdo urinaria? () sim ( ) n&o Quando?

2.14 Ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel? Qual?

215 Fuma? ( )sim ( )nao Quantos cigarros por dia?

2.16 Parou de fumar durante a gestagédo? ( )sim ( )ndo  Quando?




217 Bebe? ( )sim ( )n&o Quantas vezes por semana?

2.18 Parou de beber durante a gestagcao? () sim( ) néao Quando?

2.19 Fez uso de outra droga no periodo gestacional? () sim ( ) ndo Qual?
2.20 Faz acompanhamento odontolégico na gestagdo? ( )sim ( )n&o Por qué?
2.21 Realiza algum tipo de tratamento odontolégico? () sim () nao Qual?
2.22 Durante a gestagao seu apetite aumentou? () sim () ndo

2.23 Quantas refeigdes principais faz por dia? __ E quantas nos intervalos?

2.24 Quantas vezes escova os dentes por dia durante este periodo?

2.25Usaofiodental? () sim ( )nao

2.26 Percebeu alguma alteracido nos dentes/gengivas na gestacao? () sim( ) nao
Qual?

2.27 Teve muitas nauseas na gestacdo? ( )sim ( )nao

2.28 Sua gengiva sangra na hora da higiene bucal? () sim ( )nao

2.29 Sempre sangrou ou somente apos a gravidez?

4 CONDICAO PERIODONTAL

Regiao Superior direita Superior esquerda
Elemento | 17 | 16 | 15 | 14 | 13 | 12 | 11 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27
CPI
NIC
SS
Regiao Inferior direita Inferior esquerda
Elemento | 47 | 46 | 45 | 44 | 43 | 42 | 41 | 31 |32 | 33 |34 | 35| 36 | 37

CPI

NIC

SS
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APENDICE C - Resultados do estudo piloto

A Tabela 1 mostra a quantificagdo de RNA Total extraido das amostras do
estudo piloto (P1, P2, P3 e P4), divididos em dois grupos: com bolsa periodontal (CB)
e sem bolsa periodontal (SB). Observa-se uma variagdo na concentragdo de RNA
(ng/uL) que pode ter ocorrido pela quantidade de tecido gengival utilizado na extragéo
(aproximadamente de 30 a 70 mg), pela composigdo do tecido ou pela incompleta
homogeneizacdo da amostra. Contudo a razdo de Agsoso das amostras ficaram
entorno 2,1, sendo esta utilizada para verificar a pureza de RNA. Se valores
diferentes destes forem encontrados, ha a indicacdo da presenca de impurezas na
preparacdo. Se for menor que 2.0, indica a presenca de proteinas, enquanto valores
maiores indicam presenca de fenol ou outros contaminantes que s&o absorvidos em

grande quantidade ou proximo de 260 nm (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Tabela 1 — Quantificagdo do RNA Total das amostras P1, P2, P3 e P4 de tecido periodontal.

Amostra Data da Extragdo ng/uL Ao Aszso Aszs0/280 Azs0/230 Azso Grupo
P1 28/09/2009 766,1 19,2 9,2 2,1 1,1 18 CB
P2 28/09/2009 4942 12,4 59 2.1 1,7 7 CB
P3 28/09/2009 88,0 2,2 1,1 2,1 1,1 2 SB
P4 28/09/2009 299,4 7,5 3,6 2,1 1,5 5 SB

Na Tabela 2 pode ser observado a quantificagdo de cDNA que ¢ sintetizado a
partir do mRNA utilizando-se o SuperScript. Il First-Strand Synthesis System for RT-
PC (Invitrogen).

Tabela 2 — Quantificagdo do cDNA das amostras P1, P2, P3 e P4 de tecido periodontal.

Amostra Data da Sintese ng/uL Azso Azao Azso/zgo 260/230 A230 Gru po

P1 29/09/2009 893,0 271 16,5 1,6 1,7 16 CB
P2 29/09/2009 871,4 26,4 16,3 1,6 1,9 14 CB
P3 29/09/2009 7517 22,8 14,5 1,6 1,9 12 SB
P4 29/09/2009 803,7 24,4 15,1 1,6 2,0 12 SB

Para cada gene (IL-1B8, IL-6, TNF-a, iNOS, B-actina e GAPDH) foram

avaliadas as curvas de amplificagdo e dissociacdo. As Figuras 1 e 2 mostram que
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para o gene /L-13 ndo houve amplificagdo e por isto ndo foi observado nenhum pico

na curva de dissociacao.

Delta Rnvs Cycle

12 3 4 5 6 7 8 91011121314 15168171818 2021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 1 — Curva de amplificacdo do gene IL-18 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Dissociation Curve

a0 84 80 95

Temperature (C)

Figura 2 — Curva de dissociagéo do gene /L-18 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Nas Figuras 3 e 5 observa-se a curva de amplificacdo dos genes /L-6 e iNOS.
Por outro lado nas Figuras 4 e 6 observa-se na curva de dissociagdo dos referidos
genes a presencga de mais de um pico. A presencga de dois ou mais picos na curva de
dissociagao indica que nao houve amplificacdo somente do produto especifico, ou
seja, do gene em estudo ou, ainda, a concentragées de molde e primer precisam ser

otimizadas na reacao.
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Nas Figuras 3 e 5 observa-se a curva de amplificacdo dos genes /L-6 e iNOS.
Por outro lado, nas Figuras 4 e 6 observa-se na curva de dissociagao dos referidos
genes a presencga de mais de um pico. A presencga de dois ou mais picos na curva de
dissociagao indica que nao houve amplificacdo somente do produto especifico, ou
seja, do gene em estudo ou, ainda que, a concentragcées de molde e primer precisam

ser otimizadas na reacao.

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005
122 46 B 7 8 91011121314 151617 18192021 22 73 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 3 — Curva de amplificagado do gene IL-6 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Dissociation Curve

0.06
0.04
0.02

0.00

-0.02

Temperature [C}

Figura 4 — Curva de dissociagéo do gene /L-6 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.
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Delta Bn ws Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-002

1.0e-004

1.0e-005

1.0e-006

1.0e-007

1 23 45 6 7 8 81011121314 151617 18192021 2223 2425 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 5 — Curva de amplificacdo do gene iNOS gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Dissociation Curve

60 65

Temperature (C)

Figura 6 — Curva de dissociacédo do gene iNOS gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Na curva de amplificacdo do gene IL-18 gerada pelo 7300 Real Time PCR
System nao houve a amplificagdo e na curva de dissociagdo dos genes IL-6 e iINOS
ocorreu a presenga de mais de um pico para estes genes, o que nao corrobora com
Hirose et al. (2001), novos primers foram desenhados e foram testados
posteriormente. Para o desenho dos novos primers foi utilizado o programa Primer

Express versao 3.0 (Applied Biosystems), conforme Tabela 3.
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Tabela 3 — Sequéncia dos novos primers utilizados para avaliar a expressdo dos genes IL-186, IL-6 e

iNOS.
Primer Sequéncia Referéncia ou ID*
F GCACGATGCACCTGTACGAT
IL-18 BC008678 1
R AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT
F CCAGGAGCCCAGCTATGAAC
IL-6 AK301141.1
R GAGCAGCCCCAGGGAGAA
] F CCTCGGCTCCAGCATGTAC
iNOS NM_002046
R TGGGACAGCTTCTGATCAATG

*ID no GenBank (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/)

Nas Figuras 7, 8 e 9, observa-se a curva de amplificagdo do gene TNF-a e
dos controles endogenos B-actina e GAPDH. As Figuras 10, 11 e 12 mostram que,
durante a curva de dissociacado, nao foram observados picos referentes a dimeros de

primers ou produtos ndo especificos para o gene alvo e para os controles enddégenos.

Delta Rnve Cycle

12 3 45 67 8 8101112131415161718 192021 2223 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Figura 7 — Curva de amplificacdo do gene TNF-a gerada pelo
7300 Real Time PCR System.



Dissociation Curve

0.04

0.02 / e -L——//\~-_ 2
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-0.02

60 65 70 75 a0 85 90 o5

Termperature (C)

Figura 8 — Curva de dissociacdo do gene TNF-a gerada
pelo 7300 Real Time PCR System.

Delta Rn vs Cycle
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1.0e-001

1.0e-002 [

1.0e-003

1.0e-004

1 23 485 67 8 91011121314 1516 1718192021 2223 24 25 26 27 2829 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 9 — Curva de amplificacdo do gene B-actina gerada
pelo 7300 Real Time PCR System.

Dissociation Curve
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Figura 10 — Curva de dissociagéo do gene B-actina gerada
pelo 7300 Real Time PCR System.
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Delta Rn vs Cycle

1.0e+001 77

1.0e+000 |

1.0e-001 |5——
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1.0e-004 |-+

1.0e-005

1 2 3 45 67 8 91011 121314151617 18 182021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 238 39 40

Cycle Mumber

Figura 11 — Curva de amplificacdo do gene GAPDH gerada
pelo 7300 Real Time PCR System.

Dissociation Curve

60 85 70 75 a0 85 a0 95

Temperature (C)

Figura 12 — Curva de dissociagdo do gene GAPDH gerada
pelo 7300 Real Time PCR System.

Nas Figuras 13, 14 e 15, observa-se a curva de amplificagdo dos novos
primers sintetizados dos genes IL-183, IL-6 e iINOS. As Figuras 16, 17 e 18 mostram
que, durante a curva de dissociacdo, nao foram observados picos referentes a

dimeros de primers ou produtos nao especificos para os genes alvo.
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Figura 13 — Curva de amplificagao do gene IL-1 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.
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Figura 14 — Curva de amplificacdo do gene /L-6 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.
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Figura 15 — Curva de amplificagao do gene iNOS gerada pelo
7300 Real Time PCR System.
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Dissaciation Curve

Derivative

60 65 T 75 a0 a5 an 95

Temperature (C)

Figura 16 — Curva de dissociagao do gene /L-1(8 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Dissaciation Curve

Derivative

0.00 —G:-TEE
-002
60 65 70 75 a0 a5 40 85

Temperature [C)

Figura 17 — Curva de dissociagcéo do gene IL-6 gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

Dissaciation Cure

Deriv ative

60 (i) 70 75 85

Temperatura (C)

Figura 18 — Curva de dissociagao do gene iNOS gerada pelo
7300 Real Time PCR System.

ApOs a coleta de todas as amostras do estudo, foi feito o PCR em Tempo
Real. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo programa REST®

2009 para comparar a diferenga de expressao de cada gene alvo (/IL-18, IL-6, TNF-q,
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iNOS) em tecido periodontal de gestantes com e sem DP, das ndo gestantes

portadoras e nao portadoras.
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ANEXO C
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ANEXO E

ANEXO F

ANEXOS

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

Autorizagao do Laboratério de Genética Molecular Dr. Mario Luiz
Martinez da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora.

Aceite de publicagao do artigo cientifico intitulado “Expression of IL-
1, IL-6, TNF-a, and iNOS in pregnant women with periodontal
disease”, na revista GMR — Genetics and Molecular Research.
Normas de publicagao do periédico GMR — Genetics and Molecular
Research.

Trabalho apresentado sob a forma de pdster no 7° Congresso
Odontologia 2010 — Juiz de Fora/MG. Este trabalho refere-se a
resultados parciais do estudo piloto.

Trabalho apresentado sob a forma de pdster na IADR (/International
Association for Dental Research) 2011 — San Diego/California. Este

trabalho refere-se a resultados parciais do estudo piloto.



- ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa.

e
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/UFJF
36036900- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Parecer n°® «263/2008»

Protocolo CEP-UFJF: 1502.193.2008 FR: «204407» CAAE: «0163.0.180.000-08»

Projeto de Pesquisa: “Doenga periodontal em gestantes — determinagao da expressdo génica de citocinas inflamatdrias

e dxido nitrica”
Pesquisador Responséavel: Cristiane Corsini Medeiros QOtenio
Pesquisadores Participantes: Rosangela Almeida Ribeiro,Marta Fonseca Martins Guimaraes

Instituicédo:

Faculdade de Odontologia da UFJF

Sumario/comentérios
O CEP analisou o projeto e considerou que:

Diante d

Uma possivel explicacdo ndo causal para a correlagio entre a doenga periodontal e o parto prematuro tem,
como hipdtese, que individuos com predisposicdo genética poderiam determinar uma resposta
hiperinflamatéria na presenca de um desafio bacteriano. A periodontite avangada poderia ser um marcador de
susceptibilidade ao nascimento prematuro e poderia estar ligada a alguma alteracéo fenotipica em gestantes.
Assim, considerando a evidéncia de que a progressdo da doenca periodontal pode contribuir para um
desfecho adverso da gestagédo, avaliar a expressdo génica dos mediadores quimicos pré-inflamatérios,
subsidiara um melhor diagnéstico da doenga, desta forma, a instituicdo de programas que visem a
manutengao da salde periodontal desse grupo populacional.

O objetivo sera estudar a doenca periodontal em gestantes, por meio da determinagdo da expressao génica
de citocinas inflamatérias e dxido nitrico. E como objetivos especificos tém-se a:

o Avaliacdo da expressdo mRNA de citocinas inflamatérias (IL-18, IL-6, TNF-a) e da enzima éxido
nitrico induzivel (INOS) em tecido gengival inflamado de gestantes com DP, em comparagac com
mulheres néo gestantes portadoras de DP.

o Andlise da relagdo de dependéncia da expressao génica dos biomarcadores (IL-18, IL-8, TNF-a e
NO) com o grau de inflamagdo do tecido gengival de gestantes com DP, em comparagdo com
mulheres nao gestantes portadoras de DP.

A metodologia consiste no exame fisico de dez gestantes atendidas pelo Projeto de Extensdo Sé-
Riso/Atencao Materno-Infantil, encaminhadas pelo Sistema Unico da Satde do municipio, e por dez mulheres
ndo gestantes, oriundas das clinicas das Disciplinas de Cirurgia e Periodontia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal de Juiz de Fora. A coleta do tecido sera feita a partir de uma bidpsia incisional do
sitio com maior profundidade da bolsa periodontal, realizada com punch e bisturi com I&mina de ago. O
procedimento seré sob o efeito de anestesia local, indicada para cirurgia bucal menor. As amostras de tecido
gengival, aproximadamente 50mg, serdo imediatamente imersas em conservante (RNA later® — Applied
Biosystems — Austin — EUA), em microtubos e estocadas a uma temperatura de -20°C para posterior extragdo
de RNA para posterior anélise laboratorial

Critérios de Inclusdo: Serdo incluidas as mulheres, gestantes e ndo gestantes portadoras de doenca
periodontal em bom estado de salde geral independente de raca, nivel socioecondmico ou escolaridade; ser
cadastradas no SUS/JF; e que tiverem idade entre 18 e 40 anos.

Critérios de Exclusdo: Serao excluidas as mulheres gestantes e nao gestantes que forem portadoras de
diabetes mellitus, imunossupressao, hipertenséo arterial; tabagistas, efilista ou que facam uso de drogas
ilicitas; estiverem em tratamento com medicagdo de uso continuo, antibidtico e/ou antiinflamatérios nos
dltimos 3 meses; terem recebido limpeza profissional ou tratamento periodontal nos Ultimos 6 meses; e
gestantes com gestagao multipla, com diagnostico de malformagées fetais e historia de abortamento.

O embasamento tedrico apresentado sustenta o objetivo do estudo.

Ha uma descricdo de orgamento financeiro e a indicagao de que o projeto sera de responsabilidade do
pesquisador responséavel

O cronograma esta em de acordo com as fases propostas pelo estudo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, esta em linguagem adequada, clara para compreenséo
do sujeito, descricao suficiente dos procedimentos, explicitagdo de riscos e desconfortos esperados,
ressarcimento de despesas, indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, informa o
sujeito da pesquisa sobre reagdes adversas, forma do sujeito fazer contatos com o pesquisador responsavel
informando que esta de acordo com a Res. 196/96 CNS.

A qualificacéo dos pesquisadores é pertinente para o desenvolvimento do projeto de pesquisa.

O pesquisador responsavel deve encaminhar a este comité um relatério final da pesquisa.

© exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuictes definidas na Res. CNS

196/96, manifesta-se pela aprovagéo do protocolo de pesquisa proposto.

Situacao: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 28 de agosto de 2008 B ,{7”/- RECEBI
Profa. Ms~ Cynfia Pade Schmitz Correa
/Cgorgh r(:éd ora ~ CER/UFJF DATA: /2008
< ASS:

o
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Ministério da Agricultura,
Bocudria e Abastecinento

ANEXO B — Autorizacao do Laboratério de Genética Molecular Dr. Mario Luiz
Martinez da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora.

Emls:pa

Gado de Leite

DECLARACAQ

Declaro que concordo em exercer a atividade de co-orientacao
no Projeto de Pesquisa “Doenga periodontal em gestantes -
expressdo génica de citocinas inflamatorias e Oxido nitrico” a ser
executado pela cirurgia-dentista Cristiane Corsini Medeiros Oténio,
sob orientacdo da Profa. Dra. Rosangela Almeida Ribeiro, no
Programa de Pods-Graduagdo em Saude — Area de Concentracdo em
Salde Brasileira. As atividades referentes a andlises geneéticas
prevista no projeto serdo desenvolvidas no Laboratdrio de Genética

Molecular sob minha supervisao.

Juiz de Fora, 07 de julho de 2008

A VO VAED

Dra. Mata Ca Martins Guimaraes
PesquisadorA - CRBio 13681/4-D
Embrapa Gado de Leite

Rua Eugénio do Nascimento, 611)
Bairro Dom Boseo
36038-330 - Juiz de Fora - MG

Fone geral: (32)3249-4700
Fone direto: (32)3249-4840
Fax: (32)32494838

Home page: wivw. enpgl embrapa br
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ANEXO C — Aceite de publicagéo do artigo cientifico intitulado “Expression of IL-1, IL-
6, TNF-a, and iNOS in pregnant women with periodontal disease”, na revista GMR —
Genetics and Molecular Research.

§76-5680

" Ribeirdo Preto, 12 de ]unho de 2012.

Prezados Autores,

Informamos que o artigo “Expression of IL-1, IL-6, TNF-a, and iNOS in pregnant women with
periodontal disease”, GMR 2082, de autoria de C.C.M. Otenio, I. Fonseca, M.F. Martins, L.C. Ribeiro,
N.M.S.P Assis, A.P. Ferreira and R.A. Ribeiro, foi aceito para publicagdo na Genetics and Molecular
Research (GMR).

Aproveitamos a oportunidade para informar que a GMR esta indexada em 74 bases de dados, entre
elas: Index Medicus, PubMed, Medline e ISL. E tem fator de impacto 1,083, segundo JCR - junho 2011.

Atenciosamente,

1‘ "\\”” \ 12 1% P
—¥rancine Muniz ’\\\
Coordenadora editorial (Mtb 44.300)
Genetics and Molecular Research
www.funpecrp.com.br/gmr
Tel. (16) 3620-1251 - Fax. (16) 3621-1991




80

ANEXO D — Normas de publicagao do periodico GMR — Genetics and Molecular
Research.

Online jownal 155N - 1676-5650 i L ¥.1 I |
1 e I UL DA DL D A0 D41 00 DA D ) ki D)

(_1“ /r D Genetics and Molecular Research
W, . 9% 19N : R

Preparation of the manuscript - GMR

Order the sections comprising the manuscript as follows: title, running title, author,
address, abstract, key words, introduction, material and methods, results, discussion,
acknowledgments,and references.

Title Page: The title page should include the title of the article, authors’ names, and
authors’ affiliation. The affiliation should comprise the department, institution (usually
university or company), city, and state (or nation). The title page should include the
name and complete mailing address, telephone number, fax number, and e-mail
address of the author designated to review proofs. The title page should start below
the top margin, be single-spaced, and have no space left before the
Summary/Abstract. A running title of no more than 60 characters (including spaces)
should be provided.

Abstract: An abstract of up to 250 words, single-spaced, is required of research
articles and reports and should be arranged in one paragraph. The following
information (without headings) should be included: purpose, methods, results, and
conclusions. Review articles also require an abstract, which need not include all of
these items.

Key words: A list of key words or indexing terms (up to six) should be included.

Text

Format: Headings should be bold, and first letters capitalized and left-aligned. All text
should be set in Times New Roman font, 12 point, left-aligned, single-spaced. Do not
justify the right margin. Leave only one (1) space after periods. Paragraphs should not
be indented; there should not be any blank lines between them. Use line returns only
at the end of paragraphs. Do not use tabs or spaces to create indents. Use the Symbol
font for symbols and special characters. Do not use equation editors or footnoting
utilities. Save equations as images. Equations should be numbered consecutively with

Arabic numerals in parentheses on the right hand side of the page.
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Footnotes: Footnotes should be avoided. When their use is absolutely necessary,
footnotes should be numbered consecutively using Arabic numerals and should be
placed at the bottom of the page to which they refer. Place a line above the footnote,
so that it is set off from the text.

Tables/Charts: Special care should be taken to ensure that all tables are properly
formatted. Scientific symbols used should be in Symbol or Times New Roman. Tables
should be on a separate page, numbered consecutively (with Arabic numerals)
referred to by number in the text and designed to fit the column or page size of the
journal. Use tables with cells to separate columns. Do not use spaces, tabs or vertical
lines. Left justify the title above the table. Indicate each table’s location within the
manuscript.

lllustrations: lllustrations/figures (photographs, drawings, diagrams, and charts)
should each be in a single file, numbered in a consecutive series of Arabic numerals in
the order in which they are cited in the text. lllustrations must be submitted as separate
files. All illustrations are to be supplied in JPEG (jpg) format in either color or black and
white. Images must be saved as separate, stand-alone files. The image resolution
should be 300 dpi. Do not embed images within the text file. The placing of graphics in
the paper should be indicated in the text and should include the captions for the
figures. The authors should also send, by mail, a printed version of the figures. These
should be at least 10 x 15 cm, up to US letter size, so that figures can be scanned (in
case the figure files are not adequate) to guarantee good quality for publishing online.
Abbreviations: Try to use abbreviations in the text sparingly. Write out abbreviations
in full before the first time they are used in the text. Use the metric system for all
measurements without periods (cm, mL, s). Define all symbols used in equations and
formulas. Do not abbreviate the word “Figure” or “Table” in titles or text.
Acknowledgments: All acknowledgments (including those for grant and financial
support) should be typed in one paragraph directly preceding the reference section.
Authors of manuscripts submitted to GMR are requested to state the source of all
funding that enabled the described research to be undertaken.

References: References in the text should include the name of the author and the
year in parentheses, e.g. (Searle, 1961) or (King and Wilson, 1975). When a reference
with more than two authors is cited, only the first author is named, e.g. (Comstock et
al., 1958). The references must be cited in the text in chronological order, e.g. (Ideber,
2001; Uetz, 2002; Ottavai, 2004). References to “unpublished results” and “submitted
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papers” should appear in the text in parentheses following the name(s) of the
individual(s). Example: (Pereira KS, Martins PK and Silva TM, unpublished results).
No more than 40 references should be cited in a Full-length paper, 20 references in a
Short Communication and 60 references in a Review article.
References, under the heading “References”, should include only works referred to in
the text. This section should be arranged in alphabetical order under the first author’'s
last name. References should be cited as follows: journal papers — names and initials
of the first four authors (after that using et al.), year, journal abbreviated according to
PubMed or Web of Science, volume number, first and last page numbers; books -
names of authors, year, full title, edition, publishers, address (city); articles published
in symposia — names of authors, year, full title of book, name(s) of editor(s) in
parentheses, publisher, address (city), first and last page numbers.
The references should consist mainly of articles from indexed journals. References for
techniques that are essential for understanding or repeating the methods should
always be in easily accessible (indexed) journals.
Reference style: The list of references at the end of the paper should follow the format
requested by GMR.
Examples of bibliographic style

JOURNAL (Standard article). Ex.:

Chao EC and Lipkin SM (2006). Molecular models for the tissue specificity of
DNA mismatch repair-deficient carcinogenesis. Nucleic Acids Res. 34: 840-852.

Ranke MB, Lindberg A, Ferrandez Longas A, Darendeliler F, et al. (2007). Major
determinants of height development in Turner syndrome (TS) patients treated with GH:
analysis of 987 patients from KIGS. Pediatr. Res. 61: 105-110.

BOOK, WHOLE: authors, year, book title, edition or volume number, publisher,
city. Ex.:

Bartholomei-Santos ML and Sokal RR (1973). Numerical taxonomy. W.H.
Freeman and Company, San Franscico.

Cicotti and Tildesley DJ (1987). Computer simulation of liquids. 1st edn. Oxford
University Press, New York.

BOOK CHAPTER: authors, year, book title, chapter title, editors, edition,

publisher, city, pages of citation. Ex.:
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Drosopoulou E (1981). The Drosophilidae: A Taxonomic Overview. In: The
Genetics and Biology of Drosophila (Ashburner M, Carson HL and Thompson JN Jr,
eds.). Academic Press, New York, 1-97.

REPORT. Ex.:

CIAT (International Center for Tropical Agriculture) (1980). Annual Report.
CIAT, Cali.

FAO (Food and Agricultural Organization) (2004). Production Yearbook. FAO,
Rome.

THESIS. Ex.:

Hellmann K and Gomori G (1997). Estudo citoquimico em gléndulas salivares
de triatomineos do género Rhodnius. Master’s thesis, UNESP, S&o José do Rio Preto.

Pepin L (2003). Aplicagdo de marcadores microssatélites de Sus scrofa
doméstica na caracterizagdo genética de populagdes de Sus scrofa sp (porco-
monteiro) e Tayassu pecari (queixada). Doctoral thesis, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, USP, Ribeirado Preto.

CONFERENCE, SYMPOSIUM PROCEEDINGS: cite papers only from pub-
lished proceedings. Ex.:

Lehninger AL, Silva MB, Lombardi F, Zamaro PJA, et al. (2002). Analise do
comportamento eletroforético das fragdes de hemoglobinas de Rhinoclemys
punctularia (Chelonia) em diferentes pH. In: Anais do 48° Congresso Nacional de
Genética, Ribeirdo Preto.

Olsen GJ, Ludwig T, Meier H and Wolf MJ (2002). AxML: a fast program for
sequential and parallel phylogenetic tree calculations based on the maximum
likelihood method. Proceedings of 1st IEEE Computer Society Bioinformatics
Conference (CSB2002), Palo Alto, 21-28.

Pacheco EB and Miyazawa CS (2002). Estudos citogenéticos em
Cheirodontinae (Characiformes, Characidae) do pantanal do Mato Grosso. In: IX
Simpdsio de Citogenética e Genética de Peixes, Maringa, 38.

Schaeffer LR, Swalve HH and Dekkers JCM (1994). Random regressions in
animal models for test-day production in dairy cattle. Proceedings of the 5th World
Congress of Genetic and Applied Livestock Production, Guelph, 433-446.

ELECTRONIC CITATIONS (Online Journals): ensure that URLs are active

and available. Ex.:
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Rozen S and Skaletsky HJ (2000). Primer3: Bioinformatics Methods and
Protocols. In: Methods in Molecular Biology (Krawetz S and Misener S, eds.). Humana
Press, New Jersey, 365-386. Available at [http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi].

INTERNET COMMUNICATION: Ensure that URLs are active and available.
Ex.:

HTML. HyperText Markup Language. Available at
[http:/mww.w3.0rg/TR/html401/]. Accessed August 23, 2007.

NCICB. National Cancer |Institute Web Services. Available at
[http://ncicb.nci.nih.gov/infrastructure/cacore_overview]. Accessed August 23, 2007.
Wolf MJ (2005). Global review of commercialized transgenic crops: 2005. The In-
ternational Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA). Available
at [http://www.isaaa.org/kc/bin/briefs34/pk/index.htm]. Accessed August 21, 2006.
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ANEXO E - Trabalho apresentado sob a forma de p&ster no 7° Congresso
Odontologia 2010 — Juiz de Fora/MG. Este trabalho refere-se a resultados parciais do
estudo piloto.

7°CONGRESSO
ODONTOLOGIA

Radiograficamente se apresenta iniciaimente como uma lesdo radiollicida
unilocular ou multilocular, dando o aspecto de um ameloblastoma, mas pode
aparecer como uma imagem mista quando existe a formagdo de material
calcificado como osso, cemento ou dentina. Levando em consideracdo que
esta é uma condicéio de escassa casuistica e o fato da existéncia de diferentes
critérios quanto & terapéutica, foi considerada de interesse a apresentagéo de
um caso clinico atipico de fibroma odontogénico central e a discusséo de seus
aspectos clinicos, radiograficos e histopatol6gicos.

08. EXPRESSAO GENICA DE IL-6 EM GESTANTES COM E SEM DOENGA
PERIODONTAL

Cristiane Corsini Medeiros Otenio, Isabella Silvestre Barreto Pinto, Isabela
Fonseca, Marta Fonseca Martins Guimar3es, Rosangela Almeida Ribeiro

Na doenca periodontal, os componentes e produtos bacterianos agridem o
tecido adjacente, induzindo a formag&o de um infiltrado inflamatério intenso.
Ocorrem, concomitantemente, a sintese, a secrecdo e a ativacéo de uma série
de mediadores quimicos pro-inflamatérios como a interleucina 6 (IL-6).
Considerando que o individuo desempenha um papel essencial na progresséo
da doenga periodontal, o presente estudo se propSe a avaliar o padréo de
expressdo génica da citocina inflamatéria IL-6 no tecido periodontal de
gestantes com e sem doenca periodontal, pelo método de Reacéo em Cadeia
da Polimerase (PCR) em Tempo Real. Os dados obtidos foram expressos na
forma de valores de Ct e a quantificacéo relativa realizada. A comparag&o entre
os dois grupos foi realizada por meio do programa Rest© 2008. Para a
padronizacéo das condigdes experimentais um estudo piloto foi realizado. Esse
estudo consiste na andlise da expressdo do gene /L-6 em dois pools
constituidos de amostras de tecido gengival de gestantes com e sem a doenca.
As melhores concentracbes de primer e cDNA para o gene alvo /-6 € 0
controle endégeno B-actina foram 100 e 50 nM, respectivamente. A eficiéncia
de amplificagio do gene alvo e do controle endégeno foi 0,9 para os dois alvos,
Nzo foram observados picos de amplificagéo referentes a dimero de primers ou
produtos inespecificos para nenhum gene analisado, quando analisado a curva
de dissociago. Conclui-se deste modo que as condigdes pré-estabelecidas
para a andlise poderfio ser utilizadas para tragar um perfil de expressio
diferencial para os grupos do estudo.

09. USO DE TOMOGRAFIA CONE BEAM EM ENDODONTIA: RELATO DE
CASO CLINICO




86

ANEXO F - Trabalho apresentado sob a forma de pdster na IADR (International
Association for Dental Research) 2011 — San Diego/California. Este trabalho refere-se
a resultados parciais do estudo piloto.

Paper: Periodontal disease in pregnancy A— gene expression of nitric oxide (IADR/... Piginaldel

e s gy

GENE EXPRESSION OF NITRIC OXIDE

PERIODONTAL DISEASE IN PREGNANCY

Location: Hall C (San Diego Convention Center)
Presentation Type: Poster Session

, Odontopediatria, Universidade Federal De Juiz De For a, Juiz de Fora, Brazil, M.F.M. GUIMAR.EES, Mofecular Biology
Laboratory, Embrapa Dairy Cattle, Juiz de Fora, Brazil, N.M.S.P, ASSIS, Universidade Federal De Juiz De Fora, Juiz de Fora, Brazil, and R.A.
RIBEIRO, Universidade federal De Juiz De For a, Juiz de Fora, Brazil

Objective: This study aimed to determine the standard of gene expression of iINOS in gingival tissue from pregnancy women with and
without periodontal disease. Method: Data were expressed as Cycle threshold (C,) values and relative quantification performed. The

comparison between the two groups was performed using the program Rest® 2008. Gingival tissue was collected from an area with
presence of periodontal pockets deeper than 4 mm in women with periodontal disease. In women without periodontal disease gingival
tissue was colfected from adfacent tissue to teeth with indication for extraction. Ali samples were collected during dental care in a School of
Dentistry in Juiz de Fora, in the state of Minas Gerais, Southeast region of Brazil. Samples of gingival tissue (about 54 mg) were
immediately immersed in 1.5 mL RNALatter and stored at -20 °C. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen), following
the manufacturer’s recommendations. The first strand was synthesized and cDNA analysis of /¥0S was performed by means of Real Time
PCR. Resuits: This study analyzed the expression of iNOS gene into twa pools consisting of samples of gingival tissue from these groups.
The best concentrations of primer and the target gene cDNA for i¥OS and the endogenous controls g-actin and GAPDH were 100 nM-400
ng, 50 nM-100 ng and 200 nM-100 ng, respectively. The amplification efficiency of target gene and endogenous controls was 0.9 and the
temperatures of dissociation were 79°C, 86.2°C and 86.5°C, respectively. There were no peaks related to the amplification primer dimmer
or nonspecific products to any genes when analyzing the dissociation curve. Conclusion: The pre-established conditions for the analysis
will be able to draw a profile of differential expression for each group.

Keywords: Enzymes, Gene expression, Inflammation and Periodontal disease

See more of:
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