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RESUMO

A periodontite € caracterizada pela inflamacgédo do periodonto, o tecido de suporte
dos dentes. Este processo inflamatério pode evoluir da fase aguda para a fase
cronica, acarretando severa destruicdo dos tecidos periodontais como também
grave perda de insercdo dos dentes ao osso alveolar. E evidente que o acimulo
de patégenos periodontais sobre a superficie dos dentes desencadeia a doencga,
porém seu agravamento e severidade também sdo dependentes de fatores
ambientais, socioecondémicos, tabagismo, condicdo de saude sistémica e carga
genética dos individuos. Desta forma, varios pesquisadores tém se dedicado a
estudar a influéncia dos polimorfismos genéticos sobre a suscetibilidade e/ou risco
aumentado a doenca periodontal, uma vez que estes podem exercer efeito sobre
o0 prognédstico da periodontite crénica. Estudos tém relatado associacdo entre
varios polimorfismos genéticos com a inflamagédo periodontal. Ha ainda estudos
em larga escala onde grande parte do genoma (GWA) foi investigado, relatando
efeito da genética do hospedeiro sobre a resposta a doenca. Desde modo,
considerando a hipétese de associagao entre periodontite e polimorfismos no gene
SOCS1 que expressa uma proteina chave no controle da via intracelular
JAKISTAT ativada por diversas citocinas pro-inflamatorias presentes na
inflamacao periodontal, nosso objetivo neste estudo foi estudar a frequéncia dos
gendtipos, alelos e haplétipos dos polimorfismos SOCS1 %78 (rs33989964) e
SOCS1%° (rs33977706) em grupo de individuos com salde periodontal e
individuos com periodontite crénica, na tentativa de observar associagéo entre
variagdes no gene SOCS7T com a doenca periodontal crénica. Para tal, DNA
gendmico foi purificado de células epiteliais bucais obtidas por meio de enxague
com dextrose a 3%. Apds, os gendtipos foram identificados com a utilizacdo das
técnicas de PCR/ RFLP/ eletroforese. Analises estatisticas possibilitaram a
observagdo da associacdo do polimorfismo SOCS1 8% (rs33977706) com os
casos de periodontite crénica mais severa.

Palavras-Chave: Proteinas Supressoras da Sinalizacao de Citocina, Polimorfismo
de Nucleotideo Unico, Periodonto
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ABSTRACT

The periodontitis is characterized by the periodontium inflammation, the supporting
tissue of the teeth. This inflammatory disorder might evolve from the acute to the
chronic phase, causing severe periodontal tissue destruction as well as teeth
insertion loss in the alveolar bones. It is evident that the accumulation of
periodontal pathogens on the teeth surface origins the disease, yet its aggravation
and severity also depend on socioeconomic and environmental factors, smoking,
systemic health condition and the genetic background of the subjects. Thus,
several researchers have focused their studies on the influence of the genetic
polymorphisms in the susceptibility and/or increased risk to the periodontal
disease, once they might play a role on the chronic periodontitis prognosis. Studies
have shown association between several genetic polymorphisms and periodontal
inflammation. Still, there are large-scale studies in which the majority of the
genome (GWA) has been investigated, reporting genetic host roles as responses
to the disease. Thus, considering the hypothesis of association between
periodontitis and polymorphisms in the SOCS1 gene which expresses a key
protein in the control of the intracellular JAK/ISTAT via activated by varied pro-
inflammatory cytokines found in the periodontal inflammation, we aimed to study
the frequency of genotypes, alleles and haplotypes of the polymorphisms SOCST
1478 (rs33989964) and SOCS1%%° (rs33977706) in a healthy periodontal subjects
group and in a chronic periodontal subjects group, attempting to observe
association between variations in the SOCS7 gene and the chronic periodontal
disease. To do so, genomic DNA was purified from mouth epithelial cells collected
through 3% dextrose rinse. Afterwards, the genotypes were identified by the use of
PCR/RFLP electrophoresis techniques. Statistical analysis allowed us to observe
association of SOCS1%2° polymorphism (rs33977706) with more severe chronic
periodontitis cases.

Key words: Suppressor of Cytokine Signaling Proteins, Single Nucleotide
Polymorphism, Periodontium
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1 INTRODUCAO

As citocinas representam uma grande familia de glicoproteinas
secretadas que atuam como fatores reguladores em processos bioldgicos
importantes, incluindo desenvolvimento embrionario, resposta imune
inflamatéria e hematopoiese. Participam da complexa cascata inflamatéria
onde algumas citocinas atuam como potencializadores da resposta imune do
hospedeiro frente as agressao sofridas (Lotem et al., 2002). As citocinas,
portanto, possuem um papel central e fundamental na resolucdo do processo
imune-inflamatério e assim podem diretamente interferir no prognéstico de uma
doenca. Todo este mecanismo depende de vias de sinalizagao intracelulares
que sdo ativadas e desativadas, segundo as informacdes recebidas pelas
células e que irdo atuar direta ou indiretamente sobre o DNA no nucleo da
célula, ativando ou inibindo a transcricdo de certos genes. Quando as citocinas
se ligam ao seu receptor de superficie celular elas ativam uma via de
sinalizacao de transducao citoplasmética, responsavel por carregar este sinal
da superficie celular até o nucleo, resultando em alteracbes transcricionais
(Starr & Hilton, 2004).

A via de sinalizacao intracelular JAK (Janus kinase) / STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) representa uma das mais
importantes e estudadas na inflamacao uma vez que é ativada pela ligacao das
citocinas ao seu receptor (Larsen & Ropke, 2002). As Janus Kinases (JAKS)
sao constitutivamente associadas aos dominios citoplasmaticos dos receptores
de citocina. A ligacao da citocina ao seu receptor faz com que haja dimerizacao
das cadeias dos receptores justapondo as JAKs e levando a ativacao destas
através de transfosforilacdo. As JAKs ativadas fosforilam varios substratos na
célula incluindo o STAT. Os STATs se ligam ao receptor fosforilado das JAKs
através de seu dominio SH2. Uma vez ligados, os STATs sao fosforilados o
que causa sua dissociacao do receptor. Os STATs formam dimeros e, entao,
migram para o nucleo da célula onde ativam a transcricio de genes que
medeiam as respostas biolégicas a citocinas (Starr & Hilton, 2004), figura 1.

Por muitos anos a maioria dos estudos focou nos mecanismos de acao das



citocinas sob esta via em varias doencas. No entanto, esta claro que a acao
das citocinas € controlada em sua intensidade e duracdo por meio de
regulacdo negativa da via JAK/STAT, a fim de garantir uma resposta
apropriada.

Pelo menos trés diferentes classes de reguladores mostraram sua
contribuicdo na inibicdo da acdo das citocinas. A PIAS (protein inhibitors of
activated STATs), SHPs (Scr-homology SPZ2-containing protein tyrosine
phosphatases) e SOCS (supressors of cytokine signaling). As SOCS compbem
uma familia de proteinas intracelulares e muitas delas participam da regulacéao
das respostas das células imunes as citocinas. H4 oito proteinas da familia
SOCS: SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6, SOCS7 E CIS.
Cada uma delas possui uma regido de homologia C-terminal com 40
aminoacidos conhecida como SOCS box. O SOCS Box é também encontrado
em outras diversas proteinas com regides centrais diferentes. As proteinas que
contém um dominio SH2 nestas regides centrais sao classificadas como CIS e
SOCS1-SOCS7. Adicionalmente, os membros da familia SOCS contém uma
regiao N-terminal de sequiéncia e tamanho variavel, o que os diferencia entre
si. Por exemplo: CIS, SOCS1, SOCS2 e SOCS3 tém uma regiao N-terminal
relativamente curta (50-80 residuos) enquanto que os membros SOCS4,
SOCS5, SOCS6 e SOCS7 tém a regiao N-terminal maior, com mais de 380
residuos (Krebs & Hilton, 2000; Matuoka et al.,, 1997). Andlises da sequéncia
de aminoacidos e estrutura gendmica sugerem que pares destas proteinas
estdo mais relacionadas um com o outro do que com as proteinas SOCS no
geral: CISe SOCS2, SOCS1e SOCS3, SOCS4 e SOCS5, e SOCS6 e SOCS7,
respectivamente (Larsen & Ropke, 2002).

Transcritos que codificam para SOCS1, SOCS2, SOCS3 e CIS
estdo frequentemente presentes nas células em niveis baixos, mas podem ser
induzidos por uma grande variedade de citocinas, hormdnios e fatores de
crescimento. Ha poucas evidéncias de que a expressao da SOCS4, SOCS5,
SOCS6 e SOCS7 seja induzida por citocinas (Krebs & Hilton, 2000).

Os genes SOCS sao ativados em resposta a uma série de

componentes da cascata inflamatéria, sendo que sua expressdao pode ser



mediada, pelo menos em parte, pelos fatores de transcricio STAT (Starr &
Hilton, 2004). A proteina, produzida pela transcricdo do gene, participa de um
‘negative feedback loop”, ou seja, quando a citocina se liga a seu receptor de
superficie celular, ativa a via de sinalizacdo citoplasmatica JAK/STAT;
subsequentemente, as proteinas STAT se translocam para o nucleo e
aumentam a transcricdo de genes de resposta as citocinas, incluindo os genes
SOCS. Ja no citoplasma, as proteinas SOCS inibem a transducao do sinal do
receptor de citocina para a via JAK/STAT. Portanto, a prépria proteina € capaz
de inibir a via de sinalizagdo que originalmente estimulou sua producao (Davey
et al., 2006). Uma das maneiras mais simples de atenuar a resposta, mantendo
assim, um equilibrio, € essa via de “negative feedback loop’ (Alexander &
Hilton, 2004) (Figura 1).

cytokine
receptor receptor
“on” Sofif A
[+] i @
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Figura 1: Esquema de ativagdo dos genes SOCS pela via de sinalizagdo JAK/ISTAT e a
proteina SOCS participando do “negative feedback loop”. Fonte: Davey GM, Heath WR and
Starr R. SOCS1: a potent and multifaceted regulator of cytokines and cell-mediated

inflammation. Journal Compilation 2006: 67: 1-9.

A SOCS1 e SOCS3 sao capazes de inibir a atividade kinase
intrinsica da JAK: a SOCST através da interacdo com a JAK e a SOCS3 pela
associacao ao receptor de citocina. Ja a SOCSZ2 é capaz de inibir a transducgéo
de sinal bloqueando o acesso da STAT ao receptor (Larsen & Ropke, 2002). A

expressao dos genes SOCS1T, -2 ou -3 ja foi analisada em varias doencas



inflamatérias ou nao inflamatérias, assim como a traducao das proteinas SOCS
(Sutherland et al., 2004; Chen et al., 2003; Watanabe et al., 2004; Galm et al.,
2003; Alexander & Hilton, 2004; Seki et al., 2003; Federici et al., 2002; Ortiz-
Munoz et al., 2009; Rastmanesh et al., 2008).

A transcricio de SOCS-1 ocorre rapidamente em resposta as
citocinas, tanto in vivo quanto in vitro, sendo que sua regiao promotora contém,
supostamente, sitios de ligacdo para STAT1, STAT3 e STAT6. Estudos com
camundongos knockout revelaram funcdes distintas e ndo redundantes para
SOCS-1, na regulagédo das citocinas inflamatérias e no sistema imune (Davey
et al., 2006), e atualmente ha poucas evidéncias de um papel direto para as
células B no desenvolvimento de doengas em camundongos knockout para
SOCS-1 enquanto que os linfocitos T parecem ser de importancia crucial
(Alexander & Hilton, 2004).

Em camundongos knockout para SOCS-1, em modelo de artrite
inflamatéria aguda, com perfil do tipo Th1 de citocinas, a severidade da
inflamacao sinovial e destruicdo articular foram mais fortes, quando
comparadas as dos animais controles (Egan et al., 2003). Em um estudo que
verificou o papel de SOCS-1 durante a infeccao com C. pneumoniae em
camundongos, 0s autores concluiram que a presenca da proteina controla a
doenca inflamatéria letal que foi induzida pela infeccdo (Yang et al., 2008).

O produto do gene SOCS-1 também parece ter um papel como
supressor de tumor, ja que seu locus esta frequentemente silenciado pela
metilagdo em carcinomas hepatocelulares, sendo que a restauracdo de sua
expressao leva a uma reducdo no fenétipo transformado (Yoshikawa et al.,
2001). Além disso, a hipermetilacao dos genes SOCS-1 foi encontrada em uma
proporcéo de linhagens de cancer de mama e ovario, leucemia miel6éide aguda
e mieloma multiplo (Sutherland et al., 2004; Chen et al., 2003; Watanabe et al.,
2004; Galm et al., 2003).

SOCS3 apresenta propriedades antiinflamatérias claras. Em trabalho
de Shouda et al., 2001, foi demonstrado que a administracao de um adenovirus
produzindo SOCS3 conduziu a reducdo da inflamacao e cicatrizagdo das

articulagcdes, em tecidos acometidos por artrite reumatéide, diminuindo



significativamente a destruicdo éssea e da cartilagem. Na colite, foi proposto
que as citocinas inflamatérias que conduzem a doenga agem por meio da
ativacdo de STAT3 e que as SOCS3 séao induzidas com o objetivo de controlar
esta cascata de sinalizacdo. Sendo assim, estratégias terapéuticas que tem
como alvo a expressdao de SOCS3 ou a atividade da proteina em pacientes
com doencas inflamatérias podem se mostrar efetivas (Alexander & Hilton,
2004).

Na asma, uma doenca alérgica caracterizada por infiltracao
extensiva das vias aéreas por células T expressando um perfil Th2 de
citocinas, uma correlacdo positiva evidente foi encontrada entre doenca e
expressdao de SOCS3 (Seki et al., 2003), mostrando que a SOCS3 parece ser
seletivamente expressa nas células Th2.

O aumento da transcricao dos genes SOCST, -2 e -3 foi observado
em queratinécitos humanos de individuos com doencas inflamatérias de pele,
como psoriases e dermatites alérgicas de contato, enquanto que nao foram
detectadas em peles saudaveis (Federici et al., 2002). No desenvolvimento de
placas ateroscleréticas, a expressao dos genes SOCS foi relatada como
fundamental na resposta celular, mediada pela via de sinalizacdo JAK/STAT
(Ortiz-Munoz et al., 2009).

A expressao dos genes SOCS também foi alvo de dois estudos em
pacientes com doenca renal crénica. Em um deles, os autores relataram que
sua expressdao aumentada nas células mononucleares do sangue periférico
pode ser correlacionada com a diminuicdo da funcéo renal (Rastmanesh et al.,
2008). Em estudo mais recente, no qual os pacientes ja se encontravam em
estagio terminal da doenca, observou-se um aumento da expressdo de
SOCS1, tanto em linfécitos quanto em monécitos. Houve, ainda, uma
associacdo entre este aumento de expressdao e inflamagdo sistémica
aumentada, que pode ser ilustrada por uma correlagdo significante entre a
expressao de SOCS nos mondcitos e os niveis de IL-6 no plasma. Concluiram,
portanto, que esta expressdo aumentada reflete-se na extensdao em que a
inflamacao sistémica ativa as vias inflamatdrias intracelulares (Rastmanesh et
al., 2009).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O papel dos genes SOCS na doenca periodontal cronica

A doenca periodontal crénica ou periodontite crénica possui natureza
infecciosa, porém, o estabelecimento do fenétipo clinico é dependente da
interacdo entre multiplos fatores. Esta interacao é responsavel pelas principais
caracteristicas clinicas da doenca, que incluem perda de insercdo conjuntiva,
perda de osso alveolar, inflamacdao gengival e inflamacdo associada a
formacgao de bolsa periodontal (Flemmig, 1999). Assim, destruicdo periodontal
€ considerada um resultado da resposta da susceptibilidade do hospedeiro ao
desafio bacteriano e esta sujeita a natureza a e viruléncia dos patdgenos; além
disso, pode ser influenciada por fatores ambientais e genéticos (Borrell &
Papapanou, 2005).

Os efeitos colaterais do habito de fumar na saude bucal podem ser
traduzidos em variados tipos de tumores malignos e na prépria doenga
periodontal. A fumaca derivada do tabaco, principalmente como fumaca
derivada do cigarro, € reconhecida como um dos piores fatores de risco para a
periodontite (Tonetti & Mombelli, 1999; Johnson & Hill, 2004). Tao importante é
0 assunto que na ultima década diversos estudos lancaram propostas para
tentar entender os mecanismos de acao do fumo nos tecidos bucais (Tonetti &
Mombelli, 1999; Johnson & Hill, 2004).

O papel das citocinas inflamatérias na periodontite crénica também
vem sendo exaustivamente investigado nos ultimos anos. Entretanto pouco
ainda foi estudado com relacéo ao papel das proteinas SOCS nesta doenca.
Garlet et al., 2006 foram os primeiros autores a demonstrar a expressao de
mRNA para os genes SOCST, -2, -3 em tecidos acometidos pela doenca
periodontal. Adicionalmente, observaram uma variacdo nos niveis desta
expressdo para as diferentes formas da doenca, sugerindo que isso possa
estar relacionado a natureza mais estavel ou mais progressiva das lesées.

Além das citocinas, os patdgenos e seus produtos, como o LPS,
também sdo capazes de induzir a expressao dos genes SOCS (Alexander &

Hilton, 2004; Nakagawa et al., 2002), sugerindo que SOCST possa funcionar



como um regulador negativo nas respostas ao LPS. A indugéo da expressao de
SOCS também pode estar relacionada as lipoxinas, moduladores cruciais da
resposta pro-inflamatoria. Estudo conduzido em camundongos knockout para
SOCS2 observou que houve uma producdo descontrolada de citocinas pré—
inflamatérias, aberrante infiltracdo de leucécitos e elevada mortalidade
(Machado et al., 2006). Esses dados, associados ao fato de que niveis
elevados de lipoxinas podem ser encontrados em tecidos acometidos por
doenca periodontal (Berglundh & Donati, 2005; Kantarci & Van Dyke, 2005) e a
expressdao aumentada de SOCS1, SOCS2 e SOCS3 em tecidos também
acometidos pela mesma doenca (Garlet et al., 2006), leva-nos a acreditar que
possa haver um possivel papel protetor dos genes SOCS na periodontite

cronica.

2.2 Papel dos polimorfismos genéticos sobre os genes SOCS

Polimorfismos genéticos sao variagcdes das bases nitrogenadas do
genoma e sao encontrados dispersos pela populacdo mundial, havendo muitas
vezes diferenca da frequéncia de um dado polimorfismo genético entre
diferentes racas. Embora sua expressdo tenha associagdo com fendtipos
considerados normais, polimorfismos genéticos podem exercer alteragdes
sobre a fungdo do genoma, fungcédo esta geralmente detectada nos fendtipos
como as chamadas “tendéncias”. Esses polimorfismos ditos funcionais podem,
como exemplo, influenciar a taxa de transcricdo ou alterar a conformacao de
uma determinada proteina, tornando-a menos ou mais ativa e gerando assim
mais ou menos suscetivel a uma determinada disfuncdo em certos individuos.
No entanto, associado a outros fatores, o papel dos polimorfismos genéticos
pode desempenhar funcdo ainda mais importante, protegendo ou agravando
desvios sérios da normalidade, como o prognéstico de determinados tumores.

A regiao do gene SOCST mostra-se bastante polimérfica, havendo
varias substituicdes de base Unica (Single Nucleotide Polymorphism (SNP)) e
polimorfismos de insergdo/delecdo. A maioria destes polimorfismos mostrou
nao ser funcional ou ainda nao tem funcédo conhecida. Caracteristico do gene



SOCS1 é a presenca de uma extensa ilha CpG que se estende deste o
promotor até o corpo do gene, cobrindo o primeiro e segundo exons do gene. A
figura 2A ilustra alguns dos sitios polimérficos encontrados no gene SOCST.

A Exon 1 Exon 2
ATG TGA

22312 22034 1915 -1%11 0 1EF6 1636 -1630 L1478 -1085 L1073 -1026 922 343 . -179 874 1092

Figura 2A: SOCST gene. A regido codificante do gene é observada na caixa preenchida por
preto e envolve todo o exon 2. Ja o inicio da transcricdo tem inicio no exon 1. Alguns dos
polimorfismos com maior freqiiéncias na regiao reguladora do gene e no corpo do gene sao
apontados como “X” ao longo de todo gene. Fonte: Mostecki, Cassel, Klimecki, et al. A SOCS1
promoter variant is associated with total serum IgE levels. The Journal of Immunology 2011:
187: 2794-2802

Destes polimorfismos listados na figura, varios sado bastante
estudados e entre eles estdo os polimorfismos na posicao -1478 e -820. O
polimorfismo genético identificado na posicao -1478, localizado na regiao
promotora do gene, € caracterizado pela delecao/insercdo das bases CA nas
posicoes -1477/-1478, respectivamente. Em estudo realizado em grupo de
pacientes asmaticos foi observada associacdo entre os gendtipos CA/CA "8 e
CA/CAdel*’® e maior nivel de expressdo protéica para SOCST em
pneumdécitos (Michishige et al., 2007), havendo associacao entre a presencga do
alelo CA e os individuos asmaticos. Também foi observado que pacientes
apresentando Iupus sistémico eritematoso com trombocitopenia tendem a uma
menor frequéncia da delecdo na regido -1478 do gene SOCST, quando
comparados com pacientes sem trombocitopenia. Ou seja, a freqiéncia dos
gendtipos CA/CAdel ou CAdel/CAdel versus CA/CA  mostrou-se
significantemente menor em pacientes com trombocitopenia, comparado com
aqueles sem trombocitopenia (Chan et al., 2010). Tais achados sugerem que
este polimorfismo no gene SOCS1 module a atividade génica. No entanto, nao



ha relato de estudo in vitro reportando o papel deste polimorfismo sobre a
atividade transcripcional do gene.

O polimorfismo observado na posicdo -820, também na regiao
promotora do gene SOCS1, comprovadamente afeta a atividade
transcripcional, conforme demonstrado por estudo in vitro (Mostecki et al.,
2011). Caracterizado pela presenca do alelo A e alelo C, foi observado que a
presenca do alelo A remove uma sequéncia consenso CIS do DNA que
permitia a ligacdo do fator de transcricdo YY7 ao promotor do gene SOCST —

fator esse que gerava diminuicdo da atividade promotora do gene (Chan et al.,

000=0..

GOCGOTCCTCGCCGCGACGC CACCGUGGAAAGAGAAACCAAAAGTGGAGCTGGGGGCGGGG

*
-7|"57

COQUUAGOUQOU oo TCCCOUCOTCOUCAGUCCCOUOTOCCAQULOGOTTTAA

5

AAGACTGGCGCAGGGGCEGGCOCCGAGCAGAGCGAGCTGCGGCCGTGG

2010). Este mecanismo é ilustrado na figura 2B.

Figura 2B: Regido promotora do gene SOCS1. Fonte: Mostecki et al, 2011. A SOCS1 promoter
variant is associated with total serum IgE levels. The Journal of Immunology 2011: 187: 2794-
2802



3 PROPOSICAO

Uma vez que a proteina SOCST1 desempenha papel central na
modulacdo da atividade de varias citocinas pré-inflamatérias em doencas,
como a periodontite crénica, e muito pouco ou nada foi investigado com relagao
a presenca de polimorfismos genéticos em SOCST1 e esta doenca, a proposta

1-1 478/-820

deste estudo foi investigar a associacao dos polimorfismos SOCS com

a periodontite crdénica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao da Amostra

A andlise de polimorfismos genéticos foi realizada utilizando DNA
isolado de individuos recrutados da clinica de especializacdo em Periodontia
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-FOP/UNICAMP. Estes pacientes
se encontravam sistemicamente saudaveis, brasileiros de ambos os sexos,
adultos e nao-tabagistas. Estas amostras, apds triagem, foram divididas entre
dois grupos: um grupo formado por individuos que apresentavam periodonto
saudavel e um grupo formado por individuos diagnosticados com periodontite

cronica:

1) Controle (Control): Individuos n&do fumantes, sem sinais clinicos de
inflamacéao dos tecidos periodontais ou mucosa bucal e sem perda de insercao
conjuntiva (CAL) < 3mm. (N=111)

2) Periodontite Crénica (ChrP): Individuos néo tabagistas, com pelo menos trés
dentes apresentando perda de inser¢gao conjuntiva (CAL) =2 5 mm e sinais

clinicos evidentes de inflamacao gengival generalizada. (N=146)

Os dados demograficos das amostras selecionadas para o estudo
dos alelos polimérficos nos sitios SOCS1%° e SOCS1'"® sd0 mostrados nas

tabelas 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4 a sequir:

Tabela 1.1. [dade média, género e raga dos grupos Controle, Periodontite Crénica e
Periodontite Crénica Severa de SOCS1%%.

S0CS1%%° Idade Género Raca* (%)
X Homem Mulher C J M AA
Controle (N=105) 37,3 38,8% 61,2% 82 1 9 8
ChrP (N=86) 45,1 35,9% 64,1% 72 0 19 8
ChrP(S) (N=51) 44,8 28,2% 71,8% 67 0 28 5

*C — Caucasiano; J — Japonés; M — Mulato; AA — Afro-americano.
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Tabela 1.2. Idade média, género e raga dos grupos Controle e Periodontite Crénica +
Periodontite Crénica Severa de SOCS1%%.

S0CS1%%° Idade Género Raca* (%)
X Homem Mulher C J M AA

Controle (N=105) 37,3 38,8% 61,2% 82 1 9 8
ChrP (N=137) 45,0 33,0% 67,0% 69 0 24 7

*C — Caucasiano; J — Japonés; M — Mulato; AA — Afro-americano.

Tabela 1.3. [dade média, género e raga dos grupos Controle, Periodontite Crénica e
Periodontite Crénica Severa de SOCS1'*78,

socst14® Idade Género Raca* (%)
X Homem Mulher C J M AA
Controle (N=111) 37,2 38,2% 61,8% 82 1 9 8
ChrP (N=90) 46,0 33,9% 66,1% 76 0 16 8
ChrP(S) (N=56) 45,0 26,8% 73,17% 68 0 27 5

*C — Caucasiano; J — Japonés; M — Mulato; AA — Afro-americano.

Tabela 1.4. Idade média, género e raca dos grupos Controle e Periodontite Cronica +
Periodontite Cronica Severa de SOCS1'*78,

socst1'4® Idade Género Raca* (%)
X Homem Mulher cC J M AA
Controle (N=111) 34,61 36,62% 63,38% 62 1 8 8

ChrP (N=146) 45,58 31,13% 68,87% 72 0 22 6

*C — Caucasiano; J — Japonés; M — Mulato; AA — Afro-americano.
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O diagnostico de doenca periodontal crénica foi baseado no
diagnéstico clinico levando em consideragdo a perda de insercdo conjuntiva
conforme preconizado pela Academia Americana de Periodontologia. Este
sistema é o utilizado na clinica de graduacao e pods-graduacao em periodontia
da FOP/UNICAMP onde recrutamos os participantes da pesquisa. O presente
trabalho foi submetido ao comité de ética FOP-UNICAMP para apreciacao, e 0s
pesquisadores deste estudo comprometeram-se com a garantia de privacidade
da identidade dos participantes. Todos os individuos assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) para a participagdo voluntaria na
pesquisa de acordo com as normas do Comité em Etica da Instituicao
(FOP/UNICAMP) e preencheram uma ficha de coleta de dados periodontais
(Anexo). Individuos alcodlatras, com histérico de diabetes, gravidas ou
mulheres em lactacao, individuos com histérico de hepatite e infecgcao por HIV
ou com pré-medicacdo antibidtica recente, como também uso crénico de
antiinflamatérios, ndao foram incluidos nesta pesquisa. Estes critérios de
inclusdo se devem as interferéncias que poderiam ocorrer na classificacdo do
diagnéstico da doenca periodontal e, assim, podendo interferir com o estudo.
Nao foram excluidos individuos pertencentes a qualquer grupo étnico-racial,
pois a tentativa de se isolar determinadas caracteristicas raciais € de pouco
valor em um pais altamente miscigenado racialmente como o Brasil (Parra et
al., 2003).

4.2 Coleta das amostras

4.2.1 Células epiteliais bucais — As células epiteliais foram colhidas apds
bochecho realizado com 5 mL de dextrose a 3% e centrifugado durante 10 min
a 3000 rpm para sedimentacao das células conforme descrito por (Trevilatto &
Line, 2000).

4.2.2 Extracao de DNA — DNA genOmico foi purificado utilizando a
sequéncia fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado com citrato
de sédio/etanol. Ao final, a quantidade de DNA purificado e sua concentracao

foram mensuradas em aparelho de espectrofotometria Nanodrop
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(Thermo Scientific). Apds, as amostras foram diluidas para concentracao igual
a 100ng DNA/uL.

4.3 Analise do polimorfismo no gene SOCS1 (posicao -1478)

4.3.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Restriction
Fragment Lengh Polimorphism (RFLP)

PCR foi realizada em volume total de 12uL contendo: 6uL Go Taq
Green Master Mix (1X) (Promega Corporations, Madison, Wi, EUA), 2uL do set
de primers especificos (10uM), 1uL (~100 ng) de DNA gendmico e 3uL de H,O
nuclease free. O fragmento de interesse no gene SOCST foi amplificado
utilizando as sequéncias dos primers descritas na tabela 1 abaixo. Como
controle negativo foi utilizado agua no lugar do DNA na PCR. A amplificacéao foi
realizada em termociclador da marca Technne utilizando ciclagem de: 5’ a 95°C
, 28x (1" a 95°C, 1’ a 60°C, 1’ a 72°C), 7" a 72°C. Apoés, os fragmentos
amplificados a partir da PCR foram submetidos a técnica de RFLP para analise
dos gendtipos. A reagao correu em volume final total de 10uL, contendo: 2
unidades da enzima de restricdo DdEI (0,2uL), 1puL de tampao NEB buffer , 3uL
da PCR e 5,8uL de H>O. O tamanho do amplicon e a regidao de corte da enzima
DdE| sao mostrados na tabela 1.

Tabela 2. A tabela apresenta a sequéncia do set de primers para amplificagao do gene
SOCS1, numero de bases do amplicon e posicao de corte da enzima DdEl

Primers Amplicon | Restriction Enzyme
SOCS1-1478 DdEI
FOW - TGTCGTCCAGCTGCACCTC 250pb C|TNAG...3’
REV - ACCACAGGCTTCAGAGGAAC GANT|C...5

Apés a digestdo com a enzima DdEl as amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida a 10% e, entdo, foi realizada a corrida por
eletroforese. Ao final, o0 DNA nos géis foi evidenciado por coloragao utilizando
SYBR Gold (invitrogen), em solugao contendo 50mL de H.O e 10uL de SYBR,
durante 10 min. Apds, as bandas foram visualizadas em aparelho foto
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documentador Image Master® VDS, analisadas e classificadas conforme os

critérios a seguir:

1. Bandas nas alturas correspondentes a 105pb e 145pb: gendétipo CA/CA;

2. Bandas nas alturas correspondentes a 105pb, 145pb e 250pb: gendtipo
CA/CAdel;

3. Apenas uma banda na altura de 250pb: genétipo CAdel/CAdel

MW Het CA- CA+ CA+ Het CA+ Het CA+ CA+ CA+ CA+ Het Het CA+ CA+ C- C+

300pb

200pb

100pb

Figura 3: Eletroforese de gel de poliacrilamida apds coloracao utilizando GelRed/SYBR Gold
(Invitrogen). Amostras com gendtipo heterozigoto (Het), homozigoto CA (CA+) e homozigoto
com delegao CA (CA-) sdo mostradas apos andlise de RFLP com a enzima de restricdo DdEl.

4.4 Analise do polimorfismo no gene SOCS1 (posicao -820)

441 TagMan System (Applied Biosystems by Life
Technologies)

Genotipagem pelo método Endpoint foi utilizada para analise do
polimorfismo SOCS1®°. Para isto, set de primers e sondas especificas para
este polimorfismo do sistema TagMan (Life, Applied) (SNP ID: rs33977706)
foram utilizadas nas reacdes. As reacdes ocorreram em volume final de 10puL,
contendo: 2uL gDNA, 5uL TagMan Genotyping Master Mix, 0,5uL TaqgMan
genotyping assay mix 20x e H,O DNAse-free para completar o volume da
reacdo. Apds, as PCRs foram realizadas em aparelho termociclador
LightCycler 480 (Roche) nas seguintes condicbes de ciclagem: 10’ a 95°C, 40x
(15”7 a 959, 17 a 60°C). Neste sistema, o alelo A foi identificado pela detecgao da
fluorescéncia do agente VIC (HEX) (580nm) e o alelo C pela detecgao da
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fluorescéncia do agente FAM (510nm). Abaixo é apresentada figura

esquematica do método utilizado (Figura 4A).

Allele X Probe Allele Y Probe
Target DNA: m;e;a:':!-:.l I[Il.n'.nlfl:I:lII!ypE] ITs:rgPT DN.P._ ;m‘l.e;i::.;.-;:;ann]
B Allele X Sample Allele ¥ Sample
L 4
?
4
A ®

Figura 4A: Representagdo esquematica de Genotipagem Endpoint com corantes reportadores
diferentes. A: Sondas de sequéncia especificas com corantes reporters diferentes. B: Durante a
fase de alongamento, somente as sondas adequadas sdo clivadas, separando o corante
reporter do quencher.

Fonte: LightCycler® 480 Instrument, Operator’s Manual — Roche

A deteccdo dos agentes fluor6foros era plotada pelo préprio
equipamento em um grafico de dispersdo que discriminava ao mesmo tempo
0s genotipos dos individuos analisados nos grupos. Desta forma, o software
LightCycler® 480 Genotyping automaticamente agrupava as amostras nos
possiveis genotipos, baseando-se na distribuicdo da intensidade dos dois
agentes fluorescentes (Figura 4B).
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Figura 4B: C: O corante reporter clivado nao é mais inibido e emite um sinal fluorescente. D: O
grafico de dispersdo mostra intensidades finais de fluorescéncia de varias amostras permitindo
uma facil discriminagdo. Altas intensidades da sonda do Alelo X sédo posicionadas para a
direita, altas intensidades da sonda do Alelo Y s&o posicionadas do lado inferior direito e altas
intensidades de ambos os alelos sao posicionadas para cima e para a direita, entre ambos,
marcando amostras heterozigotas. FLUORESCENCE HEX: Alelo A SOCS71 -820;
FLUORESCENCE FAM: Alelo C SOCS1 -820.

Para ensaios de genotipagem do tipo Endpoint, foram utilizadas
sondas de hidrélise. Cada sonda contém dois roétulos, um reporter € um
quencher fluorescentes, em grande proximidade um ao outro. Quando a sonda
esta intacta, o corante quencher esta proximo o suficiente do corante repérter
para suprimir o sinal fluorescente do repérter por intermédio do processo
FRET. Durante a fase de alongamento, a sonda de hidrélise é clivada,
separando o repérter do quencher. Na sonda clivada, o repérter ndao é mais
suprimido e emite um sinal fluorescente quando excitado (Rosche LightCycler®
Manual).

Foram adicionados em cada ensaio e em cada well, 5,0ul de
TagMan Genotyping Master Mix (2x) e 0,5ul de TagMan genotyping assay mix®
(20x), além de 100ng de DNA diluidos em 4,5ul de H.0 DNAse e RNase free
(Tabela 3).
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Tabela 3. Componentes de cada ensaio e suas respectivas quantidades.

DNA Predelivery and Dry-Down Method

TagMan Genotyping Master Mix (2x) 5,0ul

TagMan genotyping assay mix® (20x) 0,54l

100ng de DNA + DNAse-free, RNase-free water 4,5ul

Total 10ul

4.5 Analise Estatistica

As diferencas entre a distribuicdo dos gendétipos e frequéncia dos
alelos entre os grupos, foi analisada com o auxilio do teste y® utilizando o
software BioEstat 5.0. O célculo de Equilibrio de Hardy- Weinberg (H-WE) foi
realizado utilizando o mesmo programa. A andlise do efeito dos haplétipos
sobre a doenca foi realizada utilizando o software Hapstat (Software for the
statiscal analysis of haplotype-disease association, version 3.0, University of
North Carolina at Chapel Hill) e Arlequin 3.0 (software for population genetics
data analyses). O poder estatistico da amostra foi verificado utilizando o
software G*Power versao 3.0.5 (~92%). Os parametros utilizados foram: efeito
do tamanho amostral moderado=0,3; nivel de significAncia estatistica =0,05, 1
e 2 graus de liberdade para analise de alelos e gendtipos, respectivamente.
Valores p < que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

A analise pelo teste de Hardy-Weinberg mostrou haver equilibrio na
distribuicdo dos gendtipos entre o grupo controle e grupo periodontite cronica

17478 quanto para o polimorfismo SOCS1%%°,

tanto para o polimorfismo SOCS
H-WE (2, p>0,05).

Nés nao observamos diferenca estatisticamente significante na
distribuicdo dos gendtipos e alelos entre os grupos para o polimorfismo
SOCS1'® (42, p>0,05). A tabela 4 apresenta a distribuicdo dos gendétipos
entre os grupos para o polimorfismo SOCS1'%"® (42, p=0,6959) enquanto a
distribuicdo dos alelos entre os grupos para o polimorfismo SOCS1'*’® pode
ser observada na tabela 5 (32, p=0,4299).

Diferenga estatisticamente significante também nao foi observada
para a distribuicdo dos gendtipos entre os grupos para o polimorfismo SOCST
820 (42, p=0,1551). Os dados sdo mostrados na tabela 4. No entanto, quando
analisada a distribuicao dos alelos entre os grupos para o polimorfismo SOCST
820 observamos diferenca proxima da significancia (x?, p=0,080), sendo nitida
uma tendéncia da presenca do alelo C no grupo periodontite crénica. Os dados

sao observados na tabela 5.

Tabela 4. Freqiiéncia dos genétipos observados para os polimorfismos SOCS71 %° e
SOCS1 "8 nos grupos controle e periodontite crénica (ChrP).

SNP Genétipos Controles ChrP pValue
C/C 58 (55,24%) 92 (62,15%)
S0CS1 %% A/C 30 (28,37%) 27 (19,71%)  0,1551
A/A 17 (16,19%) 18 (13,14%)
~ Total: 105 (100%) 137 (100%)
CA/CA 70 (63,06%) 85 (58,45%)
socs1 1478 CA/CAdel 34 (30,63%) 49 (33,10%)  0,6959
CAdel/CAdel 7 (6,31%) 12 (8,45%)
""" Total: 111 (100%) 146 (100%)
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Tabela 5. Freqiiéncia dos alelos observados para os polimorfismos SOCS1 *% e
SOCS1 8 nos grupos controle e periodontite crénica (ChrP).

SNP Alelos Controles ChrP p Value
socs1 %% C 146 211
0,080
A 64 63
Total: 210 274
socs1 1478 CA 174 219
0,4299
Del 48 73
Total: o020 292

Uma vez que haviamos ainda sub-classificado as amostras do grupo
periodontite crénica em doenca moderada (quando a perda de insercao
conjuntiva limitava-se ao maximo de 07 mm) e doenca severa (quando a perda
de insercado conjuntiva ultrapassava o maximo de 07 mm), nés testamos a
diferenca na distribuicdo dos genétipos e alelos para o polimorfismo SOCS1%%°
dividindo o grupo periodontite crénica em dois: doenca moderada (ChrP(M)) e
doenca severa (ChrP(S)). Deste modo, observamos agora diferenca
estatisticamente significante na distribuicdo dos gendtipos e alelos entre o
grupo controle e grupos ChrP(S) para o polimorfismo SOCS1%2° ((x2, p=0,0309
e p=0,0042, respectivamente). Estes dados sdo apresentados nas tabelas 6, 7
e 8. Nota-se nestas analises ndo somente o aumento da presenca do alelo C
no grupo ChrP(S) mas, principalmente, a diminuicdo da freqiéncia do alelo A
neste grupo, havendo provavelmente um efeito protetor do alelo A contra a
periodontite crbnica, principalmente quando analisado o grupo com doenca
mais severa (OR=0,3933; p=0,0042 (IC95% 0,2112<u<0,7324).
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Tabela 6. Freqiiéncia dos genétipos observados para os polimorfismos SOCS1 2

nos grupos controle e periodontite crénica de intensidade moderada (ChrP(M)) e
intensidade severa (ChrP(S)).

SNP Genotipos Controles ChrP(M) ChrP(S) p Value
C/C 58 54 38
socs1 % A/C 30 16 11 0,05*
A/A 17 16 02
- Total: 105 86 . 51

Tabela 7. Freqiiéncia dos genétipos observados para os polimorfismos SOCS71 2

nos grupos controle e periodontite crénica de intensidade severa (ChrP(S)).

SNP Genétipos Controles ChrP(S) p Value
C/C 58 38
S0CS1 %% A/C 30 11 0,0309*
A/A 17 02
Total: 105 51

Tabela 8. Frequéncia dos alelos observados para os polimorfismos SOCS71 #%° nos

grupos controle e periodontite cronica de intensidade severa (ChrP(S)).

SNP Alelos Controles ChrP(S) p Value
820 C 146 87 .
SOCSs1 0,0042
A 64 15
Total: 210 102

21



Finalmente, foi realizada a andlise dos haplétipos dos polimorfismos
SOCS1 8291478 ytilizando dois testes em softwares diferentes (Arlequin versdo
e Hapstat versdao 3.0). O resultado foi semelhante entre as duas andlises e
revelou a diminuicdo da freqiiéncia do haplétipo A/Ca no grupo periodontite
crénica como também um efeito estatisticamente significante deste haplétipo
sobre a doenca periodontal crénica (p=0,0089). A distribuicdo da frequéncia
dos haplétipos entre os grupos e também o valor de p para o efeito do

haplétipo sobre a doencga periodontal sdo mostrados na tabela 9.

Tabela 9. Efeito dos haplétipos dos polimorfismos SOCS71 %48 na doenca

periodontal crénica.

Haplétipos SOCS7 820-1478 Controles ChrP pValue
C/CA 0,4825 0,5602 0.1270
C/CAdel 0,2012 0,2189 0.5327
A/CA 0,3033 0,1918 0.0089*
A/CAdel 0,0131 0,0291 0.4178
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6 DISCUSSAO

Utilizando uma sistematica de estudo de associacdo de casos
versus controle, n6s observamos no presente estudo uma associacao do alelo
A localizado no sitio polimorfico na posicao -820 do gene SOCS7com a doenga
periodontal crénica clinicamente caracterizada, como também do haplétipo
entre os alelos CA+A dos sitios polimérficos na posicao -1478 e -820 do gene
SOCST1, respectivamente.

A periodontite crénica é sabidamente disparada pela presenca do
biofilme bacteriano periodontopatogénico instalado sobre a superficie do dente
e tecidos moles. Inicialmente cria-se um estado de inflamagdo aguda,
clinicamente caracterizada pela gengivite, que afeta principalmente o
periodonto de protecdo. Nao resolvida, esta inflagdo atingira entao o periodonto
de sustentacdo e neste estagio ja é classificada como periodontite crénica. A
partir deste ponto, moléculas relacionadas a perfis de resposta imune-
inflamatéria entrardo em atividade. O balango da presenca destas moléculas no
local da inflamacao determinara se a doenca seguira respondendo com perfil
predominante Th1 ou Th2. No entanto, durante o embate entre os dois perfis, a
ciranda das citocinas que irdo estabelecer a resposta do hospedeiro como
sendo Th1 ou Th2 faz do SOCS1 um gene de interesse para o estudo na
periodontite crénica.

A proteina SOCS1 é também conhecida como JAK binding protein-1
ou STAT-induced STAT inhibitor-1 devido ao papel modulador que
desempenha dentro da via de sinalizacao intracelular JAK-STAT, utilizada por
diversas citocinas pro-inflamatérias. O alvo de SOCS1 nesta via € a proteina
kinase JAK. Uma vez que SOCST associa-se a JAK ocorre o recrutamento do
aparato enzimatico de ubiquitinacdo, que reconhece e marca os alvos SOCS1-
JAK complexados, ativando assim o sistema proteossomo e levando a
degradacao do complexo, o que impede a fosforilagdo da STAT pela kinase
JAK, inibindo consequentemente a sua atividade catalitica (Mostecki et al.,
2011). Adicionalmente, existem evidéncias crescentes que sugerem que
SOCS1 também pode se ligar diretamente ao receptor de citocina para
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desengatilhar sua degradacdo e/ou mascarar os sitios de ligacdo para
moléculas adaptadoras (Zhang et al., 2011).

Os mecanismos associados com a transcricdo e a traducao de
SOCS1 sao relativamente pouco estudados até o momento. O gene SOCST
localiza-se no cromossomo 16 e apresenta algumas peculiaridades que o
tornam, no minimo, interessante. Uma longa ilha CpG se estende desde o
promotor até o corpo de gene, cobrindo a regido do primeiro e segundo exons.
A transcricdo tem inicio no primeiro exon, no entanto, a sequéncia codificante
utiliza a informacgao contida a partir do segundo exon, havendo a presenca de
uma ORF (Open Reading Frame). Varios polimorfismos genéticos sao
descritos ao longo do gene SOCS1, sendo a maioria destes, aparentemente,
nao funcional.

Embora em nosso estudo nés ndo tenhamos observado associacao
entre o polimorfismo na posicao -1478 e a doenca periodontal crbnica, um
estudo em individuos japoneses observou associacdo do gendtipo heterozigoto
CA/CAdel para este polimorfismo com quadro de asma em adultos (Harada et
al. 2007). Neste mesmo estudo os autores reportam aumento da atividade
promotora in vitro na presenca da delecao do dinucleotideo CA apds ensaio
reporter utilizando a luciferase.

Em outro estudo, foram analisados pacientes com Lupus Sistémico
Eritematoso (LSE) que apresentavam manifestagbes clinicas severas, tais
como trombocitopenia e problemas no sistema nervoso central (SNC).
Pacientes com LSE com problemas no SNC exibiram tendéncia de frequéncia
genotipica de SOCS1-1478del/del maior do que aqueles sem envolvimento do
SNC (Chan et al., 2010).

Ja o polimorfismo na posicao -820 do promotor do gene SOCST1 foi
observado associado a periodontite cronica em nosso estudo e, até onde nos é
possivel conhecer, esta € a primeira vez que um polimorfismo genético em
SOCS1 € observado em associagdo com esta doenca. Este mesmo
polimorfismo também foi descrito associado a quadros de obesidade e
sensibilidade a insulina em pessoas com pele branca e em desequilibrio de
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ligacdo com polimorfismo presente na posicao +1125 do gene SOCS1 (Gylvin
et al., 2008).

Descrito como um polimorfismo funcional, o promotor do gene
SOCS1 que apresenta o alelo A na posicao -820 é potencialmente mais ativo.
Utilizando ensaio in vifro com construcao vetorial em promotor pGL3 basic,
contendo diferentes insertos, entre eles fragmento com a regido -820, foi
observado aumento da atividade da Luciferase normalizada pela Renilla na
presencga do alelo A nesta regidao. No mesmo estudo os autores demonstraram
maior expressdao de SOCST associado aos genoétipos A/A e A/C em
comparacao ao genoétipo C/C (Mostecki et al., 2011). Sugerida por Gylvin et al.,
em trabalho realizado em 2008 (onde insinuava a possivel presenca de uma
proteina nuclear de identidade desconhecida) e ratificada por Mostecki et al, a
explicacao para este aumento na atividade promotora e transcripcional do gene
se deve a perda da seqliéncia consenso conservada do DNA para ligacao do
fator de transcricdo inibitério YY7 na presenca do alelo A, sendo este alelo
identificado como uma variante “protetora”. Dessa forma, a variante SOCS71 C
820 estaria envolvida em fenétipos mais severos de periodontite justamente por
permitir a ligacao do fator de transcricdo YY7 que funcionaria como repressor
da atividade transcripcional de SOCS1.

Embora o haplétipo A®%/CA'*’® tenha sido observado como tendo
efeito sobre a doenca periodontal, nés ainda acreditamos que este efeito se
deva muito mais & freqiiéncia baixa do alelo A®®° no grupo com doenca e,
ainda mais, no grupo com doenca mais severa. Idem ao alelo A%, o alelo
CAdel*"® promove aumento da atividade promotora em SOCS1. No entanto, a
freqiéncia do gendtipo homozigoto CAdel/CAdel'*® é baixa e, assim, sem
significancia, da mesma forma que é muito baixa a freqiéncia observada do
haplétipo A®%CAdel'*®, potencialmente mais protetor na teoria se
considerado o efeito in vitro dos alelos quando analisados separadamente.

SOCS1 afeta a sinalizagdo de varias citocinas pré-inflamatorias.
Entre estas destacamos a sinalizagdo promovida pela interleucina-6 (IL6), pelo
IFN tipo 1 (que atenua a resposta do hospedeiro a infecgdes) e pelo fator de

necrose tumoral-a (TNF-a), citocinas comumente encontradas em niveis
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elevados de expressdao em quadros de inflamagdo crénica e doenca
periodontal associada a destruicdo tecidual. Possivelmente uma resposta
exacerbada a alguns desses fatores também poderia estar associada com o
grau de severidade da periodontite.

Nossos dados aludem um papel de SOCS1 na periodontite cronica.
Certamente investigagcdes mais aprofundadas a respeito da conexao entre
genotipos e o papel funcional de SOCS1 serdo necessarias, como também
estudos in vivo para melhor compreensdao da funcdo desta molécula na
periodontite crbénica. Assim, futuras aplicagbes para SOCST no diagnéstico,
prognaéstico e tratamento da periodontite poderiam emergir.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que ndo ha associagdo entre o polimorfismo SOCS1'4®

e a periodontite crénica. No entanto, associacéo entre o polimorfismo SOCST
820 ¢ a periodontite crénica foi observada, principalmente nos casos de doenca
mais severa, havendo diminuicdao da frequéncia do alelo A que possui efeito

protetor nos individuos que apresentam perdas grandes de insercao conjuntiva.
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ANEXO 1

Y
Y
umicame TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TCLE) PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA CIENTIFICA

ANALISE DE POLIMORFISMO GENETICO NO GENE SOCS1 EM INDIVIDUOS COM
PERIODONTITE CRONICA

1. INTRODUCAO: Leia este termo cuidadosamente, pois 0 mesmo visa convida-lo a participar de uma

pesquisa, sendo que as informacdes a seguir irdo descrever esta pesquisa € a sua funcdo nela como

participante. Caso tenha qualquer ddvida sobre este estudo ou termo, vocé deverd esclarecé-la com os

pesquisadores responsaveis pelo trabalho que estarfio apresentando este termo a vocé: Profa. Dra. Ana

Paula de Souza Pardo e o mestrando Roger Antoniaci Guedes, Departamento de Morfologia da

FOP/UNICAMP:; Fone: (19) 2106-5214/ 2106-5381.

JUSTIFICATICA E OBJETIVO DA PESQUISA:

O objetivo desta pesquisa serd analisar diferencas na sequencia do DNA, que guarda nossas
caracteristicas, em pacientes com periodontite (problemas de gengiva que podem levar a perda dos
dentes). Vocé deve decidir se deseja ou niao colaborar com esta pesquisa, entendendo-a o suficiente
para fazer uma decisdo consciente. Este tipo de pesquisa é importante porque trard avangos no
conhecimento da histéria da doenga periodontal que poderdo contribuir no futuro com avangos no
tratamento da periodontite. No laboratdrio este material serd analisado e assim poderemos identificar os

pacientes que possuem ou ndo essas variagdes no DNA. Ter ou nao diferencas no DNA nao ira

significar doenca, apenas variagoes entre os individuos que pré-dispdem ao problema na gengiva.

DESCRICAO DOS PARTICIPANTES:

PERIODONTITE CRONICA- Participardo deste estudo pacientes do sexo feminino e masculino,
adultos ndo-fumantes (nunca fumaram), que apresentem doenga periodontal cronica em grau moderado a
severo e que estejam em tratamento periodontal na Clinica de Especializacdo em Periodontia da FOP-

UNICAMP. Nio haverd nenhum custo adicional ao paciente decorrente da pesquisa.

CONTROLE - Individuos nio fumantes, sem sinais clinicos de inflamagdo na gengiva.

Grupo em que VOCE se enquadra:

( ) Controle

() Periodontite cronica nao fumante
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DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS:

PERIODONTITE CRONICA- Bochecho — As células epiteliais serdo colhidas apés bochecho realizado
com 5 mL de dextrose a 3%. A dextrose é um tipo de agticar que NAO causa cdrie, utilizada na extracio
das células bucais. No laboratério do Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — FOP - Unicamp, o DNA (que guarda nossas caracteristicas) e que vem das células bucais,
serd purificado e analisado. Os resultados encontrados nas células dos individuos participantes da
pesquisa serdo entdo comparados para sabermos se existem diferencas significantes entre quem apresenta
periodontite e quem ndo apresenta periodontite. Se altera¢des forem encontradas, elas ndo irdo significar
doenga, apenas variagdes entre os individuos que poderdo indicar quem possui pré-disposicdo a doenga

periodontal ou quem possui pré-disposi¢do a prote¢do contra a doenca periodontal.

POSSIBILIDADE DE INCLUSAO EM GRUPO CONTROLE OU PLACEBO: Nio hi a

possibilidade de inclusdo em grupo placebo.

METODOS ALTERNATIVOS PARA OBTENCAO DA INFORMACAO OU TRATAMENTO DA
CONDICAO: Nio hi a possibilidade de métodos alternativos para a obtencdo dos resultados.

DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS: Os procedimentos da pesquisa ndo

geram riscos a saide do paciente. A coleta do material ndo gera desconforto ou qualquer risco ao

individuo, uma vez que este material é obtido por bochecho, uma técnica totalmente nio invasiva.

BENEFICIOS E VANTAGENS DIRETAS AO VOLUNTARIO: O paciente poderd se beneficiar com
a possibilidade de receber o diagndstico previsto na pesquisa que poderd dizer se este paciente é mais
suscetivel ou ndo a periodontite. Porém, o voluntirio poderd optar abaixo em receber ou nio este
diagnéstico. O tratamento proposto ndo serd modificado, mas o paciente poderd ser esclarecido sobre a
importancia do tratamento periodontal. Os maiores beneficios esperados serdo a melhor compreensdo dos
eventos moleculares e dos mecanismos que envolvem a periodontite cronica. Uma vez conhecido este
mecanismo, novas estratégias terap€uticas poderdo ser abordadas para tratar e até mesmo prevenir a

destruicdo do periodonto no futuro.

() Sim, desejo receber meu diagndstico genético

() Nao, ndo desejo receber meu diagndstico genético

Para aqueles que aceitarem receber o diagndstico este serd por telefone. O pesquisador entrard em contato
com o voluntdrio quando obter os resultados da pesquisa que tem previsdo para ocorrer daqui dois ou trés

anos.
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ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA E GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS: Os
voluntdrios poderdo ter acesso ao andamento da pesquisa e serdo esclarecidos sempre que necessdrio
sobre duvidas a respeito da pesquisa no telefone de contato dos pesquisadores Ana Paula de Souza Pardo

e Roger Antoniaci Guedes.

DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Sua participacdo neste estudo é voluntiria e

vocé poderd recusar-se a participar ou poderd interromper sua participacdo a qualquer momento, sem

penalidades ou perda dos beneficios aos quais de outra forma tenha direito, inclusive com relacdo ao seu

tratamento odontoldgico.

SIGILO - CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: A identificacdo das amostras serd realizada
utilizando nimeros e ndo os nomes dos pacientes. Os resultados desta pesquisa serdo apresentados em
congressos cientificos, porém a identidade dos participantes ndo serd divulgada nessas apresentacdes, o
mesmo ocorrendo em eventuais publicagdes. Os resultados identificados somente serdo liberados ao

voluntdrio e ao dentista responsdvel pelo tratamento, se de acordo com a vontade do voluntério.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO: Sempre que o voluntdrio necessitar vir até a FOP/UNICAMP
exclusivamente devido a pesquisa serd ressarcido com seus gastos com transporte no valor referente ao

passe de Onibus (ida e volta).

INDENIZACAO E REPARACAO DE DANOS: Nio prevemos nenhum dano ou risco ao paciente

decorrente da pesquisa e, portanto, ndo hd previsdao de indenizacdo.

EXCLUSOES: Pacientes com histéria de diabetes; mulheres grividas ou em lactagio; pessoas com
histéria de hepatite ou infeccdo por HIV, histéria de sangramento ou discrasias sanguinea, ou com pré-
medicacdo antibidtica recente ou uso cronico de drogas antiinflamatdrias serdo excluidos da pesquisa,
pois estes fatores podem mascarar os dados analisados. Caso no decorrer da pesquisa se identifique
pacientes com estes perfis que ainda ndo se encontrem em tratamento, estes serdo encaminhados para

tratamento competente.

BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO: Este material poders ser utilizado para pesquisa de outros
genes em outras pesquisas, mas vocé serd comunicado e novo TCLE serd obtido. Vocé pode concordar

ou ndo com esta condi¢ao:

() Sim, concordo em permitir que o material biolégico, que serd coletado com meu
consentimento, faga parte de um Banco de Material Biolégico.
() Nao, ndo permito que o material bioldgico, que serda coletado com meu

consentimento, faca parte de um Banco de Material Bioldgico.

35



VOCE ESTARA RECEBENDO UMA COPIA DESTE TERMO ASSINADA POR VOCE E POR
UM DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS.

CONTATOS: Em caso de divida sobre a pesquisa, entrar em contato com a Profa. Dra. Ana Paula de
Souza Pardo e/ou com o aluno de poés-graduacdo Roger Antoniaci Guedes no Departamento de
Morfologia da FOP-UNICAMP, Av. Limeira 901, Piracicaba-SP. Fone: (019) 8262-1520. E-mail:
guedes_roger @hotmail.com
Em caso de divida sobre seus direitos como voluntdrio da pesquisa, entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da FOP/Unicamp, Fone (019) 2106-5349, Home Page
www.fop.unicamp.br/cep, E-mail: cep @fop.unicamp.br

Recebi informagdes para participagdo em pesquisa cientifica que me foi explicado dentro da
minha compreensdo. Também tirei minhas ddvidas sobre este estudo com o pesquisador até minha
completa satisfagdo. Sei que minha participagdo € voluntdria e que posso interrompé-la a qualquer
momento sem penalidade e sem prejudicar ou influenciar os resultados do estudo. Recebi uma cépia
deste termo de consentimento e também autorizo a liberagdo dos dados obtidos da pesquisa aos

pesquisadores e para publicagdo em revistas cientificas e congressos. Nao assine este termo se nao teve

a oportunidade de solucionar suas dividas e recebido respostas satisfatorias a todas elas.

Piracicaba, de de 2013

RG Telefone

Endereco

Assinatura do paciente

Roger Antoniaci Guedes — Mestrando em Biologia Buco-dental, drea de Histologia

PESQUISADOR
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_@'& Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP

ANEXO 2

a¥
UNICARMBE
N° da amostra:
Nome:
Sexo: M| F Idade: Cor: M| B P
Endereco:
Cidade: Profissao:
Tel.: - Cel.: -

S||N
S||N

Doenca Cronica?

Diabetes na familia?
S|{|N

Fumante?

S||N

Fumante Passivo?

(ndo aceitar diabetes) Qual?

DADOS CLINICOS SOBRE SAUDE GERAL

Quantos cigarros por dia? (minimo 5)

Ha quanto tempo fuma?

(minimo 5)

DADOS PERIODONTAIS

18 17 16 15 14 13 12 11

21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41

31 32 33 34 35 36 37 38
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HISTORICO

Cancer? > | [N Qual?
Cancer na familia? > | [N Qual?
Freqliéncia de Doenca Periodontal:
Doenca Periodontal na familia? > | [N Freqléncia:
Fumante na familia? S| [N
OBSERVACOES
Doenca Periodontal: ____LEVE __|[ MODERADA || AVANCADA |
Sangramento: o
Calculo: > | N
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' COMITE DE ETICA EM PESQUISA
o FACULDADE DE|ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
FO UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projetode pesquisa "Analise de polimorfismos no promotor dos
genes SOCS1 e SOCS3 em células epiteliais da mucosa bucal de individuos afetados pela periodontite crénica”, protocolo
n® 040/2012, dos pesquisadores Roger Antoniaci Guedes e Ana Paula de Souza Pardo, satisfaz as exigéncias do Conselho Nacional de
Salde - Ministério da Salde para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por este comité em 13/09/2012.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the

project "Analysis of polymorphisms in the promoters of SOCS1 and SOCS3 genes in mouth epithelial cells of subjects
comply with the recommendations of the National Health Council - Ministry of Health of Brazil for research in human subjecfg-éﬁa
therefore was approved by this committee at 09/13/2012.
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Profa. Dra. Livia Maria -gm.?;_l_(i Tenuta Prof. Dr. Jacks Jorge Junior
Secretdria Coordenador
CEP/FOP/UNICAMP CEP/FOP/UNICAMP

Nota: O titulo do protocolo aparece como fomecido pelos pesquisadores, semqualquefedk_;éo.
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	4.4.1 TaqMan System (Applied Biosystems by Life Technologies)

