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RESUMO

A susceptibilidade dos individuos a periodontite estagio 3-4 Grau C (PerioC) é
determinada por uma complexa relacdo entre os periodontopatégenos (desafio bacteriano) e
a resposta do hospedeiro, sendo essa relacéo regulada por mecanismos genéticos. Estudos
recentes em larga escala relataram a associacdo dos polimorfismos genéticos (SNPs)
rs4284742 (SIGLECS) (A>G) e rs1126478 (T>C), no gene LTF, com a Perio4C em populacdes
europeias e asiaticas, porém, ndo ha evidéncias publicadas sobre essa associacdo em
brasileiros. Desse modo, 0 objetivo do presente estudo foi investigar a frequéncia das
variagoes rs1126478 (T>C) no gene LTF e rs4284742 no gene SIGLECS5 em grupos com
PerioC e em individuos com saude periodontal (SP), na tentativa de observar uma associagéo
entre essas variacdes genéticas e a PerioC na populacdo brasileira. Assim, o DNA gendmico
foi extraido e purificado de células epiteliais bucais obtidas por meio de bochecho com
dextrose a 3%. Logo apds, os genétipos foram identificados através de PCR real-time
utilizando o sistema de sondas Tagman®. A diferenca nas frequéncias genotipicas entre os
grupos foi avaliada pelo teste de qui-quadrado. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas considerando o nivel de significancia de 5%. Devido a intercorréncias com a sonda
adquirida para realizacdo da genotipagem das amostras para o SNP, ndo foi possivel a
apresentacédo de resultados para esse SNP. Nesse estudo, os genotipos TC e CC para o SNP
rs1126478 (T > C) apresentaram uma maior frequéncia para o grupo PerioC (40,2% e 29,65%,
respectivamente) em comparagéo ao grupo SP (35,6% e 25,2%, respectivamente) (p=0.005).
Assim, pode-se concluir que concluir que h& associagdo entre 0 SNP rs1126478 no gene LTF

e a PerioC na populagéo brasileira.

Palavras-chave: Polimorfismo de nucleotideo Unico. Doencas periodontais. Genética.
Lactoferrina. Lectinas semelhantes a imunoglobulina de ligacdo ao acido

sidlico.



ABSTRACT

The susceptibility of individuals to stage 3-4 Grade C periodontitis (PerioC) is
determined by a complex relationship between the periodontopathogens (bacterial challenge)
and the host response, this relationship being regulated by genetic mechanisms. Recent large-
scale studies have reported the association of genetic polymorphisms (SNPs) rs4284742
(SIGLECS5) (A>G) and rs1126478 (T>C), in the LTF gene, with Perio4C in European and Asian
populations, however, there is no published evidence about this association in Brazilians.
Thus, the aim of the present study was to investigate the frequency of rs1126478 (T>C)
variations in the LTF gene and rs4284742 in the SIGLECS gene in groups with PerioC and in
individuals with periodontal health (SP), in an attempt to observe an association between these
genetic variations and PerioC in the Brazilian population. Thus, genomic DNA was extracted
and purified from oral epithelial cells obtained by rinsing with 3% dextrose. Soon after, the
genotypes were identified through real-time PCR using the Tagman® probe system. The
difference in genotypic frequencies between the groups was assessed by the chi-square test.
All statistical analyzes were performed considering a significance level of 5%. Due to
complications with the probe acquired to perform the genotyping of samples for the SNP, it
was not possible to present results for this SNP. In this study, the TC and CC genotypes for
SNP rs1126478 (T > C) showed a higher frequency for the PerioC group (40.2% and 29.65%,
respectively) compared to the SP group (35.6% and 25 .2%, respectively) (p=0.005). Thus, it
can be concluded that there is an association between the rs1126478 SNP in the LTF gene

and PerioC in the Brazilian population.

Key words: Single nucleotide polymorphism. Periodontal diseases. Genetics. Lactoferrin.

Sialic acid binding immunoglobulin-like lectins.



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Polimorfismo rs4284742 no gene SIGLEC5

2.2 Polimorfismo rs1126478 no gene LTF
3 PROPOSICAO

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Selecdo de pacientes
4.2 Coleta das amostras
4.3 Extracao de DNA
4.4 Genotipagem para detec¢éo do polimorfismo

4.5 Analise dos resultados

5 RESULTADOS
5.1 Estudo da populagéo
5.2 Quanto ao SNP rs4284742 no gene SIGLECS

5.3 Quanto ao SNP rs1126478 no gene LTF
6 DISCUSSAO
7 CONCLUSAO
REFERENCIAS

ANEXOS
Anexo 1 — Verificagdo de originalidade e prevencgéo de plagio
Anexo 2 — Comité de Etica em Pesquisa

Anexo 3 — Iniciacdo Cientifica

12

12

13

15

18

18

17

17

17

17

19

19

19

20

21

24

25

30

30

31

32



1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca caracterizada pela inflamacgéo dos tecidos de suporte
dos elementos dentarios em resposta a periodontopatégenos especificos presentes no
biofilme subgengival, resultando na destruicdo progressiva dos tecidos ao redor dos dentes
(cemento radicular, ligamento periodontal e tecido 6sseo). Clinicamente, manifesta-se por

perda de insercdo conjuntiva, reabsorcéo 6ssea e no pior cenario, perda dentaria.

Recentemente foi indicada uma nova abordagem classificatéria para a
periodontite. Nesta, a doenca se divide em estégios e graus, podendo a antiga Periodontite
Agressiva, forma particularmente grave da doenca periodontal, que acomete individuos jovens
sistemicamente saudaveis, e € caracterizada por inicio precoce, rapida progressao,
agregacao familiar dos casos e pobre resposta as abordagens terapéuticas, (Albadar, 2014;
Armitage, 1999; Deas e Mealey, 2010) é classificada como Periodontite estagios 3 ou 4 Grau
C (PerioC) (Caton et al., 2018). Ja a antiga Periodontite Cronica, de prevaléncia maior,
progressao mais lenta e que apresenta boa resposta a descontaminag¢éo mecanica, (Albadar,
2014; Armitage, 1999; Deas e Mealey, 2010) pode agora ser classificada como periodontite
estagios 1, 2, 3 ou 4 Grau A (progressao lenta) ou Grau B (progressao moderada) (PerioAB)
(Caton et al., 2018).

Sabe-se que o principal fator etiolégico na iniciagdo de inflamacdo gengival e
subsequentemente a destruicdo dos tecidos periodontais séo biofilmes bacterianos. Porém a
etiopatogenia da periodontite ainda nédo é completamente compreendida, embora acredite-se
gue a susceptibilidade dos individuos a essa doenca € determinada por uma complexa
interagdo entre microbiota, sistema imune e fatores comportamentais, sendo regulada por
fatores genéticos (Laine et al., 2012). O papel dos fatores genéticos na progresséo dessa
doenca € reforcado também por sua forte agregacdo familiar (Laine et al., 2012). Fatores
genéticos regulam o sistema imunoldgico e variacdes genéticas podem tornar um sistema
imunoldgico defeituoso e incapaz de se defender com sucesso de ataques por
periodontopatdgenos (Vieira e Albandar, 2000; Yang et al., 2009). Nesse sentido, outros
estudos reportaram que os fatores genéticos poderiam ser responsaveis por
aproximadamente 50% da variabilidade nos parametros clinicos da doenca periodontal, além
de estarem associados a presenca de microrganismos especificos e maior producédo de
marcadores inflamatdérios (Nibali et al., 2007 e 2013; Vieira e Albandar, 2000).

Tradicionalmente, as pesquisas genéticas na periodontia focaram na identificacdo
de alteracdes genéticas especificas, principalmente de polimorfismos de nucleotideo Unico

(SNP), como fatores de risco para a periodontite, pois podem alterar a forma como os genes



10

relacionados a resposta imune do hospedeiro sdo expressos ou que suas proteinas séo
codificadas (Laine et al., 2014; Schaefer et al., 2010). A despeito desses esforcos, os fatores
genéticos que contribuem para a patogénese das doencas periodontais ainda ndo estéo
totalmente definidos (Laine et al., 2012). Nesse sentido, a evidéncia atual indica que a PerioC
e a PerioAB séo poligénicas, a exemplo de outras doencas complexas, com o0 envolvimento

de multiplos genes de pequeno efeito (Laine et al., 2012; Vieira AR e Albandar, 2000).

Alguns estudos tém sido realizados para identificar SNPs associados a doenca
periodontal (Loos, 2015; Laine et al., 2014). Entretanto, muitos deles mostraram variagdes, se
ndo resultados contraditérios (Loos, 2015; Laine et al., 2014; Zhang et al., 2000). Até o
momento, poucos genes foram devidamente identificados como suscetiveis. Alguns estudos
relataram uma associacao significativa ou sugestiva nos SNPs rs1126478 (gene LTF) e
rs4284742 (gene SIGLECS5) com a doenga.

Os resultados de estudos da relacdo do SNP rs1126478 com a periodontite até o
momento se mostraram inconsistentes, uma vez que as consequéncias clinicas dessa
alteracdo genética sdo dependentes da etnia da amostra analisada (Fine, 2015). IKUTA et al.
(2013) ndo encontraram diferenca significativa entre o polimorfismo rs1126478 com a
periodontite PerioC e a PerioAB em populacéo japonesa (Ikuta et al., 2013). Entretanto, a
associacdo desse SNP foi validada em populagdo italiana para periodontite crénica, em
taiwaneses para periodontite agressiva e em afro-americanos com as classificacfes
periodontite juvenil e agressiva, mas nao em individuos caucasianos (Velliyagounder et al.,
2003; Jordan et al., 2005; Wu et al., 2009; Zupin et al., 2017).

Munz et al. (2017) conduziram um estudo de GWAS em individuos com
periodontite crbnica e agressiva, alemaes e holandeses. Foi observado que, para essas
populacdes europeias, 0 SNP rs4284742 (A>G) no gene SIGLECS foi associado com ambos
os fenétipos da periodontite. Os mesmos autores do estudo de GWAS, Munz et al. (2017),
replicaram o estudo em uma amostra de pacientes turcos com periodontite agressiva, e
nenhuma associagao foi encontrada. Isso mostra a necessidade e a importancia de se validar
as associacdes genéticas reportadas anteriormente em populacdes independentes (Loos,
2015). Em uma mesma linha, Tong et al. (2019) também relataram a associacdo entre o SNP
rs4284742 e a periodontite cronica em uma populacdo chinesa, além de associa-lo, também

aos parametros clinicos indicadores de doenca.

Embora esses resultados possam ser diferentes devido a problemas
metodolégicos, diferentes perfis genéticos encontrados entre individuos de diferentes

populacdes também pode ser um fator relevante nesses resultados contraditérios (Fine, 2015;
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Zupin et al., 2017). Porque gendétipo e frequéncias alélicas podem variar entre diferentes
populacBes étnicas, um fator de risco genético para a suscetibilidade a doenca em uma
populacdo pode ndo ser um fator de risco em outra populacéo (Yang et al., 2014; Fine, 2015).
Nesse contexto, os achados sobre SNPs significativos relacionados a uma doenca devem ser
extensivamente replicados e validados. Entretanto, ainda ndo ha estudos que confirmem essa
associacao dos SNPs rs1126478 (gene LTF) e rs4284742 (gene SIGLECS) com a doenca
periodontal na populacao brasileira. Diante do exposto, o presente estudo teve por finalidade
identificar se ha associagdo do SNP rs4284742 (A>G) no gene SIGLEC5 e do SNP rs1126478
(T>C) no gene LTF com a PerioC em pacientes da populacéo do sudeste do Brasil.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SNP rs4284742 no gene SIGLECS:

O gene SIGLECS5 codifica a proteina também conhecida como SIGLECS,
pertencente a familia dos SIGLECs (sialic acid binding Ig-like lectin 5), imunoglobulinas do
tipo lectinas que regulam as func¢des das células nos sistemas imunes inato e adaptativo por
meio do reconhecimento de glicanos (receptores altamente prevalentes nas células do
sistema imunoldégico) e sua ligacdo ao acido sialico. O principal papel da proteina SIGLECS5,
expressa principalmente por neutrofilos, € regular a ativacdo de células mieloides e prevenir
a reatividade inadequada contra tecidos proprios, podendo, dessa forma, estar associada aos
mecanismos que permeiam a resposta imune durante a progresséo da periodontite (Avril et
al., 2005; Crocker et al., 2007). Além disso, essa proteina também atua como um receptor
transmembranar inibitério, pois promove o ligamento de &cidos sialicos e ligantes glicanos
contendo acido sidlico, os quais sdo expressos nas superficies de certos patdgenos e
bactérias. Discute-se que a SIGLEC5 medeia o crosstalk de padr6es moleculares associados
a patogenos (PAMPs) e padrées moleculares associados a perigos (DAMPs) durante a
infeccao e cicatrizacao de feridas (Pillai et al., 2012).

Recentemente, estudos de GWAS reportaram uma associacao de polimorfismos
em genes até entdo ndo associados a periodontite. Utilizando essa abordagem, Munz et al.
(2017) conduziram um estudo de GWAS em individuos com periodontite cronica e agressiva,
alemdes e holandeses. Foi observado que, para essas populagbes europeias, o SNP
rs4284742 (A > G) no gene SIGLECS foi associado com ambos os fenétipos da periodontite.
O gene SIGLECS foi associado a um nivel de significAncia de todo o genoma (P <5 x 10-8)
com estagio Il generalizado de inicio precoce, periodontite grau C (Munz et al., 2017) e formas

de inicio tardio mais moderado (Munz et al., 2019; Shungin et al., 2019).

Li et al., (2020) reportaram, através de um estudo que avaliou a relagéo funcional
entre achados de estudos GWAS e estudos de andlise de expressado génica, que os SNPs
rs12459542 para o gene SIGLECS5, rs12459542 para o gene SIGLEC14 foram associados a
ocorréncia da periodontite (Li et al. 2020). Vale ressaltar que todos os SNPs reportados nesse
estudo estéo localizados em regibes intronicas, e que, apesar dessas regides ndo codificarem
uma proteina, variantes em introns podem alterar a atividade de um gene ou fazer com que

uma proteina seja produzida no lugar errado ou na hora errada.

O estudo de Tong H et al (2019) replicaram resultados prévios de GWAS para o

gene SIGLEC na populagéo chinesa com periodontite crénica. Foi concluido que o alelo
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alterado do SNP rs4284742, alelo G, foi significativamente associado a niveis elevados de
sangramento a sondagem, profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica. Além
disso, foi predito que cada cépia do alelo G pode aumentar o nivel de perda de insercao clinica

em aproximadamente 0,6 em média (Tong et al., 2019).

Vale ressaltar que o estudo, ainda ndo publicado, conduzido pela professora
Luciana M. Shaddox, na University of Kentucky College of Dentistry, foi o primeiro trabalho a
relatar a associacdo do SNP rs4284742 (A>G) no gene SIGLECS5, mais precisamente do Alelo
G, a periodontite agressiva localizada (LAP) na populacdo Americana. Nesse estudo foi
demonstrado uma associacdo deste SNP com a periodontite agressiva. Sendo assim, a
confirmacdo e reproducdo desta analise na populagdo brasileira ira resultar na melhor
compreensdo da patogénese da doenga, e futuramente permitir a identificacéo de individuos
mais susceptiveis ao seu desenvolvimento, possibilitando a implementacdo de abordagens

preventivas (Laine et al., 2014).

2.2 SNP rs1126478 no gene LTF:

A lactoferrina, também conhecida como lactotransferrina, € uma metaloproteina
multifuncional, que € membro da familia transferrina (Garcia-Montoya et al., 2012). A
lactoferrina humana é codificada pelo gene LTF. A lactoferrina é produzida pelas células
epiteliais da mucosa e amplamente encontrada em varios fluidos secretores, como leite,
saliva, lagrimas, suor e secrecdes nasais (Garcia-Montoya et al., 2012). Além disso, essa
proteina é produzida por granulos secundarios de neutréfilos e é liberado em resposta a
inflamacao, sendo conhecida como “quelante de ferro metalico” com a capacidade especifica
de se ligar ao ferro, (Gorr e Abdolhosseini, 2011) trabalhando na defesa do hospedeiro. Além
disso tem capacidade bacteriostaticas/bactericidas, modulando a imunidade inata e
adaptativa do hospedeiro (Lengrand et al., 2005 e 2006; Arnold et al., 1977 e 1981).

Existem evidéncias publicadas que apontam relacdes entre a lactoferrina e
doencas periodontais. A lactoferrina pode ser expressa pelas células da mucosa oral e tem o
potencial de acao contra patégenos envolvidos na suscetibilidade da periodontite (Zupin et
al., 2017). Atrelado a isso, 0 estudo de Yadav et al (2014) relatou que pacientes periodontais
apresentam maiores niveis de lactoferrina no fluido crevicular e que essa alta concentracéo
reduz significativamente apds a terapia periodontal (Yadav et al, 2014). A quantidade de
lactoferrina estd fortemente associada com a quantidade de neutréfilos (PMNs) no fluido
crevicular gengival de pacientes, sendo considerada um marcador para 0 numero de

neutréfilos creviculares (Wu et al., 2009).
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SNPs no gene LTF vém sendo reportados para regides génicas codificantes e ndo
codificantes (Teng e Gladwell, 2006). Um estudo associou multiplas variantes genéticas da
lactoferrina com o risco de carie dentaria, uma vez que a lactoferrina pode bloquear a
formacédo de biofilme estimulando espasmos, o que resulta em bactérias vagando e impede a
formacdo de aglomerados de bactérias e biofilmes (Singh et al., 2002). Além da funcado
antibacteriana, a lactoferrina também é envolvida em varias funcdes fisioldgicas, como
absorcdo do ferro e modulagdo da resposta imune, afetando assim o desenvolvimento da

carie dentéria (Hao et al., 2019).

O SNP rs1126478, especificamente, vem sendo explorado na literatura mundial.
A associagdo desse SNP com a ocorréncia da periodontite foi validada em populagéo italiana
para periodontite cronica e em taiwaneses para periodontite agressiva (Wu et al, 2009; Zupin
et al, 2017). Para populacdo afro-americana, Velliyagounder et al. (2003) relataram
associacdo do rs1126478 e a periodontite juvenil. Jordan et al. (2005), por sua vez,
encontraram em outra populacdo afro-americana a mesma relacdo descrita por
Velliyagounder et al. (2003), mas essa relacdo ndo pode ser validada para a amostra

caucasiana analisada em seu estudo.

Esse SNP é responsavel pela substituicAo de um aminoacido Lysina por uma
Arginina na posi¢do 29 na regido N-terminal da lactoferrina humana (Velliyagounder et al.,
2003). Velliyagounder et al. (2003), estudo o SNP rs1126478 e a periodontite juvenil
localizada, sugeriram que a lactoferrina humana pode se ligar a receptores diferentes ou
ligeiramente diferentes em bactérias gram-positivas e gram-negativas, uma vez que,
avaliando as duas variantes da lactoferrina (com e sem a variagdo genética), notaram que
ambas exibem atividades de ligagdo e liberacdo de ferro quase idénticas e atividades
bactericidas equivalentes contra uma cepa da bactéria gram-negativa Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Quando testado contra as espécies gram-positivas Streptococcus
mutans e Streptococcus mitis, no entanto, a lactoferrina contendo Lys na posig&o 29 exibiu
atividade bactericida significativamente maior do que a lactoferrina contendo Arg (derivada da
variacdo genética), sugerindo que essas duas versdes da lactoferrina sdo funcionalmente
diferentes e que essas diferencas podem contribuir para a patogénese da periodontite juvenil
localizada. Esses achados séo consistentes com estudos anteriores que também indicaram
gue essa variacdo genética desempenha um papel importante na doenca periodontal
(Marazita et al., 1994; Michalowitz et al., 2000).
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3 PROPOSICAO

Investigar existéncia de uma associacao entre os polimorfismos de nucleotideo
Unico rs1126478 (T>C) no gene LTF e rs4284742 no gene SIGLECS5 (A>G) com a Periodontite

Grau C na populacéao brasileira.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo de pacientes

A selecdo dos pacientes envolvidos no presente projeto foi realizada dentro das
exigéncias éticas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, no qual foi submetido o presente projeto. Apés aprovacao pelo
CEP foram selecionados pacientes diagnosticados com periodontite Grau C, de progressao
rapida, e individuos periodontalmente saudaveis que buscaram tratamento na clinica de
periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP, ou que ja estejam em
tratamento na referida clinica, de acordo com os seguintes critérios de inclusdo (no momento

do diagnéstico) e excluséo:

Diagndstico de Periodontite Grau C (n=199): presenca de bolsas periodontais
verdadeiras e perda Ossea radiografica em pacientes menores de 35 anos de idade no
momento do diagnéstico da doenca; presenca de pelo menos 8 dentes com profundidade de
sondagem (PS) =2 5 mm (dentre os quais dois dentes devem apresentar PS =2 7 mm) e
sangramento a sondagem em 3 dentes ndo contiguos & primeiros molares e incisivos;

presenca de pelo menos 20 dentes na cavidade oral (Casarin et al., 2012; Taiete et al., 2016);

Diagnostico de Saude Periodontal (n=191): auséncia de profundidade de

sondagem > 4mm com sangramento gengival.

Critérios de Exclusao: Para todos 0s grupos os critérios de excluséo foi: presenca
de alteracdo sistémica (diabetes, cardiopatia, hepatite, etc.) ou uso de medicamentos (tais
como antibidticos, anti-inflamatérios de uso continuo, fenitoina, ciclosporina) que possam
influenciar na resposta ao tratamento periodontal, nos 6 meses anteriores ao estudo;
realizacdo de tratamento periodontal incluindo instrumentacdo subgengival nos 6 meses

anteriores ao estudo; habito tabagista, gravidez ou periodo de lactagéo.

O tamanho amostral foi baseado no estudo populacional trabalho conduzido pela
professora Luciana M. Shaddox, University of Kentucky College of Dentistry, na populacéo
norte-americana. Neste, foi utilizado um N de 112 pacientes com LAP e 130 pacientes controle
(saude periodontal), sendo que para essa populacao foi relatada uma associacao entre o Alelo
G (SNP rs4284742) com a doenca LAP. Ressalta-se que esse é o Unico estudo em populagéo
semelhante a atual, permitindo uma analise mais confiavel. Além disso, temos em nosso
banco de amostras de DNA de 200 individuos com PerioC e 200 controles saudaveis,

representando o N final deste estudo.
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4.2 Coleta das amostras

Os pacientes realizaram bochecho com 5 mL de dextrose a 3% durante 1 minuto.
Apbs, a solucéo foi centrifugada durante 10 min & 3000 rpm para sedimentacdo das células

epiteliais bucais, conforme descrito por Trevilatto e Line (2000).

4.3 Extracdo de DNA

As amostras de células epiteliais bucais foram incubadas a 55°C overnight em 1
mL de solucédo de lise [10mM Tris (pH 8.0), 0.5% SDS, 5mM EDTA] com 10 uL proteinase K
(20 mg/ ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). ApGs a incubacéo, as proteinas e
contaminantes foram removidas pela adicdo de 500 pL de solucéo de acetato de amébnio 8M
e EDTA 1mM. O DNA genbdmico foi precipitado com 540 uL de isopropanol. Depois, 0 DNA
foi lavado em etanol 70% e ressuspenso em 50 yL de TE pH 8.0 (10 mM Tris e 1 mM EDTA).
Ao final, a quantidade de DNA purificado e sua concentracéo foram mensuradas em aparelho
de espectrofotometria Nanodrop (Thermo Scientific).

4.4 Genotipagem para deteccdo dos polimorfismos

Foram estudado o SNP rs4284742 no gene SIGLEC5 e 0 SNP rs1126478 no gene
LTF. Os gendtipos para esses SNPs foram determinados através da Reacdo em Cadeia da
DNA Polimerase (PCR) em Tempo Real, utilizando o sistema de sondas Tagman® para
discriminacao de alelo (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). O TagMan PCR foi realizado
num volume de 12 pL (3ng de DNA, 1X TagMan master mix, 1 x mix de ensaio, 900nM de
cada primer e 200nM de cada sonda) e distribuidos em 96 pocos. A fluorescéncia da
amplificacdo do PCR foi detectada utilizando-se StepOne Plus (Applied Biosystems, Carlsbad,

CA, USA) e analisada com o software do fabricante.

4.5 Analise dos Resultados

A distribuicdo dos genétipos para os polimorfismos foi avaliada para desvio em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg e as diferengas nas frequéncias genotipica e alélica
de cada polimorfismo entre os grupos foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado, com auxilio
do software BioEstat 5.0. Foi considerado o nivel de significAncia de 5% como

estatisticamente significante. Para estimar as frequéncias haplotipicas em cada grupo foi
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utilizado 0 software de inferéncia bayesiana PHASE

(www.stat.washington.edu/stephens/software.html).
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5 RESULTADOS

5. 1 Dados clinicos e demogréficos:

A tabela 1 indica os dados clinicos e demogréficos dos pacientes incluidos no
estudo em todos os grupos dessa pesquisa, Periodontite C (PerioC) e Saude Periodontal,
onde ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos quanto a idade e etnia
e parametros periodontais no momento do recrutamento dos pacientes e amostragem das
células epiteliais bucais A Unica diferenca estatistica observada entre os grupos foi em relacao
ao género dos participantes; o grupo PerioC apresentou mais participantes do sexo feminino

do que o grupo SP (p < 0,05).

Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos das populacdes PerioC e Saude Periodontal.

Caracteristicas PerioC Saude
Idade (média + desvio padréo) 34.06+4.6 A 30.7+58A
Género (% - M/F) 21/ 79 A 35.0/65.0B
Etnia (C / Af/ As) 16.5/83.5/0A 13.2/85.2/1.6 A
indice de Placa (média + desvio padr&o) 23.10£6.53 A 19.36 + 5.38 A
indice de Sangramento (média + desvio padr&o) 24.83+9.05 A 19.39+231A
Profundidade de Sondagem (média + desvio padréo) 2.35+0.05 A 2.13+0.23A
Nivel Clinico de Insercéo (média + desvio padréo) 5.44+1.04 A 415+ 0.72 A

M - Masculino; F - Feminino; C - Caucasianos; Af - Afro-Americanos; As — Asiaticos; O teste de Kruskal Wallis foi
utilizado para analise da idade; O teste de Fisher para analise de género e etnia; O teste one-way ANOVA/Tukey foi
utilizado para analise de indice de Placa, indice de Sangramento, Profundidade de sondagem e Nivel Clinico de
Insercéo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

5.2 SNP rs4284742 no gene SIGLECS:

Demos inicio a padronizacao da sonda Tagman® adquirida para realizar a
genotipagem das amostras para o polimorfismo rs4284742 no gene SIGLEC5 (A > G), por
meio de reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. Porém, logo nas primeiras
corridas, notamos que a reacao indicada para a genotipagem das amostras ndo estava com
a amplificacdo adequada. Foram realizadas mudancas na padronizagdo, a fim de obter
melhores resultados e representar com fidelidade o genétipo, contudo, 0 mesmo nao foi
obtido. Entramos em contato com a empresa fornecedora, e, mesmo apos suas sugestoes,

ndo houve sucesso no funcionamento da sonda. Em vista do ocorrido optamos por avaliar
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somente a frequéncia genotipica para o0 SNP rs1126478 (T > C), no gene LTF, para a mesma

populacgéao.

5.3 SNP rs1126478 no gene LTF;

O SNP rs1126478 (LTF) mostrou associacdo com PerioC quando comparado ao
grupo SP. A tabela 2 mostra os resultados obtidos. No grupo PerioC, as frequéncias
genotipicas foram 40,2% para o gendtipo TC, 19,1% para TT e 29,65% para CC. Ja no grupo
SP, as frequéncias de TC, TT e CC foram de 35,6%, 34,55% e 25,13%, respectivamente. Os
Genotipos TC e CC apresentaram uma maior frequéncia na populagdo com PerioC, sendo,
portanto, associados a ocorréncia dessa doenca. Ja4 o genotipo TT foi associado a uma
diminuigc&o do risco de PerioC quando comparado ao grupo SP (p=0.005).

Tabela 2 - Frequéncia genotipica (TC/ TT/ CC) do SNP rs1126478 para o gene LTF nos
grupos Periodontite C (PerioC) e Saude Periodontal (SP).

SNP rs1126478 (T>C) PerioC (%) SP (%)
TC 40,2 35,6
Genotipos
(rc/Tr/Ce) > T 19,1 34,55
CcC 29,65 25,13

A frequéncia genotipica é apresentada em porcentagem. *Indica presenga de diferenca estatistica
entre PerioC e SP (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

O principal achado do presente estudo foi a associacdo do SNP rs1126478 (LTF)
com PerioC quando comparado ao grupo SP. Esse SNP é responsavel pela troca de
aminoacidos na regido N-terminal na alfa hélice da lactoferrina humana, regido relacionada
com a funcdo antimicrobiana dessa proteina (Velliyagounder et al., 2003; Ikuta et al., 2013).
Nesse estudo os Gendtipos TC e CC apresentaram uma maior frequéncia na populacdo com
PerioC, sendo, portanto, associados a ocorréncia dessa doenca. No grupo PerioC, as
frequéncias genotipicas foram 40,2% para o genétipo TC, 19,1% para TT e 29,65% para CC.
J& no grupo SP, as frequéncias de TC, TT e CC foram de 35,6%, 34,55% e 25,13%,
respectivamente. Ja o genétipo TT foi associado a uma diminui¢éo do risco de PerioC quando
comparado ao grupo SP (p=0,005).

A analise do DNA humano é amplamente empregada em estudos genéticos de
populagbes, sendo assim, a realizagdo da primeira etapa do projeto foi a coleta de amostras
em pacientes diagnosticados com PerioC e daqueles com auséncia de histérico de doenca
periodontal (grupo controle), selecionados na clinica de periodontia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba - UNICAMP, para a andlise da associacdo das variages genéticas
rs4284742 no gene SIGLECS e rs1126478 no gene LTF com a doenca periodontal, sabendo
que células epiteliais bucais sdo uma fonte confiavel de DNA para a amplificagéo por PCR de

fragmentos de alta massa molecular.

ApOGs a coleta das amostras, demos inicio a padronizacdo da sonda Tagman®
adquirida para realizar a genotipagem das amostras para o polimorfismo rs4284742 no gene
SIGLECS (A > G). Porém, logo nas primeiras corridas, notamos que a reagao indicada para a

genotipagem das amostras ndo estava com a amplificacdo adequada.

Assim, realizamos testes com alteracdes, realizamos discussdes e reunides com
outros pesquisadores experientes da FOP e de outras universidades com as quais o presente
grupo de pesquisa tem parceria na tentativa de solucionar o problema. Porém, sem obter
sucesso. Assim, procuramos a assisténcia da empresa que fornece os produtos da linha
Tagman®, A ThermoFisher Scientific. Por fim, a empresa apontou a necessidade de envio da
sonda para testagem pelos técnicos e indicou a necessidade de substituicio da mesma.

Assim, para esse estudo foi obtido o resultado somente para o SNP rs1126478 (LTF).

O SNP rs1126478 (LTF), ja foi investigado previamente em outras populacdes
(Velliyagounder et al., 2003; Yadav et al., 2014; Jordan et al., 2005; Wu et al., 2009; Zupin et
al., 2017). ZUPIN et al. (2017) que estudou a relagédo entre esse SNP e a periodontite cronica

em uma populacdo do nordeste na Itélia, observando uma associacédo entre o genétipo GG
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com um maior risco de desenvolver a doenca. O grupo chegou a conclusdo de que o alelo G,
existente quando ha a troca do aminoacido lisina por arginina, apresentou maior

susceptibilidade para a periodontite cronica.

Os achados do estudo na populacdo italiana tém consisténcia com a analise
descrita por WU et al. (2009) em pacientes taiwaneses, com ancestralidade chinesa.
Enquanto o alelo G possuiu significantemente uma maior frequéncia nos grupos PerioC
(Periodontite agressiva) e PerioAB (Periodontite crdnica), o alelo A apresentou reducéo de
risco de PerioC na populacdo taiwanesa. A metodologia desta analise incluiu pacientes
fumantes, e como habitos tabagistas influenciam na resposta do hospedeiro ao desafio
periodontal, os autores realizaram ajuste nessa variante, subdividindo em outros grupos.
Mesmo no grupo ndo fumante, o genétipo GG mostrou-se associado a maior susceptibilidade

de periodontite agressiva em taiwaneses.

A presente pesquisa considerou os alelos T e C para as amostras analisadas,
sendo observado a substituicdo de base T>C na populacgao brasileira. A frequéncia genotipica
TT mais presente no grupo SP e a distribuicdo TC e CC no grupo periodontite Grau C.
Sugerimos com esse estudo que o genoétipo TC e CC foi associado a PerioC em relacao ao
grupo de SP, e a presenca do genotipo TT mostrou-se uma diminui¢do do risco de PerioC
guando comparado ao grupo Saudavel. Todas essas associagdes quanto a distribuicdes
genotipicas sdo justificadas a partir da existéncia de diferenca estatistica entre os grupos

analisados (p = 0,005).

Nossos resultados basearam-se em uma populacdo brasileira com PerioC
predominantemente generalizada. Em concordancia com esses resultados, porém para
fenétipo de PerioC localizada, temos dados preliminares da Prof. Dra. Luciana Shaddox
(University of Kentucky, College of Dentistry) que analisou a relagdo de genes envolvidos na
resposta pro-inflamatéria de Toll Like Receptors (TLR) em pacientes norte-americanos.
Dentre os genes estudados, LTF, IL1B, IL1B, IL6 e TLR2, o polimorfismo rs1126478 no gene
LTF foi o que apresentou a associacdo mais relevante a manifestacdo de periodontite

agressiva localizada (p = 0,0006).

Considerando que diferencas étnicas influenciam de maneira significativa a
composicao genética individual, a realizacdo dessas analises na populacao brasileira resultou
na identificacdo da nova variante rs1126478 no gene LTF com a PerioC na populacédo
brasileira, ajudando a compreender melhor a sua patogénese, e futuramente permitindo a
identificacdo de individuos mais susceptiveis ao seu desenvolvimento, possibilitando a

implementacdo de abordagens preventivas (Laine et al., 2014). Cabe ressaltar que a
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populacdo brasileira € altamente miscigenada, acarretando a existéncia de heterogeneidade
genética em relacdo a outras populacdes, 0 que ressalta a importancia de se estudar o real
impacto de alteracBes genéticas relatadas em outras popula¢cdes em nosso pais (Andia et al.,
2013). Além disso, estudos genéticos sdo dependentes de etnia, logo os resultados e
interpretacdes variam de acordo com a amostra utilizada, (Loos, 2015; Fine, 2015; Andia et
al., 2013). Dessa forma, indicamos a necessidade de mais estudos abordando a relagéo
desse SNP com demais popula¢des, assim como, seus parametros clinicos, niveis de LTF
produzidos por esses pacientes, seja no fluido crevicular gengival ou no plasma sanguineos,

e seu mecanismo de acao na PerioC através de estudos de funcionalidade.
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7 CONCLUSAO

O presente projeto permitiu validar a associacéo entre o polimorfismo rs1126478
no gene LTF e a PerioC na populacéo brasileira. E reforcada a influéncia de fatores genéticos
no desenvolvimento da doenca periodontal, sendo esse estudo um importante passo para
uma maior elucidacao da etiopatogenia da periodontite, assim como para aprimoramento do

diagnéstico e abordagens terapéuticas.
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