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INTRODUCAO

A periodontite é uma doenca inflamatdria de etiologia multifatorial e patogénese complexa, cujo desenvolvimento
é resultado do desequilibrio da relacdo entre microbiota, fatores imunoldgicos, ambientais e comportamentais do
hospedeiro, sendo este processo regulado por fatores genéticos [1, 2, 3, 4]. Clinicamente, manifesta-se por perda de insergao
conjuntiva, reabsor¢do dssea e, no pior cenario, perda dentaria [1].

A periodontite Grau C (PerioC), embora menos prevalente na populagdo [5], apresenta importante impacto na
qualidade de vida dos pacientes devido a sua severidade. Casos de rapida progressdo, manifestacdo em idade precoce,
acometimento de pacientes jovens e saudaveis clinicamente, historico de agregacdo familiar e progndstico desfavoravel aos
tratamentos convencionais diferem a entidade Perio4C da Perio AB [6, 7, 8]. Essas caracteristicas potencializam o conceito
de influéncia de fatores genéticos na susceptibilidade da doencga periodontal.

Dada a relevincia genética na periodontite, Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (Single Nucleotide
Polymorphisms- SNPs) tem sido alvo de pesquisas na area. SNPs sdo considerados marcadores moleculares capazes de
determinar predisposicOes a certas doengas, principalmente para a PerioC, devido a seu fenétipo mais forte [2, 3].

Um dos genes de interesse da literatura é o LTF, responsavel pela expressdo de lactoferrina (LT), uma glicoproteina
multifuncional presente em fluidos como saliva e leite. Dentre suas fun¢bes, destaca-se a atividade antibacteriana,
antifungica, antiviral, antiinflamatéria e imunorregulatéria [9]. O polimorfismo rs1126478, localizado no gene LTF, é
responsavel pela troca de aminoacidos na regido do terminal N regido alfa hélice da lactoferrina humana, regido relacionada
com a fungdo antimicrobiana [10].

Estudos tem buscado encontrar associagdes entre SNPs no gene da lactoferrina e doencas bucais como carie dental
e periodontite [11]. Entretanto, os resultados da relagdo do rs1126478 com a periodontite sdo varidveis e controversos, uma
vez que as consequéncias clinicas dessa alteracdo sdo dependentes da etnia da amostra analisada [11]. IKUTA et al. (2013)
nao encontraram diferenca significativa entre o polimorfismo rs1126478 com a periodontite cronica ou agressiva em
populacdo japonesa [10]. Entretanto, a associacdo desse SNP foi validada em populacdo taiwanesa para periodontite
agressiva e em afro-americanos com as classificagGes periodontite juvenil e agressiva, mas ndo em individuos caucasianos [9,
12, 12].
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Na populacdo brasileira, ainda ndo hd estudos que validem a associacdo entre o polimorfismo rs1126478 e a
periodontite, seja esta perioAB ou PerioC. Considerando que o Brasil é constituido por uma populagdo geneticamente
heterogénea e que a ancestralidade influencia diretamente no genétipo do individuo, é ressaltada a importancia de validar,
em uma amostra brasileira, alteragGes genéticas previamente descritas em outras populagdes [14].

Por fim, um cendrio com fatores genéticos elucidados permitiria uma melhor compreensao da etiopatogenia da
periodontite, assim como a identificagdo de pacientes mais susceptiveis a essa doenga, principalmente para a PerioC. Assim,
novos protocolos de tratamento poderiam ser instituidos, possibilitando um diagndstico e uma abordagem clinica precoce,
de modo a reduzir os defeitos funcionais e estéticos que acometem os pacientes afetados [3].

Diante do exposto, o presente estudo tem por finalidade identificar a presenca de associagdo entre polimorfismo de
nucleotideo Unico rs1126478 (T>C) no gene LTF em pacientes com Periodontite Grau C na populagdo brasileira.

METODOLOGIA

Para a investigacdo da relagdo proposta, foram selecionados pacientes para dois grupos distintos: doencga (PerioC) e
saude periodontal (SP) para coleta de saliva, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Os pacientes inclusos
realizaram bochecho com 5mL de dextrose a 3% durante 1 minuto, sendo adicionado 3mL de TNE com alcool para permitir
conservacgdo dessas amostras em laboratdrio.

Os critérios de inclusdo utilizados para pesquisa foram baseados nos seguintes diagnosticos:

Diagndstico de Periodontite Grau C (n=199): presenca de bolsas periodontais verdadeiras e perda dssea radiografica
em pacientes maiores de 35 anos de idade; presenca de pelo menos 8 dentes com profundidade de sondagem (PS) =5 mm
(dentre os quais dois dentes devem apresentar PS 27 mm) e sangramento a sondagem em 3 dentes ndo contiguos a primeiros
molares e incisivos; presenga de pelo menos 20 dentes na cavidade oral [15, 16];

Diagnéstico de Satde Periodontal (n=191): indice de sangramento gengival — IG, e sangramento a sondagem — S5 <
10%, nivel de insergdo clinica — NIC £ 3mm [6];

Critérios de Exclusdo para os dois grupos: 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; habito tabagista, gravidez ou periodo de lactagdo.

1. Extragdo de DNA

No laboratério, para a obtencao das células epiteliais, foi adicionado agua destilada para que as amostras atingissem
o mesmo volume. Posteriormente, foi instituido o protocolo de extragdao descrito por TREVILATTO & LINE (2000) [17]. Foi
observado a formagdo de um pellet de células sedimentadas no fundo dos tubos e repetido a centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. Em sequéncia foi acrescentado 1mL de solugdo de lise (10mM Tris pH 8.0, 0.5% SDS, 5mM EDTA) aos tubos e
todo o conteldo foi homogeneizado, para permitir a exposicdo do DNA das células. A préxima etapa consistiu em adicionar
10 pL proteinase K (20 mg/mL) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a esta mistura e incubar overnight a 55°C em
movimentacgao leve.

2. Purificacdo do DNA

No dia seguinte a incubacdo das células bucais, as proteinas e contaminantes foram removidos da amostra pela
adicdo de 470 pl de solucdo de acetato de amonio 8M e EDTA 1mM e encaminhados para centrifugacdo a 14000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante, contendo o DNA, foi dividido em eppendorfs estéreis duplicados, adicionado 540 L de
isopropanol para a precipitacdo do DNA gendémico e, posteriormente, repetido a centrifugacao.
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Foi realizada adi¢do de 1mL de etanol 70% gelado para lavagem do DNA, seguido de movimentagao suave com uso
da pipeta até a soltura do pellet de DNA. Posteriormente, foi transferido cuidadosamente esse conteludo para o outro tubo
da dupla. Apds a ultima centrifugacao a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C, o etanol foi descartado e foi mantido os tubos

abertos para sua evaporagdo total dos tubos. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de TE pH 8.0 (10 mM Tris e 1 mM
EDTA) e armazenado a freezer a -20°C.

Apos a extragao e purificagdo do DNA, a qualidade e a concentragdo do material genético foram avaliadas através
da mensuragdo de 1 uL de amostra no equipamento de espectrofotometria Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific) para
que fosse possivel diluir as amostras a uma concentragdo padrdo de 10ng/mL. As préximas etapas do projeto contemplaram
a genotipagem do polimorfismo genético rs1126478 no gene LTF através de ciclos de Reagdo em Cadeia da DNA Polimerase
(PCR), que irdo amplificar fragmentos especificos do DNA das amostras obtidas para a analise da distribuicdo de gendtipos e
frequéncia alélica na populagao do estudo.

3. Padronizagdo da sonda Tagman

A anadlise do polimorfismo genético rs1126478 no gene LTF, assim como qualquer analise de SNPs, preconiza a
padronizacao de primers especificos para a regido de interesse do DNA do estudo. Para essa padronizagdo foram realizadas
Reagbes em Cadeia da DNA Polimerase em tempo real (rt-PCR), utilizando o sistema de sondas Tagman® para discriminagdo
de alelos (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) e o aparelho LightCycler 480 (Roche), conforme ilustrado pela figura 1. As
reacdes foram realizadas em um volume total de 10 pL por pogo (1 puL de DNA a 10 ng/mL, 5 plL de 2X TagMan master mix,
0,5 uL de 20X Assay Working Stock (sonda TagMan para determinagdo do SNP rs1126478 e 4,5 uL de Nuclease Free Water),
distribuidos em uma placa de 96 pocos. Como padronizacdo das especificacbes da corrida de rt-PCR, seguimos a
recomendacdo do fabricante. A fluorescéncia da amplificacdo do PCR foi detectada utilizando StepOne Plus (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) e analisada com o software do fabricante.
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Imagem 1. Exemplo de discriminagao alélica resultante de uma das corridas de rt-PCR para o grupo PerioC.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 1 indica os dados clinicos e demograficos dos pacientes incluidos no estudo em ambos grupos, PerioC e SP.
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Caracteristicas PerioC Saude

Idade (média * desvio padrdo) 44.86 + 10.29 28.7+5.12
Género (% - M/F) 31/69 38/62
Etnia (% - C/ Af / As) 56/44/0 67.6/29.2/0.3
indice de Placa (média + desvio padrao) 23.10+6.53 19.36 £5.38
indice de Sangramento (média + desvio padrio) 24.83 £9.05 19.39+2.31
Profundidade de Sondagem (média + desvio padrao) 2.35+0.05 2.13+0.23
Nivel Clinico de Inser¢do (média + desvio padrao) 5.44+£1.04 4.15%0.72

Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos participantes do estudo.

Segundo o fabricante da sonda, ThermoFisher Scientific, o SNP abordado nessa pesquisa ndao apresenta frequéncia
alélica consideravel para todos alelos, ou seja, ndo tem comportamento polialélico. Dessa forma, para as amostras dessa
pesquisa foram considerados os alelos T (eixo Y) e C (eixo X), cuja frequéncia observada em outros estudos foi maior.

A tabela 2 apresenta a distribui¢do das frequéncias alélicas (T/C) e genotipicas (TC/ TT/ CC) encontrada nas amostras
de DNA coletadas a partir da saliva dos grupos PerioC (periodontite Grau C) e SP (salde periodontal). A andlise estatistica
aplicada foi o teste qui-quadrado, sendo adotado o nivel de significancia de 5% para o estudo (p valor < 0,05). A distribuigdo
dos alelos T e C para a variagdo rs1126478 no gene LTF apresentou diferenga estatistica significativa (p=0,008) entre as
populagdes PerioC e SP. A distribuicdo dos gendtipos TC, TT e CC também se revelou diferente entre os grupos analisados
(p=0,005).

O polimorfismo estudado apresenta uma

substituicdo de base T>C no genédtipo do individuo. SNP rs1126478 (T>C) PT;C))C (i'/P)

Considerando a maior frequéncia do alelo T na amostra 44:)7 54095

SP, do alelo C na amostra com PerioC e a correlagdo com Alelos T ' ’

os respectivos gendtipos nessas populagdes, podemos (T/C)* C 55,93 45,05

sugerir uma associagao entre esses dados e periodontite

Grau C na populagado brasileira. TC 40,2 35,60
Gendtipos T 19,10 34,55

Nas amostras estudadas, o alelo C parece estar (Tc/TT/CO)*
mais associado com a susceptibilidade a PerioC, assim cc 29,65 25,13

como o alelo T sugere uma certa protecdo ao individuo Tabela 2. Frequéncia alélica (C/T) e genotipica (TC/ TT/ CC)

(saude periodontal). Apesar da associagcdo encontrada, do SNP rs1126478 para o gene LTF nas populacdes PerioC e

recomendamos a realizacdo de mais estudos para SP. *Apresenta diferenca estatistica entre PerioC e SP
identificar como o polimorfismo rs1126478 (T>C) no gene (p<0,05).

LTF gera maior probabilidade de desenvolvimento de
PerioC na populacdo.

CONCLUSOES

O projeto permitiu validar a presenca de associagdao entre o polimorfismo rs1126478 no gene LTF e a periodontite
Grau C (PerioC) na populacdo brasileira. E reforcada a influéncia de fatores genéticos no desenvolvimento da doenca
periodontal, sendo seu estudo um importante passo para uma maior elucidagdo da etiopatogenia da periodontite, assim
como para aprimoramento de diagndstico e abordagens terapéuticas.
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