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RESUMO

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs1126478 (T/C) localizado no
gene LTF, responséavel pela expressao da proteina lactoferrina humana, demonstrou-
se associado a um maior risco de desenvolvimento da periodontite em certas
populacdes. Nao havendo evidéncias publicadas sobre essa associacdo em
brasileiros, o objetivo desse trabalho foi investigar a associacdo entre o SNP
rs1126478 no gene LTF e a Periodontite Grau C (PerioC) na populacao brasileira.
Foram selecionados pacientes com saude periodontal (n=191) e pacientes com
PerioC (n=199) que se enguadraram nos critérios de inclusdo para a pesquisa. Os
pacientes foram submetidos a bochecho com solucdo de Dextrose a 3% para coleta
de amostra de células epiteliais bucais. Em seguida, o DNA gendmico foi extraido,
purificado e mensurado por espectrofotometria pelo Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Posteriormente, a genotipagem foi determinada por PCR-real time através
do sistema de sondas Tagman®. A distribuicdo dos alelos foi considerada pelo desvio
em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg e, por fim, as frequéncias alélicas entre
os grupos foram avaliadas pelo teste qui-quadrado. Os resultados estatisticos foram
analisados considerando o nivel de significancia de 5% (p valor < 0,05). Nesse estudo,
o alelo alterado C apresentou uma maior frequéncia alélica na populacdo com PerioC
em comparacdao com o grupo SP (55,93% e 45,05% respectivamente, p= 0,008).
Conclui-se que ha associacdo entre o SNP rs1126478 no gene LTF e a PerioC na
populacao brasileira.

Palavras-chave: Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Periodontite. Lactoferrina



ABSTRACT

The single nucleotide polymorphism (SNP) rs1126478 (T/C) located in LTF
gene, responsible for human lactoferrin protein expression, has been associated with
an increased risk of periodontits development in certain populations. Since this SNP
have not been validated in a brazilian population, the aim of this study was to
investigate wheter the association between rs1126478 SNP in LTF gene and grade C
Periodontitis could be replicated amoung brazilians. Healthy (n=191) and Grade C
periodontitis patients (n=199) who fitted inclusion criteria for this research were
selected. Both groups had to rinse 3% Dextrose solution to collect oral epithelial cells
samples. Then, the genomic DNA was extracted, purified and measured by
spectrophotometry in Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Subsequently, genotyping
was determined by real-time PCR using the Tagman® probe system. The genotypes
distribution was considered by the deviation in relation to the Hardy-Weinberg
equilibrium and, finally, the allelic frequencies between the groups were evaluated by
the chi-square test. Statistical results were analyzed considering a significance level
of 5% (p value < 0.05). In this study, the altered C allele presented a higher allele
frequency in PerioC population in comparison to SP group (55.93% e 45.05%,
respectively, p=0.008). Itis concluded that there is an association between the single
nucleotide polymorphism rs1126478 in the LTF gene and Grade C (PerioC)
periodontitis in the brazilian population.

Keywords: Single-nucleotide-polymorphism. Periodontitis. Lactoferrin
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria de etiologia multifatorial e
patogénese complexa, cujo desenvolvimento é resultado do desequilibrio na relacao
entre microbiota, fatores imunologicos, ambientais e comportamentais do hospedeiro,
sendo este processo regulado por fatores genéticos (Laine et al., 2012; Laine et al.,
2014; Loos et al., 2015). Clinicamente, manifesta-se por perda de insergao conjuntiva,

reabsorgcéo 6ssea e, no pior cenario, perda dentaria (Kinane et al., 2017).

Evidéncias epidemioldgicas indicam que doencas periodontais afetam de
20 a 50% da populacdo mundial (Sanz, 2010), sendo que sua manifestacdo mais
severa possui prevaléncia entre 1 a 15% desta populacdo (Demmer e Papapanou,
2010). Segundo Tonetti et al. (2017), a periodontite agressiva foi considerada a 62

condicdo mais prevalente no mundo no Global Burden of Disease Study (1990-2010).

No brasil, Susin et al. (2014) estimam que a prevaléncia nacional da
periodontite agressiva varia entre 0,3 e 5,5% da populagdo. Uma vez que esta
entidade patologica representa a maior causa de perda dental, além de
comprometimento mastigatério, estético e psicoldgico na vida dos pacientes, um maior

dominio acerca do tema € essencial (Tonetti et al., 2017).

A periodontite Grau C (PerioC), embora menos prevalente na populagéao
mundial (Demmer e Papapanou, 2010), apresenta expressivo efeito na qualidade de
vida devido a sua severidade. Casos de rapida progressao, manifestacdo em idade
precoce, acometimento de pacientes jovens e saudaveis clinicamente, historico de
agregacao familiar e prognostico desfavoravel aos tratamentos convencionais diferem
a entidade PerioC da antiga periodontite cronica (Perio AB) (Caton et al., 2018;
Albandar, 2014; Deas e Mealey, 2010).

Dada a relevancia genética na periodontite, Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (Single Nucleotide Polymorphisms- SNPs) tem sido alvo de pesquisas na area.
SNPs séao considerados marcadores moleculares capazes de determinar certas
predisposicoes, principalmente para a Periodontite Grau C (Laine et al., 2012; Laine
et al., 2014).
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Assim como outras doencas complexas, a periodontite € uma doenca
poligénica, na qual hd o envolvimento de multiplos genes de pequeno efeito que
contribuem para a susceptibilidade da doenca (Laine et al., 2012; Vieira e Albandar,
2014). Nesse sentido, estudos de associacao gendmica ampla (GWAS- Genome Wide
Association Study) séo utilizados para investigar associacdes entre SNPs especificos
e periodontite, sendo necessaria a validacdo desses marcadores em estudos com

populacdes independentes bem definidas (Loos et al., 2015).

Um dos genes de interesse na literatura € o gene LTF, responséavel pela
expressado de lactoferrina (LT), uma glicoproteina multifuncional presente em fluidos
como saliva e leite. Dentre suas funcdes, destaca-se a atividade antibacteriana,
antifangica, antivirais, antiinflamatérias e imunorregulatorias (Velliyagounder et al.,
2003). O polimorfismo rs1126478, localizado no gene LTF, é responsavel pela troca
de aminoacidos na regido do terminal N regido alfa hélice da lactoferrina humana
(Ikuta et al., 2013).

Estudos tem buscado encontrar associacdes entre SNPs no gene da
lactoferrina e doencas inflamatdérias, como a periodontite. Entretanto, os resultados da
relacdo do rs1126478 com a periodontite sdo inconsistentes, uma vez que as
consequéncias clinicas dessa alteracdo sdo dependentes da etnia da amostra
analisada (Fine, 2015).

Na populacéo brasileira, ainda ndo ha estudos que validem a associacéo
entre o SNP rs1126478 e a periodontite, seja esta PerioAB ou PerioC. Considerando
gue o Brasil é constituido por uma populacdo geneticamente heterogénea e que a
ancestralidade influencia diretamente no genétipo do individuo, € ressaltada a
importancia de validar, em uma amostra brasileira, alteragdes genéticas descritas em

outras populacdes (Andia et al., 2013).

Por fim, um cenario com fatores genéticos elucidados permitiria uma melhor
compreensao da etiopatogenia da periodontite, assim como a identificagdo de
pacientes mais susceptiveis a essa doenca, principalmente para a PerioC. Assim,
novos protocolos de tratamento poderiam ser instituidos, possibilitando um
diagnéstico e uma abordagem clinica precoce, de modo a reduzir os defeitos

funcionais e estéticos que acometem os pacientes afetados (Laine et al., 2014).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiopatogenia e classificacdo da doencga periodontal

Em uma visdo etimoldgica, a palavra periodonto significa “ao redor do
dente”. Para odontologia, o periodonto € um tecido que pode classificado, de modo
geral, em periodonto de protecdo e periodonto de sustentacdo. O primeiro
compreende a gengiva (marginal livre e inserida), enquanto o segundo é formado pelo
cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar (Carranza, 2012). Juntos,
esses tecidos tém como principais funcdes a protecdo e a insercao do dente no 0sso,
bem como a absorcéo e distribuicdo de forcas incidentes na cavidade oral (Lindhe,
2010; Carranza, 2012).

A periodontite € uma doenca inflamatéria que acomete tecidos
periodontais, caracterizada clinicamente por perda de insercdo conjuntiva, reabsorcao
0ssea e, na auséncia de tratamento, mobilidade e perda do elemento dentario (Kinane
et al.,, 2017). Embora a etiopatogenia da periodontite ndo seja totalmente

compreendida, seu caracter multifatorial € indiscutivel.

Segundo Socransky e Haffajee (1985), “bactérias sdo necessérias, mas
nao suficientes” para o desenvolvimento da doenca, ou seja, toda doenga periodontal
tem origem bacteriana, mas a presenca de biofilme periodontopatogénico nao define
exclusivamente a manifestacdo sinais e sintomas da periodontite. Posteriormente,
Page et al. (1997) associaram a resposta do hospedeiro como a base da patogénese

da doenca periodontal.

Definicbes mais recentes apresentam a doenca periodontal como uma
doenca complexa que se desenvolve como resultado de uma disbiose na relacao
entre microbiota e hospedeiro (Loos et al., 2015). Refinando as afirmac¢bes de Page
et al. (1997), foi proposto que a resposta do hospedeiro seria influenciada por seus
fatores imunolégicos, ambientais e comportamentais, sendo este processo regulado

por fatores genéticos (Laine et al., 2014; Loos et al., 2015).

Dentre os fatores que influenciam na susceptibilidade da doenca
periodontal, ha os fatores ndo modificaveis (idade, sexo, raga e polimorfismos

genéticos) e os modificaveis (adquiridos/ ambientais/ comportamentais), bem
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descritos na literatura como microbiota especifica, tabagismo, diabetes mellitus e

condicao socioecondmica do hospedeiro (Carranza, 2012).

Para Loos et al. (2015), existem fatores de risco para doenca periodontal:
(1) Biofilme bacteriano subgengival na raiz dental e tecido da bolsa periodontal; (2)
Fatores de risco genéticos e modificacbes epigenéticas; (3) Fatores de risco
associados ao estilo de vida (tabagismo, estresse, higiene oral, dieta); (4) Doencas
sistémicas (principalmente o diabetes) e (5) Fatores desconhecidos (causas

latrogénicas ou interferéncias oclusais).

Armitage, em 1999, publicou um Sistema de Classificacdo para Doencas
Periodontais e Condi¢des, que realizou algumas alteracdes e adicbes em relacéo a
classificagdo anterior (1989). Armitage apresentou pela primeira vez uma secao
apenas para doencas gengivais. A periodontite do adulto foi alterada para periodontite
cronica (PC) e a periodontite de acometimento precoce para periodontite agressiva
(PA). Foi melhor elucidada a definicdo para periodontite como manifestacdo de
doenca sistémica e reformulado a secdo de doencas periodontais necrosantes. Por
fim, houve a adicdo das categorias abscessos periodontais, lesbes endo-perio e

condicbes e deformidades de desenvolvimento e adquiridas.

Entretanto, recentemente, uma nova classificacdo foi proposta para as
doencas periodontais (Caton et al., 2018). Esta consiste na divisdo dos casos clinicos
em: (1) Saude periodontal, doencas e condi¢des gengivais; (2) Periodontite; (3) Outras
condicdes que afetam o periodonto; além da apresentacdo de condicbes e doencas

periimplantares.

Esse novo sistema realiza a segregacéo dos pacientes periodontais de
acordo com o estadiamento (I, I, 1ll ou IV) e graduacdo (A, B ou C) da doenca
periodontal. O estadiamento se refere a severidade e complexidade de tratamento e
a graduacdo, por sua vez, indica a progressao, prognostico e avaliacdo do risco para

a saude geral do paciente (Caton et al., 2018).

Representada por uma maior prevaléncia, alta incidéncia em populagéo
adulta, lenta progressdo e prognostico favoravel (Albandar et al., 2014; Deas e

Mealey, 2010), a antiga periodontite crénica é apresentada como periodontite Grau A
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(lenta progressdo) ou B (moderada progressao) (PerioAB) na nova classificacdo
(Caton et al., 2018).

A PA, ja nomeada anteriormente de periodontose, periodontite juvenil e
periodontite precoce (Albandar et al., 2014), atualmente é classificada como
Periodontite Estagio IV Grau C (PerioC) (Caton et al., 2018). Essa modalidade
compreende casos de rapida progressdo, com manifestacdo em idade precoce, em
pacientes jovens e saudaveis clinicamente, histérico de agregacdo familiar e
prognéstico desfavoravel frente aos tratamentos (Albandar et al., 2014; Deas e

Mealey, 2010).

2.2 Genética, SNPs e periodontite

Segundo Loos et al. (2015) a contribuicdo dos fatores causais para a
doenca periodontal € individual para cada paciente, ou seja, os fatores ndo afetam
igualmente todos os individuos. Acredita-se que pacientes mais velhos tenham maior
influéncia de fatores relacionados a microbiota e ao seu estilo de vida. Por outro lado,
pacientes mais jovens acometidos pela DP parecem ter mais fatores intrinsecos
(genéticos) associados com o desenvolvimento da doencga, sendo o histérico de

agregacao familiar mais aparente nessa populacao (Stabholz et al., 2010).

O DNA humano contém regides com diferentes funcbes, seja ela
codificadora (proteina), regulatéria ou com fungdo desconhecida (“junk DNA”). O
genoma humano demonstrou-se 99% idéntico entre individuos da espécie humana
em estudos de sequenciamento genético, sendo que 1% das variacdes existentes é
representada pelo tipo mais comum de alteracdo genética: polimorfismos de

nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)) (Loos et al, 2015).

Nas ultimas décadas, a periodontia revelou interesse em identificar
alteracbes genéticas especificas, especialmente polimorfismos de nucleotideos
anicos (SNPs) associados a regides imunoregulatorias e metabdlicas (Kinane et al.,
2017). SNPs representam alteracdes em bases nitrogenadas no DNA, cujo resultado
pode ser apenas uma alteracdo no genotipo ou, de fato, gerar uma alteracdo no
fendtipo do individuo (Loos et al., 2015).
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Os polimorfismos genéticos candidatos sdo aqueles ja descritos como
relacionados a resposta imune do hospedeiro, ou que tenham sido associados
previamente com outras doencgas cronicas, como diabetes tipo 2, artrite reumatoide,
doencas cardiovasculares, doenca de Crohn e lUpus eritematoso, por exemplo (Loos
et al., 2015). Os SNPs podem atuar influenciando na expressao e funcédo génica e,
dessa forma, tem potencial para alterar a resposta imune e modular a resposta frente

a doencas cronicas inflamatérias (Loos e Dyke, 2020).

Apesar da existéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico ndo ser uma
relacdo direta e exclusiva de causa e efeito para doencas inflamatoérias, estudos
sugerem que SNPs tenham um importante papel na susceptibilidade de doencas.
Dessa forma, os SNPs podem ser considerados marcadores moleculares capazes de
determinar predisposicdes a certas doencgas, como a periodontite (Laine et al., 2012).

Em geral, fenétipos mais fortes, como a PerioC, sdo mais afetados por
fatores genéticos e sofrem menos “ruido” de fatores comportamentais, logo, sdo mais
Uteis para identificar alteragdes genéticas quando comparados com a PerioAB (Laine
et al., 2012; Laine et al., 2014; Loos et al., 2015). Por esse motivo, a maioria das
pesquisas tem buscado associar SNPs com a periodontite agressiva (PerioC), a fim
de melhor elucidar o papel genético na resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro

frente ao desafio periodontal.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico que mais foram replicados e
validados na literatura se encontram nos genes COX2, IL1, IL10, DEFB1, ANRIL,
GLT6D1 (Loos et al., 2015; Taiete et al., 2019). Todavia, 0s resultados podem ser
variaveis e controversos entre 0s estudos, ao ponto que um mesmo SNP pode ter sido
validado para uma populacdo caucasiana, mas nao ter evidéncia de associacdo em

outras populagcdes, como africanos e asiaticos ou vice e versa (Laine et al., 2012).

Essa inconstancia nos resultados encontrados é esperada, uma vez que a
etnia da populagéo influencia no genétipo dos individuos e, consequentemente, pode
ter relacdo com as manifestacdes clinicas da alteracéo analisada (Laine et al., 2012;
Andia et al., 2013; Fine, 2015). Dessa forma, frequéncias alélicas e genotipicas podem

variar dependendo da amostra, ao passo que uma alteracdo genética pode ser um
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fator de risco para predisposi¢cdo de uma doenca em uma determinada populacédo e

nao ser em outra (Laine et al., 2012; Taiete et al., 2019).

Apesar das diferencas previstas entre as etnias, dado o impacto de
alteracdes genéticas no curso da doenca periodontal, torna-se fundamental estimular
a validacdo de polimorfismos genéticos descritos previamente em outras populacdes
(Andia et al., 2013; Loos et al., 2015).

2.3 Lactoferrina

Um dos genes que tem ganhado interesse na literatura é o LTF,
responsavel pela expressao de lactoferrina (LT), uma glicoproteina multifuncional da
familia das transferrinas (Wu et al., 2009, Wakabayashi et al., 2010). A lactoferrina,
também denominada lactotransferrina, € encontrada em fluidos corporais como leite,

saliva, plasma sanguineo e lagrimas (Amerongen e Veerman, 2002).

A principal funcdo da lactoferrina € sua acdo quelante que promove um
efeito bacteriostatico ao privar o ferro livre no sangue e secrec¢des. Esse sequestro do
ferro do meio ambiente € essencial para reduzir o potencial de crescimento de
bactérias gram-positivas e gram-negativas do meio bucal (Amerongen e Veerman,

2002; Velliyagounder et al., 2003).

De modo geral, estudos apontam uma forte associagao da lactoferrina em
defesa de mucosas (Wu et al.,, 2009). Além de efeitos ferro-dependentes, essa
glicoproteina apresenta importantes atividades antibacterianas, antifangicas,
antivirais, antiinflamatérias e imunorregulatérias (Amerongen & Veerman, 2002;
Velliyagounder et al., 2003; Fine, 2015).

Existem evidéncias publicadas que apontam relacdes entre a lactoferrina e
doencas periodontais. A quantidade de lactoferrina esta fortemente associada com a
guantidade de neutrofilos (PMNSs) no fluido crevicular gengival de pacientes, sendo

considerada um marcador para o numero de neutréfilos creviculares (Wu et al., 2009).

Maiores niveis de LT foram encontrados no fluido crevicular gengival de
pacientes periodontais (Yadav et al., 2014; Huynh et al., 2015). Uma relacdo direta

entre quantidade de LT e parametros clinicos mais elevados da DP, além de uma
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possivel reducdo nos niveis de LT apos a instituicdo de tratamento periodontal foi
relatada por Yadav et al. (2014). Além disso, efeitos inibitorios da lactoferrina parecem
controlar o crescimento e desenvolvimento de biofilme periodontopatogénico
contendo espécies marcantes para a doenca, como Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Jordan et al., 2005).

O polimorfismo de nucleotideo Unico rs1126478, localizado no gene LTF, 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; lkuta et al., 2013). Estudos tem buscado identificar
associacfes entre SNPs no gene da lactoferrina (LTF) e doencas bucais como cérie

dental e periodontite (Fine, 2015).

Entretanto, os resultados de associagfes entre 0 SNP rs1126478 com a
periodontite, assim como o0s demais estudos sobre alteracdes genéticas, séo
inconsistentes devido relacdo com a etnia da amostra analisada (Fine, 2015). Ikuta et
al. (2013), por exemplo, ndo encontraram diferenca significativa entre o polimorfismo
rs1126478 com a periodontite cronica ou agressiva em populagéo japonesa.

A associacdo desse SNP foi validada em populacdo italiana para
periodontite crénica e em taiwaneses para periodontite agressiva (Wu et al., 2009;
Zupin et al., 2017). Para populacdo afro-americana, Velliyagounder et al. (2003)
relataram associagcao do rs1126478 e a periodontite juvenil. Jordan et al. (2005), por
sua vez, encontraram em outra populacao afro-americana a mesma relagcédo descrita
por Velliyagounder et al. (2003), mas essa relacdo ndo pode ser validada para a

amostra caucasiana analisada em seu estudo.

Atualmente, ndo ha evidéncias relatadas acerca da relacao do polimorfismo
de nucleotideo unico rs1126478 (T>C) com a periodontite, seja ela grau A, grau B ou
grau C em uma amostra brasileira. Dada a influéncia de fatores genéticos na
susceptibilidade da periodontite, principalmente na forma mais agressiva da doenca
(periodontite grau C), € fundamental a realizacdo de estudos que investiguem a
associacao do SNP rs1126478 com a doencga periodontal na populagéo brasileira.

Considerando o impacto da doenca periodontal na vida da populagéo, tal

como a mobilidade e perda precoce dos elementos dentarios, uma melhor
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compreensao da etiopatogenia e dos mecanismos genéticos envolvidos na

susceptibilidade da periodontite € essencial (Andia et al., 2013; Loos et al., 2015).
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3 PROPOSICAO

O objetivo desse trabalho foi identificar uma associacdo entre o
polimorfismo de nucleotideo Unico rs1126478 (T>C) no gene LTF e a Periodontite
Grau C na populacao brasileira, através da analise de distribuicdo das frequéncias

alélicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos pacientes e coleta da amostra

A partir de critérios de inclusdo definidos para a pesquisa submetida ao
Comité de Etica em Pesquisa (CAAE: 51534921.0.0000.5418) foram selecionados
pacientes da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-Unicamp) e classificados
em dois grupos distintos: Periodontite Grau C (PerioC) e Saude Periodontal (SP). Os

critérios de incluséo utilizados foram baseados nos seguintes diagnosticos:

Diagnostico de Periodontite Grau C (n=199): presenca de bolsas
periodontais e perda 6ssea radiografica em pacientes com idade inferior a 35 anos no
momento do diagndstico da doenca; presenca de no minimo 8 dentes com
profundidade de sondagem (PS) = 5 mm (sendo que dois dentes devem apresentar
PS =7 mm) e sangramento a sondagem (SS) em 3 dentes ndo contiguos a primeiros
molares e incisivos; presenca de no minimo 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 os dois grupos: alteracéo sistémica (diabetes,
cardiopatia, hepatite, etc.) ou uso de medicamentos (tais como antibiéticos, anti-
inflamatorios de uso continuo, fenitoina, ciclosporina) que possam influenciar na

resposta ao tratamento periodontal; habito tabagista, gravidez ou periodo de lactacéo.

Os pacientes selecionados foram submetidos a coleta de saliva a partir de
bochecho com 5 mL de solugcédo de Dextrose a 3% durante 1 minuto. Posteriormente,
foi adicionado 3 mL de TNE com alcool para permitir conservacdo dessas amostras

em laboratorio.

4.2 Extragao do DNA

No laboratorio, para a obtencéo das células epiteliais, foi adicionado agua
destilada para que as amostras atingissem o mesmo volume. Posteriormente, foram

centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm para sedimentacdo dessas ceélulas
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epiteliais bucais, conforme descrito por Trevilatto e Line (2000). Foi observado a

formacéo de um pellet de células sedimentadas no fundo dos tubos.

Apds o descarte do sobrenadante dos tubos Falcon, foi adicionado 5mL de
TNE sem alcool e centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm e, novamente, descartado
0 sobrenadante. Em sequéncia, foi acrescentado 1 mL de solucéo de lise (10 mM Tris
pH 8.0, 0.5% SDS, 5 mM EDTA) aos tubos e todo o conteudo foi homogeneizado com
o auxilio de uma pipeta e transferido para tubos eppendorf de 2 mL. Por fim, a proxima
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 movimentacéo leve.

4.3 Purificacdo do DNA

No dia seguinte a incubacdo das células bucais, as proteinas e
contaminantes foram removidos pela adicdo de 470 pyL de solugdo de acetato de
amoénio 8M e EDTA 1mM e encaminhados para centrifugacdo a 14000 rpm por 10
minutos a 4°C. Com auxilio de uma pipeta, foi transferido o sobrenadante (contendo
o DNA), para tubos eppendorfs estéreis duplicados e adicionado 540 pL de
isopropanol para a precipitacdo do DNA gendmico. Novamente foi realizado

centrifugacéo a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante.

A adicéo de 1mL de etanol 70% gelado foi realizada em um dos tubos da
dupla, para lavagem do DNA, seguido de movimentacdo suave com uso da pipeta até
a soltura do pellet de DNA. Posteriormente, foi transferido esse conteudo para o outro
tubo da dupla, sendo muito importante certificar que o pellet foi devidamente
transferido. Uma ultima centrifugagéo a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C foi realizada,
seguida de descarte do etanol e foi mantido os tubos abertos para a evaporacéo total
do etanol nos tubos. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 50 pL de TE pH 8.0 (10 mM

Trise 1 mM EDTA) e armazenado a freezer a -20°C.

Apds a extracdo e purificacdo do DNA, a qualidade e a concentracédo do
material genético foram avaliadas através da mensuragdo de 1 yL de amostra no
equipamento de espectrofotometria (Nanodrop 2000, ThermoFisher Scientific) para
que fosse possivel diluir as amostras & uma concentragdo padrdo de 10 ng/mL. As

proximas etapas do projeto contemplaram a genotipagem do polimorfismo genético
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rs1126478 no gene LTF através de ciclos de Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase
(PCR), que amplificaram fragmentos especificos do DNA das amostras obtidas para

a andlise da distribuicdo de gendtipos e frequéncia alélica na popula¢édo do estudo.

4.4 Padronizacao da sonda tagman e genotipagem

A andlise do polimorfismo genético rs1126478 no gene LTF, assim como
qualquer analise de SNPs, preconiza a padronizacdo de primers especificos para a
regido de interesse do DNA do estudo. Para essa padronizacdo foram realizadas
Reacdes em Cadeia da DNA Polimerase em tempo real (rt-PCR) com uso do sistema
de sondas Tagman® para discriminacao de alelos (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) e o aparelho LightCycler 480 (Roche). As reacdes foram realizadas em um
volume total de 10 pL por poco (1 uL de DNA a 10 ng/ml, 5 pL de 2X TagMan master
mix, 0,5 uL de 20X Assay Working Stock (sonda TagMan para determinacdo do SNP
rs1126478 e 4,5 uL de Nuclease Free Water), distribuidos em uma placa de 96 pocos.
Como padronizagdo das especificagcbes da corrida de rt-PCR, seguimos a
recomendacao do fabricante. A fluorescéncia da amplificacéo do PCR foi identificada
através do StepOne Plus (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) e analisada com

o software indicado pelo fabricante.
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5 RESULTADOS

Os dados clinicos e demogréficos dos pacientes inclusos nesse estudo
para coleta de amostras de saliva estdo descritos na Tabela 1. Foi observado uma
maior predominancia de pacientes do género feminino (F) para o grupo PerioC em
relacdo ao grupo SP em ambos grupos analisados (79% e 65%, respectivamente (p
< 0,05%)). Nao houve diferenca estatistica entre os parametros clinicos, etarios e
étnicos entre os grupos PerioC e SP.

Tabela 1 — Dados clinicos e demograficos das populac¢des PerioC e SP.

Caracteristicas PerioC SP
Idade (media + desvio padréo) 34.06 £4.6 A 30.7+58A
Género (% - M/F) 21/79 A 35/65B
Etnia (C / Af/ As) 16.5/835/0A 13.2/852/16A
indice de Placa (média + desvio padréo) 23.10£6.53 A 19.36 + 5.38 A

indice de Sangramento (média + desvio padr&o) 24.83+£9.05 A 19.39+ 231 A
Profundidade de Sondagem (média + desvio padrdo) 2.35+ 0.05 A 213+0.23 A

Nivel Clinico de Insercdo (média + desvio padrdo) 5.44+1.04 A 415+0.72 A
Letras diferentes indicam presenca de diferenca estatistica entre PerioC e SP (p < 0,05).

O grafico 1 apresenta a distribuicdo das frequéncias alélicas (T/C)
encontrada para o SNP rs1126478 nas amostras de DNA coletadas a partir da saliva
dos grupos PerioC (periodontite Grau C) e SP (saude periodontal). A analise
estatistica aplicada foi o teste qui-quadrado (x?), sendo adotado o nivel de
significancia de 5% para esse estudo (p valor < 0,05). Nesse estudo, o alelo alterado
C apresentou uma maior frequéncia alélica na populagédo com PerioC em comparagao
com o grupo SP (55,93% e 45,05%, respectivamente). Ja o alelo ancestral T esteve
presente em uma menor frequéncia para o grupo PerioC em comparagdo ao grupo
SP (44,07% e 55,93%, respectivamente). A distribuicdo dos alelos T e C para a
variacdo rs1126478 no gene LTF apresentou diferenca estatistica significativa
(p=0,008) entre as populacdes PerioC e SP.
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Grafico 1 — Frequéncia alélica (T/C) do SNP rs1126478 para o gene LTF nos grupos PerioC
e SP. *Indica presenca de diferenca estatistica entre PerioC e SP (p < 0,05).

O alelo alterado C apresentou menor ocorréncia na populacdo SP e,
concomitantemente, maior ocorréncia na populacdo PerioC, sugerindo uma
associacao entre o SNP rs1126478 no gene LTF e a manifestacdo de periodontite

grau C na populacgéo brasileira.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo foi observada a distribuicdo alélica do SNP rs1126748 em
uma populacdo brasileira previamente selecionada. O alelo ancestral T esteve
presente em 54,95% dos participantes do grupo saude (SP) e em 44,07% dos
pacientes representantes do grupo doente (PerioC). O alelo C, por sua vez, esteve
mais presente no grupo PerioC (55,93%) quando comparado ao grupo saudavel
(45,05%).

O polimorfismo de nucleotideo Unico rs1126478, localizado no gene LTF,
foi estudado previamente em outras populacdes (Velliyagounder et al., 2003; Jordan
et al., 2006; Wu et al., 2009; Ikuta et al., 2013; Zupin et al., 2017). A relacdo entre esse
SNP e a periodontite crénica foi analisada em uma populac¢do do nordeste italiano por
Zupin et al. (2017). Concluiram que o alelo G, existente quando h& a troca do
aminoacido lisina por arginina, apresentou aumento da susceptibilidade para

periodontite crénica.

Os resultados encontrados em populacéo italiana tém consisténcia com a
associacdo descrita por Wu et al. (2009) acerca de pacientes taiwaneses, com
ancestralidade chinesa. Enquanto o alelo G esteve significantemente mais presente
nos grupos PA (Periodontite agressiva) e PC (Periodontite cronica), o alelo A
apresentou reducédo de risco de AgP na populacdo taiwanesa. A metodologia desse
estudo 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 nao fumante, o genétipo carregando
o alelo G 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 populagéo brasileira.
Nossos resultados sugerem que o alelo ancestral, ou seja, o alelo T, representa um
fator de protecdo para a populacdo brasileira, estabelecendo relacdo com o
diagnoéstico de saude periodontal, semelhante ao que foi identificado por Wu et al.
(2009) em uma populacdo taiwanesa. Cabe ressaltar que a doenca periodontal é
multifatorial e que a presenca isolada do alelo ancestral no individuo ndo determina a

auséncia da manifestacédo da periodontite.
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A distribuicdo das frequéncias para o alelo alterado, nesse caso alelo C,
indicou uma maior susceptibilidade para o hospedeiro desenvolver Periodontite Grau
C, em relacdo a individuos sem a alteracdo genética rs1126478 no gene LTF. Esse
resultado, corroborando com outras associagdes na literatura, aponta o alelo alterado
(C) como fator de risco para a doenca periodontal. Mais uma vez, essa associacao &
uma sugestdo e caso 0 paciente nao apresente desequilibrio entre fatores
microbianos e comportamentais, por exemplo, a doenca periodontal ndo tera inicio de

manifestagéo e progressao.

Estudos genéticos sdo dependentes de etnia, logo os resultados e
interpretagdes variam de acordo com a amostra utilizada, conforme exemplificado
anteriormente (Andia et al., 2013; Fine, 2015; Loos et al., 2015). Cabe ressaltar que o
Brasil € um pais de grande extensao territorial e constituido por uma populacdo
extremamente miscigenada. Apesar da heterogeneidade brasileira, nossos

participantes relataram majoritariamente descendéncia africana.

Os resultados dessa pesquisa correspondem a uma amostra de pacientes
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-Unicamp), localizada no sudeste
brasileiro. Entretanto, se a mesma metodologia for replicada em outras populacdes,
até mesmo em outra regido do brasil ha elevadas chances de os resultados serem

divergentes daqueles encontrados no presente estudo.

Considerando que fatores genéticos tem diferentes efeitos em diferentes
populacdes, sugere-se a importancia do desenvolvimento de mais estudos abordando
nao somente a relacdo desse SNP com outras populac¢des internacionais, como
também com amostras de outras regides brasileiras. H4 necessidade de avaliacéo
parametros clinicos, niveis de expressao génica (LTF) e niveis de expressao proteica

(lactoferrina) nos pacientes portadores da alteragéo genética rs1126478 no gene LTF.

Um maior aprofundamento nesse tema permitiria melhores conclusoes,
podendo determinar um novo marcador molecular genético para a doenca periodontal
(Loos e Dyke, 2020). Além disso, possibilitaria o0 desenvolvimento de novos protocolos
de tratamento, dedicados a uma abordagem mais preventiva, em vez de terapéutica
(curativa) a fim de controlar a doenca periodontal nos pacientes mais susceptiveis a

periodontite.
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7 CONCLUSAO

O trabalho permitiu validar a associagdo entre o polimorfismo de
nucleotideo Unico rs1126478 no gene LTF e a periodontite Grau C na populagéo
brasileira, uma vez que o alelo ancestral T esteve mais presente na populacdo de
Saude Periodontal (SP) e o alelo alterado C apresentou maior frequéncia na
populacdo com periodontite Grau C (PerioC). E sugerida a relagio entre a presenca
da alteracdo genética rs1126478 e a maior susceptibilidade de periodontite em seu
estagio mais avancado. Dessa forma, o trabalho reforca a influéncia de fatores
genéticos no desenvolvimento da doenca periodontal, principalmente para a

periodontite grau C.
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 5.739.821

Apresentagdo do Projeto:

O parecer inicial & elaborado com basa na transcrigio edilada do conleddo do registro do prolocolo na
Plataforma Brasil @ dos arquivos anexados a Plataforma Brasil. Os pareceres de relorno, emendas e
notificagies 50 elaborados a partir do Gltimo parecer @ dos dados @ arguivos da dltima vers3o apresentada.
Trata-se de SOLICITACAD DE EMENDA (E1) AQ PROTOCOLO originalmente aprovado em 30/11/2021
para alleragdo na melodologia @ exlansio do cronograma de realizagdo da pesquisa. O parecer foi
alualizado de acordo com a documenlacdo apresantada. A solicilacdo esla detalhadamente descrila ao final

do parecar.

A EQUIPE DE PESQUISA cilada na capa do projato de pesquisa inclui CAMILA SCHMIDT STOLF (Cirurgia
Dentista, Douloranda no PPG Clinica Odontologica, area de Paricdontia da FOPYUNICAMP, Pesquisadora
responsavel, Co-orientadora), ARTHUR GABRIEL DE S0UZA PEREIRA [(Graduando no curso de
Odonlologia da FOP-UNMICAMP, Orientando), BRUNA CONSOLARC DE ALMEIDA (Graduanda no cursa de
Odontologia da FOP-UNICAMP, Orientanda), REMATO CORREA WIANA (Cirurgido Dentista, Docente da
araa de Periodontia da FOP-UNICAMP, Onentador), o que & confirmado na

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
MNao

PIRACICABA, 04 de Novembro de 2022

Assinado por:
jacks jorge junior
(Coordenador{a))
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Anexo 3 — Iniciacao cientifica

2
3 =7 Universidade Estadual de Campinas
W i Pri-Faitoeia de Peoquisa

prd-iEtana de pesgus Programas de [niciagio Cientifica e Tecnoltgica
uncanme  UNICEMP weawe_prp. Lnicamp br | Tal, 55 19 35214691

Bolsista: BRUNA CONSOLARD DE ALMEIDA - RA 213829
Orientador{a): Prof.(a) Dr.(a) RENATO CORREA VIANA CASARIN

Projeto: “Associacdo do polimordismo genéfico rs1800872 no gene ILT0 com a periodontite Grau C em
uma papulacda brasileia”

Bolsa: PIBIC/CHPg
Procassa: 12563212021-8
Vigéncia: 01/09/2021 a 31/08/2022

EARECER

O relatdrio ciantifico final @ bem eskulurado & complalo, ravelando uma possivel associacda antre o SNFP
astudado e a doanca periadanial. A esfudanfe manfeve um axcelente desampanho acaddmico.
Conclusdo do Parecer:

S Aprovado

Pri-Reltoria de Pesquisa, 10 de owiubro de 2022.

Marcos Yakuwa Mekaru
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