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Viana AC. Investiga¢do de polimorfismos no gene do receptor 2 da interleucina 8 em
individuos com periodontite [dissertagdo mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2008.

RESUMO

Objetivo: O presente estudo foi realizado para investigar a associagdo entre
polimorfismos +785(C/T), +1208(T/C) e +1440(G/A) no gene do receptor 2 da
interleucina 8 (CXCR2), bem como de seus hapldtipos, e a suscetibilidade a
Periodontite em individuos brasileiros. Material e Método: Foram selecionados 500
individuos de ambos os géneros (Grupo Controle: n = 224, idade média 35,3 anos;
Grupo Periodontite [GP] n = 276, idade média 43,4 anos) que procuraram
atendimento na Faculdade de Odontologia de Araraquara. A partir de células da
mucosa bucal, o DNA foi extraido por uma solu¢do de solventes organicos
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico; - 25:24:1). Os polimorfismos +785 e¢ +1208
foram investigados pela técnica SSP-PCR (Sequence Specific Primer — PCR)
enquanto que o polimorfismo +1440 foi analisado por PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). Os fragmentos obtidos por
PCR-RFLP e os produtos obtidos por SSP-PCR foram submetidos a eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida a 10% (locus +785 e +1208) e 14% (locus +1440),

sendo depois corados com nitrato de prata. Resultados: Considerando a frequéncia



de alelos e genotipos de cada polimorfismo isoladamente, ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Quando analisados em
haplotipos, a freqiiéncia do haplétipo TCG foi significativamente maior no Grupo
Periodontite (p=0,005; odds ratio [OR] = 3,54) do que no Controle. O haplétipo
heterozigoto TCG/CCA foi relacionado com um aumento de suscetibilidade a
periodontite na populagdo total (p=0,015; OR=3,22). Conclus&o: Os resultados deste
estudo sugerem que hapldtipos no gene CXCR2 estdo associados com suscetibilidade

a periodontite em individuos Brasileiros.

Palavras-chave: Polimorfismo genético; periodontite; receptores da interleucina-8B;

haplotipos.



Viana AC. Investigation of polymorphisms in the interleukin 8 receptor 2 gene in
individuals with periodontitis [dissertacdo mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2008.

ABSTRACT

Objective: This study investigated whether the +785(C/T), +1208(T/C) and
+1440(G/A) single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CXCR2 gene, as well as
their haplotypes, would be associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian
individuals. Methods: Five hundred individuals in both genders (Control Group [CG]
= 224, mean age 35.3 years; Periodontitis Group [PG] = 276, mean age 43.4 years)
were recruited for this study from the patient pool of the School of Dentistry of
Araraquara — FOAr/UNESP. DNA was extracted from buccal epithelial cells with a
solution of organic solvents (phenol/chlorophorm/isoamilic alcohol, - 25:24:1). The
+785 and +1208 SNPs were investigated using the Sequence Specific Primers
Polymerase Chain Reaction method (SSP-PCR). The +1440 SNP was genotyped by
the PCR-RFLP method (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism). The SSP-PCR products and the RFLP fragments were submitted to
polyacrylamide gel electrophoresis in a concentration of 10% and 14%, respectively,
which were stained by silver staining method. Results: Considering each

polymorphism allele and genotype frequency isolated, no differences were found



between groups. The frequency of TCG haplotype was significantly higher in the
Periodontitis group (p=0.005, odds ratio [OR] =3.54) than in the Controls. The
heterozygous haplotype TCG/CCA was related to an increased susceptibility to
Periodontitis in the total casuistic (p=0.015, OR=3.22). Conclusion: These data
indicate that haplotypes in the CXCR2 gene were associated with susceptibility to

periodontitis in Brazilian individuals.

Keywords: Periodontitis; genetic polymorphism; inteleukin-8B receptor; haplotypes.
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1 INTRODUCAO

A Periodontite ¢ uma doenca infecciosa caracterizada por um processo
inflamatdrio destrutivo que afeta os tecidos de suporte e protecio do dente. Pode
ocorrer formagdo de bolsas periodontais, recessdes gengivais, reabsor¢cao do 0sso
alveolar, e eventual perda do dente®’. Histologicamente, a Periodontite é caracterizada
por acimulo de células inflamatérias na por¢do extravascular do tecido conjuntivo
gengival. Numerosas espécies bacterianas tém sido isoladas da placa subgengival,
sendo algumas estreitamente relacionadas ao inicio e progressao da doenga. Devido a
maioria das bactérias periodontopatogénicas residirem nas bolsas periodontais, o
sistema imune apresenta dificuldade em eliminar os microrganismos. Essa situacao
particular leva a uma inflamacdo crénica e a uma continua resposta exacerbada do
hospedeiro, resultando em destrui¢ao do tecido. A resposta local do hospedeiro contra
essas bactérias ¢ o recrutamento de leucocitos e subseqiiente liberacdo de mediadores
inflamatorios®.

Os meios pelos quais as bactérias periodontopatogénicas iniciam e
perpetuam a inflamagdo e a destruicdo tecidual caracteristicas da periodontite tém
sido area de investigagdo nos ultimos anos. As bactérias associadas a periodontite
podem causar destrui¢cdo no periodonto marginal via dois mecanismos: 1) pela agdo
direta dos subprodutos de metabolismo e enzimas bacterianas; 2) estimulando a

liberacdo de mediadores inflamatorios de células hospedeiras, promovendo a
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autodestrui¢io tecidual®. Assim, tanto bactérias com potencial patogénico quanto a
qualidade da resposta do hospedeiro parecem constituir duas faces da etiologia da
periodontite.

Dados recentes t€ém demonstrado que a periodontite esta amplamente
distribuida em todo o mundo, inclusive no Brasil'®****. Além disso, nos tltimos anos,
a periodontite tem sido reconhecida como sendo de carater multifatorial®®; sofrendo
influéncia do fumo™, estresse psicossocial47 e doencas sistémicas como diabetes™.
Confirmando a relacdo de fatores genéticos com a periodontite, um estudo em
gémeos revelou que estes fatores sdo responsaveis por cerca de 50% da expressdo da
doeng:asz.

A comunidade cientifica internacional tem apresentado um grande
interesse em investigar o papel que determinados mediadores desempenham em
doengas inflamatorias. Desses mediadores, o grupo das citocinas merece especial
atencdo. As citocinas constituem um grupo diverso de pequenas proteinas e
glicoproteinas que apresentam um vasto patamar de funcdes bioldgicas potentes. A
maioria das citocinas tem sido agrupada de acordo com a fungao a elas atribuidas em
seis grupos: interleucinas, citocinas citotoxicas, fatores estimulantes de coldnia,
interferons, fatores de crescimento e quimiocinas’. Algumas citocinas tém sido
caracterizadas como pré-inflamatdérias como a interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-8 e
antiinflamatorias como a IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento tipo

beta (TGF-B). Doencas inflamatérias podem ser induzidas e perpetuadas por
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producao excessiva de citocinas pro-inflamatoérias ou possivelmente por uma

diminui¢do na produgdo apropriada de citocinas antiinflamatérias, ¢ uma falha no
o o . .23
equilibrio destas situagdes parece ocorrer na periodontite™.

Diferengas individuais nos niveis de interleucina relacionados aos

diferentes graus de suscetibilidade a periodontite podem ser atribuidas, entre outros

fatores, a polimorfismos nos genes de citocinas e de seus receptores. Como exemplo,
a freqiiéncia do alelo 2 do polimorfismo IL1B +3953 esta aumentada em pacientes com

doenca periodontal avangada. Individuos homozigotos para o alelo 2 desse locus
polimérfico, presente no exon 5, produzem a proteina IL1-f em um nivel quatro
vezes mais elevado™. Os niveis de expressio de uma proteina também podem ser
modulados por polimorfismos genéticos em uma regido regulatoria do gene chamada

“promotor”*?

. Na regido promotora existem motivos (seqiiéncias curtas de DNA)
especificos que, ligados a fatores de transcri¢do, aumentam ou reprimem a transcrigao
da proteina®. Foi observada associagio da severidade ou suscetibilidade a
periodontite com polimorfismos no promotor dos genes IL2" 1L6* ¢
metaloproteinase 1 (MMP1)">. Investigando o gene 1L10, dois polimorfismos na
regido promotora foram associados com a periodontite, sendo que determinados
haplétipos formados por tais polimorfismos aumentaram a suscetibilidade a doenga
em até 8 vezes'®.

O envolvimento de citocinas, bem como de seus polimorfismos

genéticos, tém sido cada vez mais investigados em doengas inflamatorias,
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respiratorias, e também na periodontite. Por exemplo, tanto os niveis protéicos quanto
polimorfismos em seus respectivos genes como IL2, IL4, IL10 ¢ TGFB foram

16,74-76

. . T 233,92
estudados na periodontite , ¢ em individuos com asma’****2.

Virios
polimorfismos genéticos em genes como IL1A, IL1B, IL6, IL10, VDR (receptor de
vitamina D), TLR4 (receptor semelhante a Toll - 4) ¢ TNFA (fator de necrose
tumbucal - alfa) foram avaliados na doenca periodontal cronica e também na
periodontite agressiva’. No entanto, o conhecimento que se obteve desses estudos
mostrou que hé necessidade de mais pesquisas na area, para confirmar os resultados
obtidos, o que devera ser feito com populagdes etnicamente diferentes e com um
namero amostral maior’’. Além disso, ¢ importante investigar polimorfismos, nio
somente em genes de citocinas, mas também em outras moléculas importantes nas
doencas inflamatorias.

As quimiocinas s3o um tipo especial de citocinas quimiotaticas que
regulam o transito de leucdcitos, de forma que desempenham papéis importantes no
desenvolvimento, homeostase ¢ funcdes do sistema imune, além de terem efeito sobre
células do sistema nervoso central e angiogénese'. A IL-8 é uma quimiocina
produzida principalmente por fagocitos mononucleares do sangue, mas também por
células endoteliais, epiteliais, sinoviais, fibroblastos, condrocitos e tumorais® **. A IL-
8 tem importante fungdo pré-inflamatdria, pois media a ativagdo e migracdo de
neutrofilos do sangue periférico ao tecido, além de atuar em mondcitos, basofilos e

linfécitos T, contudo com menor efeito do que em neutrofilos. A resposta dos

neutrofilos a IL-8 ¢é caracterizada por migragdo de células, liberagdo de enzimas
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(como elastase) contidas nos granulos de secre¢@o presentes no citoplasma, e outras
alteragdes intra e extracelulares. As enzimas contidas em granulos de secrecdo sao
proteases neutras e acidas, e sdo liberadas no espago pericelular. Constituintes do
tecido conjuntivo sdo eficientemente degradados por essas enzimas liberadas por
ativacdo’.

As atividades celulares da IL-8 sdo mediadas por dois receptores,

CXCR-1 (anteriormente chamado IL8R-«) e CXCR-2 (anteriormente chamado

IL8R-B, OMIM™* 146928 ) que sdo codificados por dois genes localizados no brago
longo do cromossomo 2 (2q34-q35)™.

Os receptores de quimiocinas pertencem a superfamilia da rodopsina
que sdo acoplados a proteina G e que t€ém sua estrutura composta por sete dominios
transmembrana a-helicoloidais®' (Figura 1)'. O termo “CXC” advém da estrutura
protéica da quimiocina, onde dois residuos de cisteina amino terminais que
participam da ponte dissulfeto estdo separados por um outro aminoacido'. Devido aos
receptores de quimiocinas serem especificos a uma subclasse de quimiocinas, o
sistema de nomenclatura dos receptores utiliza o termo CXC e acrescenta a letra “R”

(receptor), seguido do nimero®®?°.
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Receptores transmembrana
de sete a-hélices

z/‘.

z/‘.

Quimiocinas

FIGURA 1- Desenho esquemdtico mostrando o receptor de quimiocina sobre a
superficie do neutréfilo. A direita, uma representacao mais evidenciada do modelo da
estrutura helicoloidal do receptor e sua interagdo com a quimiocina correspondente.

Os sete dominios «-hélice transmembrana do receptor sdo representadas como

cilindros (Adaptado de Abbas et al.', 2003).

Os receptores CXCR-1 e CXCR-2 sdo expressos sobre os neutrofilos,
tém 77% da seqiiéncia de amino4cidos em comum™ e ligam-se a IL-8 com similar
afinidade **. Contudo, enquanto o CXCR-1 liga-se somente a IL-8, o CXCR-2 liga-se
também com alta afinidade a outras quimiocinas CXC como o oncogene relacionado
ao crescimento (growth-related oncogene — GRO-a, GRO-p ¢ GRO-y)*', ao peptidio
ativador de neutrofilos 2% e a quimiocinas CXC que contenham a seqiiéncia amino

terminal Glu-Leu-Arg (ELR) em comum®’. Fungdes distintas dos receptores CXCR-1
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e CXCR-2 podem ser advindas de diferencas na seqiiéncia de aminoacidos de seus
dominios terminais NH, e COOH, por exemplo, a ativagdo da fosfolipase D e a
producdo de superoxidos via NADPH oxidase estdo relacionadas somente ao CXCR-
17,

A interagao da IL-8 com seus receptores leva a uma mudanga na forma
do neutréfilo e influencia o comportamento da célula como no processo de exocitose,
up-regulation de moléculas de adesdo e outros receptores, formacdo de lipidios
bioativos e liberagio de intermediarios reativos do oxigénio’”.

A importancia dos receptores da IL-8 para a migracao dos neutrofilos
foi demonstrada em um estudo com camundongos knockout para receptores
homologos do CXCR-1 e CXCR-2, ou seja, que ndo expressam tais proteinas. Nestes
animais, os neutr6filos falharam em atravessar o epitélio e em acumular-se no tecido
subepitelial®’. Niveis baixos de expressio do CXCR-2 foram relacionados a maior
suscetibilidade a infecgdes do trato genito-urinario em mulheres na pré-menopausa®™.
Além disso, uma superexpressao do CXCR-2 foi considerada como um importante
fator em doengas inflamatérias como artrite reumatoide, aterosclerose e psoriase*' ™.

Como ja esta bem estabelecido que polimorfismos em um dado gene
podem influenciar na expressdo da respectiva proteina, com relagdo ao gene CXCR2,
localizado no 2q35 (numero acesso GenBank M99412), ao longo de seus 3 exons",
ha alguns polimorfismos que tém sido bastante investigados em estudos de

11,48,65

associagdo com doengas Entre eles, os trés mais investigados sdo: o

polimorfismo +785(C/T) localizado no exon 3 (mas que ndo altera a seqiiéncia de
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aminoacidos da proteina), e os polimorfismos +1208(T/C) e + 1440(G/A) que estao
localizados na regido 3’ nio-traduzida do mesmo exon®. Polimorfismos na regido 3’
ndo-traduzida tém a capacidade de alterar o processamento de RNAm, sua
estabilidade, e tradugﬁoz’gl.

O polimorfismo +1208(T/C) do gene CXCR2 foi investigado como
fator de suscetibilidade para o desenvolvimento de esclerose multipla em individuos
iranianos, mas ndo foi encontrada nenhuma associagdo signiﬁcativa38. Quando
avaliados em relacdo a doenga de Behget, os polimorfismos +785(C/T) e +1208(T/C)
também ndo apresentaram nenhuma associagdo positiva'>*. Resultado semelhante foi
obtido por Breunis et al.'’ | onde ndo foi encontrada relagio dos polimorfismos
+1208(T/C) e +1440(G/A) com a Doenca de Kawasaki. Cabe esclarecer que criangas
que sofrem desta doenca apresentam niveis bastante elevados de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas como IL-8%.

No entanto, em relagdo a doengcas como a alveolite fibrosante
associada a esclerose sistémica, polimorfismos no gene CXCR2 parecem ser
importantes, pois foi observado um aumento significativo na freqiiéncia de individuos
com gen6tipos +785CC e +1208TT em um grupo com essa patologia®. Quando o
polimorfismo +785(C/T) foi avaliado em doengas respiratorias, a presenga do alelo T
foi considerada como um possivel fator protetor contra inflamag¢des pulmonares™.

Um efeito protetor semelhante foi observado em relagdo aos polimorfismos

+1208(T/C) e +1440(G/A), sendo que a presenga do diplotipo 1208T/1440G
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representou uma diminui¢do do risco de desenvolvimento do Sarcoma de Kaposi

Classico (Odds Ratio=0,49; intervalo de confianca de 95%: 0,30-0,78)"".

IL-8 e seus Receptores na Periodontite

Devido as propriedades quimioatrativas para neutrofilos, a IL-8 tem
um papel importante na patogénese da periodontite. A IL-8 secretada localmente
induz o extravasamento de neutrofilos do sangue periférico para o sitio afetado e
também atrai numerosos neutréfilos presentes na lamina propria e no epitélio
gengival. Individuos que sofrem de doengas sistémicas caracterizadas em parte por
disfun¢do de neutréfilos, como sindrome de Chediak-Higashi e deficiéncia de adesdo
de leucocitos, apresentam severidade na destruigdo periodontal. Assim, apesar da
acao de neutrofilos ser uma barreira inicial contra bactérias periodontopatogénicas, a
continua e excessiva presenga de IL-8 pode contribuir para a destrui¢do local dos

tecidos periodontais®

. Lipopolissacarideos (LPS) de bactérias como Prevotella
intermedia e Porphyromonas gingivalis induzem a expressio de RNA mensageiro
(RNAm) da IL-8 em fibroblastos de gengiva humana em cultura®, em células do
ligamento periodontal in vitro”®, além de estimular maior secre¢io da proteina pelas
células do epitélio gengival®™ e pelos leucdcitos®. A produgio de IL-8 ¢ estimulada
por IL1-a ¢ TNF-a., que sdo expressos no periodonto inflamado®.

Camundongos knockout para CXCR2 submetidos a periodontite

experimental por Porphyromonas gingivalis foram altamente suscetiveis a perda
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6ssea alveolar °*. Em humanos, foi observada maior tendéncia na expressio de IL-8 ¢
do receptor CXCR-1 em individuos com periodontite cronica e agressiva quando
comparados a individuos sem doenca’’. Técnicas de imunohistoquimica e
imunocitoquimica detectaram a presenca de IL-8 e seus receptores CXCR-1 e CXCR-
2 no epitélio gengival in vivo e in vitro’®. Foi claramente observado que o epitélio
gengival expressou ambos CXCR-1 e CXCR-2 , mas que a expressdo de CXCR-2 foi
maior em células endoteliais de microvasos e células musculares lisas da
microvasculatura gengival (MVEC)’®. Resultado semelhante foi obtido por Richards
et al.” que reportou que em tecidos orais a expressio de CXCR-2 (em MVEC) foi

1.”® da maior

duas vezes maior que CXCR-1. A observagdo feita por Sfakianakis et a
expressdo de CXCR-2 em sitios mais distantes do local da inflamacdo, recebeu a
seguinte explicagdo baseada no papel bioldgico desta constante no estudo de
Chuntharapai, Kim'*: a secre¢io de IL-8 no sitio da inflamagio difunde-se pelo tecido
até alcangar vasos sanguineos mais distantes; entdo CXCR-2 recebe o sinal e inicia a
migragdo dos neutrédfilos até o sitio inflamado. Isso acontece porque, a IL-8, mesmo
em menor quantidade em sitios mais distantes do foco da inflamagdo, tem duas a
cinco vezes mais afinidade por CXCR-2 que por CXCR-1. Conforme os neutréfilos
aproximam-se do sitio inflamado, CXCR-1 torna-se o receptor dominante na
mediacdo do sinal da IL-8 pois ele apresenta rapida re-expressdo, enquanto que

CXCR-2, ndo. A observagio feita por Chuntharapai, Kim'* da maior afinidade de IL-

8 por CXCR-2 esta de acordo com Murphy, Tiffany’®, mas contraria o estudo de Lee
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et al.** que detectou niveis altamente semelhantes da afinidade de IL-8 pelos dois
receptores.

Apesar da importancia bioldgica da IL-8 e seus receptores, ¢ da
constatacdo de que polimorfismos genéticos podem alterar a taxa de transcri¢do
protéica tornando individuos mais suscetiveis a doengas inflamatdrias, até o momento
nao encontramos nenhum estudo investigando polimorfismos nesses genes em

individuos com Periodontite.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi investigar os polimorfismos
+785(C/T) , +1208(T/C) e +1440(G/A) no gene CXCR2 (receptor 2 da IL-8) na busca
de associagdo dos mesmos, bem como de seus hapldtipos, com a suscetibilidade a

Periodontite em individuos brasileiros.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Célculo da amostra

Foi utilizado o programa Genetic Power Calculator®, para estimar a
casuistica, em outras palavras, o nimero amostral que deveria ser incluido no estudo
para obterem-se p-valores estatisticamente relevantes. Os parametros utilizados aqui
foram semelhantes aos de Brett et al.’, tendo sido considerada a prevaléncia de 0,06
de periodontite cronica'’.

A andlise do poder do estudo demonstrou que o tamanho da casuistica
necessaria para comprovar associagdo entre a periodontite e os polimorfismos
genéticos seria de 175 individuos em cada grupo, com um valor alfa de 0,001 ¢ um
poder de 95%. Portanto, a casuistica envolvida neste estudo foi grande o suficiente

para detectar associagdo com um nivel de confianca aceitavel.

3.2 Sele¢do da amostra

Foi constituida por 500 individuos que buscaram atendimento
odontoldgico na Faculdade de Odontologia de Araraquara —UNESP entre novembro
de 2004 e maio de 2007. Participaram individuos acima de 23 anos, de ambos os
géneros, de qualquer grupo étnico-racial e com pelo menos 10 dentes na cavidade
bucal. Individuos com histéria de diabetes, infeccdo por HIV, com pré-medicagao

antibiotica recente ou uso cronico de drogas antiinflamatérias e pacientes gravidas ou
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em lactacdo nao foram incluidos. Todos os individuos que aceitaram participar desta
pesquisa foram informados sobre os propositos do estudo, que foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara-UNESP (CEP FOAr - UNESP 57/04), e assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Inicialmente foi realizada a anamnese com a finalidade de avaliar a
histéria médica e odontologica de cada individuo, seguida do exame clinico
periodontal. Os exames clinicos periodontais foram realizados por dois examinadores,
previamente calibrados (Kappa ponderado = 0.74)"?, com a utilizacio da sonda
periodontal (sonda tipo Williams - Trinity® — Campo Mourdo, Parand, Brazil). Os
parametros clinicos de profundidade de sondagem e nivel de inser¢ao clinica (NIC)
foram examinados em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mésio-lingual, lingual e disto-lingual) de cada dente, além de sangramento a
sondagem.

Apo6s o exame periodontal, os individuos foram classificados em dois
diferentes grupos:

o Grupo Periodontite (n = 276): individuos que apresentaram um

ou mais sitios com profundidade de sondagem e perda de inser¢do > 3 mm

e sangramento a sondagem.
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o Grupo Controle (n = 224): individuos que ndo apresentaram
sitios com perda de insercdo e profundidade de sondagem > 3mm e

sangramento a sondagem.

3.3 Anélise de polimorfismos genéticos

3.3.1 Obtencédo de DNA

O material bioldgico escolhido para posteriormente extrair-se dele o
DNA, foram células epiteliais da mucosa bucal obtidas por meio de um bochecho
com solugdo de glicose a 3%, por 2 minutos”>. O tubo contendo o bochecho foi
centrifugado a 2.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet de células foi mergulhado em tampao de extragdo (Tris 10mM, pH 7,8; EDTA
SmM; SDS 0,5%), sendo depois transferido para um microtubo de 1,5 ml e
armazenado a -20°C para posterior extragio do DNA®. O DNA foi extraido com o
método do fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1), seguido de precipitagdo
com acetato de sodio 3 M (pH 5,2) e etanol. Apoés o DNA ser ressuspendido com
agua livre de DNAses e RNAses (Invitrogen) o mesmo foi quantificado com o auxilio
de um espectrofotometro (Biophotometer, Eppendorf) sendo a pureza estimada pela
razdo OD 260/280%. Apos o procedimento de extragdo as amostras foram diluidas

para a concentra¢do de 100 ng/uL e armazenadas sob a temperatura de -20°C.
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3.3.2 Investigacao dos Polimorfismos no gene CXCR2

O polimorfismo +1440(G/A) na regido 3’ ndo traduzida do exon 3 do
gene CXCR2 foi investigado por meio da PCR-RFLP, sendo que tal estratégia para
esse locus foi desenvolvida pelo presente grupo de pesquisa®. Os outros dois
polimorfismos no gene CXCR2, o +785(C/T) e +1208(T/C) foram investigados pela
metodologia do SSP-PCR (Sequence Specific Primer — PCR)®.

Outra nomenclatura que também pode ser usada para polimorfismos ¢
o numero de referéncia sequencial encontrado no NCBI's Entrez system> . No caso
especifico destes trés polimorfismos no gene CXCR2 os numeros sdo: +785 (refSNP

ID: 1s2230054), +1208 (refSNP ID: rs1126579) e +1440 (refSNP ID: rs1126580).

3.3.2.1 Polimorfismo na base +785(C/T)
A genotipagem desse polimorfismo foi realizada por meio da técnica

do SSP-PCR utilizando os seguintes primers:

CXCR2 785 C Forward | CGT CCT CAT CTT CCT GCT C

CXCR2 785 T Forward |CGT CCT CAT CTT CCT GCT T 170 pb

CXCR2 785 Reverse GGA GTC CAT GGC GAA ACTTC

Controle DRB Forward | TGC CAA GTG GAG CAC CCA A
796 pb

Controle DRB Reverse |GCA TCT TGC TCT GTG CAG AT

pb= pares de bases
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Nesta técnica, para cada individuo a ser genotipado sdo realizadas duas
reagdes da PCR. Em uma reagéo ¢ utilizado o primer forward cuja seqiiéncia termina
com a base C (citosina), que combinado com o primer reverse permite a amplificacdo
da seqiiéncia, caso o individuo tenha o alelo C. A outra reagdo utiliza o primer
forward cuja seqiiéncia termina com a base T (timina), que combinado com o primer
reverse permite a amplificagdo da seqiiéncia, se o individuo tiver o alelo T. Para
controle da eficiéncia de amplificagdo da reagdo da PCR, em cada microtubo além do
par de primers do gene CXCR2, ¢ utilizado um par primers para um outro gene (dito
“controle”), nesse caso o DRB (do HLA-DRB, ou seja, antigeno leucocitario humano
locus DRB)'. Apos a PCR ¢ realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida seguida
da coloracdo do gel por nitrato de prata. Se for observado que para o mesmo
individuo houve amplificagdo com ambos os primers forward, significa que se trata
de um heterozigoto para esse polimorfismo (individuo C/T), porém se houver
amplificagdo somente para o primer forward C (por exemplo), o individuo ¢
homozigoto para esse alelo (individuo C/C).

A reagdo da PCR foi padronizada num volume final de 13 pL contendo
entre 150 e 300 ng de DNA gendmico, tampao 1x (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH
8,4), 0,2 mM de cada ANTP (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire,
Inglaterra), 0,681 uM de cada um dos primers CXCR2 785C F ¢ CXCR2 785T F,
0,626 uM do primer CXCR2 785 R, 0,2 uM de cada um dos primers Controle DRB F
e Controle DRB R, 2,0 mM MgCl, e 3 U de Platinum Taq DNA Polimerase

(Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil).
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As condigdes de ciclagem foram: desnaturagdo inicial a 96°C por 1
min., seguidos por 5 ciclos de 96°C por 25s, 70°C por 45s e 72°C por 25s; 21 ciclos
de 96°C por 25s, 65°C por 50s e 72°C por 30s, e por fim 4 ciclos de 96°C por 30s,

55°C por 60s e 72°C por 90s.

3.3.2.2 Polimorfismo na base +1208 C/T
A genotipagem desse polimorfismo foi realizada por meio da técnica

do SSP-PCR utilizando os seguintes primers:

CXCR2 1208T F CCA TTG TGG TCA CAG GAA GT
CXCR2 1208C F CCA TTG TGG TCA CAG GAA GC

627 pb
CXCR2 1208 R GTC TTG TGA ATA AGC TGC TAT GA
Controle APC* F ATG ATG TTG ACC TTT CCA GGG

256 pb
Controle APC* R TTC TGT AACTTT TCA TCA GTT GC

* APC = human adenomatous polyposis coli; pb= pares de bases

A Reacdo de PCR foi padronizada num volume final de 13 pL
contendo entre 100ng a 300ng de DNA gendmico, Tampao 1x (20 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, pH 8,4), 0,2 mM de cada dNTP, 0,625 uM de cada um dos primers CXCR2

1208T F e CXCR2 1208C F, 0,271 puM do primer CXCR2 1208 R, 0,2 uM de cada
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um dos primers Controle APC F e Controle APC R, 2,0 mM MgCl, e 3 U de
Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen).

As condigdes de ciclagem foram: desnaturagio inicial a 96°C por 1
min., seguidos por 5 ciclos de 96°C por 25s, 70°C por 45s e 72°C por 25s; 21 ciclos
de 96°C por 25s, 65°C por 50s ¢ 72°C por 30s, e por fim 4 ciclos de 96°C por 30s,

55°C por 60s ¢ 72°C por 90s.

3.3.2.3 Polimorfismo na base +1440 G/A
A genotipagem foi realizada por meio da PCR-RFLP. Primeiramente
foi realizada uma reagdo de PCR que amplifica 343 pb do gene CXCR2 através dos

seguintes primers:

Forward - 5 CCC CAT TGT GGT CAC AGG ACG 3’

Reverse - 5° GCC TCC CAA GTA GCT GTGATTA ¥

A Reacdo de PCR foi padronizada num volume final de 50 pL
contendo um total de 100 ng DNA gendmico, Tampao 1x (20 mM Tris-HCI, 50 mM
KCIL, pH 8,4), 0,2 mM de cada dNTP, 0,075 uM de cada primer, 2,0 mM MgCl, e 1
U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen).

As condigdes de ciclagem foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 3
minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 64°C por 1 minuto e 72 °C por

1 minuto. Sendo a extensdo final a 72 °C por 5 minutos.
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Em seguida, foi realizada a metodologia do Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos de Restri¢do (RFLP, do inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism) no volume de 20 pl para genotipar cada individuo. Cada
reagdo foi composta por 17,6 ul do produto da PCR, 2 U da enzima de restricdo Hph |
(New England) e 2,0 ul do tampao da referida enzima. As reagdes foram incubadas
por aproximadamente 12 horas (overnight) a 37°C, para permitir a digestdo do

produto da PCR gerando os seguintes fragmentos:

Alelo G (+1440G): 190 + 75 + 57 + 21 pb.

Alelo A (+1440A): 247 + 75 + 21 pb.

Os fragmentos obtidos por PCR-RFLP ¢ as reacdes de SSP-PCR foram
submetidas a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 10% (locus +785 e
+1208) ou 14% (locus +1440). Os géis eram corados com nitrato de prata™ e
fotografados digitalmente por meio do fotodocumentador GDS 8000 System (UVP,
Upland, CA, USA).

A seguir sdo apresentadas figuras ilustrativas dos géis de
poliacrilamida que foram obtidos neste estudo. Algumas amostras genotipadas para
os loci +785(C/T), +1208(T/C) e +1440(G/A) podem ser visualizadas nas Figuras 2,
3 e 4 respectivamente, sendo que o ultimo locus também pode distinguir os diferentes

genodtipos por meio de eletroforese em gel de agarose a 4 % (Figura 5).
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ccC CT CT CT
A A P

796 pb

170 pb

FIGURA 2 - Gel de poliacrilamida a 10% mostrando o resultado das reagdes de SSP-
PCR para o locus +785(C/T). P = Marcador de peso molecular PhiX 174 digerido
com Hae Ill. Cada dois lanes indicam o gendtipo de um individuo. Para cada
individuo era aplicado no primeiro lane a reagdo especifica para o alelo T e no
segundo lane a reag@o para o alelo C. A banda controle (796 pb) esta presente em
todas as amostras, o que confirma a eficiéncia da reagdo de PCR. O alelo ¢
considerado positivo quando estdo presentes a banda alelo-especifica com o tamanho

esperado (170 pb) em conjunto com a banda controle (796 pb).
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cc TC TC T

627 pb

256 pb

FIGURA 3 - Gel de poliacrilamida a 10% mostrando o resultado das rea¢des de SSP-
PCR para o locus +1208(T/C). P = Marcador de peso molecular PhiX 174 digerido
com Hae Ill. Cada dois lanes indicam o gendtipo de um individuo. Para cada
individuo era aplicado no primeiro lane a reagdo especifica para o alelo T e no
segundo lane a reag@o para o alelo C. A banda controle (256 pb) estd presente em
todas as amostras, o que confirma a eficiéncia da reagdo de PCR. O alelo ¢
considerado positivo quando estdo presentes a banda alelo-especifica com o tamanho

esperado (627 pb) em conjunto com a banda controle (256 pb).
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FIGURA 4 - Gel de poliacrilamida a 14% mostrando os padrdes de digestao do locus
+1440(G/A) obtidos com a enzima Hph I. M = Marcador de peso molecular (Ultra
Low Range, Fermentas), P = Marcador de peso molecular PhiX 174 digerido com

Hae Ill, ND = amostra ndo-digerida.

247 pb
190 pb

75 pb
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FIGURA 5 - Gel de agarose a 4% corado com brometo de etidio mostrando os
padroes de digestdo do locus +1440(G/A) obtidos com a enzima Hph I. P = Marcador

de peso molecular PhiX 174 digerido com Hae Ill, ND =amostra ndo-digerida.

3.4 Analise Estatistica dos Resultados

Associagdo entre polimorfismos genéticos e periodontite foi avaliada
através dos testes de x2 e odds ratio utilizando-se o programa BioEstat versdo 4.0
(UFPA, MCT, CNPq, Belém, PA, Brazil). Como foram observados genotipos com
freqiiéncia baixa, ou seja, raros, foi utilizado o programa CLUMP”
(http://www.smd.qmul.ac.uk/statgen/dcurtis/software.html) que emprega o método de
simulagdes de Monte Carlo". Foi realizada a analise de regressdo logistica multipla
para os polimorfismos do gene CXCR2, ajustando para as varidveis: idade, género,
cor da pele e fumo, por meio do programa SAS versdo 9.07%. A distribuigdo de cada
polimorfismo em cada grupo (Controle e Periodontite) foi testada quanto ao
equilibrio de Hardy-Weinberg por meio do programa ARLEQUIN"’, o qual também
foi utilizado para investigar desequilibrio de ligacdo entre os loci e a freqiiéncia
estimada dos possiveis haplotipos. A seguir, a freqiiéncia de haplotipos nos diferentes
grupos foi confirmada por contagem manual, para acessar por meio do programa
CLUMP, se a distribui¢do destes se mostrava diferente entre os individuos com e sem

doenga periodontal. Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%.
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4.1 Capitulo 1

A Novel PCR-RFLP Assay for the Detection of the Single Nucleotide Polymorphism

at Position +1440 in the Human CXCR2 gene

Publicado no periddico: Biochemical Genetics. 2007; 45: 737-41 (QUALIS A

Internacional)
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A Novel PCR-RFLP Assay for the Detection of the Single Nucleotide

Polymorphism at Position +1440 in the Human CXCR2 gene

Aline C. Viana, Yeon J. Kim, Joni A. Cirelli, Silvana R. P. Orrico, Karen C. Curtis,

Veridiana S. P. Cano, Sandro R. Valentini, Raquel Mantuaneli Scarel-Caminaga.
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Abstract We designed a novel PCR-RFLP assay to genotype for the CXCR2 +1440
(G/A) single nucleotide polymorphism, which provides a simple, low-cost, practical,
and reproducible method. Allele frequencies in healthy Brazilian individuals were
found to be 0.65% for allele A and 0.35% for allele G.

Keywords PCR-RFLP - Polymorphism - CXCR2 - Human

Introduction

The human chemokine receptor CXCR2 (previously called ILSRB) is a high-affinity
receptor for interleukin-8 (IL-8). Cellular activities of IL-8 are mediated by CXCR2
and CXCR1 (IL8RA), which are encoded by two single-copy genes located on
chromosome 2q34-35 (Holmes et al. 1991; Morris et al. 1992). The two receptors

maintain 78% of amino acid similarity and do not demonstrate differences in their
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capacity to bind IL-8 (Lee et al. 1992). However, CXCRI1 binds only IL-8, whereas
CXCR2 binds other CXC chemokines with similar high affinity, such as the
growthrelated oncogene (GROa, GROb, GROc) and neutrophil-activating peptide 2

(Baggiolini 1998).
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In humans, the CXCR2 gene (Genbank accession number M99412) consists of 11
exons that are differentially spliced, giving rise to distinct messenger RNA variants
(Sprenger et al. 1994). Three single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CXCR2

gene were described by Renzoni et al. (2000): +785 (C/T) located in exon 11, and
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+1208 (T/C) and +1440 (G/A) in the 3’ untranslated area of exon 3, which
demonstrated strong linkage disequilibrium.

Several reports indicate that CXCR2 SNPs might provide valuable information for
pathogenesis and individual susceptibility to chronic inflammatory conditions
involving neutrophil recruitment, especially rheumatoid and respiratory diseases
(Renzoni et al. 2000; Kato et al. 2000; Gupta et al. 2004). To genotype individuals to
these SNPs, methods like sequence-specific primer-polymerase chain reaction (SSP-
PCR) with conventional thermal cyclers (Renzoni et al. 2000; Duymaz-Tozkir et al.
2005; Kamali-Sarvestani et al. 2006) and PCR amplification of specific alleles
(PASA) with a real-time thermal cycler (Gupta et al. 2004) have been employed.

A simple PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) assay, however, has
not been previously reported for the +1440 SNP. We designed a novel PCR-RFLP

method for genotyping this polymorphism.

Materials and methods
The utilization of the NEBcutter program for restriction enzyme site mapping (New

England Biolabs, http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php; http://www.neb.com)

showed that the Hphl restriction enzyme would be useful to distinguish the different
alleles of the +1440 SNP in the CXCR2 gene. Buccal epithelial cells of a
southeastern Brazilian population were used as a source of DNA for PCR
amplifications as described by Trevilatto and Line (2000). The protocol was approved

by the local institutional ethics committee (CEP-FOAr/UNESP 57/04).
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PCR Primers and Conditions

The forward primer (5> CCC CAT TGT GGT CAC AGG ACG 3’) starts at position
11059 and the reverse primer (5> GCC TCC CAA GTA GCT GTG ATT A 3’) at
position 11360 of the sequence M99412. It is worth mentioning that the C base (bold)
at the 3’ end of the forward primer was mutated from an A to introduce an enzyme
site for the restriction enzyme to detect another CXCR2 polymorphism (a method is
under development).

The PCR in a final volume of 50 1l was carried out using the following conditions: a
total of 100 ng of genomic DNA was amplified in a PCR mixture containing 1x
buffer (pH 8.4, 10 x solution 200 mM Tris—HCI, and 500 mM KCI, Invitrogen, Sao
Paulo), 0.2 mM each dANTP (GE-Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire,
England), 0.075 uM each primer (Invitrogen, Frederick, MD), 2.0 mM MgCl,, and 1
U Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo).

The samples were heated to 95°C for 3 min to induce the initial denaturation,
followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 64°C for 1 min, and 72°C for 1 min, and a
final extension step of 72°C for 5 min, using the thermocycler Mastercycler Gradient
Eppendorf (Hamburg, Germany). PCR products (343 bp) were visualized on a 2%
agarose gel (BioAgency, Sa”o Paulo) stained with ethidium bromide (BioAgency)
using an ultraviolet light transilluminator (GDS 8000 System, UVP, Upland, CA).
RFLP Conditions

The RFLP assay was performed in 20 pl reaction mixture containing the PCR product

(17.6 ul), enzyme Hphl (New England, 2 U per reaction), and buffer (2.0 pul). The
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reactions were incubated at 37°C overnight. After digestion, the A allele gave three
fragments of 247, 75, and 21 bp, and the G allele gave four fragments of 190, 75, 57,
and 21 bp.

The RFLP products were analyzed in a 14% polyacrylamide (USB, Cleveland, Ohio)
gel electrophoresis stained by the rapid silver staining method (Sanguinetti et al.
1994) (Fig. 1). It is possible, however, to resolve the fragments in a 4% agarose gel
electrophoresis, stained with ethidium bromide for genotyping (Fig. 2).

Fig. 1 Polyacrylamide gel GA
(14% ) showing the results of ND M P (—A—-\ —r

digestion with Hphl enzyme.
Lane M, 10 bp molecular weight " b

marker (Fermentas). Lane P,
PhiX 174 Haelll molecular
weight marker. Lane ND,
sample not digested

247 bp
| e 190 bp

Lc
Y vt Uuu—?pr

Automated electrophoresis was used to validate this method (ABI Prism 377 DNA
Sequencer, Applied Biosystems, Foster City, CA). The amplified fragment (343 bp)
of the CXCR2 gene (containing the +1440 SNP) was submitted to purification using
a commercial kit (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE-Healthcare
Life Sciences). The purified PCR products (300 ng) were sequenced using 4 pl Big
Dye Terminator Kit (Applied Biosystems), 3.2 pmol reverse primer, in a reaction

with a final volume of 20 pl (Scarel et al. 2000) (Fig. 3).
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Fig. 2 Ethidium bromide-
stained 4% agarose gel showing
the results of digestion with
Hphl enzyme. Lane P, PhiX 174
Haelll molecular weight
marker. Lane ND, sample not
digested

247 bp
190 bp
75 bp
Fig. 3 Sequence analysis of the + 1440 (G/A)
CXCR2 gene polymorphism
(+1440 G/A). Representative
electropherogram of a

heterozygous individual AAC GGGATGAAATCTC

demonstrating the sequence

immediately surrounding the 240
polymorphic base (arrows). The
presence of two peaks at the

same position represents a
heterozygous genotype

Results and Conclusion
The allele frequencies in a total of 119 healthy individuals and 123 individuals with

periodontal disease are shown in Table 1. The significance of the difference in the
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observed frequencies was assessed by the Exact Fisher Test, which demonstrated no
difference between groups (p = 0.924). Note that the analyzed population has a high
percentage of heterozygosity, as well.

In conclusion, the new PCR-RFLP assay using the Hphl enzyme to genotype for the
CXCR2 +1440 SNP provides a simple, low-cost, practical, and reproducible method,
without the necessity for allele-specific oligonucleotides or the use of a real-time

thermal cycler.

Table 1 Allele frequency of

CXCR2 +1440 (G/A) Allele ?ca]thy _ Pcrindc}nr.a_x‘] disease
polymorphism in Brazilians roup # (%) group # (%)

A 155 (65.1) 159 (64.7)

G 83 (34.9) 87 (35.3)

Heterozy gosity 0.697 0.707
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Association of haplotypes formed by polymorphisms in the CXCR2 gene with

susceptibility to periodontitis in Brazilians
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Association of haplotypes formed by polymorphisms in the CXCR2

gene with susceptibility to periodontitis in Brazilians

Aline C. Viana, Yeon J. Kim, Karen M. C. Curtis, Silvana R. P. Orrico, Joni A.

Cirelli, Raquel M. Scarel-Caminaga.

Abstract

Background: Interleukin 8 (IL-8) is a chemokine related with the initiation and
amplification of acute inflammatory reactions and in the chronic inflammatory
process. Its cellular activities are mediated by two receptors: CXCR-1 and CXCR-2.
CXCR-2 has also an important role in the inflammatory process, confirmed by
studies that associated polymorphisms in the CXCR2 gene with chronic inflammatory
conditions, especially respiratory and rheumatoid diseases.

Objective: To investigate whether the +785(C/T), +1208(T/C) and +1440(G/A)
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CXCR2 gene, as well as their
haplotypes, would be associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian
individuals.

Methods: DNA was extracted from buccal epithelial cells of 500 Brazilian
individuals (Control = 224, Periodontitis group [PG] = 276). The +785 and +1208
SNPs were investigated using the Sequence Specific Primers Polymerase Chain

Reaction method (SSP-PCR). The +1440(G/A) SNP was genotyped by the PCR-
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RFLP method (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism).

Results: The allele and genotype frequencies of the studied polymorphisms were
similar between Control and Periodontitis groups. Considering the total sample, the
frequency of TCG haplotype was significantly higher (p < 0.01, adjusted odds ratio
[OR] = 4.00; 95% CI = 1.496-10.726) in Periodontitis group than in Controls. The
heterozygous haplotype TCG/CCA seemed to be related with increased susceptibility
to Periodontitis in the total casuistic (p = 0.01, adjusted OR = 3.67 95% CI = 1.326-
10.192).

Conclusion: These data indicate an association of haplotypes in the CXCR2 gene

with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals.

Key words: periodontitis, polymorphisms, CXCR2, interleukin 8.

Introduction

Periodontitis is a multifactorial disease that involves bacterial stimuli
as primordial cause'’ and has a progression closely related to the host
immunoinflammatory response>’. The inflammatory process in the periodontitis is
one of the factors responsible for tissue damage resulting in periodontal pockets
41,50

formation, destruction of the periodontal ligament and adjacent support bone

Previous studies have reported the importance of specific cytokines, such as
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interleukin 1 (IL-1)25, IL-2°%, IL-4°% IL-6" and IL-10°, in the role of this
inflammatory process.

Among the cytokines, interleukin 8 (IL-8), a member of the CXC
chemokines family, is primarily responsible for the activation and migration of
neutrophils into tissue from peripheral blood*’. The term “CXC” is derived from the
chemokine structure that includes two Cysteines with one intervening amino acid
(named “X”) *. IL-8 is also involved in the initiation and amplification of acute
inflammatory reactions and in the chronic inflammatory process'’. There are two
specific receptors for IL-8, CXCR-1 and CXCR-2, which are responsible for mediate
cellular activities of this cytokine. CXCR-1 and CXCR-2 have 77% of the protein
amino acid sequence in common™ and are encoded by 2 single-copy genes located on
chromosome 2q34-35". CXCR-2 binds with high affinity IL-8 and other CXC
chemokines, whereas CXCR-1 binds only IL-8°.

The CXCR2 gene (Genbank accession number M99412) is composed
by 3 exons showing an open reading frame encoded entirely in the third exon®’. Some
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CXCR2 gene have been reported: the
+785(C/T) that is located in exon 3 (refSNP ID: rs2230054); and +1208(T/C)
(refSNP ID: rs1126579) and +1440(G/A) (refSNP ID: rs1126580) in the 3’
untranslated area of exon 3°’. The rs number means the identification of a specific
SNP, which is present into NCBI's Entrez system’".

Associations of those SNPs with chronic inflammatory conditions,

especially respiratory and rheumatoid diseases, were confirmed by several
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studies®*'?”. Renzoni et al.*” have found that individuals homozygous for both +785C
and +1208T alleles of the CXCR2 gene were more susceptible in developing systemic
sclerosis.

Although the importance of the polymorphisms in the CXCR2 gene in

. 42136
inflammatory process has been already confirmed™ "

, it was not found previous
studies evaluating whether those SNPs may be related with periodontitis. Therefore,
the aim of this study was to investigate whether the cited three single nucleotide

polymorphisms in the CXCR2 gene, as well as their haplotypes, would be associated

with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals.

Material and Methods

Selection of subjects

A total of 500 subjects from the State of Sdo Paulo (Southeastern
region of Brazil) were recruited for this study from the patient pool of the School of
Dentistry at Araraquara — Sdo Paulo State University/UNESP (from November 2004
until May 2007). All subjects signed a consent form that was approved by an
Institutional Review Board (CEP-FOAr/UNESP 57/04). Subjects should have good
general health and at least 10 remaining teeth. Exclusion criteria were: need for
antibiotic prophylaxis, chronic usage of anti-inflammatory drugs, current pregnancy,
ongoing orthodontic therapy and self-declared history of systemic or local disease

with influence on the immune system, diabetes mellitus, HIV infection or
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immunosuppressive chemotherapy. The characteristics of the study population are
showed in Table 1.

Diagnosis of periodontitis was established considering the patient
medical and dental histories, clinical signs and parameters including probing depth
(PD), clinical attachment loss (CAL) and bleeding on probing (Trinity® probe —
Campo Mourao, Parana, Brazil). Measurements of PD and CAL were assessed at six
sites around each tooth, by two calibrated examiners (Weighted K’s = 0.74)’.

The subjects were categorized into two groups:

o Control group (GC): subjects exhibiting no sites with CAL and

PD > 3 mm and bleeding on probing.
o Periodontitis group (PG): subjects exhibiting one or more sites

with CAL and PD > 3 mm and bleeding on probing.

Analysis of genetic polymorphism

Buccal epithelial cells from the subjects were obtained with 3mL of a
3% glucose mouthwash for 2 minutes™. DNA was extracted with sequential
phenol/chlorophorm/isoamilic alcohol (25:24:1) solution and precipitated with salt
ethanol solution®'. The SNPs +785(C/T) and +1208(T/C) in the CXCR2 gene were
investigated using the sequence specific primers polymerase chain reaction method
(SSP-PCR)*’. The +1440(G/A) polymorphism was analyzed using a new polymerase

chain reaction-restriction fragment length method (PCR-RFLP)>".
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Table 1.Caracteristics of the study groups
Control(n=224) PG(n=276) Total(n=500)
Age (years)

Mean (%) 353 (£10.4)  43.4(£10.5) 39.7(+11.2)
Gender n (%) n(%)

Female 134 (59.8) 175(63.4) 309(61.8)
Male 90 (40.2) 101(36.6) 191(38.2)
Skin Color n(%) n(%)

White 148(66.0) 142(51.4) 290(58.0)
Darker-skinned blacks 25(11.2) 62(22.4) 87(17.4)
Lighter-skinned blacks 45(20.0) 71(25.7) 116(23.2)
Yellow 6(2.8) 1(0.5) 7(1.4)
Smoke habits n(%) n(%)

Non-smokers 204(91.0) 211(76.4)  415(83.0)
Smokers 20(9.0) 65(23.6) 85(17.0)

Following, the details of the method used for investigating the cited
SNPs are described.

o SNP+785(C/T) (rs2230054):

The amplification was performed using the primers: CXCR2 785 C
Forward 5> CGT CCT CAT CTT CCT GCT C 3°, CXCR2 785 T Forward 5° CGT
CCT CAT CTT CCT GCT T 3’ and Reverse 5> GGA GTC CAT GGC GAA ACT TC
3’. In order to confirm PCR amplifications, a set of control primers was used: DRB
(genes that encode a type of protein of class II Major Histocompatibility Complex -
MHC) Forward 5> TGC CAA GTG GAG CAC CCA A 3’ and DRB Reverse 5°GCA
TCT TGC TCT GTG CAG AT 3’*”. SSP-PCR reactions in a final volume of 13 pL

was carried out containing: 1x buffer (20mM Tris-HCl, 50 mM KCI, pH 8.4 -
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Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil), 0.2 mM of each dNTP (GE Healthcare Life
Sciences, Buckinghamshire, England), 0.681 uM of each primer CXCR2 785C F or
CXCR2 785T F, 0.626 uM of CXCR2 785 R, 0.2 uM of each primer Control DRB F e
Control DRB R, 2.0 mM MgCl,, 3 U Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
Sao Paulo, SP, Brazil) and 150 ng of genomic DNA. The samples were heated at
96°C for 1 min followed by 5 cycles at 96°C for 25 seconds, 70°C for 45 seconds and
72°C for 25 seconds; 21 cycles at 96°C for 25 seconds, 65°C for 50 seconds and 72°C
for 30 seconds, and 4 cycles at 96°C for 30 seconds, 55°C for 60 seconds and 72°C
for 90 seconds, using the thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg,

Germany).

J SNP +1208(T/C) (rs1126579):

For amplifying the CXCR2 gene fragment the following primers were
used: CXCR2 1208T Forward 5 CCA TTG TGG TCA CAG GAA GT 3’, CXCR2
1208 C Forward 5> CCA TTG TGG TCA CAG GAA GC 3’ and Reverse 5 GTC
TTG TGA ATA AGC TGC TAT GA 3’. Controls primers used: APC (human
adenomatous polyposis coli) Forward 5> ATG ATG TTG ACC TTT CCA GGG 3’
and APC Reverse 5° TTC TGT AAC TTT TCA TCA GTT GC 3’ *’. PCR reactions
in a final volume of 13 pL was carried out containing: 1x buffer (20mM Tris-HCI, 50
mM KCIl, pH 8.4 - Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil), 0.2 mM of each dANTP (GE

Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England), 0.625 puM of each primer
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CXCR2 1208C F or CXCR2 1208T F, 0.271 uM of CXCR2 1208 R, 0.2 uM of each
primer Control APC F e Control APC R, 2.0 mM MgCl,, 3 U Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil) and 150 ng to 300 ng of genomic
DNA. The samples were heated at 96°C for 1 min followed by 5 cycles at 96°C for 25
seconds, 70°C for 45 seconds and 72°C for 25 seconds; 21 cycles at 96°C for 25
seconds, 65°C for 50 seconds and 72°C for 30 seconds, and 4 cycles at 96°C for 30

seconds, 55°C for 60 seconds and 72°C for 90 seconds.

J SNP +1440(G/A) (rs1126580):

PCR reactions in a final volume of 50 pL was carried out containing:
1x buffer (20mM Tris-HCI, 50 mM KCIl, pH 8.4 - Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brazil),
0.2 mM of each dANTP (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England),
0.075 uM of each primer (Forward - 5> CCC CAT TGT GGT CAC AGG ACG 3’
and Reverse - 5> GCC TCC CAA GTA GCT GTG ATT A 3’ °', 2.0 mM MgCl,, 1
U Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brazil) and 100ng of
genomic DNA. The samples were heated at 95°C for 3 minutes followed by 35 cycles
at 95°C for 1 minute, 64°C for 1 minute and 72°C for 1 minute, with a final extension
step at 72°C for 5 minutes.

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) assay was
performed in a total volume of 20 pL as described previously *'. Briefly, the reactions

were performed in a mixture containing 17.6 uL of PCR product, restriction enzyme
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Hph | (New England — 2.0 U per reaction) and buffer (2.0 uL) incubated at 37°C

overnight.

Statistical analysis

The illustrative power calculations for periodontitis to estimate the
relevance of the p-values produced from this dataset was performed using the
methodology for discrete traits in case-control studies *°. The parameters considered
was similar those used by Brett et al.°, including the chronic periodontitis prevalence
of 0.06 ''. The frequencies of each polymorphism in the CXCR2 gene were analyzed
by standard ~ chi-squared test or by  the CLUMP  program
(http://www.mds.qmw.ac.uk/statgen/dcurtis/software.html) that employs the Monte
Carlo simulations™. The use of the Monte Carlo method avoids the need for a
Bonferroni correction and the difficulty of assessing the significance of rarer alleles.
The CLUMP program is designed for use in genetic case-control studies where
multiple alleles are being considered and the observed frequencies of some alleles are
rare'®,

The risk associated with individual alleles or genotypes was calculated
as the odds ratio (OR) with 95% confidence intervals (CI) using BioEstat software
version 4.0 (UFPA, MCT, CNPq, Belém, PA, Brazil). This software was also used to
calculate Hardy-Weinberg expectations. Differences were considered significant
when p<0.05. Multiple logistic regression analysis was performed to quantify the

association between periodontitis and each polymorphism individually after adjusting
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for age, gender, skin color and smoking status (SAS version 9.0)*. In order to
estimate haplotype and to calculate linkage disequilibrium the ARLEQUIN program
was used (v.2.0-http:anthro.unige/charlequin)”. Haplotypes frequencies were
confirmed by direct counting and differences in their distribution between the studied

groups were assessed by the CLUMP program.

Results

The casuistic investigated here was composed mainly by female
subjects (61.8%), Whites (58.0%) and Non-smokers (83.0%) (Tablel). The subjects
were classified according to the skin color composition proposed as by Peres et al.**
into: Whites (predominantly of FEuropean heritage), Darker-skinned blacks
(predominantly African heritage), Lighter-skinned blacks (Admixture between
European, African and Amerindian heritages) and Yellow skin individuals (Asian
descents) (Table 1). The power calculations performed to this study show that the
sample size required to ascertain the significance of association of periodontal disease
to the studied genetic polymorphisms with an alpha value of 0.001 and power of 95%
was 175 individuals. Therefore, the casuistic enrolled in this study was large enough
to detect association with an acceptable level of confidence.

To exclude the possible confounding effect of smoking, a subgroup

composed by only individuals who had never smoked or that are former-smokers for

at least five years, named Non-smokers, was statistically analyzed.
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The genotype and allele frequencies of the studied population are
shown in Table 2. No differences were found for all SNPs in the analyses of either the
total sample or the White group. Regarding the analysis including only non-smokers
individuals, it was observed a significant difference in the genotype frequency of the
+1440(G/A) SNP (p = 0.039; OR=1.62). However, the association did not hold after
adjusting for age, gender and skin color (Table 2). The genotype distributions of the
three CXCR2 SNPs were not consistent with the assumption of Hardy-Weinberg
equilibrium. It was observed strong linkage disequilibria between all pair of loci,

justifying the analyses of polymorphisms as haplotypes.

Haplotype frequencies

The analyses of haplotypes were made considering only the subjects
who were genotyped for all the three SNPs together. Because of difficulties in
genotyping some individuals to each of the investigated SNPs, 2.6% of the casuistic
(n=13) were not included in the haplotypes analyses. The distribution of haplotypes
arranged as alleles (Table 3) suggested a trend towards a demonstrating difference
between Periodontitis and Control groups (p = 0.057), which was confirmed
comparing the frequency of the TCG allele with the other haplotypes grouped
together. In this way, it was observed a significant predominance of the TCG allele in
the Periodontitis group (p = 0.005, crude OR = 3.54; 95% CI = 1.44-8.69). This
predominance was maintained even after controlling for age, gender, skin colour and

smoking habits, by using multiple logistic regression analysis (adjusted OR = 4.00;
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95% CI = 1.496-10.726). Considering the subgroups Non-smokers and Whites no
significant differences were observed (p = 0.219 and 0.373 respectively). In this
study, CCA haplotype was predominant in all the evaluated groups. On the other
hand, the rarest haplotype was CCG, since it was represented by only one subject in
the Periodontitis group (Table 3).

When the haplotypes were organized as genotypes (Table 4), their distribution
between the Control and Periodontitis groups in the total sample was statistically
different (p = 0.035). In this analysis, we could also observe a difference in the
frequency of TCG/CCA haplotype (p = 0.015) between the Control and Periodontitis
groups, demonstrating that individuals with this haplotype have 3.22 times more
probability to develop periodontitis (Table 4). This data was also verified with
multiple logistic regression analysis and demonstrated an increase in the significance

of the values (p = 0.01; adjusted OR =3.67; CI = 1.326-10.192).

Discussion

Periodontitis has a complex etiology with bacteria as primordial
etiologic agent™ and includes risk factors such as smoking habits'> and genetic
polymorphisms **. Previous studies have suggested that inflammatory cytokines also
contribute to the periodontitis pathogenesis'*****. Thus, it is reasonable to assume

that genetic variation, i.e. SNPs, in the genes of cytokines and the receptors for these
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genes could influence their regulation’, and perhaps contribute to periodontitis
susceptibility.

In the present study, three SNPs in the CXCR2 gene were analyzed.
The analyses of CXCR2 haplotypes arranged as alleles and genotypes showed
significant results when the total sample was considered. The TCG haplotype seemed
to be 3.54 times more likely to develop periodontitis than the others (Table 3). When
haplotypes were arranged as genotypes, the TCG/CCA demonstrated a similar odds
ratio value (OR=3.22; 95% CI=1.44-8.69 — Table 4). It must be highlighted that those
significant results were observed in the analyses considering the total sample, in
which were included individuals with smoking habits (17.0%). On the other hand, the
genetic analysis including only smokers revealed no significant association (data not
showed). This result could be obtained because the low population of smokers.
Smoking is a well-established risk factor for periodontitis’, and in this study, the
smoking habit was confirmed as a confounding factor in the analysis of the
relationship between polymorphisms and disease status (OR=3.95; 95% CI=2.17-
7.17). Therefore, multiple logistic regression analysis was applied also in the analysis
of the distribution of haplotypes between the studied groups. ORs values adjusted for
age, gender, skin color and smoking habits indicate that polymorphisms in the
CXCR2 gene are associated with susceptibility to periodontitis (OR” = 4.006, 95% CI
=1.496-10.726 — Table 3; OR" = 3.676, 95% CI = 1.326-10.192 — Table 4).

In this Brazilian studied population we found a predominance of

individuals who were heterozygous to all the three SNPs in the CXCR2 gene (Table
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2). This result is in accordance with those observed for other populations'®*” . The
analyses of +785 and +1208 CXCR2 polymorphisms demonstrated no association
with periodontitis. Similarly, it was not found any association between those SNPs
with Behget’s disease, a systemic inflammatory condition'>*. Also, for the +1208
SNP, a lack of association was found with multiple sclerosis™. Regarding to the
+1440(G/A) SNP, Brazilian individuals with the GG genotype were not found.
Similarly, this genotype was observed in lower frequency (0.17) in a Caucasian
population from the SNP500Cancer project®.

In spite of it was observed an association of the +1440(G/A) SNP with
periodontitis susceptibility in Non-smokers (OR=1.62; 95% CI=1.04-2.53 - Table 2),
multiple comparisons showed that it was a spurious result, since the association did
not hold after adjusting for age, gender and skin color (OR=0.70; 95% IC=0.42-1.52).
In contrast of our result, a significant protector effect was conferred to the G allele
(+1440 SNP) in combination with the T allele (+1208 SNP) against to the
development of Classic Kaposi Sarcoma (CKS)®. It is worth to mention that Kaposi
sarcoma is an inflammatory-mediated disease characterized by localized pathogenesis
involving the expression of proinflammatory cytokines®®. The genetic variants
+1208(T/C) and +1440(G/A) in the CXCR2 gene are located in the 3’ untranslated
region of exon 3 and have the capacity to alter mRNA processing, stability, or
translation"*. Functional studies suggest that CXCR2 indirectly activates fibroblasts
by mediating the recruitment of T cells®, a process similar to that observed both in

Kaposi sarcoma spindle cell transformation® and in sites presenting periodontitis>’.
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However, it was not found studies that investigate whether polymorphisms in the
CXCR2 gene could influence the expression level of the CXCR-2 protein nor whether
a SNP could modify the capacity of the receptor to bind to the IL-8.

In this study we have observed that none of the investigated
polymorphisms in the CXCR2 gene were in the Hardy-Weinberg equilibrium. It could
be caused because an apparent excess of heterozygous for the +785(C/T) and
+1208(T/C) SNPs, and the absence of individuals with the GG genotype for the
+1440(G/A) SNP in the CXCR2 gene. Similar excess of heterozygous causing
failures of the Hardy-Weinberg equilibrium were noted in studies focusing
polymorphisms in genes like CARD15" and of the HLA complex®. As the cause of
our observed homozygous deficiency (consequently, excess of heterozygous), we
have been able to eliminate the nonselective factors of both different male and female
genotype frequencies (data not showed) and avoidance of consanguinity;
consequently, the main reasonable explanations to the observed no Hardy-Weinberg
equilibrium in our study are the ethnic composition and the size of the studied
Brazilian population. Brazilian population is formed by a high miscegenation
between different ethnic populations like Europeans (mainly Portuguese), Africans
and autochthones Amerindians’. Because of this fact, the classification into ethnic
groups is not recommended in studies involving Brazilian individuals*’ and studies
with Brazilian population have used the skin color categorization®**. Due to this

reason, it was made in the present study. However, no significant results were
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obtained when an analysis of the Control and Periodontitis groups regarding to the
skin color was performed (data not showed).

To our knowledge, our findings are the first to indicate an association
of haplotypes in the CXCR2 gene with susceptibility to periodontitis in Brazilian

individuals.
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Table 4. Distribution of CXCR2 locus haplotypes (arranged as genotypes) found in the studied groups
Whites

Genotypes Total Non-smokers

Control n(%) PG n(%) Control n(%) PG n(%)

Control n(%) PG n(%)

+785 +1208 +1440/
+785 +1208 +1440

n=215 n=272 n=196 n=208 n= 144 n= 140
TCG/CCA 6(3.12) 23 (8.4) 6 (3.0) 15(7.2) 5(3.5) 12 (8.5)
TTG/CCA 111 (51.6) 138 (50.7) 99 (50.5) 113 (54.3) 77 (53.4) 72(51.4)
TTA/CCA 41 (19.0) 42 (15.4) 38(19.4)  33(15.8) 25(17.3) 22 (15.7)
TTG/CTA 16 (7.4) 22 (8.0) 14 (7.1) 14 (6.7) 11 (7.6) 11(7.8)
TCA/CCA 15 (6.9) 16 (5.9) 14 (7.1) 9 (4.3) 12 (8.3) 8(5.7)
CTG/CCA 13 (6.0) 11 (4.0) 13 (6.9) 9 (4.3) 6(4.3) 6 (4.6)
TTA/CTA 3(1.4) 3(1.1) 3(1.5) 2(1.0) 2(1.4) 1(0.7)
TTG/TCA 3(1.4) 3(1.1) 2(1.0) 2(1.0) 1(0.7) 1(0.7)
CTG/CTA 1 (0.46) 6(2.2) 1(0.5) 5(2.4) 1(0.7) 3(2.1)
CTA/CCA 2(0.9) 2 (0.73) 2(1.0) 0 2(1.4) 0
CCA/CCA 2(0.9) 0 2(1.0) 0 1(0.7) 0
TCA/TCA 1 (0.46) 0 1(0.5) 0 0 0
TTG/TTA 1 (0.46) 0 1(0.5) 0 1(0.7) 0
TCG/TCA 0 3(1.1) 0 3(1.4) 0 1(0.7)
TTA/TCA 0 2(0.73) 0 2(1.0) 0 2(1.4)
CCG/CCA 0 1 (0.64) 0 1(0.6) 0 1(0.7)
p 0.035*% 0.171 0.407
Haplotype
TCG/CCA 6 23
Others 209 249
p 0.015 0.01
OR 322 OR# 3.676

(95% CI=1.28 - 8.05) (95% Cl=1.326-10.192)

* P < 0,05, OR# adjusted for age, gender, skin color and smoke habit.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A periodontite ¢ uma doenca inflamatéria cronica, de carater
multifatorial, na qual microorganismos gram-negativos atuam como importante fator
etiologico™. Este desafio microbiano estimula a resposta do hospedeiro gerando um
processo inflamatorio, que na busca de controlar a doenga, acaba causando danos

D . ~ o . 24,61
teciduais como perda de inser¢io conjuntiva e de suporte 6sseo alveolar™*®

. Contudo,
esse processo nao ¢ idéntico em todos os individuos, o que sugere a influéncia de
outros fatores na suscetibilidade a periodontite. Dentre eles, pode-se destacar
variagdes genéticas em genes de citocinas inflamatorias, bem como de seus
receptores.

Ha que se considerar que mesmo varios estudos tendo associado

10,11,43

polimorfismos genéticos com suscetibilidade a doencas inflamatorias e doenga

. 4
periodonta]’#0-7>76:58

, ndo se deve ignorar que alguns deles apresentaram deficiéncias
em seu desenho experimental, como um nimero amostral baixo, além de critérios
discutiveis para classificar os sujeitos como pertencente ao grupo controle ou doente.
O presente trabalho foi o primeiro a avaliar se existe associacdo entre
os polimorfismos do gene CXCR2 e suscetibilidade a periodontite. Para a
investigacdo da freqiiéncia genotipica da populagdo estudada foram utilizadas as
técnicas de SSP- PCR para os polimorfismos +785(C/T) e +1208(T/C)*° e a técnica
de PCR-RFLP para o locus +1440(G/A)¥. Esta ultima, desenvolvida pelo presente

grupo de pesquisa e validada por sequenciamento, mostrou ser uma metodologia
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simples, reprodutivel e eficaz. A principal vantagem do método da PCR-RFLP
desenvolvido neste trabalho ¢ que este pode ser realizado em qualquer laboratério de
Biologia Molecular com o minimo de infra-estrutura, como os de paises em
desenvolvimento ou que ndo tenham muitos recursos financeiros. Uma metodologia
por PCR em Tempo Real, desenvolvida por Gupta et al.>’ para genotipar os mesmos
loci investigados no presente estudo, apesar de ndo testada por nds, parece ser
bastante interessante, principalmente por ndo necessitar que géis sejam
confeccionados posteriormente. Entretanto, tal método s6 ¢ viavel para grupos de
pesquisadores que possam contar com tal equipamento e que disponham de um bom
montante de recursos financeiros, pois o termociclador e os reagentes para PCR em
Tempo Real sdo mais caros do que os convencionais.

Variagdes na sequéncia do DNA causam mudangas fenotipicas por
meio de diversos mecanismos como alteragcdes na codificacdo da sequéncia proteica,
ou na regulacdo génica, envolvendo inclusive o processamento do RNAm®. Dentre
os polimorfismos aqui estudados, as variantes genéticas +1208(T/C) e +1440(G/A)
do gene CXCR2 estdo localizadas na regido 3’ ndo traduzida do exon e tém a
capacidade de alterar o processamento, estabilidade e tradugio do RNAm™*'. Estudos
funcionais sugerem que CXCR?2 ativa fibroblastos indiretamente pelo recrutamento de
células T”', um processo semelhante ao observado no sarcoma de Kaposi''. Além
disso, tem sido sugerida a utilizacdo de estudos funcionais com polimorfismos que
estejam atuando de forma conjunta (Cis-acting). Estes tipos de polimorfismos afetam

a expressao génica, o processamento e a traducdo do RNAm, podendo levar a
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identificacdo de biomarcadores para diagnostico e melhora das terapias de tratamento
de doencas™. Contudo, ndo foram encontrados estudos investigando a relagdo de
polimorfismos no gene CXCR2 com a influéncia na expressao da respectiva proteina,
ou se estes polimorfismos podem modificar a capacidade do receptor em ligar-se a
IL-8.

Outro fator observado foi a predominancia de individuos heterozigotos
na populacdo estudada para os trés polimorfismos no gene CXCR2, o que também foi
relatado em outras populagdes®®. Considerando o polimorfismo +1440(G/A), nio
foram encontrados individuos com o genotipo GG, o qual foi também observado em
baixa freqii€éncia numa populacdo caucasiana avaliada no projeto SNP500Cancer
(http://snp500cancer.nci.nih.gov). O excesso de heterozigotos, e consequentemente a
baixa freqiiéncia ou inexisténcia de homozigotos ¢ a provavel causa de nao ter sido
observado equilibrio de Hardy-Weinberg na nossa populacdo para nenhum dos
polimorfismos estudados. Pode-se considerar também como uma provavel influéncia
para esse resultado, o tamanho da populacdo investigada e o fato desta ser altamente
miscigenada. Durante cinco séculos a populag@o Brasileira tem sido constituida por
individuos de diferentes origens como FEuropeus (principalmente Portugueses),
Africanos e Amerindios’. Esta miscigenagdo traz a pertinente consideragio de que no
Brasil ndo existem ragas, ou seja etnias, assim, ¢ mais adequado categorizar os
Brasileiros de acordo com a cor da pele®*®® do que como grupos étnicos™. Por esse

motivo, neste estudo a casuistica foi categorizada de acordo com a cor da pele. Cabe



Aline Viana Consideracgfes Finais 90

acrescentar, que na analise de cada polimorfismo deste estudo, o fator “cor da pele”
ndo mostrou influéncia na associa¢do com a Periodontite.

Um outro fator de interesse ¢ a andlise de haplotipos, pois a defini¢do da
estrutura do haplotipo, em diferentes populacdes, pode explicar em parte como as
disparidades étnicas influenciam o risco de comprometer a saide’’. Quando
considerada a analise de haplotipos do gene CXCR2, tanto no arranjo em alelos como
em genotipos, houve diferencas significativas entre os grupos Controle e Periodontite,
considerando a casuistica total. O haplotipo TCG mostrou-se relacionado com uma
chance 3,54 vezes maior de desenvolver periodontite do que todos os outros
haplétipos juntos. Resultado semelhante foi observado quando os haploétipos foram
organizados como gendtipos, sendo que individuos com o haplotipo TCG/CCA
pareceram ter uma chance 3,22 vezes maior de desenvolver periodontite. Estes
resultados devem, contudo, ser considerados com cautela, ja que sdo baseados na
analise da amostra total, na qual foram incluidos individuos fumantes. Neste estudo
observou-se que o fumo atuou como um fator de influéncia (OR=3.95; 95% CI=2.17-
7.17). Assim, foi realizado um teste de regressdo logistica multipla com ajuste para o
habito de fumar, idade, género e cor da pele para confirmar a associacdo dos
haplotipos com a periodontite nos individuos estudados. Os resultados da regressdo
logistica multipla confirmaram a associa¢do dos haplotipos, apresentando ainda
valores mais significativos (OR” = 4,006; 95% IC = 1.496-10.726 — Tabela 3; OR" =

3.676,95% IC = 1,326-10,192 — Tabela 4).
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Cabe acrescentar que, quando foram analisados somente os individuos
fumantes, nao houve associacao de haplotipos com a periodontite. Deve-se considerar
que o hébito de fumar ¢ um fator de risco a periodontite ja bem estabelecido na

) . 29,34
literatura cientifica>®?%3

. A investigacdo de polimorfismos genéticos em individuos
fumantes em relacdo a periodontite, pode trazer resultados interessantes como os de
Meisel et al.’' e Gurkin et al.”®, que respectivamente, indicaram que individuos com
determinados alelos em loci polimérficos nos genes N-acetiltransferase 2 e Inibidor
do Ativador do Plasminogénio poderiam ser mais suscetiveis a periodontite,
principalmente se forem fumantes. Ou seja, dependendo da carga genética do
individuo o habito de fumar seria mais prejudicial, fato que ja foi comprovado para o
gene N-acetiltransferase 2 no estudo de Cascorbi et al."* que mostrou que individuos
acetiladores rapidos e que fumam tém trés vezes mais chance de desenvolverem
cancer de pulmao.

No presente estudo, o primeiro a investigar polimorfismos no gene do
Receptor 2 da IL-8 (CXCR2) em relagdo a periodontite, mostrou que ha associagdo
dos mesmos com a suscetibilidade a periodontite em uma populagdo brasileira. Esse
resultado refor¢a a importancia de realizarem-se estudos que buscam marcadores
genéticos de suscetibilidade ou severidade da periodontite, pois, além de propiciarem
um conhecimento mais aprofundado da doenga, podem contribuir para que o

tratamento da periodontite se torne mais individualizado de acordo com as

caracteristicas genéticas do paciente.
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6 CONCLUSAO

Verificou-se a associagdo de haplotipos formados pelos SNPs
+785(C/T), +1208(T/C) e +1440(G/A) do gene CXCR2 com a suscetibilidade a

periodontite na populagdo brasileira estudada.
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

AT
UNESP *%# UNIVERSIDADE ESTALTAL PAULISTA
CAMPUS DE ARARAQUARA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumentc parficular declaro. para 0s devidos fins éliccs = legals. que ey,

(nome} .

{nacionaiidzds) . portador dg RG »* . residente 3
, na cidade de . Estade

de . Sencerde voluntariamente 2m participar da pesquisa “Anadlise do Gene Interizucina 8 e

seus Recepiores am Individuos com Deenga Periodontal Crénica” e declaro que tomei ciéncia & que
fui esciarscido de maneira 2 nZo restarem guaisquer dilvidas scbre a minha panlicipag3o no estudo,
de acordo com oS termos abaixo relacionados:

1. Fui esclarecido que a referida pesquisa tem por chjefive estudar se a carga genstica da pessoa
(que foi herdada dos pais) influencia na mrhma(;an sangramento e dor na gengiva {Doenca
Periodenta! Crdnica). Para isse. passares por um exame clinico edontolégice de roting 2 serei
convidado a bochechar um liquido & base de agicar por 2 minutos. Permilo que esse bochecho
seja coletado pare o desenvelvimento da pesquisa. Sei que niio sofrersi em fazer o bochecho e
que ndo ha nenhum risce para mim

2. Ful esclarecidc que. ss for necessario fazer alguma cirurgia para tratar meu problema de gengiva
ou dos dentes. ou liver que r algum dente para meu iratamento, serei cunwdado a doar um
pedacinhe mindscule de gengiva para desenvelvimento da pesquisa acima citada. Coemo esse
pedacinho de gengiva seria jogado fora, ele niio fara falta para meu res‘labelecmwnto e
cicatrizacéo da cirurgia.

3. Fui eseclarecido gue zs amostras obtidas das coletas serdo congeladas e postariormente
estudadas em laboralorio, 2 que a realizagio da pesquisa ndo implica em riscos para mim, pois
serdic utiiizados materiais des-,f.navms e instrumentais estéreis. Com relagdo aos beneficios,
além de ser encaminhado para iralamento, estare contribuindo  espontaneamente para a
comunidade cientifica ¢ para a populacio de uma forma geral, para que a Doenca Periodontal
Crdnica seja melhor compreendida. Receberel criertacdo de correla escovacio dental.

4. Eslcu cierte gque possuo picna liberdade para desistir da referida pesauisa. retirando o meu
- consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalizacio.

5. Esiou ciente que as dados e resultados obtidos na pesguisa serdo utilizados para fins didaticos e
de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras. porém, sera mantide 3 todo
instante o sigiio de minha identidade. assegurando minha privacidade.

Desta forma, uma vez lendo lido & entendido lais escln recimentos. dato e assing esse lermo de
consentimento. por estar de gieno acoido com o teor do mesmo.

Araraquara, de de 2004,

Teiefone do Pesquisador
Responsavel
{(16) 3301-6504

iura do paciente ou Resoonsave!

Protocalo CEP I* 53/ 04

Aprovudo em Baunia? ds
e LNy 1o M
PRitsatr 2 .\escm':Sa vel T 0

Jeeretarla da CEP - FO/CAL
F1ofa Ora Rauei Mantuanel Scarel Caminaoa
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8.3 Ficha Clinica

Laboratorio de Genética e Biologia Molecular N®

Selecdio de Pacientes para Pesquisa envolvendo Polimorfismos e Doenga Periodontal

QUESTIONARIO
Nome:
Data de Nascimento: Idade: Sexa:L M L F
Naturalidade: AL
Residéncia: N%:
Bairro: _ T e s e oeepr -
Telefone: | ) Profisso: ~ Telefone: ( )t o
Local de Trabalho: A
Etnia; Tl Caucasiano || Negro TiMulato | Pardo L Asiatico

Ascendéncia (pais): ___

Ascendéncia (avos):

Ll Grupo Controle: Periodonto sauddvel, ¢/ gengivite
B Grupo Doenga Periodontal: Pelo menos 2 dentes distintos com PS e NI > 3mm +S8§

¢ Toma algum medicamento?  Qual?

Fregiiéncia?

e Tem osteoporose?

e Tem algum problema respiratorio? {ex: asma)

e Temalergia? = De qué? e e
* Tem problema cardiaco? o e
o Temartrite? A
¢ Tem alguma outra doenga? Qual? e
e Ja fer Tratamento Periodontal? ~ Onde ¢ ha quanto tempa? o
o Fumo: [!sim ] niio
Ul Fumante _ /dia Haquantotempo? .

U Ex-fumante /dia  Hatempoparou?  Durante quanto tempo?
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Somente Mulheres:

¢ Toma anticoncepcional? Qual?

e Faz reposi¢do hormonal?

e Esta na menopausa?

EXAME CLINICO:

Sextantes

1 2 3 o 5 6

Diagndstico

‘Gengivite

1 dente PS e NI = 3 mm 4S8

2 dentes PS ¢ NI > 3 mm +S8

+3 dentes PS ¢ NI = 3 mm +S§
~ TOTAL DE DENTES

Exame clinico periodontal feito por:

Entrevista e coleta feita por:

Araraquara, de de 200




Autorizo a reproducdo deste trabalho.

(Direitos de publicagdo reservado ao autor)

Araraquara, 24 de margo de 2008.

ALINE CAVALCANTI VIANA
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Baixar livros de Turismo
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