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Tanaka MH. Andlise dos parametros clinicos periodontais e expressao
genética de Interferons alfa, gama e genes relacionados em individuos
portadores de Sindrome de Down com doenca periodontal [Dissertacdo
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Resumo

A doenca periodontal (DP) em individuos com Sindrome de Down
(SD) se desenvolve com alta prevaléncia, precocemente, de modo rapido
e generalizado em comparacdo com individuos nao-sindrémicos. Foi
demonstrado que portadores da SD apresentam resposta imune
diminuida em relagcdo aos cromossomicamente normais. O objetivo desta
pesquisa foi investigar diferencas nos parametros clinicos periodontais e
niveis de expressdo dos genes Interferon-gama (IFNG), Interferon-gama
receptor 1 (IFNGR1), Interferon-gama receptor 2 (IFNGR2), Interferon-alfa
(IFNA), Interferon-alfa receptor 1 (IFNAR1), Interferon-alfa receptor 2
(IFNAR2), Janus-quinase 1 (JAK1), Transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 1 (STAT1) e Fator de regulacédo de interferon 1 (IRF1) em
individuos com SD que apresentam ou ndo DP e em individuos
cromossomicamente normais. Fizeram parte deste estudo 80 individuos
entre 7 e 57 anos de idade subdivididos em 4 grupos: SD com DP (A);
individuos com SD sem DP (B); individuos nao-sindromicos (Controle)
com DP (C) e individuos Controle sem DP (D). A expresséo génica foi
investigada por meio de quantificacdo relativa utilizando a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real. Para o indice

sangramento a sondagem (SS) ndo houve diferenca entre os grupos A e



C. A periodontite crbnica localizada foi o tipo prevalente tanto entre
individuos com SD como Controle. Considerando os parametros clinicos,
nao foram encontradas diferengas na periodontite cronica localizada entre
os individuos com SD e Controle, assim como para a periodontite crénica
generalizada. Com relacdo a analise genética, observou-se que
individuos dos grupos com SD em relagdo aos grupos
cromossomicamente normais (A+B-C+D) tiveram uma expresséo de IFNG
semelhante ao observado entre individuos do grupo Controle com DP (C-
D). No entanto, quando a DP acomete individuos com SD (A-B), o IFNG
ndo apresenta uma resposta imune tdo eficiente quanto para o0s
individuos cromossomicamente normais (C-D). Na expressdo do gene
IFNA, individuos com SD (A+B-C+D) tém uma expressao
consideravelmente menor que os individuos cromossomicamente normais
com DP (C-D), indicando uma imunodeficiéncia em um importante
mecanismo de controle da inflamacé&o. Individuos com SD apresentaram
expressdo significativamente maior dos genes IFNGR2 e IFNARL, os
guais residem no cromossomo 21. A expressao de JAK1 nos individuos
com SD independente de DP (A+B-C+D) foi acentuadamente menor,
enquanto que a expressdo do gene IRF1 foi significativamente maior
nesses individuos em comparacdo aos individuos cromossomicamente
normais (C-D). Portanto, a SD provavelmente pode interferir na cascata

da via de sinalizacdo do IFNG e IFNA contribuindo para uma menor



eficiéncia do sistema imune de individuos frente a um estimulo

inflamatério como a DP.

Palavras-chave: Sindrome de Down, Periodontite cronica, Interferon alfa,

Interferon gama






Tanaka MH. Periodontal clinical parameters analysis and genetics
expression of Interferon-alpha, Interferon-gamma and genes related in
individuals with Down Syndrome and periodontal disease [Dissertacédo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

Periodontal disease (PD) in individuals with Down Syndrome (DS)
has an early, quickly and widespread onset and high prevalence when
compared with individuals without the Syndrome. Only poor oral hygiene
does not explain the severe periodontal destruction seen in DS patients. It
has been shown that DS patients have a weaker immune response than
people with normal number of chromosomes. The aim of this study was to
investigate differences in periodontal clinical parameters and the
expression levels of the genes Interferon-gamma (IFNG), Interferon-
gamma receptor 1 (IFNGR1), Interferon-gamma receptor 2 (IFNGR2),
interferon-alpha (IFNA), interferon-alpha receptor 1 (IFNARL1), Interferon-
alpha receptor 2 (IFNAR2), Janus-kinase 1 (JAK1), Signal transducers
and activators of transcription 1 (STAT1) and Interferon regulatory factor 1
(IRF1) in DS patients with and without periodontal disease in comparison
with chromossomically normal individuals. A total of 80 individuals aged 7
to 57 years participated in this study and were divided into 4 groups: DS
with PD (A); DS without PD (B); individuals without DS (control) with PD
(C) and individuals without DS (control) and without PD (D). A quantitative
RT-gPCR was used to investigate gene expression. There was no

difference between groups A and C regarding the bleeding on probing



(BOP) index. The most prevalent type of periodontitis seen in this study
was the localized chronic periodontitis, both in individuals with and without
DS. Considering the clinical parameters, localized and generalized chronic
periodontitis did not differ between individuals with and without DS.
Regarding genetic analysis, individuals of the groups with DS in relation to
the groups without DS (A+B-C+D) showed an IFNG expression similar to
that seen among the individuals of groups control with PD (C-D). However,
individuals with DS (A+B-C+D), the IFNG immune response is not as
efficient as that of individuals without DS (C-D). Individuals of groups with
DS (A+B) have a considerably smaller expression of the IFNA gene than
those of groups without DS (C+D), indicating an immune deficiency in an
important inflammation control mechanism. Individuals with DS presented
a significantly greater expression of the genes IFNGR2 and IFNAR1, both
located in chromosome 21. JAK1 expression in individuals with DS
regardless of PD (A+B-C+D) was markedly smaller, while the expression
of the IRF1 gene was significantly greater when compared with individuals
without DS (C+D). Therefore, DS can probably interfere in the IFNG and
IFNA signaling pathways, making the response of the immune system of

individuals with DS to inflammatory stimuli, such as PD, less efficient.

Keywords: Down Syndrome, Chronic periodontitis, Interferon-alpha,

Interferon-gamma






1 Introdugao

A sindrome de Down (SD) é a mais frequiente desordem
cromossOmica que é caracterizada por um cromossomo 21 extra ou pela

triplicagéo do brago longo do cromossomo 21379,

Existe uma correlagdo positiva entre idade materna e
incidéncia de SD, sendo o material cromossémico adicional, em 80% dos
casos, tem origem materna®. A explicacdo mais provavel para o efeito da
idade materna na maior predisposicdo a gerar um filho com SD é o
envelhecimento do gameta feminino®. A frequiéncia da SD é de 1 para

600 a 1000 nascidos vivos®>=°,

A SD é uma condicdo complexa com mais de 30
caracteristicas clinicas que sdo bastante variaveis entre os afetados e
estdo relacionadas com a super expressado de genes especificos que se
encontram no cromossomo 21'%?°. Entre as caracteristicas observadas
nos individuos com SD, somente duas ocorrem em praticamente 100%
dos casos: retardo mental e modificagcbes neuropatoldgicas idénticas as
observadas em individuos com a Doenca de Alzheimer (em individuos

com SD de mais de 35 anos)®.

A prevaléncia de DP em adolescentes com SD é de 30% a
40%, sendo que em individuos com aproximadamente 30 anos a
prevaléncia aumentando para cerca de 60 a 100%°*!%, Cichon et al.®®

(1998) sugeriram que a destruicao periodontal severa que ocorre nos



28

individuos com SD é consistente com o padrdo de periodontite agressiva.
Mesmo que os individuos com comprometimento intelectual apresentem
higienizacdo bucal precéria, isto ndo € capaz de isoladamente explicar a
destruicdo periodontal severa que ocorre nos individuos com SD, pois foi
observado que a prevaléncia de DP foi maior em criangcas com SD do que

em criancas com similar retardo mental*'®,

Foi observado que os individuos com SD apresentam
alteracdes no sistema imune como fung¢des diminuidas de quimiotaxia e
fagocitose por neutréfilos e linfocitos®*#%®!7: e ativacdo defeituosa de
linfécitos T2,

Apesar de tais estudos contribuirem muito para a elucidacao
da etiopatogénese da DP em individuos com SD, é importante também
investigar qual o papel de citocinas, seus receptores e vias de sinalizacao
intracelular na DP.

O papel de algumas citocinas reconhecidamente importantes

na DP, como o Interferon-y (IFN-y)*%

e o Interferon-a (IFN-o) foram
investigadas em células do sangue periférico de individuos com SD***,

mas ndo em tecido gengival inflamado objetivando o estudo da DP.

Pelo fato de a resposta imune ocorrer mediante a ligacéo
das citocinas aos seus receptores na superficie das células, € valido
investigar também a expressao dos receptores do IFN-y. O IFN-y tem dois
receptores: o IFNGR1 (OMIM 107470) no 6g23-g24; e o IFNGR2 (OMIM

147569) cujo gene esta localizado no braco longo do cromossomo 21
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(21q). Vvale notar que no brago longo do cromossomo 21 existe um
agrupamento de genes (cluster) composto pelos genes IL10RB e IFNGR2
juntamente com os genes dos dois receptores do IFN-o, estando os

quatro genes orientados um em seguida do outro (tandem)®.

Considerando que a citocina IFN-y liga-se a receptores do
tipo Il, os mecanismos pelos quais ocorre a transducdo de sinais que
despertam respostas celulares especificas sdo mediados por fosforilacéo
de enzimas Janus-quinases (JAK) associadas aos receptores e por
fatores de transcricdo STAT (Transdutor de Sinais e Ativador da

Transcricéo)®.

O IRF (fator regulador de interferon) compde-se de uma
familia de genes que codificam fatores de transcricdo que atuam como
mediadores dos efeitos de interferons (IFNSs).

Até 0 momento ndo foi encontrada na literatura nenhuma
pesquisa investigando expressao diferencial em individuos com SD em
relacdo aos genes IFNG e IFNA, seus receptores e outros genes
relacionados a resposta celular, em tecido gengival inflamado obtido de
individuos com SD afetados pela DP. Desta forma, este trabalho podera
contribuir com valiosas informacBes sobre peculiaridades do sistema
imune de individuos com SD, e também podera ajudar a explicar a maior

tendéncia a DP nos individuos com essa sindrome.






2 Revisao da literatura

2.1 Sindrome de Down

Com base no censo populacional de 2000, ha no Brasil
cerca de 300 mil individuos com Sindrome de Down (SD) e, anualmente
cerca de 8 mil brasileiros nascem com a sindrome (Nascimento®, 2009;
Vieira et al.'®®, 2005).

A SD é a mais frequente desordem cromossdmica
caracterizada por um cromossomo 21 extra ou pela triplicacdo do braco
longo do cromossomo 21 (Borges-Osorio, Robinson**, 2002; Franciotta et
al.®’, 2006; Mustacchi, Rozone®, 1990). O cromossomo 21 é o menor
cromossomo existente no ser humano, contém aproximadamente 225
genes, 0 que corresponde a menos de 1% de todo genoma humano
(Pennisi®, 2000). Este fato faz com que a trissomia do cromossomo 21
seja a condicdo aneupléide mais comum compativel com a sobrevida a
termo (Nascimento®, 2009). Apesar disso, a taxa de aborto espontaneo
de fetos com SD é de 25% em média, subindo para 33% quando a mae
tem idade mais avancada, até 45 anos (Savva et al.'’®, 2006). A
expectativa de vida de uma crianca com SD esta relacionada ao alto risco
de mortalidade nos primeiros anos de vida (principalmente de 0 a 5 anos)
por infeccbes respiratorias (33,1%) e por malformacdes cardiacas

congénitas (12,8%) (Bittles et al.**,2007).
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A SD caracterizada por um cromossomo 21 extra €
conhecida como Trissomia Simples e ocorre em 95% dos casos. Um
estudo evidenciou que 89,4% dos casos de individuos com SD tém como
etiologia a ndo-disjuncdo cromossdmica durante a meiose materna, 8,8%
durante a meiose paterna e 1,8% dos casos tém origem na néo-disjungao
durante a mitose do zigoto (Mosaicismo) (Hassold, Sherman®®, 2000).

O SD do tipo Mosaico sdo aqueles onde alguns individuos
com SD possuem uma populacdo de células com 46 cromossomos e
outra com a Trissomia do 21 (Hassold, Sherman®®, 2000). Isso ocorre por
mecanismo de nao-disjuncdo cromossdmica nas primeiras mitoses apos a
formacédo do zigoto e pode originar diferentes percentuais de Mosaicismo.
Quanto maior o percentual de células com trissomia do 21 maiores serao
as manifestacdes clinicas da SD no individuo.

Quando ocorre a translocacdo geralmente entre o
cromossomo 21 e o0 14 ou 15, que sdo todos cromossomos acrocéntricos
(Borges-Osorio, Robinson**, 2002), esse tipo de translocacdo é chamada
Robertsoniana e é responsavel por 2,2% dos casos de SD (Mustacchi,
Rozone®, 1990). Para ocorrer a translocacdo, os cromossomos sofrem
guebras nas regides centroméricas; assim um novo Cromossomo Ssera
constituido pelos bracos longos do cromossomo 21 e do 14 (ou 15),
tornando-se um cromossomo submetacéntrico. Os bracos curtos dos
cromossomos envolvidos na translocagdo tendem a se perder nas

divisbes subseqientes. Em alguns casos (1%) a translocacdo ocorre
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entre os dois cromossomos 21 ou entre 0 21 e o 22 (Mustacchi, Peres®,
2000).

Ha forte correlagdo entre a idade materna e a geracao de
filhos com SD, ou seja, numa mulher com 30 anos o risco € de 1:1000, e
com 40 anos a chance de ter um filho afetado é de 9:1000 nascidos vivos
(Hokk et al.®®, 1983; Johnstone, Haluska®, 2001). O envelhecimento do
gameta feminino € a explicagdo mais provavel para o efeito da idade
materna na maior predisposicdo em gerar um filho com SD, pois a
gametogénese fica estacionada por muitos anos no fim da préfase |
(Borges-Osorio, Robinson'*, 2002).

Em familias cujas mées sdo mais jovens, os casos de SD
por translocacdo sdo mais comuns. Assim, recomenda-se analisar o
cariotipo dos pais para investigar se ha presenca de translocacoes
equilibradas, como a Robertsoniana, pois apesar do individuo ser
fenotipicamente normal, ele pode transmitir o cromossomo alterado.

De forma geral, para mulheres que ja tiveram um filho com
SD, o risco de recorréncia da SD é de 1% (seja por Trissomia Simples,
por Translocacdo ou Mosaicismo) (Caron et al.'”, 1999). Um estudo mais
aprofundado baseado no risco de recorréncia comparado ao risco
associado a idade materna originou a “taxa de morbidade padrao” a SD,
mostrando que a recorréncia para SD foi de 2,4 vezes, e para qualquer
outro tipo de trissomia foi 2,3 vezes, independente da idade materna na

época de gestacdo do primeiro filho com SD (Warburton et al.*?’, 2004).
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Para Saghy'® (2008), a idade materna influencia na
prevaléncia de serem geradas criangcas com SD. Na Hungria, 60% dos
individuos com SD séo filhos de médes com idade acima de 35 anos. Isso
€ confirmado por outros dados mundiais. Dados americanos mostram que
80% dos individuos com SD nasceram de maes com idade acima dos 35
anos. Atualmente, a idade materna para essa incidéncia é de 32,5 anos e
gue pode chegar a ficar critica aos 35 anos, apos essa idade a incidéncia
€ significativamente maior.

Como uma condicdo complexa, a SD possui mais de 30
caracteristicas clinicas que sdo bastante variaveis entre os afetados e
estdo relacionadas com a superexpressao de genes especificos que se
encontram no cromossomo 21 (Carter et al.*®, 1960). Entre as
caracteristicas clinicas importantes em individuos com SD estao:
hipotonia (99%), microcefalia (85%), malforma¢des cardiacas (50%) e
gastrointestinais congénitas (3%), deficiéncias no sistema imune,
instabilidade atlanto-axial, maior incidéncia de ataques convulsivos e de
leucemia (15 a 20 vezes maior), perda auditiva, hipotireoidismo e
anomalias oculares (Mustacchi, Rozone®, 1990; Nizetic®?, 2001).
Existem outros sinais de menor comprometimento médico, mas que sao
Uteis na caracterizacdo da SD: baixa estatura, boca entreaberta (devido
a macroglossia e/ou hipotonia), epicanto, maos curtas e largas com uma
Gnica prega palmar transversa (linha simiesca — 40%), quinto dedo

encurvado (clinodactilia) (Mustacchi, Rozone®, 1990). Individuos com
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SD também apresentam senilidade prematura, provavelmente
relacionada a um dano aos lipidios de células nervosas (Brooksbank,
Balazs™®, 1983). Entre as caracteristicas observadas nos individuos com
SD, somente duas ocorrem em praticamente 100% dos casos: retardo
mental e modificacdes neuropatoldgicas idénticas as observadas em
individuos com a Doenca de Alzheimer (em individuos com SD de mais
de 35 anos) (Nizetic®, 2001).

Em relacdo a cavidade bucal observa-se palato ogival,
macroglossia associada a hipotonia muscular, lingua fissurada,
prevaléncia reduzida de lesbes de carie e aumentada de doenca
periodontal (Mustacchi, Peres®®, 2000). Também s&o observadas
anomalias dentarias como a presenca de dentes conoides, oligodontia e
retardo na erupcdo dentaria (Rey, Birman'®, 1990), microdontia,
hipocalcificagdo dos dentes, fusdo e geminacdo dentaria (Ciamponi,
Guaré®, 2000).

Para que os procedimentos meédicos e odontologicos a
serem realizados ndo tragam danos a salde do paciente, € necessario
gue a anamnese e o0 exame clinico nesses individuos sejam cuidadosos e
detalhados pelo fato dos individuos com SD manifestarem varias
complicacgdes clinicas.

Os pacientes com alteragcbes cardiacas devem ser
encaminhados ao cardiologista antes do procedimento para que seja

prescrita uma profilaxia antibiotica adequada para se evitar o risco de uma
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complicagdo como a endocardite, especificamente quanto aos
procedimentos odontoldgicos invasivos a serem realizados em individuos
com SD (Barnett et al.”, 1988).

Apesar dos disturbios clinicos importantes, individuos com
SD podem ter um bom desenvolvimento neuromotor e capacidade de
socializacdo quanto mais precocemente receberem os cuidados médicos
e odontologicos adequados, além de educacdo que atenda as suas
necessidades especiais, de forma que eles e seus familiares possam ter

uma boa qualidade de vida.

2.2 Doenca Periodontal

A Doenca Periodontal (DP) € uma infeccdo de ordem
multifatorial, causada por uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais tendo como fator essencial para seu desenvolvimento a
presenca de bactérias especificas (Haffajee, Socransky*?, 1994).

Algumas bactérias tém relacdo direta com a doenca
periodontal como o0 Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.),
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema denticola,
entre outras. Essas bactérias iniciam e perpetuam a inflamacao podendo
causar destruicdo no periodonto (Tonetti, Mombelli**, 1999). Além das

bactérias, a resposta imunoinflamatdria € necessaria para determinar o

grau de destruicdo dos tecidos periodontais (Horewicz et al.*®, 2006).
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Além dos periodontopatégenos e da resposta do hospedeiro,
o carater multifatorial da DP sofre influéncia de fatores de risco como o
fumo (Johnson, Slach®, 2001) e diabetes (Mealy®?, 2000); além de
indicadores de risco como stress (Linden et al.”®, 1996) e osteoporose
(Shen et al.'™, 2004). Nas doencas de carater multifatorial é dificil

guantificar qual a influéncia de fatores ambientais e de fatores genéticos.

Alguns estudos tém investigado a relacdo de fatores
genéticos com a DP. Polimorfismos em genes de citocinas como a
Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10),
Interleucina-18 (IL-18) e Fator de necrose tumoral-a (TNF-a) tiveram
relacdo positiva ou negativa com a DP dependendo da populacdo
estudada (Folwaczny et al.*, 2005; Galbraith et al.*®, 1998; Komatsu et
al.®®, 2001; Scarel-Caminaga et al.*'?, 2004; Shapira et al.***, 2001).

Portanto, dependendo do grau de predisposicdo genética a
DP de um individuo, medidas de prevencdo devem ser tomadas 0 mais
precocemente possivel, evitando assim a instalacdo ou progressdo da

doenca.

2.3 Sindrome de Down e Doenca Periodontal

Individuos com comprometimento intelectual apresentam
higienizacdo bucal precéria, e esse fator é importante para o surgimento

da DP. Entretanto, a higienizacdo bucal precaria ndo é capaz de
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isoladamente explicar a destruicdo periodontal severa que ocorre nos
individuos com SD, pois foi observado que a prevaléncia de DP foi maior
em criancas com SD do que em criangas com similar retardo mental

(Cutress?’, 1971; Swallow™8, 1964).

A prevaléncia de DP em adolescentes com SD é de 30% a
40%, sendo que em individuos com idade préxima aos 30 anos a
| 101

prevaléncia aumenta para cerca de 100% (Reuland-Bosma et a

2001).

Cichon et al.®* (1998) e Hanookai et al.>? (2000) observaram
gue nao ha melhora nem da condicéo clinica bucal e nem dos parametros
microbiolégicos dos pacientes com SD apdés uma Unica sessdo de
raspagem e polimento dental e instrucdo de higiene bucal. Os autores
atribuem esses resultados a uma inadequada remocdo do biofilme
bacteriano e a resposta imune deficiente desses pacientes. Entretanto,
guando esse tratamento basico foi realizado em um programa de retorno
em periodos de 3 em 3 meses, esses problemas foram sanados

(Sakellari'®, 2001).

Um relato de caso clinico realizado por Sasaki et al.’®®
(2004) mostra um paciente com SD que foi acompanhado por um
programa de cuidados odontolégicos que incluia desde raspagens sub e
supragengivais até instrucao de higiene bucal. Eles puderam observar um
sucesso na prevencdo da progressdo da doenca periodontal apdés um

periodo de 2,5 anos de acompanhamento.
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Zigmond et al.**°

(2006) compararam 2 grupos: um com
pacientes com SD e outro com pacientes cromossomicamente normais
com higiene bucal similar e mesma condicdo gengival, e observaram que
a severidade da DP foi significantemente maior no grupo com SD do que
no grupo Controle. A prevaléncia, severidade e extensao da DP (medidos

clinicamente e radiograficamente) foram maiores nos individuos com SD.

Grollmus et al.*®

(2007) observaram que como a SD esta
associada com retardo mental e alteracbes sistémicas, a periodontite se
mostra agressiva e generalizada com destruicdo subsequente dos tecidos
de suporte e perda dental em idade precoce. Neste estudo, os achados
sugerem que com a participacdo de pessoas orientadas e cooperacao
dos pais e/ou responsaveis e um esquema de frequéncia ao cirurgido
dentista, os pacientes com SD conseguem manter uma boa remoc¢ao do
biofilme bacteriano e assim evitar a progressao da DP.

Cheng et al.** (2008) realizaram um estudo com 21
pacientes com SD com problemas de aprendizagem de baixa a moderada
e que possuiam periodontite crénica. Eles realizaram tratamento
periodontal ndo-cirdrgico (seguidos de retornos mensais), utilizacdo de gel
de clorexidina durante a escovacéo e bochechos com clorexidina 2 vezes
ao dia. Os resultados apds 12 meses de terapia periodontal ndo-cirdrgico
foram: uma diminuicdo do biofilme bacteriano de 84,1% para 23,3%,

diminuicdo do numero de sitios com sangramento a sondagem de 82,1%

para 29,5% e diminuicdo da média de profundidade de sondagem de 3,2
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para 1,8mm. Os autores concluiram que o programa de tratamento
periodontal ndo-cirdrgico com a utilizacdo de clorexidina e retornos
mensais foi adequado e benéfico para adultos com SD e periodontite
cronica.

Cichon et al.?® (1998) sugeriram que a destruicéo periodontal
severa que ocorre nos individuos com SD € consistente com o padrédo de
periodontite agressiva. Varios periodontopatégenos podem colonizar
muito precocemente a cavidade oral de individuos com SD. Foram
detectados por PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) 9 de 10 espécies
de periodontopatdgenos em placa subgengival de individuos portadores
de SD de 2 a 4 anos de idade, com significativa diferenca em relacao ao
Controle (sem SD). Vale acrescentar que Tannerella forsythensis
(T.forsythensis), Bacteroides forsythus (B.forsythus) e Treponema
denticola (T.denticola), considerados importantes na periodontite do
adulto, foram encontrados em criangcas com SD desde os 2 anos de
idade, sendo que, em criancas nao-sindrémicas, apenas o B. forsythus foi
detectado a partir de 8 anos de idade. A ocorréncia de todas as espécies
testadas aumentou gradualmente com a idade (até 13 anos), mas
manteve a prevaléncia significativamente maior no grupo SD (Amano et
al.?, 2000). Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.) esta associado
a periodontite agressiva e € considerado importante na periodontite de
individuos SD (Barr-Agholme et al., 1998). Sakellari et al.**” (2005)

estudaram individuos com SD e observaram que em todos os subgrupos
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com diferentes idades obteve-se uma alta significancia estatistica na
deteccdo de T. forsythensis e A. naeslundii. Em particular, nos
adolescentes com SD observou-se uma alta prevaléncia estatisticamente
significante de A.a., P. gingivalis, T. forsythensis, C. rectus, P. intermédia,
C. sputigena e A naeslundii Il. Esses achados sugerem que a colonizagéo
com importantes patdgenos periodontais ocorre freqlientemente nesses
individuos, mesmo na adolescéncia. Essas diferencas persistem em
adultos jovens com SD, com uma diferenca estatisticamente significante
pela presenca de E. corredens, P. nigrens e P. micros. Com essa analise
detalhada da presenca dos periodontopatégenos pode-se observar que
os individuos com SD tém uma configuracdo diferente da microbiota
subgengival (presenca de espécies periodontopatogenos),

particularmente em relacdo ao aumento da idade.

Acredita-se que a progressao da DP em individuos com SD
seja influenciada por fatores enddégenos relacionados ao sistema imune.

Individuos com SD apresentam imunodeficiéncias como:

1) Quimiotaxia deficiente de neutréfilos (Barkin et al.’, 1980; Khan et
al.®®, 1975; Screedevi, Munshi'’’, 1998), relacionada inclusive a

perda de osso alveolar (Izumi et al.®3, 1989);

2) Menor atividade de fagocitose de Staphylococci por leucécitos

(Barroeta et al.*?, 1983; Gregory et al.*’, 1972);
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3) Desbalanco nas subpopulacbes de linfécitos T, estando a
propor¢ido de CD8+ aumentada e a de CD4" (cluster of
differentiation 4%) diminuida, inclusive a de CD4"CD45RA" (cluster
of differentiation 4* cluster of differentiation 45 receptor alpha®), o
gue pode indicar envelhecimento precoce do sistema imune de
individuos com SD (Barrena et al.'*, 1993). Aumento na proporcéo
de CD8+ também foi observado em adolescentes com SD (12 a 16
anos), além de maior expressdo de LFA1l (lymphocyte function
association antigen 1) nos linfocitos T CD4+ e CD8+ de individuos
com SD, embora tenha sido demonstrada menor adesao celular a

ICAM1 (inter-cellular adhesion molecule 1) (Lin et al.”, 2001);

4) Ativacdo defeituosa de linfocitos T de individuos com SD
caracterizada pela transducdo de sinal parcial de complexo
TCR/CD3 (T cell receptor/cluster differentiation) associada a falha
de fosforilacdo de residuos de tirosina da proteina ZAP-70 (zeta

associated protein kinase) (Scotese et al.**®, 1998);

Também foi observado que a proporcdo de imunoglobulina
G1 (lgG1l) em individuos com SD foi maior que em individuos normais
(Barr-Agholme et al.*°, 1997). Fibroblastos gengivais de portadores de SD
estimulados com lipopolissacarideos (LPS) de A.a. expressam mais
cicloxigenase 2 (COX-2) que induz a producdo de prostaglandina E2
(PGEZ2), a qual é um potente estimulador de reabsorgdo 0ssea, e que esta

se apresenta em niveis elevados no fluido gengival de portadores de SD
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(Barr-Agholme et al.?, 1998; Otsuka et al.®*, 2002). Outra caracteristica
peculiar do sistema imune dos individuos com SD é a superexpresséo da
enzima cobre-zinco-superéxido-dismutase 1 (CuZnSOD 1), cujo gene esta
localizado no cromossomo 21. Essa enzima converte rapidamente
superoxidos em peréxido de hidrogénio. Devido a trissomia, encontram-se
niveis dessa enzima de 50% a 150% mais elevados quando comparados
ao controle. Esses altos niveis sdo capazes de provocar nos
polimorfonucleares (PMN) dréastica reducédo de superoxidos, diminuindo a
capacidade dessas células agirem contra microrganismos que requeiram
estritamente superéxidos para serem destruidos (Mustacchi, Rozone®,

1990).

Considerando-se em conjunto tais peculiaridades do sistema
imune de individuos com SD, isso pode contribuir para que esses
manifestem um alto indice de DP quando comparados com individuos
cromossomicamente normais ou com deficiéncia mental (Barkin et al.’,

1980; Barr-Agholme et al.'°, 1997; Khan et al.?®, 1975).

2.4 Imunogenética

z

E crescente o numero de publicacdes cientificas que
investigam o0 envolvimento imunogenético da DP em individuos

cromossomicamente normais (Garlet et al.*’, 2005; McGuire, Nunn®,
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1999; Scarel-Caminaga et al.'*?, 2004; Shirodaria et al.*®, 2000; Trevilatto
et al.*®® 2003). Em relacdo a DP que acomete individuos com SD,
observa-se que as publicagBes cientificas enfocam mais o papel de
enzimas como as metaloproteinases (MMPs), que séo as principais
enzimas que atuam na degradacdo tecidual (Gerdes et al.**, 1993;
Komatsu et al.®®, 2001; Mian et al.?*, 2003; Otsuka et al.**; 2002). Apesar
de tais estudos contribuirem muito para a elucidacdo da etiopatogénese
da DP em individuos com SD, € importante também investigar a
participacdo de citocinas, seus receptores e vias de sinalizagdo

intracelular na DP.

O papel de algumas citocinas reconhecidamente importantes
na DP, como o Interferon-y (IFN-y) (Torre et al.', 1995) e o Interferon-a
(IFN-o) foram investigadas em células do sangue periférico de individuos
com SD (Gerdes et al.*, 1992; Gerdes et al.”®, 1993), mas ndo em tecido

gengival inflamado, objetivando o estudo da DP.

Em 1957, Issacs e Linderman® (1957) descreveram um fator
com propriedade de interferéncia viral. Por mais de 40 anos, 0sS
interferons (IFNs) foram avaliados como adjuvantes na terapéutica de um
amplo numero de doencas. Pesquisadores revelaram diversos
mecanismos de acdo dos IFNs, incluindo atividade antiviral, citoestatica e
potencializador do sistema imune (Jonasch, Haluska®®, 2001). Somente
em 1978, os IFNs foram purificados em quantidade suficiente que

permitiram sua caracterizagdo quimica e fisica. Inicialmente, as
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nomenclaturas o, B e y foram utlizadas devido aos seus picos
apresentados na coluna cromatogréafica de alta presséo liquida (HPLC)
(Pestka®™, 1997). Em 1980, num encontro patrocinado pelo Instituto
Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas e a Organizacdo Mundial de
Saude, os IFNs foram formalmente classificados em trés categorias
baseadas em suas especificidades antigénicas, adotando-se a
designacao de: IFN leucocitario (IFN-a), fibroblastico (IFN-B) e imune

(IFN-y) (Jonasch, Haluska®, 2001).

A proteina IFN-a. é produzida por tipos celulares tipicos,
principalmente leucdcitos. Sua indugdo normalmente € seguida de uma
exposicdo a virus, polipeptideos e citocinas. A producdo do IFN-y é
tipicamente realizada por tipos celulares como as células T e as células
matadoras naturais (Natural Killer). Sua inducdo é realizada diretamente
pelas células que sofreram infeccéo viral, ou seja, apdés estimulos que
incluem antigenos especificos de células T e interleucina-12 (IL-12) (Doly
et al.*!, 1998; Jonasch, Haluska®®, 2001).

O IFN-a induz atividade anti-proliferativa e antitumoral
enquanto que o IFN-y tem atividade antiviral mais fraca, porém possui
propriedade imunomodulatéria mais potente (Tonetti, Mombelli*?°, 1999).

Os IFNs séo divididos em dois grandes subgrupos pela sua
habilidade de ligacdo com os receptores (Aguet et al.’, 1984; Haque,
Williams®3, 1998; Jonasch, Haluska®®, 2001; Merlin et al.®3, 1985), como

por exemplo, foram denominados IFNs do tipo | aqueles que se ligam aos
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receptores do IFN do tipo I, que incluem o IFN-a e o IFN-B. O IFN-y € o
unico IFN do tipo Il, e sua ligacdo € somente com os receptores do tipo |l
(Jonasch, Haluska®®, 2001; Pfeffer et al.*®, 1998).

As informacdes sobre a atuacédo dos IFNs na DP mostram-
se conflitantes. Em experimentos com cultura de fibroblastos gengivais
submetidos a estimulacdo com LPS de P. gingivalis mostraram que 0s
IFNs sdo capazes tanto de potencializar quanto inibir respostas
inflamatdrias atraves da regulacédo dupla da Interleucina-8 (IL-8) mediante

estimulos diferentes (Sakuta et al.'®

, 1998). Experimentos que
analisaram a expressao génica apresentaram maior quantidade de RNAm
de IFN-y em tecido gengival de individuos com periodontite agressiva em
relacdo a individuos normais (Garlet et al.*°, 2005). Sugere-se que 0 IFN-y
seja importante na reabsorcdo 6ssea que ocorre na DP, uma vez que é
um potente ativador de macrofagos, neutrdfilos e pode estimular o
desenvolvimento de células Thl (Lehtonen et al.”®, 1997).

Pelos dados que foram apresentados, compreende-se que
cada componente do sistema imune é regulado por uma intrincada rede
de comunicacgdo entre citocinas (Fujihashi et al.®, 1993). O estudo da
cinética da doenca pode mostrar diferentes padrdes de ativacéo e inibicao
de citocinas e enzimas durante a evolucdo da doenca. Assim, ainda ha
muitas questdes a serem elucidadas, principalmente no que se refere a

DP em individuos com SD, os quais apresentam particularidades no seu

sistema imune como ja foi citado.
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Pelo fato da resposta imune ocorrer mediante a ligagédo das
citocinas aos seus receptores na superficie das células, é valido investigar

também a expresséao dos receptores do IFN-y.

O IFN-y tem dois receptores: o IFNGR1 (OMIM 107470) no
6023-g24; e o IFNGR2 (OMIM 147569) cujo gene estd localizado no
braco longo do cromossomo 21 (21q). Vale notar que no brago longo do
cromossomo 21 existe um agrupamento de genes (cluster) composto
pelos genes IL10RB e IFNGR2 juntamente com o0s genes dos dois
receptores do IFN-a, estando os quatro genes orientados um em seguida
do outro (tandem) (Reboul et al.*®, 1999). Foi observado que essa regi&o
€ altamente conservada entre humanos e camundongos, apresentando
sintenia com o cromossomo 16 de camundongos (Reboul et al.”®, 1999), o

gue indica a importancia do papel biolégico dessa organizacado genética.

Os mecanismos pelos quais decorre a transducao de sinais
da ligacdo dos IFNs aos seus receptores, despertando respostas
celulares especificas, sdo mediados por fosforilacdo de enzimas Janus-
guinase (JAK) associadas aos receptores e por fatores de transcricdo
STAT (Transdutor de Sinais e Ativador da Transcri¢cdo), configurando a
via de sinalizacdo JAK/STAT (Abbas et al.}, 2003). O STAT-1 é o principal
fator de transcricdo que regula genes responsivos a IFN-a e IFN-y.
Camundongos nocauteados para STAT1 sdo completamente insensiveis
a IFN-y (Abbas et al.!, 2003). A ligacdo do IFN-y aos receptores ativa 0

mecanismo em que a STAT-1 regula a sintese de substancias
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microbicidas (Figura 1). Darnell et al.?®

(1994) postulou que na transducéo
do sinal de IFN-a. aos seus receptores had também a participacdo de

STATZ2, além de STATL, os quais podem formar heterodimeros.

Membrana
plasmatica

Citoplasma

celular ¥
¥-P

Q

)

* GAS/ISRE

FIGURA 1. Sinalizagdo do IFN-y e IFN-a.. *

*Os sinais de IFN-y interagem por meio de receptores diméricos IFNGR-1 e IFNGR-2, enquanto IFN-a liga-se a
seus receptores IFNAR-1 e IFNAR-2. Para ambos IFN-y e IFN-a ha transdugao do sinal por meio da JAK-1 que
media a fosforilag@o dos residuos de tirosina (Y) no receptor IFNGR-1ou IFNAR-1, os quais servem como sitios
de ancoragem para a STAT-1 que se torna ativada, se dissocia do receptor e forma dimeros. Os dimeros
STAT-1 migram para o nucleo da célula e se ligam as sequéncias de DNA nas regides promotoras (GAS para
IFN-y e ISRE para IFN—ag. Dessa forma € ativada a transcricdo de genes responsivos a IFNs. (figura baseada
no artigo de Darnell et al. 8 [1994]).



49

A proteina IFN-y e a proteina IFN-o se ligam aos seus
respectivos receptores heterodiméricos formando um complexo e
promovem, por meio de uma série de interacdes protéicas, a fosforilacdo
sequencial de tirosina nas subunidades desses receptores, por meio de
JAK-1 e JAK-2 para IFN-y, e JAK-1 e TYK-2 para IFN-a (proteinas
tirosino-quinases). Uma vez fosforilados, esses residuos de tirosina
servem como sitios de ancoragem para o fator de transcricdo STAT-1,
gue apos ser fosforilado, torna-se ativado, dissocia-se dos receptores de
IFN, e liga-se a outra molécula STAT-1. Na ativacdo de dimeros STAT-1
ocorre a fosforilagdo de um unico residuo de serina, e em seguida, 0
mesmo transloca-se para o nucleo da célula. O dimero STAT-1 advindo
de IFN-y liga-se a sequéncias de DNA no nucleo chamadas de GAS (IFN-
y activation site), enquanto os dimeros STAT-1 advindos da ativacdo de
IFN-a ligam-se a sequUéncias ISRE (Interferon stimulated response
element). Essas sequiéncias de DNA no nucleo séo regibes promotoras
de genes responsivos a IFN-y e IFN-a, e ativam a transcricdo de tais
genes (Darnell et al.?®, 1994; Hamilton et al.>*, 2002).

O IRF (fator regulador de interferon) compde-se de uma
familia de genes que codificam fatores de transcricdo que atuam como
mediadores dos efeitos de interferons. IRF-1 € expresso em niveis basais
baixos por células T, células matadoras naturais e macréfagos (Lohoff,
Mak’’, 2005; Miyamoto et al.®®, 1988). Entretanto, a expressao do IRF-1 é

fortemente induzido por diversos agentes como: virus, lipopolissacarideo
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(LPS), Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-12 (IL-12), IFN-B, IFN-y e fator de
necrose tumoral (TNF) (Coccia et al.?*, 2000; Harada et al.>*, 1994;
Lohoff, Mak’’, 2005). A inducdo da expressdo do IRF-1 é realizada tanto
pelo Interferon do tipo | (IFN-a) quanto pelo Interferon do tipo Il (IFN-y)
que sdo mediados pelo fator de transcricdo STAT-1 (Lohoff, Mak’’, 2005;
Pine et al.’”, 1994; Prabhu et al.*®, 1996).

IRFs desempenham um papel essencial na diferenciacao de
linfocitos Thl, tanto por modular as fungdes de células apresentadoras de
antigenos quanto por ter efeito direto nas proprias células T auxiliares
(helper). IRF-1 liga-se a elementos ativadores (enhancers) no promotor
dos genes IFNA e IFNG. Sequéncias de enhancers semelhantes foram
encontradas no promotor de genes que séo regulados por IFNs, com as
seqiiéncias ISRE e GAS (Lohoff, Mak’’, 2005). No promotor do gene IRF1
h& sequéncias funcionais GAS e NF-«xB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) (Figura 1) (Harada et al.>>, 1994). Sabe-se
gue IL-10 pode inibir a expressédo de genes induzidos por IFNs por meio
da inibicdo do complexo de transcricdo (Issacs, Lindenman®, 1957).
Porém em altas doses de IFN-a ou IFN-y, a acao inibitoria de IL-10 é
reduzida, mas isso estimula a expressdao do gene IRF1l. O IRF-1 é
rapidamente induzido por IFN-y em mondcitos, mas 0 mesmo hao
acontece quando o estimulo é realizado por IFN-o. (Ito et al.®*, 1999).

Até o momento ndo foi encontrada na literatura nenhuma

pesquisa investigando expressao diferencial dos genes IFNG e IFNA,
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seus receptores e outros genes dessa via de sinalizacao intracelular, em
tecido gengival inflamado obtido de individuos com SD afetados pela DP.
Desta forma, este trabalho podera contribuir com valiosas informagdes
sobre peculiaridades do sistema imune de individuos com SD, e também
podera ajudar a explicar a maior tendéncia a DP nos individuos com essa

sindrome.






3 Proposicéo

Investigar diferengas nos parametros clinicos periodontais e
niveis de expressdo dos genes IFNG, IFNGR1, IFNGR2, IFNA, IFNAR1,
IFNAR2, JAK1, STAT1 e IRF1 em individuos com Sindrome de Down

(SD) que apresentam ou nédo Doenca Periodontal (DP).






4 Material e Método

4.1 Delineamento do Estudo e Selecao da Casuistica

Constituiu-se a casuistica deste estudo o total de 80
individuos divididos nos seguintes grupos com 20 individuos cada:

1) Grupo Sindrome de Down com Doenca Periodontal (SDcDP ou A)

2) Grupo Sindrome de Down sem Doenca Periodontal (SDsDP ou B)

3) Grupo Controle (ndo-sindromicos) com Doenca Periodontal (CcDP
ouC)

4) Grupo Controle (néo-sindromicos) sem Doenca Periodontal (CsDP
ou D)

Os individuos com SD e individuos n&o-sindrémicos
selecionados foram de ambos os géneros e qualquer etnia com idade
entre 7 e 57 anos de idade.

Os individuos com SD foram selecionados na Clinica de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
FOAr/UNESP e na Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais
(APAE) de Araraquara e regido. Individuos néo-sindrémicos foram
selecionados nas Clinicas de Odontopediatria, Periodontia e Cirurgia
da FOAr/UNESP. Todos os individuos selecionados para compor a
casuistica deste estudo tiveram seu historico médico e odontolégico

avaliados.
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N&o foram incluidos no estudo, os individuos que se

enquadraram em algum dos seguintes critérios:

\ Individuos institucionalizados;

\ Individuos com SD do tipo mosaico;

\ Individuos com SD sem autorizacdo do cardiologista para
realizacdo de procedimento odontolégico mais invasivo (ex: exodontia,
gengivectomia)

\ Individuos com histéria de antibioticoterapia, uso de
antiinflamatérios e/ ou de imunossupressores nos ultimos 3 meses;

V' Individuos com histéria de tratamento periodontal nos ultimos 6
meses;

\ Individuos com alteragéo sistémica como diabetes ou alguma
doenca infecciosa.

\ Individuos fumantes

Para participar do estudo, o individuo selecionado deveria
apresentar uma area passivel de coleta de tecido gengival, ou seja,
deveria haver indicacdo clinica para realizacdo de exodontia,
gengivectomia ou outro procedimento clinico em que a coleta de um
fragmento gengival ndo infringisse principios éticos.

Apbs explicar os objetivos da pesquisa de maneira acessivel
aos individuos selecionados e seus responsaveis, e obter a colaboragao
dos mesmos, estes foram convidados a assinar o termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE) que foi aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa em Seres Humanos — CEP da Faculdade de Odontologia de

Araraquara — UNESP, protocolo n° 79/04 (Anexo I).
4.2 Exame Clinico Periodontal

Cada sujeito participante desta pesquisa foi submetido a um
exame periodontal realizado por meio de secagem prévia da regido com
jato de ar, e uso de uma sonda periodontal milimetrada tipo Williams,
espelho plano e pinca clinica devidamente esterelizados.

Um examinador previamente treinado (LBC) realizou o
exame periodontal em todos os pacientes, considerando todos os
dentes presentes na cavidade bucal. Os parametros clinicos de
profundidade de sondagem (PS) e nivel de insercdo (NI) foram
examinados em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-lingual) de cada dente, além de

sangramento a sondagem.

Os seguintes critérios clinicos periodontais’ foram utilizados
para classificar os individuos em:
o Grupo sem Doenca Periodontal: individuos sem sinais
clinicos de DP, tendo como caracteristicas: auséncia de sangramento a
sondagem, PS e NI<3mm.
o Grupo com Doenca Periodontal: individuos com pelo
menos 3 sitios ndo adjacentes apresentando sangramento a sondagem,

PS e NI=Z3mm.
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Os pacientes que apresentaram PS=24mm em mais de 30%
dos sitios, presenca de sangramento a sondagem (SS) e NI=23mm, foram
caracterizados como portadores de DP cronica generalizada, enquanto os
pacientes com menos de 30% dos sitios com PS= 4mm, presenca de SS
e NI=Z3mm, como portador de DP crbnica localizada. Os pacientes que
ndo se enquadraram nas caracteristicas de portadores de DP, foram

enquadrados no grupo de pacientes sem DP”.

4.3 Analise da Expressao Genética

4.3.1 Obtencéao de tecido gengival

No caso de individuos (SD ou Controle) pertencentes aos
grupos com DP foi coletado tecido gengival de area inflamada e do grupo
sem DP o tecido gengival foi de area nao inflamada.

Um pequeno fragmento de gengiva de aproximadamente 2 a
3 mm foi coletado durante o tratamento odontologico dos individuos
selecionados e mergulhado imediatamente em Trizol gelado (Invitrogen,
Aukland, Nova Zelandia) (1 ml/mg de tecido). O microtubo contendo o
fragmento de gengiva em Trizol foi mantido em gelo até ser levado ao

laboratério para ser armazenado no freezer -80°C*.

4.3.2 Obtencao de RNA Humano
No momento de extrair o RNA do tecido gengival, o

microtubo foi mantido em gelo para permitir o descongelamento do tecido
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e do Trizol, o tecido foi macerado com pistiio de vidro no proprio
microtubo com Trizol. Para cada 1 ml de Trizol foi acrescentado 0,2 ml de
cloroférmio (J.T.Baker, Cidade do México, México) e apOs agitar em
vortex por 15 segundos, o microtubo foi incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, foi centrifugado a 14.000 rpm a 4°C
por 15 minutos. Ap6s a centrifugacdo, o conteddo do microtubo
apresentou 3 fases: uma inferior résea que contém o fenol/guanidina
isotiocianato/cloroférmio; uma fase intermediaria esbranquicada e uma
fase superior aquosa que contém o RNA. A fase aquosa foi transferida
com micropipeta para um novo microtubo onde foi acrescentado 0,5 ml de
isopropanol (Synth, Diadema, Sdo Paulo) com o intuito de precipitar o
RNA. A mistura no microtubo foi homogeneizada (levemente por
inversdo), incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacao foi
observado um pellet de RNA no fundo do microtubo com aparéncia
branco-gelatinosa. Foi descartado o sobrenadante (isopropanol) de forma
cuidadosa e acrescentado 1 ml de etanol 75% (Synth, Diadema, Sé&o
Paulo). Apos leve homogeneizagcdo do microtubo, este foi centrifugado a
7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. Foi desprezado o sobrenadante (etanol)
de forma cuidadosa e, com o microtubo aberto, foi permitido que
resquicios de etanol evaporassem a temperatura ambiente, sem no

entanto deixar o pellet secar completamente. O pellet de RNA foi
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ressuspenso em 20 a 50 ul de agua ultrapura tratada com DEPC
(BioAgency, Séao Paulo, Sado Paulo) e incubado a 55°C por 10 minutos.
Uma aliquota de RNA (2 pl) foi dissolvida em 98 pl de agua-
DEPC para realizar a quantificagdo do RNA em espectrofotbmetro
(Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Germany). Também foi analisada a
pureza do RNA de cada amostra, por meio da raz&do entre a absorbancia

a 260 nm (acidos nucléicos) e 280 nm (proteinas), ou seja, Aze0/280-

4.3.3 Reacg0es de Transcricdo Reversa

Foi sintetizado o DNA complementar (cDNA) de todas as
sequéncias génicas expressas no tecido gengival coletado por meio da
transcricdo reversa utilizando Oligo dT € o kit SuperScript Il First-
Strand Synthesis Super Mix (Invitrogen,Sao Paulo, Sdo Paulo).

Em um microtubo de 0,2 ml o volume de RNA
correspondente a concentracdo de cerca de 350 ng foi acrescido de 1 pl
de Oligo dT, 1 pl de Annealing Buffer e agua-DEPC até o volume final de
8 pl. A reacdo foi incubada a 65°C por 5 minutos. Em seguida, o
microtubo foi mantido em gelo por 1 minuto, onde foi acrescentado 10 pl
do Mix da Reacdao First-Strand e 2 pl do Mix das enzimas SuperScript 111/
RNAseOUT. A reacao foi incubada a 50°C por 50 minutos, seguido por
85°C por 5 minutos. Assim foi obtido um volume final de 20 ul de cDNA
qgue ficou armazenado em freezer -80°C até sua utlizacdo para as

reacoes de amplificacdo por PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
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4.3.4 Reacdes de PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

As reacdes de PCR para amplificar o cDNA referente a cada
gene a ser investigado foram realizadas utilizando um par de primers
especifico que foi desenhado com o programa Primer Express 3 do
termociclador SDS 7500 (Tabela 1) e o Kit Power Sybr ® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Sao Paulo, Sdo Paulo) no aparelho Real
Time PCR SDS 7500 (Applied Biosystems — obtido através do Projeto
Multiusuarios FINEP n° 5085/06).

A investigacdo da expressao genética foi realizada por meio
da quantificacéo relativa pelo método de comparacdo de Ct (Threshold
cycle) de cada gene alvo de investigacdo com o gene constitutivo B-actina
como normalizador (controle enddgeno) da reacdo. As reacdes de PCR
foram realizadas em microplacas de maneira a amplificar em um po¢o um
gene de cada vez, ou seja, foi realizado o método singleplex, em que se
amplifica em um poco ou o gene alvo ou 0 gene da B-actina de acordo
com a utilizacdo dos primers especificos.

As reacOes de amplificacédo e deteccdo da expressao génica
foram realizadas por PCR em Tempo Real utilizando o sistema SYBR
Green, por meio da fluorescéncia que é emitida quando o SYBR esta
intercalado a fita dupla de DNA recém-formada. A quantificacdo da
expressdo do gene alvo, objetivo desta pesquisa, € relativa a expressao
do gene constitutivo, neste caso, o gene da B-actina. Em cada microplaca

incluiu-se uma amostra de cada um dos quatro grupos investigadas neste
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estudo (em duplicata) para cada um dos genes IFNG, IFNGR1, IFNGR2,
IFNA, IFNAR1, IFNAR2, JAK1, STAT1, IRF1 e ACTB (B-actina). Além
disso, houve na placa o controle positivo da reacdo de amplificagdo e o
controle negativo (agua ao invés de cDNA).

As condicbes de reacdo de PCR para cada gene de
interesse foram otimizadas com relacdo a concentracdo de primers,
auséncia da formacdo de dimeros (primer-dimer) e eficiéncia de
amplificagdo do gene alvo. Inicialmente foi necessario verificar qual a
concentracao ideal de cada par de primers que sera utilizado nas reacdes
de gRT-PCR. Foram testadas as concentracbes de 100, 300 e 500 nM.
Em seguida, foi necessario determinar a eficiéncia de amplificacdo de
cada gene. Para isso foi realizada a titulacdo de uma amostra de cDNA

de tecido gengival nas seguintes concentracdes: 50, 10, 2, 0,2 e 0,05 ng.



Tabela 1: Primers especificos para cada gene
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Primer Produto Tm (°C)
Numero de
Gene Alvo Comprimento
Acesso Tipo Sequencia
do Amplicon
F 5" AAGCCACCCCACTTCTCTCTAA 3
S-Actina NM_001101.3 88 58
R 5 AATTTACACGAAAGCAATGCTATCA 3
F 5" GAAACGAGATGACTTCGAAAAGC 3’
IFNA NM_000619 113 58
R 5 GCTGCTGGCGACAGTTCA 3
F 5 GGTCTGTGAAGAGCCGTTGTC ¥
IFNGR1 NM_000416 142 58
R 5" CGGGACCACGTCAGGAATAT 3
F 5 GGAAAAGGAGCAAGAAGATGTTCT 3
IFNGR2 NM_005534 93 58
R 5 AGCTCCGATGGCTTGATCTC 3
F 5 GAAGAATCTCTCCTTTCTCCTGCC 3
IFNA* NM_002169 110 59
R 5 ATGGAGGACAGAGATGGCTTG 3
F 5 CACTTCTTCATGGTATGAGGTTGACT 3
IFNAR1 NM_000629 96 59
R 5 ATTGCCTTATCTTCAGCTTCTAAATGT 3
F 5 TCATATGATTCGCCTGATTACACA 3
IFNAR2 NM_207584 108 58
R 5 TGGTACAATGGAGTGGTTTTTTAATT 3
F 5 GTCACAACCTCTTTGCCCTGTAT 3’
JAK1 NM_002227 91 58
R 5 CGGAGGGACATCTTGTCATCA 3
F 5 GTGTTATGGGACCGCACCTT 3’
STAT1 NM_139266 107 58
R 5 AAGACCAGCGGCCTCTGA 3
F 5 GCATGGCTGGGACATCAAC 3
IRF1 NM_002198 97 58
R 5 CTTGGGATCTGGCTCCTTTTC 3
* | gseke et al., 2003
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A ciclagem térmica aplicada foi: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a
60°C. Um ciclo final com temperatura crescente de 60 a 95°C (2°C/min)
teve a fluorescéncia do produto da PCR medida a cada 15 segundos e
esses dados foram empregados para a obtencdo de uma curva de
dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para a andlise da
especificidade de amplificacdo. Os resultados foram analisados com base
no valor de Cr, que foi definido ap6s o término da reacéo.

Para realizar as reacbes de gPCR de toda a casuistica
foram necessarias 20 microplacas. Ao final, foi necessario analisar os
resultados de todas elas em conjunto. Para isso foi utilizado o programa
Microsoft Excell (versdo 2000) contendo o0s calculos estatisticos
(algoritmos) iguais aos presentes no programa Relative Quantification
(ddCt) Study do termociclador em Tempo Real da Applied Biosystems, o
SDS 7500, versaol.3. De forma simplificada, a analise consistiu em, apos
normalizar os resultados, ou seja, descontar o C; obtido do gene
constitutivo do Ct de cada gene alvo de cada amostra (ACt), foram
realizadas comparacdes dos resultados entre os diferentes grupos (AACt),
pois a quantificacdo é relativa. O valor final da analise foi obtido da

equacao: 2 ™A,
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4.4 Metodologia Estatistica

Os dados obtidos das variaveis tais como idade, género,
parametros clinicos e expressdo dos genes: IFNG, IFNGR1, IFNGR2,
IFNA, IFNAR1, IFNAR2, JAK1, STAT1 e IRF1 foram avaliados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homogeneidade (teste de Bartlett).
Por ndo apresentarem aderéncia a curva de normalidade e nem serem
homogéneos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
associado ao método de Student-Newman-Keuls, por meio do programa
BioEstat v.5.0 (UFPA, MCT,CNPq, Belém, PA, Brasil). Para identificar
e/ou confirmar diferencas dos parametros clinicos e na expressao
genética entre os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney (comparaces 2 a 2).

Toda andlise estatistica foi realizada considerando um nivel

de 5% de significancia (o = 0,05).






5 Resultado
5.1 Caracteristicas demogréaficas e clinicas da casuitica

Os individuos incluidos neste estudo foram classificados
guanto a presenca ou auséncia da SD e DP e subdivididos em quatro
grupos. Caracteristicas como género e parametros clinicos periodontais

sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Casuistica subdividida nos diferentes grupos especificada por género e

indices clinicos periodontais

Grupo
A (SDcDP) B (SDsDP) C (CcDP) D (CsDP)

n=20 n=20 n=20 n=20
Género (M/F) 14/6 7/13 9/11 10/10
Ne dentes 23.00 (14-32) 24.00 (17-28) 24.50 (10-36) 27.00 (18-31)
Ne sitios 138.00 (90-192)  144.00 (102-168)  147.00 (60-192)  162.00 (108-186)
SS (%) 53.70 (25-100)° 5.00 (2-11)° 49.00 (24-100)° 5.00 (0-11)°
PS=1-2mm (%) 56.00 (33-71)° 93.00 (74-96)° 55.50 (22-61)° 90.00 (70-97)°
PS=3mm (%) 43.00 (10-40)° 12.50 (4-19)° 45.50 (22-76)° 12.00(6-22)°
PS 2.30 (1-4)° 1.30 (0.8-1.7)" 8.70 (2-9)° 1.00 (1-1.4)°
NI=1-2mm (%) 56.00 (30-64)° 91.50 (74-96)° 45.00 (22-55)° 90.00 (70-97)°
NI > 3mm (%) 52.50 (9-47)° 13.00 (4-15)° 57.50 (4-76)° 12.00 (6-22)°
NI 2.30 (1-5)° 1.30 (0.8-1.7)" 8.70 (3-9)° 1.00 (1-1.4)°

Mediana (minimo-méximo). a, b, c... Letras diferentes nas linhas significam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (teste de Mann-Whitney)

Pelo fato das caracteristicas presentes na Tabela 2 nao
terem se mostrado normais nem homogéneas, sdo apresentadas a
mediana, o valor minimo e maximo para cada uma delas, e as diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis complementado com Mann-Whitney. Considerando o0s quatros

grupos, a porcentagem de individuos do género masculino (52,5%) foi
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maior que a do género feminino (47,5%), sem diferenca estatisticamente
entre os grupos. A faixa etaria dos individuos com SD incluidos neste
estudo foi de 7 a 48 anos. Sendo um estudo transversal, essa amplitude é
justificavel pelo desenho experimental que incluiu dois grupos de
individuos com SD de Araraquara e regido (SDcDP [A] e SDsDP [B]).
Entre os grupos com DP, a mediana para a idade no grupo C (CcDP) foi
de 39,5 anos, e em comparacdo ao grupo A (SDcDP) (31 anos) néo
mostrou diferenca estatisticamente significante. Por outro lado, entre os
grupos sem DP, a mediana para idade para o grupo B (SDsDP) foi de 13
anos o que diferiu estatisticamente do grupo D (CsDP) que foi de 23 anos
de idade. Apesar de ter sido considerada a mediana para a analise
estatistica da idade entre os grupos, vale informar que a média de idade
obtida para cada grupo foi A (SDcDP=32,2 anos), B (SDsDP= 14,2 anos),

C (CcDP= 39,3 anos) e D (CsDP= 22,92 anos).

Para o indice sangramento a sondagem (SS) podemos
observar na Tabela 2 que ndo houve diferenca entre o grupo A (SDcDP)
gue foi de 53,70%, e o grupo C (CcDP) que foi de 49%. Os grupos B
(SDsDP) e D (CsDP) apesar de terem apresentado mediana de 5%, apos
analise estatistica, pode-se observar diferenca significante entre eles
(p<0,0001). Também houve diferenca desse indice entre 0os grupos A
(SDcDP) e B (SDsDP), A (SDcDP) e D (CsDP), B (SDsDP) e C (CcDP), e

C (CcDP) e D (CsDP).
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A porcentagem PS=1-2mm foi similar entre os grupos A
(56%) e C (55,50%), sendo que estes apresentaram resultados
estatisticamente menores que 0s grupos B (93%) e D (90%) (p<0,0001).
Os grupos B e D apresentaram resultados similares entre si. Assim,
individuos com SD ou Controle mostraram niveis idénticos de PS=1-2mm

guando apresentaram DP (A e C) e quando nao apresentam DP (B e D).

Os grupos com DP (SDcDP [A] e CcDP [C]) apresentaram
PS=23mm de 43% e 45,50%, respectivamente, sendo estatisticamente
maiores que 0s outros grupos SDsDP (B) e CsDP (D), os quais
apresentaram porcentagem de PS23mm de 1250% e 12%,
respectivamente. Pode-se assim confirmar que os grupos com DP (A e
C), independente da presenca da SD tém indices maiores e
estatisticamente diferentes em relacdo aos grupos sem DP (B e D)

(p<0,00086).

A PS para o grupo A (SDcDP) apresentou a mediana de
2,3mm com uma diferenca significante estatisticamente maior
comparando-se aos grupos B (SDsDP) (PS=1,3mm; p=0,0008) e D
(CsDP) (PS=1,0mm; p<0,0001). O grupo C (CcDP) apresentou PS de
8,7mm que se mostrou estatisticamente maior que todos 0s grupos como

0 grupo A (SDcDP) (p=0,0268), B (SDsDP) e D (CsDP) (p<0,0001).

A porcentagem nivel de inser¢cdo (NI)=1-2mm entre o0s

grupos A e C foi similar, sendo repectivamente, 56% e 45%. Os grupos B
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(91,50%) e D (90%) apresentaram porcentagem de NI similares entre si, e

estatisticamente maiores que os grupos A e C (p<0,0006).

Para o NI=Z3mm, o grupo A (SDcDP) foi de 52,50%, grupo C
(CcDP) foi de 57,50%, SDsDP (B) foi de 13% e CsDP (D) foi de 12%.
Semelhantemente ao observado para PS=24mm, pode-se assim confirmar
gue os grupos com DP (A e C), independente SD, tém indices maiores e
estatisticamente diferente em relacdo aos grupos sem DP (B e D)

(p<0,05).

O NI para o grupo A (SDcDP) apresentou mediana de
2,3mm com uma diferenca significantemente maior em comparacao aos
grupos B (SDsDP) (NI=1,3mm; p=0,0003), e D (CsDP) (NI=1,0mm;
p<0,0001). No grupo C (CcDP) o indice obtido foi de 8,7mm que se
mostrou estatisticamente diferente de todos os grupos como o grupo A

(SDcDP) (p=0,0427), e os grupos B (SDsDP) e D (CsDP) (p<0,0001).

Na intencdo de averiguar qual o tipo de DP (localizada ou
generalizada) que os individuos apresentavam, os pacientes com DP
foram subdivididos de acordo com suas caracteristicas clinicas

periodontais conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3: Distribuicdo dos parametros clinicos periodontais de acordo
com o tipo de DP

Grupo
A (SDcDP) C (CcDP)
localizada generalizada localizada generalizada
n=14 n=6 n=12 n=8

Idade 30,50(15-36)°  36,50(27-48)>" 55(27-69)° 41(28-48)"
Ant NI24mm (%) 2,50 (1-5)° 24 (15-25)° 4 (4-16)* 14 (11-26)>°
Post NI24mm (%) 13 (6-31)° 28 (18-40)° 17 (11-30)° 30,50 (10-39)°
Ant PS24mm 4 (1-4)° 19,50 (11-24)° 4 (4-17)* 11 (10-27)>¢
Post PS24mm 8 (3-20)° 20 (10-34)° 15,50 (3-23)*° 19 (10-29)°
%dentes ant ausentes 25 (8,3-33)° 25 (17-58)° 25 (17-33)° 42(17-50)°
%dentes post ausentes 37,50 (12-50)° 56,25 (50-69)° 37,50 (25-62)° 50 (37-88)°

Mediana (minimo-maximo). a, b, c... Letras diferentes, nas linhas, significam diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (teste de Mann-Whitney). Ant= anterior. Post= posterior.

Nota-se maior freqiiéncia da DP do tipo localizada tanto para

individuos com SD quanto para individuos cromossomicamente normais.

De acordo com o tipo de DP, pode-se observar quanto a
mediana de idade, que ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos SDcDP do tipo localizada e generalizada. No entanto,
houve diferenca estatistica para o grupo SDcDP do tipo localizada
comparando com o0s dos grupos CcDP dos tipos localizada e

generalizada.

Quanto a porcentagem de sitios da regido anterior com
NI2Z4mm, houve diferenca estatistica para o grupo SDcDP do tipo
localizada comparando-se aos grupos SDcDP e CcDP do tipo

generalizada, mas nao para o grupo CcDP do tipo localizada.
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Para a regido posterior, as porcentagens NI=24mm parecem
ser mais elevadas do que na regidao anterior. Ndo houve diferenca

estatistica para os grupos A e C do tipo localizada.

A porcentagem de PS24mm na regido anterior foi
estatisticamente semelhante a porcentagem de NI2Z4mm na regido

anterior.

Para a regiao posterior com PS=24mm, o grupo A do tipo
localizada foi diferente estatisticamente dos grupos A do tipo generalizada
e C do tipo generalizada, porém nao houve diferenca estatistica do grupo
C do tipo localizada em comparacdo aos grupos A do tipo localizada e

generalizada, e C do tipo generalizada.

Pode-se observar que nédo houve diferenca estatistica para
0s grupos A e C tanto para o tipo localizada quanto generalizada em
relacdo a porcentagem de dentes ausentes na regido anterior e na regiao

posterior.

A periodontite crbnica localizada foi o tipo prevalente tanto
entre individuos com SD como Controle. Considerando os parametros
clinicos, ndo foram encontradas diferencas na periodontite crbnica
localizada entre os individuos com SD e Controle, assim como para a

periodontite croénica generalizada.
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5.2 Obtencéo do RNA e padronizacédo do RT-gPCR

De cada individuo selecionado para este estudo foi coletado
um fragmento de gengiva de cerca de 2 mm de diametro. A partir desse
material foi realizada a extracdo de RNA total seguida de leitura em
espectrofotometro da concentracdo de RNA total em ng/ul. Observou-se
gue o rendimento médio de RNA total foi de 43,07 ng por mg de tecido

gengival, com pureza média de 1,88.

Na padronizacdo de cada par de primers utilizado neste
estudo obtiveram-se curvas de dissociacdo com somente um pico
indicando a amplificacdo especifica do respectivo gene alvo (Figuras 2 e

3).

.......

ACTB

FIGURA 2 Curvas de dissociacdo do gene constitutivo ACTB (B-actina) mostrando um
Unico pico referente ao Tm do respectivo amplicon, o que comprova a especificidade do
par de primers.

Constatou-se que a concentracdo ideal dos primers foi de
500 nM e que a concentracdo de 10 ng de cDNA era a ideal para ser
utilizada nas reacdes de qPCR, mediante a observacédo das curvas de

eficiéncia (Figura 4). As eficiéncias de amplificacdo obtidas foram: 94%
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(gene IRF1), 97% (gene IFNGR2), 99% (genes IFNG, IFNGR1, STAT1,
JAK1, IFNAR2), 100% (gene IFNA) e 103% (gene IFNARL1), permitindo a

2 -AACt

utilizagdo da equacéao: para analise dos resultados da expressao

génica nas amostras de gengiva dos pacientes.

5.3 Analise da expressao génica

Para andlise da expressdao génica pelo método de
comparacao de Cr, ap0s a normalizacdo dos resultados (descontar o Cr
obtido do gene constitutivo do Ct de cada gene alvo de cada amostra)
onde se obteve o ACt, foram realizadas comparacdes dos resultados
entre os diferentes grupos (pois a quantificacdo € relativa), gerando o
AACt. Por exemplo: Para saber a expressdao do gene IFNG no grupo
SDcDP (ACt=13,2) em relagcédo ao grupo SDsDP (ACt=11,8), foi realizado

o calculo:

AACt (SDcDP — SDsDP) = 13,2 - 11,8

AACt (SDCDP — SDsDP) = 1,4
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FIGURA 3 Curvas de dissociacdo dos genes alvo mostrando um Unico pico referente ao
Tm do respectivo amplicon, o que comprova a especificidade de cada par de primers.
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FIGURA 4 Curva padrdao para verificacdo da eficiéncia de amplificacdo por PCR em
Tempo Real utilizando o par de oligonucleotideos do gene constitutivo ACTB (B-actina) e
diferentes quantidades de cDNA (50, 10, 2, 0,2, 0,05 ng). A eficiéncia de amplificacao é
determinada pela fungdo: Efic = 10 (P9 -1

Nesse exemplo, o grupo SDsDP é chamado de calibrador,
pois a expressao sera relativa a obtida nesse grupo. No presente estudo,
houve a possibilidade de determinarem-se calibradores diferentes
dependendo da forma de se avaliar os dados. Isso foi feito como

apresentado a seguir:

a) Grupo A-B (SDcDP-SDsDP): neste grupo foi avaliado se a DP faz

diferenca na expressao génica de individuos que apresentam SD;

b) Grupo C-D (CcDP-CsDP): foi avaliado se a DP faz diferenca na
expressdo génica de individuos nao-sindrémicos (pertencentes ao

grupo Controle);
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c) Grupo A+B-C+D [(SDcDP+SDsDP)-(CcDP+CsDP)]: foi avaliado se
a SD faz diferenca na expressao génica em comparagao a
individuos cromossomicamente normais, independente da

presenca de DP;

d) Grupo A+C-B+D [(SDcDP+CcDP)-(SDsDP+CsDP)]: foi avaliado se
a presenca da DP faz diferenca na expressdo génica dos

individuos, independente de serem portadores ou nao da SD.

Com os valores obtidos de AACt calculou-se a expressao
relativa por meio da equacdo: 2 “*“". Seguindo o exemplo anterior onde
AACt (SDcDP — SDsDP) = 1,4, a expressdo relativa sera; 2 -4 = 2714=
0,40. Isso significa que em relacdo ao calibrador (SDsDP) que é
considerado como valor inteiro =1, individuos SDcDP expressam 2,5
vezes menos IFNG (1+0,4=2,5). Alternativamente, convencionando-se o
calibrador com uma expressao de IFNG de 100%, o grupo SDcDP tem
uma subexpressédo de 60% em relacdo ao calibrador. Esse valor de 0,40
€ chamado de RQ (relative quantification), e € o valor médio ponderado
obtido para o grupo, levando-se em consideracdo o numero de placas
envolvido no estudo e a variabilidade estatistica entre placas do mesmo
grupo (teste t de Student) de acordo com os algoritmos do RQ Study®.
Para cada valor de RQ obteve-se também o valor de RQ minimo e RQ
maximo, indicando o0s valores extremos de expressdo relativa

identificados em cada grupo.
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5.3.1 Analise da expressao do gene IFNG (Figura 5A):

Analisando-se a expressdo desse gene no grupo A em
comparacao ao grupo B (calibrador), ou seja, A-B pode-se observar uma
subexpressao de 60%.

A expressdo desse gene para 0s individuos
cromossomicamente normais com DP (grupo C) foi uma superexpressao
de 7% em relacdo a individuos cromossomicamente normais sem DP
(grupo D), ou seja, C-D.

Independente da DP, a expressdo génica nos pacientes
sindrdmicos (grupos A+B) foi uma superexpressao de 23% em relagcéo a
individuos ndo-sindréomicos (grupos C+D). Independente da presenca de
SD, individuos com DP tem uma subexpresséo de 14% (grupos A+C) em

relacdo aos individuos sem DP (grupos B+D).

5.3.2 Andlise da expresséo do gene IFNGR1 (Figura 5B):
A expressao génica do receptor 1 do IFN-y para 0s grupos

A-B foi uma subexpressao de 71%.
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FIGURA 5 Expressdo dos genes IFNG, IFNGR1, IFNGR2, JAK1, IFNA, IFNAR1, IFNAR2, STAT1 e IRF1
obtidas das comparacfes com os diferentes calibradores. Diferencas na expressdo de cada gene entre as

diferentes comparagdes foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis (*p<0,05; op<0,02;‘p<0,005 e
p<0,0005) Colunas: RQ. Barras: RQ maximo e RQ minimo
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Para o grupo controle com DP (grupo C), a expressao foi de
70% subexpresso em relacéo ao grupo controle sem DP (grupoD).

Independente da presenca de DP, no grupo sindromico
(A+B) a expressédo do gene foi de 30% subexpresso em relagdo ao
calibrador que neste caso € o grupo controle (grupo C+D). No grupo com
DP independente da presenca de SD (grupo A+C) a subexpresséao foi de

68% em relagéo ao grupo sem DP (grupo B+D).

5.3.3 Andlise da expresséo do gene IFNGR2 (Figura 5C):

A expressdo do gene IFNGR2 para o grupo sindrémico com
DP (grupo A) em relacdo ao grupo sindrémico sem DP (grupo B) foi de
uma subexpressao de 74%.

Para o grupo controle com DP (grupo C), houve uma
subexpressao de 62% em relacdo ao grupo controle sem DP (grupo D).

A expressao génica para o grupo A+B (grupo sindrémico)
em relacdo ao grupo C+D (grupo nao-sindrémico) foi de uma
subexpressao de 25%. Para o grupo com DP independente da SD (grupo
A+C), a expressao génica é de 66% subexpresso em relacdo ao grupo

sem DP independente da SD.
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5.3.4 Analise da expresséo do gene IFNA (Figura 5F):

Para o IFNA pode-se observar que a expressao génica das
comparacdes dos grupos foi: A-B (4% subexpresso), C-D (6%
superexpresso), A+B-C+D (56% subexpresso) e A+C-B+D (24%
superexpresso). O que se pode notar € que o IFN-o nos pacientes
sindromicos (A+B), a expresséo génica foi subexpressa em relacdo aos

pacientes cromossomicamente normais (C+D).

5.3.5 Analise da expresséo do gene IFNAR1 (Figura 5G):

Para o IFNAR1 que esta localizado no cromossomo 21
pode-se observar que a expresséo do gene do grupo sindrémico com DP
(grupo A) foi 45% subexpresso em relacdo ao grupo sindrémico sem DP
(grupo B). A expressao génica para o0 grupo controle com DP foi uma
subexpressao de 49% em relacdo ao grupo controle sem DP (grupo D).

Para o grupo sindromico (A+B), a expressdo do gene foi
35% superexpresso em relacéo ao grupo controle (C+D).

A expressao génica do grupo com DP independente da SD
(A+C) foi uma subexpressdo de 57% em relagdo ao grupo

periodontalmente saudavel (B+D).

5.3.6 Andlise da expressdo do gene IFNAR2 (Figura 5H):
A expressao génica do grupo A (com SD com DP) foi uma

subexpressao de 25% em relacdo ao grupo B (com SD sem DP). Para o
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grupo C (controle com DP) foi uma subexpresséo de 28% em relagdo ao
grupo D (controle sem DP).

Para o grupo sindrémico (A+B), a expresséo do gene foi de
1% de superexpressao em relacdo ao grupo controle (C+D). Quando a
expressdo génica dos grupos com DP (A+C) foi comparado a dos grupos

sem DP (B+D) pode-se observar uma subexpressao de 18%.

5.3.7 Analise da expresséo do gene JAK1 (Figura 5D):

Para a via de sinalizacdo JAK/STAT, com relacdo a
expressdo de JAK1, observou-se que a expressao génica para 0S grupos
comparados foram de: A-B (214% superexpresso), C-D (98%
superexpresso), A+B-C+D (11% subexpresso) e A+C-B+D (150%
superexpresso). Observou-se uma diferenca estatisticamente significante
(p<0.0005) nos niveis de expressdao de JAKl entre A-B e A+B-C+D

(Figura 5D).

5.3.8 Andlise da expressdo do gene STAT1 (Figura 5I):
A expressdo do gene STAT1 nos grupos comparados foi de
A-B (24% superexpresso), C-D (58% superexpresso), A+B-C+D (48%

superexpresso) e A+C-B+D (72% subexpresso).
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5.3.9 Analise da expressédo do gene IRF1 (Figura 5E):

A modulacdo da via de sinalizacdo dos interferons é
realizada pelo IRF1, cuja expressdo observada foi: grupo A-B (12%
superexpresso), C-D (53% subexpresso), A+B-C+D (72% superexpresso)

e A+C-B+D (40% subexpresso).

5.4 Comparagdo da expressédo de diferentes genes em cada analise
utilizando diferentes calibradores

Para verificar se existiam diferencas estatisticamente
significantes da expressao entre os diferentes genes do grupo SDcDP em
relacdo ao grupo SDsDP, ou seja, comparacdo A-B, submeteram-se 0s
valores obtidos de RQ (quantificacdo relativa = 2™*“Y) ao teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Obtiveram-se 0s seguintes resultados

(Quadro 1):
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Quadro 1: Significancia das diferencas de expresséo (valores RQ) entre

os diferentes genes na analise SDcDP (A) em relagdo a SDsDP (B).

Genes [IFNG| IFNGR1 | IFNGR2 IFNA IFNAR1 | IFNAR2 IRF1 STAT1 JAK1
IFNG - |P=0,8323P=0,5476|P= 0,1167|P=0,6105 |P= 0,1850|P= 0,0699( P=0,4861 |P= 0,0002
IFNGR1] - P=0,6968|P= 0,0679( P=0,5792 |P= 0,1636|P= 0,0248(P= 0,0,6278|P<0,00001
IFNGR?2] - P= 0,036 |P=0,1895( P= 0,072 [P= 0,0102| P= 0,9242 | P<0,0001
IFNA - P=0,1806| P=0,5818 [P= 0,8744| P= 0,0239 | P= 0,0407
IFNAR1 - P=0,4094|P=0,1046( P=0,072 | P<0,0001
IFNAR2 - P=0,4989| P=0,0565 |P=0,0012
IRF1 - P=0,0128 | P=0,1051
STAT1 - P<0,0001
JAK1 -

p>0,05 — ndo significativo. Em negrito estdo os valores estatisticamente significantes
(teste de Mann-Whitney)

Nota-se que para a comparacao A-B, os niveis de expressao
génica dos receptores 1 e 2 do IFNG séo estatisticamente diferentes de
IRF1 e JAKL. Para IFNG e IFNA, JAK1 esta significativamente diferente,
assim como ha diferenca entre IFNA e STATL1. Para os receptores 1 e 2
do IFNA, a expressdo de JAK1l se mostrou estatisticamente diferente.
Também se encontrou diferenca na expressdo entre IRF1 e STAT1 e

entre JAK1 e STAT1.

De forma semelhante, as diferencas encontradas dos niveis
de expresséo entre 0s genes para a comparacdo C-D sdo apresentadas

no Quadro 2.
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Quadro 2 Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre

os diferentes genes na analise CcDP (C) em relacdo a CsDP (D)

Genes [IFNG| IFNGR1 | IFNGR2 IFNA IFNAR1 | IFNAR2 IRF1 STAT1 JAK1
IFNG - |P=10,0287|P=0,1018|P= 0,8362|P= 0,0882( P=0,5266 |P= 0,2015(P= 0,2931|P= 0,3526
IFNGR1] - P=0,5726|P= 0,0706(P= 0,5218|P= 0,2025(P= 0,3705|P= 0,0034| P= 0,001
IFNGR2 - P= 0,163 | P=0,9391 |P= 0,3892|P= 0,7193|P= 0.0109| P= 0,004
IFNA - P=0,1965| P=0,6698 |P= 0,2704|P= 0,3768|P= 0,3073
IFNAR1 - P=0,3987|P=0,7771| P=0,0161 [P= 0,0073
IFNAR2 - P= 0,529 |P=0,1276|P= 0,1655
IRF1 - P=0,0459|P=0,0271
STAT1 - P=0,9699
JAK1 -

p>0,05 — ndo significativo. Em negrito estdo os valores estatisticamente significantes
(teste de Mann-Whitney)

estatisticamente diferente de IFNG, STAl1 e JAKI1.

Pode-se observar que o nivel de expressdo do IFNGR1 é

Pode-se também

observar diferenca estatistica para STAT1 e JAK1l entre 0s genes

IFNGR2, IFNAR1 e IRF1.

As diferencas dos niveis de expressao entre 0s genes para a

comparacao A+B-C+D sdo apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3 Significancia das diferencas de expressdo (valores RQ) entre
os diferentes genes na analise SDcDP + SDsDP (A+B) em relacdo a

CcDP + CsDP (C+D)

Genes [IFNG| IFNGR1 | IFNGR2 IFNA IFNAR1 | IFNAR2 IRF1 STAT1 JAK1
IFNG - |P=0,0884{P=0,2793|P= 0,0398| P=0,6545 [P= 0,6284|P= 0,2559|P= 0,4408| P= 0,2036
IFNGR1] - P=0,6555|P= 0,6921(P= 0,0193|P= 0,1333|P= 0,0098| P=0,0398 | P=0,6479
IFNGR2 - P= 0,525 |P=0,1298|P= 0,3577| P=0,0294 |P= 0,0764| P= 0,9915
IFNA - P=0,0074 [P= 0,0742( P=0,0047 | P=0,0084 | P=0,2184
IFNAR1 - P=0,1636| P= 0,553 [ P=0,6921| P= 0,0385
IFNAR2 - P=0,1017|P= 0,1167( P= 0,3648
IRF1 - P=0,8436| P=0,0138
STAT1 - P=0,0411
JAK1 -

p>0,05 — ndo significativo. Em negrito estdo os valores estatisticamente significantes
(teste de Mann-Whitney)

No Quadro 3, nota-se que a expressao do gene IFNGR1 é

estatisticamente diferente dos genes IFNAR1, IRF1 e STAT1. Para o

gene IFNA observa-se diferenca estatistica para os genes IFNAR1, IRF1

e STATL1. Observa-se também diferenca estatistica do gene IRF1 em

comparacdo com o gene JAK1l. Para o gene JAK1l nota-se diferenca

estatistica entre os genes IFNAR1 e STAT1.

As diferencas dos niveis de expressao entre 0s genes para a

comparacao A+C-B+D sdo apresentadas no Quadro 4.
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Quadro 4 Significancia das diferencas de expresséo (valores RQ) entre
os diferentes genes na analise SDcDP + CcDP (A+C) em relacdo a
SDsDP + CsDP (B+D)

Genes [IFNG| IFNGR1 [ IFNGR2 IFNA IFNAR1 | IFNAR2 IRF1 STAT1 JAK1
IFNG - |P=0,0041P=0,0047| P=0,2793 [P= 0,0349| P=0,8472| P=0,4171 | P=0,0074 |P= 0,0094
IFNGR1 - P=0,8627| P= 0,0006 |P= 0,3577| P=0,0045| P=0,1298 |P= 0,9419| P<0,0001
IFNGR2 - P=0,001 [P=0,5581|P=0,0063| P=0,1478 | P=0,9202 | P<0,0001
IFNA - P=0,008 [P=0,4171( P=0,0834 | P=0,0011|P=0,2733
IFNAR1 - P=0,0398( P=0,4488 [P=0,5338| P<0,0001
IFNAR2 - P=0,372 [P=0,0056| P= 0,036
IRF1 - P=0,1105| P= 0,004
STAT1 - P<0,0001
JAK1 -

p>0,05 — ndo significativo. Em negrito estdo os valores estatisticamente significantes

(teste de Mann-Whitney)

No Quadro 4, pode-se observar uma diferenca estatistica

na expressdo do gene IFNG em comparacdo aos genes IFNGR1,

IFNGR2, IFNAR1, STAT1 e JAK1l. Os genes IFNGR1 e IFNGR2

mostram diferenca estatistica com os genes IFNA, IFNAR2 e JAKI.

Para o gene IFNA pode-se observar uma diferenca estatistica entre os

genes IFNAR1 e STAT1. A expressdo do gene IFNAR1 se mostra

diferente de IFNAR2 e JAK1. Notou-se também que a expressao do

gene IFNAR2 foi diferente de JAK1 e STAT1. O gene STATL1 possui

uma diferenca estatistica do gene JAK1, o qual também esté diferente

de IRF1.







6 Discussao

Pelo fato de criancas e adolescentes com SD terem alta
prevaléncia de gengivite e que esta se manifesta de forma extensiva
progredindo rapidamente para periodontite’®®! & de extrema
necessidade o acompanhamento odontolégico desses pacientes com
medidas de motivacdo de higiene bucal (envolvendo inclusive os
responsaveis e/ou cuidadores do paciente) e controle do biofilme, no
intuito de prevenir e/ou conter o processo inflamatério da periodontite®*°°.
Neste estudo, verificamos que os individuos com SD independente da
presenca de DP apresentam uma faixa etaria de 7 a 48 anos de idade.
Considerando-se a DP dos individuos com SD, a mediana dessa faixa
etaria fica em 31 anos de idade. Este resultado concorda com os
apresentados em estudos epidemioldgicos, 0s quais demostraram que
96% dos individuos com SD desenvolvem DP antes dos 30 anos de
idade®"%%,

Varios estudos foram realizados com individuos com SD em
relacdo a DP, porém os parametros clinicos utilizados em cada estudo
foram diferentes, o que dificulta a comparacao de dados destas pesquisas
com o presente estudo?}%3:63:79.102,106-107

Alguns estudos mostraram uma alta porcentagem de
sangramento a sondagem (60 a 91%) nos individuos com SD?%:2%79:102.106,

De forma semelhante, esta porcentagem de sangramento a sondagem

também foi observada neste presente estudo, sendo 53,7% para 0S
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individuos com SD com DP (grupo A). Porém num estudo de Zigmond et
al.** (2006) a porcentagem de sangramento & sondagem foi de 35,7%
para os individuos com SD com idades entre 19 a 27 anos e 23,8% para
os individuos cromossomicamente normais com idades entre 18 a 28
anos. Num estudo realizado por Cheng et al.** (2008), os individuos
cromossomicamente normais com idades entre 19 a 31 anos
apresentaram um indice de sangramento a sondagem de 56%, de forma
semelhante ao encontrado neste estudo para individuos
cromossomicamente normais com DP (grupo C), que foi de 49% dos
sitios. Para esse indice ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica

entre os dois grupos com DP (grupos A e C).

A PS=1-2mm observada num estudo de Sasaki et al.l®®

(2004) para os individuos com SD com faixa etaria entre 20 a 31 anos foi
de 47,5% dos sitios. De forma semelhante, este presente estudo
observou PS=1-2mm de 56% dos sitios em individuos com SDcDP (grupo
A). Entretanto em um estudo realizado por Sakellari et al.’®” (2005), a
porcentagem de PS=1-2mm foi em torno de 98% dos sitios para
individuos com SD na faixa etaria dos 8 aos 13 anos de idade. O
encontrado neste estudo para os individuos com SDsDP (grupo B) foi de

93% dos sitios.

Num estudo realizado por Loureiro et al.”” (2007)
investigando 93 individuos com SD na faixa etaria dos 6 aos 20 anos de

idade apresentando gengivite ou periodontite, foi observado que a PS24
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mm foi presente em 33% desses pacientes com SD do género feminino e
25% do género masculino. Neste presente estudo, a PS24mm foi
observada em 17% dos individuos com SD com DP (grupo A), sem
diferenca estatistica para o grupo C. Num estudo de Barr-Agholme et al.*°
(1998) onde a PS=4mm encontrada foi em torno de 40% dos sitios em
individuos com SD com faixa etaria dos 13 aos 21 anos de idade, com
diferenca estatistica maior em relacdo aos individuos cromossomicamente
normais com a mesma faixa etaria do grupo com SD estudado (p=0,027).
A mesma porcentagem de PS24mm foi encontrada num estudo de
Agholme et al.? (1999) que foi de 41% dos sitios analisados em individuos
com SD co faixa etaria dos 13 aos 20 anos de idade, subindo para 65%
apos o acompanhamento de 7 anos.

Sakellari et al.*®®

(2001) observou que individuos com SD na
faixa etaria dos 26 aos 37 anos de idade, tiveram uma meédia de
profundidade & sondagem de 2,89mm. Sakellari et al.**” (2005)
analisaram individuos com SD dos 19 aos 28 anos de idade, e a PS
média obtida foi de 2,09mm, sendo semelhante a obtida no presente
estudo que foi de 2,3mm para os individuos com SD com DP (grupo A).
No estudo realizado por Cheng et al.?* (2008) e Izumi et al.®* (1988), a PS
média foi de 3,2mm para os individuos com SD. Porém, no estudo de
Cheng et al.?* (2008) quando os pacientes foram submetidos a tratamento

periodontal, a média de PS diminuiu para 1,8mm. Essa PS se assemelha

com o encontrado no presente estudo no grupo SDsDP (grupo B) que foi
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de 1,3mm. Komatsu et al.®

(2001) encontraram uma PS média de
2,54mm para pacientes com SD, com faixa etaria dos 6 aos 41 anos de
idade, enquanto que para pacientes com retardo mental (sem SD), com
faixa etaria dos 21 aos 31 anos de idade, essa mesma média de PS foi de
2,88mm. A mediana de PS encontrada por Reuland-Bosma et al.'?
(2001) para individuos com SD, com faixa etaria dos 16 aos 65 anos de
idade, foi de 6mm, e para o grupo Controle, com faixa etaria semelhante
ao grupo com SD, foi de 5mm (p<0,05). Porém, com relacdo ao
encontrado neste presente estudo tal indice também mostrou diferenca
estatistica entre os grupos SDcDP (grupo A) e CcDP (grupo C) (p<0,05).

Em estudos realizados por Sakellari et al.'®® (2001) e

[ 130

Zigmond et a (2006), o NI médio observado em individuos com SD foi

de 3,24mm e 3,09mm, respectivamente. No entanto, Sakellari et al.'®’
(2005) obtiveram NI médio de 2,3mm em individuos com SD dos 19 aos

28 anos de idade, sendo similar ao encontrado neste estudo em

individuos com SD com DP (grupo A).

Neste estudo, os grupos formados por pacientes com DP
tiveram os indices clinicos periodontais também analisados de acordo
com o tipo de DP: localizada e generalizada (Tabela 3). Observou-se que
o0 numero de individuos com periodontite crbénica localizada foi maior nos
grupos A (SDcDP) e C (CcDP) em relagdo a periodontite cronica do tipo
generalizada, porém sem diferenca estatisticamente significante. Varios

estudos considerando-se individuos com SD e com periodontite agressiva



93

localizada foram realizados??” #1130 pgrém, considerando os critérios
clinicos para a classificacdo da periodontite agressiva que sdo: afeta
preferencialmente individuos jovens até cerca de 35 anos sistemicamente
(e cromossomicamente) normais, perda de insercdo 6ssea interproximal
generalizada afetando pelo menos 3 dentes permanentes como primeiro
molares e incisivos e acentuado episédio natural de perda de insercao e
destruicdo de osso alveolar’*?'. Constatou-se que os pacientes incluidos
neste estudo nao apresentaram periodontite agressiva, mas
apresentaram o tipo cronica localizada e generalizada, segundo a
classificacéo de Armitage et al.> (1999). Nao foram observadas profundas
diferencas da DP localizada (assim como da generalizada) entre os
pacientes com SD e os cromossomicamente normais (Tabela 3).

Varios estudos mostram a alta suscetibilidade e prevaléncia

D32330109130  porém 0s mecanismos

da DP em individuos com S
responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo dessa DP em SD,
entretanto, ainda ndo s&o bem compreendidos™.

Esta comprovado que a DP é causada por fatores
etiolégicos locais, especialmente o biofilme, mas disturbios sistémicos
podem reduzir ou alterar a resisténcia ou a resposta do hospedeiro e
entdo predispor a alteracdes periodontais®. Em vista disto, o fator
etiolégico e a reacédo tecidual ndo podem ser equacionados como uma

simples reacdo de causa e efeito, além disso, ndo se pode atribuir aos

fatores locais (com sua intensidade, frequéncia e duragdo) toda a
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responsabilidade do processo, pois as reacdes teciduais sao

influenciadas pelo estado de satde geral do paciente’.

A higiene oral precéria dos individuos com SD por si s6 ndo
é o fator determinante da DP, pois foi observado que a prevaléncia de DP
é maior em criancas com SD do que em criangas com retardo mental®’ 2.
Em outro estudo semelhante onde foram analisados pacientes com SD,
pareados por idade com pacientes com retardo mental, mas sem SD,
observou-se que o0s individuos com SD também apresentavam
prevaléncia maior de DP'®. Agholme et al.? (1999) observaram que
individuos com SD apresentaram uma perda éssea alveolar de 74% em
um estudo longitudinal de 7 anos de acompanhamento, mostrando assim
a rapida evolucdo da DP nesses individuos com idade média de 23,5

anos. Essa rapida evolucdo da DP nos individuos com SD pode ser

explicada por deficiéncias no sistema imunolégico™*.

Alteracbes do sistema imune sdo consideradas como uma
das caracteristicas patologicas presentes na SD, exemplificada
principalmente pela alta suscetibilidade a infeccdes virais ou bacterianas e
maior prevaléncia a leucemia®’. Foram observadas em pacientes com SD,
funcdes diminuidas de quimiotaxia e fagocitose por neutrofilos e

61208117 ¢ ativagdo defeituosa de linfocitos T?*™°, Também foi

linfécitos
observado que a propor¢cdo de imunoglobulina G1 (IgG1l) no fluido
gengival de individuos com SD €é maior que em individuos

cromossomicamente normais’®. Fibroblastos gengivais de portadores de
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SD estimulados com lipopolissacarideos (LPS) de A.a. expressam mais
ciclooxigenase 2 (COX-2) que induz a producédo de prostaglandina E;
(PGE,), a qual é um potente estimulador de reabsorcéo 6ssea®®. Além
disso, os niveis de PGE, em sitios ndo inflamados apresentaram-se
elevados no fluido gengival de portadores de SD em relacdo aos
pacientes cromossomicamente normais®*%%.

O presente estudo focou a expressédo de genes que fazem
parte da cascata de sinais do IFN-y e IFN-a em individuos com e sem SD
frente a4 DP. E valido salientar que o papel dessas citocinas
reconhecidamente importantes na DP foram previamente investigadas em
células do sangue periférico, em linhagens de células derivadas de

individuos com SD**

mas nao em tecido gengival inflamado de
pacientes com SD, como originalmente investigado neste estudo.

Em 1980, Maroun® sugeriu que o0 agravamento das
consequéncias fenotipicas da trissomia do cromossomo 21 esta
relacionado com a cascata de sinais dos interferons. ApGs o mapeamento
do cromossomo 21 observou-se uma grande implicacdo da acdo dos
interferons em pacientes com SD, pois alguns genes que envolvem as
vias de sinalizacédo dos interferons foram localizados na regido distal do
braco longo do cromossomo 21, chamada de regido Sindrome de Down
(DSR)®°. Estes genes estdo seqiiencialmente agrupados (em tandem) da

seguinte forma: receptores do IFN-a (IFNAR1 e IFNAR?2), o receptor 2 do

IFN-y (IFNGR2) e o receptor B da IL-10 (IL10RB)%.
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Sem considerar a SD, a importancia do IFN-y na DP tem
sido bastante documentada. Quando camundongos foram submetidos ao
desenvolvimento de DP pela inoculacdo oral de A.a, foi observada a
expressdo de IFNG nos tecidos periodontais desde 0s estagios iniciais da
infeccdo e durante todo o curso da doenca®. Gorska et al.*® (2003)
observaram que nas bidpsias de tecidos gengivais e nas amostras de
sangue de pacientes cromossomicamente normais com periodontite
cronica, existia uma concentragdo significantemente alta da proteina IFN-y
guando comparado ao grupo saudavel. No sangue e no tecido gengival
dos pacientes com periodontite crénica, a proteina IFN-y teve uma
concentracdo quatro vezes maior do que em pacientes saudaveis. Com

essa mesma comparacdo, Yamazaki et al.'*

(1997) observaram a
expressdo de RNAmM IFNG em pacientes adultos com periodontite, e
mostraram que esta foi maior no sangue do que no tecido gengival de
pacientes cromossomicamente normais com periodontite. JA no estudo
realizado por Ukai et al.*** (2001), a concentracéo de proteina IFN-y foi 5
vezes maior no tecido gengival com inflamacdo severa em relacdo ao
tecido gengival pouco inflamado. No entanto, num estudo realizado por

Honda et al.’

(2006), a expressdao de RNAmM IFNG em pacientes com
periodontite foi o dobro em relagdo aos pacientes com gengivite. Dutzan
et al.** (2009) realizaram um estudo com pacientes com periodontite

crbnica e analisaram os sitios com DP ativa e inativa . Observaram que

nos tecidos gengivais houve uma expressdo de IFNG nos sitios com
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doenca ativa de 7,8 vezes maior do que a expressdo encontrada nos
sitios inativos (sem DP). Por outro lado, Roberts et al.’®* (1997) néo
observaram diferenca de expressao RNAm IFNG nos tecidos gengivais
de individuos com periodontite cronica em relacdo aos individuos
saudaveis periodontalmente. Garlet et al.*® (2003) estudaram a expressao
de RNAm IFNG em tecido gengival de pacientes saudaveis, pacientes
com periodontite crbénica e pacientes com periodontite agressiva.
Observaram que 10% dos pacientes saudaveis expressavam IFNG,
sendo tal expressdo de IFNG, em 70% dos pacientes com periodontite
cronica e 81% dos pacientes com periodontite agressiva (p<0,05). Tais
resultados praticamente foram confirmados pelo mesmo grupo de
pesquisadores um ano depois, ou seja, 10% dos pacientes saudaveis
expressavam IFNG, 75% dos pacientes com periodontite cronica e 87%
dos pacientes com periodontite agressiva®’. Em 2006, Garlet et al.*®
estudaram a expressdo de RNAm Ifng no tecido gengival de
camundongos nos periodos de 0 hora, 24 horas, 7 dias, 15 dias, 30 dias
e 60 dias, submetidos a infeccdo por A.a. Observou-se que apés 24
horas, a expressdo desse gene dobrou em relacdo ao momento da
infeccdo, e apds 7 dias tal expressdo dobrou novamente. No 15° dia, foi
observado uma estabilizacdo na expressao de IFNG. Ja no 30° dia, essa
expressao caiu pela metade e se estabilizou no 60° dia. Isso mostra que o
padrdao de expressdao do IFNG produzida pelo estimulo da DP esta

associada a sua progresséao e severidade na DP experimental.
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Com relacao a investigacao do IFN-y em individuos com SD,
Murphy et al.®® (1992) observaram que a expressdo do RNAm do IFNG foi
de 2,4 vezes mais abundante no timo desses pacientes do que nos
individuos cromossomicamente normais.

Neste presente estudo, observou-se que para 0os pacientes
com SD (A-B), a DP influenciou muito os niveis de expressdo de IFNG,
chegando ao patamar de 60% de subexpressdo; o que foi
significativamente diferente da expressdo observada nos individuos com
SD independentemente da presenca de DP (A+B) em relacdo aos
pacientes cromossomicamente normais (C+D) (Figura 5A). Esses
resultados sugerem que em individuos com SD (A+B), sem considerar o
estimulo da DP, a expresséo de IFNG néo é significantemente depreciada
se comparado aos individuos cromossomicamente normais (C+D), mas
guando a DP acomete individuos com SD, estes ndo apresentam uma
resposta imune tao eficiente (A-B) quanto aquela observada em
individuos cromossomicamente normais (C-D) (Figura 5A). Esse achado
contribui com observacfes prévias que mostram uma resposta imune
deficiente em individuos com SD, como fun¢des diminuidas de fagocitose
e quimiotaxia por linfécitos e neutrofilos®1247:68:88.93.113

Com relacdo a expresséo génica do receptor 1 e 2 do IFN-y,
destacam-se o0s resultados dos grupos sindromicos (grupo A+B) em
relagcdo ao calibrador, os grupos sem SD (grupo C+D) que mostraram

uma subexpressao de 30% (IFNGR1) e 25% (IFNGR2), sendo que esta
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ainda foi maior que a observada nas outras comparacoes A-B e A+C-B+D
para (Figuras 5B e 5C). Tais resultados sugerem que, por exemplo,
independentemente da presenca da DP, os pacientes com SD tém maior
expressdo de receptores de IFNG do que o0s pacientes
cromossomicamente normais. Em concordancia com este achado,
Epstein e Epstein® (1983) observaram que os fibroblastos dos pacientes
com SD sdo mais sensiveis ao INFG. Isso poderia ser explicado pela
presenca do gene IFNGR2 no cromossomo 21, de forma que nos
individuos com trissomia do 21, esse gene mostra-se mais expresso.
Quanto ao IFNA, sem considerar a SD, sua relacdo com a

DP também tem sido documentada. Prabhu et al.*®

(1996) encontraram
niveis de expressdo RNAmM IFNA significantemente maiores em tecido
gengival de pacientes cromossomicamente normais com periodontite em
relacdo aos pacientes saudaveis. O mesmo foi encontrado por Wright et
al.’®® (2008) que estudaram a proteina IFN-a nos neutréfilos de sangue
periférico de pacientes com periodontite. Observaram que 0s niveis de
IFN-a no plasma de pacientes com periodontite eram 2 vezes maiores em
relacdo aos pacientes saudaveis (p=0,0045). Apés o tratamento
periodontal, a concentragdo de IFN-a dos pacientes com periodontite
reduziu para niveis semelhantes aos pacientes saudaveis sem diferenca
significante (p=0,603). O mesmo foi encontrado num estudo realizado por

Kajita et al.®” (2007) que analisaram a expressdo de RNAm IFNA em

pacientes com periodontite crbnica e comparou com pacientes com
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gengivite. Verificaram que a expressdo RNAm IFNA foi maior em
pacientes com periodontite cronica em relacdo aos pacientes com
gengivite (p=0,033), mas 0s niveis de expressao em ambos 0s grupos foi
baixo (0,2 para o grupo com gengivite e 0,4 para 0 grupo com periodontite
cronica).

No presente estudo, assim como Kajita et al.®” (2007),
também notou-se baixa expressdo de IFNA nos individuos com SD (A+B)
em relacdo aos cromossomicamente normais (C+D) independentemente
da presenca de DP (Figura 5F). Assim, pode-se notar que o estimulo da
presenca da DP entre individuos com SD (A+B) produz uma resposta
imune depreciada (56% subexpresso) quando comparado aos individuos
cromossomicamente normais (C+D). Considerando que o IFNA €& um
gene responsavel pela imunidade natural contra virus e bactérias, e
individuos com SD sofrem maior prevaléncia de infeccdes®®; a presente
observacdo de subexpressdo do IFNA em individuos com SD pode
contribuir para explicar tal fato. Por outro lado, entre individuos com SD
(A-B), a presenca da DP atua como forte fator que elicita a resposta
imune do individuo produzindo IFNA em niveis comparaveis aos
observados entre individuos cromossomicamente normais (C-D) (Figura
5F).

Observou-se que para o IFNAR1 houve uma
superexpressao de 35% nos pacientes com SD (A+B) em relagcdo aos

pacientes cromossomicamente normais (C+D) (Figura 5G). Tal expresséao
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foi significantemente maior que a observada nas comparacdes realizadas
para os outros grupos (Figura 5G). A presenca do gene IFNAR1 no
cromossomo 21 é a provavel justificativa para esse resultado. Em

concordancia com o presente estudo, lwamoto et al.®?

(2009) observaram
nos fibroblastos de pacientes com SD um maior numero de receptores do
tipo 1 de IFN-a. No entanto, para o IFNAR2, cujo gene também esta
localizado no cromossomo 21; a expressao génica também € maior em
pacientes com SD (A+B) em relacdo ao controle (C+D) (Figura 5H), mas
em uma proporcdo bem menos acentuada do que a observada para o
gene IFNAR1 (Figura 5G). A maior expressdo dos receptores IFNAR1 e
IFNAR2 nos pacientes com SD, condiz com o estudo de deWeerd et al.*
(2007), que demonstrou que as ceélulas leucocitarias derivadas dos
pacientes com SD sdo mais sensiveis ao tratamento com IFN-ao.
Fibroblastos de pacientes com SD em cultura mostraram 1,5 vezes mais
moléculas receptoras de IFN-a funcionais do que fibroblastos de
individuos cromossomicamente normais®. Em concordancia, Gerdes et
al.** (1992) observaram um aumento de 1,69 vezes de receptores de IFN-
o no sangue periférico de pacientes com SD em relagdo a pacientes
cromossomicamente normais. Também Morgensen et al.®” (1982)
observaram que linfocitos de individuos com SD tiveram 3 vezes mais

receptores de IFN-a, comparados com os linfocitos de individuos

cromossomicamente normais.
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Quanto a via de sinalizacdo JAK/STAT, investigou-se neste
estudo a expressdo da JAK1l e STAT1, sabendo-se que apesar da
participacdo de outras moléculas da familia JAK, como JAK2 e TYK2, no
processo de fosforilacdo do residuo de tirosina, JAK1 é essencial na
cascata de sinalizagéo intracelular pela ligacdo tanto de IFN-y quanto
IFN-0®®. STAT1 também é essencial para a via de sinalizacdo tanto do
IFN-y quanto do IFN-a. Assim, sua expressao génica aumenta muito em
resposta da estimulacdo das células sanguineas tanto com IFN-y quanto
com IFN-o."*. Com relac&o & expressdo de JAK1, nota-se que individuos
com SD (A+B-C+D) independente da presenca de DP expressam niveis
significativamente menores (p<0,0005) que aqueles com SD frente a DP
(A-B) (Figura 5D), ou seja, sem considerar o estimulo da DP, individuos
com SD tém sub expressao de JAK1, o que também pode contribuir para
a resposta imune menos eficiente nesses individuos pois prejudica a
cascata de sinalizacdo intracelular dos IFNs; mas frente a DP os
individuos com SD (A-B) tém uma forte expressdao de JAK1, o que
contribui para a resposta hipersensivel ao IFNG* e ao IFNA®®. Em outras
palavras, diferentemente dos altos niveis de expresséo dos receptores 1 e
2 de IFN-y e IFN-a nos individuos com SD (A+B) em relacdo aos
cromossomicamente normais (C+D), independentemente da DP, nota-se
gue os niveis de expressdo de JAK1 sdo baixos nesses pacientes; o que
pode ser comprovado pela diferenca estatistica entre IFNAR1 e JAK1

(p=0,03 — Quadro 3). Assim, apesar da hipersensibilidade aos IFN-y e
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IFN-a observada nos individuos com SD pelo fato de serem trissémicos
(levando a maior expressao desses receptores), isso ndo se traduz em
uma resposta imune mais eficiente nesses pacientes, ja que apresentam
maior susceptibilidade & infeccdes virais ou bacterianas®, inclusive a
DP®. Um fato que pode contribuir para explicar isso é que para que a
resposta imune desencadeada pela ligacdo dos IFNs aos seus
respectivos receptores se concretize, é necessaria a transducéo do sinal
ao nucleo, o que ocorre com a participacdo de JAK1l; sO0 que sua
expressdo, como visto originalmente neste estudo, ndo acompanha a alta
expressdo dos receptores dos IFNs nos pacientes com SD de maneira
geral (A+B-C+D). Nestes mesmos pacientes (A+B-C+D), nota-se que a
expressdo de STATL1 (Figura 51) ndo foi significativamente diferente da
observada para pacientes cromossomicamente normais frente a DP (C-
D). Assim, apesar da menor expressdo de JAK1 nos individuos com SD
(A+B) em relacao ao controle (C+D), a expressdo de STAT1 parece tentar
compensar a dindmica de sinalizacdo intracelular para promover a
resposta imune. Considerando somente os individuos com SD frente a DP
(A-B), tal estimulo inflamatério induz eficientemente a expressao de JAK1
para que a sinalizacao intracelular ocorra levando a resposta imune. Ja a
expressdo de STATL1 nesses pacientes (A-B — 24% superexpressao) se
mostra menos da metade da observada entre 0s pacientes
cromossomicamente normais (C-D) sob o mesmo estimulo inflamatério da

DP (58% superexpressao). Dessa forma, na comparacédo (A-B) nota-se
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gue os pacientes com SD com DP apesar de terem maior expressao de
JAK1 tém a dinamica da sinalizacdo intracelular diminuida pela menor
expressdo de STATL. A diferenca dos niveis de expressdo de JAK1 e
STAT1 na comparagao (A-B) pode ser observada no Quadro 1
(p<0,0001).

Vale notar que entre 0s pacientes cromossomicamente
normais, frente a DP (C-D), os niveis de JAK1 (Figura 5D) e STAT1
(Figura 5I) sao equivalentes entre si (p=0,96 — Quadro 2), mostrando que
0 numero euploide de cromossomos 21 contribui para o equilibrio dessas
moléculas que participam da sinalizagdo JAK/STAT. E importante
considerar que, apesar de no presente estudo ter-se investigado a
expressdo de moléculas chave da via de sinalizacdo JAK/STAT, essa via
€ muito mais complexa, da qual fazem parte outras moléculas que
interagem na cascata de sinalizaco intracelular'*.

Na modulacdo dessa via de sinalizacdo, este presente
estudo analisou o0 gene IRF1, onde se observou que com a presenca de
DP em individuos com SD (A-B) houve superexpressdo de 12%,
enquanto que entre individuos cromossomicamente normais (C-D) houve
subexpressao de 53% (Figura 5E). Observando-se a expressao de IFNG
(Figura 5A), nota-se que a expressao desse gene nas comparacoes (A-B)
e (C-D) mostraram niveis de expressao opostos aos vistos para IRF1,
como comentado acima. Esses resultados podem ser explicados pela

constatacdo que mesmo baixos niveis de IFN-y estimularam a expresséo
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de IRF1 em células tumorais esofagicas'®. Alternativamente, os mesmos
autores pesquisaram também o IRF2 (ndo incluido no presente estudo)
gue é antagonista ao IRF1l, e observaram que o STAT1 induz a
transcricdo de IRF1, o qual induz a transcricao de IRF2, mas que o IRF2
inibe a transcricdo de IFNGR1, o que se reflete na menor resposta ao
IFNG. Dessa forma, pode-se explicar biologicamente os niveis opostos de
IRF1 e IFNG. Considerando o papel funcional do IRF1, que é de
regulacdo da expressado génica do IFNA, mas que sua producdo é
realizada pelo IFNG por meio de STAT1%, sugere-se que a resposta do
gene IRF1 ocorre rapidamente quando estimulado com IFNs. Lehtonen et
al.”® (1997) observaram que em macréfagos humanos, a expresséo de
IRF1 foi 10 vezes maior apOs 1 hora de estimulo com IFN-o, e quando
estimuladas com IFN-y a expressdo de IRF1 foi 25 vezes maior em
comparacao aos niveis basais. Podemos observar a regulacdo do IRF1
(Figura 5E) no grupo com SD (A+B) em relagcéo ao grupo controle (C+D)
gue foi de superexpressao (72%), enquanto que para IFNA (Figura 5F)
nessa mesma comparacdo de grupos houve subexpressdo de 56%,
sugerindo a regulacdo do IFNA pelo IRF1. Em concordancia, pode-se
observar que nessa comparacdo (A+B-C+D) os niveis de expressao
génica de IFNA e IRF1 séo estatisticamente diferentes (p=0,004 — Quadro
3).

De maneira geral, os resultados do presente estudo e 0s

apresentados pela literatura cientifica, parecem indicar que os individuos
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com SD tém uma resposta imune menos eficiente contra virus e bactérias,
mas demonstram uma caracteristica inflamatéria mais persistente pelo
fato de que mesmo baixas doses de IFNG levam a producao exacerbada
de IL-6 (citocina pré-inflamatéria) em células com trissomia do 21°%% além
disso, foi verificada expressdo diminuida de IL-10 (citocina anti-
inflamatéria) em individuos com SD™.

Acredita-se que os achados dessa pesquisa contribuem com
a compreensao mais aprofundada do comportamento do sistema imune
de individuos com SD frente a DP, ou independente dela, revelando
aspectos da resposta imune que se apresentam diferentes nesses
individuos em comparacdo com aqueles cromossomicamente normais.
Isso pode estimular outros grupos de pesquisadores na busca de terapias
mais direcionadas e eficientes para individuos com SD, que poderiam
proporcionar melhoria da sua saude, bem como ganhos inestimaveis a

sua qualidade de vida e dos seus responsaveis.






7 Conclusao

Dentre os resultados obtidos com o presente estudo foi

possivel obter conclusGes advindas da analise dos parametros clinicos

periodontais e da analise da expressédo genética.

As diferencas dos parametros clinicos periodontais dos

individuos incluidos neste estudo foram:

Os individuos com DP independente da presenca de SD
apresentaram os parametros clinicos de SS, PS e NI maiores que
os periodontalmente saudaveis;

Nos individuos com DP, o tipo mais prevalente foi a periodontite
cronica localizada, independente da presenca de SD.

Em tecido gengival, da andlise da expressdo dos

genes investigados em individuos com SD frente a DP, comparando-se a

individuos cromossomicamente normais com e sem DP observou-se que:

Individuos com SD sem considerar o estimulo inflamatério da DP
(A+B-C+D), tiveram uma expressdo de IFNG semelhante ao
observado entre individuos cromossomicamente normais (C-D),
mas quando a DP acomete individuos com SD (A-B), estes néo
apresentam uma resposta imune tao eficiente quanto os individuos
cromossomicamente normais (C-D);

Individuos com SD independente da presenca de DP (A+B-C+D),
tém expressdao consideravelmente menor do gene IFNA que

individuos cromossomicamente normais com DP (C-D), indicando
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uma imunodeficiéncia em um importante mecanismo de controle da
inflamacé&o que parece ser inerente a SD;

Individuos com SD (A+B-C+D) apresentaram uma expressao
significativamente maior dos genes IFNGR2 e IFNAR1, os quais

residem no cromossomo 21;
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