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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram (a) definir o modo de heranca da periodontite
agressiva nas familias; (b) testar um método alternativo de coleta de células epiteliais
da mucosa oral para a obtencdo de acido desoxirribonucléico (DNA) gendmico e, (c)
analisar o DNA de 4 individuos destas familias utilizando um chip para a genotipagem
de polimorfismos de um Gnico nucleotideo (SNPs) (Affymetrix GeneChip®10K, Santa
Clara, CA). Foram selecionadas 5 familias, totalizando 23 individuos examinados.
Todos os individuos foram avaliados atraves de um questionario, um exame clinico
periodontal, um exame radiografico e exame laboratorial. Foram coletadas células
epiteliais da mucosa oral e 3 mL de sangue venoso para a extracdo do DNA. As
familias identificadas pelos nimeros 1,3 e 5 tiveram , respectivamente, 1, 2 e 1 dos
seus membros genotipados pelo chip. Todos os individuos submetidos a genotipagem
eram portadores de periodontite agressiva e de etnia afro-brasileira. Os resultados
sugerem que o modo de heranca da periodontite agressiva nestas familias é
autossdmico dominante com penetrancia muito alta ou completa; o método alternativo
de coleta de células epiteliais da mucosa oral mostrou-se eficaz e menos invasivo. As
amostras de DNA extraidas a partir do método alternativo funcionaram
satisfatoriamente para a tecnologia do chip, permitindo a genotipagem de mais de 90%
dos SNPs. Foram encontrados no cromossomo 1 3 SNPs com genotipos heterozigotos
idénticos nos 4 individuos analisados que diferiam do genoétipo de referéncia (p <
0,000005). Estes 3 SNPs estdo localizados no intervalo 1g32.2-32.3, onde pode-se
observar a presenca de 17 genes diferentes que codificam proteinas. Um dos genes
pertence a familia dos receptores de fator de necrose tumoral (TNF) (TRAF5), e esta
envolvido no processo inflamatdrio. Os resultados deste estudo preliminar mostram a
utilidade da técnica do chip para a genotipagem de SNPs em individuos com doenca
periodontal.

Palavras-chaves: periodontite agressiva, polimorfismo genético, modo de heranga,
genotipagem.
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ABSTRACT

The aims of this study were: (a) to define the mode of inheritance of aggressive
periodontitis in families; (b) to test an alternative method of buccal epithelial cells
collection to obtain genomic desoxiribonucleic acid (DNA) and, (c) to analyze the
DNA of four subjects of these families using a chip for genotyping single nucleotide
polymorphisms (SNPs) (Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara, CA). Five families
were selected totalizing 23 examined subjects. All subjects were assessed through a
questionnaire, a clinical and radiographic periodontal exams and a laboratory exam.
Buccal epithelial cells and 3 mL of venous blood were collected to the DNA
extraction. The families identified with the numbers 1, 3 and 5 had, respectively, 1, 2
and 1 of their members genotyped by the chip. All the subjects genotyped had
aggressive periodontitis and were afro-brazilians. The results suggests that the mode
of inheritance of aggressive periodontitis in these families is autossomal dominant
with very high or complete penetrance; the alternative method of buccal epithelial
cells collection showed to be effective and less invasive. The DNA extracted by the
alternative method worked successfully for the technology of the chip allowing the
reading of more than 90% of the SNPs. Three SNPs were found in the chromosome 1
with identical heterozygote genotype detected in 4 individuals assessed, who were
different from the reference genotype (p < 0,000005). These 3 SNPs are localized in
the 1932.2-32.3 interval where the presence of 17 different protein codifying genes
can be observed. Interestingly, one of the genes belongs to the family of tumoral
necrosis factor (TNF) receptors (TRAFS), and is involved in inflammatory process.
The results of this preliminary study show the usefulness of the chip technique for
genotyping SNPs in individuals with periodontal disease.

Key words: aggressive periodontitis, genetic polymorphism, mode of inheritance,
genotyping.
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1. INTRODUCAO

As periodontites de acometimento precoce (EOP), termo
recentemente substituido por periodontites agressivas®, sdo doencas
caracterizadas por uma perda de insercdo e de osso alveolar localizada ou

generalizada, e uma progresséo acelerada da doenca em jovens® **.

As periodontites agressivas tém uma baixa prevaléncia na populacao,
variando de 0,1% a 0,3% em paises industrializados, podendo chegar a 2%
em outros paises’. Mais recentemente, SUSIN & ALBANDAR®
encontraram uma prevaléncia elevada (5,5%) da periodontite agressiva em

uma populacdo de adolescentes e adultos jovens no sul do Brasil.

O diagndstico de periodontite agressiva requer a exclusdo de certas
doencas sisttmicas e sindromes que alterariam a resposta imuno-

inflamatéria do hospedeiro podendo levar a perda precoce dos dentes”.

A etiologia das periodontites agressivas envolve complexas
interacdes entre fatores genéticos, microbianos e fatores de risco
ambientais locais e sisttmicos modulando o curso imuno-inflamatério da
doenca. Os resultados de estudos populacionais e de agregacdo familial®
indicam que fatores geneticos parecem ter uma forte influéncia na

suscetibilidade a periodontite agressiva. Sendo assim, tem sido proposto
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que os fatores de risco genéticos influenciam o curso da histéria natural da

doenca™ .

A presenca de um fator de risco genético aumenta diretamente a
probabilidade de desenvolvimento da periodontite; logo, sua auséncia,
reduz essa possibilidade. Os fatores de risco genéticos sdo parte da cadeia

causal ou expdem o hospedeiro & cadeia causal® .

Os polimorfismos genéticos tém sido utilizados como marcadores para localizar
genes causadores de doencas através de estudos de ligacdo e ou de associacdo®’ . Por
definicdo, um locus polimorfico € um locus cujos alelos ou variantes se encontram de
tal forma que a variante mais comum ocorre com uma frequéncia inferior a 99% na
populacdo. Se o locus for bialélico, o alelo raro deve ocorrer com uma freqiiéncia maior
que 1% na populacdo. Desta forma, quando diferentes alelos de um dado gene co-
existem na populacdo, chamamos de polimorfismo genético™ .

Um polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) é uma variacdo na identidade
de um Unico nucleotideo em um determinado locus do genoma (locus bialélico). Os
SNPs incluem, mas ndo se limitam a polimorfismos no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLPs), ou seja, as altera¢des nucleotidicas que criam ou destroem sitios para
endonucleases de restricdo em uma molécula de 4cido desoxirribonucléico (DNA)®".
Existem outros tipos de polimorfismos genéticos, porém os SNPs ocorrem mais
frequentemente do que qualquer outro; sua freqiiéncia no genoma humano é estimada
em 1 a cada 300 a 1.000 pares de bases>®. Os SNPs sdo facilmente detectados utilizando
a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Tecnologias mais recentes

(rastreamento por chip) tém proporcionado maior praticidade nos processos de
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identificacdo dos SNPs, permitindo uma genotipagem rapida e eficiente de centenas a

milhares de SNPs* >3

Atualmente, existe um namero consideravel de estudos de associacdo
genética buscando alelos especificos de genes polimorficos de citocinas
inflamatdrias que poderiam influenciar a progressdo da periodontite
agressiva. Como na periodontite cronica, os polimorfismos do gene da
interleucina 1 (IL-1) tém sido associados com periodontite agressiva’ > .
Entretanto, alelos alternativos aqueles associados a periodontite crénica
tém sido estudados, além de outros genes como o da interleucina 4 (IL-4)*:

34, 38

2 do receptor Fcgama (FcyR) , do fator de necrose tumoral alfa

(TNFa)™, da interleucina 10 (1L-10)"" '8, da metaloproteinase de matriz 1

(MMP-1) e mataloproteinase de matriz 3 (MMP-3)* e do receptor de

vitamina D (VDR)®.

Vérios polimorfismos em genes, principalmente aqueles envolvidos
na resposta imunolégica-inflamatdria do hospedeiro tém sido explorados,
conforme podemos observar através dos estudos descritos anteriormente.
Os estudos indicam que alguns polimorfismos parecem estar associados a
periodontite agressiva em certos grupos étnicos. Entretanto, varios estudos
com individuos pertencentes a0 mesmo grupo étnico, freqliientemente nao
alcancam resultados consistentes. Além disso, existem poucos estudos de

analise dos haplotipos e das interacbes entre genes. Portanto, até o
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momento, nenhum fator de risco geneético especifico para a periodontite

agressiva tem sido identificado de forma conclusiva® .

Os objetivos desta tese foram a partir da identificacdo de familias
com periodontite agressiva, definir o modo de heranga da doenca nestas
familias para a realizacdo de futuros estudos moleculares. Também foi
testado um método alternativo de coleta de células epiteliais da mucosa oral
para a posterior extracdo do DNA. Alem disso, tais amostras de DNA de
alguns individuos destas familias foram testadas atraves do uso de um chip

para genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara, CA).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Evidéncias do papel da genética na periodontite

agressiva

Varios estudos tém sugerido que a periodontite tem uma base
genética® ?® %, Os resultados de um estudo em gémeos indicaram que entre
38% e 82% da variancia populacional das medidas clinicas da periodontite

devem ser atribuidas a fatores genéticos*.

Mais recentemente, MICHALOWICZ et al.*’ analisaram 117
pares de adultos gémeos e estimaram que a periodontite cronica tem
aproximadamente 50% de hereditariedade, fato que permaneceu inalterado

apos os ajustes de variaveis relativas ao comportamente, incluindo o fumo.

N&o s6 os dados acima mostram o papel dos fatores genéticos na
periodontite crénica, mas também outros estudos sugerem que os fatores
geneticos devem exercer uma funcdo importante na patogénese das formas

agressivas da periodontite®.
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Uma variedade de desenhos de estudo tem sido utilizada para
estudar o efeito dos fatores de risco genéticos na patogénese da periodontite

agressiva® %842,

Resumidamente, foi reconhecido a partir de estudos em familias
que os irmdos de pacientes com periodontite agressiva frequentemente
também apresentam periodontite; e foi sugerido também que o modo mais
provavel de heranca seria autossdmico dominante com diferentes variacoes
de penetrancia dependendo da populacdo, sendo de 73% em caucasianos e
70% em afro-americanos*. Anteriormente, MELNICK et al.** e SPEKTOR
et al.®® haviam sugerido que a periodontite agressiva parecia ser herdada
como uma doenga ligada ao X dominante, e BOUGHMAN et al.? mostrou
que se tratava de uma doencga autossdmica recessiva. As inconsisténcias
dos resultados acima séo atribuidas aos diferentes metodos de diagnéstico

e classificacdo da doenca® .

Recentemente, 0s estudos em genética buscam a base molecular
da predisposicdo genética a periodontite, e varios polimorfismos genéticos
estdo sob analise a fim de se esclarecer sua fungdo no aumento da
suscetibilidade & doenca®. Um ndmero crescente de estudos busca por
polimorfismos em genes de citocinas inflamatorias (genes candidatos para
periodontites) que poderiam influenciar a progressdo da periodontite

agressiva’ .
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Segundo TAYLOR et al.?’, é importante ressaltar que a presenca

ou auséncia de um polimorfismo de uma citocina pode ndo expressar
diretamente um fendtipo clinico detectavel. As periodontites sdo doencas
complexas onde fatores genéticos, microbianos assim como fatores
sistémicos e locais adquiridos em conjunto exercem uma funcdo na

determinacéo da progressédo da doenca.

Entdo, tem sido proposto que os fatores de risco genéticos
influenciam a histéria natural das periodontites”®*°. Segundo LOOS et al.*°,
a presenca de um fator de risco genetico aumenta diretamente a
probabilidade da periodontite progredir e se ausente reduz a possibilidade.
Eles fazem parte de uma cadeia causal, ou expéem o hospedeiro a ela.
LOOS et al. sugerem também que deva ser possivel que um alelo,
originalmente definido como raro, esteja associado com auséncia da

doenca; nestes casos o fator genético poderia ser considerado protetor.

2.2 — Estrategias de estudos em genetica

As evidéncias de participacdo dos fatores de risco genético na
periodontite originam-se de 4 éareas de estudo: (1) estudos de doencas
hereditarias e sindromes genéticas; (2) estudos em familias; (3) estudos em

gémeos e (4) estudos populacionais, conforme HODGE &
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MICHALOWICZ® sintetizaram em sua revisdo de literatura; ressaltando
que em periodontite agressiva, 0s principais estudos genéticos dividem-se

em estudos em familias e estudos populacionais.

Muitas doencas e desordens sistémicas estdo agregadas a familias. O
risco familiar pode ser estimado comparando o risco da doenca em parentes

73
|

do paciente com o risco da doenga na populacdo em geral™. Os resultados

de estudos populacionais e de agregacdo familial®

indicam que fatores
genéticos parecem ter uma forte influéncia na suscetibilidade a periodontite

agressiva.

A maioria das evidéncias da influéncia genética na periodontite
agressiva origina-se de analises de segregacdo. Este método estuda familias
com uma determinada doenca com 0 objetivo de avaliar a probabilidade da
condicdo ser ou ndo herdada como um traco genético. Normalmente €
necessario coletar dados de muitas familias com um mesmo trago/fenotipo
para chegar a interpretacdes conclusivas®. As proporcdes encontradas nos
irmaos afetados e/ou na prole sdo comparados com proporcdes esperadas
sob hipoteses genéticas especificas. As andlises de segregacdo das
periodontites testam modelos multifatoriais que incorporam fatores
ambientais e/ou genéticos adicionais que possam modificar a expressao
clinica da doenca em individuos suscetiveis® e, sustentam a hip6tese de um

locus principal para a periodontite agressiva®.
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Em 1976, MELNICK et al.** apresentaram uma andlise de
segregacdo e sugeriram que a periodontite agressiva parece ter um traco
ligado ao sexo (X) dominante com penetrancia reduzida. Entretanto,
SPEKTOR et al.”® notaram que a prevaléncia elevada para um traco ligado
ao sexo (X) dominante em familias tem sido raramente encontrada.
Posteriormente, outros estudos de anélise de segregacdo sugeriram 0 modo
de heranca autossdmico recessivo® e autossdmico dominante*’. As anélises
de segregacdo de familias com periodontite agressiva indicam a existéncia
de uma heterogeneidade genética nesta forma de doenca. Enquanto a
anélise de segregacdo é capaz de fornecer informacgdes sobre o modo de
heranca do traco genético, ndo fornece informac6es sobre genes especificos

envolvidos®.

Por outro lado, o estudo de ligacdo € um método para determinar
a posicdo cromossomal de um gene de maior efeito para um traco. E capaz
de fornecer evidéncias com maior poder de explicacdo para a base genética
de uma doenca, podendo confirmar sua etiologia genética. Os estudos de
ligagdo combinam anélises clinicas detalhadas de membros da familia com
um amplo mapeamento do genoma utilizando marcadores genéticos
conhecidos para buscar genes predisponentes ou em ligacdo®. Poucos
estudos familiares de ligacdo tém sido elaborados. Na literatura destacam-
se dois estudos que foram feitos em familias com uma alta prevaléncia de

periodontite agressiva’.
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As limitacGes encontradas nos estudos de anélise de segregacao

sdo superadas pelas técnicas de mapeamento genético de ligacdo e analises
de associacdo™. Os estudos de ligacdo medem a co-transmisséo de doencas
e alelos de um locus marcador dentro de uma familia (com diferentes alelos
marcadores “viajando” com a doenga em diferentes familias). A anélise de
associacdo significa que um alelo especifico em um locus ligado é mais
comumente encontrado na populacdo. Em contraste a analise de
segregacdo, na qual somente o pedigree e o fenotipo da doenca sdo
considerados, os métodos de mapeamento genético também usam o0s
polimorfismos como marcadores. Os marcadores séo utilizados para seguir
a transmissdo dos segmentos do cromossomo através das familias,
buscando as correlagOes entre a transmissédo de uma regido cromossomal

especifica e a transmissdo da doenca®”.

Geralmente, fatores de risco ambientais ou comportamentais de
uma doenca sdo freqlientemente detectados pela primeira vez em grandes
estudos epidemiologicos populacionais. Em epidemiologia genética,
técnicas similares podem ser utilizadas para identificar fatores de risco

genéticos para uma determinada doenca®*.

Uma técnica que tem sido utilizada para estudar a base genética
da periodontite agressiva € a identificacdo de fendtipos significantes em

pacientes com a doenca para ajudar a esclarecer os genes candidatos. O
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projeto Genoma Humano possibilitou a criacdo de um catalogo bastante
completo dos genes humanos, o que tem facilitado a analise genética de
tracos complexos. Se a localizacdo cromossomal dos genes candidatos
forem conhecidas eles poder&o ser avaliados por andlise de ligacdo®. As
freqiiéncias de polimorfismos de genes candidatos, cujas proteinas
executam uma funcdo na resposta imuno-inflamatoria podem ser

comparadas entre casos e controles®.

Em estudos populacionais é importante definir claramente a
doenca. Devido a possibilidade de heterogeneidade racial ¢ importante
assegurar que grupos casos e controles sejam pareados por raca®. A
principal critica a estes estudos populacionais de genes candidatos € a falta
de uma amostra com ndmero suficiente para prover resultados
significativos™.

Genes candidatos sdo selecionados a partir de varios modelos: (1)
expressdo em tecidos de interesse; (2) modelos animais; (3) estudos em
humanos (ligacdo e /ou associacdo); (4) defeitos cromossdmicos que
causam o fendtipo de interesse; e (5) sindromes que apresentem o fenotipo

de interesse’.

2.3 — Modos de heranca
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As evidéncias da hereditariedade da periodontite agressiva sédo
derivadas de estudos iniciais que verificaram a agregacdo familial® *°.
HART?, ap6s uma revisdo da literatura, constatou que em algumas
familias a porcentagem de irm@os com periodontite era de 40 a 50%. Esta
agregacao familial é condizente com uma predisposi¢ao genética a doenga.

Entretanto, o0 modelo familial deve refletir um histérico genético comum

como também uma exposicdo aos mesmos fatores ambientais®’.

Durante os ultimos vinte anos, varios estudos tém sido
elaborados com o objetivo de determinar como a periodontite agressiva

deve ser herdada®. Estudos genéticos de periodontite agressiva sugerem o

modelo de transmissdo mendeliana de um gene de maior efeito” > "% 242,

Isto significa que um ou mais genes de efeito principal poderiam contribuir
para os modelos familiais de periodontite agressiva observados nestes
estudos. Assim, um gendtipo transmitido poderia predispor estes individuos

a fen6tipos de periodontite, quando eles forem expostos a certas bactérias™.

Os estudos de andlise de segregagdo genética, os quais determinam o mais
provavel modo de transmissdo de um trago de uma familia e a distribuicdo dos membros
da familia com e sem o traco, tém sido elaborados utilizando familias identificadas

através de um individuo com periodontite agressiva®. Os resultados n&o sdo

44, 49, 63

consistentes, alguns favorecendo a heranca ligada ao sexo (X) dominante , outros

57, 5,37

a heranga autossémica recessiva e, por Gltimo, a heranca autossémica dominante*?

. Segundo THOMPSON & THOMPSON®, existem 4 padrdes bésicos de heranca
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monogénica: autossomico dominante, autossémico recessivo, ligado ao sexo (X)
dominante e ligado ao sexo (X) recessivo; e analisando os critérios de classificacdo dos
distdrbios geneéticos, a periodontite agressiva exibe caracteristicas de um disturbio
genético monogeénico (padrdo de transmissdo relacionado a um defeito em um Unico
gene).

MELNICK et al.*, a partir de dados de 19 irméos afetados com
periodontite agressiva, sugeriram que a periodontite agressiva era um trago
ligado ao sexo (X) dominante com penetrancia reduzida. Foram feitas trés
observagOes importantes baseadas nesta conclusdo. Primeiro, a proporgéao
observada de mulheres e homens entre as pessoas afetadas foi de 2:1.
Nenhuma transmisséo pai para filho foi constatada. Finalmente, o
coeficiente de segregacdo de 0,39 era consistente com uma transmissao
dominante com penetrancia reduzida. A conclusdo deste estudo foi
suportada por outros dois estudos subseqlientes em familias com alta
prevaléncia de periodontite agressiva*® ®. Entretanto, SPEKTOR et al.%®®
observaram que a prevaléncia da periodontite agressiva nas familias era
muito elevada para um trago ligado ao sexo (X) dominante.

HART et al.> reavaliaram a evidéncia da heranca ligada ao sexo (X) dominante.
Eles concluiram que os estudos iniciais estavam sujeitos a erros relativos aos individuos
afetados, ja que as mulheres procuram mais 0s centros de tratamento odontologico. Dois
estudos encontraram uma predominancia de mulheres entre os casos indices, mas uma

distribuicdo de sexo semelhante foi vista entre os parentes afetados” *°. A falta de

relatos de transmissao de pai para filho parece ser devido as informacdes incompletas
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das familias, ja que os pais freglientemente ndo comparecem nestes estudos.
BOUGHMAN et al.” demonstraram claramente uma transmissdo de pai para filho. O
coeficiente de segregacdo de 0,39 é igualmente compativel com formas de heranca
ligada ao sexo (X) ou autossdmica.

SAXEN® examinou 31 familias com periodontite agressiva e concluiu que a
doenca € mais provavelmente herdada como um trago autossémico recessivo com
penetrancia elevada em homozigotos. Posteriormente, outro estudo confirmou esta
conclusdo®’. LONG et al.*” compararam e avaliaram os modos de heranca autossémico
recessivo e ligado ao sexo (X) dominante com penetrancia reduzida em 33 familias com
periodontite agressiva e, concluiram que o modelo autossdmico recessivo € mais
provavel. BEATY et al.> e BOUGHMAN et al.® também propuseram este modo de
heranca da periodontite agressiva.

A evidéncia mais convincente de uma heranca autossdbmica dominante e da
heterogeneidade raca especifica em periodontite agressiva foi fornecida por
MARAZITA et al.**. Foi uma analise de segregacdo em larga escala, examinando 100
familias e 104 casos indices com periodontite agressiva. Os autores concluiram que o
modo de heranca mais provavel foi autossémico dominante com 70% de penetrancia em

individuos afro-americanos e 73% em caucasianos.

O principal obstaculo enfrentado pelos estudos de analise de
segregacdo é a falta de um critério diagndstico definitivo e embasado
biologicamente com relacdo as diferencgas clinicas e que sdo necessarias

para definir o fendtipo da doenca a ser estudada’®.

Os resultados de estudos em gémeos e estudos clinicos

observacionais considerando a agregacdo familial da periodontite
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agressiva® “

, juntamente com a presenca de doencas genéticas ou
sindromes nas quais a periodontite agressiva é a principal caracteristica,
implicam genes na etiologia da periodontite. Entretanto, parece claro que
muitas formas de periodontite agressiva relacionadas com sindromes nao
sdo herdadas como doencas mendelianas, provavelmente ndo sdo causadas
por um gene principal. Preferivelmente, varios genes polimorficos com
pequenas, mas significantes associacdes com 0 risco a doenca devem
interagir contribuindo para o risco total. A associa¢do do risco total com os
genes deve ocorrer em virtude do arranjo de variantes genéticas

encontradas em um determinado cromossomo, as quais sao herdadas como

um bloco ou unidade (hapldtipos)®.

Algumas variantes genéticas que podem contribuir com o
aumento ou diminuicdo do risco a periodontite agressiva tém sido
identificadas e, uma vez que isso aconteca, seus modos de interacdo com
outros fatores e meio ambiente terdo que ser avaliados. Com o advento da
epidemiologia molecular, é realistico considerar desenhos de estudos que
permitam o desenvolvimento de perfis de risco individuais, incluindo

componentes genéticos do hospedeiro e fatores ambientais®.

A natureza familial da periodontite agressiva leva a especulagéo
que um defeito genético principal seja responsavel por essa transmissao,

mas um gene que possa ser generalizado a populacdo ainda ndo foi
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detectado. Entretanto, varios polimorfismos genéticos tém sido associados
com o risco a periodontite agressiva em vérias populacdes®. Atualmente,
as pesquisas buscam a base molecular da predisposicdo genética. Sendo
assim, varios polimorfismos geneéticos estdo sob investigacdo para aclarar

sua fungdo no aumento da suscetibilidade a periodontite agressiva®.

2.4 — Polimorfismos associados a periodontite agressiva

2.4.1 — Polimorfismos do gene da interleucina 1 (IL-1)

DIEHL et al."® avaliaram a possibilidade dos polimorfismos genéticos da IL-1o
e IL-1B estarem associados com a periodontite agressiva em 28 familias norte-
americanas descendentes de africanos e 7 familias norte-americanas descentes de
europeus com 2 ou mais individuos acometidos pela periodontite agressiva, totalizando
141 individuos com periodontite agressiva e 144 controles. Uma amostra de sangue
venoso periférico foi coletada para a extracdo do DNA que foi amplificado atraves da
PCR e submetido ao teste de restricdo utilizando primers especificos para amplificar as
areas do gene da IL-1o proximas ao sitio polimorfico —889 e as areas do gene da IL-1
préximas ao +3953. As andlises estatisticas utilizaram métodos de epidemiologia
genética adequados para dados familiares e para populacdes étnica e geograficamente
distintas. Os resultados indicaram uma evidéncia altamente significante de associagdo

(desequilibrio de ligacdo) para ambas as populacfes (descentes de africanos e europeus)
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com periodontite agressiva generalizada, com uma tendéncia semelhante para a forma
localizada da doenca.. Os autores concluiram que a associagdo entre uma variacao
genética de um sitio polimorfico do gene da IL-1p e o risco para a periodontite
agressiva generalizada demonstra que existe um importante componente genético na
etiologia desta doenga, mas que ndo deve exercer influéncia exclusiva sobre o risco a
doenca.

PARKHILL et al.>! pesquisaram a freqiiéncia de polimorfismos nos genes que
codificam a interleucina 1 beta (IL-1p) e seu receptor antagonista (IL-1RA) em 70
individuos com periodontite agressiva incluindo um subgrupo de 21 individuos com a
forma localizada da doenca, e 72 individuos controles. Ambos 0s grupos eram de
origem caucasiana e sistemicamente saudaveis. Os individuos fumantes foram incluidos
no estudo. Uma amostra de sangue venoso periférico foi coletada para a extracdo do
DNA. O SNP no exon 5 do gene da IL-1p (IL-1p +3953) foi analisado através da
amplificacdo da regido polimorfica utilizando PCR, seguido pelo teste de restricdo e
visualizagdo por eletroforese. A frequéncia do gendtipo da IL-1p para o alelo 1 do SNP
em questdo estava significativamente aumentada em individuos com periodontite
agressiva (x*, p=0,025). Analisando os individuos fumantes, uma diferenca significante
foi encontrada na distribuicdo do genoétipo da IL-1p entre individuos com periodontite
agressiva fumantes e controles fumantes (F-exact test, p=0,02). Esse achado nédo foi
confirmado entre individuos com periodontite agressiva ndo fumantes e controles nédo
fumantes. Nao foram encontradas evidéncias de uma associacdo entre o genétipo do IL-
1RA e a periodontite agressiva. Entretanto, uma combinacédo entre o alelo 1 da IL-1p e
0 alelo 1 do IL-1RA foi associada com a periodontite agressiva. Os autores sugeriram
que o genotipo da IL-1p em combinacdo com o fumo, e a combinagdo do genotipo da

IL-18 e do IL-1RA podem ser considerados fatores de risco para a periodontite
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agressiva, sustentando o papel dos fatores de risco genético e ambiental na
suscetibilidade a periodontite agressiva.

WALKER et al.”®, com o objetivo de determinar a prevaléncia dos
polimorfismos da interleucina 1 alfa (IL-1c) e IL-1p em 2 populacdes de 104 e 37
individuos norte-americanos descendentes de africanos controles e com periodontite
agressiva localizada, respectivamente; genotiparam os locus +4845 da IL-1a e +3953
da IL-1pB por PCR, utilizando o teste de restricdo. Foram coletadas amostras do sangue
venoso periférico para a extracdo do DNA. Os dados foram analisados estatisticamente
através de uma tabela de contingéncia r x c. Os resultados mostraram que mais de 99%
da populacdo controle e 100% da populacdo teste possuiam o alelo 1 da IL-1f +3953
com a maioria dos individuos homozigotos 1,1. A prevaléncia do genétipo com pelo
menos um alelo 2 em cada um dos loci pesquisados foi 14% na populacédo controle e 8%
na populacdo teste. Devido a alta freqiiéncia do alelo 1 IL-1B nesta populacdo, 0s
autores concluiram que o conhecimento deste polimorfismo IL-1p (+3953) parece
possuir pouco valor diagndstico ou preditivo para a periodontite agressiva localizada.

HODGE; RIGGIO & KINANE® pesquisaram a presenca dos
polimorfismos IL-1c(-889) e da IL-1B(+3953) em uma populacdo
caucasiana, sendo 56 individuos portadores de periodontite agressiva
generalizada e 56 individuos controles. Uma amostra de sangue venoso
periférico foi coletada para a extracdo do DNA. A técnica de PCR foi
utilizada para a amplificacdo do gene da IL-1a(-889) e da IL-1p (+3953), e
0s produtos submetidos a anélise de restricdo enzimatica. Os resultados ndo

mostraram diferencas significantes entre pacientes e controles para 0s
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gendtipos ou frequéncia alélica investigados (p=1.0), nem gquando o fumo
foi incluido como uma co-variante. Os autores concluiram que a auséncia
de uma associacédo entre polimorfismos da IL-1 e a periodontite agressiva
generalizada, nesta populacdo estudada, coloca em duvida a utilidade
destes genes candidatos como marcadores de suscetibilidade desta forma de

periodontite.

TAI et al.?® pesquisaram a freqiiéncia de SNPs nos genes que codificam a IL-
1o, IL-1p e um marcador de polimorfismos do nimero variavel de repeticdes (VNTR)
no gene do IL-1RA em 47 pacientes japoneses portadores de periodontite agressiva
generalizada e 97 controles. O DNA foi coletado do sangue venoso periférico. Os SNPs
nos genes IL-1a(+4845) e IL-13(-511, +3954) foram amplificados por PCR, seguido do
ensaio de restricdo enzimatica e visualizacao por eletroforese. Os polimorfismos no IL-
1RA foram entdo amplificados por PCR e os fragmentos de diferentes tamanhos
analisados. Os resultados ndo mostraram diferencas significantes nos gendtipos
estudados nem nas freqliéncias alélicas entre os individuos com periodontite agressiva
generalizada e os controles. Entretanto, a frequéncia de alelos polimdrficos do gene do
IL-1RA estava significativamente aumentada em individuos com periodontite agressiva
generalizada quando comparada ao controle (XZ test, p=0,007 OR=3,40). A taxa de
VNTR foi significativamente mais elevada em periodontite agressiva generalizada do
que em controles (y” test, p=0,05 OR=3,81). Os achados sugerem que os polimorfismos
VNTR em IL-1RA estdo associados com a periodontite agressiva generalizada nesta
populacéo japonesa.

TREVILATTO et al.”” avaliaram o perfil genético de 14 individuos de uma

familia brasileira com alguns membros portadores de periodontite agressiva. O DNA foi
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obtido das células epiteliais atraveés de bochecho com 3% de glucose e raspagem da
mucosa jugal com espéatula de madeira. A técnica de PCR foi utilizada para analisar 0s
polimorfismos genéticos das citocinas. Os resultados mostraram que o alelo 2 (mais
raro) do polimorfismo do gene da IL-1a(-889) foi encontrado em todos os individuos
assim como o alelo 1 (mais comum) do gene da IL-1p (+3953). Os alelos 1 e 2 (50%
cada) do gene da IL-1p (-511), alelo 1 do gene TNF-a(-308) e alelo 2 do gene IL1-RA
(intron 2) estavam presentes. Os autores concluiram que os pardmetros genéticos ndo
foram relevantes para a predicao de suscetibilidade nesta familia.

GONZALES et al."® pesquisaram a associacdo entre genétipos da IL-1 e a
periodontite agressiva em 2 populaces, sendo a primeira de 28 individuos caucasianos
portadores de periodontite agressiva e 33 controles, e a segunda de 16 individuos da
América Central portadores de periodontite agressiva e 14 controles. O DNA foi obtido
do sangue coletado da ponta do dedo nos individuos da América Central e do sangue
venoso periférico dos caucasianos. Dois tipos de polimorfismos genéticos, IL-lo
(+4845) e IL-1B (+3954), foram analisados através de PCR e ensaios de restricdo
enzimatica. Os resultados apontaram uma distribuicdo similar dos gendtipos estudados
entre pacientes e controles em ambas as populacées. A freqliéncia do alelo 1 do gene da
IL-1oc foi mais elevada em individuos com periodontite agressiva em ambas as
populacbes quando comparada aos controles, porém ndo apresentou significancia
estatistica.

LI et al.*® testaram a hip6tese de que genétipos especificos da IL-1 e/ou alelos
poderiam ser utilizados como preditores de suscetibilidade da periodontite agressiva
generalizada. Foram incluidos no estudo 122 individuos com periodontite agressiva
generalizada e 95 individuos controles, ambos os grupos de origem chinesa. Os SNPs da

IL-1ov (+4845) e da IL-1p (-511, +3954) foram analisados por PCR e submetidos ao
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ensaio de restricdo enzimatica. Ndo houve associacdo significativa entre os SNPs
pesquisados e a periodontite agressiva generalizada, exceto quando os individuos foram
separados por sexo com um valor mais elevado para os homens com periodontite
agressiva generalizada do que os homens do grupo controle. Os autores concluiram que
0s SNPs analisados devem exercer algum papel da determinacdo da suscetibilidade a
periodontite agressiva generalizada em homens chineses.

QUAPPE et al.>® avaliaram a prevaléncia do gendtipo da IL-1 na populagéo
chilena e a associacdo dos polimorfismos do gene da IL-1c (-889) e da IL-1p (+3954)
com a periodontite agressiva. Foram examinados 36 individuos com periodontite
agressiva, 75 individuos controle sadios e 75 individuos com condi¢es periodontais
desconhecidas. Estes foram genotipados para os loci da IL-la (-889) e da IL-1P
(+3954) por PCR. A prevaléncia de um genotipo positivo da IL-1 foi mais elevada em
individuos com periodontite agressiva (25%) do que nos controles sadios (12%), mas a
diferenca ndo foi significante. A frequéncia da IL-1p (+3954) homozigota para o alelo 1
foi mais elevada em controles do que em individuos com periodontite agressiva,
sugerindo um fator protetor para a periodontite agressiva. O heterozigoto para o alelo 2
da IL-1B mostra uma associacdo significante com a periodontite agressiva. Nenhuma
associacdo foi observada entre a periodontite agressiva localizada e generalizada e a
extensdo da doenca e a presenga de um genotipo positivo. Os resultados sustentam uma
associagéo positiva entre a periodontite agressiva e a presenca de polimorfismo do alelo
2 do gene da IL-1p (+3954).

LOPEZ et al.** objetivaram determinar a prevaléncia dos SNPs da IL-1a. (-889)
e da IL-1B(+3954) na populacdo chilena e sua associacdo com a periodontite. Um
estudo caso-controle de 330 individuos com periodontite e de 101 individuos controle

foi executado com a coleta do sangue venoso periférico para a extracdo do DNA. Foi
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encontrada uma frequiéncia mais elevada de heterozigotos da IL-10.(-889) em individuos
com periodontite do que nos controles, mas a diferenga ndo foi significante. Os
heterozigotos da IL-1(3(+3954) foram significativamente mais elevados em individuos
com periodontite do que nos controles. O homozigoto para o alelo 1 da IL-1p (+3954)
foi considerado um fator preditivo para a periodontite. A prevaléncia do gendtipo
positivo foi significativamente mais elevada em casos (26,06%) do que em controles
(9,9%) e foi associada a periodontite. Respeitando as limitagcdes do estudo, os autores
concluiram que individuos com um genétipo positivo tem um risco significativamente

maior de desenvolver periodontite.

2.4.2 — Polimorfismos do gene da interleucina 10 (IL-10)

YAMAZAKI et al.”” investigaram a hip6tese de polimorfismos
na regido promotora do gene da IL-10 estarem associados a periodontite
crbnica e a periodontite agressiva generalizada. O DNA foi obtido a partir
do sangue venoso periférico de 34 individuos com periodontite cronica, 18
com periodontite agressiva generalizada e 52 controles. A regido promotora
entre — 506 e —1140 do gene da IL-10 foi amplificada por PCR e os
polimorfismos detectados por seqiénciamento direto. N&o foram
encontradas diferencas significantes na frequéncia dos haplotipos entre
pacientes e controles. Os autores concluiram que os polimorfismos na

regido promotora do gene da IL-10 parecem ndo ser determinantes na
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suscetibilidade ao desenvolvimento de periodontite nesta populacédo

japonesa.

GONZALEZ et al.® pesquisaram a associacdo genética de 2 polimorfismos da
IL-10 (-594,-824) em individuos caucasianos, sendo 23 com periodontite cronica, 18
com periodontite agressiva e 21 controles. O DNA foi isolado de amostras de sangue
venoso periférico e os polimorfismos nas posicdes —594 e —824 da regido promotora da
IL-10 foram amplificadas por PCR e analisadas por ensaios de restricdo enzimatica.
Nenhuma diferenca significante foi observada na frequéncia alélica entre controles e
individuos com periodontite. Os autores concluiram que estes polimorfismos parecem

ndo estar associados com a periodontite nesta populacdo caucasiana.

2.4.3 — Polimorfismos do gene do fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a)

ENDO et al." estudaram o SNP na regido 5’do gene do TNF-a. com 0 objetivo
de determinar a frequéncia de polimorfismos e haplétipos em uma populagéo japonesa,
e relaciona-los com a periodontite agressiva generalizada. Foram examinados 46
japoneses com periodontite agressiva generalizada e 104 japoneses controles. Destes, 20
controles foram analisados por seqiiénciamento direto para identificar os polimorfismos
na regido 5’do gene do TNF-o. Todos os individuos foram analisados por PCR
utilizando métodos de sondas especificas. O DNA foi obtido a partir de coleta de sangue
venoso periférico. O estudo determinou 5 SNPs na regido em questdo, porém néo

encontrou diferencas significantes entre genétipo e frequéncia alélica quando



XXXVI

comparava 0 grupo com periodontite agressiva generalizada e o grupo controle. Os
achados sugerem que ndo existe associagdo entre polimorfismos na regiao 5’do TNF-a
e suscetibilidade a periodontite agressiva generalizada nesta populagdo japonesa.
SHAPIRA et al.®® investigaram uma possivel ligacdo entre o polimorfismo do
gene do TNF-a (-308) e a periodontite agressiva. O DNA gendmico foi extraido do
sangue periférico de 64 individuos de 11 familias portadoras de periodontite agressiva.
O polimorfismo na posicdo —308 da regido promotora do gene do TNF-a foi analisado
através de PCR alelo especifico. As diferencas entre o grupo portador de periodontite
agressiva e o controle ndo foram estatisticamente significantes. Entéo, a ligacdo entre o
polimorfismo do gene do TNF-a e a periodontite agressiva ndo foi confirmada neste

estudo.

2.4.4 — Polimorfismos do gene do receptor Fc gama

(FeyR)

Com o objetivo de determinar se os polimorfismos dos receptores Fcy estdo

associados com a periodontite agressiva, KOBAYASHI et al.**

avaliaram a distribuicéo
dos gendtipos do receptor Fcy para 3 polimorfismos bialélicos (FcyRlla, FcyRllla e
FcyRINIb) em 38 individuos portadores de periodontite agressiva generalizada, 83
portadores de periodontite do adulto e 104 controles sadios pareados por raca. Os
resultados mostraram uma super-representacdo do alelo FcyRIlIb-NA2 em individuos

portadores de periodontite agressiva generalizada quando comparados aos controles.

Além disso, os autores encontraram uma associacao forte entre a periodontite agressiva
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generalizada e o genotipo composto por FcyRIIIb-NA2 e FcyRIlla-158F. O estudo
indica que o alelo FcyRIlIb-NA2 e possivelmente o FcyRIlla-158F poderiam estar
associados com a suscetibilidade a periodontite agressiva generalizada em pacientes
japoneses.

FU et al.'” tiveram por objetivo determinar se os alelos e/ou genétipos
especificos do FcyRlla, Illa e 111b poderiam ser usados para predizer suscetibilidade da
periodontite agressiva localizada em uma populacéo afro-americana. O DNA foi obtido
a partir de amostras do sangue periférico ou saliva de 48 individuos com periodontite
agressiva localizada e 67 individuos controles, ambos os grupos de etnia afro-
americana. Os gendtipos foram analisados por PCR com primers alelos especificos. Os
resultados apontaram uma super-representacao significante do alelo do FcyRIlIb-NA2
em individuos com periodontite agressiva localizada quando comparados aos controles.
A prevaléncia do gendtipo FcyRITIbNA2/NA2 foi mais alta no grupo com periodontite
agressiva localizada quando comparado ao controle. Individuos expressando este
genétipo parecem possuir um risco maior para o desenvolvimento da periodontite
agressiva localizada. Os dados sugerem que o gendétipo deve representar um marcador
de risco para a suscetibilidade a periodontite agressiva localizada em populagdes afro-
americanas.

Visto a diversidade da distribuicdo dos al6tipos do alelo do locus y2 associado
com alta producdo de 1gG2 (Gm23) e gendtipos do receptor Fcy em diferentes grupos
étnicos, CHUNG et al.*? examinaram sua significancia clinica em individuos do Taiwan
portadores de periodontite cronica e agressiva. Para isto, 0 DNA genémico de 50
individuos com periodontite crénica, 30 com periodontite agressiva generalizada e 74
controles foram coletados. Os alotipos Gm (23) foram determinados pelo teste de

imunodifusdo radial e os genotipos FcyRlIla (CD32) e FcyRIllb (CD16) foram
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determinados por PCR alelo especifico. A taxa de transporte do al6tipo Gm (23+) foi
mais elevada do que 85% e o al6tipo Gm (-23) estava super-representado em individuos
com periodontite cronica quando comparados aos controles. N&o existiu nenhuma
diferenga significante nas distribuicdes dos 3 genotipos de FcyRlla e Illb entre os 3
grupos testados. A freqiiéncia do alelo R131 dos polimorfismos de FcyRlla foi mais
elevada em individuos com periodontite agressiva generalizada do que em individuos
com periodontite crénica quando as freqiiéncias alélicas R/H foram analisadas pelo teste
2. O al6tipo Gm (23-) parece ser um fator de risco potencial para periodontite cronica.
Embora o alelo R131 do FcyRlla tenha ocorrido mais freqiientemente em periodontite
agressiva generalizada do que em periodontite cronica, sua significancia clinica nédo
pode ser justificada neste estudo.

LOOS et al.* realizaram o estudo com o objetivo de pesquisar polimorfismos
genéticos do receptor Fcy e sua relacdo com a suscetibilidade e com a severidade da
periodontite. A populacdo caucasiana estudada consistia de 68 individuos com
periodontite, sendo 12 com periodontite agressiva e 56 com periodontite crénica, e 61
individuos controle com média de idade de 43 anos. O DNA foi isolado do sangue
venoso periférico. Os individuos foram categorizados para os seguintes genes (alelos):
FcyRIla (R131 ou H131), FcyRIlla (V158 ou F158) e FcyRIlIb (NAL1 ou NA2). A
freqUéncia do alelo FcyRIlla — V158 foi mais alta nos individuos com periodontite
(53%) do que no grupo controle (39%). A frequéncia do alelo FcyRIla — H131 foi 58%
na populacdo com periodontite, sendo de 79% na populacdo com periodontite agressiva
e 51% na populacdo controle [OR=3.68 (1.29-10.5), p=0,013]. A freqiéncia do
genotipo FcyRlla — H/H131 foi significativamente mais alta em pacientes com
periodontite agressiva do que nos controles [OR=9.07 (1,29-63.56), p=0,026]. Os

autores sugeriram que o genotipo FcyRIla — H/H131 deve ser um fator putativo de
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suscetibilidade e severidade, e o alelo FcyRIlla — V158 um fator putativo de

suscetibilidade para a periodontite em caucasianos.

2.4.5 — Outros polimorfismos associados a periodontite

agressiva

HENNING et al.?® investigaram uma possivel associacdo entre o gendtipo do
receptor da vitamina D (VDR) e a periodontite agressiva. Um polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) no exon 9 do gene do VDR foi
analisado por PCR e visualizado por eletroforese. Foram examinados 69 individuos com
periodontite agressiva, dos quais 20 individuos apresentavam a forma localizada da
doenca; e 72 individuos controles. Os resultados mostraram que o transporte do alelo
menos frequente no gene do VDR aumentou significativamente o risco de
desenvolvimento da forma localizada da periodontite agressiva. Entretanto, o gendétipo
do VDR ndo parece afetar a incidéncia de todos os casos de periodontite agressiva
porque ndo houve diferenca significante na distribuicdo do geno6tipo ou das freqiiéncias
alélicas entre individuos controles e o grupo de individuos com a forma localizada e
generalizada da periodontite agressiva.

MICHEL et al.”® identificaram polimorfismos do gene da interleucina 4 (IL-4)
de 18 individuos com periodontite agressiva e 22 individuos controles e, investigaram o
papel destes no aumento da suscetibilidade a periodontite agressiva nesta populagéo
caucasiana. Uma amostra de sangue venoso periférico foi coletada para a extracdo do

DNA e os polimorfismos foram analisados por PCR seguido pelo teste de restricdo e
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visualizacdo por eletroforese. No grupo de periodontite agressiva, 27,8% foram
positivos para os polimorfismos da regido promotora e intron do gene da IL-4.

GONZALES et al.® analisaram diferentes genétipos da IL-4 em caucasianos e
japoneses com periodontite agressiva com 0 objetivo de detectar diferencas genéticas
nessas populacdes. Participaram do estudo 124 individuos, sendo 31 japoneses e 30
caucasianos com periodontite agressiva generalizada, e 30 japoneses e 33 caucasianos
controles. Os polimorfismos da IL-4 foram determinados pela técnica do PCR e o DNA
obtido do sangue venoso periférico. Nenhuma associacao significativa foi estabelecida
entre os polimorfismos da IL-4 e o risco para a periodontite agressiva. Entretanto, as
frequéncias alélicas mostraram resultados diferentes entre as populacdes. O
polimorfismo no intron 2 foi mais elevado em individuos caucasianos com periodontite
agressiva do que nos controles (OR=2.0 95% intervalo de confianca [1.0 — 4.2]). Além
disso, a freqliéncia desse polimorfismo em individuos com doenca e controles foi 25% e
60%, respectivamente; sendo mais elevado na populacdo japonesa do que na
caucasiana. Os autores concluiram que ndo existe uma associacao dos gendtipos da IL-4
e a periodontite agressiva em ambas as populacGes estudadas, embora as frequéncias
dos gendtipos sejam diferentes entre japoneses e caucasianos.

ITAGAKI et al.** buscaram uma associagdo entre o polimorfismo na regi&o
promotora do gene MMP-1 (-1607) e MMP-3 (-1171) e a suscetibilidade a periodontite
em uma populacdo japonesa de ndo fumantes. O DNA foi obtido do sangue venoso
periférico de 37 individuos com periodontite agressiva generalizada, 205 com
periodontite cronica e 142 individuos controle. Os polimorfismos foram determinados
pela técnica do PCR. Os dados foram analisados pelo teste estatistico . Nenhuma
diferenga significativa foi encontrada nas distribui¢cbes dos genotipos, nas freqiiéncias

alélicas ou dos hapl6tipos. Os autores concluiram que os dados obtidos parecem néo
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suportar a hipotese que os polimorfismos na regido promotora dos genes da MMP-1 e

MMP-3 influenciam na suscetibilidade a periodontite nesta populacéo japonesa.

3. PROPOSICAO

1. Definir o modo de heranca da periodontite agressiva nas familias
selecionadas;
2. Testar um método alternativo de coleta de células epiteliais da

mucosa oral para a obtencdo do DNA genémico;
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3. Analisar o DNA de alguns individuos destas familias utilizando

um chip para a genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K, Santa

Clara, CA).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — Amostra
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Foram selecionadas 5 familias, a partir de um individuo diagnosticado como
portador de periodontite agressiva®®, totalizando um nGmero de 23 individuos
examinados no presente estudo. As familias identificadas pelos niumeros 1,3 e 5 tiveram
, respectivamente, 1, 2 e 1 dos seus membros genotipados pelo chip (Affymetrix
GeneChip®10K, Santa Clara, CA). Todos os individuos submetidos & genotipagem
eram portadores de periodontite agressiva (Apéndice A) e de etnia afro-brasileira (ndo-
brancos). As familias examinadas foram selecionadas na Clinica de Especializacdo em

Periodontia da UNIGRANRIO.

4.2 — Critérios de Inclusdo e Excluséo

Como critério de inclusdo as familias precisavam ter pelo menos
um individuo afetado por periodontite agressiva com idade inferior ou igual
a 35 anos. Foram excluidos os individuos que apresentavam doenca

sistémica ou sindromes.

4.3 — Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade do estado do Rio de Janeiro (UERJ) (Anexo A). Os pacientes assinaram

um Termo de Consentimento antes de serem examinados.

4.4 — Coleta dos Dados
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Todos os individuos foram avaliados através de anamnese, exame clinico
periodontal, exame radiografico e exame laboratorial. A anamnese, 0 exame clinico
periodontal, assim como a coleta do bochecho com uma solugédo antisséptica alcodlica
(Scope®) foi realizado pela autora.

No questionario de anamnese constavam 0s seguintes dados: sexo, idade, etnia
(branco ou ndo-branco), habito de fumo, medicamentos em uso, dados de doengas
sistémicas e sindromes.

O exame periodontal incluiu: (1) profundidade de bolsa a sondagem (PBS)
medida a partir da margem gengival até o fundo da bolsa/sulco; (2) nivel de insercdo a
sondagem (NIS) medida a partir da juncdo cemento-esmalte (JCE) até o fundo da
bolsa/sulco™.

Todos os dentes presentes, com excecdo dos terceiros molares, foram
examinados. Os niveis de PBS e NIS foram medidos em seis sitios por dente (disto-
vestibular-DV, vestibular-V, mesio-vestibular-MV, disto-lingual-DL, lingual-L e mesio-
lingual-ML). Uma sonda periodontal milimetrada da marca HUFRIEDY® (Chicago,
EUA) modelo PCPUNC15 foi utilizada para a realizacdo de todas as medidas e 0s
valores obtidos foram aproximados para 0 milimetro mais proximo.

Todos os individuos foram submetidos a exame radiogréafico periapical completo
ou panoramico em uma mesma clinica radioldgica privada.

O diagnostico da periodontite agressiva foi baseado nos critérios descritos por

Tinoco et al.®®

, com algumas modificagdes: (1) PBS > 5mm e NIS > 4mm em pelo
menos um primeiro molar; (2) NIS > 4mm em > 1 sitio; (3) presenca de > 1 leséo
periodontal infra-6ssea (diagnosticada radiograficamente) envolvendo molares e/ou

incisivos. Ja o diagnostico de periodontite crénica foi dado pela presenca de > 4 sitios
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com PBS e NIS > 4mm. O individuo foi considerado periodontalmente saudavel quando

ndo possuia sitios com PBS e NIS > 4mm.

4.5 — Coleta de Material e Extracdo do DNA

Ap0s os exames clinicos os individuos foram submetidos a coleta de sangue e de
células epiteliais da mucosa oral com o objetivo de obtencdo do DNA genémico de
ambos os materiais coletados.

Aproximadamente 3mL de sangue venoso periférico em um tubo (Vacuette®
com EDTA) de 4mL a vacuo foi coletado por técnicos de enfermagem do laboratorio de
andlises clinicas da UNIGRANRIO. Apos a coleta, o sangue era centrifugado no local a
3000 rotagbes por minuto (rpm) por 5 minutos. O plasma foi separado e as células
foram congeladas a -20°C até a extracdo do DNA, ndo excedendo o periodo de 3 meses.

Para a coleta de células epiteliais da mucosa oral os individuos foram
submetidos a um bochecho com 30ml de uma solucdo antisséptica alcodlica (Scope®)
por 1 minuto. O liquido resultante do bochecho foi dispensado em um recipiente
plastico esterilizado e congelado a  -20°C até a manipulago.

A extracdo do DNA a partir dos materiais coletados foram realizados no
Laboratdrio de Bioquimica da UERJ pela autora. Foi feita a extracdo do DNA para a
posterior genotipagem de SNPs pelo chip (Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara,
CA).

A extracdo do DNA a partir de células epiteliais da mucosa oral foi realizada
segundo as especificacdes do fabricante do kit utilizado (Q1Aamp® DNA Mini Kit 250,
QIAGEN Sciences, USA). O DNA extraido foi estocado a -20°C até a analise com o

chip da Affymetrix para genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K, Santa
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Clara, CA), conforme recomendacdo do fabricante. Ja a extracdo do DNA do sangue
venoso periférico foi realizada segundo o protocolo utilizado pelo laboratério de
Bioquimica da UERJ, por ser um protocolo mais simples para o processamento do
sangue em comparacdo ao kit. O DNA extraido foi estocado a 4°C conforme
recomendac&o do protocolo até o uso posterior.

Uma aliquota de DNA foi enviada para o Centro de Estudos de Anomalias
Craniofaciais do Departamento de Pediatria da Universidade de lowa (EUA), onde
foram executadas as anélises com o chip.

O chip da Affymetrix para genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K,
Santa Clara, CA) foi desenvolvido para detectar os SNPs em amostras de DNA
genémico. Inicialmente 250ng de DNA foram digeridos com a enzima de restricdo
Xbal, o que resultou em fragmentos de varios tamanhos. Moléculas adaptadoras foram
ligadas a todos os fragmentos através da técnica de PCR. Os fragmentos amplificados
foram, entdo, fragmentados, marcados e hibridizados ao chip (Figura 1). Apos a leitura
da intensidade de fluorescéncia, cada genoétipo é determinado com base no software

GDAS 2.0 da Affymetrix.
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DNA GENOMICO

DIGESTAO PELA ENZIMA DE RESTRIGAO

(2.5 h)
LIGACAO Y
(2.5 h)
DILUICAO
v
v PCR
(4.5h)
v
FRAGMENTACAO
(0.75 h)
MARCAL;AO (2.25h)
HIBRIDIZVAQAO (16 h)
LAVAGEM & P¥GMENTAGCAO
(2 h)

SCANNING

Figura 1. Resumos dos procedimentos do chip. Adaptado do manual do chip da Affymetrix para
genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara, CA).
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4.6 - Analise Estatistica

Os gendtipos dos 4 casos e do DNA de referéncia foram
comparados baseados na hipotese de que o modo de heranca seria aquele
determinado na analise de segregacao.
As probabilidades dos genotipos coincidirem foram calculadas baseado na
freqliéncia dos alelos de cada SNP de acordo com a informacéo fornecida
pelo fabricante. Sabendo-se que a distribuicdo dos gendtipos em qualquer
populacdo segue uma expressdo binomial A*+2AB+B? = 1 (Principio de
Hardy-Weinberg), sendo que A% é o nimero de homozigotos de alelos
comuns, B® é o nimero de homozigotos de alelos raros e 2AB 0 nimero de
heterozigotos; foram utilizados os valores de 2AB para calcular as
probabilidades. Probabilidades inferiores a 0.000005 foram consideradas
significativas, pois foi utilizada a correcdo de Bonferroni para testes

maultiplos (0.05/10000).
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5. RESULTADOS

A figura 2 apresenta o0s heredogramas das 5 familias
selecionadas, totalizando 23 individuos. Cada familia € identificada por um
nimero e cada individuo por um namero, correspondente ao nimero da
familia, e por uma letra. Através do exame clinico periodontal (Apéndice
A) foi estabelecido o diagnostico periodontal de cada individuo. As
familias foram selecionadas a partir de um caso de periodontite agressiva,
obedecendo aos critérios e parametros definidos no material e métodos

desta tese. Esses casos indices sdo sempre identificados pela letra A.



FAMILIA 01

01B

01C

O

FAMILIA 02

.
o

.
o



01A 01D 01E 02A 02D

O

03B 03C

FAMILIA 03

03E 03D  O3F 03G 7 03H 4 03A
FAMILIA 04 FAMILIA 05
05C
04B 04C
04A

05D / 05A

Figura 2. Heredogramas das familias avaliadas: os quadrados representam o sexo masculino e os circulos
o feminino. A cor vermelha representa os desdentados totais, a amarela os portadores de periodontite
crbnica, a preta os portadores de periodontite agressiva e a branca os periodontalmente saudaveis. As
setas indicam os individuos que tiveram o DNA genotipado pelo chip.

Baseando-se nos 4 padrdes basicos de herangca monogénica: autossémico
dominante, autossémico recessivo, ligado ao sexo (X) dominante e ligado ao sexo (X)
recessivo; podemos sugerir que nesta amostra de familias com periodontite agressiva, o
modo de heranga assemelha-se ao autossdomico dominante com penetrancia muito alta

ou completa.
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A figura 3 mostra a eletroforese do gel de agarose do DNA extraido a partir do
sangue venoso periférico (lado direito) e das células epiteliais descamadas da mucosa
oral (lado esquerdo). A qualidade do DNA extraido com os dois métodos de coleta

(bochecho e sangue) pode ser comparada, chegando-se a conclusdo que o método

alternativo testado na tese é eficaz, além de menos invasivo.

Figura 3. A esquerda eletroforese do gel de agarose do DNA obtido das células epiteliais
descamadas da mucosa oral e extraido com o protocolo do kit (QlAamp® DNA Mini Kit 250, QIAGEN
Sciences, USA) para extragdo de DNA. A direita eletroforese do gel de agarose do DNA obtido do sangue
e extraido com o protocolo utilizado pelo laboratério de Bioquimica da UERJ. 1ul da amostra de DNA foi
aplicado ao gel de agarose a 1% utilizando o TAE como tampé&o. A eletroforese foi executada a 5V/cm. O
gel foi corado com 1mg/ml de brometo de etideo e visualizado sobre uma luz ultravioleta.

O DNA extraido de cada um dos 4 individuos portadores de periodontite
agressiva indicados na figura 1 foi analisado pelo chip para genotipagem de SNPs
(Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara, CA) que executou a genotipagem para mais

de 10.000 SNPs.
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Os gendtipos dos 4 casos e do DNA de referéncia foram

comparados baseados na hipdtese de que o modo de heranca seria

autossdmico dominante, segundo determinado na analise de segregacao.

Para uma heranga autossdomica dominante, regides de interesse
seriam aquelas onde o genotipo dos 4 individuos coincidissem na forma

heterozigota e fosse diferente do gendtipo de referéncia.

Todas as quatro amostras de DNA analisadas com o chip puderam ter mais de
90% dos SNPs genotipados. Apos a genotipagem verificamos 252 locais com esse perfil
de heranca autossémica dominante (gendtipos heterozigotos), sendo que 7 desses loci
apresentaram > 3 SNPs cujo gendtipos ndo puderam ser determinados e foram
excluidos, totalizando 245 gendtipos heterozigotos que coincidiram nos quatro
individuos testados (2,45%).

Nos cromossomos 1, 8 e 10 foram encontrados 3 SNPs “vizinhos” com
genotipos heterozigotos idénticos nos 4 individuos analisados que diferiam do gendtipo
de referéncia (homozigoto) (Quadro 1). Essas regibes nos cromossomos 8 e 10
apresentaram alguns gendtipos que ndao puderam ser determinados e foram excluidos,

restando o locus no cromossomo 1.

dbSNP RS
ID

Chr |Locus 03A 03H P1A 05A Controle Freq A Cauc Freq Het Cauc Freq A AfAm Freq Het AfAm

rs1936147

10 111338259 BB BB JAB AB BB 0.440 0,493 0.286
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rs1936134 10 111458396  |AB AB  NoCall |NoCall |AA 0.512 0,5 0.381 0,472
rs1936133 10 [111458677  |AB AB |AB AB BB 0.500 0,5 0.619 0,472
rs1853189 10 [111523156  NoCall |AB  |NoCall |AB AA 0.643 0,459 0.512 0,5
rs953196 10 [113280290 BB BB |[NoCall |NoCall |AB 0.369 0,466 0.179 0,295
rs718122 8 146756 BB BB BB AB AB 0.650 0,455 0.257 0,382
rs718119 8 147116 AB AB |AB NoCall |AA 0.952 0,091 0.810 0,308
rs1365280 8 3909528 AB AB  [NoCall |NoCall BB 0.345 0,452 0.357 0,459
rs1365277 8 13909711 NoCall JAB  [NoCall |NoCall |NoCall 0.667 0,444 0.577 0,488
rs1820437 8 3910104 AA AA |AB NoCall |AB 0.845 0,262 0.774 0,35
rs1340128 1 07328737  AA AA IAA AB AB 0.619 0,472 0.607 0,477
rs1934614 1 07356607  |AB AB |AB AB BB 0.190 0,3078 0.423 0,488
rs1418973 1 07382734 |AB AB |AB AB AA 0.643 0,459 0.690 0,4276
rs1415249 1 208098497 |AB AB |AB AB BB 0.083 0,1522 0.621 0,4706
rs1578992 1 08599569 |AA AA |IAB AB AA 0.750 0,375 0.600 0,48

Quadro 1. Dados sobre 0s cromossomos 1, 8 e 10 gerados pela anélise com o Affymetrix GeneChip®10K (Santa Clara,
CA).Em destaque regides de 3 SNPs “vizinhos” com genotipos heterozigotos idénticos que diferiram do gen6tipo controle
(homozigoto). Em azul as freqiiéncias heterozigéticas dos 3 SNPs no cromossomo 1 em caucasianos e africanos.

No cromossomo 1, as freqliéncias dos 3 SNPs com genoétipos heterozigotos
idénticos nos 4 individuos analisados foram respectivamente 0,3078 / 0,459 / 0,1522 na
populacdo caucasiana e 0,488 / 0,4276 / 0,4706 na populacdo americana de origem
africana (quadro 1). Para constatar qual seria a chance de ter 3 pessoas de familias
diferentes nessas populacbes com esse gendtipo, multiplicou-se cada uma das
frequéncias 3 vezes por ela mesma e os 3 valores obtidos foram multiplicados entre
eles, chegando a uma probabilidade de 0,000009 na populacéo caucasiana e 0,0009 na
populacéo americana de origem africana. Probabilidades inferiores a 0.000005 seriam
consideradas significativas, pois foi utilizada a correcdo de Bonferroni para testes
maltiplos (0.05/10000). A probabilidade de esse evento ocorrer na populagdo analisada
(afro-brasileira) é provavelmente um valor entre as probabilidades de ocorréncia em
caucasianos e descendentes de africanos norte-americanos, portanto um valor préximo
ao considerado estatisticamente significante ap6s a corre¢do de Bonferroni

(p=0,000005).
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No cromossomo 1, os 3 SNPs “vizinhos” com geno6tipos heterozigotos idénticos

nos 4 individuos analisados que diferiam do genétipo controle (homozigoto) sao

identificados por rs1934614, rs1418973 e rs1415249 e estdo localizados no intervalo

1932.2-932.3 do cromossomo 1 que possui 1.270.833 pares de bases (Tabela 1).

Analisando este intervalo do cromossomo 1 no banco de dados genémicos da

Universidade da Califérnia™ pode-se observar a presenca de 17 genes diferentes que

codificam diferentes proteinas com funcGes especificas (quadro 2).

ID DO GENE

ESPECIFICIDADE

DOENGAS

DESCRICAO FUNCAO LOCALIZACAO TECIDUAL RELACIONADAS
1 |KCNH1 Membro 1 da | Mediar a | Proteina  integral  de | Cérebro e mioblastos | Crescimento de
familia H de | corrente membrana células cancerigenas
canais de | sodio/potassio e proliferagdo de
potassio nos mioblastos células tumorais.
2 |RCOR3 REST Ndcleo Desconhecida Desconhecida
corepressor 3
3 | TRAF5 Receptor  do | Sinais de | Citoplasmatica Baco, timo, prostata, | Envolvida em
TNF associado | transdugdo de célon e  sangue | processos
ao fator 5 membranas da periférico inflamatérios e
superfamilia alguma relagdo com
dos receptores artrite e outras
TNF, associado doencas auto-imunes.
com CD40 e
parece
envolvido em
apoptose
4 |BC031608 RCOR3 Desconhecida | Nucleo Cérebro Desconhecida
5 | MGC14801 LOC84791 Desconhecida Desconhecida Vesicula Desconhecida
6 |Clorf36 Clorf36 Desconhecida | Desconhecida Retina Desconhecida
7 |SLC30A1 Transportadora | Transporte de | Proteina  integral  de | Desconhecida Desconhecida
de zinco 1 zinco para fora | membrana,provavelmente
de célula sobre a membrana
plasmética
8 |AY045701 NEK2B Desconhecida Desconhecida Desconhecida Desconhecida
proteina kinase
BC065932 NEK2 Desconhecida | Desconhecida Utero Desconhecida
10 | NEK2 Serina/treonina | Envolvida  na | Nucleo Pele, placenta, | Desconhecida
proteina kinase | regulacéo nasofaringe e
NEK2 mitética, deve células T
exercer  uma
funcéo na
meiose
11 | LPGAT1 FAM34A Desconhecida | Proteina  integral ~ de | Medula 6ssea Desconhecida
membrana
12 | BC020523 Clorf73 Desconhecida Desconhecida Pele Desconhecida
proteina
13 | BC033540 FLJ10399 Desconhecida | Desconhecida Desconhecida Desconhecida
14 | Clorf73 FLJ10736 Desconhecida Desconhecida Utero Desconhecida
15 | BC030716 FLJ12527 Desconhecida Desconhecida Desconhecida Desconhecida
16 |DTL FLJ14745 Desconhecida Desconhecida Desconhecida Desconhecida
17 | AK027651 FLJ14745 Desconhecida Desconhecida Desconhecida Desconhecida

Quadro 2. Relagdo dos genes identificados no intervalo 1932.2-32.
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6. DISCUSSAO

Vérios estudos tém sugerido que a periodontite agressiva €
fortemente influenciada por fatores genéticos™ ?* *. Algumas evidéncias
convincentes de que a suscetibilidade a infecgcbes microbianas deve ser
parcialmente determinada pelo genétipo do hospedeiro, tém emergido nas
Gltimas décadas®, fato que motiva o desenvolvimento de estudos genéticos

em periodontia.

A etiologia das periodontites agressivas envolve complexas
interacOes entre fatores genéticos, microbianos e fatores de risco
ambientais locais e sisttmicos modulando o curso imuno-inflamatério da
doenca. Os resultados de estudos populacionais e de agregacdo familial®
indicam que fatores genéticos parecem ter uma forte influéncia na

suscetibilidade a periodontite agressiva.

Apesar de fatores ambientais fornecerem fatores de risco
suficientes para o desenvolvimento da doenga, individuos de uma mesma
familia ndo parecem ser igualmente suscetiveis a periodontite®®. Por
exemplo, individuos convivendo no mesmo ambiente, e expostos aos
mesmos fatores de risco deveriam apresentar o mesmo fenotipo com
relacdo a expressdo da periodontite. Os heredogramas das familias do

presente estudo (Figura 2) e outros estudos em familias com periodontite
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agressiva® *° sugerem que além dos conhecidos fatores de risco, fatores

genéticos parecem influenciar a expressdo da doenca.

A maioria das evidéncias da influéncia genética na periodontite

. - T x 44, 63, 8, 42 .
agressiva origina-se de anélises de segregacao . Sendo assim, um
dos objetivos da tese foi fazer uma anédlise de segregacdo das familias
selecionadas, ou seja, determinar o modo de heranca da periodontite

agressiva nas familias selecionadas.

Foram selecionados casos de periodontite agressiva obedecendo-
se 0s critérios estabelecidos para o diagnostico da doenca e, a partir desses
casos indices as familias foram recrutadas. O limite de idade estabelecido
(< 35 anos) para o diagndstico da periodontite agressiva ndo esta de acordo
com a classificacdo atual da Academia Americana de Periodontia (AAP)*
que ndo utiliza o critério idade para a classificacdo da doenca, mas este foi
considerado na tese para excluir qualquer possibilidade de confusdo no
diagnostico com periodontite cronica severa.

As analises de segregacdo das periodontites testam modelos estatisticos
multifatoriais que incorporam fatores ambientais e/ou genéticos adicionais que possam
modificar a expressdo clinica da doenca em individuos suscetiveis® e, sustentam a
hipétese de um locus principal para a periodontite agressiva®*. No presente estudo,

nenhum modelo estatistico foi aplicado devido ao reduzido numero e familias e aos

heredogramas caracterisiticos de heranca autossdbmica dominante. Este resultado esta de
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acordo com o estudo classico de andlise de segregacdo em uma populacdo de
caucasianos (brancos) e afro-americanos (ndo brancos)*.

Estudos anteriores** ® haviam sugerido que a periodontite agressiva era uma
doenca ligada ao sexo (X) dominante ou ainda que se tratava de uma doenca
autossomica recessiva®. A variabilidade dos resultados acima é atribuida aos diferentes
métodos de diagnéstico e classificacdo da doenca® e, no caso da hip6tese de uma doenca
ligada ao sexo (X) dominante, o padrdo de heranca foi determinado baseado em
observacOes da predominancia do sexo feminino entre os casos indices e a caréncia de
transmissdes de pai para filho.

Analisando os critérios de classificacdo dos distlrbios genéticos®®, a periodontite
agressiva exibe caracteristicas de um distdrbio genético monogénico (padrdo de
transmisséo relacionado a um defeito em um Unico gene). Existem 4 padrdes basicos de
heranca monogénica: autossémico dominante, autossdmico recessivo, ligado ao sexo
(X) dominante e ligado ao sexo (X) recessivo. Os critérios de heranca autossdmica
dominante sdo: o fenodtipo aparece em todas as geracGes da familia e freqlientemente a
pessoa afetada tem um genitor afetado (como na familia 1 e possivelmente nas demais
familias). Nos acasalamentos que produzem filhos com uma doenca autossémica
dominante, um genitor é geralmente heterozigético para a mutacdo e 0 outro
homozigotico para o alelo normal. Entéo cada filho tem 50% de chance de ser normal
ou afetado. Em termos estatisticos, cada gestagdo é um “evento independente” ndo
governado pelo resultado de gestacGes préevias; assim, dentro de uma familia, a
distribuicdo de individuos afetados e ndo afetados pode ser muito diferente de 1:1, como
observado nas familias da figura 2. Homens e mulheres tém a mesma probabilidade de
transmitir o fendtipo aos filhos de ambos os sexos. Sendo assim, parece plausivel

sugerir o modo de heranga autossdmico dominante neste estudo. Apesar de ndo ser
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possivel afirmar com certeza que os pais das familias 2 a 5 apresentaram periodontite
agressiva, pois eles ja eram desdentados totais ou apresentavam periodontite crénica no
momento do exame, esta € a situacdo mais provavel.

A populacdo analisada no presente estudo € de etnia afro-brasileira, uma
provavel miscigenacdo de 3 etnias diferentes. Os dados desse estudo sdo comparados
com estudos em populagdes caucasianas e de afro-americanos** ®*® 2 devido ao fato de
ndo existirem na literatura trabalhos de andlise de segregacdo de periodontites em
populacdo brasileira.

Com relacdo a penetrancia, esta é definida como a probabilidade de um gene ter
qualquer expressdo fenotipica. E um conceito de tudo-ou-nada. Em termos estatisticos, é
a percentagem das pessoas com um determinado genotipo e que estdo afetadas, ou seja,
exibindo o fen6tipo®®. Na presente analise de segregacdo, a penetrancia parece muito
alta ou completa porque ndo necessariamente as pessoas nao afetadas tém a mutacéo
para que o modelo autossémico dominante seja possivel. Este resultado esta de acordo
com o estudo de andlise de segregacéo®® que encontrou penetrancias altas, chegando a
73% em caucasianos e 70% em afro-americanos.

Outro objetivo do presente estudo foi testar um método alternativo de extracao
de DNA a partir de células epiteliais descamadas da mucosa oral ap6s o bochecho com
solucdo antisséptica alcodlica (Scope®). O método tradicional e mais utilizado nos

estudoslS, 77, 18, 52

preconiza a coleta do sangue venoso periférico para a extracdo do
DNA, ja que existe uma vasta quantidade de células sanguineas para a extracdo do
DNA. Outro método encontrado na literatura para a obtencdo de material gendémico
consiste na coleta de células epiteliais da mucosa jugal através de bochecho com 3% de

glucose e raspagem da mucosa jugal com espétula de madeira”. O método alternativo

testado demonstrou ser menos invasivo, aléem de bem aceito pelos individuos.



Ix

A qualidade do DNA extraido com os dois métodos de coleta (bochecho e
sangue) foi analisada através da visualizacdo da eletroforese em gel de agarose,
chegando-se a conclusdo que o método alternativo testado na tese é eficaz. Além disso,
a qualidade do DNA extraido pela técnica do bochecho também mostrou ser suficiente
para a sua posterior aplicacdo no chip para genotipagem de SNPs (Affymetrix
GeneChip®10K, Santa Clara, CA) que executou a genotipagem para mais de 10.000
SNPs, com um aproveitamento superior a 90%. O fato do DNA obtido com o método
alternativo de coleta ser de boa qualidade € extremamente importante para o
planejamento e execuc¢do de estudos futuros em ambientes odontoldgicos ou de campo,
nos quais a coleta de sangue nao é um procedimento simples e corriqueiro.

Apesar das amostras do DNA extraido a partir de células da mucosa oral terem
funcionado satisfatoriamente na anélise do chip da Affymetrix, apenas 4 individuos
tiveram a genitopagem feita por ser esta uma tecnologia de custo muito elevado,
impedindo o seu uso em larga escala. A disponibilizacdo desta tecnologia de
genotipagem através de chip em condi¢des mais acessiveis pode tornar vidvel a analise
de uma amostra maior, e com maior poder estatistico.

Os polimorfismos genéticos tém sido utilizados como marcadores para localizar
genes causadores de doencas através de estudos de ligacdo e ou de associagdo®’.
Existem varios tipos de polimorfismos genéticos, porém os SNPs ocorrem mais
frequentemente do que qualquer outro; sua frequéncia no genoma humano é estimada
em 1 a cada 300 a 1.000 pares de bases™. Além disso, os SNPs sdo facilmente
detectaveis utilizando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR); porém,
tecnologias mais recentes (rastreamento por chip) tém proporcionado maior praticidade
nos processos de identificacdo dos SNPs, permitindo uma genotipagem rapida e

eficiente de centenas a milhares de SNPs* %,
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Em medicina, na area da genética humana, varios estudos tém utilizado a
tecnologia do chip Affymetrix para genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K,
Santa Clara, CA) como um estudo relacionado ao cancer de esdfago® e um estudo que
visou identificar a freqiiéncia de defeitos cromossdémicos na populacdo em geral®.
Recentemente, 0s estudos em genética buscam a base molecular da predisposicdo
genética a periodontite, e varios polimorfismos genéticos estdo sob analise a fim de se
esclarecer suas funcdes no aumento da suscetibilidade & doenca®. Um ntimero crescente
de estudos busca por polimorfismos em genes de citocinas inflamatorias (genes
candidatos para periodontites) que poderiam influenciar a progressao da periodontite
agressiva’.

Os polimorfismos do gene da IL-1 tém sido associados com

periodontite agressiva™ .

Entretanto, alelos alternativos aqueles
encontrados na periodontite crénica tém sido estudados, além de outros
genes como o da IL-4* % do FcyR** *, do TNFa'®, da IL-10"" 8, MMP-1
e MMP-3* e do VDR?. Os estudos indicam que alguns polimorfismos
parecem estar associados a periodontite agressiva em certos grupos etnicos.
Entretanto, varios estudos com individuos pertencentes a0 mesmo grupo
étnico, freglientemente ndo alcangam resultados consistentes. Além disso,
existem poucos estudos de andlise dos haplétipos e das interacBes entre
genes. Portanto, até o0 momento, nenhum fator de risco genético especifico
para a periodontite agressiva foi identificado de forma conclusiva®.

No presente estudo, os individuos que tiveram o DNA submetido a genotipagem

foram escolhidos baseado no diagndstico da periodontite agressiva e por pertenceram a
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familias consideradas com maior chance de terem uma predisposicdo genética a doenca
por apresentarem mais casos de periodontite agressiva. Coincidentemente os 4
individuos genotipados sdo do sexo feminino sendo que 2 deles sdo irmaos. JA 0 DNA
de referéncia, fornecido pelo fabricante, pertence a um individuo do sexo masculino,
sistemicamente saudavel e de provavel etnia caucasiana. Esse DNA de referéncia é uma
amostra andnima e nenhuma informacao sobre o individuo que forneceu essa amostra é

fornecida pelo fabricante.

Os genotipos dos 4 casos e do DNA de referéncia foram
comparados baseados na hipOtese de que o modo de heranca seria
autossémico dominante, segundo determinado na anélise de segregacéo.
Para uma heranga autossdmica dominante, regides de interesse seriam
aquelas onde o genotipo dos 4 individuos coincidissem na forma

heterozigota e fosse diferente do gendtipo do controle.

Nos cromossomos 1, 8 e 10 foram encontrados 3 SNPs ‘“vizinhos” com
gendtipos heterozigotos idénticos nos 4 individuos analisados que diferiam do gendtipo
controle (homozigoto). Essas regides nos cromossomos 8 e 10 apresentaram alguns
gendtipos que ndo puderam ser determinados e foram excluidas, restando o locus no
cromossomo 1.

No cromossomo 1, os 3 SNPs “vizinhos” com genoétipos heterozigotos idénticos
nos 4 individuos analisados que diferiam do genotipo controle (homozigoto) sdo
identificados por rs1934614, rs1418973 e rs1415249. As freqiiéncias desses 3 SNPs
foram respectivamente 0,3078 / 0,459 / 0,1522 na populacdo caucasiana e 0,488 /
0,4276 / 0,4706 na populacdo americana de origem africana. A probabilidade de esse

evento ocorrer na populacéo analisada (afro-brasileira) é provavelmente um valor entre
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as probabilidades de ocorréncia em caucasianos e descendentes de africanos norte-

americanos, portanto um valor bem préximo ao considerado estatisticamente

significante.

Analisando este intervalo do cromossomo 1 no banco de dados
gendémicos da Universidade da California”™ pode-se observar a presenca de
17 genes diferentes que codificam diferentes proteinas com funcdes
especificas. Dentre eles, o que mais despertou o interesse por estar
envolvido em processos inflamatorios foi o gene identificado por fator 5
associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF5) que codifica
uma proteina que € membro da familia de proteinas associada ao receptor
do fator de necrose tumoral (TNF). Esta proteina parece estar envolvida na
patogénese de perda Ossea em processos inflamatorios como na artrite
reumatdide®’, na inducdo do TNF a ativacdo e protecdo de morte celular
por apoptose®™, na regulacdo da diferenciacdo de células T, entre outras
possiveis funcdes ainda desconhecidas. Futuramente, este gene pode ser
sugerido como um potencial candidato para a suscetibilidade a periodontite
agressiva e poderdo ser implementados estudos de ligacdo ou de

associacao.

Este estudo pode ser considerado um estudo genético preliminar
de familias com periodontite agressiva e fez uma anélise descritiva dos
resultados obtidos. Futuramente, apds a identificacdo de mais familias

segregando periodontite agressiva, um estudo de ligacdo capaz de fornecer
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evidéncias com maior poder atraves do amplo mapeamento do genoma
utilizando marcadores genéticos conhecidos para buscar genes
predisponentes ou em ligacdo podera ser executado. Os marcadores seriam
utilizados para seguir a transmissdo dos segmentos do cromossomo dentro
das familias e/ou atraves das familias, buscando as correlagBes entre a
transmissdo de uma regido cromossomal especifica e a transmissdo da
doenca. Quando a localizagcdo cromossomal dos marcadores € conhecida
eles podem ser avaliados por analise de ligacdo. Uma outra abordagem
seria comparar entre casos e controles as freqiiéncias de polimorfismos
localizados em genes candidatos, cujas proteinas executam uma funcdo na

resposta imuno-inflamatoria.
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7. CONCLUSOES

1. O modo de heranca da periodontite agressiva nestas familias parece ser
autossdmico dominante com penetrancia muito alta ou completa.

2. O método alternativo de coleta de células visando a obtencdo de material
genémico, além de menos invasivo, mostrou-se adequado aos objetivos
propostos, funcionando satisfatoriamente para a tecnologia do chip para
genotipagem de SNPs (Affymetrix GeneChip®10K, Santa Clara, CA),

possibilitando uma genotipagem superior a 90% dos SNPs.

3. Foi identificada uma regido no intervalo 1g32.2-32.3 do
cromossomo 1 com 3 SNPs com gendtipos heterozigotos
idénticos que diferiam do gendtipo de referéncia (p<0,000005).
Neste intervalo ocorreu a presenca de 17 genes candidatos, sendo

que, em especial, o TRAF5 estd envolvido em processo



Ixvi

inflamatdrio, codificando uma proteina da familia dos receptores

de TNF.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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