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RESUMO

A destruicdo periodontal é relacionada ao envolvimento de uma microbiota
periodontopatogénica e a susceptibilidade do paciente para a doenga. Os objetivos
desta tese foram: avaliar a presenca do periodontopatdgeno Porphyromonas
gingivalis e seus genotipos fimA em biofilme subgengival de pacientes com
periodontite em suas formas mais avancadas (capitulo 1), e avaliar a presenca de
polimorfismos nos genes CDKN2B(rs3217992) e GLT6D1(rs1537415) nesses
pacientes (capitulo 2). Para isso, foram avaliados 100 pacientes com periodontite
estagios Ill e IV graus B e C e 61 pacientes saudaveis. O exame clinico realizado
incluiu indice gengival, indice de placa, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem, nivel de insercdo clinica, avaliagdo de mobilidade e lesdo de furca.
Amostras de biofilme subgengival foram coletadas dos sitios interproximais com maior
perda de insercéo para analise microbiolégica e foram avaliadas através de PCR. Para
analise dos polimorfismos genéticos, amostras de células bucais foram analisadas por
PCR-RT. P. gingivalis mostrou-se presente em 61,96% das amostras. A prevaléncia
de P. gingivalis foi maior nos pacientes com periodontite grau C (p=0.048), nos
pacientes com maior média de perda de insercéo clinica (p<0.001), profundidade de
sondagem (p<0.001) e sangramento a sondagem (p=0.01) e nos sitios com maior
destruicdo periodontal (p=0.01). O gendtipo fimA Il foi mais prevalente nos pacientes
com maior média de profundidade de sondagem (p=0.04) e maior proporcdo de sitios
sangrantes (p=0.006). Em relacéo aos polimorfismos genéticos estudados, ndo foram
encontradas associa¢fes significativas com as amostras de pacientes com doenca
gquando comparados a pacientes saudaveis, nem entre os graus B e C. Como
concluséo, na amostra de brasileiros com periodontite estagios Ill e IV graus B e C
estudada, a prevaléncia de P. gingivalis foi maior nos pacientes grau C e nagueles
com sitios com maior destruicdo periodontal. A presenca do seu genotipo fimA 1l foi
maior naqueles com maior média de profundidade de sondagem e maior propor¢cao
de sitios sangrantes, porém nao houve associacdo com 0s polimorfismos genéticos
nos genes CDKN2BAS e GLT6D1 com a doenca periodontal na amostra brasileira

estudada.

Palavras-chave: Periodontite. Porphyromonas gingivalis. Polimorfismos genéticos.



ABSTRACT

Periodontal destruction is related to the presence of periodontopathogenic microbiota
and to the susceptibility of the patient to the disease. The objective of this study was
to assess the presence of the periodontopathogen Porphyromonas gingivalis and its
fimA genotypes in subgingival biofilm of patients with periodontitis in its most advanced
forms, as well as the presence of genetic polymorphisms in CDKN2BAS and GLT6D1
genes. One hundred patients with periodontitis stages Ill and IV grades B and C and
61 healthy patients were evaluated. Clinical examination included gingival index,
bleeding at probing, depth of catheterization and level of clinical insertion. Subgengival
biofilm samples were evaluated through PCR for microbiological analysis and saliva
samples were analyzed by RT-PCR for detection of the genetic polymorphisms. The
prevalence of P. gingivalis was 61.96% and it was more prevalente in grade C
periodontitis patients (p=0.048), in patients with greater probing depth (p<0.001),
clinical attachment level (p<0.001) and bleending on probing (p=0.01), and in sites
with greater periodontal destruction (p=0.01). FimA Il genotype was more prevalent in
patients with greater mean probing depth (p=0.04) and greater proportion of bleeding
sites (p=0.006). None of the genetic polymorfisms studied showed a significant
association to periodontitis patients when compared to healthy subjects, nor when
compared to grades B and C periodontits patients. In conclusion, in the sample of
Brazilians with periodontitis stages Ill and IV grades B and C, the prevalence of P.
gingivalis was higher in grade C patients and in those with sites with greater periodontal
destruction, the presence of its fimA Il genotype was higher in those with greater mean
probing depth and proportion of bleeding sites, but they were not associated with
polymorphisms in the CDKN2BAS and GLT6D1 genes in the brazilian population
studied.

Keywords: Periodontitis. Porphyromonas gingivalis. Genetic polymorphisms.
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1 INTRODUCAO GERAL

Doencas periodontais sdo patologias inflamatérias causadas
primariamente pela presenca de placa bacteriana no ambiente crevicular gengival,
que induz a uma série de respostas imunoinflamatérias do hospedeiro!2. A inflamacéo
mediada pela presenca da placa bacteriana pode ser limitada aos tecidos gengivais.
Entretanto, em hospedeiros susceptiveis, pode levar
a destruicdo progressiva dos tecidos periodontais de suporte, resultado em
periodontite, cujas consequéncias podem incluir desde perda de insercao periodontal
e mobilidade até perda dentaria®*.

A periodontite € uma doenga imunoinflamatoria que resulta em inflamacéo
dos tecidos de suporte do dente e em perda progressiva de insercdo®. Essa patologia
depende da ocorréncia simultanea de varios fatores®. O ambiente local deve conter
espécies bacterianas relacionadas a destruicdo periodontal e deve ser favoravel a
expressdo de fatores de viruléncia pelos patdégenos®. Além da presenca de
periodontopatdgenos, é necessario a susceptibilidade do hospedeiro, que se encontra
influenciada por fatores ambientais, como o hébito de fumar, por fatores sistémicos,
como a presenca de diabetes, assim como por fatores genéticos?.

Até 2018, as duas principais formas de doenca periodontal induzida por
placa bacteriana eram a periodontite crénica e a periodontite agressiva®. Apés o World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions, a periodontite passou a ndo mais ser subdividida em crénica e agressiva,
mas classificada em estagios e graus que descrevem sua apresentacdo utilizando
parametros clinicos e outros elementos que afetam seu manejo clinico e prognadstico,
sendo os estagios Il e IV e o grau C as formas mais severas da doenga®’.

Entre os patdgenos estudados, a Porphyromonas gingivalis tem
demonstrado associacdo significativa a destruicdo periodontal em diferentes
populagdes®10. As fimbrias estdo entre os principais fatores de viruléncia da P.
gingivalist12, A fimbria principal é codificada pelo gene fimA e esta relacionada ao
potencial patogénico da bactérial®13,

Além do fator microbiolégico, a ocorréncia e a progressdo das doencas
periodontais esta relacionadas a fatores inerentes ao hospedeiro?!4. Existe um
crescente corpo de evidéncias que suporta 0 componente genético do individuo como

um importante fator para a ocorréncia e a progressao da periodontite!416, Individuos
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podem responder de forma diferente a desafios bacterianos e ambientais comuns,
sendo essa resposta influenciada pelo seu perfil genético(15). Diversas pesquisas tém
associado variacdes genéticas, como polimorfismos, ao aumento da susceptibilidade
ou severidade da doenca periodontal(16).

Tendo em vista a importancia do correto entendimento sobre a
etiopatogénese da periodontite, possibilitando a identificacédo de individuos de risco e
0 seu diagndéstico e tratamento precoce e preciso, 0 objetivo da presente tese foi
avaliar aspectos microbiologicos e genéticos dessa patologia, através da identificacéo
do periodontopatégeno P. gingivalis e seus gendtipos fimA e da identificacdo dos
polimorfismos do gene (gliceriltransferase e CDKN2BAS em pacientes com

periodontite.
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2 PROPOSICAO

Esta tese de doutorado é apresentada em capitulos, tendo como objetivos:

Capitulo 1. Avaliar a prevaléncia de Porphyromonas gingivalis e seus
genatipos fimA em paciente com periodontite estagios Il e IV graus B e C e relaciona-

las aos dados clinicos periodontais.

Capitulo 2. Investigar os polimorfismos nos genes GLT6D1 e CDKN2B em
individuos com periodontite estagios Ill e IV graus B e C, comparando-os entre si e

com pacientes periodontalmente saudaveis.



13

3 CAPITULOS

Esta tese estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de
Pos-Graduacao em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta
o formato alternativo para dissertacfes de Mestrado e teses de Doutorado, e permite
a insercdo de artigos cientificos de autoria e coautoria do candidato. Por serem de
pesquisas envolvendo seres humanos, ou parte deles, o projeto de pesquisa referente
a este trabalho foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, tendo sido aprovado sob
0 protocolo n® 098/11 (anexo A) e n° 20/08 (anexo B). Assim sendo, esta tese de
Doutorado é composta por capitulos, contendo artigos a serem submetidos para

publicacdo em revistas cientificas, conforme descrito na sequéncia.

CAPITULO 1 “ANALISE DE GENOTIPOS fimA DE Porphyromonas
gingivalis EM PACIENTES COM PERIODONTITE”. Richelle Soares RODRIGUES,
Virginia Régia Souza da SILVEIRA, Rodrigo Otavio César REGO. Esse artigo sera

submetido a publicacédo no periddico Brazilian Oral Research.

CAPITULO 2 “ANALISE DE POLIMORFISMOS NOS GENES GLT6D1 E
CDKN2BAS EM PACIENTES COM PERIODONTITE”. Richelle Soares RODRIGUES,
Virginia Régia Souza da SILVEIRA, Raquel Mantuaneli SCAREL-CAMINAGA,
Rodrigo Otavio Régo. Esse artigo sera submetido a publicacao no periédico Brazilian

Oral Research.
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CAPITULO 1

ANALISE DE GENOTIPOS fimA DE Porphyromonas gingivalis EM PACIENTES
COM PERIODONTITE

Especialidade: Periodontia

Autores:
Richelle Soares Rodrigues
richellerodrigues@gmail.com; (85) 988116351

Universidade Federal do Ceara (UFC) - Fortaleza

Virginia Régia Silveira
virrginia50@gmail.com; (85) 999950066
Universidade Federal do Ceara(UFC) - Sobral
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de Porphyromonas gingivalis (Pg) e
seu genotipos fimA 1, Ib, 11, 1ll, IV e V em uma amostra de pacientes brasileiros com
periodontite estagios Ill ou IV graus B e C; comparar a prevaléncia entre os pacientes
com periodontite graus B e C; e relacionar a presenca desses microorganismos aos
parametros clinicos periodontais dos pacientes estudados. Para isso, duas amostras
de biofilme subgengival de 94 pacientes, sendo 40 pacientes grau B e 54 grau C,
foram coletadas dos sitios interproximais com maior perda de insercao para, através
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), avaliar a presenca de Pg e do gendétipos
fimA. Os parametros clinicos periodontais avaliados incluiram indice gengival, indice
de placa, sangramento a sondagem, profundidade de sondagem, nivel de insercéo
clinica. P. gingivalis mostrou-se presente em 61,96% das amostras. A prevaléncia de
P. gingivalis foi maior nos pacientes com periodontite grau C (p=0.048), nos pacientes
com maior média de perda de insercao clinica (p<0.001), profundidade de sondagem
(p<0.001) e sangramento a sondagem (p=0.01) e nos sitios com maior destruicdo
periodontal (p=0.01). O gendtipo fimA 1l foi mais prevalente nos pacientes com maior
média de profundidade de sondagem (p=0.04) e maior proporcdo de sitios
sangrantes(p=0.006). Dessa forma, na populacéo brasileira estudada, a prevaléncia
de P. gingivalis foi maior em pacientes com periodontite grau C e com maior destruicao
periodontal, assim como o genotipo fimA |l parece estar relacionado a doenca,
observado através de maiores valores de profundidade de sondagem e sangramento

a sondagem.

Palavras-chave: Periodontite. Porphyromonas gingivalis. Fimbrias bacterianas.
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Introducéo

Periodontite € uma patologia multifatorial associada a disbiose da placa
bacteriana no ambiente subgengival e as respostas imunoinflamatérias do paciente-
3. Atualmente, a periodontite é classificada em quatro estagios, I, II, Il e IV,
relacionados a gravidade da apresentacdo e a complexidade do tratamento da
doenca. Estagios Ill e IV sdo os casos mais graves. Além disso, pode ser classificada
em graus A, B e C de acordo com a taxa de progressdo da doenca e a presenca de
fatores de risco?.

Diversos patdgenos tém sido associados a destruicdo periodontal.
Porphyromonas gingivalis € um periodontopatégeno do complexo vermelho descrito
por Socransky* comumente encontrado em bolsas periodontais de pacientes com
periodontite>1°, mas também presente em alguns individuos periodontalmente
saudaveis®!112, Esse microorganismo exibe grande diversidade genotipica e
fenotipica, resultando em variacfes na viruléncia e capacidade de induzir destruicdo
periodontalt?.

Dentre os fatores de viruléncia de P. gingivalis, as fimbrias sdo as principais
estruturas responsaveis por sua aderéncia a células epiteliais, fibroblastos,
componentes salivares e colageno, desempenhando um importante papel na
colonizacdo e invaséo dos tecidos periodontais!3. A fimbria principal é codificada pelo
gene fimA, cujas variacdes alélicas estao relacionadas ao seu potencial patogénico e
a diferentes condicdes periodontais®!!.

De acordo com a sequéncia de nucleotideos, sdo conhecidos seis
genoétipos do gene fimA: fimA I, Ib, Il, Ill, IV e V415 Diversos estudos relacionaram
uma maior prevaléncia do genotipo fimA II, seguido pelos gendtipos IV e Ib em
pacientes com periodontite®1116.17, Resultados semelhantes foram encontrados em
pacientes com peri-implantite, nos quais o genotipo fimA Il foi o mais prevalente e o
gendtipo fimA Ib foi associado a uma maior profundidade de sondagem peri-
implantar®. Além disso, um aumento na prevaléncia de P. gingivalis e seus genétipos
fimA Il e IV foi observado com um aumento no indice gengival trés meses apos a
colocagdo do aparelho ortodéntico em adolescentes'®. Por outro lado, uma maior
prevaléncia do gendtipo fimA | foi encontrada em pacientes com gengivite crénica sem
progressao para periodontite, sugerindo uma menor viruléncia desse genétipo?°.

Tendo em vista que a avaliacao da presenca de periodontopatdgenos e sua

relacdo com a apresentacéo clinica da doenca podem contribuir para a identificacao
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de individuos em risco para o desenvolvimento e a progressao da periodontite, e que
a distribuicdo de patdégenos e seus gendtipos podem ser influenciadas por localizacao
geografica e caracteristicas étnicas de diferentes populacées, 0 objetivo deste estudo
foi: avaliar a prevaléncia de P. gingivalis e seus genétipos fimA I, Ib, II, 1ll, IV e V em
pacientes brasileiros com periodontite estagios Il ou IV graus B e C; comparar a
prevaléncia de P. gingivalis e seus gendtipos fimA entre os pacientes com periodontite
graus B e C; e relacionar a presenca desses microorganismos aos parametros clinicos

periodontais dos pacientes estudados.

Metodologia

Este estudo transversal foi realizado em 94 pacientes selecionados na
Clinica de Periodontia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica 20/08 (Anexo 1). Todos os participantes ou responsaveis foram informados
sobre o objetivo do estudo e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice 1).

Os pacientes foram inicialmente divididos em pacientes com periodontite
crbnica ou com periodontite agressiva?®. No entanto, ap6s a publicacdo dos novos
critérios de classificacéo de periodontite em 20183, foram reclassificados nos estagios
[, I, 11l ou IV e graus A, B e C, de acordo com os dados registrados no exame clinico
(Apéndice 2), como perda de inserc¢éo clinica, profundidade de sondagem, mobilidade
dentaria, envolvimento de furca, nUmero de dentes remanescentes e perda 0ssea
radiografica. Além disso, padrées clinicos especificos sugestivos de periodos de
progressao rapida e/ou doenca de inicio precoce e a relacdo entre depdsitos de placa
e destruicdo periodontal foram usados para classificacdo nos graus A, B e C. Todos
0S pacientes apresentavam apenas estagios Ill e IV e graus B e C. Assim, foram
divididos em dois grupos: periodontite estagio Ill ou IV grau B (grupo B) e periodontite
estagio Il ou IV grau C (grupo C). Os critérios de exclusdo incluiram tratamento
periodontal nos Ultimos seis meses, antibioticoterapia nos ultimos trés meses,
tabagismo e alteracdes sistémicas capazes de interferir na saude periodontal.

Parametros clinicos

Todos os dentes permanentes totalmente erupcionados, exceto 0s
terceiros molares, foram avaliados por meio de uma sonda periodontal (PCP-UNC 15,

Trinity, S8o Paulo, SP, Brasil). Os seguintes pardmetros clinicos foram avaliados:
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indice de placa (IP)?%, indice gengival (IG)?, profundidade de sondagem (PS), perda
de insercéo clinica (PIC), mobilidade dentéaria e envolvimento de furca. PS e PIC foram
avaliadas em seis locais por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual e distolingual. Um Gnico examinador avaliou todos os parametros
clinicos e a reprodutibilidade da medida foi calculada usando o coeficiente de
correlacdo intraclasse (ICC) para PS e PIC. A concordancia entre as medidas
replicadas foi alta (ICC> 0,80) (Apéndice 3).

Avaliagao microbioldgica

Placa supragengival foi removida com curetas ou pelotas de algodao
estéreis e a area foi isolada com rolos de algodao estéreis. Amostras de placa
subgengival foram coletadas em dois sitios ndo contiguos por paciente por meio da
insercdo de dois cones de papel estéreis (Dentsply Maillefer 35, Dentsply, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) em cada sitio selecionado por 20 segundos. Foram selecionados
0s sitios proximais com maior PS e PIC de molares ou incisivos de cada paciente. As
amostras foram imersas separadamente em microtubos contendo 1 mL de solucéo
estéril de Ringer (8.6 g NaCl, 0.3 g KCI, 0.33 g CaCl.2H20 em 1000 mL H20) e
armazenadas a 80 °C negativos até serem processadas.

Cada amostra foi processada separadamente. As amostras foram
descongeladas em gelo e as células bacterianas foram dispersas em vortex e
centrifugadas a 12.000 x g por 10 min. O DNA gendmico foi extraido do pellet de
acordo com as instru¢cées do fabricante (InstaGene Matrix, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA). Uma aliquota de 20 uL do sobrenadante resultante foi adicionada
a 30 pyL de MIX de reagao contendo 25 uM de tampéao de PCR (Promega Corporation,
Madison, WI, EUA), 25 uM de MgClz (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), 0.2
MM de mistura de dNTP (Promega Corporation, Madison, WI, EUA), 1.25 U de Taq
polimerase (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) e 100 ng de cada primer
(Invitrogen, S&do Paulo, SP, Brasil), resultando em um volume final de 50 uL?2.
Controles positivos e negativos foram incluidos em cada reagéao (Tabela 1).

Inicialmente, foi realizada PCR com primers universais?®® para DNA
ribossomal 16S (16S rADN) para confirmar a presenca de DNA bacteriano na amostra.
Posteriormente, as amostras foram avaliadas por PCR com primers especificos para
a presenca de P. gingivalis®* e dos gendtipos fimA 14, Ib15, 1134, 11125, IV e V26, A
amplificacdo foi realizada em termociclador Biocycler (Biosystems, Curitiba, PR,

Brasil) e os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Os géis
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foram corados com SYBR® Safe (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) e fotografados
(Canon Powershot A640, Canon, EUA) sob luz ultravioleta (LTA / LTB GE, Loccus
Biotecnologia, Sdo Paulo, SP, Brasil). A PCR foi repetida trés vezes para cada
amostra e para cada genotipo.

Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada com o teste de
Shapiro-Wilk. Comparaces de idade e dados clinicos entre os grupos B e C e entre
pacientes positivos ou negativos para P. gingivalis e seus gendtipos fimA foram
analisadas pelo teste t para amostras independentes ou o teste de Mann-Whitney. O
teste do qui-quadrado de Pearson foi realizado para comparar a prevaléncia dos
gendtipos de P. gingivalis e fimA entre os grupos B e C. O nivel de significancia foi
determinado em 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software
SPSS 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

Resultados

Cinquenta pacientes foram classificados com periodontite estagio Il e 44
pacientes foram classificados como estagio IV. Destes, 40 individuos foram
classificados como pacientes com periodontite grau B e 54 individuos foram
classificados como pacientes com peridontite grau C. Amostras de dois pacientes com
periodontite grau B ndo amplificaram. Assim, o grupo B consistiu em 38 pacientes e 0
grupo C em 54 pacientes. A Tabela 2 mostra os dados demogréficos e clinicos dos
grupos B e C. Os pacientes do grupo C eram significativamente mais jovens e
apresentavam maior numero de dentes, profundidade de sondagem e sangramento a
sondagem que aqueles do grupo B.

P. gingivalis foi identificada em 61,96% do total de pacientes estudados. P.
gingivalis mostrou-se significativamente mais prevalente no grupo C que no grupo B
(p=0.048) e as diferencas entre 0s grupos na prevaléncia dos genotipos da fimA néo
mostram significancia estatistica (Tabela 3).

Os pacientes positivos para P. gingivalis apresentaram médias
significativamente maiores de profundidade de sondagem, perda de insergéo clinica,
perda de insercao clinica interproximal, sangramento a sondagem e profundidade de
sondagem e perda de insercéo clinica nos sitios coletados que os pacientes negativos
para P. gingivalis. Além disso, os pacientes que apresentaram genétipo fimA I

apresentaram maiores médias de profundidade de sondagem e sangramento a
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sondagem. Observou-se, ainda, que entre 0s pacientes positivos para P. gingivalis, a
proporcao de sitios selecionados para a coleta de placa subgengival com PS maior
ou igual a 7 e a 8 mm e PIC maior ou igual a 8 mm foi significativamente maior que
naqueles que ndo apresentaram P. gingivalis (Tabela 4). Para os demais genotipos
fimA, néo foram observadas diferencas estatisticamente significantes em relacédo aos

dados clinicos(dados nédo apresentados).

Discusséo

Este estudo foi previamente desenhado para comparar genétipos fimA de
P. gingivalis entre pacientes com periodontite crbnica e agressiva. No entanto, em
2018, o World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant
Diseases and Conditions sugeriu que as evidéncias atuais séo insuficientes para
considerar periodontite agressiva e crébnica como duas doencas fisiopatologicamente
distintas3?’. De acordo com o novo sistema de classificacéo, a periodontite ndo é mais
subdividida em crénica e agressiva, mas € classificada em estdgios e graus que
descrevem sua apresentacao utilizando parametros clinicos especificos e outros
elementos que afetam o manejo clinico, progndéstico e possiveis influéncias na saude
bucal e sistémica3?’.

Todos os individuos foram reclassificados como periodontite estagio Il ou
IV, pois todos apresentavam perda de insergéo interproximal 2 5 mm e profundidade
de sondagem = 6 mm. Grau de mobilidade dentaria = 2, envolvimento de furca classe
Il ou lll, numero de dentes remanescentes e perda 0ssea radiografica também foram
analisados para classificar esses pacientes em estagio Ill ou V327,

Este € um estudo transversal, portanto ndo dispomos de dados de
evidéncia direta sobre progressdo da doenca. No entanto, evidéncias indiretas de
progressdo foram utilizadas para classificagdo nos graus A, B e C. Tabagismo e
doencas sistémicas ndo foram utilizados por serem critérios de exclusdo do estudo.
Como nenhum paciente apresentou grandes depdsitos de biofilme dentario com
baixos niveis de destruicdo periodontal, os pacientes foram classificados apenas em
graus B e C. Quando observada grande destruicdo periodontal com baixos indices de
placa e padrdes clinicos especificos sugestivos de periodos de rapida progressao ou
inicio precoce, como padrédo incisivo/molar, os pacientes foram classificados como
grau C. Ja quando a destruicao periodontal era compativel com a presenca de biofilme

dentario e ndo havia evidéncia especifica para os graus A ou C, foram classificados
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como grau B3,

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com o grau, pois
enquanto os estagios dependem da gravidade e extensdo da doenca no momento do
exame, os graus fornecem informacdes sobre caracteristicas biol6gicas da doenca
distintas entre os pacientes, analisando, entre outros fatores, padrbes clinicos
especificos sugestivos de periodos de progressdo rapida e/ou doenca de inicio
precoce, bem como a relacdo entre depdsitos de placa e destruicdo periodontal®?,
similarmente ao que antes era associado a peridontite agressiva®®2°,

O grupo B apresentou média de idade maior e nimero médio de dentes
menor que o grupo C. Apesar da menor média de idade, o grupo C apresentou maior
média de sangramento a sondagem, sugerindo uma doen¢a mais grave nesses
pacientes. Esse achado pode estar relacionado ao fato de que o grupo C era composto
por pacientes com padrbes de destruicdo mais graves e sugestivos de periodos de
progressdo rapida e doenca de inicio precoce, principalmente pacientes
diagnosticados anteriormente com periodontite agressiva.

Nossos resultados mostram uma alta prevaléncia de P. gingivalis associada
a periodontite nos estagios Il e 1V, especialmente em pacientes grau C. Existe uma
grande variabilidade na prevaléncia de P. gingivalis entre os estudos ja publicados em
diferentes populacdes”1117:3%, No entanto, nossos resultados mostraram-se similares
ao resultado de uma metandlise de 42 estudos de caso-controle publicada
recentemente, que evidenciou uma prevaléncia de 78,7% de P. gingivalis na doenga
periodontal®’, Ao se comparar os grupos B e C, observamos uma prevaléncia
estatisticamente maior de P. gingivalis no grupo C. Devido a atual classificacdo da
periodontite em estagios e graus ser bastante recente, ndo encontramos dados
especificos para comparacdo. Entretanto, a presenca de P. gingivalis tem sido
correlacionada com maiores profundidade de sondagem e destruicéo periodontal 1732,
Tal fato corrobora com o nosso achado, uma vez que o grupo C apresentou
profundidade de sondagem média superior ao do grupo B, assim como foi observado
maior proporgéo de sitios coletados com PS e PIC superior ou igual a 8 mm nos
pacientes que apresentaram P. gingivalis.

Entre as amostras com presenca de P. gingivalis, o gendtipo fimA 1l foi o
mais prevalente tanto no grupo B (84.2%) quanto no grupo C (92.1%). Essa alta
prevaléncia foi similar ao resultado encontrado anteriormente em populacao brasileira

similar com periodontite agressiva®. No entanto, mostrou-se superior a diversos outros
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estudos em pacientes com periodontite cronica e agressiva em diversas populagoes,
como japoneses®?®, alemaes!’ e mesmo brasileiros!!. Quando avaliados apenas
pacientes com periodontite agressiva, com caracteristicas semelhantes ao grupo C, a
prevaléncia do genotipo fimA Il mostrou-se também bastante superior ao encontrado
em individuos japoneses’ e chineses®®. Esses resultados sugerem uma maior
presenca e importancia do genétipo fimA Il de P. gingivalis para o desenvolvimento
de periodontite em suas formas mais avancadas na populacdo brasileira miscigenada
estudada.

Apesar de ser observada uma maior prevaléncia do gendétipo fimA Il e
menor prevaléncia do fimA | no grupo C que no grupo B, esse resultado nao foi
estatisticamente significante. Essa tendéncia é evidenciada em diversos outros
estudos, em que o gendtipo fimA Il é constantemente associado ao aumento da
viruléncia e maior destruicdo periodontal®’%1117.30 enquanto o gendtipo fimA | é mais
associado a uma menor viruléncia e a pacientes saudaveis®®. Tendo em vista que o
grupo C é composto principalmente por pacientes anteriormente diagnosticados com
periodontite agressiva, nossos resultados corroboram com achados encontrados em
japoneses e chineses com periodontite agressiva’3°, A auséncia de diferenca
estatistica em relacdo aos genadtipos entre os grupos pode dever-se ao fato de que
ambos apresentam doenca periodontal avancada estagios lll e IV e a auséncia de um
grupo de pacientes saudaveis. Além da alta prevaléncia de P. gingivalis e do genétipo
fimA 1l, também foram observados paramétros clinicos periodontais mais graves,
incluindo valores mais elevados de média profundidade de sondagem e sangramento
a sondagem, nos pacientes que apresentam essa bactéria e o seu genaétipo fimA II.

O gendtipo fimA 1l esta relacionado com evolugdo da doenca periodontal®3.
Esse genotipo apresenta maior capacidade de aderir e invadir células epiteliais
humanas que os demais!3 e maior capacidade de inducéo de resposta inflamatéria34-
36, Sugere-se, assim, que o genétipo fimA Il é um importante fator relacionado a
viruléncia de P. gingivalis nos tecidos periodontais®3-36. A avaliacdo da presenca desse
genotipo pode ser utilizada para a identificagéo de individuos de risco, para escolha
de planos de tratamento e para avaliagdo do progndstico da doencga. A partir desse
conhecimento, pode-se ainda sugerir novas estratégias de tratamento, como proposto
por Hijiya e colaboradores, que desenvolveram um meétodo de imunizacdo passiva
através de anticorpo monoclonal em ratos a partir de cepas de P. gingivalis fimA 11%7.

Como conclusao deste trabalho, temos que, na presente amostra de
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pacientes brasileiros com periodontite estagios Ill e 1V, a prevaléncia de P. gingivalis
foi maior nos pacientes que apresentavam grau C e naqueles com sitios com maior
destruicdo periodontal avaliado por perda de insercdo clinica, profundidade de
sondagem e sangramento a sondagem. J& a presenca do seu gendtipo fimA Il foi
maior nagueles com maior média de profundidade de sondagem e maior propor¢cao

de sitios sangrantes.
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Tabelas

Tabela 1. Referéncia de cepas utilizadas como grupo controle positivo.
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Tipo Clonal Cepa

P. gingivalis P. gingivalis ATCC 33277
fim A — Tipo | P. gingivalis ATCC 33277
fim A —Tipo Ib P. gingivalis HG1691

fim A —Tipo Il P. gingivalis HW24D-1
fim A — Tipo Il P. gingivalis 6/26

fim A —Tipo IV P. gingivalis HG564

fim A —TipoV P. gingivalis HNA99

Tabela 2. Dados demograficos e parametros clinicos dos pacientes.

Grupo B Grupo C Valor p
N 38 54 -
Idade (anos; médiat DP) 41.82 +8.49 | 27.94 +6.15 <0.001*
Homem/ Mulher 16/ 22 20/ 34 0.62
Branco/ Negro+mulato/ Pardo 11/ 0/ 27 11/ 06/ 37 0.85
Numero de dentes (média 23.32£3.17 | 25.94+1.89 <0.001*
DP)
PS (mm; média + DP) 2.90+£0.64 3.42 +0.68 <0.001*
PIC (mm; média + DP) 3.54+1.04 3.81+0.89 0.17
SS (% sitios; média + DP) 33.46 £ 45.00 + 16.67 0.02*

17.07

PS (SC 1) (mm; média = DP) 7.71+£2.09 8.42+2.18 0.12
PIC (SC 1) (mm; média + DP) 8.79+2.41 9.31+2.48 0.31
PS (SC 2) (mm; média + DP) 6.60 + 1.53 7.28 £ 2.06 0.09
PIC (SC 2) (mm; média + DP) 7.31+1.72 | 8.02+254 0.14

PS: profundidade de sondagem; PIC: perda de insercao clinica; SS: sangramento a

sondagem; SC: sitio coletado.



Tabela 3. Prevaléncia de P. gingivalis e seus genétipos fimA nos grupos B e C.

Grupo B Grupo C p
Pg 19 (50.0%) | 38 (70.4%) | 0.048*
FIimA | 6 (31.6%) | 6 (15.8%) 0.17
FimAIb |6 (31.6%) |7 (18.4%) 0.26
FImA Il | 16 (84.2%) | 35(92.1%) | 0.36
FImA Il | 1 (5.3%) 1 (2.6%) 0.61
FImA IV | 1 (5.3%) 0 (0.0%) 0.15
FImAV | 0 (0.0%) 1(2.6%) 0.48
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Tabela 4. Dados clinicos relacionados a presenca ou auséncia de P. gingivalis e genotipo fimA L.

Pg + Pg - p fimA 1l + fimA Il - p
N 57 35 51 6
Idade (anos; médiat DP) 33.93+9.50 |33.25+10.70 | 0.678 33.50 £9.15 37.70+12.51 | 0.31B
PS (mm; média + DP) 3.40 £ 0.69 2.89 + 0.65 <0.001*A | 3.47 + 0.67 2.72+0.46 0.04*A
PIC (mm; média + DP) 4.00 £0.98 3.21+0.70 <0.001*A | 4.04 + 0.97 3.70+£0.12 0.36A
PIC interproximal (mm; média £ DP) | 4.63 £ 1.22 3.64 £ 0.87 <0.001*A | 4.62 £ 1.15 4.80=+1.87 |0.83A
PS SC (mm; média = DP) 8.03 +1.96 6.81+1.34 0.01*A 8.16 £ 2.00 6.92+1.16 0.148
PIC SC (mm; média + DP) 8.98 +2.15 7.48 £ 1.65 0.01*8 9.04+2.21 8.50 £ 1.52 0.578
SS (% sitios; média + DP) 44.65 £ 16.83 | 32.30 £ 16.61 | 0.01*A 46.80 £ 16.47 | 27.10+6.40 | 0.006*
Proporgédo PS SC =7 mm 67.2% 44.4% 0.029*¢ | 67.3% 66.7% 0.975¢
Proporgéao PIC SC =27 mm 77.6% 63.9% 0.149¢ | 76.9% 83.3% 0.721°¢
Proporgédo PS SC =8 mm 50.0% 27.8% 0.034*C | 51.9% 33.3% 0.389°¢
Proporgéo PIC SC = 8 mm 69.0% 41.7% 0.009*C | 69.2% 66.7% 0.898°¢

PS: profundidade de sondagem; PIC: perda de insercao clinica; SS: sangramento a sondagem; SC: sitio coletado; Pg +: presenca

de Porphyromonas gingivalis; Pg -: auséncia de Porphyromonas gingivalis; fimAll +: presenca do gendtipo fimA II; fimA 1l -:

auséncia do gendtipo fimA 1.

* Diferenca estatisticamente significante (p < 0.05)

A Teste Mann-Whitney
BTeste t
€ Teste qui-quadrado
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Resumo

Polimorfismos genéticos podem modificar a doenca periodontal. Polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) rs153745 (GLT6D1) e rs3217992 (CDKN2BAS) foram
associadas a formas agressivas de doenca periodontal. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a presenca dos SNPs nos genes GLT6D1 e CDKN2BAS em pacientes
brasileiros com as formas mais avancadas de periodontite, incluindo estagios Ill e IV
e graus B e C, e comparar suas frequéncias com individuos saudaveis. Amostras de
DNA foram obtidas a partir de células epiteliais bucais para a analise dos
polimorfismos genéticos utilizando reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR). Foram avaliados SNPs nos genes GLT6D1 (rs1537415) e
CDKN2BAS (rs3217992). Cinquenta e um pacientes foram classificados com
periodontite estagio Il e 49 pacientes foram classificados como estagio IV, totalizando
100 paciente com doenca periodontal(Grupo BC). Destes, 52 individuos foram
classificados como pacientes com periodontite grau B(Grupo B) e 48 individuos foram
classificados como pacientes com periodontite grau C(Grupo C). O grupo Controle foi
composto de 61 pacientes saudaveis. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significante na frequéncia dos polimorfismos encontrada entre o grupo Controle e os
grupos BC, B e C, nem entre os grupos B e C. Dessa forma, sugere-se que 0s
polimorfismos analisados ndo apresentam relacdo com a doenca periodontal na

populacao brasileira estudada.

Palavras-chave: Periodontite. Polimorfismo genético. Polimorfismo de nucleotideo

unico.
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Introducéo

Periodontite é uma doenca inflamatéria associada a presenca de
patdgenos?, cujo fendtipo se encontra determinado tanto pela composicdo genética
do individuo como por influéncias ambientais®. Atualmente, é classificada em 4
estagios, que estdo relacionados a severidade de apresentacdo e a complexidade de
tratamento da doenca, e em graus A, B e C, de acordo com a taxa de progressao da
doenca e a presenca de fatores de risco?.

A destruicdo dos tecidos periodontais encontra-se relacionada com uma
cascata de eventos biolégicos que incluem a producdo de citocinas pré e anti-
inflamatérias, fatores de crescimento e enzimas?, que podem ser influenciados por
fatores ambientais, como o habito de fumar, por fatores sistémicos, como a presenca
de diabetes, assim como por fatores genéticos*. Estudos com humanos e animais
indicam que fatores genéticos que prejudicam respostas imunes e inflamatorias
podem modificar a experiéncia de doencas periodontais®.

Polimorfismos genéticos sdo pequenas variagdes normais na sequéncia de
nucleotideos que podem ocorrer dentro ou fora de um gene e encontram-se
espalhados no genoma®. As variagdes mais comuns envolvem uma Unica base no
DNA e sdo chamadas SNP (Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de
nucleotideo Unico), que podem ou ndo apresentar efeito no fenétipo expresso*®.
Durante uma resposta inflamatéria a um determinado agente, certos polimorfismos
podem aumentar ou diminuir o risco de uma pessoa para um fenétipo de uma
determinada doenca®. Os fatores genéticos associados a periodontite ainda nédo estéo
completamente elucidados, entretanto diversos genes tem sido relacionados com
formas agressivas de periodontite atraves de estudos de GWAS(Estudo de
associacdo do genoma inteiro, do inglés Genome Wide Association Studies), um
método com grande poder de identificagdo de variantes genéticas associadas a um
risco elevado de desenvolvimento de uma determinada doencga, assim como atraves
de estudos de gene candidato®11,

Ha um crescente corpo de evidéncias de associacdo entre polimorfismos
nos genes CDKN2BAS®® e GLT6D1'%!! e a doenca periodontal em algumas
populacées, no entanto maiores evidéncias sdo necessarias, bem como estudos na
populacao brasileira.

Tendo em vista a importancia do entendimento sobre a etiopatogénese da

periodontite, possibilitando a identificacdo de individuos de risco e seu diagndstico
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precoce, e a possibilidade de variacao de distribuicdo de gendtipos entre populacdes,
nos propomos, neste trabalho, a avaliar a presenca dos polimorfismos dos genes
GLT6D1 e CDKN2BAS em pacientes com as formas mais avancadas de periodontite,
incluindo estagios Ill e IV e graus B e C, e comparar suas frequéncias com individuos

saudaveis.

Metodologia
Este estudo transversal foi realizado em 161 pacientes selecionados na

Clinica de Periodontia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara (UFC). O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFC (Anexo 2). Todos os participantes ou
responsaveis foram informados sobre o objetivo do estudo e assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

Populacéo do estudo

Os sujeitos da pesquisa com doenca periodontal foram inicialmente
divididos em pacientes com periodontite cronica ou com periodontite agressiva. No
entanto, apds a publicacdo dos novos critérios de classificacdo de periodontite em
2018%, foram reclassificados nos estagios I, II, Il ou IV e graus A, B e C, de acordo
com os dados registrados no exame clinico (Apéndice 2), como perda de insercéo
clinica, profundidade de sondagem, mobilidade dentaria, envolvimento de furca,
namero de dentes remanescentes e perda 0ssea radiografica. Além disso, padrdes
clinicos especificos sugestivos de periodos de progressao rapida e/ou doenca de
inicio precoce e a relacao entre depdésitos de placa e destruicdo periodontal foram
usados para classificagdo nos graus A, B e C. Todos os pacientes apresentavam
apenas estagios Ill ou IV e graus B e C. Assim, foram divididos em trés grupos:
periodontite estagio Il ou IV com grau B (grupo B), periodontite estagio Ill ou IV com
grau C (grupo C) e periodontite estagio Ill ou IV grau B ou C (grupo BC).

O grupo de pacientes saudaveis (grupo Controle) incluiu individuos com
pelo menos 24 dentes na cavidade bucal, exceto terceiros molares, auséncia de sitios
com profundidade de sondagem e perda de insercéo clinica maior ou iguala 3 mm e
presenca de indice gengival> menor que 10%.

Os critérios de exclusdo incluiram tratamento periodontal nos ultimos 6
meses, antibioticoterapia nos ultimos 3 meses, tabagismo e alteracfes sistémicas

capazes de interferir na saude periodontal.
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Exame clinico periodontal

Todos os dentes permanentes completamente erupcionados, exceto 0s
terceiros molares, foram avaliados por meio de uma sonda periodontal (PCP-UNC 15,
Trinity, S8o Paulo, SP, Brasil). Os seguintes parametros clinicos foram avaliados:
indice de placa (IP)*?, indice gengival (IG)*?, profundidade de sondagem (PS), perda
de insercéo clinica (PIC), mobilidade dentéaria e envolvimento de furca. PS e PIC foram
avaliadas em seis locais por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual e distolingual. Um Unico examinador avaliou todos os parametros
clinicos e a reprodutibilidade da medida foi calculada usando o coeficiente de
correlacdo intraclasse (ICC) para PS e PIC. A concordancia entre as medidas
replicadas foi alta (ICC> 0,80) (Apéndice 3).

Coleta de DNA e andlise de polimorfismo genético

DNA foi obtido a partir de células epiteliais bucais com bochecho de solucéo
de glicose 3%*3 (Apéndice 4) e extraido com acetato de amoénio'* (Apéndice 5). A
concentragcdo de DNA foi determinada com auxilio de um espectrofotbmetro -
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, DE, EUA), com pureza estimada pela razdo OD
260/280 e diluida para 10ng/ul. A analise dos polimorfismos genéticos foi realizada
utilizando reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR). Os
SNPs no gene GLT6D1 (rs1537415) e CDKN2BAS (rs3217992) foram genotipados
utiizando ensaios de genotipagem TagMan SNP pré-concebidos (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). A amplificacdo do DNA foi realizada em um
volume de 13 ul contendo 1uL de DNA gendémico (10ng/ul), 6,25uL de Master Mix 2x
(Applied Biosystems), 0,63uL 20x TagMan Assay Mix (Applied Biosystems) e 4,63L
de agua livre de RNA/DNase (Applied Biosystems) (Apéndice 6).

As amplificagdes foram realizadas em um sistema de PCR em tempo real
StepOne (Applied Biosystems) em placas de 96 pocos. A distingédo entre os diferentes
gendtipos foi determinada pela sua fluorescéncia particular. A analise dos
polimorfismos foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, UNESP-SP.

Andlise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada com o teste de
Shapiro-Wilk. Comparacdes de idade entre os grupos foram analisadas pelos teste
Anova e teste pos-hoc de Tukey. Os dados clinicos foram avaliados pelo teste t para

amostras independentes ou pelo teste de Mann-Whitney. O teste do qui-quadrado foi
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utilizado para analise dos dados categoricos. A distribuicdo de cada polimorfismo em
cada grupo foi testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg e as diferencas nas
frequéncias de alelos e gendtipos dos polimorfismos genéticos foram analisadas pelo
teste do qui-quadrado. A andlise estatistica foi realizada com a utilizacdo do software
SPSS 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). O nivel de significancia foi determinado

em 5%.

Resultados

Cinquenta e um pacientes foram classificados com periodontite estagio Ill
e 49 pacientes foram classificados como estagio 1V, totalizando 100 paciente com
doenca periodontal (Grupo BC). Destes, 52 individuos foram classificados como
pacientes com periodontite grau B e 48 individuos foram classificados como pacientes
com periodontite grau C. Amostras de 3 pacientes de cada grupo ndo amplificaram
para analise do SNP rs3217992 e 1 amostra de cada grupo ndo amplificou para o SNP
RS1537415. O grupo Controle foi composto de 61 pacientes saudaveis, porém 7
amostras nao amplificaram para o SNP rs3217992. A tabela 1 apresenta os dados
demograficos e clinicos dos grupos. Foi observado que os pacientes do grupo
Controle apresentaram média de idade similar aos pacientes do grupo C, porém
ambos significativamente menor que os do grupo B. Além disso, o grupo C apresentou
maior média de profundidade de sondagem, de perda de insercao clinica nos sitios
interproximais, de sangramento a sondagem e de dentes com perda de insercdo maior
ou igual a 5 mm que o grupo B. Estes resultados séo similares para os dois genes
investigados.

A frequéncia de alelos e genétipos dos polimorfismos estudados nos genes
GLT6D1 e CDKN2BAS estdo expostos da tabela 2. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante na frequéncia encontrada entre 0s grupos que
apresentavam doenca periodontal e o grupo Controle (Tabela 2), nem entre os grupos
B e C(Tabela 3).

Discusséo

Este estudo foi originalmente realizado para comparar a presenca de
polimorfismos nos genes GTL6D1 (rs1537415) e CDKN2BAS (rs3217992) entre
pacientes com periodontite crénica e agressiva. No entanto, apds publicacdo de um

novo sistema de classificacdo em 2018, a periodontite passou a ndo ser mais
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subdividida em crbnica e agressiva, mas classificada em estagios e graus que
descrevem sua apresentacdo utilizando parametros clinicos especificos e outros
elementos que afetam o manejo clinico, progndéstico e possiveis influéncias na saude
bucal e sistémical*®.,

Todos os individuos foram reclassificados como periodontite estagio Il ou
IV, pois todos apresentavam perda de insercéo interproximal = 5 mm e profundidade
de sondagem = 6 mm. Grau de mobilidade dentaria = 2, envolvimento de furca classe
Il ou Ill, nimero de dentes remanescentes e perda 6ssea radiografica também foram
analisados para classificar esses pacientes em estagio Ill ou V115,

N&o dispomos de dados de evidéncia direta sobre progressao da doenca
devido a ser este um estudo transversal, porém evidéncias indiretas de progressao
foram utilizadas para classificacdo nos graus A, B e C. Tabagismo e doencas
sistémicas nao foram utilizados por serem critérios de exclusdo do estudo. Como
nenhum paciente apresentou grandes depoésitos de biofilme dentario com baixos
niveis de destruicdo periodontal, os pacientes foram classificados apenas em graus B
e C. Quando observada grande destruicdo periodontal com baixos indices de placa e
padrdes clinicos especificos sugestivos de periodos de rapida progressao ou inicio
precoce, como padrao incisivo/molar, os pacientes foram classificados como grau C.
J4 quando a destruicdo periodontal era compativel com a presenca de biofilme
dentario e ndo havia evidéncia especifica para os graus A ou C, foram classificados
como grau B,

A divisdo dos grupos do estudo por graus deveu-se ao fato de, enquanto
0s estagios dependem da gravidade e extensdo da doenca no momento do exame
clinico, os graus fornecem informacdes sobre caracteristicas bioldgicas da doenca
analisando, entre outros fatores, padrdes clinicos especificos sugestivos de periodos
de progresséo rapida e/ou doencga de inicio precoce e a relacédo entre depdsitos de
placa e destruicdo periodontal®%, similarmente ao que anteriormente era associado a
periodontite agressiva, em cujo foco este estudo se concentrava®l’,

De acordo com as caracteristicas apresentadas por pacientes com
periodontite grau C, assim como aquelas anteriormente relacionadas a periodontite
agressiva, parece haver uma resposta imunoinflamatéria mais destrutiva em resposta
aos patégenos periodontais nesses pacientes'!81®  HA evidéncias de que
polimorfismos genéticos em genes envolvidos nas respostas imunoinflamatérias

podem modificar a experiéncia de doencas periodontais?429,
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A escolha dos genes GLT6D1 e CDKN2BAS deveu-se a demostrada
associacao de polimorfismos nesses genes com a periodontite agressiva em estudos
prévios em outras populacdes®®tl. Polimorfismo genético localizado no gene
glicosiltransferase(GLT6D1) exibiu forte associacdo com a periodontite agressiva em
GWAS a partir da andlise de 1758 alemées e holandeses??. Esse estudo sugeriu que
a variante rara do SNP rs1537415 pode estar associada a periodontite agressiva por
levar a reducdo da afinidade de ligagdo do GATA-3, importante para o
desenvolvimento, homeostase, ativacdo, proliferacdo e funcdo de células T2,
Similarmente, através de estudo de gene, foi encontrada associagao entre a variante
genética do gene GLT6D1 e a periodontite agressiva ao se avaliar 132 pacientes com
a doenca e 136 sem a doenca em uma populacdo sudanesa'l. Em contrapartida, em
estudo com 200 brasileiros com periodontite agressiva e 190 com periodontite cronica,
0 SNP rs1537415 nédo apresentou significancia estatistica?!. Esse resultado corrobora
com o0s apresentados neste artigo e sugere que esse SNP, diferentemente do
observado em outras populacdes, pode ndo ser relacionado a ocorréncia de
periodontite na populacéo brasileira.

A escolha do gene CDKN2BAS como candidato para estudos com
periodontite deve-se a confirmada associacdo de polimorfismos genéticos nesta
regido e doenca cardiaca coronariana??. Diversas pesquisas tem associado doenca
periodontal a doencas cardiovasculares?®. Ambas sdo doencas complexas
caracterizadas por desequilibrio na resposta imunoinflamatéria do individuo e podem
compartilhar fatores de riscos ambientais e genéticos?3. CDKN2BAS é um gene de
RNA ndo codificante cujas acbes ndo estdo completamente elucidadas?*. Ha
evidéncias de efeitos regulatorios a longa distancia em genes importantes no
metabolismo de glicose e acidos graxos e na resposta imune (CAMTAL1/VAMP3 locus,
ADIPOR1 and C110RF10)%.

Estudo de Schaefer et al, em 2009% foi o primeiro a relacionar
polimorfismos no gene CDKN2BAS a periodontite agressiva, tanto na sua forma
generalizada como localizada, em individuos aleméaes. Esse achado foi replicado para
periodontite agressiva e cronica em outras populacées europeias’. Foram
identificados 51 SNPs no gene CDKN2BAS em amostras de populacdo alemé e
holandesa, tendo sido observada associagcdo com os SNPs rs3217992, rs518394 e
rs1360590, sendo o maior valor de significancia encontrado para o SNP rs3217992’.

Esses resultados foram replicados também em caucasianos da Alemanha e Irlanda
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do Norte®, assim como em individuos turcos®, com associacao significativa para SNP
rs1333048, suportando a hipétese da associacdo entre polimorfismos no gene
CDKN2BAS e a periodontite agressiva em diferentes populacdes, apesar de o variante
causal e 0s mecanismos que regulam essa associagcdo ainda ndo estarem bem
esclarecidos. De forma contrastante, nossos resultados ndo encontraram associacao
estatisticamente significativa entre o0 SNP rs3217992 e a doenca periodontal estagios
[Il e IV graus B e C, nem separadamente entre graus B e C. Assim como o estudo em
uma populacao brasileira publicado recentemente também n&o observou associagéo
estatisticamente significante entre esse polimorfismo e a periodontite agressiva?l.
Dessa forma, parece ndo haver associacdo entre o SNP rs3217992 do gene
CDKN2BAS e a presenca de doenca periodontal avancada na populagéao brasileira
estudada.

A auséncia de resultado estatisticamente significante no presente estudo
pode estar relacionada ao tamanho amostral. Entretanto, apesar de a quantidade de
amostras avaliadas ser relativamente pequena para estudo genético, a escolha
criteriosa da amostra, neste caso bem classificada clinicamente e englobando
pacientes com fenotipos mais graves e doenca de inicio precoce, pode aumentar o
poder estatistico do estudo?.

Assim, conclui-se que, na amostra brasileira estudada, os polimorfismos
nos genes GLT6D1 (rs1537415) e CDKN2BAS (rs3217992) nao apresentaram
associacao significativa com a periodontite estagios Ill e IV graus B e C quando
comparados a pacientes saudaveis, nem apresentaram diferencas significativas entre

os graus B e C.
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Tabela 1. Dados demograficos e parametros clinicos.
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Controle Grupo B Grupo C
Gene GLT6D1 (SNP rs1537415) N=61 N=51 N=47
Idade (anos; média+ DP) 28.1+10.0 | 43.2+9.178 | 27.8#6.1
Sexo feminino proporcao (%) 70.5 56.9 65.9
Numero de dentes (média + DP) NA 2245.1 26.0+1.98
IG (% sitios; média + DP) NA 35.5+14.9 | 33.2+12.1
IP (% sitios; média + DP) NA 18.149.6 16.348.7
PS (mm; média + DP) NA 2.9140.7 3.4+0.78
PIC (mm; média + DP) NA 3.6+1.1 3.8+0.9
PIC interproximal (mm; média £ DP) NA 3.8£1.0 4.4+1.28
Proporcéo de dentes PIC =25 mm (média %) NA 51.5 60.1
Proporcao de sitios PS = 5 mm (média %) NA 15.7 24.68
Proporcgao de sitios PS = 6 mm (média %) NA 7.6 11.88
Proporcgao de sitios PS 2 7 mm (média %) NA 4.4 7.1B
Proporcao de sitios PIC 2 5 mm (média %) NA 32.7 30.6
Proporc¢ao de sitios PIC = 6 mm (média %) NA 14.6 18.98
Proporcao de sitios PIC =27 mm (média %) NA 10.7 13.2
SS (% sitios; média + DP) NA 31.4+15.5 | 43.8+£16.08
Gene CDKN2BAS (SNP rs3217992) N= 54 N=49 N=45
Idade (anos; média+ DP) 27.6x1.0 | 43.5#9.07 | 27.1+6.0
Sexo feminino proporcéo (%) 68.5 59.2 66.7
Numero de dentes (média + DP) NA 22.0+5.2 26.1+1.98
IG (% sitios; média + DP) NA 35.4+14.6 | 32.0+12.2
IP (% sitios; média + DP) NA 17.749.4 16.54£8.9
PS (mm; média + DP) NA 2.840.7 3.3+0.68
PIC (mm; média + DP) NA 3.5+1.0 3.6+0.8
PIC interproximal (mm; média + DP) NA 3.8+1.0 4.4+1.28
Proporcao de dentes PIC 25 mm (média %) NA 50.5 59.2
Proporc¢ao de sitios PS 25 mm (média %) NA 15.3 24.18
Proporc¢ao de sitios PS 2 6 mm (média %) NA 7.5 11.88
Proporcéo de sitios PS =2 7 mm (média %) NA 4.6 7.2
Proporcao de sitios PIC =2 5 mm (média %) NA 31.2 29.5
Proporcéo de sitios PIC = 6 mm (média %) NA 14.1 18.28
Proporc¢ao de sitios PIC =7 mm (média %) NA 10.4 12.6
SS (% sitios; média + DP) NA 30.7£15.4 | 43.1+15.58

NA: ndo avaliado; PS: profundidade de sondagem; PIC: perda de insercéo clinica;
SS: sangramento a sondagem; IP: indice de placa(31); IG: indice gengival(31).

A p< 0.05 grupo B x grupo Controle
B p< 0.05 grupo B x grupo C
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Tabela 2. Frequéncia de alelos e gendtipos polimorfismos nos genes GLT6D1 e CDKN2BAS. Comparacgao entre grupos doentes e

Controle.

Controle % B % p C % p BC % p
Gene GLT6D1
(rs1537415) N=61 N= 51 N=47 N= 98
Alelos
C 46 37,7 34 33,3 | 0.5892 35 37,2 | 0.9435 69 35,20 | 0.7404
G 76 62,3 68 66,7 59 62,8 127 64,80
Genotipos
GG 22 36,1 21 41,2 | 0.7198 20 42,6 | 0.6265 41 41,84 | 0.8617
CG 32 52,4 26 51 0.8761 19 40,4 | 0.2467 45 45,92 | 0.4158
CC 7 115 4 7,8 0.7515 8 17 0.4179 12 12,24 | 0.6843
Hardy-Weinberg p 0,362 0,2936 0,4297 0.9487
Gene CDKN2BAS
(rs3217992) N= 54 N= 49 N= 45 N= 94
Alelos
C 64 59,3 58 59,2 | 0.9912 61 67,8 | 0,2761 119 63,30 | 0.6187
T 44 44,7 40 40,8 29 32,2 69 36,70
Gendtipos
CcC 17 315 14 28,6 | 0.8310 17 37,8 | 0.5313 31 32,98 | 0.9933
CT 30 55,5 30 61,2 | 0.6894 27 60 0.6875 57 60,64 | 0.7383
1T 7 13 5 10,2 | 0.7638 1 2,2 0.0682 6 6,38 0.3820
Hardy-Weinberg p 0,2685 0,0614 0.0122* 0.0031*
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Tabela 3. Comparacao da frequéncia de alelos e gendtipos dos polimorfismos
nos genes GLT6D1 e CDKN2BAS entre grupos B e C.

Gene GLT6D1 (SNP) B C p
GLT6D1 (rs1537415) alelos

C 34 35 |0.6734
G 68 59

GLT6D1 (rs1537415) gendtipos

GG 21 20 | 0.8902
CG 26 19 |0.3174
CC 4 8 0.2216
Hardy-Weinberg p 0.2936|0.3543
CDKN2BAS (rs3217992) alelos

C 58 61 | 0.2847
T 40 29
CDKN2BAS (rs3217992)

genotipos

CC 14 17 10.3851
CT 30 27 |1.0000
1T 5 1 0.2061
Hardy-Weinberg p 0.0614]0.0122
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4 CONCLUSAO GERAL

Na amostra estudada, a prevaléncia de P. gingivalis foi maior nos pacientes
gue apresentavam periodontite grau C que periodontite grau B, e nos sitios com maior
destruicdo periodontal. O gendtipo fimA 1l de P. gingivalis foi mais prevalente nos
pacientes com maior média de profundidade de sondagem e maior proporcéo de sitios
sangrantes. Em relacdo aos polimorfismos nos genes GLT6D1 e CDKN2BAS, os
SNPs rs1537415 e rs3217992 ndo apresentaram associacao significativa aos grupos
de pacientes com periodontite estagios Ill e IV graus B e C quando comparados entre

si, nem quando comparados a pacientes periodontalmente saudaveis.



10.
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ANEXO A — PROTOCOLO COMITE DE ETICA ARTIGO 1

o

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 133/08 Fortaleza, 14 de margo de 2008
Protocolo COMEPE n° 20/ 08

Pesquisador responsavel: Virginia Régia Souza da Silveira
Dept°./Servigo: Departamento de Odontologia/ UFC

Titulo do Projeto: “Avaliacdo da presenca de fatores de viruléncia de
aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis
em pacientes portadores de periodontite agressiva e seus familiares”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugcédo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o projeto supracitado na
reuniao do dia 13 de mar¢o de 2008.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
Wi Tl 7 Jentre-

Dra. Minap pay, -
2 ah rarente Monte
Coordenddk)fd Adiunta {',,j,(',;“t“'r?
de Etica o b, 20 Comité

tica em Pesquisa
COMEPE/UFC
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ANEXO B — PROTOCOLO COMITE DE ETICA ARTIGO 2

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 118/11 Fortaleza, 24 de Maio de 2011
Protocolo COMEPE n° 098/11

Pesquisador responsavel: Virginia Régia Souza da Silveira.

Titulo do Projeto: “Andlise de polimorfismo genético no promotor do
gene interleucina-8 em portadores de periodontite crénica e agressiva”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugcdo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo e o TCLE do
projeto supracitado na reunido do dia 19 de maio de 2011.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
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APENDICE 1 - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para os devidos fins éticos e legais, que

eu,

brasileiro(a), nascido(@) em __ / [/, portador do RG n°

residente a -

, ha cidade de , concordo com a minha

participacdo voluntaria, na pesquisa intitulada “ANALISE DE POLIMORFISMO
GENETICO NO PROMOTOR DO GENE INTERLEUCINA-8 EM PORTADORES DE
PERIODONTITE CRONICA E AGRESSIVA” e declaro que fui informado e entendi,
sem duvida alguma, sobre a minha participacao no estudo, de acordo com os termos
abaixo relacionados:

1- Esta pesquisa terd como objetivo estudar alguns polimorfismos genéticos
(alteracbes em alguns pontos do DNA, que é a molécula que guarda nossas
informacBes dentro da célula), ligados a doenca periodontal, doenca esta que

causa alteracdes em gengiva e 0sso, e que podem levar a perda dos dentes.

2- Serei submetido a um exame clinico odontolégico e radiografico para verificar se
possuo doenga periodontal. Esses exames sdo necessarios para auxiliar na
classificacdo do tipo de doenca periodontal que possuo e para futuras
observacdes. Procedimentos que podem causar certo desconforto, mas nao
prejudiciais a minha saude. Fui esclarecido que a realizacdo da pesquisa nao
implica em risco algum para os participantes, pois o exame clinico a que serei
submetido é um exame odontoldgico realizado com instrumentos devidamente

esterilizados.

Telefones e endereco para qualquer esclarecimento:
Virginia Régia Souza da Silveira: (85) 3217-1392/9995-0066
FFOE-UFC / Rua Monsenhor Furtado s/n
Comité de Etica FMUFC: (85) 3366 8338
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Serdo coletadas células da parte interna da bochecha através de um bochecho
com solucdo de glicose a 3% (um tipo de agucar) autoclavada (solugéo estéril).
Este procedimento também né&o gera risco ou desconforto a satde do paciente.

Este tipo de pesquisa é importante porque contribuira para avan¢os no
conhecimento da historia da doenca periodontal que poderdo contribuir para

avancos futuros no tratamento desta doenca.

Apresenta ainda como beneficios a deteccdo de doenca periodontal e o
encaminhamento para tratamento se for detectada doenca, para a clinica de
Periodontia do Curso de Odontologia da Faculdade de Farmacia, Odontologia e

Enfermagem.

Estou ciente de que serei esclarecido durante todo o decorrer da pesquisa sobre
quaisquer duvidas relacionadas a esta e que possuo plena liberdade para desistir
da referida pesquisa, retirando o meu consentimento a qualquer momento, sem

sofrer nenhuma penaliza¢éo ou prejuizo no atendimento clinico.

Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa seréo utilizados para
fins didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras;

porém sera garantido o sigilo de identidade, assegurando a privacidade.

Estou ciente que a participacdo na pesquisa ndo acarretara em nenhum gasto, a
nao ser aqueles de deslocamento até a Faculdade, uma vez que todo material
utilizado sera fornecido pelo pesquisador.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato e assino

esse termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Fortaleza, de de

Consentimento do paciente

Virginia Régia Souza da Silveira
Pesquisador responsavel




APENDICE 2 — FICHA CLINICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

Nome:

NUmero:
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Cor:

Sexo:M L] FLJ

Data de nascimento:

Residéncia:

Idade: Profissao:

Cidade:

Fone:

Estado Civil

Data do Exame:

Responsavel:

HISTORICO GERAL

Esta em tratamento médico? [ ] SIM [ | NAO Motivo:

Doengas sistémicas

Usa ou usou medicamentos recentemente? [ ] SIM [ ] NAO

Sensibilidade a medicamentos? [ ] SIM [ NAO

Gravidez / lactacéo:

Fuma? [ ] SIM [ ] NAO [ ] ex-fumante

OBSERVACOES:




HISTORICO BUCAL

Jéa fez tratamento periodontal: L SIM [ NAO Quando:
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Como escova os dentes? Frequéncia:

Tipo de escova: Tipo de dentifricio:

Usa fio dental? [ SIM [INAO  Frequéncia:

Meios auxiliares de higiene oral?

Antisséptico bucal? [] SIM [] NAO

DIAGNOSTICO:

OBSERVACOES:



18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

DD DA 0 DD XD X XX
DD DA 0 DD XD X XX

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

DD XXX XXX XXX XX
XXX XXX XXX X

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 i6 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

DD XXX XXX XXX XX
DD XXX XXX XXX XX

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

DD DA 0 DD XD X XX
DD DA 0 DD XD X XX

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

D K
DD DX XXX

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

DD XXX XXX XXX XX
DD XXX XXX XXX XX

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
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POSICAO PROFUNDIDADE
GENGIVAL DE SONDAGEM
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APENDICE 3 - CALIBRACAO

Foram realizados dois momentos de calibracdo, um antes do inicio do
estudo e outro durante. Para tanto em cada momento seis pacientes apresentando
quadro de periodontite cronica e agressiva foram submetidos a dois exames clinicos
periodontais, em intervalo de trés dias, sendo analisados a profundidade de sondagem

e o nivel de insercéo clinico. Os dados estao dispostos na tabela abaixo:

Tabela 8 — Valores de correlacédo intraclasse de profundidade de sondagem (PS) e de

nivel de inser¢éo clinico (NIC) entre os dois exames.

n Dentes CCIC PS CCIC NIC
(média)
6 20,8 0,80* 0,88*
6 20,5 0,86* 0,90*
*p < 0,0001

CCIC- Coeficiente de correlagéo intraclasse
PS — Profundidade de sondagem

NIC — Nivel de inserc¢éo clinico
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APENDICE 4 — COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — COLETA DE SALIVA

No momento da coleta da saliva o coletor deve trajar luvas e mascara, para
garantir o ndo contato das proprias células com o material do paciente. Deve pedir ao
paciente para bochechar o conteudo do tubo de falcon (3 ml de solucéo de glicose a
3%, autoclavada) com vigor por 2 minutos, esfregando a lingua na mucosa para ajudar
a desprender células do epitélio intra-bucal. Ele deve cuspir em um copinho de café
descartavel (o maximo possivel). Delicadamente formar um “biquinho” no copinho de
café e introduzir o liqguido bochechado dentro do tubo de falcon. Fechar bem e anotar
0 nome do paciente ou os dados que o identificam no tubo.

Repetir o mesmo procedimento com outro tubo de falcon. Assim o paciente fara
2 bochechos. Recomendo passar filme de PVC em cada tubo de forma a néo
contamina-lo com outros tubos. Levar os tubos com saliva para o laboratério. Pode-
se manter os tubos dentro da geladeira, sem congelar, por no maximo 48 horas.

Antes de levar os tubos para a centrifuga, deve-se observar se 0s tubos estao
com volume igual ou semelhante. Se houver muita diferen¢ca completar o volume com
solucéo de glicose a 3% estéril (fazer de preferéncia em camara de fluxo). Ajustar a
centrifuga para 3000 rpm por 10 minutos.

Apbs a centrifugacdo despreza-se o sobrenadante com cuidado para nao
perder o pellet de células. Verter os tubos sobre um guardanapo de papel, para
escorrer o resto do sobrenadante (observar se o pellet ndo esta escorrendo). Nao
misturar guardanapos de pacientes diferentes (os 2 tubos do mesmo paciente em um
guardanapo).

Ao pellet de células contido no tubo de Falcon, acrescentar 500 uL de solucéo
tampéo de extracdo (fazer em camara de fluxo, tomar cuidado para ndo deixar as
coletas em contato com a luz UV). Cuidadosamente homogeneizar o contetdo do tubo
de falcon num agitador de tubos. Verter o pellet + a solugdo para um micro tubo
(eppendorf) de 1,5mL. Identificar o microtubo com os dados do paciente. Um
microtubo para cada bochecho (para cada paciente 2 microtubos). Armazenar 0s
microtubos a — 20 -C até o momento da extracado de DNA.

Armazenar a solucao de glicose e o tampao de extracao (Tris 10 mM, EDTA
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0,1M + SDS a 0,5% - pH = 8.0) em geladeira. A solucdo tampao de extracéo ficara
turva na geladeira. Esperar esfriar em temperatura ambiente ou colocar por uns 10 a
30 segundos no microondas, evitando aquecer a solugcao, antes de utilizar. Evitar ao
maximo a contaminac¢ao ou misturar tampas e conteudo dos pacientes. Sempre trocar

as luvas em caso de duvida na contaminacao.
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APENDICE 5 - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA COM ACETATO DE

AMONIO

Protocolo para extragcdo de DNA com Acetato de Amdnia a partir de células da

10.

11.

12.

mucosa oral (bochecho)

Coletar um bochecho de 3 ml de dextrose a 3 % (pedir para o paciente
esfregar a lingua na mucosa oral para descamacao eficiente das células
epiteliais).

Centrifugar 3000 rpm por 10 min.

Jogar fora sobrenadante e colocar 500 pL de solucéo de extracdo de DNA
(Tris, SDS, EDTA).

Transferir para um microtubo de 2 ml e adicionar 5 pL de proteinase K (20
mg/ml, solucdo méae).

Vortexar por ~5s (velocidade moderada) para desmanchar o precipitado e
incubar a 55 °C por 2 h ou overnight. (caso incubado por 2 h, inverter
levemente os tubos em intervalos de tempo)

Adicionar 500 pL de acetato de aménio 7,5 M (ou 8M + 1mM EDTA) e
vortexar por ~5 seg (velocidade alta). Obs: EDTA deve estar conservado em
geladeira mas devera ser utilizado em temperatura ambiente.

Centrifugar 14.000 rpm por 10 min.

Transferir o sobrenadante de + 900 uL para 2 microtubos (x450 pL em cada
um). Caso sobre algum sobrenadante restante distribuir igualmente nos
microtubos e adicionar em cada microtubo 540 L isopropanol (gelado).
Inverter os tubos ~20X (deve dar para ver a nuvem de DNA) e centrifugar
14.000 rpm por 5 min.

Verter o sobrenadante, ficando com o pellet (pode secar rapidamente em
papel, tomando o cuidado para ndo contaminar as amostras) e adicionar
1.000 pL etanol 70% para remover o isopropanol (preparar o etanol [alcool
isopropilico] na hora de acordo com a quantidade a ser utilizada).

Vortexar por ~5 seg (velocidade moderada) para desmanchar o precipitado
(pellet). Pode néo dissolver completamente.

Centrifugar 14.000 rpm por 5 min.



13.

14.

15.

16.

17.
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Verter o tubo cuidadosamente para néo perder o precipitado (geralmente nao
esta firmemente aderido ao fundo do tubo. Melhor remover o sobrenadante
cuidadosamente com uma pipeta, deixando o pellet).

Deixar secar ~1 h a temperatura ambiente (pode precisar de um tempo maior)
com a tampa do microtubo aberta e apos adicionar 50 L de TE em cada
microtubo. Ao colocar o TE pode verter o liquido umas 4 vezes com a pipeta
(ependal) cuidadosamente para homogeneizar melhor. Unir o contetdo dos 2
microtubos em um s6. Pode homogeneizar vertendo levemente com a pipeta
ou dar leves batidinhas no microtubo.

Deixar em uma estante a temperatura ambiente. Pode acrescentar um pouco
mais de TE e aguardar (por estarem turvas pode haver uma concentracao
maior de DNA). Ainda pode ser utilizado o banho-maria a 50 °C, deixando os
microtubos por £ 4 min.

Leitura da concentracdo de DNA no aparelho spectrofotdmetro NanoView,
com a pureza estimada pela razdo OD 260/280.

Diluir para obter a concentracédo de 10 ng/uL e armazenar sob a temperatura

de - 20 °C até preparo para a reacao de PCR em tempo real.
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APENDICE 6 — PROTOCOLO DE GENOTIPAGEM

Protocolo para Genotipagem utilizando o kit da Applied Biosystems
Diluicdo do DNA
- Padronizar a concentracao das amostras de DNA para 10 ng/ul. Se necessério diluir

as amostras com agua DNA/RNAse free.
ci= Concentragao inicial de DNA obtida no espectrofotometro
vi= volume que seré obtido

cf= Concentracao final de DNA (10 ng/ul)
vf = volume final da aliquota de DNA
ci.vi=cf.vf

Exemplo: [ ]= 250.5 ng/ul
250.5.x=10.100

X=3.99 de DNA

H20= 100-3.99= 96 ul de h20

Diluicdo do Tagman Assay Mix

- O volume total de tagman 40x fornecido pela empresa é de 187.5 ul, entretanto
diluiremos o tagman utilizando T.E para obter uma concentracdo de 20x. Dessa forma
o volume total desse reagente sera de 375 ul.

- Com o objetivo de evitar o descongelamento desnecessario do volume total do
reagente iremos dividi-lo em aliquotas. Para isso serd padronizado que em cada
reacao (poco) utilizaremos 0.63ul de tagman, ou seja, com o volume total de 375 ul
serdo feitas 592.2 reacdes. Como em cada placa temos 96 pocos, podemos fazer 6
placas. Portanto, faremos 6 aliquotas de tagman 40x, em que cada aliquota teremos
31.25 ul.

- Confeccao da Placa

Em cada poco utiliza-se: Para 96 amostras

- Master Mix (2X) -> 6.25 ul - Master Mix (2X) -> 600 ul

- 20 x tagman assay mix -> 0.63 ul » - 20 xtagman assay mix -> 60.48 ul
- h20 -> 4.63 ul - h20 -> 444.48 ul

- Volume total: 11.5 ul + 1ul de DNA
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- Devemos colocar dois controles negativos (Agua RNA/DNAase free) no centro da
placa e 3 controles positivos (uma amostra de cada genatipo).



