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RESUMO

Variagbes genéticas do gene que codifica as B-defensinas podem influenciar a
susceptibilidade as infec¢des, inclusive a periodontite crénica. Este estudo teve
como obijetivo, verificar a associacao de polimorfismos genéticos da -defensina 1 (-
52; -44; -20) em pacientes portadores de periodontite crbnica comparados a
periodontalmente saudaveis. Nesta andlise clinico-laboratorial, participaram
pacientes provenientes das clinicas integrais do curso de Odontologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e dos ambulatérios do Hospital
Agamenon Magalhd@es (HAM), no periodo de novembro de 2015 a outubro de 2016,
0s quais obedeceram os critérios de inclusdo e exclusdo adotados. Os participantes
foram divididos em 02 grupos: portadores de periodontite cronica (GP=95) e
periodontalmente saudaveis (GC=69). Inicialmente foram coletados dados
séciodemogréficos (nome, idade, género, estado civil, renda salarial, escolaridade) e
clinicos dos pacientes (profunidade de sondagem (PS), nivel de insercdo clinica
(NIC) e indice de sangramento a sondagem (ISS)). Além disso, foram coletadas
amostras de saliva total espontanea, as quais foram submetidas a isolamento e
purificacdo do ADN e genotipagem por reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RCP-TR), para verificacdo da presenca de polimorfismos de Unica base (SNPs)
da B-defensina 1(-52; -44; -20). O teste exato de Fisher foi utilizado para verificar
associacdes entre os dados de PS, NIC e ISS e os gendtipos investigados. O nivel
de significancia adotado foi de 5% e intervalo de confianca de 95%. Ambos os
polimorfismos da B-defensina 1 (-52, -44 e -20) foram observados em pacientes com
periodontite crdnica, contudo, apenas o SNP (-20) apresentou diferenca estatistica
entre os grupos GP e GC (p<0,05). Para o SNP (-20), o alelo A apresentou-se em
mais da metade do GP (p<0,000) e o gendétipo AA foi mais frequente neste grupo
(p<0,000). Verificou-se que a razdo de chances de um paciente com periodontite
cronica apresentar o genotipo AA foi 14,15 vezes maior do que em periodontalmente
saudaveis. Quanto a frequéncia haplotipica, a maior frequéncia foi de GCA
(p<0,000), seguido de ACA no grupo GP (p<0,000). Apenas o genoétipo GG do SNP
(-44) apresentou resultado significativo para a variavel NIC (p<0,017). Portanto, o
estudo sugere que o SNP (-20) parece influenciar na predisposi¢cao da periodontite

cronica, sendo o gendtipo AA mais presente nos individuos com periodontite cronica,



assimo como, os haplotipos GCA e ACA estdo mais presentes em pacientes com
periodontite crénica comparados a periodontalmente saudaveis.

Palavras-Chave: Doenca periodontal. Periodontite cronica. Polimorfismo de
nucleotideo Unico. Beta-defensinas.



ABSTRACT

Genetic variations of gene that encoding B-defensins may influence the susceptibility
to infections, including chronic periodontitis. This study aimed to verify the
association of genetic polymorphisms of B-defensin 1 (-52; -44; -20) in patients with
chronic periodontitis compared to periodontally healthy. In this clinical-laboratorial
analysis participated in the study patients from dental clinics of Federal University of
Pernambuco (FUPE) and outpatient clinics of Agamenon Magalhdes Hospital (AMH),
from november 2015 to october 2016, which obeyed the inclusion and exclusion
criteria adopted. Participants were divided into 2 groups: patients with chronic
periodontitis (PG = 95) and periodontally healthy (CG = 69). Initially, were collected
socio-demographic data (name, age, gender, marital status, salary income,
schooling) and clinical status of the patients (depth of probing (DP), clinical insertion
level (CIL) and bleeding probing index (BPI)). In addition, samples of spontaneous
total saliva were collected, which were submitted to DNA isolation and purification
and genotyping by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) to verify the
presence of single-base polymorphisms (SNPs) of B-defensin 1 (-52; -44; -20). The
Fisher's exact test was used to verify associations between DP, CIL and BPI data
and the investigated genotypes. The significance level was 5% and 95% confidence
interval. Both polymorphisms of B-defensin 1 (-52; -44; -20) were observed in
patients with chronic periodontitis; however, only SNP (-20) presented statistical
difference between PG and CG groups (p <0.05 ). For SNP (-20), “A” allele was
present in more than half of PG (p <0,000) and “AA” genotype was more frequent in
this group (p <0.000). It was verified that the odds ratio of a patient with chronic
periodontitis presenting “AA” genotype was 14.15 times higher than periodontally
healthy subjects. As to the haplotype frequency, the highest frequency was “GCA” (p
<0.000), followed by “ACA” in PG group (p <0.000). Only “GG” genotype of SNP (-44)
presented a significant result for CIL variable (p <0.017). Therefore, the study
suggests that SNP (-20) seems to influence the predisposition of chronic
periodontitis, with “AA” genotype being more present in individuals with chronic
periodontitis, as “GCA” and “ACA” haplotypes are more present in patients with
chronic periodontitis compared to periodontally healthy.

Key words: Periodontal disease. Chronic periodontitis. Single nucleotide

polymorphism. Beta-defensin
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1 INTRODUCAO

A periodontite cronica constitui-se de um processo inflamatorio infeccioso
progressivo, de etiologia multifatorial, que acomete os tecidos de protecéo e suporte
do dente, ocasionando uma destruicéo irreversivel de forma aleatoria e em sitios
especificos. E caracterizada clinicamente por inflamacéo gengival, sangramento a
sondagem, diminuicdo da resisténcia dos tecidos periodontais & sondagem (bolsas
periodontais), perda de insercdo clinica. As caracteristicas variaveis incluem
hiperplasia ou recessdo gengival, exposicdo da furca, mobilidade e inclinacéao
dentarias aumentadas e esfoliacdo dos dentes se nédo controlada (NUTO, NATIONS,
COSTA, 2007).

A presenca de micro-organismos no biofilme dentario é necessaria, mas nao
€ suficiente para o desenvolvimento de periodontite. A severidade da periodontite
esta relacionada a ma higiene bucal, a susceptibilidade genética do hospedeiro, e
ainda a fatores de risco ambiental e adquirido, tais como fumo, estresse, idade
avancada, alteracbes hormonais e doencgas sistémicas, como por exemplo, doencas
imunologicamente mediadas e diabetes mellitus. Além disso, o aspecto clinico da
doenca é determinado pela resposta do hospedeiro frente ao estimulo bacteriano
(PAGE et al., 1997; IKUTA et al., 2015).

A resposta do organismo do hospedeiro aos micro-organismos pode ser tanto
protetora, no que diz respeito a producado de moléculas que teriam a capacidade de
combater estes micro-organismos; quanto destrutiva, quando o sistema imunoldgico
é ativado de forma exacerbada causando danos aos tecidos proprios do organismo;
ou ambas. A ativacdo da resposta imune permite a eliminacdo dos antigenos
bacterianos, promovendo assim a resolucdo do processo inflamatério e infeccioso.
Este mesmo sistema imunoldgico é organizado em termos de células e moléculas
que tém papéis especializados para defender-se contra infeccbes (ALVES et al.,
2003; AZUMA, 2006).

Diante da perspectiva da resposta do organismo mediado pelo sistema imune
e possivel susceptibilidade organica do hospedeiro a certas condi¢des infecciosas,
como a periodontite crénica, surge uma familia de peptideos antimicrobianos que
podem ser produzidas por diversas células e tecidos do organismo, as -defensinas.
Elas apresentam amplo espectro de acdo com atividade contra bactérias Gram

positivas e negativas, espécies de fungos e virus. Além desta atividade
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antimicrobiana, estas B-defensinas apresentam acfes que providenciam a ligacao
entre as respostas imune inata e adaptativa, agindo como fator quimiotatico das
células dendriticas e células T memdéria (BISSEL et al., 2004; OCA et al., 2006;
DIAMOND, RYAN, 2011; SEMPLE, DORIN, 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU,
2013).

As B-defensinas sdo reguladas em resposta ao estimulo inflamatério, e
podem ser encontradas tanto na saliva quanto no fluido crevicular, sendo expressas
pelo epitélio oral, lingua e glandulas salivares. Acredita-se, ainda, que as mesmas
possam estar envolvidas na manutencdo da homeostase na cavidade oral
(DIAMOND, RYAN, 2011; LOO et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; VAN HEMERT et
al., 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013; NITTAYANANTA et al., 2013).

Supbe-se que as variagbes do gene que codifica as B-defensinas possam
influenciar a susceptibilidade a certas infeccbes, tais como a periodontite, (DORK;
STUHRMANN, 1998); infeccbes de vias aéreas superiores e inferiores,
(BOGERFORS et al., 2012; PACE et al., 2012); susceptibilidade ao HIV, assim
como, progressao e severidade da doengca AIDS (MEHLOTRA et al, 2013;
NITTAYANANTA et al.,, 2013); carcinomas, inclusive o oral (DIAMOND, RYAN,
2011); e doencas gastrointestinais (KELLY et al., 2013).

Pesquisas sobre alteracfes genéticas do tipo polimorfismo de Unica base
(SNP), que séo variacdes na sequéncia de DNA que podem provocar alteracdes no
produto protéico do gene levando a producédo de proteinas defeituosas (LODISH et
al., 2002), tém sido pouco desenvolvida por grupos de pesquisa em Odontologia no
Brasil e no mundo. O estudo dos polimorfismos das B-defensinas em pacientes com
periodontite crénica pode conseguir uma maior elucidacdo da susceptibilidade de
certos individuos a doenca periodontal diante da presenca de variacdes genéticas.

Diante disso, o estudo teve por objetivo avaliar a presenca de polimorfismos
genéticos da B-defensina-1 (-52; -44; -20) em pacientes portadores de periodontite

cronica comparado a pacientes periodontalmente saudaveis.

2 MARCO TEORICO

2.1 Periodontite cronica

A cavidade oral € um ambiente peculiar, onde tecidos duros (os dentes)

sobressaem atraves de tecidos moles (gengiva) em um ambiente umido, contendo
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nichos que favorecem a fixacdo e crescimento de micro-organismos, tais como
bactérias patogénicas. A interacdo destes micro-organismos com o hospedeiro
determina o curso e a extensdo da doenca resultante. Os micro-organismos podem
exercer efeitos patogénicos diretamente, por causarem destruicdo periodontal, ou
indiretamente, por estimularem e modularem a resposta do hospedeiro (LOO et al.,
2012; MAHANONDA et al., 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013).

O periodonto é formado por estruturas de suporte e protecdo do dente, que
incluem gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar. A periodontite
cronica é um processo inflamatorio infeccioso progressivo e de etiologia multifatorial,
gue acomete as estruturas de suporte e protecdo do dente, causando destruicao
irreversivel das mesmas, de forma aleatdria e em sitios especificos. E caracterizada
por alteracbes de cor, textura e volume da gengiva marginal, inflamacdo e
sangramento gengival, reducdo da resisténcia dos tecidos moles marginais a
sondagem (aumento da profundidade de bolsa periodontal) e perda de insercéo do
dente a gengiva e ao 0sso alveolar, hiperplasia ou recessdo da margem gengival,
perda do osso alveolar, exposicdo de furca, aumento da mobilidade dentaria,
inclinacdo dentaria aumentada e eventual esfoliacdo dentaria (NUTO, NATIONS,
COSTA, 2007; IKUTA et al., 2015).

Esta patologia inicia-se com uma gengivite, mas como a sua progressao é
lenta, os sintomas como perda Ossea e de insercdo sO serdo observados
posteriormente. A progressao da periodontite crénica € um processo continuo que
pode sofrer periodos de exarcebacdo aguda através de alguns fatores de influéncia,
tais como idade; extensdo da perda de insercdo e 6ssea; profundidade da bolsa;
fatores retentivos de placa; patogenicidade das bactérias colonizadas e fumo. Esses
fatores de influéncia fazem com que o prognéstico da periodontite seja determinado
pela extensao, severidade e idade do paciente, podendo ser modificada por fumo,
estresse e doencas sistémicas como diabetes e soropositividade ao HIV (FLEMMIG,
1999; LINDHE et al., 1999).

Embora a maioria dos individuos com mais de 50 anos de idade tenham
sofrido quantidade moderada de destruicdo dos tecidos periodontais, formas mais
avancadas da doenca sao vistas em apenas uma pequena parcela da populagéo,
em torno de 10%. A idade de inicio da periodontite cronica e sua subseqglente taxa
de progressao variam entre individuos e sédo provavelmente influenciadas por fatores
genéticos e de risco ambientais (PAGE et al., 1997; IKUTA et al., 2015).
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A presenca de bactérias patogénicas € essencial, mas insuficiente para
produzir periodontite. O controle da doenca periodontal é de extrema importancia,
pois aléem de acarretar perdas dentarias, tém sido identificadas associacbes e
evidéncias epidemiologicas de que as infeccbes periodontais parecem ocasionar
bacteremias e agravar doengas sistémicas, principalmente nos casos de doencas
cardiovasculares / cerebrovasculares, no nascimento de prematuros e criangas com
baixo peso, restricdo do crescimento fetal e no controle glicémico de diabéticos.
Outros fatores do hospedeiro tais como alcoolismo, tabagismo, diabetes, estresse,
desnutricdo e predisposicao hereditaria sdo determinantes importantes da presenca
e severidade da doenca periodontal (SCANNAPIECO et al., 1998; ARMITAGE,
2000; LI et al., 2000; CORSON, POSTLETHWAITE, SEYMOUR, 2001; ZINA et al.,
2005; VIEIRA, PERET, PERET FILHO, 2010; LOO et al., 2012).

2.2 Defensinas

A resposta do organismo do hospedeiro aos micro-organismos do biofilme
bacteriano pode ser tanto protetora, no que diz respeito a producdo de moléculas
que teriam a capacidade de combater estes micro-organismos; quanto destrutiva,
guando o sistema imunolégico é ativado de forma exacerbada causando danos aos
tecidos proéprios do organismo ou ambas, o que contribui para a ampla variedade de
mudancas teciduais observadas na doenca periodontal. O sistema imune é dividido
em duas categorias, a imunidade inata e a imunidade adaptativa, e é organizado em
termos de células e moléculas que tém papéis especializados para defender-se
contra a infecgdo, as quais sao fundamentais para a resposta deste sistema contra a
invasdo microbiana (ALVES et al., 2003; AZUMA, 2006).

A imunidade inata ou natural refere-se a qualquer resisténcia intrinseca ja
presente na ocasido em que um patdogeno se apresenta pela primeira vez ao
organismo onde, o que estimula o inicio dessa resposta é a interacdo de estruturas
moleculares produzidas por esse patdogeno e 0s receptores de reconhecimento para
tal agente agressor do hospedeiro. A ativagdo da resposta imune inata, contando
com a participacdo de fagécitos e componentes do complemento, permite a
eliminacdo dos antigenos bacterianos, promovendo assim a resolugcédo do processo
inflamatério (ALVES et al.,, 2003; CUNNION, WAGNER, FRANK, 2004; AZUMA,
2006).
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J4 a imunidade adquirida ou adaptativa refere-se a resisténcia que esta
ausente ou fraca na primeira exposicdo ao patdégeno, mas que aumenta
acentuadamente com exposi¢cdes subseqientes ao mesmo patdégeno (CUNNION,
WAGNER, FRANK, 2004; AZUMA, 2006).

O epitélio periodontal funciona como uma barreira fisica, permitindo a
passagem seletiva de antigenos, células (principalmente do sistema imunoldgico),
uma série de moléculas de defesa (tais como as defensinas), devido a presenca de
juncdes intercelulares e citoesqueleto de queratina. Esta funcédo de barreira fisica
ainda ndo € bem compreendida, mas é reconhecido que o epitélio de todo o corpo
faz mais do que um bloqueio da resposta antigénica, induzindo diversos tipos de
peptideos antimicrobianos (DALE, 2002; MARSHALL, 2004).

Peptideos antimicrobianos tem sido identificados e isolados a partir de uma
grande variedade de organismos, incluindo seres humanos, onde eles participam
principalmente na primeira linha de defesa contra patégenos. Em geral, o
mecanismo de acdo antimicrobiana desses peptideos antimicrobianos € a formacao
de poros na membrana citoplasmatica das bactérias. Entre esses peptideos estdo as
defensinas, pequenas moléculas proteicas que variam de cerca de 2 a 6 kDa e que
sdo ricas em residuos de aminoéacidos catidnicos e cisteina. Sdo abundantes em
seres humanos e outros vertebrados, além de possuirem ampla atividade
microbicida (JUNG et al., 2011; BOGEFORS et al., 2012; HUGO et al., 2012; LOO et
al., 2012; PEREIRA et al., 2012; SCHMIDTCHEN, 2012; SEMPLE, DORIN, 2012;
GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013; KELLY et al., 2013; MEHLOTRA et al., 2013).

Os peptideos antimicrobianos sédo produzidos ndo sé pelo epitélio, mas
também pelas células do sistema imune e de reparo tecidual que o atravessam,
sendo a sua producdo estimulada devido ao reconhecimento da presenca das
bactérias pelos receptores especificos. Atualmente, existem no minimo quatro
familias diferentes desses peptideos (a-defensina, B-defensina, catelicidinas e
saposinas) encontradas em humanos (RAJ, DENTINO, 2002; MARSHALL, 2004).

As defensinas humanas séo classificadas em duas subfamilias, alfa e beta-
defensinas, que se distinguem pela localizacdo e par de seis residuos de cisteina.
Até o momento, foram encontradas 40 regifes de codificagdo potenciais para as [3-
defensinas humanas. A expressao de muitas dessas foi confirmada ao nivel do
MRNA, mas apenas HBD1 a HBD4 foram caracterizadas explicitamente e sé&o

predominantemente expressas em varios tecidos epiteliais. Curiosamente, as [3-
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defensinas humanas podem agir como quimiocinas estimulando a resposta imune
adaptativa (JUNG et al., 2011; LOO et al., 2012; FODE et al., 2011; MEHLOTRA et
al., 2013).

As defensinas, além de estarem diretamente envolvidas em acao
antimicrobiana, aparecem com o papel de dar assisténcia a outros participantes da
resposta inata, assim como alertando a resposta imune adquirida ou adaptativa. As
a-defensinas s@o capazes de ativar a via classica do sistema complemento e regular
a producdo de interleucina-18 pelas células epiteliais, que poderia aumentar o
recrutamento de neutrofilos para o sitio de infeccdo (MARSHALL, 2004; FODE et al.,
2011). No caso das B-defensinas, além da sua capacidade microbicida, sdo capazes
de promover a ligacdo entre as respostas imune inata e adaptativa, agindo como
fator quimiotatico das células do sistema imune (BISSEL et al., 2004; DIAMOND,
RYAN, 2011; SEMPLE, DORIN, 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013).
Existem 28 B-defensinas humanas, mas apenas 04 foram caracterizadas (JUREVIC
et al., 2003).

Na cavidade oral, as B-defensinas podem ser encontradas tanto na saliva
quanto fluido crevicular gengival, sendo expressas tanto pelo epitélio bucal quanto
pela lingua e glandulas salivares, sendo reguladas em resposta a estimulos
inflamatorios. Em vista dessa proposi¢ao, acredita-se que as -defensinas possam
estar diretamente envolvidas na manutencdo da homeostase bucal (DIAMOND,
RYAN, 2011; LOO et al., 2012; PEREIRA et al., 2012; VAN HEMERT et al., 2012;
GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013; NITTAYANANTA et al., 2013).

A B-defensina 1 (HBD-1) € expressa por células epiteliais de muitos 6rgéos
humanos, tais como pancreas, figado, glandulas salivares, epitélio oral e traquéia
(ABIKO et al., 1999). Possuem amplo espectro de acdo mostrando atividade contra
bactérias Gram positivas e negativas, alguns fungos e virus (DOMMISCH et al.,
2007; DIAMOND, RYAN, 2011; BOGEFORS et al.,, 2012; HUGO et al., 2012,
PEREIRA et al., 2012; WU et al., 2012).

O gene da p-defensina-1 (DEFB1) esta localizado na porcdo 8p23.2-p23.1 e
sua extensdo é aproximadamente 8kb (DORK; STUHRMANN, 1998; OCA et al.,
2006; FODE et al.,, 2011). Varios genes a e [B-defensinas sdo localizados no
cromossomo 8p22-23 (CAGLIANI et al., 2008).

Os seres humanos produzem naturalmente varios peptideos antimicrobianos,

incluindo defensinas derivadas do epitélio, que tem atividade contra Porphyromonas
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gingivalis, Actinomycetes, Streptococcus e Candida sp. in vitro. Alguns micro-
organismos periodontopatogénicos como Treponema denticola, Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans apresentam algumas cepas
que sao resistentes as B-defensinas (BRISSETTE, LUKEHART, 2007; DIAMOND,
RYAN, 2011; PEREIRA et al., 2012).

Uma abordagem comum para se estudar os efeitos de peptideos
antimicrobianos envolve métodos nao-invasivos para medir a atividade em fluidos,
como saliva e fluido crevicular gengival, que contém produtos produzidos sistémica e
localmente. O fluido crevicular gengival fornece uma representacdo precisa das
concentracbes de mediadores inflamatdrios no soro e tecidos adjacentes. Assim,
grande parte dos dados pertencentes a cavidade oral sdo estudados pela coleta de
peptideos antimicrobianos em secrecdes. Esses estudos tém esclarecido atividades
que conectam peptideos antimicrobianos as func¢des imunolégicas na cavidade oral
(MAHANONDA et al., 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013).

2.3 Polimorfismo genético das B-defensinas

Variacbes genéticas podem explicar a susceptibilidade genética a alguns
eventos biologicos, estes incluem a predisposicdo as doencas e a resposta
farmacolégica (KRUGLYAK, 1997; FODE et al., 2011).

Polimorfismos de uma Unica base (SNP) sao varia¢des na sequéncia de ADN
que podem provocar alteragdes no produto protéico do gene levando a producéo de
proteinas defeituosas. Sao o tipo mais comum de variacdo e estdo presentes,
aproximadamente, a cada 300 pares de bases através do genoma. Os SNPs podem
alterar a transcricéo e translacéo, assim como mudar a sequéncia de aminoéacido e
consequentemente a estrutura ou funcdo da proteina. Estes podem ser utilizados
como marcadores para estudos genéticos em humanos para comparar a variagao
entre as populacdes, analisar hapl6tipos, determinar a ligagdo do desequilibrio entre
genes e como marcadores para associacdo com doencas (JUREVIC et al., 2002;
LODISH et al., 2002).

Um alelo é cada uma das varias formas alternativas do mesmo gene,
ocupando um dado locus num cromossomo. Consiste em uma sequéncia de

nacleotideos de um gene especifico. Um alelo pode ser mutante, resultando em um
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fendtipo alterado, ou selvagem, caracterizado por um produto génico ativo e um
fendtipo “normal” (GRIFFITHS et al., 2008).

O conjunto de antigenos codificados por genes de um cromossomo hapléide
constitui um haplotipo. Os haplétipos sdo uma determinada ordem de marcadores
herdada em blocos, observada em um cromossomo particular, tendo sido Uteis para
estudos antropoldgicos e para a definicdo do fluxo de alelos em populagbes
humanas (SALZANO, BORTOLINI, 2002).

O conjunto de haplotipos paterno e materno constitui 0 genoétipo. Assim, cada
individuo apresenta dois haplétipos, um de origem paterna e outro de origem
materna, ou seja, o gendtipo refere-se a constituicdo genética de um organismo,
representada por todos o0s genes que possui um individuo de uma espécie
(GRIFFITHS et al., 2008).

Acredita-se que variagbes genéticas do gene que codifica as B-defensinas
possam influenciar a susceptibilidade de certos individuos a infecgfes, inclusive a
periodontite crénica (DORK; STUHRMANN, 1998; PEREIRA et al., 2012; GREER,
ZENOBIA, DARVEAU, 2103), doencas tais como infeccOes de vias aéreas
superiores e inferiores (rinite alérgica e asma, por exemplo) (BOGERFORS et al.,
2012; PACE et al., 2012), susceptibilidade ao virus HIV-1, progressao e severidade
da SIDA (MEHLOTRA et al., 2013; NITTAYANANTA et al., 2013), tumores do tipo
carcinomas, entre eles o bucal (ABIKO et al.,, 1999; DIAMOND, RYAN, 2011) e
afecgdes gastrintestinais (KELLY et al., 2013).

Bogerfors et al. (2012) investigando a presenca de HBD1-3 no tecido
tonsilar e seu papel potencial na rinite alérgica (AR), verificaram que HBD1-3
estavam presentes no tecido tonsilar, incluindo células epiteliais e linfécitos CD4 +,
CD8 + e CD19 +. Verificaram que a expressao foi reduzida em amigdalas alérgicas
em comparacao com saudaveis.

Pace et al. (2012) em estudo para avaliar as defesas pulmonares alteradas
na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) verificaram que esta pode promover
a distalizacdo das vias aéreas, colonizagao bacteriana e liberagdo de B-defensina 2
(HBD2) por células epiteliais, crucialmente os mecanismos de defesa pulmonar. Os
pesquisadores observaram que, nas vias aéreas distais, a DPOC expressa
altamente HBD2. Os autores concluiram que tais dados fornecem novos insights
sobre o0s possiveis mecanismos envolvidos na alteracdo da imunidade inata na
DPOC.
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Examinando a distribuicdo de SNPs do DEFB1 utilizando amostras de duas
coortes de HIV / SIDA dos Estados Unidos e cinco populagdes diversas dos
Repositorios de Células de Coriell, Mehlotra et al. (2013) determinaram as
frequéncias de 10 SNPs em DEFBL1. Verificaram diferencas visiveis nas frequéncias
de alelos e haplétipos entre varios grupos raciais / étnicos. Os pesquisadores
relatam que tais observacdes fornecem informacfes a complexa interagdo entre
polimorfismos genéticos de B-defensina e susceptibilidade, ou a progressédo ou
gravidade, da infeccéo / doenca pelo HIV.

Nittayananta et al., (2013) objetivaram em seu estudo determinar a
expressao oral de B-defensinas humanas em Infectados pelo HIV em comparacéo
com controles ndo-HIV; a expressao destas B-defensinas humanas orais em doentes
infectados com HIV e em terapia anti-retroviral em comparacdo com aqueles sem
tratamento. Os mesmos autores concluiram que a imunidade inata oral é afetada
pela infeccao pelo HIV e pelo uso de terapia anti-retroviral.

Diamond e Ryan, (2011) realizaram uma revisdo da literatura sobre a
influéncia das B-defensinas sobre o surgimento de tumores. Juntos, tais estudos in
vitro, in vivo e humanos sugeriram que estes peptideos sdo importantes na
homeostase da cavidade oral.

Kelly et al. (2013) em estudo que propunha a extensdo a um modelo
humano, utilizaram 94 amostras de tecidos intestinais humano e revelaram que o
fator induzivel por hipoxia (HIF-1a) basal é critico para a expresséo constitutiva de
hBD-1 entérico.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral:

Caracterizar a presenga de polimorfismos genéticos da (B-defensina-1 (-52; -
44; -20) em pacientes com doenga periodontal crénica (GP) em comparacdo aos

pacientes periodontalmente saudaveis (GC).

3.2 Especificos
e Detectar polimorfismos de uma unica base (SNPs) da (3-defensina-1;

e Verificar a existéncia de associagcao entre a presenca de polimorfismo da B-

defensina-1 e a extenséo / severidade da periodontite cronica;



26

e Verificar a distribuicdo das frequéncias haplotipicas entre os grupos GP e GC;
e Analisar a associacdo entre os parametros de profundidade de sondagem,
nivel de insercdo clinica e indice de sangramento a sondagem com a

presenca dos polimorfismos (-52, -44, -20) da p-defensina-1.

4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes éticas

Este estudo seguiu as normas 466/12 do CNS (Conselho Nacional de Saude),
que regulamenta a pesquisa em humanos, obtendo a aprovacéo do Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos do Hospital Agamenon Magalhdes, CAAE n°
49166415.0.3001.5197 e parecer n° 1.368.830 (anexo A), e do Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco — Centro
de Ciéncias da Saude / CCS-UFPE, CAAE n° 49166415.0.0000.5208 e parecer n°
1.310.208 (anexo B).

Todos os pacientes foram devidamente informados sobre o teor cientifico da
pesquisa, conscientizados dos beneficios e possiveis danos. Apos explicacdo dos
objetivos e aceite em participar do exame clinico e coleta das amostras, todos os
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

(apéndice A).

4.2 Desenho e localizacdo do estudo

O estudo tratou-se de uma anadlise clinico-laboratorial. A captacdo dos
pacientes, realizacdo dos exames clinicos e coleta de amostras de saliva total
espontanea ocorreram nas clinicas integrais do curso de graduacdo em Odontologia

da UFPE e nos ambulatérios do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) - Recife- PE.

4.3 Populacéo alvo e selecdo da amostra

Foram convidados para participar do estudo, o0s pacientes que se
encontravam a espera de consulta ou tratamento nos ambulatérios do Hospital
Agamenon Magalhdes (HAM), e nas clinicas integrais do curso de graduacdo em
Odontologia da UFPE, no periodo de novembro de 2015 a outubro de 2016.

A amostra foi do tipo conveniéncia, ndo probabilistica e aleatdria, dividida em

2 grupos: grupo periodontite (GP) - formado por pacientes diagnosticados com
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periodontite cronica; e grupo controle (GC) - composto por pacientes
periodontalmente saudaveis.

Os pacientes foram recrutados de acordo com a procura ao Sservico, e
selecionados apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo adotados (quadro
1).

Critérios de incluséo Critérios de exclusao
Idade: = 35 anos Realizado tratamento periodontal nos Ultimos
06 meses
Dentes naturais: = 08 dentes Uso de antibidticos nos dltimos 06 meses e

*Excluindo-se os 3° molares e dentes | Uso de anti-inflamatérios de forma cronica

indicados para exodontia.

Grupo Periodontite (GP): diagnéstico clinico | Uso de aparelho ortoddntico

de periodontite crbénica

Presenca de condi¢do sistémica que possa

Grupo Controle (GC): periodontalmente | interferir no curso da doenca periodontal:

saudaveis diabetes ou doencas imunologicamente
mediadas
Aceitar participar do estudo Gestantes; Lactantes

Registro no servico do HAM ou NAPA - UFPE | Fumantes.

Quadro 1: Critérios de inclusao e exclusao adotados.

Como parametros utilizados para diagnéstico de periodontite cronica, foram
considerados presenca de profundidade de sondagem > 3 mm, presenca de
sangramento a sondagem e perda de insergéo clinica = 1 mm. J& os pacientes foram
considerados periodontalmente saudaveis quando possuiam profundidade de
sondagem < 3 mm e perda de insergao clinica < 1mm. Os parametros adotados
levaram em consideracao algumas diretrizes adotadas pela Academia Americana de
Periodontologia para diagnéstico clinico e classificacdo da periodontite (quadro 2)
(ARMITAGE, 1999; GEURS et al., 2015).

A severidade e extensdo da periodontite cronica foram classificadas de
acordo com os parametros adotados segundo Wiebe e Putnins (2000) os quais
comentam sobre o sistema de classificacdo da doenca periodontal de acordo com a
Academia Americana de Periodontologia. Quanto a extensédo, a periodontite crénica
foi classificada como localizada ou generalizada a depender se < 30% ou > 30% dos

sitios estédo envolvidos. A severidade € baseada na perda de insercéo clinica (PIC) e
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€ designada como leve (1-2 mm PIC), moderada (3-4 mm PIC) ou severa (> 5 mm
PIC).

Parametros Leve Moderada Severa
Profundidade de >3e<5mm 25 e <7 mm =7 mm
sondagem
Sangramento a Sim Sim Sim
sondagem
Perda 6ssea Até 15% do 16% a 30% ou >30% ou >5 mm

comprimento da raiz
ou
22mme<3mm

radiografica >3mme <5mm

Perda de insercéo la2mm 3ad4mm =25 mm

clinica

Quadro 2: Diretrizes para determinacdo da severidade da periodontite (GEURS
et al., 2015).

4.4 Instrumentos de pesquisa

4.4.1 Entrevista e questionario
Antes de iniciar o exame clinico, foram registrados dados sobre a idade, sexo,
renda, escolaridade, estado civil, habito de fumar e medicamentos em uso, através

do preenchimento do questionario sdciodemografico (apéndice B).

4.4.2 Exame clinico

O exame clinico foi realizado por 03 examinadores previamente calibrados, e
03 anotadores. O valor de kappa inter-examinadores foi de 0,512, considerado uma
calibracdo de razoavel a boa (Bello et al., 2016).

Para cada paciente foi preenchido um periograma (apéndice C), no qual
foram coletados dados sobre profundidade de sondagem (PS), a qual corresponde a
distancia entre a margem gengival e a por¢cdo mais coronal do epitélio juncional
(fundo de sulco/bolsa); indice de sangramento a sondagem (ISS), verificada pela
presenca ou auséncia de sangramento durante a sondagem; e nivel de insercéo
clinica (NIC), que corresponde ao somatorio da distancia entre a juncéo
amelocementaria e a margem gengival e da margem gengival até a por¢cdo mais
coronal do epitélio juncional (fundo de sulco/bolsa) (GOMES FILHO et al., 2006)

Para cada dente foram sondados seis sitios: mesio-vestibular, meédio-

vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, médio-lingual e disto-lingual. O exame foi
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realizado sob luz artificial, proveniente de fotéforo a pilha (quando n&o foi possivel
examinar o paciente em cadeira odontolégica) ou foco luminoso da cadeira
odontologica, com o auxilio de odontoscopio e sonda periodontal milimetrada tipo
Universidade Carolina do Norte, Trinity®; além dos equipamentos de protecao

individual (gorro, méscara, luvas, 6culos, jaleco).

4.4.3 Coleta e armazenamento das amostras

Apés a realizacdo do exame clinico, realizou-se a coleta da saliva total
espontanea utilizando-se tubos tipo Falcon estéreis, sendo o paciente orientado a
depositar no minimo 1ml desta saliva total no respectivo tubo.

As amostras coletadas foram armazenadas em freezer a — 20°C no
Laboratério de Biologia Molecular da Pds-Graduacdo em Odontologia da UFPE,
para extracdo do material genético, ficando sob responsabilidade do pesquisador.

Todo processo de esterilizacdo dos materiais utilizados foi executado pelo
préprio pesquisador no Laboratério de Biologia Molecular da Po6s-Graduacdo em
Odontologia da UFPE.

4.4.4 Etapa laboratorial

As analises laboratoriais aconteceram no Laboratério de Biologia Molecular
da Pdés-Graduacdo em Odontologia da UFPE e no Laboratério de Imunoensaio
Keiso Asami — LIKA/UFPE.

4.5 Isolamento e purificacdo do ADN

Para isolamento e purificacdo de ADN foi utilizado o kit da PROMEGA
Wizard® Genomic DNA Purification, seguindo as especificacées do fabricante. Apés
0 processo, o material obtido foi novamente armazenado a -20°C até processamento

por RCP-TR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real).

4.6 Analise dos polimorfismos da 3-defensina 1
A escolha dos polimorfismos estudados estd de acordo com os valores de
MAF (Minim Allele Frequence / Frequéncia Alélica Minima), onde esta deve ser

superior a 10% nas populacdes caucasianas e africanas. A técnica de RCP-TR foi
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utilizada para o sequenciamento genético e genotipagem da B-defensina 1, de
acordo com o proposto por Polesello et al. (2015).

Apoés isolamento e purificacdo do ADN foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores (primers) com auxilio de termociclador. A sequéncia do processamento
foi: amplificagdo do ADN, hibridizacdo com primers de oligonucleotideos e analise
das por¢cBes amplificadas por eletroforese. Todo o processamento e analise dos
polimorfismos foram realizados baseados no protocolo proposto por Jurevic et al.
(2003) e Polesello et al. (2015) (Quadro 3).

SNP Primer Condicbes para Extensdo do
RCP-TR amplicon
(-52) (G >A) | F-5-GTGCCATGTGACTGCTGACT -3’ 156pb

R - 5- AGCCATCCGAGACTCACATC -3’

50°C por 2 min. 95°C por
10 min. e 40 ciclos of 95°C

(-44) (C>G) | F- 5-GACGAGGTTGTGCAATCCACCAG-3 por 158 & 64°C por 1 min 156pb

R- 5-GCAGAAGGTAGGAAGTTCTCATGGCG-3 | 72°Cpor 1 min

(-20) (G>A) | F- 5-GACGAGGTTGTGCAATCCACCA-3’ 156pb

R - 5-GCAGAAGGTAGGAAGTTCTCAT-3

Quadro 3 - Polimorfismos a serem detectados, primers, condicdes para RCP-TR e

tamanho do amplicon.

4.6.1 Genotipagem da B-defensina 1

As amostras foram genotipadas para os SNPs -52G/A (rs1799946), -44C/G
(rs1800972), -20G/A (rs11362), por sequenciamento direto de polimorfismos.

Foram analisados polimorfismos nos alelos, gendétipos e haplétipos do gene
da B-defensina 1, para investigar possiveis modificacbes nessas estruturas e sua
influéncia na predisposicao a periodontite crénica.

A genotipagem foi realizada por RCP-TR utilizando sondas alelo especificas
(Sistema TagMan®). O equipamento utilizado para as reagdes foi o termociclador
ABI 7500 (AppliedBiosystems®).

Para amplificacdo do ADN das amostras através da RCP-TR, utilizou-se um
volume total de 5 pl, contendo aproximadamente 1ul de ADN molde por reacéo (com
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concentracdo de 25ng/ul), 1,25ul de &gua, 2,5ul do TagMan® Universal PCR Master
Mix (AppliedBiosystems®) e 0,25ul das sondas.

O ciclo foi realizado com uma desnaturacado inicial durante 10 min a 95°C,
seguido por 40 ciclos a 95°C durante 20 seg, a temperatura de anelamento de 55°C
durante 30 seg e 72°C durante 30 seg, com uma extenséo final para 72°C durante 7
min.

O sucesso da amplificacdo do ADN e a auséncia de produtos de reacdo nao
especifica foram verificados por meio de uma corrida eletroforética de amplicons em

gel de agarose a 2%.

4.7 Andlise estatistica

Os dados de PS, NIC, ISS foram categorizados e aplicados o teste de Mann
Whitney. As associag0es entre a severidade/extensdo da periodontite cronica e os
genadtipos dos SNPs da B-defensina 1 (-52, -44, -20) foram feitas através do teste de
independéncia da razao de verossimilhanca.

Para verificar a distribuicdo das frequéncias alotipicas, genotipicas e
haplotipicas foi aplicado o teste exato de Fisher.

Para verificar a distribuicdo das frequéncias alotipicas, genotipicas e
haplotipicas foi aplicado o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, e intervalo de confianca de 95%.
Os dados foram digitados no programa Microsoft Excel e o software utilizado para as

analises estatisticas foi o IBM® SPSS 20.0, versao trial.

5 RESULTADOS

5.1 Parametros séciodemograficos

Participaram do estudo 164 pacientes, dos quais 95 (57,9%) pertenciam ao
grupo de pacientes com periodontite cronica (GP), com média de idade de 53,0 £ 9,6
anos e 69 (42,1%) ao grupo controle (GC), com idade média de 49,6 + 10,7 anos. A
mediana de dentes por paciente nos respectivos grupos foi a seguinte: GP = 18
dentes e GC = 22 dentes, com valor de p = 0,004.

O sexo feminino representou a maioria dos participantes nos grupos GP e
GC, assim como a maioria declarou-se como sendo casado, com renda salarial de

até 2 salarios minimos e escolaridade de até o segundo grau completo (Tabela 1)
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Tabela 1 - Descricdo dos dados sociodemogréficos entre os grupos GP e GC

Grupo

Variaveis GP GC Total

N % N | % N [ %
Sexo
Masculino 19 20,0 6 8,7 25 15,2
Feminino 76 80,0 63 91,3 139 84,8
Total 95 100,0 69 100,0 164 100,0
Estado civil
Casado 46 48,4 31 45,6 77 47,2
Solteiro 31 32,6 19 27,9 50 30,7
Divorciado 8 8,4 14 20,6 22 13,5
Vilvo 10 10,5 4 5,9 14 8,6
Total 95 100,0 68 100,0 163 100,0
Renda
Até 2 SM 67 75,3 38 66,7 105 71,9
De2a4SM 19 21,3 15 26,3 34 23,3
De 4a 10 SM 3 3.4 4 7,0 7 4.8
Total 89 100,0 57 100,0 146 100,0
Escolaridade
N&o sabe ler ou escrever 1 11 1 1.4 2 1,2
1° grau incompleto 16 17,0 5 7,2 21 12,9
1° grau completo 12 12,8 5 7,2 17 10,4
2 grau incompleto 6 6,4 8 11,6 14 8,6
2° grau completo 40 42,6 26 37,7 66 40,5
Superior incompleto 5 53 3 4,3 8 49
Universidade completa 7 7,4 11 15,9 18 11,0
Nao sabe 7 7,4 10 14,5 17 10,4
Total 94 100,0 69 100,0 163 100,0

GP= grupo periodontite crénica; GC = grupo controle; SM = Salario minimo

5.2 Parametros periodontais

A média do indice de sangramento a sondagem (ISS) foi de 15,4 + 14,0 % e
5,1+ 6,7%, a média de profundidade de sondagem (PS) foide 2,3+ 0,6 mme 1,9 +
0,3 mm e média do nivel de insercéo clinica (NIC) de 3,5+ 1,7 mme 2,1 £ 0,4 mm
para os grupos GP e GC, respectivamente, apresentando diferencas significativas
para todas essas variaveis (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Medidas das variaveis PS, NIC e ISS em rela¢gdo aos grupos GP e

GC
Variavel Grupo N Média dp p-valor!

PS GP 95 2,3 0,6 0,000
GC 69 1,9 0,3

NIC GP 95 3,5 1,7 0,000
GC 69 2,1 0,4

ISS GP 95 15,4 14,0 0,000
GC 69 51 6,7

1- Teste de Mann Whitney; dp = Desvio padrdo; GP= grupo periodontite crénica; GC = grupo controle
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5.3 Analise alotipica, genotipica e haplotipica segundo os SNPs

Relacionando a distribuicdo dos alelos e gendtipos de cada polimorfismo,
entre os grupos GP e GC, apenas o SNP (-20) apresentou diferenca significativas,
sendo o alelo A observado em 61,0% dos pacientes do GP e o alelo G em 73,1%
nos pacientes do GC. O gendtipo AA foi observado em 38,9% no GP, enquanto que
0 gendtipo de referéncia GG foi verificado em 55,1% dos pacientes no GC. Os
pacientes do GP apresentaram uma chance de 14,15 vezes de apresentar o
genadtipo AA em relacdo aos pacientes do GC (Tabela 3).

Analisando a frequéncia haplotipica dos SNPs entre os grupos GP e GC, a
maior frequiéncia para haplétipos observada foi GCA (31,1%) no grupo GP, seguido
de ACA (17,4%), diferindo estatisticamente em relacdo ao GC (p=0,000). A chance
de um paciente com periodontite crénica apresentar o haplétipo GCA é de 4,54
vezes em relacdo a um paciente periodontalmente saudavel. Esta probabilidade é
aumentada para 5,89 vezes quando o alelo G deste hapl6tipo é trocado por um alelo
A na posicéo do SNP (-52) (tabela 4).

Tabela 3 - Distribuicdo dos alelos e genotipos (SNPs: -20, -44 e -52) nos
grupos GP e GC.

Nlelos! GP X GC
Genobtipos GP GC p-valor™; OR (1C95%)
N / (%) N / (%)
SNP (-52)
G 111 (58,4) 72 (52,2) Referéncia
A 79 (41,6) 66 (47,8) 0,311; 0,78 (0,49-1,24)
GG 31 (32,6) 22 (31,9) Referéncia
AG 49 (51,6) 28 (40,6) 0,586; 1,24 (0,57-2,70)
AA 15 (15,8) 19 (27,5) 0,271; 0,56 (0,21-1,46)
SNP (-44) #
Cc 155 (81,6) 115 (83,3) Referéncia
G 35 (18,4) 23 (16,7) 0,770; 1,13 (0,61-2,12)
CC 65 (68,4) 51 (73,9) Referéncia
cG 25 (26,3) 13 (18,8) 0,345; 1,50 (0,66-3,54)
GG 5 (5,3) 5(7,2) 0,750; 0,79 (0,17-3,62)
SNP (-20)
G 74 (39,0) 101 (73,1) Referéncia
A 116 (61,0) 37 (26,8) 0,000%; 4,26 (2,59-7,10)
GG 16 (16,8) 38 (55,1) Referéncia
AG 42 (44,2) 25 (36,2) 0,0004*; 3,94 (1,74-9,26)
AA 37 (38,9) 6 (8,7) 0,000*: 14,15 (4,74-49,48)

1 — Teste exato de Fisher; *p-valor significativo (<0.05); # Fora do Equilibrio de Hardy-
Weinberg; GP= grupo periodontite crénica; GC = grupo controle
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Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas entre os grupos GP e GC

Haplétipos GP x GC
GP GC

% g % § % g N OO N/ (%) p-valor’; OR; (IC95%)
A C G 30 (15,8) 49 (35,5) Referéncia
G C G 33(17,4) 36 (26,1) 0,247; 1,49 (0,74-3,04)
G C A 59 (31,1) 21 (15,2) 0,000%; 4,54 (2,22-9,54)
A C A 33 (17,4) 9 (6,5) 0,000%; 5,89 (2,36-16,05)
G G G 10 (5,3) 8(5,8) 0,193; 2,03 (0,64-6,64)
A G G 1(0,5) 8 (5,8) 0,151; 0,21 (0,004-1,67)
G G A 9(4,7) 7 (5,1) 0,265; 2,08 (0,62-7,34)
A G A 15 (7,9) 0 (0,0) nc

1-Teste exato de Fisher; *p-valor significativo (<0.05); nc=n&o calculado; GP= grupo periodontite
cronica; GC = grupo controle

Correlacionando os trés SNPs e seus

respectivos gendtipos com a

severidade, extensdo e classificacdo da periodontite crénica, nenhum destes

gendtipos apresentou diferencas significativas para as variaveis analisadas (p>0,05)

(tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo dos gendétipos dos 3 SNPs, segundo a severidade, extenséo
e classificacdo da periodontite crbnica.

SNP (-52) SNP (-44) SNP (-20)
Periodontite GG AG AA | S| cC | cG | GG |Z| GG AG AA | S
cronica > > >
o o o
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
SEVERIDADE
Leve 7(226) 8(163) 1(67) _ 10(154) 6(24) -(-) o M25)  6(143) 6(162)
o~ o ~
Moderada 9(29) 15(30,6) 5(33,3) & 19(29,2) 7(28)  3(60) & 3(18,8) 14(33,3) 12(324)
Severa 15(48,4) 26(53,1)  9(60) 36(55,4) 12(48)  2(40) 9(56,3) 22(52,4) 19(51,4)
EXTENSAO
Localizada 7(226) 130265 4267) 2 18(277) 624) <) 4@5) 819 12(324) §
Generalizada 24(77,4) 36(73,5) 11(733) © 47(723) 19(76) 5(100) ©  12(75)  34(81) 25(67,6) ©
CLASSIFICACAO
Leve Localizada 5(16,1)  5(10,2) 1(6,7) 8(12,3) 3(12) -(-) 3(18,8)  4(9,5)  4(10,8)
Leve Generalizada 2(6,5) 3(6,1) -(-) 2(3,1)  3(12) -(-) 1(6,3) 2(4,8) 2(5,4)
Moderada Localizada  (65)  4(82) 2(133) ® 6092  2(@8) ) w 163) 248 5135 g
Moderada g g g
Generalizada 7(22,6) 11(22,4)  3(20) 13(20) 5(20)  3(60) 2(12,5) 12(28,6) 7(18,9)
Severa Localizada ) 482 167) 462 14 () ) 248 3(81)
Severa Generalizada  15(484) 22(44,9) 8(53,3) 32(49,2) 11(44)  2(40) 9(56,3) 20(47,6) 16(43,2)

Todos os p-valores foram do teste da raz&o de verossimilhanca
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Relacionando os genoétipos da SNPs (-52), (-44) e (-20), com as variaveis PS,
NIC e ISS, no grupo GP, apenas o gendtipo GG apresentou resultado significativo
para a variavel NIC (p<0,05) (tabela 6).

Tabela 6 - Medidas de PS, NIC e ISS no grupo GP, segundo os SNPs (-52; -44; -20)

SNP Variaveis Genotipos N Média Dp p-valorl
(52) PS GG 31 2,20 0,53 Referéncia
AG 49 2,28 0,49 0,364
AA 15 2,58 0,78 0,149
Total 95 2,30 0,57
NIC GG 31 3,68 1,88 Referéncia
AG 49 3,16 1,12 0,230
AA 15 4,37 2,48 0,392
Total 95 3,52 1,70
ISS GG 31 17,06 14,05 Referéncia
AG 49 13,96 13,83 0,287
AA 15 16,73 15,20 0,814
Total 95 15,41 14,05
(-44) bs cc 65 2,34 0,56 Referéncia
CG 25 2,20 0,59 0,224
GG 5 2,27 0,66 0,927
Total 95 2,30 0,57
NIC CcC 65 3,56 1,63 Referéncia
CG 25 3,17 1,90 0,069
GG 5 4,77 0,96 0,017
Total 95 3,52 1,70
1SS CcC 65 13,19 12,65 Referéncia
CG 25 19,04 14,87 0,080
GG 5 26,04 21,17 0,134
Total 95 15,41 14,05
(-20) PS GG 16 2,23 0,28 Referéncia
AG 42 2,25 0,60 0,756
AA 37 2,38 0,62 0,608
Total 95 2,30 0,57
NIC GG 16 3,40 1,06 Referéncia
AG 42 3,58 2,06 0,066
AA 37 3,50 1,49 0,824
Total 95 3,52 1,70
1SS GG 16 15,59 11,14 Referéncia
AG 42 12,66 13,36 0,744
AA 37 18,45 15,56 0,844
Total 95 15,41 14,05

1-Teste de Mann Whitney; N= nimero de pacientes; Dp=Desvio padrédo
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6 DISCUSSAO

Este trabalho analisou a presencga de polimorfismos genéticos da (-defensina-
1 (-52, -44, -20) em pacientes com periodontite crénica comparado a individuos
periodontalmente saudaveis, assim como verificou a associacao entre os parametros
periodontais (PS, NIC e IS) com a presenca desses polimorfismos.

A presenca de polimorfismos no gene que os codifica pode gerar peptideos
defeituosos com nenhuma acdo biolégica, o que favoreceria a acdo dos
microorganismos na geracao de processos infecciosos (KELLY et al., 2013;
MEHLOTRA et al., 2013). A literatura associando a presencga de polimorfismos da -
defensina-1 com a periodontite cronica ainda € bastante escassa, demonstrando a
importancia deste estudo para auxiliar na elucidacdo de alguns aspectos genéticos
na predisposicao de individuos a doenca periodontal.

Dos polimorfismos analisados no presente estudo, apenas o SNP (-20)
apresentou resultado significativo, sendo a presenca do alelo A mais frequente em
pacientes diagnosticado com periodontite cronica e o alelo G no grupo controle. Tal
achado sugere que o alelo G poderia possuir uma acado “protetota” quando
comparado ao alelo A, que estaria associado a presenca de periodontite crénica.

Quanto aos gendtipos do SNP (-20), mostrou-se que o gendétipo AA teve uma
maior frequéncia no GP em relacdo ao gendtipo de referéncia GG que foi verificado
na maioria dos pacientes no GC. Diante deste panorama, os pacientes portadores
de periodontite crénica apresentaram uma chance maior de apresentar o genétipo
AA em relacdo aos pacientes periodontalmente saudaveis. Isto significa que a
presenca do genotipo AA no SNP (-20) pode possuir uma forte relacdo com a
susceptibilidade de individuos portadores deste gendtipo a periodontite cronica.

Condicdo semelhante também foi observada por Navarra et al. (2016), ao
analisar a relacdo dos polimorfismos da B-defensina 1, dentre eles o (-52 G/A), (-44
C/G) e (-20 G/A), com o risco de desenvolver carie em adultos do nordeste da Italia.
Eles observaram uma forte associacdo da prevaléncia de carie dentaria para
individuos com o SNP (-20). No entanto, diferentemente do presente estudo, 0s
individuos homozigoticos G/G apresentaram um indice de CPOD mais elevado,
sugerindo que a presenca deste genotipo no SNP (-20) ser um forte indicador de
susceptibilidade a céarie. Esta condicdo observada em ambos estudos, permite inferir

que o SNP (-20) pode estar relacionado ao favorecimento da colonizacao
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bacteriana, permitindo o desenvolvimento tanto da cérie dentaria quanto da doenca
periodontal.

Esta hipotese é também levantada por Wang et al. (2015) ao analisar as
relacbes entre [B-defensinas humanas, bactérias subgingivais totais e
periodontopatdégenos em individuos saudaveis e em pacientes com periodontite
cronica. Os achados indicaram que as B-defensina, especialmente a 3-defensina 2,
podem desempenhar um papel importante limitando o aumento da carga bacteriana
na fase inicial da periodontite.

No entanto, Sarkisyan et al. (2016) estudando a associacdo de polimorfismos
em genes da B-defensina 1 (-44G/C e -20A/G), com desenvolvimento de periodontite
cronica generalizada em representantes da regido Ural (raca caucasiana), nao
observaram resultados sugestivos de relacdo do SNP (-20 A/G) com a doenca
periodontal. Ao contrario dos nossos achados, os autores ainda observaram
resultados significativos, para o SNP (-44G/C) sugerindo que ele seja um marcador
de risco para desenvolvimento da periodontite crénica. Esta associacdo do SNP (-44
G/C) com a doenca periodontal também foi sugerida por Cimbes et al. (2014)
avaliando polimorfismos B-defensina 1 SNP (-44 G/C) em pacientes diabéticos.

Esta mesma condi¢do também foi verificada por lkuta et al. (2015) estudando
a relacao entre SNPs e periodontite em japoneses. Foram recrutados pacientes com
periodontite agressiva, severa, moderada e leve, e controles saudaveis, todos
pareados por idade. Investigaram genétipos dos SNPs da 3-defensina 1 (-52, -44 e -
20) de peptideos antimicrobianos no fluido crevicular gengival. As concentracdes de
B-defensina 1 no fluido crevicular gengival foram significativamente menores em
individuos com o gendtipo -44 C/C, sugerindo que o mesmo pode estar associado
com a susceptibilidade a periodontite crénica nessa populacao japonesa.

Estas diferencas nos resultados genéticos encontrados na literatura podem
ser explicados primeiramente pela diferenca metodologica adotada pelos estudos,
mas também, principalmente, pela diferencas das caracteristicas das populacdes
investigadas, as quais apresentam perfis genéticos distintos. Além disso, vale
ressaltar a dificuldade da realizacdo de estudos populacionais no Brasil tendo em
vista a miscigenacgao populacional a qual o pais esta sujeito.

Correlacionando os trés SNPs e seus respectivos genétipos com a
severidade, extenséo e classificacdo da periodontite cronica, neste estudo, nenhum

destes gendtipos apresentou resultado significativo para as variaveis analisadas, o



38

que leva a crer que a presenca destes polimorfismos ndo esta relacionada a
severidade e extensdo da doenca. Também ndo foi possivel verificar dentro do
grupo GP uma forte influéncia dos genotipos frente as variavies clinicas PS, NIC e
ISS.

Apesar dos resultados do presente estudo terem fornecido informacdes
importantes com relagdo aos genes estudados, estes devem ser considerados com
prudéncia devido a existéncia de algumas limitacdes, tais como amostragem,
desenho do estudo e variabilidade genética da populacéo brasileira.

Novos estudos abordando outros polimorfismos e outros grupos populacionais
devem ser realizados a fim de estabelecer uma relacdo mais forte entre a presenca
destes SNPs em defensinas e a presenca e severidade da doenca periodontal, em
particular, a periodontite cronica.

A importancia deste estudo vem, portanto, aumentar o conhecimento a cerca
das fungbes da B-defensina 1 na cavidade oral, na promo¢do da homeostase da
mesma e combate a microorganismos periodontopatogénicos, para tentar auxiliar na
determinacdo da susceptibilidade de alguns individuos a periodontite crbnica e,

futuramente, torna-la um importante marcador diagndstico para esta doenca.

7 CONCLUSAO

Diante do nosso estudo € possivel concluir que:

e Para o gendtipo, apenas o SNP (-20 G/A) parece influenciar na predisposicao
da periodontite crbnica, sendo o gendétipo AA mais presente nos individuos
com periodontite cronica;

e Quanto aos haplétipos, apenas GCA e ACA foram os mais presentes em
pacientes com periodontite comparados aos periodontalmente saudaveis;

e Na&o foi verificada a associacdo da severidade e extensdo da periodontite

cronica com a presenca dos polimorfismos (-52; -44 e -20) da B-defensina 1.
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RESUMO

Variagdoes genéticas do gene que codifica as [-defensinas podem influenciar a
susceptibilidade a periodontite cronica. Este estudo teve como objetivo, verificar a associacao
de polimorfismos genéticos da P-defensina 1 (-52; -44; -20) em pacientes portadores de
periodontite crénica em comparagdo com pacientes considerados periodontalmente saudaveis.
Nesta analise clinico-laboratorial participaram 164 pacientes divididos em 02 grupos:
portadores de periodontite crénica (GP=95) e periodontalmente saudaveis (GC=69). As
coletas se deram nas clinicas integrais do curso de Odontologia da Universidade Federal de
Pernambuco e nos ambulatérios do Hospital Agamenon Magalhdes, no periodo de novembro
de 2015 a outubro de 2016. Atendidos aos critérios de elegibilidade, foram coletados dados
sociodemogréaficos e os pacientes foram submetidos a exame clinico com preenchimento de
periograma, para obtencéo de parametros periodontais de profunidade de sondagem, nivel de
insercdo clinica e indice de sangramento a sondagem, e coletadas amostras de saliva total
espontanea, as quais foram posteriormente submetidas ao isolamento e purificacdo do DNA e
genotipagem por PCR em tempo real para verificagdo da presenca de polimorfismos de Unica
base da f-defensina 1(-52; -44; -20). O nivel de significancia adotado foi de 5% e intervalo de
confianca de 95%. Ambos polimorfismos da p-defensina 1 (-52, -44 e -20) foram observados
em pacientes com periodontite cronica, contudo, apenas o SNP (-20) apresentou diferenca
significativa entre os grupos GP e GC (p<0,05). O alelo A apresentou-se em mais da metade
do GP (p<0,000) e o gendtipo AA foi o mais frequente neste grupo (p<0,000). Verificou-se

gue a razdo de chances de um paciente com periodontite crdnica apresentar o genotipo AA foi
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14,15 vezes maior do que em individuos periodontalmente saudaveis. Quanto a frequéncia
haplotipica, a maior frequéncia foi de GCA (p<0,000), seguido de ACA no grupo GP
(p<0,000). Néo foi possivel verificar associacdo da severidade e extensdo da periodontite
crénica com a presenga dos polimorfismos estudados da [-defensina 1. Diante do nosso
estudo foi possivel concluir que o SNP (-20 G/A) parece influenciar na predisposi¢cdo da
periodontite crénica, sendo o genétipo AA mais presente nos individuos com periodontite
crbnica, assim como os hapldtipos GCA e ACA. No entanto, a severidade e extensdo da
periodontite cronica parece ndo ter influéncia com a presenca dos polimorfismos da [3-
defensina 1 estudados.

Palavras-Chaves: Doenca periodontal. Periodontite cronica. Polimorfismo de nucleotideo

Unico. Beta-defensinas.

ABSTRACT

Genetic variations of the gene that encoding B-defensins may influence the susceptibility to
chronic periodontitis. This study aimed to verify the association of genetic polymorphisms of
B-defensin 1 (-52; -44; -20) in patients with chronic periodontitis compared to patients
considered periodontally healthy. In this clinical-laboratorial analysis, 164 patients were
divided into 02 groups: patients with chronic periodontitis (PG = 95) and periodontally
healthy (CG = 69). The collections were given at the dental clinics of the Federal University
of Pernambuco and in the outpatient clinics of Agamenon Magalhdes Hospital, from
november 2015 to october 2016. According to the eligibility criteria, socio-demographic data
were collected and the patients were submitted a clinical examination with periogram filling,
to obtain periodontal parameters of probing depth, clinical insertion level and bleeding index
to the probing, and samples of spontaneous total saliva were collected, which were later
submitted to DNA isolation and purification and genotyping by real-time PCR to verify the
presence of single-base polymorphisms (-52; -44; -20) of p-defensin 1. The significance level
was 5% and 95% confidence interval. Both polymorphisms of B-defensin 1 (-52, -44 and -20)
were observed in patients with chronic periodontitis, however, only the SNP (-20) presented a
significant difference between the PG and CG groups (p <0.05). The A allele was present in
more than half of the PG (p <0.000) and the AA genotype was the most frequent in this group
(p <0.000). It was verified that the odds ratio of a patient with chronic periodontitis presenting
the AA genotype was 14.15 times higher than in periodontally healthy subjects. As to the
haplotype frequency, the highest frequency was GCA (p <0.000), followed by ACA in the PG

group (p <0.000). It was not possible to verify the association of the severity and extent of
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chronic periodontitis with the presence of polymorphisms studied in -defensin 1. In our
study, it was possible to conclude that the SNP (-20 G/A) seems to influence the
predisposition of chronic periodontitis, with the AA genotype being more present in
individuals with chronic periodontitis, as well as the GCA and ACA haplotypes. However, the
severity and extent of chronic periodontitis does not seem to influence the presence of -
defensin 1 polymorphisms studied.

Key words: Periodontal disease. Chronic periodontitis. Single nucleotide polymorphism.

Beta-defensins.

Introducéo

A periodontite crénica constitui-se de um processo inflamatério infeccioso
progressivo, de etiologia multifatorial, que acomete os tecidos de protecdo e suporte do dente,
ocasionando uma destruicio irreversivel de forma aleatoria e em sitios especificos. E
caracterizada clinicamente por inflamac@o gengival, sangramento a sondagem, diminui¢do da
resisténcia dos tecidos periodontais a sondagem (bolsas periodontais) e perda de insercao
clinica. As caracteristicas variaveis incluem hiperplasia ou recessdo gengival, exposicao da
furca, mobilidade, inclinacGes dentarias aumentadas e esfoliacdo dos dentes se ndo controlada
(NUTO, NATIONS, COSTA, 2007).

A presenca de micro-organismos no biofilme dentario é necessaria, mas ndo é
suficiente para o desenvolvimento de periodontite. A severidade da periodontite esta
relacionada a ma higiene bucal, a susceptibilidade genética do hospedeiro, e ainda a fatores de
risco ambiental e adquirido, tais como fumo, estresse, idade avancada, alteracbes hormonais e
doengas sistémicas, como por exemplo, doencas imunologicamente mediadas e diabetes
mellitus. Além disso, o aspecto clinico da doenca é determinado pela resposta do hospedeiro
frente ao estimulo bacteriano (PAGE et al., 1997; IKUTA et al., 2015).

Essa resposta do organismo do hospedeiro aos micro-organismos pode ser tanto
protetora, no que diz respeito a producdo de moléculas que teriam a capacidade de combater
estes micro-organismos; quanto destrutiva, quando o sistema imunoldgico é ativado de forma
exacerbada causando danos aos tecidos préprios do organismo; ou ambas. A ativagdo da
resposta imune permite a eliminacdo dos antigenos bacterianos, promovendo assim a
resolucdo do processo inflamatorio e infeccioso. Este mesmo sistema imunologico é
organizado em termos de células e moléculas que tém papéis especializados para defender-se
contra infec¢bes (ALVES et al., 2003; AZUMA, 2006).
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Diante da perspectiva da resposta do organismo mediado pelo sistema imune e
possivel susceptibilidade organica do hospedeiro a certas condi¢des infecciosas, como a
periodontite cronica, surge uma familia de peptideos antimicrobianos que podem ser
produzidas por diversas células ¢ tecidos do organismo, as -defensinas, as quais apresentam
amplo espectro de acdo com atividade contra bactérias Gram positivas e negativas, espécies
de fungos e virus. Além desta atividade antimicrobiana, estas B-defensinas apresentam acoes
que providenciam a ligacdo entre as respostas imune inata e adaptativa, agindo como fator
quimiotatico das células dendriticas e células T memoria (BISSEL et al., 2004; OCA et al.,
2006; DIAMOND, RYAN, 2011; SEMPLE, DORIN, 2012; GREER, ZENOBIA,
DARVEAU, 2013).

As B-defensinas sdo reguladas em resposta ao estimulo inflamatério, e podem ser
encontradas tanto na saliva quanto no fluido crevicular, sendo expressas pelo epitélio oral,
lingua e glandulas salivares. Acredita-se, ainda, que as mesmas possam estar envolvidas na
manutencdo da homeostase na cavidade oral (DIAMOND, RYAN, 2011; LOO et al., 2012;
PEREIRA et al., 2012; VAN HEMERT et al., 2012; GREER, ZENOBIA, DARVEAU, 2013;
NITTAYANANTA et al., 2013).

Supde-se que as variagdes do gene que codifica as B-defensinas possam influenciar a
susceptibilidade a certas infecgdes, tais como a periodontite, (DORK; STUHRMANN, 1998);
infeccbes de vias aéreas superiores e inferiores, (BOGERFORS et al., 2012; PACE et al.,
2012); susceptibilidade ao HIV, assim como, progressdo e severidade da doenca AIDS
(MEHLOTRA et al., 2013; NITTAYANANTA et al., 2013); carcinomas, inclusive o oral
(DIAMOND, RYAN, 2011); e doencas gastrointestinais (KELLY et al., 2013).

Pesquisas sobre alteracdes genéticas do tipo polimorfismo de Unica base (SNP), que
sdo variacdes na sequéncia de DNA que podem provocar alteracdes no produto protéico do
gene levando a producdo de proteinas defeituosas (LODISH et al., 2002), tém sido pouco
desenvolvida por grupos de pesquisa em Odontologia no Brasil e no mundo. O estudo dos
polimorfismos das B-defensinas em pacientes com periodontite cronica pode conseguir uma
maior elucidagdo da susceptibilidade de certos individuos a doenga periodontal diante da
presenca de variagles genéticas.

Diante disso, o presente estudo teve por objetivo verificar a presenca de polimorfismos
genéticos da B-defensina 1 (-52, -44, -20) em pacientes com periodontite cronica em

comparagao com individuos periodontalmente saudaveis.
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Materiais e Métodos
Consideracdes éticas

Este estudo trata-se de uma andlise clinico-laboratorial, tendo seguido as normas
466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS), que regulamenta a pesquisa em humanos,
obtendo a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Hospital
Agamenon Magalhdes (HAM), parecer n° 1.368.830, e da Universidade Federal de
Pernambuco — Centro de Ciéncias da Saude / CCS-UFPE, parecer n° 1.310.208.

Todos os pacientes foram devidamente informados sobre o teor cientifico da pesquisa,
conscientizados dos beneficios e possiveis danos. Apds explicacdo dos objetivos da pesquisa
e aceite em participar do exame clinico e coleta das amostras, todos os participantes assinaram

o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Desenho e localizagdo do estudo

As etapas de entrevista, exames clinicos e coleta de amostras de saliva total
espontanea ocorreram nas clinicas integrais odontologicas da UFPE e no Hospital Agamenon
Magalhdes (HAM)/Recife- PE, no periodo de de novembro de 2015 a outubro de 2016. As
amostras foram armazenadas em freezer a — 20°C no laboratdrio de biologia molecular da
Pds-Graduacdo em Odontologia da UFPE. As andlises laboratoriais aconteceram no
laboratério de biologia molecular da Pé6s-Graduacdo em Odontologia da UFPE e no

laborat6rio de imunoensaio Keiso Asami — LIKA/UFPE.

Populacéo alvo e selecdo da amostra

Os pacientes foram recrutados de acordo com a procura ao servigo, e selecionados
apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo adotados (quadro 01). Os pacientes que
puderam participar do estudo responderam ao questionario sociodemografico e foram
examinados clinicamente.

A amostra foi do tipo conveniéncia, ndo probabilistica e aleatoria dividida em 2
grupos: grupo caso (GP) - formado por pacientes diagnosticados com periodontite crénica, e
grupo controle (GC) - por pacientes considerados periodontalmente saudaveis.

Como parametros utilizados para diagnostico de periodontite cronica, foram
considerados presenca de profundidade de sondagem > 3 mm, presenca de sangramento a
sondagem e perda de inser¢do clinica > 1 mm. Os pardmetros adotados levaram em
consideracdo algumas diretrizes adotadas pela Academia Americana de Periodontologia para

diagnostico clinico e classificacdo da periodontite (quadro 2). J& os pacientes foram
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considerados periodontalmente saudaveis quando possuiam profundidade de sondagem < 3
mm e perda de inser¢do clinica <lmm (ARMITAGE, 1999; GEURS et al., 2015).

A severidade e extensdo da periodontite crénica foram classificadas de acordo com
0s parametros adotados pelo sistema de classificacdo da doenca periodontal de acordo com a
Academia Americana de Periodontologia. Quanto a extensdo, a periodontite crénica foi
classificada como localizada ou generalizada a depender se < 30% ou > 30% dos sitios estéo
envolvidos. A severidade é baseada na perda de insercéo clinica (PIC) e € designada como
leve (1-2 mm PIC), moderada (3-4 mm PIC) ou severa (> 5 mm PIC) (WIEBE, PUTNINS,
2000).

Critérios de Inclusao Critérios de Excluséo
Idade: > 35 anos Realizado tratamento periodontal nos ultimos
06 meses
Dentes naturais: > 08 dentes Uso de antibioticos nos ultimos 06 meses e Uso

*Excluindo-se os 3° molares e dentes | de anti-inflamatérios de forma crénica

indicados para exodontia.

Grupo Periodontite (GP): diagndstico | Uso de aparelho ortodéntico

clinico de periodontite cronica

Presenca de condi¢do sistémica que possa

Grupo Controle (GC): periodontalmente | interferir no curso da doenca periodontal:

saudaveis diabetes ou doencas imunologicamente
mediadas
Aceitar participar do estudo Gestantes; Lactantes

Quadro 01 Critérios de inclusdo e exclusdo adotados
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Parametros Leve Moderada Severa
Profundidade de >3e<5mm >5 e <7 mm >7 mm
sondagem
Sangramento a Sim Sim Sim
sondagem
Perda dssea Até 15% do 16% a 30% ou >30% ou >5 mm
radiogréfica comprimgr&to da raiz >3 mme <5 mm
>2mm e <3 mm
Perda de inser¢édo la2mm 3ad4mm >5mm
clinica

Quadro 2: Diretrizes para determinacao da severidade da periodontite (GEURS et al., 2015).
Questionario e exame clinico

Os pacientes participantes responderam a um questionario séciodemografico, para
obtencdo de dados como: idade, sexo, renda, escolaridade, estado civil, habito de fumar e
medicamentos em uso. Em seguida, os mesmos foram submetidos ao exame clinico,
realizado por 03 examinadores previamente calibrados, e 03 anotadores. O valor de kappa
inter-examinadores foi de 0,512. Para cada paciente foi preenchido um periograma, no qual
foram coletados dados sobre profundidade de sondagem (PS), a qual corresponde a distancia
entre a margem gengival e a por¢do mais coronal do epitélio juncional (fundo de sulco/bolsa);
indice de sangramento a sondagem (ISS), verificada pela presenca ou auséncia de
sangramento durante a sondagem; e nivel de insercdo clinica (NIC), que corresponde ao
somatorio da distancia entre a juncdo amelocementaria e a margem gengival e da margem
gengival até a porcdo mais coronal do epitélio juncional (fundo de sulco/bolsa).

Para cada dente foram sondados seis sitios: mesio-vestibular, médio-vestibular, disto-
vestibular, mesio-lingual, médio-lingual e disto-lingual. O exame clinico foi realizado com
luz artificial, proveniente de fotéforo a pilha (quando ndo possivel examinar o paciente em
cadeira odontoldgica) ou foco luminoso da cadeira odontolédgica e utilizados os seguintes
instrumentos: odontoscopio e sonda periodontal milimetrada tipo Universidade Carolina do

Norte, marca Trinity®.

Coleta, armazenamento e processamento das amostras
Apbs o exame clinico, foram realizadas as coleta de saliva total espontanea
utilizando-se tubos tipo Falcon estéreis, sendo o paciente orientado a depositar no minimo

Iml de saliva no respectivo tubo. As amostras coletadas foram armazenadas em freezer a —
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20° C no laboratério de biologia molecular da Pés-Graduagdo em Odontologia da UFPE, para
isolamento e purificagdo do DNA.

Para isolamento e purificagdo do DNA foi utilizado o kit da PROMEGA Wizard®
Genomic DNA Purification, seguindo as especificacdes do fabricante. Ap0s esse processo, 0
material obtido foi novamente armazenado a -20°C até processamento por reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real.

As analises genéticas para pesquisa dos polimorfismos da p-defensina 1 foram
realizadas no laboratorio de imunoensaio Keiso Asami — UFPE, de acordo com a metodologia
utilizada para a genotipagem proposta por Polesello et al. (2015).

Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) com auxilio de
termociclador. A sequéncia do processamento foi: amplificacdo do DNA, hibridizacdo com
primers de oligonucleotideos e analise das por¢Ges amplificadas por eletroforese. Todo o
processamento e analise dos polimorfismos foram realizados baseados no protocolo proposto
por Jurevic et al. (2003) e Polesello et al. (2015).

As amostras foram genotipadas para os SNPs -52G/A (rs1799946), -44C/G
(rs1800972), -20G/A (rs11362), por sequenciamento direto de polimorfismos utilizando
sondas alelo especificas (Sistema TagMan®). O equipamento utilizado para as reagdes foi o
termociclador ABI 7500 (AppliedBiosystems®).

Para amplificagdo do DNA das amostras, um volume total de 5 pl foi utilizado,
contendo aproximadamente 1yl de DNA molde por reacdo (com concentracdo de 25ng/ul)
mais 1,25ul de &gua, 2,5ul do TagMan® Universal PCR Master Mix (AppliedBiosystems®) e
0,25ul das sondas.

O ciclo foi realizado com uma desnaturacéo inicial durante 10 min a 95°C, seguido
por 40 ciclos a 95 ° C durante 20 seg, a temperatura de anelamento de 55°C durante 30 seg e
72°C durante 30 seg com uma extenséo final para 72°C durante 7 min.

O sucesso da amplificacdo do DNA e a auséncia de produtos de reacdo néo
especifica foram verificados por meio de corrida eletroforética de amplicons em gel de

agarose a 2%.

Analise Estatistica

Os dados de PS, NIC, ISS foram categorizados e aplicados o teste de Mann Whitney.
As associagOes entre a severidade/extensdo da periodontite croénica e 0s genotipos dos SNPs
da B-defensina 1 (-52, -44, -20) foram feitas atraves do teste de independéncia da razdo de

verossimilhanca.
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Para verificar a distribuicdo das freqtiéncias alotipicas, genotipicas e haplotipicas foi
aplicado o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, e intervalo de confianca de 95%. Os dados
foram digitados no programa Microsoft Excel e o software utilizado para as analises
estatisticas foi o IBM® SPSS 20.0, vers&o trial.

Resultados

Participaram do estudo 164 pacientes, dos quais 95 (57,9%) pertenciam ao grupo de
pacientes com periodontite cronica (GP), com média de idade de 53,0 + 9,6 anos e 69 (42,1%)
ao grupo controle (GC), com idade média de 49,6 + 10,7 anos. O sexo feminino representou a
maioria dos participantes nos dois grupos, com 80,0% e 91,3% nos grupos GP e GC,

respectivamente.

Parametros periodontais

A média do indice de sangramento a sondagem (ISS) foi de 15,4 + 14,0 % e 5,1+
6,7%, a média de profundidade de sondagem (PS) foi de 2,3 + 0,6 mme 1,9 £ 0,3 mm e
média do nivel de insercéo clinica (NIC) de 3,5+ 1,7 mme 2,1 £ 0,4 mm para o0s grupos GP e
GC, respectivamente, apresentando diferencas significativas para todas as essas variaveis (p <
0,05) (Tabela 1).
Tabela 1 — Medidas das variaveis PS, NIC e ISS em relacdo aos grupos GP e GC

Variavel Grupo N Média dp p-valor?
PS GP 95 2,3 0,6 0,000
GC 69 19 0,3
NIC GP 95 3,5 1,7 0,000
GC 69 2,1 0,4
ISS GP 95 154 14,0 0,000
GC 69 51 6,7

1- Teste de Mann Whitney; dp = Desvio padrdo; GP= grupo periodontite crénica; GC = grupo controle

Analise alotipica, genotipica e haplotipica segundo os SNPs

Relacionando a distribuicdo dos alelos e gendtipos de cada polimorfismo, entre os
grupos GP e GC, apenas o SNP (-20) apresentou diferenca significativas, sendo o alelo A
observado em 61,0% dos pacientes do GP e o alelo G em 73,1% nos pacientes do GC. O
gendtipo AA foi observado em 38,9% no GP, enquanto que o genotipo de referéncia GG foi
verificado em 55,1% dos pacientes no GC. Os pacientes do GP apresentaram uma chance de

14,15 vezes de apresentar o genotipo AA em relagédo aos pacientes do GC (Tabela 2).



Tabela 2 - Distribuicdo dos alelos e genotipos (SNPs: -20, -44 e -52) nos grupos GP e GC.

SNPs/

Alelos/ ?P x GC
Genotipos GP GC p-valor®; OR (1C95%)
N / (%) N / (%)
SNP (-52)
G 111 (58,4) 72 (52,2) Referéncia
A 79 (41,6) 66 (47,8) 0,311 0,78 (0,49-1,24)
GG 31 (32,6) 22 (31,9) Referéncia
AG 49 (51,6) 28 (40,6) 0,586; 1,24 (0,57-2,70)
AA 15 (15,8) 19 (27,5) 0,271; 0,56 (0,21-1,46)
SNP (-44) #
C 155 (81,6) 115 (83,3) Referéncia
G 35 (18,4) 23 (16,7) 0,770; 1,13 (0,61-2,12)
CcC 65 (68,4) 51 (73,9) Referéncia
CG 25 (26,3) 13 (18,8) 0,345; 1,50 (0,66-3,54)
GG 5(5,3) 5(7,2) 0,750; 0,79 (0,17-3,62)
SNP (-20)
G 74 (39,0) 101 (73,1) Referéncia
A 116 (61,0) 37 (26,8) 0,000%; 4,26 (2,59-7,10)
GG 16 (16,8) 38 (55,1) Referéncia
AG 42 (44,2) 25 (36,2) 0,0004*; 3,94 (1,74-9,26)
AA 37 (38,9) 6 (8,7) 0,000%; 14,15 (4,74-49,48)

1 — Teste exato de Fisher; *p-valor significativo (<0.05); # Fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg; GP= grupo
periodontite cronica; GC = grupo controle

Analisando a frequéncia haplotipica dos SNPs entre os grupos GP e GC, a maior
freqUéncia para haplotipos observada foi GCA (31,1%) no grupo GP, seguido de ACA
(17,4%), diferindo estatisticamente em relacdo ao GC (p=0,000). A chance de um paciente
com periodontite cronica apresentar o haplotipo GCA é de 4,54 vezes em relacdo a um
paciente periodontalmente saudavel. Esta probabilidade ¢ aumentada para 5,89 vezes quando
o alelo G deste haplétipo é trocado por um alelo A na posicdo do SNP (-52) (tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas entre os grupos GP e GC

Haplétipos
GP GC GP xGC

NN N/ (%) N / (%) p-valor’; OR; (1C95%)
wn L wn L n L

A C G 30 (15,8) 49 (35,5) Referéncia

G C G 33 (17,4) 36 (26,1) 0,247; 1,49 (0,74-3,04)

G C A 59 (31,1) 21 (15,2) 0,000%; 4,54 (2,22-9,54)

A C A 33 (17,4) 9 (6,5) 0,000*; 5,89 (2,36-16,05)

G G G 10 (5,3) 8 (5,8) 0,193; 2,03 (0,64-6,64)

A G G 1(0,5) 8 (5,8) 0,151; 0,21 (0,004-1,67)

G G A 9 (4,7) 7 (5,1) 0,265; 2,08 (0,62-7,34)

A G A 15 (7,9) 0 (0,0) nc

1-Teste exato de Fisher; *p-valor significativo (<0.05); nc=n&o calculado; GP= grupo periodontite cronica; GC =
grupo controle
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Correlacionando os trés SNPs e seus respectivos genotipos com a severidade, extensdo
e classificacdo da periodontite cronica, nenhum destes gendtipos apresentou diferengas

significativas para as variaveis analisadas (p>0,05) (tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo dos gendtipos dos 3 SNPs, segundo a severidade, extensdo e
classificacdo da periodontite cronica.

SNP (-52) SNP (-44) SNP (-20)
Periodontite GG AG A |8 cc cG e |S| cG AG AA | S
cronica C?L Z_ Z_
n(%o) n(%o) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%o) n(%o)
SEVERIDADE
Leve 7(226)  8(163)  167)  10(154) 6(24) ), 425 6(143)  6(162)
Moderada 929)  15@306) 5@333) S 19292) 7(28) 3(60) S 3(188) 14(333) 12(324) S
Severa 15(48,4)  26(53,1)  9(60) 36(554) 12(48)  2(40) 9(56,3) 22(52,4) 19(51,4)
EXTENSAO
Localizada 7(226)  13(265) 4(267) 2 1827.7) 6(24) () B 4@5)  8(19) 12(324) §
Generalizada 24(774)  36(735) 11(733) © 47(723) 19(76) 5(100) ©  12(75)  34(81)  25(67.6)
CLASSIFICAGAO
Leve Localizada 5(16,1)  5(102)  1(6,7) 8(123)  3(12) -0) 3(18.8)  4(9,5)  4(10,8)
Leve Generalizada 2(6,5) 3(6,1) () 2(31)  3(12) -() 1(6,3) 2(4,8) 2(5,4)
Moderada Localizada 2(6.,5) 482 2133 F 602 20 O 9 163 248 5135 R
Moderada Generalizada  7(226)  11(224) 3(20) © 13(20) 5(20) 3(60) © 2(125) 12(286) 7(189) ©
Severa Localizada ) 482 167) 462 14 () ) 248 36D
Severa Generalizada  154g4)  22(44,9) 8(53,3) 32(49,2) 11(44)  2(40) 9(56,3) 20(47,6) 16(43,2)

Todos os p-valores foram do teste da razdo de verossimilhanga

Relacionando os gendtipos dos SNPs (-52), (-44) e (-20), com as variaveis PS, NIC e
ISS, no GP, apenas 0 genotipo GG apresentou resultado significativo para a varidvel NIC
(p<0,05) (tabela 5).



Tabela 5 - Medidas de PS, NIC e ISS no grupo GP, segundo 0s SNPs (-52; -44; -20)

SNP Variaveis Gendtipos N Média Dp p-valor
(-52) PS GG 31 2.20 0,53 Referéncia
AG 49 2,28 0,49 0,364
AA 15 2,58 0,78 0,149
Total 95 2,30 0,57
NIC GG 31 3,68 1,88 Referéncia
AG 49 3,16 1,12 0,230
AA 15 4,37 2,48 0,392
Total 95 3,52 1,70
ISS GG 31 17,06 14,05 Referéncia
AG 49 13,96 13,83 0,287
AA 15 16,73 15,20 0,814
Total 95 15,41 14,05
(-44) oe cc 65 2,34 056  Referéncia
CG 25 2,20 0,59 0,224
GG 5 2,27 0,66 0,927
Total 95 2,30 0,57
NIC CC 65 3,56 1,63 Referéncia
CG 25 3,17 1,90 0,069
GG 5 4,77 0,96 0,017
Total 95 3,52 1,70
1SS CC 65 13,19 12,65 Referéncia
CG 25 19,04 14,87 0,080
GG 5 26,04 21,17 0,134
Total 95 15,41 14,05
(-20) os GG 16 2,23 028  Referéncia
AG 42 2,25 0,60 0,756
AA 37 2,38 0,62 0,608
Total 95 2,30 0,57
NIC GG 16 3,40 1,06 Referéncia
AG 42 3,58 2,06 0,066
AA 37 3,50 1,49 0,824
Total 95 3,52 1,70
1SS GG 16 15,59 11,14 Referéncia
AG 42 12,66 13,36 0,744
AA 37 18,45 15,56 0,844
Total 95 15,41 14,05

1-Teste de Mann Whitney; N= nimero de pacientes; Dp=Desvio padréo
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Discussao

Este trabalho analisou a presenga de polimorfismos genéticos da -defensina-1 (-52, -
44, -20) em pacientes com periodontite cronica comparado a individuos periodontalmente
saudaveis, assim como verificou a associacdo entre os parametros periodontais (PS, NIC e IS)
com a presenca desses polimorfismos.

A presenca de polimorfismos no gene que os codifica pode gerar peptideos defeituosos
com nenhuma acgéo biologica, o que favoreceria a acdo dos microorganismos na geracao de
processos infecciosos (KELLY et al., 2013; MEHLOTRA et al., 2013). A literatura
associando a presenga de polimorfismos da B-defensina-1 com a periodontite cronica ainda é
bastante escassa, demonstrando a importancia deste estudo para auxiliar na elucidacdo de
alguns aspectos genéticos na predisposicao de individuos a doenca periodontal.

Dos polimorfismos analisados no presente estudo, apenas o SNP (-20) apresentou
resultado significativo, sendo a presenca do alelo A mais frequente em pacientes
diagnosticado com periodontite cronica e o alelo G no grupo controle. Tal achado sugere que
o alelo G poderia possuir uma agdo “protetota” quando comparado ao alelo A, que estaria
associado a presenca de periodontite crénica.

Quanto aos gendtipos do SNP (-20), mostrou-se que 0 genotipo AA teve uma maior
frequéncia no GP em relagdo ao gendtipo de referéncia GG que foi verificado na maioria dos
pacientes no GC. Diante deste panorama, 0s pacientes portadores de periodontite crdnica
apresentaram uma chance maior de apresentar o genétipo AA em relacdo aos pacientes
periodontalmente saudaveis. Isto significa que a presenca do genoétipo AA no SNP (-20) pode
possuir uma forte relagdo com a susceptibilidade de individuos portadores deste gendtipo a
periodontite crénica.

Condicdo semelhante também foi observada por Navarra et al. (2016), ao analisar a
relagdo dos polimorfismos da B-defensina 1, dentre eles o (-52 G/A), (-44 C/G) e (-20 G/A),
com o risco de desenvolver carie em adultos do nordeste da Italia. Eles observaram uma forte
associacdo da prevaléncia de carie dentaria para individuos com o SNP (-20). No entanto,
diferentemente do presente estudo, os individuos homozigéticos G/G apresentaram um indice
de CPOD mais elevado, sugerindo que a presenca deste genoétipo no SNP (-20) ser um forte
indicador de susceptibilidade a carie. Esta condi¢do observada em ambos estudos, permite
inferir que o SNP (-20) pode estar relacionado ao favorecimento da colonizagéo bacteriana,
permitindo o desenvolvimento tanto da carie dentaria quanto da doenca periodontal.

Esta hipotese é também levantada por Wang et al. (2015) ao analisar as relagdes entre

B-defensinas humanas, bactérias subgingivais totais e periodontopatdogenos em individuos
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saudaveis e em pacientes com periodontite cronica. Os achados indicaram que as B-defensina,
especialmente a P-defensina 2, podem desempenhar um papel importante limitando o
aumento da carga bacteriana na fase inicial da periodontite.

No entanto, Sarkisyan et al. (2016) estudando a associacdo de polimorfismos em genes
da p-defensina 1 (-44G/C e -20A/G), com desenvolvimento de periodontite crénica
generalizada em representantes da regido Ural (raca caucasiana), ndo observaram resultados
sugestivos de relacdo do SNP (-20 A/G) com a doenca periodontal. Ao contrario dos nossos
achados, os autores ainda observaram resultados significativos, para 0 SNP (-44G/C)
sugerindo que ele seja um marcador de risco para desenvolvimento da periodontite cronica.
Esta associa¢do do SNP (-44 G/C) com a doenca periodontal também foi sugerida por Cimdes
et al. (2014) avaliando polimorfismos -defensina 1 SNP (-44 G/C) em pacientes diabéticos.

Esta mesma condicdo também foi verificada por lkuta et al. (2015) estudando a
relagdo entre SNPs e periodontite em japoneses. Foram recrutados pacientes com periodontite
agressiva, severa, moderada e leve, e controles saudaveis, todos pareados por idade.
Investigaram genétipos dos SNPs da p-defensina 1 (-52, -44 e -20) de peptideos
antimicrobianos no fluido crevicular gengival. As concentracdes de B-defensina 1 no fluido
crevicular gengival foram significativamente menores em individuos com o genotipo -44 C/C,
sugerindo que o mesmo pode estar associado com a susceptibilidade a periodontite crbnica
nessa populacédo japonesa.

Estas diferencas nos resultados genéticos encontrados na literatura podem ser
explicados primeiramente pela diferenca metodoldgica adotada pelos estudos, mas também,
principalmente, pela diferencas das caracteristicas das populacBes investigadas, as quais
apresentam perfis genéticos distintos. Além disso, vale ressaltar a dificuldade da realizacdo de
estudos populacionais no Brasil tendo em vista a miscigenacao populacional a qual o pais esta
sujeito.

Correlacionando os trés SNPs e seus respectivos genotipos com a severidade, extensdo
e classificagdo da periodontite crbnica, neste estudo, nenhum destes genotipos apresentou
resultado significativo para as varidveis analisadas, 0 que leva a crer que a presenca destes
polimorfismos ndo estd relacionada a severidade e extensdo da doenca. Também ndo foi
possivel verificar dentro do grupo GP uma forte influéncia dos gendtipos frente as variavies
clinicas PS, NIC e ISS.

Apesar dos resultados do presente estudo terem fornecido informacg6es importantes

com relagdo aos genes estudados, estes devem ser considerados com prudéncia devido a
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existéncia de algumas limitagdes, tais como amostragem, desenho do estudo e variabilidade
genética da populacdo brasileira.

Novos estudos abordando outros polimorfismos e outros grupos populacionais devem
ser realizados a fim de estabelecer uma relacdo mais forte entre a presenca destes SNPs em
defensinas e a presenca e severidade da doenca periodontal, em particular, a periodontite
cronica.

A importancia deste estudo vem, portanto, aumentar o conhecimento a cerca das
fungoes da B-defensina 1 na cavidade oral, na promocdo da homeostase da mesma e combate
a microorganismos periodontopatogénicos, para tentar auxiliar na determinagdo da
susceptibilidade de alguns individuos a periodontite crbnica e, futuramente, torna-la um

importante marcador diagnostico para esta doenca.

Concluséo
Diante do nosso estudo é possivel concluir que:

e Para o gendtipo, apenas 0 SNP (-20 G/A) parece influenciar na predisposi¢do da
periodontite crénica, sendo o gen6tipo AA mais presente nos individuos com
periodontite crénica;

e Quanto aos haplétipos, apenas GCA e ACA foram 0s mais presentes em pacientes
com periodontite comparados aos periodontalmente saudaveis;

e NA&o foi verificada a associagéo da severidade e extensdo da periodontite cronica com a

presenca dos polimorfismos (-52; -44 e -20) da B-defensina 1.
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Riscos: Ao paciente submetido 3 pesquisa, podera ocorrer o rsco de, durante o exame clinico e/ou 30
responder 30 questionario de 14 perguntas sobre qualidade de vida, ficar constrangido e ocorrer
sangramento gengival /ou 0escoNfono leve (25526 J0Is UIUMOS NO C350 00 exame clinico). Esses sintomas
€ O CONSrangIMento s£rdo MINIMIZados com 3 realizagdo 0o exame & 00 QuesloNanc em 1cal reservado,
por profissional qualificadgo e respeitando a Individualidade de cada paciente. Beneficios: Entre o8
peneficios, 08 participantes recederdo orentagbes de higiene oral  Informagdes de como tratar 3 doenga
gengival presente @ prevenir seu avango. Receberdo tambem orientagdes de como @ onde Procurar senvicos
de 00ontologla QUANJO for NECRSSAND.

Comentarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Ndo.

Consideragdes sobre o8 Termos de apresentaglo obrigatoria:
Preenche as exigenclas.

Endersgo:  Extrads 0o Amaly, 2723

Bakro: Prédic Anexo 3 Emergéncia Cenyl CEP: 52054380

UF: PE Muniolplo: RECIFE

Telefone: (81)3184-1769 Fax (81)30480117 Emall  cepham@hetmai comtr



Senfnnmgic do Perscer: 1. 385283

Racomandaghes:
]

Conclusies ou Pandénclas & Lista de Inadaquagies:
Em condigles de ser Implementada.

Conslderagdas Finals a critério do CEP:
Sprovado g2 acordo com a Resolugdo 45672012

HOSPITAL AGAMENON
MAGALHAES - HAM

G2t

Esta parecer fol laborado bassado nos documentos abalzo relaclonados:

Tipo Documenio Arquivo Postagem A LD GRITET T
Informaglies Basicas | PE_INFORMAGOES BAGICAS_DO_P | DBA0/2015 Aelio
o Projeta ROJETD ST5DE4 pof 17:20:13
Dutros cara_resposta.docx 03/10/2015 | Renata CimBes Acelto
17:25:00 | Jowing Sivelra

Projeio Delainato | | Projelo_detalhado_ulima_versao.gocx | D310/2015 | Renala CimBes Acelto

Brochira 17:12:55 | Jovino Sivelra

Anvegtgador

TCLE i Termos de | TCLE_APEMDICE_A gocx 03/10/2015 | Renata CimBes Acelto

Assentimento | 17:12:19 | Jovino Slivelra

Justificativa de

Aus2ncla

Informaglies Gasicas | PO_INFORMAGOES _BAGICAS_DO_P | 14/09/2015 AGEIt

g0 Projeto ROJETD STSDES.pdf 13:01:32

Informagies Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS_DO_P | DOMD9/2015 Acalto

g0 Projeto ROJETD 575064 pdf 21:53:18

Projeto Detainago / | Projeto_detalhado_ulima_versao.docx | D%09/2015 |Renata Cimbes Acelto

Brochura 21:52:22 |Jovino Slivelra

Investigador

Cronograma CRONOGRAMA docx 0%/09/2015 |Renata CimBes Acalto
21:51:45 | Jovino Slivelra

TCLE / Termas de | TCLE_APENDICE_A ocx 0%/09/2015 |Renata CimBes Acelto

Assentimento | 21:51:04 |Jovino Slivelra

Justificativa de

Aus2ncla

Informagies Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS_DO_P | D2D9/2015 Acelto

0 Projeta ROJETD 575064 pof 15:20:02

Fola de Rosto folha_de_rosto.paf 020972015 |Renata CimBes Acelto
15:27:31 | Jovino Slivelra

Outros Lafles_Rooerto.pal F2/08/2015 | Renala CimBes Acelto
15:10:56 | Joving Slivelra

Dutros Lafles_Renata.par T2/0A/2015 | Renata CimBes AGEIt
15:10:15 | Joving Slivelra

Endersgec  Estrada oo Amaly, 2723

Balmo: Prédio Aneso a Emenpdnciy Gernl
Mundgipla:
E11318L-17E8

F: PE
Tesbafigares:

CEF. s20st-380
RECIFE

Fac [B1)348-0117 E-mall:

ceparmilhotmall corrUbr
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Duiros Lattes_Rayanne pdf 220872015 |Renala Cimoes Acaibo
15:109:06 | Joving Slivelra
Duiros Lattes_Framclsco. pdf 220872015 |Renata Cimbes Acaibo
130842 | Joving Slivelra
Chutros Lattes_Fellpe.pdf 22/08/2015 | Renata Cimbes Acaito
150740 | Jowing Slivelra
Cutros Cusslionano_qualidade_vida ANEXD_ | 22/08/2015 | Renata CimBes Acalto
&, doCH 14:48:31 | Jowving Siivelra
Outros Ficha_cinlca_APENDICE_B. docx 220ar2015 |Renata Cimbes Acaibo
14:48:08 | Joving Slivelra
Crcamenio CRCAMENTO. doox 22082015 | Renata Cimbes Aoaito
14:45:02 | Joving Slivelra
Declaragan de Termo_de_confidenclalidade. pdf 22/08/2015 | Renata Cimbes Acaito
Pesquisadores 144328 | Jowing Slivelra
Declaragan de Amvencla POS ODONTO_UFPE.pdi 22/048/2015 | Renata Cimes Acaito
Instiuicdo e 144301 |Joving Siivelra
Infrassiruiua
Declaragan de Anuencla_HAM. pdf 22082015 | Renata Cimbes Aolta
Institubzdo e 144232 |Joving Slivelra
 InfTaesiruiurg
Declaragdn de Anuencla DPTO g2 clinkza_e preventl | 220802015 | Renata Cimbes Acalto
Insttuiclo & va_ODONTO_UFPE por 14:42:08 |Joving Slivelra
Infrassiruia

Sltuagio do Parecer:

Aprovado

Mecasalta Apreclagio da COMNEP:

Mam

RECIFE, 15 de Dezembio de 2015

Againado por:

CARLOS ALBERTO 54 MARGUES

{Coordenador)
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ANEXO B

iomiE e (157 B N VERSIDADE FEDERAL DE
WITPUEIUEE S8 PERMAMBUCO CENTRO DE Wﬂp
Crulugrdn e = .
Seree Humanne E CIENCIAS‘ DJE'. S‘.IE'IUDEJI UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS O FROJETD DE PESGUISA

Tifule da Pesquisa: ASSOCIACAD DA PERICDONTITE CRONICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A
DEFICIENCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABETICOS

TIPS 2
Pasquisador: Ranata Cimdes Joving Siveira
Area Tematica:
Viersldo: 2

CAAF- 40166415 00000 5208
Instttulcio Proponsnis: Universidade Fedaral de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS 0 PARECER

Himeno do Pamecer: 1.310.208

Aprassntagio do Projeto:

Trata-s2 de um projeto de pesguisa &3 Profa. Ora. Renatas Cimbes Jovino Slivelra, que contard com a
participagio da seguinte eguipe: Fallpe Rodrigues de Almedda, Rayarne Sorala Agular de Melo Dias e
Roberto Carlos Mourdo Pinho, alunos do Programa de Pos-graduacdo em Odontologia, & do medico
D Francisco Aledo Bandelra e Farias, chefe da dvisdo de dabeles do Hospital Agamenon Magalhdes Cue
buscaras Investigar & fomecer mas iIntormacies da comaiagio enire a perodontite cronka e o diabetes tipo
2

Oblsttvo da Pesquisa:
Oblefvo Garal

Awallar se ha assocdacio entre 3 condigdo perodontal de pacientes portadores de Diabetes Melltus tipo 2 &
a presanga de polimonfsmos celulanss e os nivels saricos de viamina O, bem coma 3 Influénda dessas

condiches cronicas na percep;an da qualidade de vida
dessas pacientss, Jraves oe UM esiudo po caso-conimie.

Objetvos Espacions:

- Verilcar a condiglo peripdontal de pacientes diabéicos fipo 2;
- Ditectar 3 presenca de polmorismos 0 Uma Onkca base (SMPs) da betadefensina-1;

Enlanecs: M. dia Efganfars 2 - T anhde, sale 4, Pkl ds C08

Bairro, O dacin Urevssdinia CEP: &) 740800

F: PE Bunkspla: RECIFE

Tebefore: (2 o 28 goes E-mail. soceewfufpe
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Serae Humanne

Conimscie 42 Pescar 1 3800208

- Verificar s2 existe associagdo enfre a presenga de polimodfismo gendtico da beta-defensina-1 2 a
savefidade da perfiodontie em diabaticos tipo Z;

- Detectar pollmonsmos da IL-6 ra posigSo -174 nos pacieniss pesquisados;

- Verificar s2 existe associacio entre a presenca de polimorfismo genstico da IL-5 & a severidade de
periodoniite em paclentes portadores de perodontiie e diabetes mellius tpo 2

- Werilicar o8 nivels sancos de yitamirg D de paciemes dlabeeicres Bpa 2,

- Werttoar se exisle assnciacdo enfre a3 condipio pedodontal dos pacieniss @ 3 defiddénca de vitamina O
-Detectar pollmorismes do VDR na posigSo Fokl nos packentes pasquisados;

- Vesificar se existe associagio entre a presenga de polimorfismo ganético do VDR e a severidade de
pericdontie em paclentes portadores de pernodontits e diabetes melifus tpo 2;

- Anallar s2 3 condicdo periodonial de dasticos too 2 Imerss na percencdo da qualldads de vida.

Avalagao dos Riscos & Bensficlos:

% riscos & penaficios e6i30 adequados pak a pesquisa
Coamentarios & Conslderagdes sobre a Peaquisa:

A populacio a ser estudada serd proveniente de pacientes dlagnosticados com Periodoniie Cronkea na
Clinica de Periodontia do Curso de Graduagdo da UFPE e os diagnosticados com diabetes mallius ipo 2
atendidos no Hosplia Agamenon Magalhdes (HAM) - Recife. Messes mesmos locals tamoém serdo
coletadas amosiras em pess0as saudavels para femagao do grupo confrole. Sera uma amostra de
corveniéncia constitulda por 300 pessaas, dvididos =m 3 grupos de 100; UM grupo Somado por diabescoes
& Que apreseniem a perodontha chanica, o segundo grupo Tormada por pess0aEs Ccom parodontite cronka &
gem dlabetss 2 O 1EroceirD QRUpD Serd O controle, fonmado por pess0as saudavels para essas condighes
estudadas. Aps explicacio dos objesvos da pesquisa, 5e 0 partiipanie aceltar, sera soiciEto que ele
FEsine 0 Temmo de Consentimenio Live & Escarecido. Antes de Inkciar 0 &xame dinlco, serdo regisiradios
dadas sore 3 [dade, o s2xd, renda, essolaniade, estado civll, hablio de furmar, Hpo de dlabetes, usn de
Irsuing & ouiros madicamenios, Bmpd de irslamemo farE o dabetss & resullados 02 efames [aharaionals
{Hamoglobing glicada, gikcamia am jejum, nivels sercts de vitamina D 2 calcemia), gue estiverem com aka.
Estes também responderio a um questionano de guaidade de vida,

Endanetn: e di Engenfars o - T ehde, selsd, Prkds de O08
UF: PE Munedpla: RECFE
Telefone: (&1 G 28fEH E-mail: cooo ffufpe by
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Conslderaghes sobre o8 Termos 08 apresentacao obrigatoria:

© pesquIsador responsavel obedecendo 3 Resoluclo CNS NP456/12 anexou o5 sequinies documentos que
atendem a resolucao:

1-Cs cumiculos de fodos o pesquisadones a6tdo anexEoos;

2- Folha de Rosio devidamenie preenchida e carimbada;

3 O cronoQrama & anamento estio adequadas 3 proposts;

4- A Carta de Anuéndia do Ambulahono de Endocrinologia do Hospial Agamenon Magaihdes, permnitindo a
colela do materal bicidglico nos Diabedicos.

5 Carta de anudncia do Laborabtnio de Blologia Maecular, no Programa de Pos-graduapio em

Cdontologla da UFPE, onde serdo processados ob mataras;

6~ Carta de anudncia da Clinka da Pos-graduagio em odontoiogl 3-UFPE;

T-Cara de Aneencia do Departamento de Clinkea e Cdioniplogla Preventha;
& O TCLE em linguagem car e acesshvel a0s paricipaniss.

Recomenta;don:
sem recomendacies.

Conclusdes ou Pendéncias & Liata de Inadequagies:

0 Fabaino preenche 06 Crténos &9c0s NECEENI0s Para 3 U3 ATDWACED0, © DOCET3 Sa7 ENECUlann.
Consideragias Finals a critério do CEF:

&5 exigancias foram atendidas e o prolpcolio esta APROVADO, s=ndo llbeado para o Iniclo da coletia de
dados. Informamos que 3 APROVACAD DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apos o emio do Relattno
Final da pesquisa. O pesquisador devera farer o download do modelo de Relatodo Final para enviao via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as Instrucdes do Ink “Para enviar Redatoro Final®, disponivel no
site do CERVCICSIUFPE. Apds apreciacao desse ralabono, o CEP emifird novo Parecer Consubsiandado
definitive P20 sisiama Plataiomma Brasll

Informames, ainda, que o (3) pesquisador (3) deve desarvalver a pasguisa conforme delineada neste
profocolo aprovado, exceio quando perceber fsco ou dano nSo previsin 30 voluntano parfcipante (Rem V.3,
da Resolugio CNSMS N° 466/12).

Evertuais modiicagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA 20 projeto, ldenticandto
a parte do profocolo 3 ser modicada e suas |ustificativas.

Para projetcs com mals de um ano de execugdn, & obrigatorio que o pesquisador responsavel paio
Protocoio de Pesguisa apresente 3 este Comite de Elica reiaitnos pardals das athvidades desemvohidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagdo (Rem X.1.3.b., da

Endarets S dia Enganfads a8 - T andar, sala 4, Piklsde 008
Buadiio:  Cadiechn Ui nitlria CEP: & Taiusil

UF: PE Humsipka: RECIFE
Teleform & S s E-mall: capesfIulpe b



Confmesgle 42 Pessar 1 380

=
=

Resolucdo CHSMS N 46612

0 CEPICCS/UFPE deve ser informac de odos o5 efelins adversos o faios relevantes que aliefsm o curso
normal do estudo (item V.5, da Resoluclo CNSMS N° 456712). £ papel do/a pesquisador'a assegurar
todas a6 medklas Imediatas @ atequadas Fente 3 eventD S0VErsD grave OCOMIdo [Mesmo que tenha sido
£ DURTD CenirD) & ainda, enviar notifcaglo 3 ANVISA — AgEncia Naciond de Vighdncla Sanftana, junto com

Eel poslcionamento.

UNIWERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE

CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

o

Eatepum;m e aborads besasdo nog documsnios abalo relacionasdos:
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Tipo Documento Amuivo Postagem ALror St
Infommases Cascas| PE_INFORMALLES _DASICAS DO P | D32015 ACEID
0 Prosin RCJETO STE06L. pdl 1rZxid
CAfTos CAE_resposia. doo C020iS |Renata Cimdes Pate =i}
172500 | Joing Sivelra

Projelo Delahaio | | Projeln_det@naio_ulma_versaodocx | DA02015 | Renata Cimbes ACED

Emchiua 1F1E55 | Jovino Sivelra

ImyeEiigagor

TCLE/ Termos de  |[TCLE _APEMDICE_A doc 00205 |Renats Cimdes fale — i}

#ssenitimenta 171 | Jowino Shvelra

Jusiificatha de

Ausancia

INNOgEma [ s 8 [T et R e SIS [Rena@ Cindes AT =i ]
21:51:45 | Jowino Sivelra

Folha de Rost folha_de_meio pdf 020a2015 |Renata Cimdes ACsin
152731 | Jowino Sivelra

Ao Laties_Rodesio pdar 20205 |Renats Cimdes fale — i}
151056 | Jowino Shvelra

JwrTos Laties_Reraia. pdf 0SRS5S |Renat Cimdes Ao
1511S | Jowino Shveira

OUOS Latles_Fayanne pdt FIGE0N5 |REndE Cimbes ACED
1E-CII"E"JL_‘!Illl:I.'r_‘T-.lﬁgli

DUToE Laties_Francisco pd Z0E20M5 |Renata C ACsin
150842 | Jowind Sivelra

CArToE Laties_Felipe. pdf ZNIER0S | Renata Cimdes fale— i}
130740 | Jowin Shvelra

T CHEcionann_Qualiate_wida ANERD | Uaalis |RerdE Cindes Ao

faki i, 14:4831 | Jowino Sivelra

DUToE Ficha_cinica APEMDICE_B.docx 22082015 |Renata Cimdes ACsin
14:4505 | Jowino Sivelra

TSI [t g Sa] % 1) ) e o e e T R SR
144503 | Jondrno Shvelra

Erlanecn: A da Efganfaiia a8 - T ahdar, sala 4, Prikls g 008

Baadster  Calichn |irvadaltirla
Bunkdspla: RECFE
Telefone (51 0 28508

UF: FE

CEF: i 40500
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Fepjulsadores 14:43:35 | JowinD Shvelra

o ArueTcla_Pos_UOUNTO UFPERE | S0a2Dis |Fends Cimdes Ao
Iinsawl B 144301 | Jowino Shvelra
ImrassmEra

3 Arercla_HAN pdl EIEA0S | REnd:E Cimbes A=
InsTal B 144233 | Jowino Shielra
Imir3ssmiwng

(3 Arercla DPTO_ge dinica e _prevent | Z0aanis | RendE Cimbes A0
InsTal B va_ODONTS UFPE pd 14:42°068 | Jowino Shelra
Inrassmeura
Sluagio do Paracer:
AprOvEaD
Mecessita Apreciagao da CONEP:
=

RECIFE, 0% de Nowembio de 2015

AZBINA00 poT
LLMCIANG TAVARES MONTENEGRD
| CADC R o)
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Author Guidelines
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Journal of Periodontal Research guarantees an effective review and publication process.
Rapid review processing: on average 32 days from submission to first decision
Rapid publication: on average 55 days from acceptance to online availability and Medline indexing

Useful Websites: Submission Site, Author Services, Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection system. By submitting
your manuscript to this journal you accept that your manuscript may be screened for plagiarism against previously
published works.

1. GENERAL

The Journal of Periodontal Research is an international research periodical the purpose of which is to publish
original clinical and basic investigations and review articles concerned with every aspect of periodontology and

related sciences. Reports of scientific meetings in periodontology and related fields are also published.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the journal's
requirements and standards as well as information concerning the procedure after a manuscript has been
accepted for publication in the Journal of Periodontal Research. Authors are encouraged to visit Wiley

Blackwell's Author Services for further information on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES
The Journal of Periodontal Research adheres to the below ethical guidelines for publication and research.
2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been read and approved by all

authors and that all authors agree to the submission of the manuscript to the Journal.

The Journal of Periodontal Research adheres to the definition of authorship set up by The International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship criteria should be based on 1)
substantial contributions to conception and design of, or acquisiation of data or analysis and interpretation of data,
2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to

be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.
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http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/
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It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the manuscript.
Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than the authors
accredited. Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors are
responsible for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because readers may infer
their endorsement of the data and conclusions. Please also include specifications of the source of funding for the
study and any potential conflict of interests if appropriate. Suppliers of materials should be named and their

location (town, state/county, country) included.
2.2. Ethical Approvals

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the Material and Methods
section identifying the review and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors reserve the right
to reject papers if there is doubt as to whether appropriate procedures have been used.

2.3 Photographs of People

The Journal of Periodontal Research follows current HIPAA guidelines for the protection of patients/subject
privacy. If an individual pictured in a digital image or photograph can be identified, his or her permission is
required to publish the image. The corresponding author may submit a letter signed by the patient authorizing
the Journal of Periodontal Research to publish the image/photo. Or, a form provided by the Journal of Periodontal
Research (available by clicking the “Instructions and Forms” link in Manuscript Central) may be downloaded for
your use. This approval must be received by the Editorial Office prior to final acceptance of the manuscript for
publication. Otherwise, the image/photo must be altered such that the individual cannot be identified (black bars
over eyes, tattoos, scars, etc.). The Journal of Periodontal Research will not publish patient photographs that will
in any way allow the patient to be identified, unless the patient has given their express consent.

2.4 Clinical Trials

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-statement.org.

A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

The Journal of Periodontal Research encourages authors submitting manuscripts reporting from a clinical trial to
register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrctn.org/. The clinical trial

registration number and name of the trial register will then be published with the paper.
2.5 Conflict of Interest and Source of Funding

Please disclose information concerning sources of institutional, private and corporate financial support for the
work within the manuscript be fully acknowledged, and any potential conflicts of interest under

Acknowledgements
2.6 Appeal of Decision

The decision on a paper is final and cannot be appealed.
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http://www.consort-statement.org/
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2.7. Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder

concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.
2.8. Copyright

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an
email prompting them to login to Author Services; where via the Wlley Author Licensing Service (WALS), they will
be able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected, the corresponding author will be presented with the copyright transfer
agreement (CTA) to sign.The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with
the Copyright FAQS below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp
For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected, the corresponding author will have a choice of the following Creative
Commons License Open Agreements (OAA):

Creative Commons License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial - NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open acess agreements, please visit the Copyright FAQ hosted on
Wiley Author Services http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-_301.html and
visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by certain funders [e.g. The Wellcome Trust and
members of the Research Councils UK (RCUK) or the Austrian Science Fund (FWF)], you will be given the
opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and
Research Councils UK requirements. For more information on this policy and the Journal's compliant self-

archiving policy, please visit

http://mww.wiley.com/go/funderstatement
3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission
site http://mc.manuscriptcentral.com/jre.The use of an online submission and peer review site enables immediate
distribution of manuscripts and consequentially speeds up the review process. It also allows authors to track the
status of their own manuscripts. Complete instructions for submitting a paper is available online and below. For

further assistance, please contact the editorial office at jreedoffice@wiley.com
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3.1. Getting Started

* Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher, Netscape 7.0, 7.1, or 7.2,
Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jre

* Log-in or, if you are a new user, click “register here”.
* If you are registering as a new user.

- After clicking on 'register here', enter your name and e-mail information and click 'Next'. Your e-mail information

is very important.

- Enter vyour institution and address information as appropriate, and then click 'Next.
- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as your user ID), and
then select your area of expertise. Click 'Finish'.

« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on the journals online
submission system http://mc.manuscriptcentral.com/jre and enter your email address. The system will send you
an automatic user ID and a new temporary password.

* Log-in and select “Corresponding Author Center”
3.2. Submitting Your Manuscript

 After you have logged into your “Corresponding Author Center”, submit your manuscript by clicking the

submission link under “Author Resources”.

* Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your manuscript and

you may upload your pre-prepared covering letter.

* Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse’ button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the '‘Upload Files' button.

* Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click the 'Submit' button

when you are finished reviewing.
3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc/.docx) or Rich Text Format (.rtf) files (not write-protected) plus
separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but only high-resolution TIF
or EPS files are suitable for printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and
will be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract,
text, references, figure legends and tables but no embedded figures. Figure tags should be included in the file.
Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below.
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3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research will be reviewed by two experts in the field. The
Journal of Periodontal Research uses single blinded review. The names of the reviewers will thus not be

disclosed to the author submitting a paper.
3.5. Suggest a Reviewer

The Journal of Periodontal Research attempts to keep the review process as short as possible to enable rapid
publication of new scientific data. In order to facilitate this process, please suggest the names and current emalil

addresses of 2 potential international reviewers whom you consider capable of reviewing your manuscript.
3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit later. The
manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to

continue your submission when you choose to.
3.7. Email Confirmation of Submission

After submission you will receive an email to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the
confirmation email after 24 hours, please check your email address carefully in the system. If the email address is
correct please contact your IT department. The error may be caused by some sort of spam filtering on your email
server. Also, the emails should be received if the IT department adds our email server (uranus.scholarone.com) to
their whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to check your 'Author

Centre'. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.
3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit your revised manuscript, locate your manuscript under ‘Manuscripts with Decisions' and click on

'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files uploaded when you upload your revised manuscript.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Articles: must describe significant and original experimental observations and provide sufficient detail so
that the observations can be critically evaluated and, if necessary, repeated. Original articles must conform to the

highest international standards in the field.

Review Articles: are selected for their broad general interest; all are refereed by experts in the field. Reviews
should take a broad view of the field rather than merely summarizing the authors” own previous work, so

extensive citation of the authors” own publications is discouraged.
Mini Reviews are covering a smaller area and may be written in a more free format.

Short Communications: Short communications, limited to 1-3 pages, including illustrations and references, will
be considered for rapid publication. Such papers must be based on work that is of special importance or having
the potential for great impact, or a body of work that is complete but of insufficient scope to warrant a full-length

paper. Short communications need not follow the usual divisions.
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Meeting Reports: Reports of scientific meetings in periodontology and related fields are also published.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE
5.1. Page Charge

Articles exceeding 7 published pages (including figures and tables) are subject to a charge of GBP70.00 per
additional page. For guidance purposes, one published page amounts approximately to 5,500 characters; text
should be reduced if figures/tables are included within the 7 pages. If authors are unable to pay additional page

fees they will need to reduce the length of their articles.
5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second language must have
their manuscript professionally edited by an English speaking person before submission to make sure the English
is of high quality. It is preferred that manuscript is professionally edited. A list of independent suppliers of editing
services can be found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for
and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for
publication

Abbreviations and symbols: Abbreviations should be in accordance with Guidelines laid down by the American
Society of Microbiology. Unless they are in common usage (e.g. DNA), all terms must be displayed in full in the
key words, and the first time that they appear in the abstract, the main text, tables and figures, followed by the
abbreviation in parentheses. If an abbreviation is used in the body of figure or table only it must be defined in the
figure legend or table footnotes. The symbol % is to be used for percent, h for hour, min for minute, and s for
second. In vitro and in vivo are to be italicized. Use only standard abbreviations. All units will be metric. Use no
roman numerals in the text. In decimals, a decimal point, and not a comma, will be used. In cases of doubt, the

spelling orthodoxy of Webster 's Third New International Dictionary will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly underlined in the typescript.
The full proper name (e. g. Streptococcus sanguis ) must be given upon first mention. The generic name may be
abbreviated thereafter with the first letter of the genus (e. g. S. sanguis ). If abbreviation of the generic name
could cause confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e. g. streptococci)
is used, the first letter of the vernacular name is not capitalized and the name is not underlined. Use of two letters
of the genus (e. g. Ps .for Peptostreptococcus ) is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to

drugs, generic names should be used instead of proprietary names.

It is strongly recommended that all abbreviations be introduced in the first paragraph in Materials and Methods.
Alternatively, define each abbreviation and introduce it in parentheses the first time it is used; e.g., "Cultures were
grown in Eagle minimal essential medium (MEM)." Generally, eliminate abbreviations that are not used at least
three times in the text (including tables and figure legends).

5.3. Structure

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research should include: Title page, abstract, main text,

references and tables, figures and figure legends were appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, name(s) of the author(s), initials, and institutional affiliation(s), a
running title not to exceed 40 letters and spaces, and the name and complete mailing address, including emalil
address, of the author responsible for correspondence. We accept only one corresponding author per manuscript
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and in case of co-correspondence a foot note will be added indicating ‘Both the authors have contributed equally

to the work’.The author must list 4 keywords for indexing purposes.

Abstract: The abstract should consist of 1) the objective 2) the background data discussing the present status of

the field 3) methods 4) results 5) conclusion.

Main Text of Original Research Articles

Introduction: Summarize the rationale and purpose of the study, giving only strictly pertinent references. Do not

review existing literature extensively.

Material and methods: Materials and methods should be presented in sufficient detail to allow confirmation of the
observations. Published methods should be referenced and discussed only briefly, unless modifications have
been made.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not repeat in the text all
of the data in the tables and illustrations. Important observations should be emphasized.

Discussion: Summarize the findings without repeating in detail the data given in the Results section. Relate your
observations to other relevant studies and point out the implications of the findings and their limitations. Cite other

relevant studies.

Main Text of Reviews, Short Communications and Meeting Reports

These need not follow the usual divisions.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive contributions to the study. Authors
are responsible for obtaining written permission from everyone acknowledged by name because readers may

infer their endorsement of the data and conclusions. Sources of financial support must be acknowledged.
5.4. References

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the text, and should be kept to
a pertinent minimum. References should include the beginning and ending page numbers. Identify references in
the text, tables, and figure legends by Arabic numerals in parentheses. References cited only in the tables or
figure legends should be numbered in accordance with a sequence established by the first notation of that figure
or table in the text. Use the style of the examples below, which is based on Index Medicus. Manuscripts accepted
but not published may be cited in the reference list by placing "in press" after the abbreviated title of the journal.
Abstracts and manuscripts not yet accepted may be cited in full in the text but not in the reference list. References

must be verified by the author(s) against the original documents.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and formatting.

Reference Manager reference styles can be searched for here: http://refman.com/downloads/styles
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Examples:

(2) Standard journal article

(List all authors up to 6; for 7 or more list the first 3 and add "et al.") Dockrell H, Greenspan JS. Histochemical
identification of T- cells in oral lichen planus. Oral Surg 1979; 48: 42-49. Thomas Y, Sosman J, Yrigoyen O, et al.
Functional analysis of human T- cell subsets defined by monoclonal antibodies. I. Collaborative T-T interactions in
the immunoregulation of B-cell differentiation. J Immunol 1980; 125: 2402-2405.

(2) Corporate author

The Royal Marsden Hospital Bone- Marrow Transplantation Team. Failure of syngeneic bone- marrow graft
without preconditioning in post- hepatitis marrow aplasia. Lancet 1977; 2: 628-630.

(3) No author given
Anonymous. Coffee drinking and cancer of the pancreas [Editorial]. Br Med J 1981; 283: 628-635.
(4) Journal supplement

Mastri AR. Neuropathology of diabetic neurogenic bladder. Ann Intern Med 1980; 92 (2 pt 2): 316- 324.
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity by bone marrow
scan. Blood 1979; 54 (suppl 1): 26- 28.

(5) Journal paginated by issue
Seaman WB. The case of the pancreatic pseudocyst. Hosp Pract 1981; 16 (Sep): 24-29.
(6) Personal author(s)

Eisen HN. Immunology: an introduction to molecular and cellular principles of the immune response , 5th edn.
New York: Harper Row, 1984:406-420.

(7) Editor, compiler, chairman as author
Dausset J, Colombani J, eds. Histocompatibility testing 1972. Copenhagen: Munksgaard, 1973: 12-18.
(8) Chapter in a book

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA,

eds. Pathologic physiology: mechanisms of disease . Philadelphia: WB Saunders, 1974: 457-480.
(9) Published proceedings paper

DePont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an unrelated MLC compatible
donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of 3rd Annual Meeting of the International Society for

Experimental Hematology. Houston: International Society for Experimental Hematology, 1974: 44-50.
(10) Agency publication

Ranofsky AL. Surgical operations in short-stay hospitals: United States - 1975. Hyattsville, Maryland: National
Center for Health Statistics, 1978; DHEW publication no. (PHS) 78-1785. (Vital and health statistics; series 13;
no. 34.)
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(11) Dissertation or thesis

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxygen. Berkeley, CA: University of California, 1965. 156pp.

Dissertation.
5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with arabic numerals. Use titles which are self explanatory.

Due regard should be given to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a minimum. Details must be large
enough to retain their clarity after reduction in size. lllustrations should preferably fill a single column width (54
mm) after reduction, although in some cases 113 mm (double column) and 171 mm (full page) widths will be
accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without reduction, and they should be dressed
directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, and other designators as needed.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are adequate for review
purposes, print publication requires high quality images to prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit
EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for
printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files should be
saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good
reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone

and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for

figures: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.
Check your electronic artwork before submitting it: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the
copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the

Publishers.
5.6. Supporting Material

Supporting Material, such as data sets or additional figures or tables, that will not be published in the print edition

of the journal, but which will be viewable via the online edition, can be submitted.

It should be clearly stated at the time of submission that the Supporting Material is intended to be made available
through the online edition. If the size or format of the Supporting Material is such that it cannot be accommodated
on the journal's Web site, the author agrees to make the Supporting Material available free of charge on a
permanent Web site, to which links will be set up from the journal's website. The author must advise Wiley
Blackwell if the URL of the website where the Supporting Material is located changes. The content of the

Supporting Material must not be altered after the paper has been accepted for publication.

The availability of Supporting Material should be indicated in the main manuscript by a paragraph, to appear after
the References, headed 'Supporting Material' and providing titles of figures, tables, etc. In order to protect
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reviewer anonymity, material posted on the authors Web site cannot be reviewed. The Supporting Material is an
integral part of the article and will be reviewed accordingly.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the Production Editor who is

responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A working email address
must therefore be provided for the corresponding author. The proof can be downloaded as a PDF (portable

document format) file from this site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from
the following Web site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file to be opened,
read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further instructions will be sent with the
proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is available; in your absence, please arrange for a
colleague to access your e-mail to retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within
three days of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately.
Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the publisher. Please note that the author
is responsible for all statements made in his work, including changes made by the copy editor.

6.2. Early Online Publication Prior to Print

The Journal of Periodontal Research is covered by Wiley Blackwell's Early View service. Early View articles are
complete full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue. Early View articles are
complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final
corrections have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online
publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so
Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI),
which allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI

remains valid and can continue to be used to cite and access the article.
6.3. Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Wiley Blackwell's Author Services. Author Services
enables authors to track their article - once it has been accepted - through the production process to publication
online and in print. Authors can check the status of their articles online and choose to receive automated e-mails

at key stages of production.
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