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RESUMO  

A íntima relação entre Diabetes Mellitus (DM) e Periodontite Crônica (PC) é foco de 

várias investigações na literatura. Alguns mecanismos fisiopatológicos explicam essa 

relação; porém, o papel de variações genéticas em genes relacionados a resposta 

imune inata, neste contexto, ainda não é claro e se mostra como um caminho para 

trazer novas informações. Considerando a importância do gene da β-defensina-1 na 

imunidade inata, primeira linha de defesa do organismo contra infecções, e supondo 

que polimorfismos de única base (SNPs) neste podem influenciar a susceptibilidade 

às infecções, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a distribuição de SNPs 

funcionais do gene DEFB1 em indivíduos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com PC 

e indivíduos saudáveis (controles), além da sua possível associação com o 

desenvolvimento de PC em portadores de DM2. Ao todo, 185 indivíduos participaram 

do estudo, sendo 116 com DM2 e PC e 69 indivíduos saudáveis para essas duas 

condições (grupo controle). Três SNPs funcionais (-52 G>A [rs1799946], -44 C>G 

[rs1800972] e -20 G>A [rs11362]) foram genotipados pela técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real, usando sondas alelo específicas 

(TaqMan®). As distribuições dos genótipos nos SNPs de DEFB1 estavam condizentes 

com o Equilíbrio de Hardy-Weinberg, exceto para o SNP rs1800972 nos indivíduos 

controles. Os resultados mostraram uma associação significativa para o SNP na 

posição -20 G>A de DEFB1. O alelo G e os genótipos GA e GG foram 

significativamente (p<0.05) mais frequentes entre indivíduos DM2 com PC (59,5%, 

50% e 34,5%, respectivamente) que indivíduos saudáveis (26,8%, 36,2% e 8,7%, 

respectivamente). Quanto aos haplótipos, observou-se que as combinações GCG e 

ACG (-52,-44,-20) também foram mais frequentes entre os indíviduos DM2 com PC 

(28% e 23,3%, respectivamente) que em indivíduos controles (15,2% e 6,5%, 

respectivamente). Adicionalmente, também verificou-se associações significativas da 

distribuição dos genótipos do SNP na posição -20 em relação a severidade (p=0.021) 

e a classificação da PC (0.046). Diante disso, sugere-se que o alelo G, os genótipos 

GA e GG no SNP -20 G>A e os haplótipos GCG e ACG podem estar associados com 

uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de PC em diabéticos tipo 2 em 

uma população do nordeste do Brasil. 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 2. Periodontite Crônica. Polimorfismo de 

Nucleotídeo Único. 



 

ABSTRACT 

The close relation between Diabetes Mellitus (DM) and Chronic Periodontitis (CP) is 

the focus of several investigations in the literature. Some pathophysiological 

mechanisms explain this relation; nevertheless, the role of genetic variations in genes 

related to innate the immune response, in this context, is still not clear and has shown 

to be a way to bring new information. Considering the importance of the β-defensin-1 

gene in the innate immunity, the first line of defence against infections, and assuming 

that single base polymorphisms (SNPs) in this gene could influence on the 

susceptibility to infections, the current study aimed evaluate the distribution of 

functional SNPs of DEFB1 gene in DM type 2 individuals with CP and healthy 

individuals (controls) and their possible association with the development of CP in type 

2 DM carriers. Altogether, 185 individuals participated in this study, of which 116 were 

type 2 DM and CP carriers, and 69 were healthy individuals in what regards both 

conditions studied (control group). Three functional SNPs (-52 G>A [rs1799946], -44 

C>G [rs1800972] e -20 G>A [rs11362]) were genotyped by the real-time polymerase 

reaction (PCR) technique using specific allele probes (TaqMan®). The distributions of 

the genotypes in the DEFB1 SNPs were consistent with the Hardy-Weinberg 

Equilibrium, except for the SNP rs1800972 in the control individuals. Results showed 

a significant association for the SNP at the -20 G>A position of DEFB1. The G allele 

and GA and GG genotypes were significantly (p<0.05) more frequent among DM2 

individuals with CP (59.5%, 50% and 34.5%, respectively) than healthy individuals 

(26.8%, 36.2% and 8.7%, respectively). Regarding the haplotypes, it was observed 

that the GCG and ACG combinations (-52, -44, -20) were also more frequent among 

PC type 2 DM patients with PC (28% and 23.3%, respectively) than in controls (15.2% 

and 6.5%, respectively). In addition, we also found significant associations of the 

distribution of the SNP genotypes at position -20 in relation to severity alone (p=0.021) 

and PC severity / extension (p=0.046). Therefore, it is suggested that the G allele, the 

GA and GG genotypes in the -20 G>A SNP and the GCG and ACG haplotypes may 

be associated with a greater susceptibility to the development of PC in type 2 diabetics 

in a population in the northeast of Brazil. 

Key words: Diabetes Mellitus, Type 2. Chronic periodontitis. Polymorphism, Single 

Nucleotide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabólica caracterizada pelo 

aumento do nível de glicose na corrente sanguínea devido à secreção ou atividade 

defeituosa do hormônio insulina ou ambos. A hiperglicemia crônica do diabetes está 

associada a vários danos a longo prazo, como a disfunção e a falha de diferentes 

órgãos, especialmente olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos. No DM tipo 

1, autoimune, há destruição de células do pâncreas responsáveis pela secreção de 

insulina (1). Também são conhecidas a DM gestacional e DM por outras causas 

específicas, além do diabetes mellitus tipo 2 (DM2). 

O DM2 surge a partir de uma interação entre fatores ambientais (obesidade, 

sedentarismo e ingestão de alimentos com alto teor calórico) e fatores genéticos, 

resultando em defeitos na secreção de insulina e na resistência à ela (2). A prevalência 

do DM2 vem aumentando no mundo inteiro e representa um encargo significativo para 

a saúde humana, trazendo numerosas complicações sistêmicas ao longo do tempo 

(3), que resultam também do retardo para o diagnóstico e tratamento da doença, seja 

por ausência de sintomas iniciais por parte dos pacientes, ou mesmo, por deficiências 

dos sistemas de saúde. 

Fortes evidências apontam que a periodontite crônica (PC) deve ser listada com 

uma das complicações clássicas do DM2, pois os mecanismos biológicos e 

fisiopatológicos que explicam essa inter-relação são muito semelhantes àqueles 

envolvidos na neuropatia, nefropatia e nas doenças macrovasculares associadas ao 

DM2. Esses mecanismos estão particularmente ligados a alterações na resposta 

imune inflamatória, que se tornam mais evidentes nos portadores de DM 2 (4). 

A PC é uma doença infecciosa resultante da inflamação dos tecidos de suporte 

dos dentes e progressiva perda óssea alveolar. É caracterizada por formação de 

bolsas periodontais e/ ou recessão gengival, sendo classificada em relação a 

extensão e a severidade (5). 

É sabido que as doenças periodontais mostram um progresso rápido em 

indivíduos diagnosticados com DM2 em comparação com os indivíduos sem diabetes. 

Isso é explicado pelo fato da hiperglicemia ter um efeito prejudicial sobre as funções 
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celulares dos tecidos periodontais desses indivíduos, tais como na quimiotaxia, 

fagocitose e na produção e secreção de citocinas. Além disso, o indivíduo com DM2 

também desenvolve um espessamento da membrana basal dos vasos sanguíneos 

com consequente alteração da vascularização nos tecidos periodontais, o que afeta a 

distribuição de nutrientes e a migração de leucócitos. Em alguns casos pode também 

diminuir a eliminação de resíduos metabólicos e a difusão de oxigênio, aumentando a 

severidade da doença periodontal e diminuindo a capacidade de cicatrização do tecido 

(6). 

A infecção bacteriana, na doença periodontal, não é unicamente suficiente para 

induzir a iniciação ou progressão da doença. A presença desses microorganismos 

estimulam uma reação inflamatória local e a ativação do sistema imune inato, que é a 

primeira linha de defesa do hospedeiro contra as infecções (7). Portanto, alterações 

nesse sistema de defesa podem influenciar na susceptibilidade à doença periodontal. 

Defensinas são um grupo de peptídeos antimicrobianos encontrados em 

diferentes organismos vivos e envolvidos na resposta imune inata. Eles 

desempenham um papel importante e precoce contra bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, micobactérias, fungos e vírus (8). 

A beta-defensina humana-1 (hBD-1), codificada pelo gene DEFB1 

(cromossomo 8p23.1), é reconhecida como o mais importante antimicrobiano humano 

em células epiteliais, sendo expressada em vários sítios do corpo humano, entre eles 

na mucosa jugal, língua e gengiva. Polimorfismos nesse gene têm sido associados a 

diversas doenças crônicas (8). No entanto, o papel dos fatores genéticos no gene 

DEFB1 e suas implicações no contexto da PC ainda não é bem compreendido. 

Estudos  visando esclarecer o possível mecanismo desses fatores e sua interação 

com fatores microbianos, ambientais e imunológicos são necessários (9).  

O nível de expressão das defensinas varia entre os indivíduos, e tem sido 

sugerido que esta variação é relacionada às diferenças genéticas nos genes que as 

codificam (10). Já foi demonstrado anteriormente que os níveis de hBD-1 foram 

significativamente maiores no fluido crevicular gengival de diabéticos com gengivite 

em relação a não diabéticos com gengivite ou periodontite; como também, níveis 

elevados de defensinas foram observados em indivíduos com periodontite em relação 

aos com gengivite (6), sugerindo que realmente essa variações acontecem. 
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Os polimorfismos de única base (SNPs) são o tipo mais comum de variação 

genética, e consistem em alterações de um único par de bases em um lócus 

específico. Estão presentes, aproximadamente, a cada 300 pares de bases através 

do genoma humano e podem alterar a sequência de aminoácidos e 

consequentemente a estrutura ou função da proteína. Em regiões regulatórias, podem 

estar envolvidos na modulação da expressão gênica e podem ser utilizados como 

marcadores para estudos genéticos em humanos para comparar a variação entre as 

populações, para analisar haplótipos e como marcadores para associação com 

doenças (11). 

Tendo em vista a importância da imunidade inata na primeira linha de defesa 

do organismo contra infecções e supondo que as variações genéticas no gene da β-

defensina-1 (DEFB1) possam alterar a expressão da hBD-1, e consequentemente, a 

susceptibilidade às infecções; o presente trabalho teve como objetivo avaliar se SNPs 

na região 5’UTR de DEFB1, variantes funcionais, estão associados ao 

desenvolvimento de PC em indivíduos com DM2.  
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2 METODOLOGIA 

 

2.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Assim como todos os estudos envolvendo seres humanos devem seguir a 

norma 466/12 do CNS (Conselho Nacional de Saúde), que regulamenta a pesquisa 

em humanos, esse também o fez. Os indivíduos foram informados sobre o teor 

científico da pesquisa, conscientizados dos benefícios e possíveis danos que teriam 

em participar da mesma. E, mediante aceitação, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, concordando em participar do estudo (Apêndice 

A).  

O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

do Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE), Recife/PE e só iniciou após a aprovação desse órgão. Os números dos 

pareceres de aprovação do CEP/ CCS/ UFPE e CEP/ HAM (Instituição Coparticipante 

– Hospital Agamenon Magalhães) foram respectivamente: 1310208 e 1368830 

(ANEXO A). 

 

2.2 TIPO E LOCALIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

 Esse trabalho trata-se de um estudo caso-controle, composto por uma etapa 

clínica e outra laboratorial. As avaliações clínicas dos indivíduos, assim como a coleta 

de material biológico para estudo dos polimorfismos, aconteceram no Ambulatório de 

Endocrinologia do Hospital Agamenon Magalhães (HAM), Recife – PE, referência no 

atendimento de pacientes diabéticos, e na Clínica da Pós-Graduação em Odontologia 

da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) de novembro/2015 a 

setembro/2016. A análise laboratorial aconteceu no Laboratório de Biologia Molecular 

da Pós-Graduação em Odontologia da UFPE e no Setor de Biologia Molecular do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE. 
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2.3 POPULAÇÃO ALVO 

 

A população estudada foi formada por indivíduos diagnosticados com DM2 e 

PC (grupo caso) e indivíduos saudáveis para essas duas condições (grupo controle) 

atendidos no Ambulatório de Endocrinologia do HAM e na Clínica da Pós-Graduação 

em Odontologia da UFPE. Todos os indivíduos envolvidos eram provenientes do 

Estado de Pernambuco. 

 

2.4 TAMANHO DA AMOSTRA 

 

A amostra aleatória e, inicialmente, não-probabilística, totalizou 185 indivíduos, 

sendo 116 com DM2 e PC, e 69 indivíduos no grupo controle. 

Após encontrar as frequências genotípicas da amostra foi realizado cálculo 

amostral para verificar se o número de indivíduos era suficiente para obtenção das 

associações. Foi utilizado o SNP -20 como o “fator de risco” para o cálculo amostral 

(estudo caso-controle), com um poder β de 80%. Assim, verificou-se que seria 

necessária uma amostra de 66 indivíduos, sendo 47 no grupo caso e 19 no controle, 

o que se mostrou condizente com nosso número amostral. Para os demais SNPs, o 

número de indivíduos necessários era superior a 500 indivíduos. 

 

2.5 SELEÇÃO DA AMOSTRA 

 

Inicialmente foi realizado o convite aos indivíduos para participar do estudo, 

obedecendo aos critérios de inclusão e exclusão pré-estabelecidos, conforme a 

seguir: 

✓ Critérios de inclusão para o grupo com DM2 e PC: ser portador de DM2 e ter o 

diagnóstico clínico de PC (5,12); ter idade mínima de 35 anos e, no mínimo, 8 

dentes naturais (excluindo os com indicação de exodontia) (13). 
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✓ Critérios de exclusão para o grupo com DM2 e PC: ter feito uso de antibióticos 

nos últimos 6 meses; fazer uso de anti-inflamatórios de forma crônica; 

apresentar condições que comprometam a imunidade sistêmica; estar grávida 

ou lactante; ter se submetido a tratamento periodontal nos últimos 6 meses; ser 

fumante e usar aparelho ortodôntico.  

✓ Critérios de inclusão para o grupo controle: ter idade mínima de 35 anos e, no 

mínimo, 8 dentes naturais (excluindo os com indicação de exodontia) (13). 

✓ Critérios de exclusão para o grupo controle: ter feito uso de antibióticos nos 

últimos 6 meses; fazer uso de anti-inflamatórios de forma crônica; apresentar 

condições que comprometam a imunidade sistêmica; estar grávida ou lactante; 

ter se submetido a tratamento periodontal nos últimos 6 meses; ser fumante; 

usar aparelho ortodôntico e ser portador de DM e ou PC. 

Segundo a Associação Americana de Periodontia (AAP) (2015), que 

reorganizou a classificação proposta em 1999, o diagnóstico da PC baseia-se em 

vários parâmetros clínicos e radiográficos, onde nem sempre todos estarão presentes; 

classificando a PC em leve, moderada ou severa (quanto à severidade) e em 

localizada ou generalizada (quanto à extensão). Neste trabalho, a doença foi 

caracterizada pela presença de inflamação (sangramento à sondagem), aumento da 

profundidade de sondagem e perda de inserção clínica. 

 

 

2.6 INSTRUMENTO DE PESQUISA 

 

2.6.1 Entrevista 

 

Após explicação dos objetivos da pesquisa e aceite do indivíduo em participar, 

foi solicitado que o mesmo assinasse o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(Apêndice A). Antes de iniciar o exame clínico, foram registrados dados sobre a idade, 

sexo, renda e escolaridade, conforme ficha clínica (Apêndice B). 

 

2.6.2 Exame clínico 

 

Para cada indivíduo foi preenchido um periograma (Apêndice B), no qual 
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constaram dados sobre: presença de placa visível (PPV), profundidade de sondagem 

(PS), sangramento à sondagem (SS), perda de inserção clínica (ou nível de inserção 

clínica – NIC), mobilidade e presença de envolvimento de furca. Para cada dente 

foram sondados seis sítios: mesio-vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, 

mesio-lingual, médio-lingual e disto-lingual. O exame foi realizado com luz artificial e 

usando odontoscópio e sonda periodontal milimetrada tipo Carolina do Norte 

(Trinity®), além dos equipamentos de proteção individual (gorro, máscara, luvas, 

óculos, jaleco). Durante todo o processo, três examinadores e anotador calibrados 

fizeram os exames clínicos e o registro nas fichas dos indivíduos (valores de 

concordância Kappa 0,40 < k < 0,75) (14). 

Após o exame clínico foi realizada a coleta de saliva em tubos do tipo Falcon 

(15 ml) estéreis, solicitando ao indivíduo cuspir por 3 minutos (15). Esse material era 

armazenado em isopor com gelo e transportado, devidamente identificado, ainda no 

turno da manhã (no qual eram realizadas as coletas) para o Laboratório de Biologia 

Molecular da Pós-Graduação em Odontologia da UFPE, onde eram condicionados no 

freezer a -20° C para posterior isolamento do material genético. 

Todo material coletado ficou sob responsabilidade da pesquisadora. 

 

2.7 ISOLAMENTO DO DNA 

 

 Para purificação de DNA foi utilizado o kit de purificação de DNA genômico da 

PROMEGA (Wizard®), seguindo o protocolo do fabricante para amostras de sangue. 

O material foi quantificado utilizando nanodrop (Thermo Fischer®), e mantido a -20º 

até a realização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. 

Inicialmente foram isolados DNA das amostras de saliva e das células de descamação 

da mucosa, porém a primeira apresentou concentrações superiores de material 

genético quando quantificadas e, portanto, foram selecionadas as amostras de saliva 

para a condução do estudo. 
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2.8 GENOTIPAGEM POR PCR EM TEMPO REAL 

 

Os polimorfismos estudados estão localizados na região 5’UTR do gene da β-

defensina-1 (DEFB1),  no cromossomo 8p23.1(16), nas seguintes posições: -52 G>A 

(rs1799946), -44 C>G (rs1800972) e -20 G>A (rs11362). Os “rs” são numerações que 

identificam o polimorfismo para acesso no NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) e também para pesquisa em outras bases de dados internacionalmente. 

A escolha dos polimorfismos foi baseada nos valores de MAF (Minim Allele 

Frequency) superiores a 0,1 (10%) nas populações caucasiana (Utah Residents with 

Northern and Western Europian Ancestry - CEU) e africana (Yoruba in Ibadan, Nigeria 

-YRI), de acordo com as bases de dados NCBI, HapMap (17) e 1000genomes (18). 

Além disso, considerou-se a importância funcional dos SNPs, como alterações na 

expressão de hBD1 na saliva (15) e associações já descritas com a periodontite e o 

DM, em outras populações (6,10,13,19). É importante destacar que nenhum estudo já 

publicado possui o desenho e as características deste numa população do nordeste 

brasileiro. 

A genotipagem foi realizada por PCR em tempo real utilizando sondas alelo 

específicas (TaqMan®) (Quadro 1) e o termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems®) 

(20). Para detecção dos genótipos de cada SNPs do gene DEFB1, foi utilizada uma 

reação com volume total de 5 µl para cada variante, contendo aproximadamente 1µl 

de DNA molde por reação (com concentração de 25ng/µl), 1.25µl de água, 2.5µl do 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 0.25µl de cada 

sonda diluídas a 20x (Applied Biosystems®). Foi incluído um controle negativo (água) 

em cada análise e o termociclador foi programado para realizar 50 ciclos. 
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SNPs ID Sequência das sondas 

rs1799946 (-52) TTCAGGAACTGGGGAGACGCTGGCT[C/T]CTTTGGAGGCT

GAGCTGACAGAGGC 

rs1800972 (-44) CCCAGGATTTCAGGAACTGGGGAGA[C/G]GCTGGCTCCTT

TGGAGGCTGAGCTG 

rs11362 (-20) TCTCATGGCGACTGGCAGGCAACAC[C/T]CAGGATTTCAG

GAACTGGGGAGACG 

Quadro 1. Sequência das sondas alelo-específicas para os SNPs estudados no gene 

DEFB-1. 

 

2.9 ANÁLISE DE DADOS 

 

As frequências alélicas e genotípicas, para cada SNP, foram calculadas por 

contagem direta utilizando o programa Genotype Transposer (21). A distribuição dos 

genótipos e sua aderência ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg para cada grupo e para 

cada SNP foi verificada através do teste Qui-Quadrado usando o programa R project 

(22) .O desequilíbrio de ligação entre os variantes e possíveis haplótipos foram 

estimados por meio do programa Haploview (23). 

As possíveis associações entre os grupos e as frequências alélicas, genotípicas 

e haplotípicas foram realizados através do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de 

contingência (Programa R project). O teste de independência da Razão de 

Verossimilhança foi aplicado para verificar associações com o genótipo quando não 

houve possibilidade de aplicar o teste Qui-quadrado de Pearson (IBM SPSS Statistics 

20.0 trial version -IBM, Armonk, NY, EUA).  

Para as análises, considerou-se o intervalo de confiança (IC) de 95% e os 

valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os dados foram digitados no 

Microsoft Excel. Além disso, o poder do estudo para cada SNP foi verificado através 

do software G*power 3.1.9.2 (24). 
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3 RESULTADOS 

 

 Nesta sessão serão apresentados os resultados descritivos para 

caracterização da amostra estudada, afim de estabelecer melhor compreensão do 

trabalho como um todo. Posteriormente, no artigo científico, serão escritos os 

resultados inferenciais da pesquisa, conforme perfil e normas da revista científica a 

que será submetido (Archives of Oral Biology – Impact Factor 2015: 1.733). 

Cento e oitenta e cinco (185) indivíduos participaram do estudo, dos quais 116 

(62,7%) eram DM2 com PC, com média de idade de 58,5 ± 9,0 anos (variando de 38 

a 80 anos) e 69 (37,3%) indivíduos pertenciam ao grupo controle, com idade média 

de 49,6± 10,7 (variando de 35 a 77 anos). 

O sexo feminino foi predominante nos dois grupos, com 74,1% no grupo dos 

diabéticos e 91,3% no controle. Quanto a renda, em ambos os grupos, a maioria 

ganha até 2 salários mínimos (81,9% e 55,1%); porém apenas 6% dos diabéticos tipo 

2 estão na faixa de 2 a 4 salários mínimos, enquanto no grupo controle esse 

percentual sobe para 21,7% (Tabela 1).  

Ao analisar os dados de escolaridade da amostra, destaca-se que a maioria 

dos indivíduos dos dois grupos possuem 2º grau completo (31,9% e 37,7%); 

entretanto, em relação ao nível de escolaridade “1º grau incompleto”, no grupo dos 

diabéticos observa-se um percentual de 25%, enquanto nos controles 7,2%. Outra 

diferença que chama atenção são valores relacionados aos indivíduos com nível 

superior completo, onde 15,9% dos controles se enquadram, contra 5,2% do outro 

grupo (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 



24 
 

Tabela 1. Caracterização epidemiológicas dos indivíduos estudados. 

Variáveis 

Grupos 

Total Diabéticos tipo 

2 com PC 
Controles 

N % N % N % 

Sexo             

Masculino 30 25,9 6 8,7 36 19,5 

Feminino 86 74,1 63 91,3 149 80,5 

Renda             

Até 2 SM 95 81,9 38 55,1 133 71,9 

De 2 a 4 SM 7 6,0 15 21,7 22 11,9 

De 4 a 10 SM 4 3,4 4 5,8 8 4,3 

Não informou 10 8,6 12 17,4 22 11,9 

Escolaridade             

Não sabe ler ou escrever 10 8,6 1 1,4 11 5,9 

1º grau incompleto 29 25,0 5 7,2 34 18,4 

1º grau completo 18 15,5 5 7,2 23 12,4 

2º grau incompleto 9 7,8 8 11,6 17 9,2 

2º grau completo 37 31,9 26 37,7 63 34,1 

Superior incompleto 2 1,7 3 4,3 5 2,7 

Universidade completa 6 5,2 11 15,9 17 9,2 

Não sabe  1 0,9 0 0,0 1 0,5 

Não informou 4 3,4 10 14,5 14 7,6 

Total 116 100,0 69 100,0 185 100,0 

 

 

Em relação aos indivíduos diabéticos tipo 2 e a PC, as severidades moderada 

e severa apresentaram o mesmo percentual (40,5%) e quanto a extensão da mesma 

doença, apresentou-se generalizada em 80,2% deles. Quanto a associação entre a 

severidade e extensão da PC; observou-se que 34,5% dos indivíduos apresentavam 

periodontite moderada generalizada e 39,7% como severa generalizada, sendo esses 

os maiores percentuais (Tabela 2). 
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Tabela 2. Classificação da PC entre indivíduos diabéticos tipo 2. 

Variáveis N % 

Severidade da Periodontite     
Leve 22 19,0 
Moderada 47 40,5 
Severa 47 40,5 

Extensão da Periodontite     
Localizada 23 19,8 
Generalizada 93 80,2 

Classificação da periodontite     
Leve localizada 15 12,9 
Leve generalizada 7 6,0 
Moderada localizada 7 6,0 
Moderada generalizada 40 34,5 
Severa localizada 1 0,9 
Severa generalizada 46 39,7 

Total 116 100,0 

 

Por fim, foi verificado o poder do estudo para cada SNP, constatando-se que 

os SNPs -52 e -44 apresentaram um baixo poder (0.18 e 0.22, respectivamente). 
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4 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

POLIMORFISMOS NO GENE DA β-DEFENSINA-1 E SUA RELAÇÃO COM A 

SUSCEPTIBILIDADE DA PERIODONTITE CRÔNICA EM DIABÉTICOS TIPO 2 

 

RESUMO 

Objetivo: Considerando a influência de polimorfismos genéticos na expressão da β-

defensina-1, o importante papel desse peptídeo na resposta imune-inflamatória e a 

relação bidirecional entre a Periodontite Crônica (PC) e o Diabetes Mellitus tipo 2 

(DM2), o presente trabalho avaliou a distribuição de polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs) na região 5’UTR do gene DEFB1 e sua relação com o desenvolvimento 

de PC em diabéticos tipo 2. Materiais e métodos: Um total de 185 indivíduos 

participaram do estudo, sendo 116 com DM2 e PC, e 69 controles saudáveis. Três 

polimorfismos funcionais conhecidos foram genotipados através de sondas alelo 

específicas (Sistema TaqMan®): -52 G>A (rs1799946), -44 C>G (rs1800972) e -20 

G>A (rs11362). Resultados: Os resultados mostraram uma associação para o SNP 

na posição -20 G>A de DEFB1. O alelo G e os genótipos GA e GG foram 

significativamente (p<0.05) mais frequentes entre indivíduos DM2 com PC (59,5%, 

50% e 34,5%, respectivamente) que indivíduos saudáveis (26,8%, 36,2% e 8,7%, 

respectivamente).  Quanto aos haplótipos, observou-se que as combinações GCG e 

ACG (-52,-44,-20) também foram mais frequentes entre os indivíduos DM2 com PC 

(28% e 23,3%, respectivamente) que em indivíduos controles (15,2% e 6,5%, 

respectivamente). Adicionalmente, verificou-se associações significativas da 

distribuição dos genótipos do SNP -20 em relação a severidade separadamente 

(p=0.021) e a severidade /extensão da PC (p=0.046). Conclusão: O SNP rs 11362 (-

20) G>A de DEFB1 e os haplótipos GCG e ACG (-52,-44,-20) podem  estar associados 

com maior susceptibilidade para o desenvolvimento de PC em diabéticos tipo 2, em 

uma população do nordeste do Brasil. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus tipo 2, Periodontite Crônica, Polimorfismo de 

Nucleotídeo Único, DEFB1 
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INTRODUÇÃO 

Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma doença metabólica e multifatorial 

caracterizada por defeitos na secreção e na ação do hormônio insulina, cuja interação 

complexa leva a hiperglicemia.  É uma doença de início silencioso, sendo associada 

a fatores ambientais (dieta, obesidade e/ou sobrepeso, aumento da circunferência 

abdominal) e genéticos (Bascones-Martínez, González-Febles, & Sanz-Esporrín, 

2014; Scheen, 2003). 

A hiperglicemia crônica pode levar à deterioração, disfunção e falha de vários 

órgãos e tecidos, incluindo: olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos 

(Bascones-Martínez, González-Febles, & Sanz-Esporrín, 2014; Scheen, 2003). 

Dentre as complicações apresentadas por indivíduos diabéticos, encontra-se a 

periodontite crônica (PC) (Lim, Tay, Sum, & Thai, 2007).  

A PC é uma forma destrutiva da doença periodontal, mediada por resposta 

imune-inflamatória, que afeta aproximadamente 50% de todos os adultos e 60% 

daqueles com 65 anos de idade ou mais (Artese, Longo, Gomes, Mayer, & Romito, 

2015). Os indivíduos diabéticos, que apresentam pobre controle glicêmico, estão mais 

propensos a ter uma periodontite severa e generalizada (Aemaimanan, Amimanan, & 

Taweechaisupapong, 2013). A prevalência de DM2 e PC é alta e a associação dessas 

duas condições, uma influenciando a outra, é reconhecida e documentada (Acharya, 

Thakur, & Muddapur, 2015).  

Um elevado estado de inflamação sistêmica crônica pode ser induzido ou 

perpetuado pela PC em indivíduos diabéticos, resultando no aumento da resistência 

à insulina e um controle glicêmico ineficiente. A redução da inflamação periodontal 

pode restaurar a sensibilidade à insulina e, consequentemente, um melhor controle 

metabólico (Acharya et al., 2015). Neste contexto, a imunidade inata do hospedeiro e 

seus peptídeos antimicrobianos, como as defensinas, são de grande importância.  

As β-defensinas humanas (hBDs) pertencem a uma família de pequenos 

peptídeos, codificados pelo cluster gênico localizado no cromossomo 8p22-23 

(Linzmeier & Ganz, 2005), com amplo espectro de atividade antimicrobiana contra 

bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos e vírus. As hBDs atuam na 

resposta imune inata e também na sinalização para a resposta  adaptativa (Bedi, 

Mahendra, & Ambalavanan, 2015). Existem 28 β-defensinas humanas (hBDs), no 
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entanto, as características de expressão foram demonstradas apenas em quatro delas 

(Arslan, Babakurban, Erbek, Sahin, & Terzi, 2015), das quais, a β-defensina-1 (hBD-

1).  

As hBD-1 são peptídeos antimicrobianos, responsáveis pela manutenção de 

um estado saudável nos epitélios das mucosas antes da infecção com bactérias 

patogênicas (Schaefer et al., 2010). Encontra-se presente no epitélio de defesa de 

vários tecidos e na saliva (Polesello et al., 2015), desempenhando importante papel 

na inflamação (Oppenheim, Biragyn, Kwak, & Yang, 2003). Apesar de apresentar 

expressão constitutiva, é sabido que patógenos microbianos e citocinas estimulam 

sua expressão em células epiteliais orais durante a inflamação (Arslan et al., 2015). 

Variações em DEFB1, gene codificante da hBD-1, tem sido relacionadas com 

a modulação da expressão gênica e a produção da proteína (Polesello et al., 2015). 

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), localizados na região 5’ não-traduzida (5’ 

UTR) de DEFB1 nas posições -52 G>A (rs1799946), -44 C>G (rs1800972) e -20 G>A 

(rs11362), são conhecidamente relacionados a modulação da expressão gênica e 

associados com algumas doenças de caráter infeccioso e ou inflamatório, como: 

periodontite e diabetes (Ikuta et al., 2015), infecção pelo vírus da imunodeficiência 

humana tipo 1 (HIV-1) (Braida et al., 2004), aumento dos níveis de Candida albicans 

na boca (Jurevic, Bai, Chadwick, White, & Dale, 2003), lúpus (Sandrin-Garcia et al., 

2012) e doença intestinais inflamatórias (Zanin et al., 2012).  

Neste sentido, o presente trabalho se propõe a avaliar a distribuição de SNPs 

na região 5’UTR de DEFB1 em indivíduos com DM2 e PC e indivíduos saudáveis, 

além da sua relação com a susceptibilidade ao desenvolvimento da PC em diabéticos 

tipo 2. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

População de estudo 

A população de estudo foi composta por uma amostra aleatória e não-

probabilística de indivíduos oriundos da região metropolitana do Recife e cidades do 

interior de Estado de Pernambuco. No total a população foi composta de 185 

indivíduos, sendo 116 diabéticos tipo 2 com PC e 69 indivíduos saudáveis, que 
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formaram o grupo controle. O recrutamento dos indivíduos foi realizado no 

Ambulatório de Endocrinologia do Hospital Agamenon Magalhães (HAM) e na Clínica 

da Pós-Graduação em Odontologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).  

Os indivíduos foram avaliados e separados em grupos de acordo com os 

critérios de inclusão e exclusão pré-estabelecidos: 

✓ Grupo de indivíduos DM2 e PC: 

Critérios de inclusão: ser portador de DM2 e ter o diagnóstico clínico de PC (American 

Academy of Periodontology, 2015; Armitage, 1999); ter, no mínimo, 8 dentes naturais 

(excluindo os com indicação de exodontia) e idade mínima de 35 anos. 

Critérios de exclusão: ter feito uso de antibióticos nos últimos 6 meses; fazer uso de 

anti-inflamatórios de forma crônica; apresentar condições que comprometam a 

imunidade sistêmica; estar grávida ou lactante; ter se submetido a tratamento 

periodontal nos últimos 6 meses; ser fumante e usar aparelho ortodôntico. 

✓ Grupo de indivíduos saudáveis (controles saudáveis): 

Critérios de inclusão: ter, no mínimo, 8 dentes naturais (excluindo os com indicação 

de exodontia) e idade mínima de 35 anos. 

Critérios de exclusão: ter feito uso de antibióticos nos últimos 6 meses; fazer uso de 

anti-inflamatórios de forma crônica; apresentar condições que comprometam a 

imunidade sistêmica; estar grávida ou lactente; ter se submetido a tratamento 

periodontal nos últimos 6 meses; ser fumante; usar aparelho ortodôntico; ser portador 

de DM e ou PC. 

Para cada indivíduo foi preenchido um periograma, no qual constaram dados 

sobre: índice de placa visível (Ainamo & Bay, 1975), índice de sangramento (Ainamo 

& Bay, 1975), profundidade de sondagem (6 sítios por dente), perda de inserção 

clínica, mobilidade e presença de envolvimento de furca.  

O diagnóstico de PC foi estabelecido segundo Associação Americana de 

Periodontia (American Academy of Periodontology, 2015; Armitage, 1999). Durante 

todo o processo, 3 (três) examinadores e anotador calibrados fizeram os exames 

clínicos e o registro nas fichas dos pacientes (valores de concordância Kappa >0,40). 
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Todos os procedimentos utilizados no estudo foram apreciados e aprovados 

pelos Comitês de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da UFPE 

(nº1310208) e da instituição coparticipante HAM (nº1368830). 

 

Isolamento do DNA, escolha dos SNPs e genotipagem 

Para a análise dos polimorfismos foram realizadas as coletas de saliva em 

tubos do tipo Falcon (15 ml) estéreis, solicitando ao paciente cuspir por 3 minutos. O 

material coletado foi armazenado no freezer a -20° C para posterior isolamento do 

material genético (Polesello et al., 2015).  

Para isolamento do DNA foi utilizado o kit de Purificação de DNA genômico da 

PROMEGA (Wizard®), seguindo o protocolo do fabricante para amostras de sangue, 

pois o mesmo não apresenta protocolo específico para saliva. O material foi 

quantificado utilizando nanodrop (Thermo Fischer®), e mantido a -20º até a 

genotipagem. O isolamento do DNA e a genotipagem aconteceram, respectivamente, 

no Laboratório de Biologia Molecular da Pós-Graduação em Odontologia da UFPE e 

no Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami, LIKA-UFPE. 

Foram escolhidos os seguintes SNPs da 5’UTR de DEFB1: -52 G>A 

(rs1799946), -44 C>G (rs1800972) e -20 G>A (rs11362), baseados no impacto das 

variantes na expressão gênica, em associações prévias em outras populações e nas 

frequências alélicas mínimas (MAF); as quais deveriam ser superiores a 0,1 (10%) 

nas populações caucasiana (CEU) e africana (YRI). A verificação da MAF foi realizada 

de acordo com as bases de dados NCBI e HapMap (The International HapMap 

Consortium, 2005) e 1000 gemonas (Consortium, 2015). 

Todos os SNPs foram genotipados pela técnica de Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) em tempo real, usando sondas alelo específicas (TaqMan®) e 

termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems®) (Segat et al., 2010).  

 

Análise estatística  

As frequências alélicas e genotípicas para cada SNP, foram calculadas por 

contagem direta utilizando o programa Genotype Transposer (Cox & Canzian, 2001). 

A distribuição dos genótipos e sua aderência ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
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(importante para avaliar se a distribuição genotípica está acontecendo ao acaso) para 

cada grupo e para cada SNP, foi verificada através do teste Qui-Quadrado usando o 

programa R (R Development Core Team, 2013). O desequilíbrio de ligação (força de 

associação não-aleatória entre os alelos) entre os variantes e possíveis haplótipos 

foram estimados por meio do programa Haploview 4.2 (Barrett, Fry, Maller, & Daly, 

2005). 

As possíveis associações entre os grupos e as frequências alélicas, genotípicas 

e haplotípicas foram realizados através do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de 

contingência pelo programa R. O teste de independência da Razão de 

Verossimilhança foi aplicado para verificar associações com o genótipo quando não 

houve possibilidade de aplicar o teste Qui-quadrado de Pearson pelo programa IBM 

SPSS Statistics 20.0 trial version (IBM, Armonk, NY, EUA).  

Em todas as análises, foram considerados o intervalo de confiança (IC) de 95% 

e valores de p<0,05 foram considerados significantes. Adicionalmente, o poder do 

estudo para cada SNP foi verificado através do software G*power 3.1.9.2 (Faul, 

Erdfelder, Lang, & Buchner, 2007).  

 

RESULTADOS 

No total, cento e oitenta e cinco (185) indivíduos foram recrutados para o 

estudo, dos quais 116 (62,7%) eram diabéticos tipo 2 com PC, com média de idade 

de 58,5±9,0 anos (variando de 38 a 80 anos) e 69 (37,3%) eram indivíduos saudáveis 

(controles), com idade média de 49,6±10,7 (variando de 35 a 77 anos). Em ambos os 

grupos, o sexo feminino foi predominante (74,1% dos DM2+PC e 91,3% dos 

controles). 

Na tabela 1, observa-se a distribuição das frequências alélicas e genotípicas 

para os três SNPs na região 5’UTR de DEFB-1 na população estudada. Todos os 

SNPs estudados encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambos os 

grupos, exceto o SNP rs1800972 (-44) no grupo controle.  

Diferenças significativas foram observadas para o SNP rs11362 (-20 G>A). O 

alelo G foi mais frequente entre indivíduos DM2 com PC (59,5%), diferindo 

significativamente dos indivíduos controles (26,8%; OR=3.99; IC95%=2.48-6.53; p-
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value=1.12e-09). Similarmente, os genótipos GA e GG foram mais frequentes entre 

indivíduos DM2 com PC (50.0% e 34.5%, respectivamente) em relação aos controles 

saudáveis (36,2%; OR=4,83; IC95%=2.22-10.89; p-value=1.35e-05; e 8,7%; 

OR=13.64; IC95%=4,66-46,80; p-value=2.35e-08; respectivamente) (Tabela 1), sendo 

associado com uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de periodontite 

crônica em indivíduos DM2. Os demais SNPs não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos analisados. 

 

Tabela 1. Distribuição das frequências alélicas e genótipicas para SNPs na região 
5’UTR de DEFB1 em indivíduos diabéticos tipo 2 com periodontite crônica e indivíduos 
saudáveis (controles) de uma população do Nordeste Brasileiro. 

SNPs/ 
Alelos/ 

Genótipos 

Diabéticos tipo 2 
com PC 

n=116 (%) 

Controles 
Saudáveis 
n=69 (%) 

Teste Exato de Fisher 
OR (IC95%), p-value 

 
rs1799946 
(-52 G>A)    

G 117 (50.4) 72 (52.2) Referência 

A 115 (49.6) 66 (47.8) 1.07 (0.69-1.67), 0.748 

GG 32 (27.6) 22 (31.9) Referência 

GA 53 (45.7) 28 (40.6) 1.30 (0.60-2.80), 0.474 

AA 31 (26.7) 19 (27.5) 1.12 (0.47-2.66), 0.842 

HWE X2= 0,86; p=0,353 X2= 2,42; p=0,121  
rs1800972 
(-44 C>G)    

C 197 (84.9) 115 (83.3) Referência 

G 35 (15.1) 23 (16.7) 0.89 (0.48-1.66), 0.768 

CC 86 (74.1) 51 (73.9) Referência 

CG 25 (21.5) 13 (18.8) 1.14 (0.51-2.65), 0.850 

GG 5 (4.3) 5 (7.2) 0.59 (0.13-2.72), 0.506 

HWE X2= 2,93; p=0,087 X2= 7,14; p=0,001  
rs11362 

(-20 G>A)    
A 94 (40.5) 101 (73.2) Referência 

G 138 (59.5) 37 (26.8) 3.99 (2.48-6.53), 1.12e-09* 

AA 18 (15.5) 38 (55.1) Referência 

GA 58 (50.0) 25 (36.2) 4.83 (2.22-10.89), 1.35e-05* 

GG 40 (34.5) 6 (8.7) 13.64 (4.66-46.80), 2.35e-08* 

HWE X2= 0,16; p=0,688 X2= 0,41; p=0,523  

*p-value significativo (<0.05); HWE= Equilíbrio de Hardy-Weinberg; X2=Teste Qui-quadrado; OR=Odds 

ratio; IC=Intervalo de confiança; e=exponencial 

 

Adicionalmente, observou-se que os SNPs na 5’UTR de DEFB-1 estavam em 

moderado desequilíbrio de ligação (D’>0.7), formando 8 haplótipos (Tabela 2).  As 

combinações haplotípicas GCG e ACG foram mais frequentes em indivíduos DM2 
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com PC (28,0% e 23,3%, respectivamente) em comparação com os controles 

saudáveis (15,2%; OR=3,20; IC95%=1.64-6.43; p-value=0.0002; e 6,5%; OR=6.18; 

IC95%=2.65-15.88; p-valeu=1.79e-06*, respectivamente), sendo associado com uma 

maior susceptibilidade ao desenvolvimento de periodontite crônica em indivíduos 

DM2. As demais combinações não apresentaram diferenças significativas entre 

indivíduos DM2 com PC e controles saudáveis (Tabela 2). 

 

Tabela 2.  Distribuição das frequências haplótipicas de SNPs na região 5’UTR de 
DEFB1 em individuos diabéticos tipo 2 com periodontite crônica e controles saudáveis 
de uma população do Nordeste Brasileiro. 

Haplótipos  

rs
 1

7
9
9

9
4
6

  
 

(-
5
2
 G

>
A

) 

rs
 1

8
0
0

9
7
2

  
  

(-
4
4
 C

>
G

) 

rs
 1

1
3
6

2
  

(-
2
0
 G

>
A

) Diabéticos tipo 2  
 com PC 
2n (%) 

 
 

Controles 
Saudáveis  

2n (%) 
 

 

Teste Exato de Fisher 
OR (IC95%), p-value  

 
 
 

 
A 

 
C 

 
A 47 (20.3) 49 (35.5) Referência 

 
G 

 
C 

 
A 31 (13.4) 36 (26.1) 0.90 (0.46-1.76), 0.752 

 
G 

 
C 

 
G 65 (28.0) 21 (15.2) 3.20 (1.64-6.43), 0.0002* 

 
A 

 
C 

 
G 54 (23.3) 9 (6.5) 6.18 (2.65-15.88), 1.79e-06* 

 
G 

 
G 

 
A 12 (5.2) 8 (5.8) 1.56 (0.53-4.82), 0.463 

 
A 

 
G 

 
A 4 (1.7) 8 (5.8) 0.52 (0.11-2.12), 0.369 

 
G 

 
G 

 
G 9 (3.9) 7 (5.1) 1.34 (0.40-4.60), 0.788 

 
A 

 
G 

 
G 10 (4.3) 0 (0.0) Nc 

*p-value significativo (<0.05); nc=não calculado, OR=Odds ratio; IC=Intervalo de confiança; 

e=exponencial 

 

A distribuição genotípica para o SNP rs11362 (-20 G>A) entre indivíduos DM2 

com PC foi associada com a severidade separadamente (p-value=0.021) e com a 

classificação (severidade e extensão) da PC (p-value=0.046) (Tabela 3). Para os 

outros SNPs não foram observadas associações significativas. 
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Tabela 3. Distribuição genotípica do SNP rs11362 (-20) G>A segundo a severidade e 

a severidade/extensão da periodontite crônica nos pacientes diabéticos tipo 2. 

PERIODONTITE 
CRÔNICA (PC) 

rs11362 (-20 G>A) 

p
-v

a
lu

e
1
 

GG GA AA 

n(%) n(%) n(%) 

Severidade          

Leve  12(30,0)   8(13,8)   2(11,1)  

0
,0

2
1
* 

Moderada  19(47,5)   19(32,8)   9(50,0)  

Severa  9(22,5)   31(53,4)   7(38,9)  

Classificação da PC         

Leve localizada  8(20)   6(10,3)   1(5,6)  

0
,0

4
6
* 

Leve generalizada  4(10)   2(3,4)   1(5,6)  

Moderada localizada  1(2,5)   4(6,9)   2(11,1)  

Moderada generalizada  18(45)   15(25,9)   7(38,9)  

Severa localizada   0 ( 0,0 )    0 (0,0)   1(5,6)  

Severa generalizada  9(22,5)   31(53,4)   6(33,3)  

1 - Teste da Razão de Verossimilhança, * Estatisticamente significativo (p<0,05) 

 

Em relação as demais variáveis clínicas da PC (profundidade de sondagem, 

nível de inserção clínica, sangramento à sondagem e índice de placa visível), não 

foram observadas associações com a distribuição genotípica para os SNPs 

estudados. 

Por fim, foi verificado o poder do estudo para cada SNP, constatando-se que 

os SNPs -52 e -44 apresentaram um baixo poder (0.18 e 0.22, respectivamente). 

 

DISCUSSÂO 

Altos níveis de mediadores inflamatórios podem estar relacionados à destruição 

periodontal e serem capazes de aumentar a resposta inflamatória, provocando 

maiores danos ao tecido periodontal, característicos da periodontite severa. Foi 

sugerido que este padrão de resposta aos estímulos ambientais pode ser 

geneticamente determinado e pode predispor a algumas doenças inflamatórias 

crônicas (Franch-Chillida, Nibali, Madden, Donos, & Brett, 2010).  

A β-defensina-1, um dos peptídeos antimicrobianos presente na saliva, é 

responsável pela manutenção da saúde dos epitélios das mucosas, bem como 
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desempenha importante papel na inflamação (Arslan et al., 2015; Oppenheim et al., 

2003; Polesello et al., 2015; Schaefer et al., 2010). Sabe-se que variações genéticas 

em seu gene codificador DEFB1 pode alterar a expressão da proteína. 

Adicionalmente, a periodontite, uma forma destrutiva de doença periodontal mediada 

pela resposta imune-inflamatória, é considerada a sexta complicação mais frequente 

entre indivíduos com DM2 (Lim et al., 2007). Neste sentido, o presente estudo se 

propôs a avaliar a distribuição de SNPs da região 5’UTR (-52, -44 e -20) do gene 

DEFB-1 em indivíduos DM2 com PC e indivíduos saudáveis, e a relação destes com 

o desenvolvimento de PC em indivíduos DM2.  

Os resultados sugeriram que o SNP rs11362 (-20) encontra-se relacionado com 

o desenvolvimento de PC em indivíduos DM2. O alelo G, os genótipos GA e GG, e os 

haplótipos GCG e ACG apresentaram-se mais frequentes em indivíduos DM2 com 

PC, sendo associado com uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da PC. 

Embora as bactérias sejam essenciais, mas não o único fator, para a iniciação 

e progressão da PC, estudos em gêmeos indicam que cerca de 50-60% da variação 

observada na expressão da doença clínica, em adultos, é geneticamente determinada 

(Wu et al., 2015). Polimorfismos funcionais relacionados à inflamação e à imunidade, 

que alteram a quantidade ou qualidade das proteínas produzidas, já foram 

demonstrados por possuir associações significativas com as periodontites crônica e 

agressiva (Brett et al., 2005). 

Neste trabalho, a escolha das três variantes na região 5’UTR de DEFB1 foi 

encorajada devido ao possível impacto na expressão gênica (Fabris et al., 2009; 

Milanese, Segat, & Crovella, 2007; Polesello et al., 2015). Estudos recentes tem 

associado variantes nesta região com aumento da susceptibilidade a infecção pelo 

HIV-1 (Milanese et al., 2006), ao lúpus eritematoso sistêmico (Sandrin-Garcia et al., 

2012), ao risco de desenvolvimento de cárie (Navarra et al., 2016; Ozturk, Famili, & 

Vieira, 2010) e também ao aumento concentração de hBD-1 na saliva de indivíduos 

saudáveis (Polesello et al., 2015); por outro lado, outros estudos não obtiveram 

associações significativas com susceptibilidade a tuberculose (Celerino et al., 2016), 

a doença inflamatória intestinal (Zanin et al., 2012), a periodontite de início precoce 

(Boniotto et al., 2004) e a PC em indivíduos DM2 (Cimões et al., 2014). 
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Apesar da ausência de uma avaliação funcional do impacto de cada genótipo 

dos diferentes SNPs da região 5’UTR de DEFB1 em indivíduos DM2 com PC na 

população analisada, o que seria muito interessante para identificar o papel da hBD-

1 no contexto da PC, os presentes resultados apontam um caminho para isso. 

Um estudo recente, avaliou a concentração do peptídeo hBD-1 na saliva de 40 

indivíduos saudáveis, encontrando associações significativas entre os níveis desse 

antimicrobiano e variantes nas posições -52 e -44 da região 5’UTR da DEFB-1. Além 

disso, análises haplotípicas mostraram que essas variantes podem atuar 

sinergicamente na modulação dos níveis proteicos (Polesello et al., 2015), o que 

corrobora com esse estudo, visto que na presente população os SNPs estudados 

estão em desequilíbrio de ligação.  

Em relação às mais prevalentes doenças bucais, doença periodontal e  cárie, 

os SNPs -20 e -52 da DEFB-1 foram associados, respectivamente, com o aumento e 

a diminuição do risco (Ozturk et al., 2010). Adicionalmente, SNPs -20 e -52 em DEFB1 

foram associados com o índice CPO-d (dentes cariados, perdidos e obturados) em 

adultos italianos (Navarra et al., 2016). No presente estudo, também verificou-se 

associação da distribuição genotípica com a severidade e a severidade/extensão da 

PC. No entanto, tal associação não foi verificada para PC severa generalizada na 

população norte-americana (Wohlfahrt, Wu, Hodges, Hinrichs, & Michalowicz, 2006), 

possivelmente devido às diferenças étnicas entre as populações estudadas. 

Embora não se tenha identificado uma associação significativa entre DEFB1 e 

PC em diabéticos tipo 2 para os SNPs -44 e -52, vale salientar que um efeito mínimo 

desses polimorfismos pode ter sido perdido devido ao tamanho da amostra. Assim, 

não pode-se descartar o envolvimento de tais variantes no desenvolvimento da PC; 

visto que as mesmas, funcionalmente, alteram a expressão da hDB-1 na saliva 

(Polesello et al., 2015) e pelo fato do número de indivíduos em ambos os grupos 

estudados serem baixos, conforme foi evidenciado pela análise de poder do estudo 

(power<0.3). O baixo número amostral pode estar relacionado aos rigorosos critérios 

de inclusão e exclusão utilizados no estudo, que apesar de caracterizar bem os 

grupos, evitando viés na pesquisa e permitindo comparações mais fidedignas, 

dificultaram a formação de grupos mais numerosos, principalmente em relação ao 

grupo de indivíduos saudáveis. O baixo número de indivíduos saudáveis (controle) 
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também pode explicar a falta de aderência do SNP -44 ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg. 

Além disso, a realização do cálculo amostral, para verificar se o tamanho da 

amostra era suficiente para obtenção de associações significativas, revelou que, nas 

frequências genotípicas encontradas para o SNP -20, como o “fator de risco”, com um 

poder β de 80%, seria necessária uma amostra de 66 indivíduos, sendo 47 no grupo 

caso e 19 no controle, o que se mostrou condizentes com nosso número amostral. 

Para os demais SNPs, o número de indivíduos necessários era superior a 500 

indivíduos. 

Por fim, uma maior compreensão de como variantes genéticas em  peptídeos 

antimicrobianos atuam nas condições de saúde, gengivite e periodontite, pode abrir 

novas oportunidades para identificação, prevenção e tratamento de doenças 

periodontais (Bedi et al., 2015), inclusive para o desenvolvimento de futuros métodos 

diagnósticos e terapêuticos, baseados no perfil genético de indivíduos diabéticos e 

portadores de PC. Isso tudo também auxiliará os profissionais de saúde a conhecer o 

risco genético das doenças antes do estabelecimento da mesma e, assim, fornecer 

ao indivíduo um acompanhamento personalizado e eficaz 

 

CONCLUSÃO  

Para a população estudada, os resultados indicam que as variações genéticas 

de DEFB1 (SNP -20: alelo G e genótipos GA e GG), podem estar associadas com 

uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de PC em diabéticos tipo 2, como 

também com o fenótipo da condição periodontal desses indivíduos (severidade e 

extensão da doença). Dois dos haplótipos formados por SNPs na 5’UTR de DEFB-1 

(GCG e ACG) também podem estar envolvidos com o aumento dessa 

susceptibilidade. Tudo isso indica a importância da imunidade inata no contexto 

multifatorial da PC, sugerindo que polimorfismos em DEFB1 podem ser considerados 

como potenciais marcadores de risco para a PC.  

 

‘Esta pesquisa não recebeu qualquer concessão específica de agências de 

financiamento. ’ 
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5 CONCLUSÃO  

 

Para a população estudada, os resultados indicam que as variações genéticas 

de DEFB1 (SNP -20: alelo G e genótipos GA e GG), podem estar associadas com 

uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de PC em diabéticos tipo 2, como 

também com o fenótipo da condição periodontal desses indivíduos (severidade e 

extensão da doença). Dois dos haplótipos formados por SNPs na 5’UTR de DEFB-1 

(GCG e ACG) também podem estar envolvidos com o aumento dessa 

susceptibilidade. Tudo isso indica a importância da imunidade inata no contexto 

multifatorial da PC, sugerindo que polimorfismos em DEFB1 podem ser considerados 

como potenciais marcadores de risco para a PC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

REFERÊNCIAS (Introdução e Metodologia)  

 

1.  American Diabetes Association. Diagnosis and classification of diabetes 
mellitus. Diabetes Care. 2014;37(SUPPL.1):81–90.  

2.  López NJ, Quintero A, Casanova P a, Martínez B. Three-Monthly Routine 
Prophylaxes Improves Chronic Periodontitis Status in Type 2 Diabetes. J 
Periodontol. 2014;85(7):232–40. 

3.  Cortelli JR, Márcia R, Pinheiro S, De Oliveira Costa F, Aquino DR, Raslan SA, 
et al. Salivary and microbiological parameters of chronic periodontitis subjects 
with and without type 2 diabetes mellitus: a case-control study. Rev Odontol 
UNESP Rev Odontol UNESP. 2014;43(433):196–202. 

4.  Mealey BL, Oates TW. Diabetes Mellitus and Periodontal Diseases. J 
Periodontol. 2006;77(8):1289–303.  

5.  American Academy of Periodontology. American Academy of Periodontology 
Task Force Report on the Update to the 1999 Classification of Periodontal 
Diseases and Conditions. J Periodontol. 2015;86(7):835–8. 

6.  Ertugrul AS, Dikilitas A, Sahin H, Alpaslan N, Bozoglan A, Tekin Y. Gingival 
crevicular fluid levels of human beta-defensins 1 and 3 in subjects with 
periodontitis and/or type 2 diabetes mellitus: A cross-sectional study. J 
Periodontal Res. 2013;48(4):475–82.  

7.  Di Benedetto A, Gigante I, Colucci S, Grano M. Periodontal disease: Linking the 
primary inflammation to bone loss. Clin Dev Immunol. 2013;2013:1–7.  

8.  Jarczak J, Kościuczuk EM, Lisowski P, Strzałkowska N, Jóźwik A, Horbańczuk 
J, et al. Defensins: Natural component of human innate immunity. Hum Immunol. 
2013;74(9):1069–79.  

9.  Banjar W, Alshammari MH. Genetic factors in pathogenesis of chronic 
periodontitis. J Taibah Univ Med Sci. Elsevier Ltd; 2014;9(3):245–7. 

10.  Németh BC, Várkonyi T, Somogyvári F, Lengyel C, Fehértemplomi K, Nyiraty S, 
et al. Relevance of α- defensins (HNP1-3) and defensin β-1 in diabetes. World J 
Gastroenterol. 2014;20(27):9128–37.  

11.  Jurevic RJ, Chrisman P, Mancl L, Livingston R, Dale B a. Single-nucleotide 
polymorphisms and haplotype analysis in beta-defensin genes in different ethnic 
populations. Genet Test. 2002;6(4):261–9.  

12.  Armitage GC. Development of a classification system for current nursing 
research. Ann Periodontol. 1999;4(1):1–6.  

13.  Cimões R, Siqueira RAC, Souza PRE de, Crovella S, Donos N. A fast method 
for DEFB1-44C / G SNP Genotyping in Brazilian Patients with Periodontitis. Acta 
Stomatol Croat. 2014;48(3):208–15.  

14.  Bello DMA, Araújo NC, Siqueira RAC de, Souza PRE de, Cimões R. 
Comparação de critérios de diagnóstico clínico de periodontite em diabéticos. 
Braz J Periodontol. 2016;26(03):14–8.  



43 
 

15.  Polesello V, Zupin L, Di Lenarda R, Biasotto M, Ottaviani G, Gobbo M, et al. 
Impact of DEFB1 gene regulatory polymorphisms on hBD-1 salivary 
concentration. Arch Oral Biol. Elsevier Ltd; 2015;60(7):1054–8. 

16.  Linzmeier RM, Ganz T. Human defensin gene copy number polymorphisms: 
Comprehensive analysis of independent variation in α- and β-defensin regions 
at 8p22–p23. Genomics. 2005;86(4):423–30.  

17.  The International HapMap Consortium. A haplotype map of the human genome. 
Nature. 2005;437:1299–320.  

18.  Consortium T 1000 GP. A global reference for human genetic variation. Nature. 
2015;526:68–73.  

19.  Ikuta T, Inagaki Y, Tanaka K, Saito T, Nakajima Y, Bando M, et al. Gene 
polymorphism of β-defensin-1 is associated with susceptibility to periodontitis in 
Japanese. Odontology. 2015 Jan;103(1):66–74.  

20.  Segat L, Morgutti M, Athanasakis E, Trevisiol C, Amaddeo A, Poli F, et al. 
Analysis of DEFB1 regulatory SNPs in cystic fibrosis patients from North-Eastern 
Italy. Int J Immunogenet. 2010;37(3):169–75.  

21.  Cox DG, Canzian F. Genotype transposer: automated genotype manipulation for 
linkage disequilibrium analysis. Bioinformatics. 2001;17(8):738–9.  

22.  R Development Core Team. R: A language and environment for statistical 
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL 
http://www.R-project.org/. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 
Austria. 2013.  

23.  Barrett JC, Fry B, Maller J, Daly MJ. Haploview: Analysis and visualization of LD 
and haplotype maps. Bioinformatics. 2005;21(2):263–5.  

24.  Faul F, Erdfelder E, Lang A-G, Buchner A. G*Power 3: a flexible statistical power 
analysis program for the social, behavioral, and biomedical sciences. Behav Res 
Methods. 2007 May;39(2):175–91.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO  
CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

DEPARTAMENTO DE PRÓTESE E CIRURGIA BUCO-FACIAL 
 

 
 Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntário (a) da pesquisa 
“ASSOCIAÇÃO DA PERIODONTITE CRÔNICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A 
DEFICIÊNCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABÉTICOS 
TIPO 2” que está sob a responsabilidade da pesquisadora Renata Cimões Jovino 
Silveira (Professora da Pós-Graduação em odontologia da UFPE); Secretaria de Pós-
graduação em Odontologia da UFPE – Avenida Professor Moraes Rego, 1235 – 
Recife – PE, CEP: 50670-901; telefone: (81)21268817; e-mail: 
renata.cimoes@globo.com Telefone para contato: 21268817. Também participam 
dessa pesquisa: Rayanne Soraia Aguiar de Melo Dias (mestranda em odontologia 
UFPE-999495129), Felipe Rodrigues de Almeida (mestrando em odontologia UFPE -
999728554), Roberto Carlos Mourão Pinho (doutorando em odontologia UFPE -
988098147) e Professor Francisco Bandeira (Chefe do setor de Endocrinologia do 
Hospital Agamenon Magalhães- 31841601). 

  Este Termo de Consentimento pode conter alguns tópicos que o (a) senhor (a) 
não entenda. Caso haja alguma dúvida, pergunte a pessoa que está lhe entrevistando, 
para que o (a) senhor (a) seja bem esclarecido (a) sobre tudo que está respondendo. 
Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, caso aceite em fazer parte do 
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que está em duas vias. 
Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em caso de recusa o (a) 
Sr. (a) não será penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) 
Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participação em qualquer 
fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.  

 
INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

 
 Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a associação entre a periodontite 
crônica (chamada popularmente de piorréia), a deficiência da vitamina D e a presença 
de alterações genéticas que estão ligadas ao sistema de defesa do nosso corpo em 
pacientes diabéticos tipo 2, bem como a percepção de qualidade de vida dos mesmos. 
Cada paciente será avaliado através de um exame clínico, onde será medida a 
profundidade da gengiva ao redor dos dentes, observando de haverá algum 
sangramento e se há placa bacteriana visível (que se formam dos restos de comida 
deixados pela má escovação) e a altura do osso ao redor dos dentes. No mesmo 
momento serão coletadas amostras de saliva (o paciente cospe num tubinho estéril o 
que conseguir) e amostras de células da parte interna da bochecha da boca 
(esfregando levemente com uma escova pequena). Os pacientes também 
responderão a um questionário para avaliação da percepção de qualidade de vida. 
 Para realização da pesquisa o paciente será examinado uma única vez; nesse 
momento serão também coletadas as amostras, os dados pessoais e a aplicação do 
questionário. 
 Ao paciente submetido à pesquisa, poderá ocorrer o risco de, durante o exame 
clínico e/ou ao responder ao questionário de 14 perguntas sobre qualidade de vida, 
ficar constrangido e ocorrer sangramento gengival e/ou desconforto leve (esses dois 
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últimos no caso do exame clínico). Esses sintomas e o constrangimento serão 
minimizados com a realização do exame e do questionário em local reservado, por 
profissional qualificado e respeitando a individualidade de cada paciente.  
 Entre os benefícios, os participantes receberão orientações de higiene oral e 
informações de como tratar a doença gengival presente e prevenir seu avanço. 
Receberão também orientações de como e onde procurar serviços de odontologia.  
 As informações desta pesquisa serão confidenciais e serão divulgadas apenas 
em eventos ou publicações científicas, não havendo identificação dos voluntários, a 
não ser entre os responsáveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua 
participação. Os dados coletados nesta pesquisa ficarão armazenados em 
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador principal, no endereço 
acima informado pelo período de 5 anos.  
 O (a) senhor (a) não pagará nada para participar desta pesquisa. Se houver 
necessidade, as despesas para a sua participação serão assumidas pelos 
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentação). Fica também garantida a 
indenização em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participação na 
pesquisa, conforme decisão judicial ou extra-judicial. 
 Em caso de dúvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, você 
poderá consultar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da 
UFPE no endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, sala 4 - Cidade 
Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 – e-mail: 
cepccs@ufpe.br). 
  

___________________________________________________ 
(Pesquisador) 

 
 
 

  
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO VOLUNTÁRIO (A) 
 
 
Eu,______________________________________________,CPF_______________
________________, abaixo assinado, após a leitura (ou a escuta da leitura) deste 
documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas 
dúvidas com o pesquisador responsável, concordo em participar do estudo 
"ASSOCIAÇÃO DA PERIODONTITE CRÔNICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A 
DEFICIÊNCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABÉTICOS 
TIPO 2”, como voluntário(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) 
pesquisador(a) sobre o desenvolvimento da pesquisa, os procedimentos, assim como 
os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido 
que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a 
qualquer penalidade.  
  
 
Local e data ___________________________________  
 
 
 Assinatura do participante: _____________________________________________ 
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Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o 
aceite do voluntário em participar.  
 

Nome: Nome: 

Assinatura: Assinatura 
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APÊNDICE B – FICHA CLÍNICA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO  

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO  

 

FICHA CLÍNICA 

 

 

Nº do paciente: _______________Prontuário:_______________________ 

 

1. Nome: ___________________________________________________ 

2. Nacionalidade:________________ 

3. Sexo:______  

4. Idade:______________ 

5. Estado civil:_______________ 

6. Fone: ____________cel: _____________ 

7. Renda (salários): _________________ 

8. Hábito de fumar: 
(   ) nunca fumou    
(   ) ex-fumante: ________________________(anos que parou) 
(   ) fumante: ___________________________(quantos por dia) 
 

9. Escolaridade: 

I. (  ) Não sabe ler ou escrever  

II. (  )1º grau incompleto  

III. (  ) 1º grau completo   

IV. (  ) 2º grau incompleto 

V. (  ) 2º grau completo 

VI. (  )Universidade incompleta 

VII. (  )Universidade completa 

VIII. (  )Pós-graduação 

IX. (   ) Não sei 

 

10. Tipo de diabetes: _________________________ 

11. Diabético há quanto tempo: ___________ 

12. Medicamentos que utiliza: ____________ 

13. Usa insulina? Tipo e dose? Há quanto 

tempo?________________________________________________________

______________________________________________________________ 
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FICHA PERIODONTAL 

PACIENTE: 

__________________________________________________________ 

DATA:_____________ 

Dente Sondagem (mm) Recessão Gengival (mm) Furca Mob 

Vestibular Palatina Vestibular Palatina 

D C M D C M D C M D C M M D P  

18                 

17                 

16                 

15                 

14                 

13               

12              

11              

21              

22              

23              

24                 

25                 

26                 

27                 

28                 

38                 

37                

36                

35                

34                

33               

32              
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31              

41              

42              

43              

44                 

45                

46                

47                

48                

 

SANGRAMENTO: Faces_____________ %_____________________ 

 

 

 

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

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

 

 

 

PLACA: Faces________________%________________________ 

 

 

 

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

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – NORMAS DA REVISTA PARA O ARTIGO CIENTÍFICO 
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