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RESUMO

A doenca periodontal (DP) é representada por um conjunto de processos inflamatérios e
infecciosos que acometem os tecidos periodontais, de etiologia multifatorial, localizacéo
sitio-depedente, caracterizada pela interacdo microrganismo-hospedeiro na superficie do
periodonto. Tradicionalmente, a periodontite era analisada estritamente segundo o
agente etioldgico bacteriano resultado de uma infeccdo subgengival por um biofilme
dental onde 0S principais
microrganismos colonizadores sdo Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Tanerella forsythensis. Somente parte da variabilidade da
doenca periodontal na populacdo pode ser explicada levando em questdo a etiologia
bacteriana. E sabido que a susceptibilidade a DP esta relacionada também a uma
predisposicdo genética. No presente estudo foi investigada a associacao entre o HLA e a
Periodontite cronica severa (PCS) em pacientes mesticos, na faixa etaria de 30 a 50
anos, sem distarbios sistémicos, residentes em Salvador-BA. Um total de 84 individuos
foi estudado, sendo 43 pacientes com periodontite cronica severa e 41 individuos sem
periodontite que constituiram o grupo controle. A avaliacdo dos parametros clinicos se
fez por meio do indice de placa visivel, indice de sangramento gengival, profundidade
de sondagem, recessdo gengival, nivel de insercdo clinica, grau de mobilidade dental e
grau de envolvimento de furca. Dentes com coroa totalmente destruida por carie, com
aparelho ortodontico fixo e parcialmente erupcionados foram excluidos do estudo. A
determinacédo dos alelos dos loci DRB e DQB foi feita pelo método PCR-SSP. Né&o foi
observada diferenca estatisticamente significante entre as freqiiéncias dos alelos
identificados no grupo de pacientes com PCS e no grupo controle.

Palavras-chave: HLA, polimorfismo, periodontite.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease of the supporting tissues of the teeth.
The gram negative facultative anaerobe Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans and Tanerella forsythensis are implicated as the pathogens in
periodontitis. In recent years, convincing evidence has emerged that individual
susceptibility to the microbial challenging is determined in part by a genetic
predisposition. The aim of the present study was therefore to investigate the incidence
of HLA association in 43 patients with severe chronic periodontitis in comparison to 41
probands without periodontits, age of 30-50 years, mestizos, living in Salvador- BA.
The clinical assessment included determination of the following parameters: anamnese,
visible plaque index, sulcular bleeding index, clinical probing depth, clinical attachment
loss and mobility. HLA typing was performed using molecular (PCR-SSP) techniques
to DRB and DQB loci. No association with HLA allele frequencies was found in
patients relative to controls.

Key words : HLA, polymorphism, periodontitis



1. INTRODUCAO

A precéria saude bucal da populacdo brasileira representa hoje um grave
problema social, que requer politicas federais de controle, ampliacdo do atendimento e
melhoria das condicGes de atencdo basica a populacdo, resgatando assim a idéia de
satde bucal como inclusdo social.

Dados do Ministério da Saude indicam que ha no Pais cinco mil adolescentes
desdentados e sem reabilitacdo oral. Somente 20% dos idosos tém 20 ou mais dentes na
boca. Entre os adultos esse percentual sobe para 54%. Na faixa etaria entre 15 e 19
anos, apenas 55% dos adolescentes tém todos os dentes presentes na boca (APCD,
2004). Esse quadro é em parte resultado de duas doencas que acometem os dentes e 0s
tecidos de sustentacdo do elemento dental: a cérie e a doenca periodontal, esta Gltima

foco deste estudo.

1.1 ADOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal (DP) é descrita como um conjunto de processos
inflamatdrios e infecciosos que acometem os tecidos periodontais, de etiologia
multifatorial, localizacdo sitio-dependente e considerada pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) como uma das duas principais enfermidades de risco para a satde bucal
(PINTO, 1994).

O processo inflamatério € desencadeado e perpetuado por bactérias gram-

negativas como Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythensis e Actinobacillus



actinomycetemcomitans, que colonizam o biofilme dental subgengival (DARVEAU e
cols., 1997).

Na doenca periodontal, as bactérias e seus produtos como os &cidos butirico e
propibnico interagem com o epitélio juncional, possibilitando a invasdo no tecido
conjuntivo subjacente. Mediadores pro-inflamatdrios sintetizados pelo epitélio
juncional, como IL-1(interleucina-1), PGE: (prostaglandina Ez) e estruturas da parede
celular bacteriana, como o LPS (lipopolissacarideo), ativam as células endoteliais e
aumentam a permeabilidade do plexo vascular adjacente, o que possibilita a evasdo de
um grande numero de leucdcitos, especialmente neutréfilos, que migram através do
epitélio juncional para o sulco gengival e bolsa periodontal.

A amplificacdo da resposta inflamatéria local é induzida pela ativacdo do
sistema complemento, aumento de infiltrado leucocitario predominantemente de
linfécitos T, B, neutréfilos, macréfagos e citocinas, incluindo IL-1a, IL-1p, I1L-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a (fator de necrose tumoral-o), TGF-f (Fator de
Crescimento Transformante-B), IFN-y (Interferon- y), bem como quimiocinas, incluindo
MCP (Proteina Quimiotatica de Mondcitos), MIP (Proteina Inflamatéria de
Macrofagos) e RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted).

Devido a proliferacdo apical do biofilme supragengival e subgengival, células
localizadas apicalmente ao epitélio juncional sdo estimuladas a proliferarem se
estendendo ao longo da superficie radicular, subsequentemente sendo convertidas em
um epitélio ulcerado da bolsa periodontal. Com a progressdo da doenca e 0
aprofundamento da bolsa periodontal, os componentes da matriz extracelular s&o

destruidos e o 0sso alveolar reabsorvido (TONETTI, 1997).



Estudos pertinentes sobre a etiopatogenia das doencas periodontais sugerem que
a progressdo da DP pode ser agravada ou potencializada por diabetes mellitus insulino
dependente (IDDM), infeccdo por HIV, tabagismo (GENCO, 1996; LINDHE, 1999;
YOSHIMITUS e cols., 1998), alteracdes neutrofilicas (PAGE & KORNMAN, 1997).

Os estudos que avaliaram o efeito do tabagismo na salde periodontal sugerem
que o cigarro € o principal fator de risco para periodontite. Em 1994, Bergstrom e
Preber reportaram que o habito de fumar deveria ser considerado o fator principal para
periodontite crénica (SBARAGLIA e cols., 2002).

As formas mais severas de doenca periodontal sdo mais frequentes em
adolescentes e adultos jovens do que em idosos. Inimeros trabalhos vém confirmando
que tanto gengivites como periodontites sao mais freqlientes em homens do que em
mulheres, provavelmente em virtude da pior higiene bucal e menor frequéncia de visitas
ao dentista. Na avaliacdo da prevaléncia de bolsas periodontais por grupo etario,
MACHION e cols. (2000) observaram uma maior prevaléncia e aumento da
profundidade de sondagem em sitios dos elementos dentais de individuos acima de 31
anos.

Clinicamente, a periodontite caracteriza-se por perda de inser¢do do ligamento
periodontal, perda dssea alveolar, existéncia de bolsas periodontais e inflamacdo
gengival. Também podem estar presentes recessdo gengival, sangramento gengival ap6s
sondagem, aumento da mobilidade, migracdo e esfoliacdo dentaria (SOCRANSKY e
cols., 1984; LOE e cols., 1986; JEFFCOAT & REDDY, 1991). As caracteristicas
histopatoldgicas da periodontite incluem localizagdo do epitélio juncional apicalmente a
juncdo cemento-esmalte, perda das fibras colagenas subjacentes ao epitélio da bolsa,
perda dssea, numerosos leucdcitos polimorfonucleares no epitélio juncional e no

epitélio da bolsa e um denso infiltrado celular inflamatério com presenca de



plasmdcitos, linfocitos e macrofagos (SELVIG, 1966; PAGE e cols., 1975; PAGE &
SCHROEDER, 1976; SEYMOUR & GREENSPAN, 1979).

Segundo a Academia Americana de Periodontia (ARMITAGE, 1999) a
periodontite crénica (PC) é uma doenga infecciosa que resulta na inflamagéo dos tecidos
de suporte dentario, com progressiva perda de inser¢cdo do ligamento periodontal e
perda Ossea alveolar. A PC é caracterizada pela formacdo de bolsa periodontal e/ou
recessdo gengival e € reconhecida como a mais frequente forma de periodontite. A
prevaléncia e severidade da doenca aumentam com a idade e o numero de dentes
afetados; a taxa de progressao varia de individuo para individuo.

A maioria da destruicdo tecidual que ocorre na PC esta relacionada a presenca de
fatores locais. Calculo subgengival é um achado caracteristico, bem como a
variabilidade da microbiota patogénica, com moderada progressdo de destruicdo
tecidual, podendo aparecer surtos de rapida progressao. A PC pode ser classificada com
base na sua severidade e extensdo, sendo modificada por doencas sistémicas como
diabetes e infeccdo por HIV, tabagismo e estresse.

A Periodontite cronica é classificada como localizada, quando um ndmero
menor ou igual a 30% dos sitios dos dentes presentes na cavidade bucal forem afetados
e generalizada se um nimero maior que 30% forem afetados. A severidade da doenca
pode ser descrita para toda a denticdo, como também para um elemento dental
individual e um sitio afetado. A andlise da perda de insercdo periodontal mensurada
clinicamente classifica a PC como: leve (perda de insercdo periodontal entre 1 e 2 mm),
moderada (perda de insercdo periodontal entre 3 e 4mm) ou severa (valores iguais ou
acima de 5mm).

Sabe-se que a progressao da doenca periodontal é de natureza episodica. Alguns

sitios podem apresentar surtos de destruicdo seguidos de periodos de quiescéncia,



aspectos importantes para identificacdo da atividade da doenca, que € sitio-dependente,
e para prevencdo da destruicao periodontal. Porém os parametros clinicos tradicionais,
como a medida de profundidade de sondagem, os indices de biofilme dental e
sangramento gengival, o nivel de insercdo clinica e os aspectos radiograficos da perda
Ossea, representam apenas o resultado de destruicdo periodontal pregressa. Logo, a
identificacdo de marcadores microbioldgicos, genéticos e bioquimicos, tanto da
microbiota relacionada quanto do préprio hospedeiro, poderiam trazer informacGes para
0 tratamento e prevencado da progressao da doenca periodontal.

Loe e cols. (1986) no classico estudo longitudinal sobre a histéria natural da DP
no homem observaram que em uma amostra de individuos com deficiente higiene oral e
sem acesso a tratamento dentario, alguns deles desenvolveram rapidamente a doenca,
enguanto outros desenvolveram mais lentamente ou até mesmo ndo desenvolveram.
Estas observacdes levaram os autores a sugerir a existéncia de fatores genéticos de
predisposicdo para o desenvolvimento da doenca periodontal e abriu um novo campo
para os estudos em periodontia, sob o ponto de vista da imunologia e da genética.

Vaérios estudos sugerem que o perfil clinico da doenca é consistente com a
heranca genética (BEATY, 1987; BOUGHMAN, 1986; HART e cols., 1992; LONG e
cols., 1987; SCHENKEIN e DYKE, 1994). A heranca de determinados alelos poderia
predispor individuos ao desenvolvimento da periodontite quando eles estivessem
expostos a periodontopatdgenos, devido a uma resposta imuno-inflamatdria exacerbada
(SCHENKEIN & VAN DYKE, 1994).

O advento da biologia molecular possibilitou o aparecimento de novas areas de
estudo entre elas a epidemiologia molecular. A hipdtese levantada nesta area € que a
infeccdo microbiana atuaria como agente desencadeador de uma resposta imunologica

inadequada ou ndo modulada em hospedeiro geneticamente susceptivel, levando a



destruicdo tecidual. Fatores ndo genéticos como 0 socio-econdmico, a dieta e 0 consumo
de cigarros podem ser igualmente importantes no perfil de risco destes individuos. Seria
possivel, entdo, caracterizar um perfil de susceptibilidade, incorporando componentes
genéticos e ambientais.

Alguns estudos relatam que a periodontite pode ser tratada com sucesso quando
se realiza um bom controle de placa. Entretanto, os autores ressaltam que ha uma
variacdo na resposta ao tratamento entre pacientes e entre os sitios afetados de um
mesmo paciente. Estudos longitudinais sdo realizados com o objetivo de explicar
diferentes respostas ao acimulo de biofilme dental e perda de dentes, baseando-se em
susceptibilidade genética (CATTABRIGA e cols., 2001; MACHULLA e cols., 2002;
ZHANG e cols., 2004).

Nessa relacdo, podemos considerar o estudo do polimorfismo do HLA e de
genes que codificam citocinas que estdo diretamente envolvidos na regulacdo da

resposta imunoldgica.

1.2 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (CPH)

HUMANO - HLA (Antigeno Leucocitario Humano)

A descricdo do CPH aconteceu no modelo murino na década de 20, por Snell e
colaboradores. A descoberta do CPH em humano, sé ocorreu na década de 60 por Jean
Dausset e cols., apds o advento das técnicas de transplante de érgdos alogénicos e
transfusdo sanguinea alogénica como tratamento de uso corrente na Medicina. Foi
observado que o soro de pacientes que desenvolviam reac¢Ges contra 0 sangue ou 0rgédo

recebido continha anticorpos dirigidos contra antigenos de superficie dos leucécitos do



doador, surgindo dai a terminologia HLA ou Antigeno Leucocitario Humano

(MADDEN, 1995).

O Sistema HLA esta localizado no brago curto do cromossomo seis e ocupa
0,1% do genoma humano; os genes que compdem este sistema codificam moléculas de
membrana cuja funcdo é a apresentacdo de peptideos antigénicos ao linfécito T,
portanto, moléculas envolvidas na regulacdo da resposta imune. Didaticamente o
sistema HLA é dividido em trés regides (classe I, classe Il e classe I11). As moléculas de
HLA classe | classicas sdo: HLA-A, -B, -Cw, e as de classe II: HLA-DR, -DQ, -DP.
Alguns componentes do sistema complemento (C2, C4 e BF), a enzima 21- hidroxilase
(CYP21), as proteinas do choque térmico 70 (Hsp70) e o fator de necrose tumoral

(TNF) séo codificados por genes localizados na regido de classe I11.

Figura 1: Mapa esquematico dos loci CPH humano.

Humano Locus
CPH

- - Locus CPHClassell Classe Il - __ Locus CPH Classe |

| pp pa oR | | B C A
Gene:s que codlifi%am Proteinas do  Citocinas Genes de Classe |
protelnas envolviaas complemento P pseudogenes
no processamemo de

antigenos

No mapa esquematico destaca-se, da esquerda para a direita: a regido de classe 11, com
os Loci DP, DQ e DR; a regido de classe Ill, destacando os genes que codificam
proteinas do sistema complemento e o gene de TNF-a e a regido de classe I, com os
LociB,CeA.



As moléculas de classe | sdo heterodimeros constituidos de uma cadeia pesada
glicoprotéica transmembrana (44kDa) associadas ndo covalentemente com a
B2 - microglobulina (12kDa). A B2 - microglobulina esta associada com a regido
extracelular da cadeia pesada e €& necessaria para a expressdo e estabilizacdo da
molécula na superficie celular. A regido extracelular da cadeia pesada da classe | esta
dividida em trés dominios designados al, 02, o3, cada qual consistindo de
aproximadamente 90 residuos de aminoacidos.

Os dominios al e a2 sdo parecados de modo a formar uma lamina B-pregueada
com oito fitas. Esta 1amina apresenta duas a-hélices superiores que formam uma fenda
no topo da molécula. Esta fenda é o local para ligacdo dos fragmentos de peptideos
antigénicos pelas moléculas de classe 1.

A maior parte do polimorfismo das moléculas de classe | é devido as diferencas
nas seqiiéncias de residuos de aminodcidos agrupados nos dominios al e a2 da cadeia
pesada. O dominio a3 é altamente conservado.

As moléculas de classe Il sdo heterodimeros constituidos de duas glicoproteinas
transmembrana ndo-covalentemente ligadas, uma cadeia o (33-35 kDa) e uma cadeia 3
(26 a 28 kDa). Os polipeptideos a e B s@o divididos em dominios, designados al, Bl1,
a2, B2, cada qual consistindo de aproximadamente 90 residuos de aminoécidos. Os
dominios amino-terminais ol ¢ B1 das cadeias a e p contém os residuos polimorficos,
enquanto os dominios a2 e B2 sdo altamente conservados e homoélogos aos dominios
das regides constantes das imunoglobulinas. Uma regido de aproximadamente 12
aminoacidos conecta o0 segundo dominio extracelular a regido transmembrana
hidrofobica (23 aminoacidos) e a um pequeno dominio intracitoplasmatico (8 a 15
aminoacidos). Os dominios al ¢ Bl formam a fenda de ligagdo na parte superior da

molécula. Como nas moléculas de classe I, a variabilidade de residuos de aminoacidos



que revestem a fenda de ligacdo para o peptideo antigénico cria diferencas nas
especificidades de ligacdo com o peptideo antigénico.

As moléculas de HLA de classe | estdo presentes em praticamente todas as
células somaticas nucleadas, embora ndo sejam detectadas em alguns tipos celulares
como células cerebrais e trofoblastos. Os genes de classe | séo regulados positivamente
por citocinas como interferon gama (IFN-vy) e fator de necrose tumoral (TNF-a). Alguns
virus como o HIV ou tumores malignos podem suprimir a expressdo de classe I. Ja as
moléculas de classe Il estdo presentes principalmente nos fagocitos mononucleares,
células dendriticas, células B, linfocitos T ativados; também podem ser induzidas por
IFN-y em muitos tipos celulares e moduladas por outras citocinas como IL-4, TNF-a.

O Sistema HLA é altamente polimorfico; cada um dos genes HLA possui
maultiplos alelos na populacdo, constituindo o sistema genético codificador mais
polimorfico do genoma humano. O motivo pelo qual a diversidade alélica dos genes do
complexo principal de histocompatibilidade (ou o polimorfismo das moléculas
codificadas por esses genes) tem sido conservada durante a evolucdo ainda ndo esta
esclarecido. Assim, o papel do polimorfismo dessas moléculas, na determinacdo de
susceptibilidade ou resisténcia as doencas, tem merecido atencdo. O rastreamento de
alelos de histocompatibilidade, em diversos grupos étnicos de diferentes areas
geogréficas, sugere que a conversdo génica e a mutacdo de ponto sdo os principais
mecanismos de geracdo de diversidade alélica em nivel populacional, sendo que 0s
locais de maior polimorfismo se encontram nas regides das cadeias a e B, que estdo em

contato com os peptideos antigénicos. (DONADI e cols., 2000)

1.3 HLA E DOENCAS



A associacdo de um alelo HLA com uma determinada doenca pode refletir o
envolvimento direto da molécula do HLA em sua etiologia, ou o desequilibrio de
ligacdo entre um gene do HLA e outro gene diretamente envolvido no processo
patoldgico (URBAN e cols., 1996). Com relacéo ao envolvimento direto da molécula do
HLA existem atualmente algumas hipoOteses que tentam esclarecer como ocorre esse
envolvimento: 1) uma determinada molécula do HLA agiria como receptor para o
patogeno facilitando a sua entrada na célula; 2) apenas uma molécula do HLA em
particular, possui a fenda de ligacdo apropriada capaz de acomodar um determinado
peptideo que, quando ligado a esta molécula, forma um complexo potencialmente
imunogénico favorecendo assim, o desenvolvimento da doenca; 3) um receptor de
célula T, que reconhece o complexo “peptideo-molécula de HLA” € o responsavel pela
doenca; 4) um produto do gene TAP, cujo locus estd na regido de classe Il, e que
normalmente transporta peptideos do citoplasma para o reticulo endoplasmatico (RE),
seria defeituoso e este defeito predisporia a doenca alterando a concentracdo de
peptideos no RE e, conseqiientemente, a densidade de moléculas de classe | na
superficie celular; 5) uma molécula HLA associada a doenca imunologicamente similar
a epitopos antigénicos do patdgeno (mimetismo molecular), levaria ao reconhecimento
desta como antigeno estranho, ou, alternativamente, essa similaridade impediria que o
microbio fosse reconhecido como estranho e 0os mecanismos efetores desencadeados; 6)
a autoimunidade, como no caso da diabetes do tipo I, que é vélida apenas para
moléculas de classe Il: durante um processo inflamatério, a degradacdo de moléculas da
superficie celular, que ocorre normalmente nos endossomas, se tornaria similar ao
processamento de antigenos pelo caminho exodgeno. Esses peptideos, originados de
moléculas proprias, passariam a ser expressos e apresentados junto com moléculas de

classe Il levando o individuo a desenvolver uma resposta autoimune (RITCH, 1996).



1.4 HLA E DOENCA PERIODONTAL

A literatura cientifica dos altimos 10 anos tem relatado um crescente numero de
trabalhos que sugerem uma associacdo entre o polimorfismo genético do HLA e
periodontite, embora ndo existam ainda evidéncias seguras desta associacao.

A sequéncia de residuos de aminoacidos presentes na fenda de ligacdo para
peptideos antigénicos nas moléculas de HLA classe Il pode influenciar na interacao
fenda/ antigenos bacterianos e desta maneira contribuir para susceptibilidade ou
resisténcia a periodontite. Em comparacdo com moléculas de HLA classe I, que
apresentam peptideos antigénicos de microrganismos intracelulares, a associagdo
positiva ou negativa destas moléculas no envolvimento da doenca periodontal pode ser
explicada pelo mimetismo molecular de moléculas HLA por alguns patégenos
(EBRINGER, 1983) resultando em uma resposta autoimune com destrui¢do tecidual.

Com relacdo as moléculas de HLA classe |, Takashiba e cols. (1994)
descreveram estudos relevantes quanto ao binbmio HLA/periodontite: 1) Frequéncia
reduzida de HLA-A2 e -B12 em um grupo de individuos com periodontite agressiva
(KASLICK e cols., 1975; KASLICK e cols., 1980) ; 2) Frequiéncia aumentada de HLA-
A2, -A9, -A28, e -B15 (REINHOLDT e cols., 1977), HLA-B35 (CULLINAN e cols.,
1980), HLA-A33 em pacientes com periodontite agressiva(KLOUDA e cols., 1986); 3)
Frequéncia aumentada de HLA-A9 em pacientes com periodontite agressiva(KLOUDA
e cols., 1986); 4) Frequéncia aumentada de HLA-A23, -A24, HLA-B44 e -Cw4 em
pacientes com periodontite cronica (MARGGRAF e cols., 1983); 5) Associagédo entre
resisténcia a periodontite agressiva e HLA-A10 (AMER e cols., 1988).

Em estudo realizado com um grupo de pacientes judeus cuja origem nao era

Ashkenaki, com idade inferior a 35 anos e pelo menos dois sitios com nivel de



profundidade de bolsa maior que 5 mm, foi observada associacdo entre HLA-A9 e -
B15 e periodontite agressiva generalizada (p<0.005 e p<0.05, respectivamente)
(SHAPIRA e cols., 1994).

Segundo Sofaer (1994) o risco relativo de desenvolvimento da doenca
periodontal em pacientes que possuem HLA-A9 ou -B15 é de 1,5 a 3,5 vezes maior do
que naqueles que ndo possuem estas especificidades HLA.

Nishimura e cols. (1990) relataram uma freqiiéncia aumentada dos antigenos
HLA -A2, -A44,-All, -B35, -B54, -B5, -Cw1, -Cw3, em pacientes com periodontite
agressiva.

Price e cols. (1999), em estudo com pacientes aidéticos, mostraram que a
maioria dos pacientes que expressavam HLA-B8 também apresentaram um indice de
sangramento gengival maior, maior perda de insercdo periodontal e maior severidade da
doenca do que aqueles HLA-B8 negativos.

Ainda com relacdo a destruicdo tecidual, May e Tatakis (2004) mostraram que a
reabsorcdo Ossea alveolar em camundongos transgénicos para HLA- B27 era mais
severa gque a observada em camundongos do tipo selvagem.

Machulla e cols. (2002) estudaram um grupo de pacientes caucasianos alemaes
portadores de periodontite crénica e observaram maior frequéncia dos alelos HLA-A*11,
-A*29, -B*14, -B*18 e -Cw*08, e menor frequéncia dos alelos HLA-A*03, - A*31,
-A*30/31, -B*51 e -DQB1*04 quando comparados ao grupo controle da
mesma etnia. A associagdo positiva de DP e HLA-A*11, -A*29, -B*14 e -Cw*08 e a
associacdo negativa do alelo HLA-A*03 foram estatisticamente significante. Os autores
sugerem que o HLA-A*03 é um fator protetor para o desenvolvimento de periodontite
crénica e 0 HLA —DRB1*13 um fator de risco no desenvolvimento de periodontite

agressiva.



Outros estudos também sugerem associacdo entre o HLA de classe 1l e DP.
Cogen e cols. (1986) observaram uma frequéncia aumentada do HLA-DR2 em
pacientes com periodontite agressiva; Nishimura e cols. (1990) relataram uma
frequéncia aumentada de HLA- DR2 e —-DR9 em pacientes com periodontite agressiva;
Katz e cols. (1987) relataram uma maior frequéncia de HLA-DR4 em pacientes com
periodontite agressiva, quando comparados ao grupo controle.

O HLA-DR4 € observado com maior frequéncia em pacientes com artrite
reumatdide, doenca que apresenta algumas caracteristicas comuns as observadas na
periodontite, como resposta inflamatoria persistente, destruicdo de tecido conjuntivo e
0sseo (GARGIULO e cols., 1985; HIRSH e cols., 1989).

Bonfil e cols. (1999) encontraram uma associacdo positiva significante entre
HLA- DRB1*04 e doenca periodontal agressiva em pacientes franceses.

A influéncia do antigeno HLA-DR4 tem sido sugerida também por Wennstrom e
cols. (1993), Alley e cols.(1993).

Shapira e cols. (1994) ndo observaram associacgdo significante entre periodontite
agressiva e HLA -DR, em seus estudos com pacientes judeus de origem Ashkenaki,
contrapondo os achados de Katz e cols. (1987) que relataram uma forte associacdo entre
HLA-DR4 e periodontite agressiva, em estudos com individuos judeus de origem
Ashkenaki (provenientes do centro e leste europeu), provavelmente devido ao fato dos
estudos terem sido realizados em grupos de origem distintas.

Ohyama e cols. (1996) estudaram a distribuicdo da freqiéncia dos alelos
HLA-DRB1, -DQA, e -DQB1 em 24 pacientes japoneses com periodontite agressiva e
47 individuos japoneses sem periodontite; os alelos HLA-DRB1*1401, -DRB1*1501, -
DQB1*0503, -DQB1*0602 foram detectados com maior fregiiéncia no grupo com

periodontite agressiva comparado ao grupo controle; os alelos HLA-DRB1*0405 e -



DQB1*0401 foram detectados com menor freqliiéncia no grupo de pacientes com
periodontite agressiva.

Ohyama e cols. (1996) verificaram que as cadeias polipeptidicas codificadas
pelos alelos HLA-DQB1*0503, -DQB1*0602 e -DQB1*0603 possuem o &cido aspartico
na posicdo 57 e glicina na posicdo 70. Os autores ressaltam que a freqiiéncia destes
alelos é maior em pacientes com periodontite agressiva do que nos controles sadios
(p=0,0216).

Reichert e cols. (2003) em estudo sobre a associacao entre género e distribuicéo
de frequéncia do HLA, observaram maior freqtiéncia de HLA-DQB1*0503 em pacientes
japoneses do sexo feminino com periodontite agressiva, quando comparadas ao grupo
controle feminino. J& para o sexo masculino, a diferenca da distribuicdo das frequéncias
ndo foi significante. Nos pacientes com periodontite cronica o alelo HLA-DQB1*0303
ndo foi encontrado em individuos do sexo feminino, para o grupo do sexo masculino,
mostrou uma distribuicdo normal. Entretanto, o alelo HLA-DQB1*06 foi
significativamente mais freqliente apenas nas mulheres.

Zhang e cols. (2004) observaram maior freqiéncia do alelo HLA-DRB1*1501
em um grupo de pacientes chineses com periodontite cronica severa (PCS), quando
comparado ao grupo controle, sugerindo que este alelo pode ser um marcador de
susceptibilidade a PCS neste grupo étnico.

Takashiba e cols. (1999) avaliaram a resposta imune celular contra P. gingivallis
e observaram uma resposta imune mais exacerbada e maior destrui¢cdo tecidual nos
pacientes com o haplétipo HLA-DRB1*1501, -DQB1 *0602, o0 que sugere uma

predisposicdo genética ao desenvolvimento da periodontite agressiva.



Stein e cols. (2003) relataram uma discreta, porém maior frequéncia de
homozigose para os alelos HLA-DRB1*15, -DRB5*(DR51), -DQB1*06 tanto em
pacientes com periodontite agressiva, como periodontite crénica.

Como conseqiiéncia do Projeto Genoma Humano e projetos relacionados, o
conhecimento da estrutura e funcdo dos genes provera bases para o estudo de doencas
com predisposicdo genética e desenvolvimento de um diagndéstico e plano de tratamento

mais condizente com a etiologia da doenca.

1.5 HLA E GRUPOS ETNICOS

Estudos mostrando que certos alelos ou moléculas do HLA tém uma freqiiéncia
aumentada em grupo de individuos afetados por uma determinada doenca tém
estimulado os pesquisadores a avaliar o papel desempenhado por essas moléculas no

processo da doenca.

O estudo na distribuicdo de frequéncias dos alelos HLA em varios grupos
populacionais ocorreu sistematicamente entre junho de 1970 e junho de 1972, como
finalidade do Simpdsio Internacional de Histocompatibilidade de 1972. Os dados
acumulados de 80 grupos populacionais investigados e de muitos outros estudos
subsequentes (AIZAWA, 1986; IMANISHI, 1992) permitiram varias conclusdes: (1) as

freqiéncias dos alelos HLA diferem consideravelmente entre os grupos étnicos; (2)



alguns alelos HLA estdo restritos ou sdo encontrados em freqiiéncias muito mais
elevadas em uma populacdo étnica comparada a outra; e (3) os haplotipos e o
desequilibrio de ligacdo diferem entre as populacdes. Estas observacbes devem ser
levadas em conta em estudos em que se pretende estudar a associacdo HLA e doenca
periodontal.

O sistema HLA é altamente informativo em estudos de genética de populacdes,
devido seu elevado polimorfismo e forte desequilibrio de ligacdo entre alelos de loci
proximos. Essas propriedades permitem que a tipificacdo HLA seja utilizada como um
instrumento de investigacdo, levando-se em conta que os haplétipos herdados séo
caracteristicos de cada grupo étnico (MONTE, 2004).

A populacdo brasileira apresenta uma grande diversidade genética, resultante da
miscigenacdo entre, principalmente trés grupos étnicos: caucasoides (brancos), negros e
amerindios. Esse processo teve inicio no século XVI quando os portugueses aportaram
no Brasil.

Pena e cols. (2002), em seus estudos filogeograficos do branco brasileiro,
confirmaram cientificamente que o brasileiro branco, de modo geral, € um mestico tri-
hibrido, com 39% de linhagens européias, 33% amerindias e 28% africanas, mas
variando de regido para regido, na dependéncia dos fatos histéricos que nortearam a
colonizacdo de cada regido. Assim, o brasileiro branco no sul tem 66% de heranca
européia, no norte 54% amerindia e no nordeste 46% negra.

Uma abordagem a respeito da origem étnica da populacdo da Bahia (a populacédo
deste estudo) e o seu processo secular de miscigenacédo explica o inter-relacionamento
entre povos diferentes, criando um grupo étnico geneticamente hibrido e culturalmente

diversificado.



Segundo Azevedo (1980), a historia racial da populacdo da Bahia, assim como a
de todo o Novo Mundo, tem duas fases bem distintas: a primeira, mono-racial, comeca
com a chegada dos primitivos habitantes e se estende por varios milénios; a segunda,
pan-racial, se inicia com a colonizacdo e as misturas raciais. A fase mono-racial na
Bahia teve inicio had ndo mais que dez mil anos atras, com a chegada dos primitivos
habitantes mongoldides. Esses povos tinham a cultura da idade da pedra lascada,
falavam varias linguas e viviam em organizacgdes sociais primitivas.

A partir de meados do século XVI, algumas décadas ap6s o descobrimento do
Brasil, inicia-se a fase pan-racial. Dois outros povos, Portugueses e Africanos passaram
a conviver com o0s primitivos habitantes da Bahia. As caracteristicas bio-sociais desse
contato tri-racial, constituem os marcos iniciais da modelagem antropogenética da
populacdo atual, cada povo com sua constituicdo genética e aspectos fisicos diferentes e
poderes sociais desiguais.

Na fase inicial do contato entre brancos, negros e indios, ndo havia mulheres
brancas, conseqientemente, o fluxo génico nos cruzamentos iniciais foi do homem
branco para 0s grupos preto e indio. As resultantes genéticas e culturais desses contatos
foram bem distintas. As primeiras geracdes de neo-baianos eram geneticamente hibridos
de branco e preto, ou de branco e indio, mas conservaram-se culturalmente pretos e
indios sob a guarda de maes pretas ou indias. Do ponto de vista genético o que houve
foi um influxo de alelos caracteristicos de brancos em populac6es indigenas e africanas.

A historia registra uma descendéncia advinda do portugués Diogo Alvares
Corréa, o Caramuru, que se fixou na Bahia, e se casou com Catarina Paraguagu
deixando numerosa prole mestica que preferencialmente casou com brancos. O nucleo
Caramuru formava um isolado populacional constituido de aproximadamente 300 casas,

unico exemplo de microfluxo de alelos caracteristicos de indios na populagéo branca.



Posteriormente chegaram as primeiras mulheres brancas, 0rfés, enviadas pela
corte de Portugal e o processo de mistura racial propagou-se ainda mais. Atualmente,
quase cinco séculos depois, a populacdo atual da Bahia é o melhor testemunho de sua

prépria histéria com grande variedade de fenotipos mesticos.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre HLA-DR e -DQ e periodontite cronica severa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar a distribuicdo de frequéncia de alelos HLA-DR, -DQ em uma
amostra de mesticos da populacdo de Salvador acometidos por periodontite crénica

severa.



2. Comparar as frequéncia de alelos HLA-DR, -DQ, em uma amostra de
mesticos da populacdo de Salvador acometidos por periodontite cronica severa com
as freqiiéncias encontradas em um grupo de pacientes sem periodontite.

3. ldentificar possiveis marcadores genéticos de susceptibilidade ao

desenvolvimento da periodontite crdnica severa.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO
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Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS/UFBA), com a

aprovacdo da Comisséo de Etica em Pesquisa da FBDC (Parecer N. 09/2003).

3.2 SELECAO DA AMOSTRA

Foram selecionados 43 pacientes com Periodontite Crbnica Severa e 41
pacientes sem periodontite (grupo controle) de ambos os sexos, todos classificados
guanto ao grupo étnico como mesticos, e na faixa etaria entre 30 e 50 anos.

A pré-selecdo dos pacientes foi realizada na Unidade de Triagem e Urgéncia
(UTU) do Curso de Odontologia da Escola Bahiana de Medicina e Saude Pdblica da
Fundacao para Desenvolvimento das Ciéncias (EBMSP/FBDC), segundo os critérios:
faixa etaria entre 30 e 50 anos, ndo portador de disturbios sisttmicos, ndo tabagistas.

Os pacientes selecionados foram esclarecidos acerca do desenvolvimento, dos
objetivos e da relevancia da pesquisa, e, confirmando a sua participacdo no projeto,
eram encaminhados para realizacdo de exame clinico-anamnésico e preenchimento da
ficha periodontal ou periograma.

A fim de promover uma melhor padronizacdo dos individuos em estudo e
visando evitar fatores que pudessem eventualmente interferir na fidedignidade dos
resultados, foram excluidos da selecdo pacientes fumantes, portadores de distirbios
sistémicos, gestantes, imunossuprimidos, assim como pacientes que fizeram uso de anti-
inflamatorios nos ultimos 10 dias antecedentes a coleta do material .

A avaliacdo dos parametros clinicos, realizada por um unico examinador (kappa
= 0,81), foi feita utilizando: indice de placa visivel (IPV), indice de sangramento
gengival — ISG; profundidade de sondagem — PS; recessdo gengival — RG, nivel de

insercdo clinica — NIC, grau de mobilidade dental e grau de envolvimento de furca.



Dentes com coroa totalmente destruida por carie, com aparelho ortodéntico fixo e
parcialmente erupcionados foram excluidos da avaliacéo clinica.

Os pacientes acometidos pela periodontite cronica severa deveriam apresentar
quatro elementos dentarios com PS>4 e NIC> 5 e pelo menos um sitio com NIC e PS>
5 mm, com sangramento a sondagem caracterizando processo inflamatdrio.Foram
excluidos aqueles individuos com menos de 10 dentes presentes.

O grupo controle foi constituido pelos pacientes que, ao exame clinico
periodontal foram classificados como livres de periodontite, com profundidade de
sondagem menor igual a 3 e nivel de insercdo clinica menor igual a 2 milimetros e que
preencheram os critérios de inclusdo para participacdo no Projeto.

Os individuos que preencheram os critérios de inclusdo para participacdo no
Projeto, incluindo a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), redigido segundo normas da Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, foram
encaminhados para coleta de amostra de sangue.

3.3 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas em tubos com EDTA, por um
profissional capacitado, através de acesso venoso ante-cubital, em volume de 5,0 mL
por paciente e levadas ao laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal da Bahia, onde foi realizada a extracdo de DNA gendmico dos

leucdcitos e tipificacdo do HLA .

3.4 OBTENCAO DE DNA GENOMICO



O DNA gendmico foi purificado a partir de leucocitos do sangue
periférico utilizando o kit “GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit” (Amerscham
Pharmacia Biotech) conforme a orientacéo do fabricante: em um tubo do tipo eppendorf
de 1,5 mL foi colocado 300 pL de sangue coletado em EDTA e adicionado 900 uL de
solucdo de lise de eritrocitos (10 mM KHCOgz, 155 mM NH4Cl, 0,1 mM EDTA) a
mistura foi homogeneizada. Apds um periodo de incubacéo de 5 minutos a temperatura
ambiente, a solugcdo foi centrifugada em uma velocidade de 14.000 rpm durante 20
segundos, sendo posteriormente feita a remogao do sobrenadante. Essa etapa de lise foi
repetida, porém adicionando-se apenas 400uL de solucdo de lise de eritrdcitos, sendo,
ao final, o sedimento ressuspenso no sobrenadante residual com auxilio do vortex. Em
seguida, foi adicionado a suspensdo 500 uL de solucdo de extracdo (solucdo tampédo
contendo caotropico e detergente), a mistura foi homogeneizada e incubada por 5
minutos a temperatura ambiente. Ap6s ser transferida para uma coluna GFX adaptada
ao tubo coletor, a mistura foi centrifugada em uma velocidade de 7.500 rpm durante 1
minuto. Apdés centrifugacdo, o eluato foi desprezado do tubo coletor e a coluna GFX
recolocada neste mesmo tubo. Em uma etapa subsequente, foi adicionado 500 uL de
solucdo de extracdo a coluna GFX, e centrifugado em uma velocidade de 7.500 rpm
durante 1 minuto sendo, novamente desprezado o eluato do tubo coletor e recolocada a
coluna neste mesmo tubo. A proxima etapa da técnica consistiu na lavagem. Para sua
realizacdo, foi adicionado 500 uL de solucdo de lavagem (tampaoTris-EDTA
adicionado de alcool etilico) e centrifugado em uma velocidade de 14.000 rpm durante 3
minutos. Apos esta etapa o tubo coletor foi descartado, sendo a coluna transferida para
um tubo tipo eppendorf esterilizado de 1,5 mL. A etapa de eluicdo do DNA da matriz de
silica presente na coluna foi feita pela adicdo de 150 uL de &gua ultra pura autoclavada

e pré-aquecida a 70° C e incubacdo por 1 minuto & temperatura ambiente, seguida de



centrifugacdo a 7.500 rpm durante 1 minuto. O DNA obtido apds a centrifugacéo teve
sua concentracdo e pureza avaliadas pela leitura da densidade optica em 260 e 280 nm,

sendo as amostras posteriormente mantidas a -20°C até seu uso.

3.5 GENOTIPAGEM HLA-DR, -DQ.

A determinacéo das especificidades de classe 11 (HLA-DR, -DQ) foi realizada
pelo método PCR-SSP utilizando o kit Micro SSP™ DNA Typing SSP2L (One
Lambda, Inc. Canoga Park C.A U.S.A. Lote 05A). Cada placa de tipagem contém, além
de um poco controle negativo, ’primers’’ contendo seqiiéncias especificas para a
amplificacdo de alelos DRB1*/B3*/B4*B5* e alelos DQB1* do locus de classe Il em
diferentes pocos. Dado que a amplificacdo durante a reacdo da PCR pode ser
influenciada adversamente por varios fatores (erros de pipetagem, qualidade deficiente
do DNA, presenca de inibidores, etc), existe um par de primers de controle interno
incluido em todas as reacdes de PCR. O par de primers de controle amplifica uma
regido conservada do gene da B-globina humana, que esta presente em todas as amostras
de DNA, e é usado para confirmar a integridade da reacdo. O mapa de distribuicdo dos
“primers’’ mostra as especificidades HLA possiveis de serem determinadas com o uso
dessas placas comerciais. Conforme orientacdo do fabricante, para cada tipagem, foi
adicionado ao poco controle negativo da placa 1ul de &gua ultra pura e 9 ul de uma
solucdo que acompanha o KIT ( D-mix: Cresol red, sais de sodio, dideoxinucleotideos
trifosfato, gelatina, acido hidrocldrico, cloreto de potassio, sucrose cristalina e TRIS)
contendo 1ul de Taq polimerase (5 U/ul) (Cenbiot, R.S. Lote 98/1606). Em cada poco

teste, foi dispensado 10 ul deste mesmo “D-mix”, ao qual foi adicionado 39 ul de DNA

gendémico (100ng/ul). Depois de pipetados os reagentes, a placa era entdo colocada no



termociclador (Perkin-Elmer, 9600) sendo a PCR realizada de acordo com o manual do
fabricante do kit: 1 ciclo a 94°C-130 segundos; 63°C- 60segundos; 9 ciclos de 94°C-10
segundos, 63°C-60 segundos; 20 ciclos de 94°C-10 segundos, 59°C- 50 segundos e
72°C-30 segundos. Os produtos da PCR eram separados em gel de agarose 2,5%
contendo 10 uL de brometo de etideo e a corrida feita entre 140 e 150 volts, com 40mA
no inicio da migracdo. Posteriormente, o gel era visualizado em luz UV,
fotodocumentado e o padréo de bandas observado era analisado utilizando o mapa de
tipagem presente no kit. A técnica de tipificacdo do HLA tem excelente praticidade e
interpretacdo menos complexa dos resultados obtidos, quando comparada, por exemplo,

com a reacgéo de linfocitotoxicidade.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados obtidos pela tipificacdo do HLA, foi utilizado
0 Teste Exato de Fisher, de acordo com o método de Woolf, para avaliar se existe ou
ndo diferenca estatisticamente significante entre as freqiiéncias dos alelos no grupo de
pacientes com periodontite cronica severa e 0 grupo controle.

Um valor de P corrigido (Pc) quando P fosse menor que 0,05 foi calculado pela
multiplicacdo do P pelo nimero de alelos testados em um locus, sendo 14 para HLA-
DRB1*, 3 para HLA-DRB3*-B4*-B5* e 7 para HLA-DQB1* (correcdo de

Bonferroni). O valor de pc<0.05 foi aceito como estatisticamente significante.

4. RESULTADOS



Dentre os pacientes atendidos na clinica de Periodontia da FBDC no periodo de
marco a agosto de 2004, 84 preencheram os critérios de inclusdo estabelecidos para
participacdo neste projeto. Destes, 43 foram diagnosticados com Periodontite Crénica
Severa (PCS) e constituiram o grupo caso e 41 ndo apresentaram PCS e constituiram o
grupo controle.

A Tabela 1 mostra os dados demograficos dos dois grupos. A distribui¢do por
sexo é semelhante em ambos os grupos (p=1,0000), sendo a freqliéncia de individuos do
sexo masculino e feminino no grupo caso de 41,86 % e 58,14%, respectivamente. No
grupo controle as freqiiéncias observadas foram 58,54% de individuos do sexo feminino
e 41,46% do sexo masculino.

Todos o0s pacientes que participaram da pesquisa eram mesticos e foram
classificados como mulato claro (38,10%), mulato médio (51,19%) e mulato escuro

(10,71%), com base nos critérios estabelecidos por Krieger e cols. (1965).

Tabela 1 — Dados demograficos do grupo de pacientes com periodontite cronica

severa e grupo controle

GRUPO SEXO FAIXA GRUPO ETNICO
F M ETARIA MC MM
n(%) (MEDIANA) ME
n(%o) n(%) n(%)
n(%)
PCS 25 18 (41,86) 47 16 21 6
(58,14) (37,20)  (48,84) (13,96)
CONTROLE 24 17 (41,46) 36 16 22 3
(58,54) (39,02) (53,66) (7,32)

PCS - Periodontite Crdnica severa
MC = Mulato claro; MM = Mulato médio; ME = Mulato escuro.



A Tabela 2 mostra os parametros clinicos utilizados para avaliacdo da saude

periodontal.

Tabela 2 — Parametros clinicos de avaliagdo periodontal utilizados na

analise estatistica

GRUPO N¢ N2 de Ne [PV IS No de No de Mai Mai
de faces de (%) G sitios sitios or or

dent com face (x (% comPSe comPSe NIC PS

es sangram S +6) ) NIC>5 NIC>5 (x (x

(x ento com (x sem com +6) o)
+0) (x+xo)  plac +6) sangram sangram
a ento a ento a
(x sondage sondage
+0) m m
(x £0) (x £0)

PCS 23 12+11 74+ 79,8 13, 1010 4 +3 82 T7+1

*6 27 5 73
21, 7,
73 98

CONTR 25 4 +4 54+ 60,6 59 0 0 1+1 2+1
OLE *5 20 3 9
+17, 3,
76 36

PCS = Periodontite Crénica Severa; IPV = Indice de Placa Visivel; ISG = Indice de
Sangramento Gengival, PS= Profundidade de sondagem; NIC= Nivel de

Insercédo Clinica; x = média. 6= desvio padrao

A distribuicdo da média do numero de dentes por individuo em cada grupo
mostrou-se semelhante (p=1,0000); de acordo com os dados da Tabela 2, a média dos
valores do indice de Placa Visivel para o grupo de pacientes com PCS (79,85%),
quando comparado ao grupo controle (60,63%) foi estatisticamente significante

(p=0,0032).



A diferenca entre os valores do indice de Sangramento Gengival (13,73%) do
grupo de pacientes com PCS e do grupo controle (5,99%) ndo foi estatisticamente
significante (p=0,0970).

Os valores dos parametros clinicos utilizados para diagnostico da PCS
mostraram que para o0s pacientes portadores de PCS, em media 10 sitios apresentaram
profundidade de sondagem clinica e nivel de inserc¢do clinico maior ou igual a cinco,

destes em média quatro sitios apresentaram também sangramento a sondagem.

Tabela 3. Frequéncia dos alelos HLA-DRB1*,-B3*,-B4*,-B5*,-DQB1* no grupo de
pacientes com periodontite cronica severa (PCS) e no grupo controle (GC).

Grupo Alélico Correspondente P G RR p Pc
HLA sorologico CS C
( (
%) %)
DRB1*01 DR1 1 2 ns
1,63 1,95
DRB1*15 DR15(2) 3 2 ns
0,23 9,27
DRB1*16 DR16(2) 4, 2, ns
65 44
DRB1*03 DR17(3) 1 7, ns
(17) 3,95 32
DRB1*03 DR18(3) 0, 7, ns
(18) 0 32
DRB1*04 DR4 1 1 ns
3,95 9,51
DRB1*07 DR7 2 2 ns
5,58 6,83
DRB1*08 DRS8 1 2 ns
6,28 4,39
DRB1*09 DR9 6, 4, ns
98 88
DRB1*10 DRI10 6, 1 ns
98 2,20
DRB1*11 DR11(5) 2 9, ns
0,93 76
DRB1*12 DR12(5) 0, 2, ns
0 44
DRB1*13 DR13(6) 3 1 ns
4,88 7,07

DRB1*14 DR14(6) 0, 9, ns



DRB3* DR52 6 5 ns
7,44 3,66
DRB4* DR53 4 5 ns
8,84 1,22
DRB5* DR51 3 3 ns
4,88 1,71
DR blank 1 4
1,63 88
DQB1*0 DQ2 3 3 ns
2 9,53 6,59
DQB1*0 DQ7(3) 3 2 ns
3 4,88 1,95
DQB1*0 DQ8(3) 1 1 ns
3 3,95 7,07
DQB1*0 DQ9(3) 9, 2, ns
3 30 44
DQB1*0 DQ4 9, 1 ns
4 30 9,51
DQB1*0 DQ5(1) 2 5 0,5449 0.0 ns
5 7,91 1,22 438
DQB1*0 DQ6(1) 3 3 ns
6 9,53 9,02
DQ blank 2 1 ns
5,58 2,20

ns = Nao significante; PCS = Periodontite crbnica severa; NIC = Nivel de Insercdo

clinica; RR = Risco Relativo; Pc= valor de P corrigido

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo de freqiiéncia dos alelos HLA- DRB1*,-B3*,-
B4*, - B5* e -DQB1*. Os alelos mais frequentes do grupo de pacientes com
periodontite crénica severa foram HLA-DRB1*13, -DRB1*15, -DRB3* e -DQB1*02, -
DQB1*06, os alelos mais frequentes no grupo controle foram HLA-DRB1*15, -
DRB1*07, -DRB3* ,-DQB1*05 e - DQB1*06.

Por outro lado, as frequéncias mais baixas no grupo de pacientes com
periodontite cronica severa foram as dos alelos HLA-DRB1*16,-DRB5*,-
DQB1*0302/*0306/*0312 (correspondente sorolégico HLA-DQ9) e -DQB1*04. Nao

foram identificados individuos portadores dos alelos HLA-DRB1*0302 (correspondente



soroldgico HLA-DR18), HLA-DRB1*12 e -DRB1*14 neste grupo. As freqiéncias mais
baixas no grupo controle foram as dos alelos HLA-DRB1*16, -DRB1*12, -

DRB5* e -DQB1*0302/*0306/*0312 (correspondente soroldgico HLA-DQ?9).

Figura 2- Distribuicdo das frequéncias do locus HLA-DRB1
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Figura 3 — Distribuicao das freqiiéncias dos alelos HLA-DRB3*,-B4*,-B5*.
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Quando a distribuicdo das frequiéncias dos alelos foi comparada entre os dois
grupos a frequiéncia do alelo HLA-DQB1*05 no grupo controle foi considerada
estatisticamente significante (p=0,0438), porém ,ndo confirmado pela correcdo de
Bonferroni.

Uma tendéncia para uma maior freqtiéncia do alelo HLA- DRB1*14 (p=0,0525)
foi mostrada no grupo controle, quando comparado com o grupo de pacientes
portadores de PCS. Essa tendéncia ndo foi confirmada pela correcdo de Bonferroni.

Segundo as conclusdes finais estabelecidas pelo Relatério do Simpdsio
Internacional de Histocompatibilidade de 1972, as frequéncias dos alelos HLA diferem
consideravelmente entre 0s grupos étnicos e alguns alelos HLA estdo restritos ou sdo
encontrados em freqliéncias muito mais elevadas em uma populacéo étnica comparada a
outra. Com base nessas observacoes, a distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA na
populagdo sem doenga periodontal (grupo controle - GC) foi comparada com a
distribuicdo das freqiiéncias dos alelos HLA em estudos realizados com a populagdo da
regido Nordeste (banco de dados allele frequencies parte do Banco de dados IMGT -

Imuno genetics), uma amostra de mesticos da populacdo de Teresina (MONTE, 2004) e



ainda uma populacdo de mulheres brancas e mesticas residentes em Salvador (CRUZ,
1999). Vale ressaltar que estes individuos ndo foram avaliados quanto a presenca ou
auséncia de doenca periodontal.

As figuras 5 e 6 ilustram as distribuicGes das freqliéncias dos alelos HLA nos
quatro grupos comparados. As freqliéncias mais semelhantes foram observadas entre as

populacgdes descritas por Cruz (1999) e Monte (2004); e Cruz (1999) e este trabalho.

Figura 5 — Andlise comparativa das frequéncias dos alelos HLA em amostras de estudos

realizados no Brasil para o locus DRB1.
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Figura 6 — Analise comparativa das freqiiéncias dos alelos HLA em amostras de estudos

realizados no Brasil para o locus DQB1
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A figura 7 ilustra a anélise comparativa das distribui¢des de frequéncia do grupo

alélico HLA-DRB1*15 entre o grupo PCS do projeto e estudos realizados no Brasil.



Figura 7 — Analise comparativa das distribuicoes de frequiéncias do grupo alélico HLA-DRB 1*15

em amostras de estudos realizados no Brasil.
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Com base nos resultados ilustrados na figura 7 foi sugerida uma associagéo entre

o0 grupo alélico HLA-DRB1*15 e PCS.

5. DISCUSSAO

A periodontite ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, localizacdo sitio-

dependente, cuja patogénese ainda ndo é totalmente compreendida. E analisada como



uma interacdo complexa entre a infec¢cdo bacteriana e a resposta imune do hospedeiro,
que varia de acordo com fatores ambientais e genéticos.

Os critérios utilizados em trabalhos cientificos para o diagnostico clinico da
doenca periodontal ndo sdo padronizados, o que dificulta a comparacdo dos achados
entre estes trabalhos.

Os critérios de excluséo e inclusdo utilizados neste projeto diferem de outros
estudos realizados com pacientes portadores de periodontite cronica severa. Por
exemplo, Stein e cols. (2003) ndo excluiram individuos tabagistas, que no presente
estudo foi considerado um fator confundidor para o diagnostico da etiologia da DP, uma
vez que o tabagismo é considerado o principal fator de risco para a DP (SBARAGLIA e
cols., 2002).

Reichert e cols. (2003) estudaram individuos com periodontite crénica severa na
faixa etaria entre 38 e 73 anos, sendo o grupo controle na faixa etaria entre 38 e 95 anos,
diferente deste projeto, cuja faixa etéria variou de 30 a 50 anos para ambos 0S grupos.

Segundo Kinane e cols. (2003) a manifestacdo dos sinais clinicos significativos
na Periodontite Crénica ndo ocorre até a terceira década de vida, enquanto para a
Periodontite agressiva pode ocorrer na primeira, segunda, terceira e quarta décadas. Esta
variabilidade dificulta o diagndstico da DP e pode ser considerada um fator confundidor
em estudos sobre esta doenca.

Também, a propria classificacdo das DPs ainda é muito discutida e isso faz
acreditar que os estudos nessa area deverdo ter uma padronizacdo adequada ao que se
propdem.

Os dados demograficos mostram que a distribuicdo por sexo € semelhante em
ambos o0s grupos estudados (p=1.000). Entretanto, quando comparados os indices de

placa visivel (IPV) entre os individuos do sexo masculino e feminino, a média do IPV



para o sexo feminino foi 82,93% e para o sexo masculino 77,80%; esta diferenca néo foi
significantemente estatistica (p=0.4756), porém estes resultados contradizem Machion e
cols. (2000), que relatam uma maior prevaléncia de bolsas periodontais em homens
atribuido pelos autores a habitos de higiene oral deficientes e menor frequéncia de
visitas ao dentista.

A identificacdo de fatores genéticos, como o HLA associados a determinada
doenca é particularmente importante quando protocolos de intervencédo e prevencdo em
grupos com predisposicao para a patologia existem, como € o caso da periodontite.

Vaérios estudos tém sugerido associacdo entre o HLA e a periodontite agressiva;
porém poucos avaliaram a associacao entre antigenos HLA de classe Il e periodontite
cronica severa.

Neste estudo o alelo HLA-DRB1*15 (29,27%) apresentou uma alta frequiéncia no
grupo controle, estes resultados contradizem os achados de Ohyama e cols. (1996) que
descreveram uma frequéncia aumentada deste alelo em individuos japoneses portadores
de periodontite agressiva. O diferente perfil clinico da DP e o grupo étnico estudado por
Ohyama e cols. poderiam explicar a diferenca nos resultados obtidos.

Este estudo também relata uma freqliéncia aumentada para o alelo HLA-
DRB1*15 no grupo com PCS. Zhang e cols (2004) relataram uma freqiéncia
aumentada, estatisticamente significante, para este alelo em um grupo de pacientes
chineses, portadores de periodontite cronica severa. Segundo Takashiba e cols. (1999),
0 antigeno 53 pl41-161 presente na membrana externa da parede celular do
Porphyromonas gingivalis € apresentado para o linfocito T pela molécula HLA-DR15
resultando em uma ativacdo exacerbada do linfécito T e destruicdo do tecido de suporte

periodontal.



Stein e cols. (2003) relatam uma discreta, porém, maior frequéncia dos alelos
HLA-DRB1*15, HLA-DQB1*06 e HLA-DRB5* em pacientes com periodontitie cronica
quando comparados ao grupo controle, o que esta de acordo com o0s achados deste
estudo, embora estatisticamente néo significante. O desequilibrio de ligacédo entre estes
alelos explica as frequéncias encontradas nos grupos estudados.

Por outro lado, o alelo HLA-DQB1*04 foi menos frequente no grupo com PCS.
Este resultado é também descrito por Machulla e cols. (2002) para um grupo de
pacientes caucasianos alemaes portadores de PC.

A maior freqiéncia do HLA-DQB1*05 e -DRB1*14 no grupo controle
(p=0.0494 e p=0,0525, respectivamente), apenas sugere tendéncia de associacdo
protetora destes alelos na periodontite crénica severa. Esta tendéncia ndo foi confirmada
pela correcdo de Bonferroni. A ampliacdo da amostra neste estudo poderia confirmar
essa tendéncia protetora. Estudos sobre associacdes protetoras entre HLA de classe Il e
a doenca periodontal ndo foram descritos na literatura, porém, Amer e cols. (1988)
relataram uma associacdo de resisténcia para periodontite agressiva relacionada ao

HLA-A10.

Diferencas nas freqiiéncias dos alelos HLA entre os individuos com periodontite
crbnica analisados neste projeto e estudos com periodontite agressiva foram observadas.
A freqiéncia aumentada do alelo HLA-DRB1*14 em pacientes com periodontite
agressiva foi relatada por Ohayama e cols. (1996), entretanto este alelo ndo foi
encontrado no grupo de pacientes com periodontite crénica neste projeto. Uma
associacdo entre HLA-DRB1*04 e periodontite agressiva foi sugerida em varios estudos
(ALLEY, 1993; BONFIL, 1999; FIRATLI, 1996; KATZ, 1987), porém, a frequéncia
deste alelo no grupo de pacientes com periodontite cronica do nosso estudo ndo foi

significativa. Uma associagdo entre HLA-DRB1*13 (p=0,046) e periodontite agressiva



foi sugerida por Machulla (2002), porém, a diferenca entre as freqliéncias deste alelo
nos grupos estudados, deste projeto, ndo foi significante.

As figuras 5 e 6 ilustram as distribui¢bes das frequéncias dos alelos HLA em
estudos realizados com a populacao da regido Nordeste (IMGT-allele frequencies), uma
amostra de mesticos da populacdo de Teresina (MONTE, 2004), uma populacdo de
mulheres brancas e mesticas residentes em Salvador (CRUZ, 1999) e o grupo controle
(GC) descrito por este estudo. As frequéncias mais semelhantes foram observadas entre
as populagdes de Cruz (1999) e Monte (2004); e Cruz (1999) e este trabalho.

As semelhancas entre a populacdo estudada por Cruz (1999) e a deste projeto
podem ser explicadas pelo fato destes estudos terem sido realizados com uma populacao
residente em Salvador.

Para Monte e cols. (2004), ainda que durante a colonizagdo do Piaui,
representantes de tribos Tupis e Tapuias estivessem presentes, com a chegada dos
brancos, estes indigenas foram dizimados, de modo que o mestico de Teresina tem
caracteristicas genéticas predominantemente de brancos e negros, com pouca
participacdo amerindia, o que pode explicar as semelhancas na distribuicdo das
frequiéncias entre a populacdo estudada por Cruz (1999) e a populacdo do estudo de
Monte (2004).

Diante da diversidade na origem étnica dos povos que colonizaram a regido
nordeste, torna-se dificil estabelecer uma relacdo entre as distribuicbes de frequéncia
dos alelos para as populagdes descritas por Cruz (1999), Monte (2004) e este trabalho,
comparadas com o banco de dados allele frequencies parte do Banco de dados IMGT
(Imuno genetics).

Segundo Kinane (2003), em um estudo de caso-controle onde o objetivo &

observar a associagdo entre um alelo HLA e uma determinada doencga, € necessario



comparar a frequéncia deste alelo na populacdo afetada pela doenca, com a fregiiéncia
em uma populacdo controle, sendo esta populacdo controle composta de individuos ndo
afetados pela doenca e uma amostra escolhida randomicamente da populacao.

Para a avaliagdo com uma amostra selecionada randomicamente da populacao,
foi escolhida a populacdo descrita por Cruz (1999), composta de 95 mulheres brancas
e/ou mesticas da cidade de Salvador, e a populacdo do banco de dados para freqliéncia
dos alelos HLA na populacao do nordeste (IMGT), composta de 205 individuos.

Com base na populacdo de Cruz (1999), uma associacdo significativamente
estatistica foi descrita para a fregtiéncia do alelo HLA-DRB1*15 (p=0.0396) no grupo de
pacientes com periodontite cronica severa. Este resultado reforca a idéia de uma
associacdo entre o HLA-DRB1*15 e doenca periodontal crénica descrita na
literatura. Devemos ressaltar que também para o grupo controle, uma alta freqiiéncia
deste alelo foi observada, o que implica a necessidade de aumentarmos a amostra
principalmente deste grupo, para confirmacdo de uma possivel associacdo entre HLA-
DRB1*15 e PCS.

Com base na populacdo do banco de dados para frequéncia dos alelos HLA na
populacdo do nordeste, a freqliéncia encontrada para o alelo HLA-DRB1*15 mostrou-se
significante (p<0,0001), reforcando a idéia de que este alelo € um possivel marcador
genético para periodontite cronica. Ainda uma tendéncia para uma associacao protetora
entre o alelo HLA-DRB1*14 (p=0,0573) e PCS foi sugerida, embora essa
tendéncia ndo tenha sido confirmada pela correcdo de Bonferroni. Por outro lado,
associacOes entre os alelos HLA-DRB1*07 (p=0.0250), HLA-DRB1*13 (p=0,0008), -
DQB1*06 (p=0,0038) e o grupo de pacientes com periodontite crénica severa foram

mostradas. Embora apenas foram estatisticamente significante pela correcdo de



Bonferroni apenas as associacdes entre 0 HLA-DRB1*13 (pc=0,0112), -
DQB1*06 (pc=0,0266) e PCS.

O estudo do DNA mitocondrial de individuos residentes em quatro regifes
brasileiras mostrou uma predominancia de genes associados a grupos étnicos de origem
amerindia na amazonia, africanos na regido nordeste, um equilibrio de etnias para regido
sudeste, uma predominancia de linhagem européia para a regido sul e uma
heterogeneidade entre os estados da regido nordeste (PARRA e cols., 2004).

Esta heterogeneidade filogeografica, descrita por Parra e cols. (2004) poderia
explicar as diferencas encontradas nos resultados para as trés andlises entre: (1) grupo
com periodontite cronica vs. grupo controle da populacdo em estudo; (2) grupo com
periodontite crénica vs. grupo controle da populacdo de Cruz (1999); e (3) grupo com
periodontite crbnica vs. grupo controle representado pelo banco de dados IMGT.

A terapia periodontal tem como objetivo a salde periodontal, evitando a perda
do elemento dental. Os dentistas procuram novas informacdes, a fim de torna-los,
capazes de identificar e tratar a DP, reduzindo o risco de desenvolvimento de doencas
como as cardiovasculares, incluindo endocardite bacteriana, bem como minimizando
problemas de cunho psico-social, incluindo auto-estima e oportunidade de emprego no
mercado de trabalho, que estdo diretamente relacionados as consequiéncias que a DP
pode gerar; neste contexto novos instrumentos diagnosticos sao necessarios. Assim,

qualquer esforgo para a compreensdo desta doenca sera sempre valido.



6. CONCLUSOES

A distribuicéo dos alelos DRB e DQB nos grupos teste e controle é semelhante.

O alelo HLA-DRB1*15 poderia ser um marcador de predisposi¢do genética para

PCS.

E necesséria a realizacdo de novos estudos de associacdo entre HLA e PCS para

confirmacéo dos resultados.

E necessaria a ampliacio da amostra controle.
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