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RESUMO

Introducdo: A periodontite é uma doenga de carater inflamatorio, causada pela interacéo entre
o biofilme bacteriano disbidtico e a resposta imune do hospedeiro que afeta os tecidos de
suporte do dente e pode levar a perda da unidade dental. Por ser uma doenca complexa,
multifatorial e de carater poligénico, podem estar envolvidos aspectos genéticos, ambientais e
sistémicos. Variantes genéticas podem influenciar na resposta imunolégica e em outros
mecanismos, como 0s que podem ser regulados por variantes dos genes SEPT7 e FMN1. Genes
relacionados ao processo de divisdo celular através da dindmica dos microtubulos e filamentos
de actina. Objetivo: Investigar a associacdo de variantes genéticas nos genes SEPT7 e FMN1
com a periodontite. Métodos: Estudo transversal desenvolvido com 506 participantes do
Programa para Controle de Asma na Bahia, classificados com presenca (n=117) ou auséncia
(n=389) de periodontite. Realizou-se uma entrevista para obtengdo de dados e um exame oral
completo. Para o diagnostico de periodontite, os individuos apresentavam pelo menos 4 dentes
com > 1 sitio com profundidade de sondagem > 4 mm; nivel de inser¢do clinica > 3 mm e
sangramento ao estimulo no mesmo local. A genotipagem foi realizada utilizando o kit Illumina
Infinium Multi-Ethnic AMR/AFR-8. A analise de associacdo foi elaborada no software Plink
1.9 através da regressdo logistica multivariada ajustada para covariaveis idade, obesidade,
respiracdo bucal, uso de fio dental, asma e ancestralidade. As plataformas NCBI, RegulomeDB,
Haploview 4.2, rSNPBase e Gtex foram usadas para as analises in silico. Resultados: 5 SNV
do gene SEPT7 foram associados positivamente a periodontite e, dos 15 SNV do gene FMNL,
8 foram associados positivamente e 7 negativamente. Foram observados desfechos relacionados
a idade e ao uso de fio dental, no qual possuir determinado SNV pode estar associado de forma
positiva ou negativa ao desenvolvimento da periodontite. As citocinas IL-5 e a IL-13 foram
associadas aos SNV do SEPT7 (rs12532523 e rs6462629); e variantes do FMN1 foram
associadas as citocinas interferon-gama, IL-17A, IL-10 e IL-5. Discussdo: Primeiro estudo de
associacdo de variantes dos genes candidatos SEPT7 e FMN1 com a periodontite. Variantes
genéticas desses genes foram associados a periodontite em um estudo de ampla varredura
genébmica (GWAS) em uma populacdo brasileira, com limitacdes no que se refere a
comparagdes com outros estudos por conta da escassez de relatos sobre esses genes e a doenca
em questdo. A andlise de interacdo gene-ambiente revelou que existe uma relacdo entre
variantes genéticas estudadas e o desenvolvimento de periodontite baseado em covariaveis
como idade e uso de fio dental. Conclusdo: Variantes nos genes SEPT7 e FMN1 apresentaram
associacdo com periodontite, reforcando a influéncia da genética no desenvolvimento da
periodontite e a necessidade de novos estudos que corroborem com os dados encontrados.

Palavras-chave: Variante genética, periodontite, SEPT7, FMNL.
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ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease caused by the interaction between the
dysbiotic bacterial biofilm and the host immune response that affects the tissues of dental
support, which can lead to loss of dental unit. As it is a complex, multifactorial, and polygenic
disease, genetic, environmental, and systemic aspects may be involved. Genetic variants can
influence the immune response and other mechanisms, such as those that can be regulated by
variants of the SEPT7 and FMNL1 genes. These genes participate in the process of cell division,
microtubule dynamics, and actin filaments. Goal: To investigate the association of genetic
variants in the SEPT7 and FMN1 genes with periodontitis. Methods: A cross-sectional study
developed with 506 participants in the Asthma Control Program in Bahia, classified as presence
(n=117) or absence (n=389) of periodontitis. An interview was carried out to obtain data and a
complete oral examination. For the diagnosis of periodontitis, individuals had at least 4 teeth
with > 1 site with probing depth > 4 mm; clinical attachment level > 3 mm, and bleeding on
stimulus in the same location. Genotyping was performed by using the Illumina Infinium Multi-
Ethnic AMR/AFR-8 kit. The association analysis was carried out by using the Plink 1.9
software using multivariate logistic regression adjusted for the covariates of age, obesity, mouth
breathing, dental flossing, asthma, and ancestry. The NCBI, RegulomeDB, Haploview 4.2,
rSNPBase, and Gtex platforms were analyzed in silico analyses. Results: 5 SNVs from the
SEPT7 gene were positively associated with periodontitis, and of the 15 SNVs from the FMN1
gene, 8 were positively associated and 7 negatively. Outcomes related to age and flossing were
observed, in which having a certain SNV may be positively or negatively associated with the
development of periodontitis. The cytokines IL-5 and IL-13 were associated with SEPT7 SNVs
(rs12532523 and 1rs6462629); and FMNI1 variants were associated with the cytokines’
interferon-gamma, IL-17A, IL-10, and IL-5. Discussion: First association study of variants of
the SEPT7 and FMN1 candidate genes with periodontitis. Genetic variants of these genes were
associated with periodontitis in a genome-wide scanning study (GWAS) in a Brazilian
population, with limitations regarding comparisons with other studies due to the scarcity of
reports on these genes and the disease in question. Gene-environment interaction analysis
revealed that there is a relationship between studied genetic variants and the development of
periodontitis based on covariates such as age and dental floss use. Conclusion: Variants in the
SEPT7 and FMN1 genes were associated with periodontitis, reinforcing the influence of
genetics on the development of periodontitis and the need for new studies with a larger sample
size that corroborate the data found.

Keywords: Genetic variant, periodontitis, SEPT7, FMNL.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os dentes representam 6rgéaos fundamentais do sistema estomatognatico, e sdo protegidos
pelo periodonto de protecdo (conhecido também por revestimento ou marginal) e insercdo ou
sustentacdo, formado pelo ligamento periodontal, osso alveolar e cemento (1). O ligamento
periodontal, formado por um tecido conjuntivo e localizado entre o cemento e 0 0sso alveolar,
permite uma mobilidade fundamental para as func¢des, como conectar as fibras do ligamento
periodontal ao cemento, fixando o dente no alvéolo a fim de reduzir as tensdes geradas pelas
forcas oclusais (2, 3).

Os fibroblastos, restos epiteliais de Malassez, celulas ectomesenquimais indiferenciadas,
vasos sanguineos e fibras especificas penetram em uma por¢do do 0sso alveolar assim como no
cemento, exercendo a funcdo de sustentacdo do 0sso ao dente, segurando-o e evitando que
forcas de intruséo, extrusao e lateralidade removam o dente do alvéolo (2,4). A alteragéo dessas
estruturas de protecdo e insercdo pode estar relacionada a alguma mobilidade dentéria, por
inflamacéo desses tecidos, por exemplo, que geralmente inicia-se com a gengivite e pode

evoluir para uma periodontite, trauma, ou movimentacdo ortodontica. (1, 2).

A periodontite é resultado de interacdes significativas entre a resposta imune inflamatoria
e o biofilme, causando uma inflamacdo exacerbada dos tecidos adjacentes responsaveis pela
sustentacdo dos dentes (4, 5). E uma doenca de origem polimicrobiana, que acomete o
periodonto, proporcionando perda de insercao, destruicdo do 0sso alveolar e consequente perda
Ossea, fator que influencia diretamente na oclusdo dental do individuo e, dessa maneira, a sua
qualidade de vida (6). Sendo a principal causa de perda dentaria na populacdo mundial (7, 8).
Aspectos ambientais e genéticos estdo relacionados com o grau de susceptibilidade do individuo
desenvolver a periodontite, uma vez que algumas variacdes genéticas sdo associadas a resposta

do hospedeiro ao biofilme dental dishiético (5, 6).

A inflamacdo se inicia com o desafio bacteriano de um biofilme disbiotico e se amplifica
com a resposta imunoldgica exacerbada, iniciada por meio do reconhecimento de patdgenos
bacterianos atraves das células dendriticas, conhecidas como células apresentadoras de
antigenos (9). Alguns fatores estéo relacionados com o estimulo para a producéo de citocinas,
entre eles fatores genéticos, que podem proporcionar alteracdes nos niveis de expressdo dessas

citocinas, assim como nas suas fungdes relacionadas a resposta imune inata e adaptativa; e a
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influéncia dessas no desenvolvimento e gravidade de doengas inflamatdrias, como a

periodontite (10).

Fatores ambientais e comportamentais, como habitos de higiene oral, dieta, tabagismo e
outros, podem estar associados com o desenvolvimento da doenga (11). Adicionalmente, a
periodontite pode estar relacionada a doengas sistémica e até influenciar no curso destas. Diante
dos altos indices da doenca, surge a necessidade de verificacdo e estudos sobre fatores
associados, com o objetivo de avaliar propostas voltadas para a prevencdo de forma global,
levando a uma reducdo no nimero de perdas dentarias, comprometimento sistémico e estético,

assim como melhoria na qualidade de vida dos individuos acometidos.

A identificacdo dos fatores genéticos relacionados as doengas e o estudo dos genes SEPT7
e FMNL1, associados com diversos mecanismos fisioldgicos (5, 12), podem ser determinantes
para o estudo e avaliagdo do risco clinico significativo de cada paciente. Pesquisadores tém
estudado as alteracdes genéticas que ocorrem em inflamagdes, infec¢bes e cancer, como, por
exemplo, os polimorfismos genéticos e frequéncias alélicas em genes especificos relacionados
as doencas em distintas popula¢es. Com isso, tem surgido grande interesse no reconhecimento
de polimorfismos de genes que podem ser utilizados para identificar uma relagcdo de protecéo,
risco e/ou gravidade de diversas doencas, inclusive as inflamatdrias (13). Abordagens atuais
sobre sequenciamento de genomas tornam-se comuns por meio de anotacfes descritivas que
fornecem a utilizacdo de dados para analises de fenotipos e doencas, assim como mutacoes que
podem ou ndo afetar o gene (14). Atualmente, existem poucos estudos sobre os genes SEPT7 e
0 FMNL e a relacdo destes com doencas nas diferentes populacGes. Mensurar a influéncia de
variantes genéticas nos genes SEPT7 e FMNL1 na periodontite € um desafio, dado que € preciso
avaliar a frequéncia desses SNVs em populacGes especificas, principalmente brasileiras, que
sdo populacbes miscigenadas e predominantemente negras, para que seja analisado por meio
de métodos estatisticos precisos e confiaveis e, deste modo, determinar a influéncia com base

em parametros significativos.

Nosso grupo realizou um GWAS para periodontite em individuos de Salvador-BA
(manuscrito em preparacdo para submissao) e os genes SEPT7 e FMN1 foram sugestivamente
associados a periodontite. Além disso, através de uma analise de interacdo funcional foi
observado forte ligacdo entre os genes. Sendo assim, esses genes foram selecionados para este
estudo. Dentro desse contexto, foram realizados 2 estudos inéditos até o momento na literatura
mundial, com variantes nos genes SEPT7 e o FMN1 e associagdo de variantes com a

periodontite. O primeiro estudo, sobre variantes dos genes SEPT7 e o FMNL, ja foi publicado
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e caracteriza e avalia a frequéncia alélica e o potencial regulatério desses SNV, além de
relacionar, através de uma busca na literatura, variantes nestes genes com doengas em outras
populacgdes (15). O segundo estudo, abordado nesta dissertacdo, investigou a associagdo entre
variantes genéticas nos genes SEPT77 e FMNL1 e a periodontite em uma populacéo brasileira.

A periodontite € uma doenca que interfere negativamente na qualidade de vida do
individuo, uma vez que compromete a cavidade bucal de forma significativa, prejudicando as
relacbes sociais e a autoestima do paciente, e proporciona o desenvolvimento de outras
comorbidades. Dessa forma, um melhor entendimento dos componentes genéticos relacionados
a periodontite pode explicar a diversidade de fenétipos clinicos entre grupos populacionais,
bem como susceptibilidade a doenca. 1sso nos permitird direcionarmos novas estratégias que
contribuirdo para a identificacdo de parametros clinicos auxiliando na identificacdo precoce da
doenca, controle de habitos e fatores de risco ambientais, tratamentos mais precisos com base
em informagdes genéticas viabilizando ao individuo uma melhor qualidade de vida, inclusive

para individuos que ja apresentem comorbidades.

Uma vez estabelecido o tratamento, € fundamental a regularidade das consultas de
acompanhamento e o estabelecimento de terapias especificas para cada grau da periodontite.
Em determinados individuos, por vezes, ha uma auséncia significativa de resultados
satisfatorios no tratamento, que podem ser por conta de uma resposta imunoldgica exacerbada,
ou uma supressdo de determinados mecanismos de defesas relacionados a variantes genéticas
ou regulada por fatores ambientais. Nesse sentido, espera-se que, em um futuro préximo, o
conhecimento sobre a relacdo das variantes genéticas e a periodontite possa auxiliar no
diagndstico, prognostico e no direcionamento de um tratamento mais personalizado, permitindo

mais seguranca e eficacia no tratamento dos pacientes.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FISIOPATOLOGIA DA PERIODONTITE

A periodontite € caracterizada por um processo inflamatério que compromete estruturas

essenciais do arcaboucgo dentario como a gengiva, 0sso e ligamento periodontal de individuos
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por meio da interacdo entre um biofilme dental disbiGtico e respostas imunoldgicas do
hospedeiro (16).

«— Dente
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Figura 1: Anatomia dos tecidos periodontais. Fonte: Adaptado de Lindhe e Lang (44).

As alteracGes periodontais desenvolvem-se através da formacdo do biofilme da placa
dental, fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo como aspectos genéticos, resposta imune
do hospedeiro, idade, estado de salde, fatores ambientais e estilo de vida, como tabagismo e
higiene que influenciam na gravidade e na severidade da periodontite (17, 18). Acredita-se que
a resposta inflamatdria, orquestrada pelo sistema imune e sob a influéncia de fatores ambientais
e genéticos do individuo, seja responsavel por 80% do comprometimento de estruturas

periodontais (5).

O processo de desregulacdo do sistema imunoldgico adaptativo e inato pode favorecer o
desenvolvimento da doenca periodontal. Esse processo se inicia com a ligacdo de determinados
antigenos bacterianos, peptideos, DNA/RNA viral e receptores Toll-like os quais sdo
responsaveis pela ativacdo das vias de transducdo dos sinais, objetivando eliminar patdgenos
invasores. Dentro desses fatores, temos o fator nuclear kappaB, importante para regulacéo,
proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos e macrofagos (17, 18). A ativacdo de proteinases
oriundas do hospedeiro propicia a perda de fibras presentes no ligamento periodontal, migracao
apical do epitélio juncional e a instalacdo do biofilme bacteriano na superficie radicular e,
consequentemente, a inflamacéo dos tecidos gengivais (7). Ocorre o recrutamento de células
do sistema imune como leucdcitos polimorfonucleares, linfocitos, macréfagos posteriormente,

a infiltracdo dessas celulas no tecido conjuntivo proximo a bolsa periodontal. Sendo assim,
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durante o processo inflamatdrio observa-se um aumento do namero de neutréfilos e leucocitos,
assim como na passagem desses mediadores através do fluido crevicular gengival por meio dos
espacos intercelulares, acarretando o processo de desintegracdo local do epitélio juncional e
formacdo de bolsas periodontais (4, 19). As citocinas exercem o papel de regular as interacGes
e as redes celulares entre macrdfagos, neutrofilos, células natural Killer, células T, fibroblastos,
células epiteliais dentre outros fatores como, por exemplo, interferon-gama, (IL)-1, IL-6, IL-
23, IL-17 e fator de necrose tumoral (18) (Figura 2).

As citocinas pré-inflamatdrias promoverdo a expressdo do RANK-L nas células T
auxiliares e osteoblastos, conhecido como um receptor do ligante nuclear kB (19). Os
fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos séo células importantes que sofrem regulacdo através
de diferentes mecanismos. Na presenca de fatores de viruléncia e citocinas pré-inflamatorias,
observa-se a producdo de metaloproteinases de matriz (MMPS) por fibroblastos, neutrofilos e
células do epitélio juncional, cuja funcdo das MMPs serd destruir as fibras colagénicas e
ligamentos e tecidos periodontais (4, 19). Uma vez recrutados, os neutréfilos atuam na
degradacéo tecidual através da inducdo da expressdo de metaloproteinases de matriz (MMP) e

substancias citotoxicas, como espécies reativas de oxigénio (ROS) (17) (Figura 2).

RANK-L liga-se a0 RANK (receptor-ativador do NF-xB), induzindo a osteoclastogénese
e promovendo a diferenciacdo de osteoclastos maduros, que sdo 0s que reabsorvem a matriz
Ossea. Ja a osteoprotegerina (OPG), por inibicdo competitiva, previne a ligacdo RANK-
RANKL. O aumento da concentracdo de citocinas pro-inflamatérias, que ocorre na
periodontite, pode elevar os niveis de RANKL e ativar os osteoclastos, bem como inibir a
atividade de OPG (20).

Os fibroblastos participam da remodelacdo do coladgeno devido a sua funcdo na formacao
da matriz e 0 TGF-p ¢ um dos componentes essenciais para a ativagdo, sinalizagdo e
proliferacdo desses fibroblastos (20,21). Dentre as citocinas envolvidas na fisiopatologia da
periodontite, a IL-13 foi descrita como capaz de reduzir a expresséo de MMP-1
(metaloproteinases de matriz 1) nos tecidos periodontais (22). A IL-13 é uma citocina produzida
pelos linfocitos T-helper tipo 2 (Th2) e atua na supressdo da producdo de citocinas pro-

inflamatérias por macréfagos e monacitos (23).
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Figura 2: Representacdo de mecanismos inflamatorios envolvidos na fisiopatologia da destruicdo tecidual e perda
6ssea da periodontite. A interacdo entre bactérias e células do hospedeiro que ocasiona a producéo de citocinas
pré-inflamatorias (I1L-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-alfa, IL-23 e IL-17). Fonte: Traduzido e modificado
de Abdulkareem et al (18).

Quando inflamado, o periodonto funciona como um deposito de bactérias gram-negativas
e subprodutos como citocinas pro-inflamatdrias e lipopolissacarideos (LPS) (16). Quando esses
microrganismos comecam a colonizacdo no biofilme bacteriano, inicia-se uma resposta
inflamatdria mais potente do hospedeiro, que favorece o desenvolvimento de uma inflamagéo
gengival significativa por meio do aumento da oferta de nutrientes que predispdem a
proliferacdo de patdgenos especificos como Porphyromonas gengivalis, chamado este processo
de “disbiose incipiente”. Na disbiose incipiente, sdo observados fatores inflamatérios oriundos
da resposta exacerbada dos microrganismos presentes no fluido crevicular genigival, como, por
exemplo, geracao de citocinas e espécies reativas de oxigénio que causam o processo de estresse
oxidativo, metaloproteinases de matriz e, como resultado, danos colaterais aos tecidos
periodontais, aumento da resposta inflamatoria, falha nos mecanismos inatos do sistema imune

e desenvolvimento da fase cronica da doenca periodontal (5).

Os principais microorganismos presentes na doenca periodontal sdo bactérias anaerobias
gram-negativas, Campylobacter rectus, Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Aggregactibacter actinomucetemcomitans
presentes na placa dentaria conhecida também como biofilme (16). Os microrganismos que
iniciam o processo de patogénese da periodontite sdo divididos em grupos distintos que se
relacionam entre si, 0 complexo de Socransky, que corresponde a 5 comunidades bacterianas

gue colonizam a placa subgengival, sendo o complexo vermelho, o principal (24).
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Figura 3: Associacdo entre espécies subgengivais (adaptado de Socransky), no qual a base da piramide apresenta
0s primeiros colonizadores, em seguida o complexo laranja, que estabelece a unido entre os primeiros
colonizadores com o complexo vermelho, predominante no biofilme nos estagios avancados da periodontite.
Fonte: Traduzido de Abdulkareen et al (18).

O controle da disbiose e a eliminacdo da Porphyromona gingivalis (Pg), principal
microrganismo do complexo vermelho, sdo o grande desafio do tratamento periodontal, uma
vez que a Pg desenvolveu rotas de escape por meio do sistema imune do individuo, a exemplo
da interferéncia na capacidade antibacteriana dos macréfagos que residem nos tecidos

periodontais (25).

A perda de insercdo por mediadores inflamatérios esta relacionada a perda 6ssea alveolar,
considerado um indicio patognomdnico da periodontite, que apresenta diferentes estagios
clinicos com base na idade do paciente, gravidade, localizacdo da perda éssea e quantidade de
lesbes (7). Osteoclastos sdo estimulados pela PGE2 (prostaglandina E2) e por outras citocinas
e mecanismos sinalizadores e identificados em bolsas periodontais. Consequentemente, estes
proporcionam a destruicdo dos tecidos que d&o suporte ao periodonto, levando a perda 6ssea na

regido dos alvéolos devido a desregulacdo entre a degradagdo e formagéo 0ssea (16).

2.2 FATORES DE RISCO PARA A PERIODONTITE



22

A complexa interacdo entre a presenca e manutencdo do biofilme dentério disbidtico, a
resposta inflamatdria do hospedeiro, fatores de risco ambientais, comportamentais, sistémicos
e genéticos estdo relacionados com o desenvolvimento desta doenga (26). Condi¢des ligadas ao
estilo de vida representam um grupo significativo de fatores de risco e podem apresentar
associacOes significativas no funcionamento do sistema imunoldgico, assim como na sua
funcéo e, para muitas patologias inflamatorias e de aspecto crdnico, habitos como estilo de vida,
tabagismo e alimentacdo inadequada sdo essenciais para a progressao e inicio da doenca (27).

O tabagismo interfere no sistema imunolégico com consequéncias na ativacao das células
inflamatorias, observado por meio do aumento do estresse oxidativo que provoca danos
celulares e reducdo da apoptose em diversos compartimentos celulares. O sistema imune de
fumantes apresenta sinais de disfuncdo por meio da maior producdo de autoanticorpos (28).
Devido ao fato da periodontite ser uma doenga inflamatodria, a vascularizagdo da regido afetada
torna-se fina e fridvel, facilitando a bacteremia e a dissemina¢do dos microrganismos para
celulas endoteliais e tecidos conjuntivos mais profundos (17). A Porphyromonas gingivalis
(Pg) é o principal periodontopatdégeno que acomete os tecidos periodontais e, quando
desregulado nesse meio, pode adentrar na corrente sanguinea, acarretando o desenvolvimento
de outras alteracdes sistémicas como doencas cardiovasculares, diabetes, artrite reumatoide,
Alzheimer e até mesmo alguns tipos de cancer (17, 26). Na fisiopatologia da doenca
periodontal, foram observadas diferentes rotas que estabelecem uma associacdo da DP com o
desenvolvimento de doencas sistémicas como hipertensao, diabetes, doencas cardiovasculares
e sindrome metabdlica (29, 30). As bactérias patogénicas estabelecem suas interacdes por meio
da disseminacéo através do sistema vascular, estabelecendo seus efeitos negativos oriundos da
inflamacéo periodontal, por intermédio do aumento da carga inflamatoria geral, que tem forte
relacio com a doenca arterial coronariana e diabetes. Sendo este Gltimo incluido na
Classificacdo de Doencas Periodontais e Peri-Implantares de 2017 e Condigdes como fator de

risco para a DP (29).

A periodontite consiste em uma alteracdo complexa, causada por componentes
influenciados por fatores genéticos e epigenéticos considerados fatores de risco especificos do
paciente (5). Determinados aspectos podem proteger ou favorecer o desenvolvimento da
periodontite. Estudos com biomarcadores genéticos através da analise das variantes genéticas
tém crescido com o objetivo de auxiliar no diagndstico precoce para prevencao e reducdo dos
agravos e comprometimentos periodontais e sistémicos. Estudos observaram que inimeras

variantes genéticas sdo capazes de codificar mediadores responsaveis pela homeostase do 0sso
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e sua relagdo com a suscetibilidade com a periodontite (30). Além disso, estudos mostram que
mecanismos epigenéticos tém a capacidade de determinar niveis de expressao génica, alteracbes
epigeneticas nas sequéncias de DNA e RNA, ativar ou desativar genes responsaveis pela
transcricdo ou torna-los aberrantes, alterando sua expressao (28).

2.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA PERIODONTITE

A periodontite € diagnosticada, principalmente, mediante parametros clinicos, como a
profundidade de sondagem, presenca do sangramento a sondagem e avaliacdo do nivel de
insergdo clinica (NIC), com o uso de uma sonda periodontal padronizada com referéncia a
juncdo amelocementéria (JAC). Nessa avaliagdo da JAC, observamos na periodontite a perda
de insercdo clinica por meio da avaliacdo da circunferéncia do dente erupcionado. A
profundidade de sondagem, o nivel de inser¢do clinica e o sangramento a sondagem séao
analisados por meio de seis sitios em cada dente (sitio vestibular, mésio-vestibular, disto-

vestibular, mésio-lingual, disto-lingual e lingual) (27, 28).

De acordo com a classificacdo atual, a gengivite é caracterizada pela presenca de
vermelhiddo e sangramento gengival em mais de 25% dos locais, enquanto a periodontite é
analisada por meio de parametros clinicos como: profundidade de sondagem, nivel de insercéo

e sangramento a sondagem, tal qual dispde-se na classificacdo abaixo: (27).

- Auséncia de periodontite: individuos que ndo se encaixam em nenhum dos critérios

listados na classificagdo como nimero de dentes com profundidade de sondagem >

4mm, presenga de perda de insercéo clinica > Imm e sangramento ao estimulo;

- Periodontite leve: 2 dentes ou mais com 1 ou mais sitios que apresentam profundidade

de sondagem > 4mm, com perda de insercdo clinica > Imm no mesmo sitio e

sangramento ao estimulo;

- Periodontite moderada: 2 dentes ou mais com 1 ou mais sitios com profundidade de

sondagem > 4mm, com perda de inser¢do clinica > 3mm no mesmo sitio e presenga de

sangramento ao estimulo;

- Periodontite grave: 2 dentes ou mais com 1 ou mais sitios com profundidade de
sondagem > S5mm, com perda de inser¢do clinica > 5Smm no mesmo sitio e presenca de

sangramento ao estimulo.
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Adicionalmente a avaliacdo de parametros clinicos, avaliagdes através de exames de
imagem sdo utilizados para auxiliar no diagnostico, monitoramento e tratamento da
periodontite. Na avaliacdo das estruturas periodontais, principalmente do osso alveolar, pode-
se observar imagens sugestivas de alteracGes Gsseas através da radiografia periapical, que pode
ter certas limitagOes, principalmente no diagnostico da periodontite leve a moderada, ja que
nesses estagios a perda Gssea ainda ndo esta acentuada. As pesquisas avangam na tentativa de
validar métodos mais robustos que auxiliem no progndstico, diagnostico e direcione o
tratamento desde a identificacdo de um caso de periodontite inicial como em casos mais

complexos (7).

O estabelecimento de uma rotina de higiene por meio de escovagdes regulares e do uso
de fio dental para a remocdo do biofilme dental (formado por bactérias, restos alimentares e
outras substancias, da saliva, por exemplo) é fundamental tanto para evitar o desenvolvimento
da gengivite e a progressdo para a periodontite; quanto durante o tratamento e acompanhamento
do individuo com periodontite (28, 29) A escovacao dentaria ndo é suficiente para remocao
completa do biofilme dentario, principalmente das regides interproximais dos dentes, locais
onde o uso do fio dental permite uma limpeza mais eficaz. (29, 30). Ha inUmeras bactérias no
biofilme dental e a forma como determinado hospedeiro responde aos mecanismos patogénicos

dessas bactérias depende de componentes genéticos, ambientais e imunologicos (31).

Entretanto, quando ocorre o desenvolvimento da periodontite, a conduta terapéutica pode
ser cirurgica ou ndo-cirargica, por meio da raspagem e alisamento radicular, na qual é removida
a placa e o célculo abaixo da margem gengival com o objetivo de reduzir o estimulo
inflamatdrio e alisar areas irregulares para dificultar a adesao e crescimento de bactérias. Além
disso, a utilizacdo de antibidticos, como metronidazol e amoxicilina, pode ser indicado para
uma terapia de suporte as condutas clinicas (32). A terapia convencional em pacientes com
periodontite consiste na remocao dos depdsitos bacterianos situados nas regides subgengival e
supragengival, remocao de fatores que facilitem a retencdo desses microrganismos e orientacdo
de higiene bucal (33).

2.4 GENES SEPT7 E FMN1 E VARIANTES GENETICAS

Os genes SEPT7 e FMNL1 foram sugestivamente associados a periodontite em um

GWAS em individuos de Salvador-BA (manuscrito em preparacdo para submisséo) e foi
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realizada uma anélise de interacdo funcional (Fig.1) de proteinas codificadas por esses genes
candidatos, usando STRING v10.0 (https://string-db.org). Nesta analise, foi observada uma
forte ligacdo entre eles.
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Figura 4: Analise da rede de interacdo funcional de proteinas codificadas pelos genes candidatos FMN1 e SEPT7
a periodontite, usando STRING v10.0. A cor da linha indica o tipo de evidéncia de interacdo entre os genes-
interacBes conhecidas: roxo- interagdes determinadas experimentalmente; preta- coexpressao e verde claro.

2.4.1 Gene SEPT7

O gene SEPT7 faz parte da familia das septinas que sdo proteinas que compdem o
citoesqueleto e sdo fundamentais no processo de divisdo celular, manutencdo da dinamica dos
microtubulos, actinas e atuam também no trafego de membranas celulares, microtdbulos, e
contribuem para a formacdo das barreiras de difusdo da membrana (31, 34). Em humanos,
podemos encontrar 13 genes da familia das septinas, dentre eles o SEPT7, que pode ser

encontrado também em células neuronais e dendriticas (31).

Em seres eucariotos para que diversos fendmenos metabdlicos ocorram de forma
organizada e eficiente, € necessaria uma compartimentalizacdo subcelular e, em adigéo a isto,
uma rede formada por fibras do citoesqueleto, cuja funcéo é coordenar e posicionar as organelas
celulares (35-37). Estudos genéticos descobriram que o SEPT7 é essencial para a citocinese de
células especificas como fibroblastos, fundamental também no processo da periodontite, dado
que a inflamacéo causada pelos microrganismos patogénicos tem a capacidade de destruir essas

células, comprometendo a integridade e a inser¢do dente-0sso (22).

2.4.2 Gene FMN1

O gene FMNL1 faz parte da familia da formina e é responsavel pela codificacdo de uma
proteina responsavel por atuar na formacdo de juncdes aderentes e polimerizacdo de cabos
lineares de actina (https://www.genecards.org) (38). Esse gene foi relacionado com a sindrome

de Cenanie-Lenz, classificada como uma oligossindactilia ndo sindrdmica de méos e pés que
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ocorre por conta de fusdes cuténeas e 6sseas completas (39). Esse mesmo estudo demonstrou a

importéancia do locus do gene FMN1 em relacdo ao desenvolvimento de membros em humanos.

A ampliacdo dos estudos sobre interacBes e variantes genéticas e a relagdo com o
desenvolvimento da periodontite, assim como o conhecimento acerca das interacdes
moleculares e do sistema imunoldégico podem fornecer informagfes essenciais sobre a
fisiopatologia da doenca periodontal e a elaboracéo de terapias preventivas por meio da analise

da influéncia das variantes genéticas.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a associacdo entre variantes genéticas nos genes SEPT77 e FMNL e a

periodontite em uma populacéo brasileira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar as variantes dos genes SEPT7 e FMNL e investigar a associacao entre
variantes genéticas nos genes SEPT77 e FMNL e a periodontite;

- Auvaliar o impacto funcional in silico das variantes analisadas em SEPT7 e FMN1 no
estudo de associacdo com a periodontite;

- Comparar a dosagem de citocinas (Eutaxina, Interferon gama, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17alfa, IL-1beta, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-ALFA) de individuos desse estudo e associar

com dados genéticos.
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RESUMO

Introducéo: A periodontite é uma doenca de carater inflamatdria, causada pela interagédo entre
o0 biofilme bacteriano dishiotico e a resposta imune do hospedeiro que afeta os tecidos de
suporte do dente e pode levar a perda da unidade dental. Por ser uma doenca complexa,
multifatorial, e de carater poligénico, podem estar envolvidos aspectos genéticos, ambientais e
sistémicos. Variantes genéticas podem influenciar na resposta imunologica e em outros
mecanismos, como 0s que podem ser regulados por variantes dos genes SEPT7 e FMN. Genes
relacionados ao processo de divisdo celular através da dindmica dos microtubulos e filamentos
de actina. Objetivo: Investigar a associacdo de variantes genéticas nos genes SEPT7 e FMN1
com a periodontite. Métodos: Estudo transversal desenvolvido com 506 participantes do
Programa para Controle de Asma na Bahia, classificados com presenca (n=117) ou auséncia
(n=389) de periodontite. Realizou-se uma entrevista para obtencdo de dados e um exame oral
completo. Para o diagndstico de periodontite os individuos apresentavam pelo menos 4 dentes
com > 1 sitio com profundidade de sondagem > 4 mm; nivel de inser¢do clinica > 3 mm e
sangramento ao estimulo no mesmo local. A genotipagem foi realizada utilizando o kit Illumina
Infinium Multi-Ethnic AMR/AFR-8. A analise de associacdo foi elaborada no software Plink
1.9 através da regressao logistica multivariada ajustada para as covariaveis idade, obesidade,
respiracdo bucal, uso de fio dental, asma e ancestralidade. As plataformas NCBI, RegulomeDB,
Haploview 4.2, rSNPBase e Gtex foram usadas para as analises in silico. Resultados: 5 SNV
do gene SEPT7 foram associados positivamente a periodontite, e dos 15 SNV do gene FMNL,
8 foram associados posivitivamente e 7 negativamente. Foram observados desfechos
relacionados a idade e ao uso de fio dental, no qual possuir determinado SNV pode estar
associado de forma positiva ou negativa ao desenvolvimento da periodontite. As citocinas IL-
5 e a IL-13 foram associadas aos SNV do SEPT7 (rs12532523 e rs6462629); e variantes do
FMN1 foram associadas as citocinas interferon-gama, IL-17A, IL-10 e IL-5. Discusséao:
Primeiro estudo de associagdo de variantes dos genes candidatos SEPT7 e FMN1 com a
periodontite. Variantes genéticas desses genes foram associados a periodontite em um estudo
de ampla varredura genémica (GWAS) em uma populacéo brasileira, com limita¢cGes no que se
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refere a comparagdes com outros estudos por conta da escassez de relatos sobre esses genes e
a doenca em questdo. A andlise de interacdo gene-ambiente revelou que existe uma relacéo
entre variantes genéticas estudadas e o desenvolvimento de periodontite baseado em
covariaveis como idade e uso de fio dental. Concluséo: Variantes nos genes SEPT7 e FMN1
apresentaram associacdo com periodontite, reforcando a influéncia da genética no
desenvolvimento da periodontite e a necessidade de novos estudos que corroborem com 0S
dados encontrados.

Palavras-chave: Variante genética, periodontite, SEPT7, FMNL.

ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease, caused by changes between the
bacterial biofilm and the host’s immune response. When an imbalance occurs between the
control of bacterial plaque, pathogenic bacteria, and the individual’s immune response, the
process of pathogenesis of periodontitis begins, in which genetic, environmental and systemic
aspects are involved. Objective: To investigate the influence of genetic variants in the SEPT7
and FMN1 genes on periodontitis and the immunoinflammatory responses that favor the
progression of the disease Methods: The study involved 506 individuals from Salvador/Bahia-
Brazil, in which they were classified as having periodontitis (n=117) and without periodontitis
(n=389). Genotyping was performed using the Illumina Infinium Multi-Ethnic AMR/AFR-8
kit. The association analysis was carried out using the Plink 1.9 software using multivariate
logistic regression adjusted for age, obesity, mouth breathing, dental flossing, asthma and
ancestry. The NCBI, RegulomeDB, Haploview 4.2, rSNPBase and Gtex platforms were
analyzed in in silico analyses. Results: 5 SNVs from the SEPT7 gene were positively associated
with periodontitis, and of the 15 SNVs from the FMN1 gene, 8 were positively associated and
7 negatively. Outcomes related to age and flossing were observed, in which having a certain
SNV may be positively or negatively associated with the development of periodontitis.
Cytokines such as IL-5 and IL-13 were associated with SEPT7 SNVs (rs12532523 and
rs6462629). In the FMNL1 gene, the associated cytokines were interferon-gamma, IL-17A, IL-
10 and IL-5. Discussion: First study linking genetic variants of the SEPT7 and FMNL1 genes
with periodontitis. The genes analyzed participate in specific processes in the formation and
structure of microtubules, essential in fibroblast cytokinesis (SEPT7) and in the polymerization
of actin filaments (FMN1). These genes were associated with periodontitis in a genome-wide
scanning study (GWAS) in a Brazilian population, with limitations regarding comparisons with
other studies due to the scarcity of reports on these genes and the disease in question.
Conclusion: New studies on the association of genes and the relationship with periodontitis, as
well as the association with other diseases that lead to the development of this disease, are
essential for analyzing genetic aspects in order to prevent or treat the disease early and
accurately. Studied. This gene-environment interaction analysis revealed that there is a
relationship between the genes studied and the development of periodontitis based on covariates
such as age and flossing.

Keywords: Genetic variant, periodontitis, SEPT7, FMN1
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1 INTRODUCAO

A periodontite é resultado de interacdes significativas entre a resposta imune
inflamatoria e o biofilme dental disbi6tico causando uma inflamacdo exacerbada dos tecidos
adjacentes responsaveis pela sustentacdo dos dentes (5). A presenca e manutencdo da placa
bacteriana colonizada por patégenos periodontais, destacando-se as bactérias anaerdbias gram-
negativas especificamente do complexo vermelho, tornam o individuo mais suscetivel para que
a infeccéo inicial evolua para uma infecgdo cronica (25).

Durante este processo inflamatério, os patdgenos periodontais recrutam macréfagos e
outras células de defesa que estimulam a producdo de inimeras citocinas pro-inflamatérias
como interleucinas, prostaglandinas E2 e fator de necrose tumoral (TNF-a), IFN-y, IL-17A, IL-
10, IL-5 e IL-13 (21). Alguns fatores estdo relacionados com a produgdo de citocinas, dentre
eles, fatores genéticos que podem proporcionar alteracbes nos niveis de expressdo dessas
citocinas, assim como nas suas fungdes relacionadas a resposta imune inata e adaptativa (10).

Diante dos altos indices da doenca, surge a necessidade de verificacdo e estudos sobre
fatores associados com o objetivo de avaliar propostas voltadas para a prevencdo de forma
global, proporcionando uma reducdo no numero de perdas dentarias, comprometimento
sistémico e estetico, bem como melhoria na qualidade de vida dos individuos acometidos. Sem
um tratamento ou medidas terapéuticas de controle, a periodontite evolui com o passar da idade
e diferencas entre raca, populacéo e etnia representam fatores significativos para esta doenca
(9, 10). No que se refere a essa variacao, a hereditariedade e as variantes genéticas caracterizam
aspectos a serem analisados em conjunto (11, 12), posto que interferem diretamente no grau de
severidade da doenca, como também no seu tratamento. Tem surgido grande interesse no
reconhecimento de variantes alélicas (SNV) de genes que podem estar associados e serem
utilizados para auxiliar a identificar o risco e/ou gravidade de periodontite (13, 14).

Os genes SEPT7 (Septin 7) e FMN1 (Formin 1) foram sugestivamente associados a
periodontite em um Estudo de Ampla Varredura Gendmica (GWAS) para periodontite em
individuos de Salvador-BA; e apresentam grande interacdo entre si (15). O gene SEPT7 faz
parte da familia das septinas que sao proteinas que compdem o citoesqueleto e sdo fundamentais
no processo de divisdo celular, manutencdo da dindmica dos microtubulos, actinas e atuam
também no trafego de membranas celulares (16). Em humanos, podemos encontrar 13 genes da
familia das septinas, dentre eles 0 SEPT7 que pode ser encontrado também em células neuronais
e dendriticas (16).
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O gene FMNL é responsavel por codificar a proteina formina, que atua na polimerizacao
de filamentos de actina e, em um estudo feito por Grant e colaboradores (16) identificaram
proteinas associadas ao citoesqueleto, como as queratinas e actinas ao analisar o fluido
crevicular gengival relacionado a destruicdo por invasdo bacteriana na periodontite, além de
observar que a presenca de actinas pode estar ligada a reabsorcdo dssea reforcando a
importancia para novas pesquisas associados ao FMN1.

Dessa forma, a genética, os fatores ambientais e comportamentais associados interferem
diretamente na composicdo do biofilme, do mesmo modo na resposta imune inflamatéria do
individuo, formando um fendtipo bioldgico diverso e que dificulta o desenvolvimento de
estratégias voltadas para prevencao (1). Neste sentido, o objetivo desse estudo foi investigar a
associagdo de variantes genéticas nos genes SEPT7 e FMN1 com a periodontite. A ampliacéo
dos estudos sobre interacfes genéticas e variantes genéticas e a relacdo com o desenvolvimento
da periodontite podem fornecer informacbes essenciais para avaliagdo do risco clinico

significativo de cada individuo e a elaboracdo de terapias seguras e mais eficazes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULACAO DE ESTUDO E APROVACOES ETICAS

Estudo transversal realizado com 506 individuos, participantes de uma coorte de asma
da Fundacdo ProAR em Salvador/Bahia — Brasil. Através de um questionario e entrevista,
foram obtidas informacGes sobre caracteristicas sociodemograficas, habitos e estilo de vida,
histérico médico e odontoldgico e acesso a cuidados de salde bucal. O consentimento
informado por escrito foi obtido de cada individuo. A aprovacdo ética foi obtida pelo Comité
Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil (CONEP n° 15782) com Certificado de Apresentacdo
para Apreciacdo Etica (CAAE) nimero 25000.013834/2010-96.

2.2 AVALIACAO E DIAGNOSTICO PERIODONTAL

Ap0s a entrevista, os participantes da pesquisa foram encaminhados para um exame oral
completo realizado por um Unico examinador (periodontista) previamente treinado. Para o

diagndstico de periodontite, foram estabelecidos parametros de acordo com Gomes-Filho e
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colaboradores (17) que envolvem niveis clinicos de inser¢do, profundidade de sondagem,
sangramento a sondagem e indice de placa visivel. Os individuos foram classificados como
presenga, quando possuiam no minimo 4 dentes com 1 sitio de profundidade de sondagem > 4

mm; nivel de insercdo clinica > 3 mm e sangramento sob estimulo; ou auséncia de periodontite

7).

2.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO E GENOTIPAGEM

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico de acordo
com o protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen). A genotipagem foi realizada
usando a plataforma Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, lllumina). Neste trabalho,
informacGes genéticas foram extraidas das posicdes localizadas, 35840596 a 35946720,
no cromossomo 7 (SEPT7); e de 33057745 a 33486915, posi¢des localizadas no cromossomo
15 (FMNL1), versdo do genoma: GRCh37.

2.4 ANALISE FUNCIONAL IN SILICO

Foram elaboradas analises funcionais in silico para cada SNV dos genes SEPT7 e FMN1,
desse estudo, cujas informacGes podem ser encontradas em repositorios de variantes dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Dados referentes ao Desequilibrio de Ligacdo (DL)
estabelecem associacdes de alelos presentes em loci diferentes, mas no mesmo cromossomo,
calculado por meio do software Haploview 4.2, baseado no intervalo de confianca no valor r2.
Os valores da analise de DL sdo demonstrados em forma de percentuais. Ao analisar o r?, o
valor acima de 80% (r>> 0,8) representa uma correlagio alta entre os SNV. O impacto funcional
de cada SNV foi extraido do banco de dados do Haploreg v4., analisando-se os tecidos
envolvidos e tipos de células. Para a analise sobre o potencial regulatérios das variantes,
utilizou-se o banco de dados RegulomeDB (www.regulomedb.org), considerado um conjunto
de dados experimentais de ENCODE (Encyclopediaof DNA Elements).

As analises foram realizadas com base na influéncia na expressdo dos genes em relagédo
a fungdo da proteina e como ligagdo do fator de transcricdo. PontuacbGes de 1 a 7 no
RegulomeDB indicam a probabilidade do impacto funcional do SNV na expressdo génica, no

qual pontuacdes variando de 1 a 3 podem interferir na ligacdo do fator de transcricéo;
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pontuacOes de 4 a 6 apresentam menos informacgdes vinculadas e ainda ndo ha informacbes
sobre a pontuacéo 7. A plataforma SNPStats (www.snpstats.net) foi utilizada para analise gene-
ambiente e gene-gene (gene-score).

2.5 ANALISE DE CITOCINAS

As concentragcdes séricas de citocinas foram mensuradas usando o kit de ensaio
HCYTOMAG-60 K (Bio-Rad Laboratérios, Hercules, CA, EUA). As citocinas analisadas
foram Eutaxina, Interferon-gama (y), IL-10, IL-12,IL-13, IL-17ALFA, IL-1BETA (B), IL-5,
IL-6, IL-8, TNF-alfa (o) . Na analise de citocinas, foram realizados o teste de normalidade nas
variaveis, testes de Kolgomorov-smirnov e de Shapiro-wilk, que apresentaram concordancia
em todas as respostas com valores de p < 0,05. Contudo, o teste ndo paramétrico prevalece por
conta da preferéncia da distribuicdo ndo normal. Para as variaveis dos SNVs dos modelos
aditivos, foram utilizados os testes ndo paramétricos de Kruskall-Wallis e, para os modelos

dicotdmicos recessivos e dominante, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para o controle da qualidade, foram aplicados os seguintes filtros: equilibrio de Hardy-
Weinberg <0.05, taxa de genotipagem <0.98 e frequéncia do menor alelo (MAF) <1%. As
andlises de associacdo de variantes genéticas nos genes SEPT7 e FMN1foram realizadas por
regressao logistica ajustada para as covariaveis idade, obesidade, habito de respirar pela boca,
uso de fio dental, asma e componente principal de ancestralidade 1, em trés modelos — aditivo,
dominante e recessivo, através do software PLINK 1.9. Os resultados foram apresentados
utilizando valores de odds ratio (OR), sendo considerado associacdo positiva (OR1) e
associacdo negativa com a periodontite (OR<1); intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e
foram considerados estatisticamente significativos para valor p e valor p permutacional 10.000
vezes quando menor ou igual a 0,05. A interacdo gene-gene e a interacdo gene-ambiente foram
realizadas na plataforma SNPStats (https://snpstats.net) através de um modelo de regressao
logistica entre SEPT7 e FMN1 com periodontite. Foi avaliada a influéncia das variantes

genéticas de SEPT7 e FMNL1 na producdo de citocinas, conforme descrito no item 2.5. As
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analises foram realizadas no SPSS versao 20.0 e os gréficos em R versdo 4.0.3 (R: The R Project

for Statistical Computacéo, sd).

3 RESULTADOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi composto por uma populacao formada por 506 individuos, 83,2% mulheres
(421) e 16,8% homens (85). A Tabela 1 sumariza as frequéncias absolutas e relativas das
caracteristicas da populacdo estudada (n = 506), comorbidades, historico odontologico e habitos

de saude dos individuos.

Tabela 1 - Caracterizagdo da populacdo de estudo. Descrigdo dos participantes com e sem periodontite quanto a
parametros demograficos, presenca de morbidades e salde bucal.

Sem periodontite (%)  Com periodontite (%)  p-valor*

Caracteristica

n =389 n=117
> 39 anos 253 (65,0) 88 (75,2) 0,04
Mulher 327 (84,1) 94 (80,3) 0,345
Idade escolar <4 325 (83,5) 80 (68,4) <0,001
Comorbidades
Sobrepeso (IMC > 25) 265 (68,1) 91 (77,8) 0,045
Obesidade (IMC > 30) 102 (26,2) 47 (40,2) 0,004
Hipertensdo 99 (25,5) 43 (36,8) 0,017
Diabetes 18 (4,7) 9(7,7) 0,196
Cardiopatia 10 (2,6) 8 (6,8) 0,029
Hipercolesterolemia 43 (11,1) 15 (12,80) 0,599
Asma 219 (56,3) 95 (81,2) <0,001
Histérico odontoldgico
Respiracéo bucal 228 (58,6) 91 (77,8) 0,000
Nunca ou > 1 ano/dentista 204 (52,4) 76 (65,0) 0,017
Dente permanente perdido 335 (86,1) 110 (94,0) 0,021
Presenca de m& oclusdo 270 (69,4) 92 (78,6) 0,053
Habitos de higiene bucal
Uso de fio dental 221 (56,8) 45 (38,5) 0,000
Uso de enxaguante bucal 148 (38,1) 52 (44,4) 0,215
Troca de escova em menos de 4 269 (69,2) 77 (65,8) 0,496
meses

*Qui-quadrado de Pearson (31)
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3.2 ASSOCIACAO ENTRE VARIANTES DO SEPT7 E FMN1 E A PERIODONTITE

Foram analisados 16 SNVs do SEPT7 e 286 do FMN1, sendo significantemente
associados com periodontite cinco SNVs do gene SEPT7 e 15 SNVs do gene FMNL, avaliados
nos modelos genéticos aditivos, recessivos e dominantes. Na Tabela 2, foram listados 0os SNVs
associados com periodontite, alguns apresentaram nos trés modelos, enquanto outros, com

associacdo apenas em modelos especificos, seja dominante, aditivo ou recessivo.

No gene SEPT7, as cinco variantes foram positivamente associadas. O rs10232178- A e
0 rs62452828- A foram associados nos modelos aditivo (OR 1,79 e IC 95% 1.27-2.52; OR 1.67
e IC 95% 1.19-2.34, respectivamente), dominante (OR 1.99 e IC 95% 1.26-3.16; OR 1.98 e
1C95% 1.25-3.13, respectivamente) (Tabela 2) e, no recessivo, apenas o SNV rs19232178 (OR
2.30 e 1C95% 1.17-4.52). Esses SNVs apresentam alto desequilibrio de ligagdo (r?=0,97)
(Figura 1A), evidenciando uma alta probabilidade de serem herdados juntos, e aumentam a
chance do individuo de desenvolver a periodontite. O rs2893514-A apresentou associacao nos
modelos aditivos (OR 1.72 e IC 95% 1.22-2.38), dominante (OR 1.97 e IC 95% 1.24-3.13) e
recessivo (OR 2.02 e IC 95% 1.05-3.87). O rs6462629-A apresentou associacdo nos modelos
aditivos (OR 1.59 e IC 95% 1.15-2.21) e dominante (OR 1.84 e IC 95% 1.14-2.95). Na analise
do desequilibrio de ligacéo, esse SNV junto com o rs62452828 estdo em alto desequilibrio de
ligacdo (r?=0,83) (Fig 1A). O rs12532523-G demonstrou associacdo apenas no modelo
dominante (OR 3.20 e IC 95% 1.22-8.39).

No gene FMNL1, dos 15 SNV analisados, oito SNVs apresentaram associacdo positiva e
sete SNVs, associacdo negativa com a periodontite (Tabela 2). Entre os SNVs do gene FMN1
associados positivamente a periodontite estdo o rs74011985- C nos modelos aditivos (OR 1.58
e IC 95% 1.05 -2.34) e dominante (OR 1.73 e IC 95% 1.09-2.75); o rs345800- G no modelo
dominante (OR 1.64 e IC 95% 1.05-2.55). O rs66965190- A apresentou associacdo
positivamente apenas no modelo aditivo (OR 1.44 e IC 95% 1.01-2.08). No modelo dominante,
0 rs12899690- A demonstrou associacao positivamente a periodontite (OR 3.36 e IC 95% 7.12-
1.58), assim como o rs41473744 (OR 2.64 e IC 95% 5-1.4). Ainda no modelo dominante, os
seguintes SNVs também apresentaram associacdo positiva: rs345749- A (OR 2.12 e IC 95%
3.61-1.24); 0 rs28552593- G) (OR 1.96 e IC 95% 3.67-1.05) e 0 rs17229020- G (OR 2.41 e IC
95% 5.72-1.02).
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Entre os SNVs associados negativamente estdo o rs12438573- T, no modelo dominante
(OR0.33 e 1C 95% 0.15-0.78), 0 rs61123978-A associado no modelo aditivo (OR 0.6 e IC95 %
0.36-0.96) e no modelo dominante (OR 0.5 e IC 95% 0.08-0.29). O rs16966391-A também
apresentou associacao negativa no modelo dominante (OR 0.56 1C 95% 0.355-0.89), tal qual o
rs73370857-A (OR 0.42 e IC 95% 0.18-0.97) e 0 rs79009592- G (OR 0.22 e IC 95% 0.05-
0.98). No modelo recessivo, 0 rs2306277- G e 0 rs1871362- G também apresentaram associacao
negativa com a periodontite (OR 0.43 e IC 95% 0.23-0.80) (OR 0.45 e I1C 95% 0.21-0.95)

respectivamente.

Tabela 2: : AssociacGes estatisticamente significantes entre variantes do gene SEPT7 e a periodontite.

SEPT7
Sem Com
SNV Al/A2 Modelo Genétipo periodontite  periodontite  OR*  1C95% p-valor perm p
(%) (%)
cC 180(46.4%) 38(32.5%)
ADD CA 171(441%)  62(53%) 179 128252 00007661 _0o0
AA 37(9.5%) 17(14.5%)
rs10232178 A/C cC 180(46.4%) 38(32.5%)
DOM 199 1.26-3.17 0.003259 0.003624
AA+CA 208(53.6%) 79(67.5%)
CC+CA 351(90.5%) 100(85.5%)
REC 230 1.17-453 0.01539  0.01384
AA 37(9.5%) 17(14.5%)
GG 180(40.9%) 38(32.5%)
ADD GA 169(43.4%) 63(53.8%) 1.68 1.20-2.34 0.002571 0.003288
rs62452828 A/G AA 40(10.3%) 16(13.7%)
GG 180(46.3%) 38(32.5%)
DOM 1.99 1.25-3.14 0.003602 0.003547
AA+GA  209(53.7%) 79(67.5%)
CcC 180(46.3%) 38(32.5%)
ADD CA 169(43.4%) 61(52.1%) 1.71 1.23-2.38  0.001494 0.001445
AA 40(10.3%) 18(15.4%)
rs2893514 A/C CcC 180(46.3%) 38(32.5%)
DOM 1.98 1.25-3.13 0.003701 0.004177
AA+CA  209(53.7%) 79(67.5%)
CC+CA 349(89.7%) 99(84.6%)
REC 2.02 1.06-3.88 0.03375  0.04751
AA 40(10.3%) 18(15.4%)
GG 159(40.9%) 34(29.1%)
ADD GA 181(46.5%) 62(53%)  1.59 1.15-2.21 0.004761 0.006614
rs6462629 A/G AA 49(12.6%) 21(18%)
GG 159(40.9%) 34(29.1%)
DOM 184 1.15-2.95 0.01119 0.01126
AA+GA  230(59.1%) 83(70.9%)
AA 373(95.9%)  109(93.2%)
rs12532523 G/A DOM 3.21 1.22-834 0.01761 0.0142
GG+AG 16(4.1%) 8(6.8%)

Tabela 3: Associacdes estatisticamente significantes entre variantes do gene FMN1 e a periodontite.
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FMN1
SNV AL/A2  Modelo  Gendtipo ~ Periodontite periodontite ~ OR*  1C95% vzflor perm p
(%) (%)
AA 325 (83.5%) 110 (94%) 0.15-
rs12438573  TIA DOM 0.34 0.011  0.013
TT+AT 64 (16.5%) 7 (6%) 0.78
cc 275 (70.7%) 95 (81.2%)
ADD CA 107 (27.5%) 19 (16.2%) 0.59 %%% 0.035  0.039
rs61123978  A/C AA 7 (1.8%) 3 (2.6%)
cc 275 (70.7% 95 (81.2% ]
DOM (70.7%) BL2%) 149 0% G011 0010
AA+CA 114 (29.3%) 22 (18.8%) 0.29
GG 213 (54.8%) 76 (65%) 0.35-
rs16966391  A/G DOM 0.56 ' 0.016  0.013
AA+GA 17 (45.2%) 41 (35%) 0.89
AA 289 (74.3%) 73 (62.4%)
ADD AC 91 (23.4%) 40 (34.2%) 1.57 12%3 0.029  0.038
rs74011985  CIA cc 9(2.3%) 4 (3.4%)
AA 289 (74.3%) 73 (62.4%)
DOM 1.73  1.09-27 0021 0.019
CC+AC 100 (25.7%) 44 (37.6%)
AA 210 (54%) 51 (43.6%) 1.05-
rs345800 GIA DOM 1.64 ' 0.028  0.026
GG+AG 179 (46%) 66 (56.4%) 2.56
GG 252 (64.8%) 63 (53.8%)
rs66965190 A/G  ADD GA 110 30.6%)  47(402%) 145 SO0 0045 0035
AA 18 (4.6%) 7 (6%)
GG 338 (86.9%) 109 (93.2%) 0.18-
rs73370857  AIG DOM 0.42 ' 0.043  0.031
AA+GA 51 (13.1%) 8 (6.8%) 0.98
AA 360 (92.5%) 115 (98.3%) 0.05-
rs79009592  G/A DOM 0.22 0.048  0.030
GG+AG 29 (7.5%) 2 (1.7%) 0.99
AA+AG 296 (76,1%) 102 (87,2%) 0.23-
rs2306277 GIA REC 0.43 ' 0.008  0.007
GG 93 (24%) 15 (88,2%) 0.80
AA+AG 332(85,3%) 107(91,4%) 0.22-
rs1871362 GIA REC 0.45 0.037  0.038
GG 57(14,6%) 10(8,5%) 0.95
GG 368(94.6%) 101(86.3%) 7 12-
rs12899690  A/G DOM 3.36 ' 0.002  0.0009
AA+GA 21(5.4%) 16(13.7%) 1.58
GG 357(91.8%) 96(82.1%) 4.99-
rs41473744  AIG DOM 2.64 0.003  0.0022
AA+GA 32(8.2%) 21(17.9%) 1.39
GG 125(32.1%) 23(19.7%) 3.62-
rs345749 AIG DOM 2.12 ' 0.006  0.005
AA+GA 264(67.9%) 94(80.3%) 1.24
AA 348(89.5%) 97(82.9%) 3.66-
rs28552593  GIA DOM 1.96 0.035  0.045
GG+AG 41(10.5%) 20(17.1%) 1.05
AA 373(95.9%) 107(91.5%) 5.79-
rs17229020  GIA DOM 2.42 ' 0.045  0.026
GG+AG 16(4.1%) 100(8.5%) 1.02
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Legenda da Tabela 3: A1/A2- menor alelo / alelo selvagem; ADD- modelo aditivo;, DOM- modelo dominante;
REC- modelo recessivo; OR- odds ratio; 1C95%- intervalo de confianga- 95%, p-valor - valor de p estatisticamente
significante < 0.05 (valores em negrito) perm p- valor de p permutacional.

3.3 DESCRICAO DE FREQUENCIA E IMPACTO FUNCIONAL DAS VARIANTES
ESTUDADAS ASSOCIADAS A PERIODONTITE

Em relacdo ao gene SEPT7, as variantes genéticas que tiveram a maior frequéncia do
menor alelo na populacéo estudada foram rs2893514 e rs6462629 com um MAF variando entre
34% e 37%, ambos apresentam funcgéo intrénica. Em relacdo ao gene FMN1, as variantes
genéticas que mostraram maior frequéncia do menor alelo foram rs1871362, rs12904870 e
rs2306277, com um MAF variando entre 38% e 48%. Os outros alelos sdo introns e apenas o
rs2306277 apresenta a funcdo missense, que pode impactar na sequéncia de codificacdo. Nas
analise das variantes genéticas na plataforma RegulomeDB, as pontuagdes mais significativas
dos SNVs dos genes estudados foram os rs345800, rs74011985 e rs2306277 do FMNL1 (Tabela
4).

Tabela 4: Descricdo genética e funcional das variantes dos genes SEPT7 e FMNL.

SEPT7
SNV MAF Al A2 Funcéo RegulomeDB (score) HWE
rs10232178 0.34 A C intron 5 (0,13) 0,55
rs62452828 0.34 A G intron 6 (0,49) 0,44
rs2893514 0.34 A C intron 5 (0,13) 0,92
rs6462629 0.38 A G intron 6 (0,372) 0,70
rs12532523 0.02 G A intron 6(0,2167)
FMN1
SNV MAF Al A2 Funcéo Regulome DB (score) HWE
rs12438573 0,073 T A intron 6 (0,627) 0,74
rs61123978 0,144 A C intron 6 (0,091) 1
rs16966391 0,245 A G intron 5(0,134) 0,90
rs74011985 0,155 C A intron 2b (0,741) 0,73
rs345800 0,275 G A intron 1f (0,553) 0,37
rs66965190 0,213 A G intron 4 (0,704) 0,59
rs73370857 0,0612 A G intron 5(0,134) 0,42
rs79009592 0,0306 G A intron 5 (0,69) 1
rs2306277 0,461 G A missense 2b (0,866) 1
rs1871362 0,381 G A intron 5(0,589) 0.25



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2306277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2306277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs74011985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2306277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs62452828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs12438573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs74011985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs79009592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs2306277
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rs12904870 0,454 A G intron 5(0,416) 0,53

Legenda da Tebela 4: SNV: variante de nucleotideo tUnico. MAF: frequéncia de menor alelo. A1: menor alelo. A2:
alelo ancestral. DBSNP: funcdo em DBSNP. RegulomeDB: Previsdo para SNV do RegulomeDB. HWE:
Equilibrio de Hardy Weinberg.

3.4 ANALISE DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Considerando o coeficiente de determinacéo r2>0,8 como forte desequilibrio de ligacéo,
algumas variantes demonstraram valores que refletem alta correlagéo entre si no gene SEPT7:
rs10232178 e rs62452828 (r?=0,978), rs2893514 e rs10232178 (r2 = 0,987), rs2893514 ¢
rs62452828 (r2 = 0,974), rs2893514 e rs6462629 (r2 = 0,837), rs6462629 e rs10232178 (r2 =
0,841), bem como rs6462629 e rs62452828 (r2 = 0,829)(Fig. 1A). Na anélise do desequilibrio
de ligacdo entre os SNVs do gene FMN1, foram observadas variantes apenas com baixa
correlagéo: rs16966391 e rs61123978 (r2 = 0,519).

rs74011985
rs12438573
1S73370857
rs66965190 —
rs12904870
rs79009592
rs1871362
152306277 —]
rs345800
rs16966391
rs61123978

Block 1 (0 kb)
408 409

rs10232178
rs62452828 -

rs2893514
16462629 -

89 61 15 94 68
63 19 47 ] 1 14 85

rs16966391
rs61123978

Block 1 (63 kh)
4

51

N Elock 1 (0 kb)
o 408 400

Figura 5: Analise do desequilibrio de ligagao (DL) realizada no programa Haploview usando o R? para os SNV
associados no gene SEPT7 (Figura 1A) e FMN1 (Figura 1B, SNVs com significancia no desequilibrio de liga¢éo;
e 1C, panorama geral do desequilibrio de ligacéo). A intensidade da cor e o valor no quadrado, considerado valores
de r2 em uma escala em que quadrados sélidos em preto (r2 > 0,8) expressam correlagdo alta, em escala de cinza
expressam correlacdo intermediaria e em branco mostram correlagéo baixa, representando o grau de confianca no
valor de R%e o quanto os SNV estdo em desequilibrio de ligagéo.

3.5 ANALISE DE INTERACAO GENE-AMBIENTE

Foram realizadas andlises de interagdo gene-ambiente nos genes desse estudo, nos
modelos aditivos, recessivo e dominante. Na analise entre variantes genéticas, uso de fio dental
e periodontite, no gene SEPT7, houve significAncia estatistica no modelo recessivo nos SNVs

listados na tabela 5. Individuos com os genétipos C/C e A/C da variante rs2893514 e que usam
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fio dental possuem associacdo negativa com a periodontite [OR (1C95%) 0.39 (0.24-0.63) p-
valor 0.036] quando comparados com individuos que possuem o mesmo gendtipo e que ndo
usam fio dental (Tabela 1). Além disso, considerando apenas os individuos que usam fio dental,
aqueles com gendtipo A/A estdo 3.93 vezes mais associados com periodontite [OR (1C95%)
3.93 (1.64-9.42) p-valor 0.036] quando comparados com os genotipos C/C e A/C.

Individuos com gendtipos G/G e A/G da variante rs6462629 e que usam fio dental
possuem associacao negativa com a periodontite [OR (1C95%) 0.37 (0.23-0.61) p-valor 0.019]
quando comparados com pessoas que apresentam o mesmo genotipo e que ndo usam fio dental.
Ao considerar todos os individuos que usam fio dental, a presenca do genétipo A/A aumenta
em 3.70 vezes a chance de apresentar periodontite [OR (1C95%) 3.70 (1.63-8.39) p-valor 0.019]

em relagcdo aos demais gendtipos.

Em relacdo a variante rs10232178, individuos com gendtipos C/C e A/C e que usam fio
dental possuem associagdo negativa com a presenca de periodontite [OR (1C95%) 0.39 (0.24-
0.63) p-valor 0.036] quando comparados a pessoas com 0 mesmo genotipo e que ndo usam fio
dental. Aqueles com genotipo A/A possuem 4.40 mais chances de desenvolver periodontite
[OR (I1C95%) 4.40 (1.82-10.64) p-valor 0.036] do que pessoas que usam fio dental e possuem

genotipos C/C ou A/C da mesma variante genética.
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Tabela 5: Anélise de interagdo entre genotipos de variantes genéticas do gene SEPT7 associados a periodontite e
uso de fio dental.

SEPT7
p_
- Uso de Sem Com
: Sem Com |
SNV Modelo Ger:)otlp fio periodontite Periodontite Ogl;oﬁl)c valor
dental (%) (%) °
ndo 150 (335%) 65 (14,5%) 1
CIC-AIC — 0036
sim 199 (22,1%) uew % 6(53524
rs2893514  REC :
CIC-AIC 199(74,8%) 34(12,8%) 1
sim _ 0.036
AIA 22(8,3%) 1@ 5% 4%)64
ndo 144(33,1%) 64(14,7%) 1
o : 037 (0.23-  0.019
AIG sim 196(45%) 32(7,3%) 0.6
rs6462629  REC e
e 196(73,7%) 32(12,1%) 1
—— sim 370 (163 0.019
AIA 25(9,4%) 13(4,9%) g ég') -
CIC-AIC  sim 199(44,1%) 34(7,5%) 0-33 ég-)z“'
r510§3217 REC  CI/C-AIC 199(75,1%) 34(12,9%) 1 0.036
- sim _
AIA 21(8%) 1@ P (6152

SNV: variante de nucleotideo Unico; OR: oddis ratio.

As analises de interacdo gene-ambiente, no modelo recessivo, mostram que, considerando
0 gene SEPT7, individuos com os gendtipos C/C e A/C no rs2893514; individuos com os
genotipos G/G e A/G no rs6462629; e individuos com os genotipos C/C e A/C no rs10232178
e que usam fio dental, apresentam 6.1 vezes, 6,3 vezes e 6.1 vezes, respectivamente, menos
chance de desenvolver a doenca quando comparados com pessoas (que possuem Mesmo
gendtipo e que ndo usam fio dental. Além disso, quando se observa entre todos 0s genotipos
(CIC, AIC e AIA), aqueles que usam o fio dental (sim) no rs2893514 (A/A), no rs6462629
(A/A) e no rs10232178 (A/A) possuem uma associacdo positiva com 3.93 vezes, 3.70 vezes e

4.40 vezes, respectivamente, mais de chances de desenvolver a periodontite (Tabela 5).
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Tabela 6: Analise de interacdo entre genotipos de variantes genéticas do gene FMN21associados a periodontite e
idade.

FMN1
Sem Com OR
SNV Modelo  Gendtipo  Idade periodontite  periodontite (95%Cl) p-valor
(%) (%) ’
>40
AJA anos 133 (41,7%) 35 (11%) 1
rs345800 ADD S 0.046
> 2.16 (1.27-
G/A anos 101 (31,7%) 50 (15,7%) 3.60)
<40
123 (27,5%) 25 (5,6%) 1
ADD anos
rs73370857 DOM G/IG S 0.0048
e > 1.82 (1.08-
0, 0,
anos 215 (48,1%) 84(18,8%) 3.07)

Legenda: 0 — pessoas menores de 40 anos; 1- pessoas maiores ou igual a 40 anos.

No gene FMNL1, na associacdo com idade, foi observado que pessoas com gendtipo G/A
na variante rs345800 e acima de 39 anos [OR = 2.16; 1C95% = 1.27 — 3.69; p-valor = 0.046]
apresentam 2,16 mais chances de desenvolver periodontite do que pessoas com o0 genotipo A/A

nas mesmas condicdes etarias (Tabela 6).

Ao analisar o SNV rs73370857, pessoas maiores de 39 anos que possuem o genotipo G/G
apresentam 1,82 mais chances de desenvolver periodontite do que aqueles que possuem o
mesmo gendtipo, mas com 39 anos ou menos, com OR = 1.82; 1C95% = 1.08 — 3.07 e p-valor
=0.0048.

3.6 ANALISE DE INTERACAO GENE-SCORE

A interacdo entre os genes SEPT7 e FMNL1 foi avaliada através da interacdo de todos
SNVs associados a periodontite neste estudo , utilizando a plataforma SNPStats por meio de
um modelo de regressao logistica. Verificou-se a associacdo entre a presenca dos alelos de risco
e a periodontite, tendo como covariaveis idade dicotomizada, obesidade, habito de respiracéo
bucal, uso de fio dental ao menos uma vez ao dia, presenca de asma e componente principal de
ancestralidade. Constatou-se que a presenca de 14 alelos de risco no individuo reduz em 56%
as chances de desenvolver periodontite frente aos individuos que possuem 13 ou menos alelos
de risco (OR = 0.44; 1C95% = 0.22 — 0.89; p-valor = 0.02) (Tabela 7).

Tabela 7 - Anélise de interacdo entre um alelo de risco de cada um dos 2 genes juntos que formam os hapl6tipos
associados a periodontite.
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Nu;?;gz B Sem periodontite (%) Com periodontite (%) OR (95% IC) p-valor
<13 75 (54.7%) 42 (71.2%) 1.00 0.0
>14 62 (45.3%) 17 (28.8%) 0.44 (0.22-0.89) '
<17 265 (68.1%) 98 (83.8%) 1.00

0.0004
>18 124 (31.9%) 19 (16.2%) 0.37 (0.21-0.64)
<18 12 (19.7%) 8 (61.5%) 1.00

0.0019
>19 49 (80.3%) 5 (38.5%) 0.10 (0.02-0.48)

Observou-se também que a presenca de 18 alelos de risco no individuo reduz em 63%
as chances de desenvolver periodontite frente aos individuos que possuem 17 ou menos alelos
de risco (OR =0.37; 1C95% = 0.21 — 0.64; p-valor= 0.0004). A presenca de 19 alelos de risco
das variantes estudadas reduz em 90% as chances de desenvolver periodontite frente aos
individuos que possuem 18 ou menos alelos de risco (OR = 0.10; 1C95% = 0.02 — 0.48; p-valor
=0.0019) (Tabela 7).

3.7 INFLUENCIA DE VARIANTES NOS GENES SEPT7 E FMN1 NA PRODUCAO DE
CITOCINAS

Os resultados da associacdo entre variantes genéticas associadas a periodontite neste
estudo e a producdo de citocinas estdo sumarizados na tabela 7 e nos gréaficos da figura 2. Ha
diferencas entre as medianas dos valores de producdo de IFN-y e o genotipo no modelo
dominante da variante genética rs61123978, bem como a variante rs345800 no modelo
dominante, ambos no gene FMN1 associados a periodontite. A producédo de IL-17A se mostrou
medianamente diferente com a presenca das variantes rs74011985 no modelo dominante e
rs1871362 no modelo recessivo. Ha diferenca entre a producdo mediana de IL-10 e a presenca
do gendtipo dominante da variante rs61123978, também ha diferenca entre os valores medianos

de IL-5 e a presenca do genotipo dominante da variante rs79009592 na populacdo estudada.

Ha distin¢do entre a mediana dos valores de producdo de IL-5 e o gen6tipo no modelo
dominante da variante rs12532523 do gene SEPT7 associados a periodontite, também héa
diferenca entre a os valores medianos de IL-13 e a presenca do genotipo dominante da variante

rs6462629 na populagdo estudada.

Tabela 8: Influéncia de variantes no gene SEPT7 e FMN1 com a producdo de citocinas.
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SEPT7
Sem Com
SNV Al/ Modelo Gendtip periodontite periodonti IL-5 IL-13
A2 0 o te p-valor p-valor
o0 (%)
GG 159(40.9) 34(29.1)
rs6462629 AIG DOM - 0.019
AA+GA 230(59.1) 83(70.9)
AA 373(95.9) 109(93.2)
rs12532523 G/A DOM 0.035 -
GG+AG 16(4.1) 8(6.8)
FMN1
Sem
; . Com IFNy
SNV A1/A2  Modelo  Genétipo periodontit periodontite p- IL-174 1L-10 IL-5
e (%) valor p-valor  p-valor p-valor
(%)
cc (7377?, %5(81.2%)
rs61123978 AIC DOM 1'14 0.021 - 0.019 -
0,
AA+CA (20.3%) 22 (18.8%)
AA (7283% %) 73 (62.4%)
rs74011985 C/IA DOM 1'00 - 0.043 - -
0,
CC+AC (25.7%) 44 (37.6%)
AA 210 (54%) 51 (43.6%)
rs345800 G/A DOM 0.013 - - -
GG+AG 179 (46%) 66 (56.4%)
360
AA 115 (98.3%
(579009502 G/A  DOM (92.5%) G836 . i . 0.041
GG+AG 29 (7.5%) 2 (1.7%)
AA+AG  143(36.8%)  44(37.6%)
rs1871362 G/A REC 0.002 - -

GG 246(63.2%)  73(62.4%)




p-walor:d,019

L =,

ol

p-valor0,021

g

ey Y

2
O

ILTTA_gulde LD

o]

e

iy

IL6_swabiie LD
g

1o

oA €=

11218 dem
u&
prvalor:0,043
aE -

E
ok BeLAL
EEECRRE LT
p-valor=0,041
1B
;
,
)
= = g
[~ l'ﬂlﬂl
reTHORSE ) dew

44

P
pvalor0,035
o mm
iy
a
m
4 1500
k-
e
L]
LY - L o
)
5, B
-
a vy
1S dem
e
p-valor:0,019
e aa
9 i
)
.
-
;i 1z
- =
D
]
A =
il T2t dem
|
p-walor:0,013 -
2.0
-
a
B
2 = T
- E By
g .
;’ T
= ™
- =
— =
|
an Py
rMEEEdon
o &
pwalor:0, 002
L1y
]
.
[=]
me
g >
(-]
5 e T
1 é
g i
H
|
v T
5B s
rulEF 36 dem

Figura 6: Influéncia de variantes dos genes SEPT7 e FMN1 com a producéo de citocinas(pg/mL). Producéo de
citocina de acordo com os gen6tipos: 1L-13 (A) rs6462629, IL-5 (B) rs12532523, IFNy (C) rs61123978, IL-10 (D)
rs61123978, IL-17A (E) rs74011985, IFNy (F) rs345800, I1L-5(G) rs79009592, IL-17A (H) rs1871362.
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3.8 ANALISE IN SILICO DA EXPRESSAO DOS SNV DE SEPT7 E FMN1

O resultado desta analise mostrou uma associacdo entre variantes dos genes SEPT7 e

FMNL1 deste estudo e a expressdo em células primarias de fibroblastos dérmicos adultos, células

primarias osteoblasticas e em células primarias mononucleares do sangue periférico.

TECIDOS
Células mononucleares primarias do sangue periférico
Células primarias osteoblasticas

Células primarias de fibroblastos

SNV

Primary mononuclear
©

Gene
SEPTY

MNHDF-Ad Adult

ells from peripheral Dermal Fibroblast

Osteoblast primary
blood cells
ool

Primary Cells
| | |
rs6462629 -
| | |
rs2893514 = -
| | |
rs10232178 - rs10232178
| | |
- rs62452828
|
rs12532523

Figura 7: Anélise in silico da expressdo dos SNV de SEPT7 no sangue total, em outros tecidos com fibroblastos
e osteoblastos primarios elaborado por meio do programa HaploReg 4.2. Fonte: Dados do estudo — Autoria.
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Figura 8: Andlise in silico da expressao dos SNV de FMN1 no sangue total, em outros tecidos com fibroblastos e
osteoblastos primarios elaborado por meio do programa HaploReg 4.2. Fonte: Dados do estudo — Autoria.
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4 DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo de associacdo gendmica a avaliar a correla¢do de variantes nos
genes SEPT7 e FMN1 com periodontite em uma populacdo brasileira. Diversos estudos
estabelecem conexao entre genes relacionados com a regulacdo dos processos inflamatorios e
0 metabolismo &sseo e a periodontite, essenciais para a progressao e inicio dessa doenca (14,
27). Entretanto, neste contexto, ndo foram encontrados estudos na literatura com genes da
familia das septinas e forminas. Além de caracterizar 0s genes e suas associacbes com a
periodontite, foi investigada a probabilidade de determinadas variantes genéticas, quando
herdadas juntas ou individualmente, estarem associadas de forma positiva ou negativa ao

diagndstico da periodontite.

O SEPT7, membro da familia das septinas, sdo proteinas que atuam na manutencdo da
dindmica dos microtibulos no trafego de membranas celulares (15). Neste estudo, cinco
variantes do gene SEPT7 (rs10232178-A, rs62452828- A, rs2893514-A, rs6462629- A,
rs12532523-G) foram associadas, em modelos especificos, positivamente a periodontite — seja
dominante, aditivo e/ou recessivo. Ademais, na analise do desequilibrio de ligacdo, essas
variantes demonstraram valores que refletem alta correlacdo entre si, apresentando uma alta
probabilidade de serem herdadas juntas e aumentarem a chance do individuo de desenvolver a

periodontite.

Algumas variaveis podem ser fatores preditivos para o desenvolvimento da periodontite,
como uso de fio dental e idade, reforcando evidéncias da literatura que apontam para a
importancia do uso do fio dental na remocédo do biofilme e o papel deste no desenvolvimento
da periodontite (28, 29). Neste estudo, no SEPT7, individuos com rs2893514 (C/C e A/C);
individuos com rs6462629 (G/G e A/G); e individuos com rs10232178 (C/C e A/C) e que usam
fio dental apresentam uma menor chance de desenvolver a doencga, isto quando comparados
com pessoas que possuem mesmo genotipo e que nao usam fio dental. Ndo obstante, nessa
populacdo, considerando todos os gendtipos (C/C, A/C e A/A), individuos que usam o fio
dental, mas possuem no rs2893514 (A/A); no rs6462629 (A/A); e no rs10232178 (A/A), tém
associacdo positiva e chances aumentadas de desenvolver a periodontite. Estes dados reforcam
o carater multifatorial da periodontite e do papel associado de fatores de risco comportamentais
e genéticos (30). A idade também foi analisada e considerada um fator ligado a variantes

genéticas que foram associadas a periodontite.
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A expressdo das variantes dos genes SEPT7 e FMN1 nos tecidos que podem ter
associacdo com a periodontite, como fibroblastos, osso alveolar, ligamento periodontal e
sangue, até o momento ndo foi identificada, dessa forma, investigamos a presenca destas
variantes em células priméarias de fibroblastos dérmicos adultos, células primarias
osteoblasticas e em células priméarias mononucleares do sangue periférico. Em analises in silico
desse estudo, as variantes do gene SEPT7 (rs10232178 e o0 rs62452828), que apresentam uma
alta probabilidade de serem herdadas juntas, demonstraram uma associagdo com a expressao
com células priméarias de fibroblastos dérmicos adultos (rs10232178), células primarias
osteoblasticas (rs6462629, rs62452828, rs12532523) e em células primarias mononucleares do
sangue periférico (rs2893514, rs10232178). Ao verificar a possibilidade dessas variantes serem
herdadas juntas e a expressdo em tecidos que podem apresentar relacdo com a periodontite,
podemos inferir que possuir as duas variantes (rs10232178 e rs62452828) associadas
positivamente nos trés modelos analisados aumenta a probabilidade de o individuo desenvolver

a doenca.

Ao examinar a expressdao em tecidos das variantes do gene FMNL1, relacionado a
codificacdo de uma proteina que atua na composicdo de juncdes aderentes e cabos de actina
(38), positiva e negativamente ligados a periodontite, observamos relacdo em células primarias
do sangue periférico (rs345800, rs66965190, rs2306277), em células primarias osteoblasticas
(rs12438573, rs345800, rs66965190, rs73370857, rs2306277) e em células primarias de
fibroblastos dérmicos adultos (rs345800, rs73370857).

No que se refere a interacdo gene/gene, denotamos que ao herdar variantes genéticas dos
dois genes analisados, a depender da quantidade de alelos de risco herdados, podemos reduzir
entre 60% a 90% a chance de desenvolver a periodontite. Dentro do contexto da periodontite,
ha& inmeras citocinas que atuam como potencializadores do processo inflamatorio e outras,
como reguladores, reduzindo a patogenicidade da doenga com uma modulacdo da resposta do
hospedeiro (19). Dessa forma, neste estudo foi descrita a associacdo dos SNVs com citocinas

pro-inflamatorias.

A IL-13 foi associada com a variante rs6462629-A (SEPT7), associada positivamente a
periodontite nesse estudo. Em um estudo elaborado por Gonzales e colaboradores (28), essa
citocina foi verificada nas células T de pacientes com periodontite agressiva e possui um efeito
significativo na remodelacdo tecidual, uma vez que a IL-13 é um regulador da matriz
extracelular nos fibroblastos presentes nas gengivas (29). Também positivamente associada a

periodontite, o alelo G da variante 12532523 foi associado a IL-5.
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Nas analises das variantes do gene FMN1, o alelo G do rs345800 foi associado
positivamente a periodontite e com expressdo em células priméarias de fibroblastos adultos
dérmicos e em osteoblastos. Além disso, apresentou relacdo com a producéo de IFN-y, citocina
responsavel por atuar na resposta inflamatoria aguda e cronica, recrutando macréfagos e
elevando o numero de células fagocitarias no local da inflamacdo (18). Outro papel relevante
na periodontite relacionada a INF-y é a sua capacidade de suprimir a formacao de osteoclastos,
atuando sobre os macrofagos da medula dssea que sdo as células precursoras dos osteoclastos,
sendo esta célula e os osteoblastos fortemente implicados nos processos de inflamagédo e
alteracdo do metabolismo 0sseo que caracterizam a periodontite (19). Adicionalmente, a
variante genética rs61123978 também foi associada ao IFN-y, confirmando mais uma
associagédo da periodontite com variantes do gene FMNL1 (30). Essa mesma variante apresentou
associagdo coma IL-10.

A variante genética rs61123978-A do FMN1, associada negativamente a periodontite no
nosso estudo, apresentou associacdo com a IL-10, atestando mais uma descoberta sobre a sua
influéncia do FMNL1 na doenca em questdo (30). A IL-10 é descrita como uma citocina anti-
inflamatdria com papel significativo na periodontite e, em algumas populacées, relacionada ao
desenvolvimento desta doenca quando observadas em estudos de associacdo genética de
variantes nos genes dessa citocina, assim como na IL-6, TNF-a e INF-y (20-22). A IL-10 é
expressa principalmente pelos leucécitos, mondcitos e linfocitos e pode modular danos
causados aos tecidos por meio do estimulo de fatores imunologicos (20). Outrossim, o efeito
modulador da IL-10 esta relacionado com a inibicdo de fatores pré-inflamat6rios como a
producdo de IL-1a, TNF-a ¢ IL-6, cuja funcdo principal dessas citocinas € a degradacdo tecidual

na periodontite (8).

A IL-17A é uma citocina responsavel pela modulacdo da producdo de mediadores
inflamatérios (IL-1, IL-6 e TNF-a), produzida pelas células Th17 e neutrofilos e que apresenta
efeitos pro-inflamatérios, o que faz parte da patogénese da periodontite (23). Essa citocina foi
associada a um aumento na expressdo do receptor para RANKL, considerado o estimulador
fundamental para a ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos, célula implicada na perda 6ssea e
no processo de remodelacdo Gssea (23, 24). Estudos relacionam variantes do gene IL-17A com
asma e artrite reumatoide (25, 26), sendo ambas doencas consideradas fatores de risco para a
periodontite. Em nosso estudo, o0 rs1871362-G, associado negativamente, e 0 rs74011985-C do
gene FMN1, associado positivamente a periodontite, apresentaram associagdo estatisticamente

significante com a IL-17A. O estudo elaborado por Chaudari e colaboradores (23) utilizou uma
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populacdo indiana para avaliar a relagéo entre as variantes do gene IL-17A com a periodontite
agressiva localizada e cronica, e foi constatada uma relagéo entre a presenca do alelo A na
variante genética do gene analisado, assim como na progressao das duas fases da periodontite
em questdo. O gene da citocina IL-17A é considerado um gene candidato a estar associado a
periodontite, tal qual os genes das citocinas a IL-1, IL-10 e I1L-18 (27).

Associagdes como estas, por meio da comparagdo com citocinas relacionadas a
fisiopatologia da periodontite e da relagdo com tecidos que possuem células diretamente e
indiretamente ligadas a doenca analisada, reforcam a probabilidade da influéncia destas
variantes no processo de desenvolvimento da periodontite por meio dos genes SEPT7 e FMN1.

5 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que 5 SNV do gene SEPT7 foram associados positivamente a
periodontite, e dos 15 SNV do gene FMN1, 8 foram associados positivamente e 7
negativamente. Foram observadas interacdes entre idade e uso de fio dental, no qual possuir
determinadas variantes genéticas pode estar associado de forma positiva ou negativa ao
desenvolvimento da periodontite. Outros estudos sdo necessarios a fim de estabelecer
comparacdes e viabilizar outras analises e desfechos sobre a influéncia de variantes genéticas
no desenvolvimento da periodontite, uma doenga complexa e poligénica. Este foi um estudo
transversal cujo objetivo principal foi avaliar caracteristicas genéticas relacionados aos SEPT7
e FMNL1 e a periodontite, tendo como limitacdo o ndo acompanhamento dos individuos no que

se refere a evolucdo da periodontite.
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ANEXO A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO Registro CONEP 15782 /
Processo n° 25000.013834/2010-96 Projeto de Pesquisa: “Fatores de risco, biomarcadores e
endofendtipos da asma grave”. (Pesquisador Responsavel: Dr. Alvaro Augusto Souza da Cruz
Filho) Subprojeto: Doenca Periodontal: Fator de risco associado a asma grave? (Pesquisador
Responsavel: Isaac Suzart Gomes Filho) InstituicBes envolvidas: Universidade Federal da
Bahia Universidade Estadual de Feira de Santana Este trabalho de pesquisa serd desenvolvido
em pacientes acompanhados pelo Programa para o Controle da Asma e da Rinite Alérgica na
Bahia (ProAR). Cada participante permitird que sejam feitas perguntas a respeito dos seus
habitos, de modo a contribuir para o conhecimento do grupo estudado, além de darem acesso
aos exames clinicos de rotina para avaliar a saude da boca. As perguntas serdo feitas atraves de
um questionario e 0s exames bucais serdo feitos pela pesquisadora participante, Kaliane Rocha
Soledade Marques. Os exames na boca servem para avaliar a presenca e a gravidade da doenca
da gengiva e dos dentes, com o uso de um espelho bucal e um instrumento metalico esterilizado,
em volta de todos os dentes. Esses exames ndo apresentam risco a salde do participante, mas
podem causar um leve desconforto e podem necessitar de certo tempo com a boca aberta. Os
resultados dos exames médicos dos participantes que tenham asma serdo também avaliados
para observar se existe a relacdo com a condicdo bucal. Os participantes serdo encaminhados
para realizacdo de radiografia panordmica para constatacdo de possiveis problemas bucais. Caso
sejam constatados probelmas, os pacientes serdo encaminhados para tratamento nas clinicas
odontologicas vinculadas a Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia.
Informamos ainda que os resultados desta pesquisa servirdo para dentistas e outros profissionais
de saude compreenderem melhor o papel da condi¢cdo bucal no desenvolvimento da asma. Os
dados obtidos serdo guardados em segredo e sob a responsabilidade dos profissionais que
trabalhardo na pesquisa. Quando os resultados forem publicados, os participantes ndo serdo 89
identificados. Caso ndo queira participar do estudo, o sujeito convidado terad liberdade de
recusar ou abandonar a pesquisa, sem qualquer prejuizo. Além disso, despesas decorrentes da
participacdo na pesquisa serdo pagas pelos pesquisadores, assim como qualquer indenizacéo ou
ressarcimento por qualquer dano que porventura possa ocorrer. Portanto, atencdo: sua
participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de ddvida quanto aos seus
direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisas da Maternidade Climério de Oliveira /
Universidade Federal da Bahia (UFBA), no enderego: Rua do Limoeiro, 137 Nazare,

SalvadorBA ou pelo telefone: (71) 3283-9211. Os pesquisadores responsaveis por essa pesquisa



59

também estdo disponiveis para maiores esclarecimentos. Duas vias serdo assinadas e uma via

sera retida pelo participante de pesquisas.

Salvador-Bahia, [/

Assinatura do Voluntério ou Marca Digital

Assinatura do Pesquisador Responsavel — Assinatura da Pesquisadora Participante

ANEXO — TERMO DE APROVACAO NO CONSELHO DE ETICA EM PESQUISA
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA PARECER N° 450/10 Registro
CONEP 15782 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto) Processo
n® 25000.013834/2010-96 Projeto de Pesquisa: “Fatores de risco, biomarcadores e
endofendtipos da asma grave”. Pesquisador Responsavel: Dr. Alvaro Augusto Souza da Cruz
Filho Instituicdo: Universidade Federal da Bahia (CENTRO UNICO) CEP de origem:
Maternidade Climério de Oliveira / Universidade Federal da Bahia (UFBA) Area Temética
Especial: Pesquisa com cooperacao estrangeira; Genética humana Patrocinador: Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB)
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