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CARNEIRO, Jaiza Kénsuly Moura Pinheiro. Associacdo de variantes genéticas do gene
NELLI com a presenca da periodontite. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2023.

Introdugao: A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria que ocorre por interagdes complexas
entre uma microbiota oral disbidtica e uma resposta imunolédgica do hospedeiro. Aspectos
genéticos, ambientais e sistémicos podem estar associados a periodontite. Estudos de genes
candidatos e estudos de ampla associacao do genoma (GWAS) buscam identificar associagdes
entre variantes nos genes e a periodontite. O gene NELLI codifica uma proteina citoplasmatica
que contém repeti¢des semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF) e suas variantes
genéticas podem estar envolvidas na regulacdo da diferenciacdo e do crescimento celular,
relacionadas a proteina NELL-1 codificada. Objetivo: Investigar a associagdo entre variantes
genéticas do gene NELLI e a periodontite. Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo
transversal com 506 individuos adultos, ndo aparentados, classificados com presenca (n=117)
ou auséncia (n=389) de periodontite, recrutados através do Programa para controle da Asma na
Bahia (ProAR). Através de um questiondrio e entrevista, foram obtidas informacdes sobre
caracteristicas sociodemograficas, héabitos e estilo de vida, histérico médico e odontologico.
Apo6s a realizacdo do exame oral, foram classificados com periodontite os individuos que
apresentavam pelo menos 4 dentes com ao menos 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. A analise de
associagdo foi realizada no software Plink 1.9 através da regressdo logistica multivariada
ajustada por idade maior ou igual a 40 anos, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio
dental, asma e ancestralidade. Resultados: Foram associadas positivamente a periodontite 25
variantes de nucleotideo tnico (SNV) do gene NELL! e 14 variantes associadas negativamente.
Foram observadas associagdes que dizem respeito a idade, obesidade, habito de respira¢ao
bucal, uso de fio dental e asma. Os alelos das variantes rs10766721-A, rs74326837-A ¢
1s76391583-G foram positivamente associados com a periodontite. As variantes rs6483735-A,
1s919476-A e rs111375391-G foram positivamente associadas a periodontite. O alelo C do
rs10766743 foi negativamente ligado a periodontite. Na variante rs34835859, individuos com
o geno6tipo C/A no modelo aditivo, que utilizam o fio dental, apresentam 2,45 vezes a mais de
chances de desenvolver periodontite, (OR = 2,45; 1C95%= 1,17-5,12; valor de p = 0,026).
Pessoas com idade maior ou igual a 40 anos, com gendtipo G/G na variante rs7130084, possuem
2,88 vezes a mais de chances de desenvolver periodontite (OR = 2,88; 1C95% = 1,35 — 6,13;
valor de p = 0,035) do que pessoas com o mesmo gendtipo e idade maior ou igual a 40 anos.
Conclusio: Neste estudo, Variantes do gene NELLI foram associadas a periodontite. Na
analise de gene-ambiente, as covaridveis obesidade, o ndo uso do fio dental, a presenca de asma
e a idade superior ou igual a 40 anos foram vinculadas as variantes relacionadas ao
desenvolvimento da periodontite. Estudos prospectivos futuros devem ser realizados para testar
a hipotese da influéncia e funcionalidade dessas variantes descritas no presente estudo.

Palavras-chave: Doengas periodontais; periodontite; polimorfismo de nucleotideo unico; fator
de crescimento epidérmico.



CARNEIRO, Jaiza Kénsuly Moura Pinheiro. Association of genetic variants of the NELL1
gene with the presence of periodontitis. Dissertation (Master's Degree) - Institute of Health
Sciences, Federal University of Bahia, Salvador, 2023.

ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease due to complex interactions between a
dysbiotic oral microbiota and the host's immune response. Genetic, environmental, and
systemic aspects may be associated with periodontitis. Candidate gene studies and genome-
wide association studies (GWAS) seek to identify correlations between variants in genes and
periodontitis. The NELLI gene encodes a cytoplasmic protein that contains epidermal growth
factor (EGF)-like repeats and its genetic variants may be involved in the regulation of
differentiation and cell growth, related to the encoded NELL-1 protein. Purpose: Investigate
the association between genetic variants of the NELLI gene and periodontitis. Materials and
Methods: A cross-sectional study was carried out with 506 unrelated adult individuals,
classified as having the presence (n=117) or absence (n=389) of periodontitis, recruited through
the Program for Asthma Control in Bahia (ProAR). Through a questionnaire and an interview,
pieces of information were obtained about sociodemographic characteristics, habits and
lifestyle, and medical and dental history. After the oral examination, individuals with at least 4
teeth with at least 1 site with a probing depth >4 mm, clinical attachment level > 3 mm, and
bleeding upon stimulation in the same location were classified as periodontitis. Genotyping was
performed using the Illumina Infinium Multi-Ethnic kit. The association analysis was carried
out in the Plink 1.9 software using multivariate logistic regression adjusted for age greater than
or equal to 40 years, obesity, mouth breathing habits, use of dental floss, asthma, and ancestry.
Results: Twenty-five variants of the NELLI single nucleotide (SNV) gene were positively
associated with periodontitis and 14 variants were negatively associated. Correlations referring
to age, obesity, mouth breathing habits, dental flossing, and asthma were observed. The alleles
of the variants rs10766721-A, rs74326837-A, and rs76391583-G were positively related to
periodontitis. Variants rs6483735-A, rs919476-A, rs111375391-G were positively associated
with periodontitis. The C allele of rs10766743 was negatively associated with periodontitis. In
the rs34835859 variant, individuals with the C/A genotype in the additive model, who use
dental floss, are 2.45 times more likely to develop periodontitis, (OR = 2.45; 95% CI = 1.17-5,
12; p-value = 0.026). People aged 40 years or older, with the G/G genotype in the rs7130084
variant, are 2.88 times more likely to develop periodontitis (OR = 2.88; 95% CI = 1.35-6.13;
value p = 0.035) than people with the same genotype and age greater than or equal to 40 years.
Conclusion: In this study, variants of the NELLI gene were associated with periodontitis. In
the gene-environment analysis, the covariates obesity, lack of flossing use, presence of asthma,
and age greater than or equal to 40 years are linked to variants associated with the development
of periodontitis. Future prospective studies should be carried out to test the hypothesis of the
influence and functionality of these variants described in the present study.

Keywords: Periodontal Disease; Periodontitis; Single nucleotide polymorphism; Epidermal
Growth Factor.
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1 INTRODUCAO GERAL

As doengas periodontais compreendem uma ampla gama de condigdes inflamatorias que
afetam as estruturas de suporte dos dentes (gengiva, osso alveolar, cemento e ligamento
periodontal), o que pode levar a perda dentéria e contribuir para a inflamagéo sistémica.!?As
caracteristicas principais da periodontite sdo a perda de suporte do tecido periodontal, através
da perda de inser¢do clinica, perda Ossea alveolar, presenca de bolsas periodontais e

sangramento gengival.>*

A inflamacao gengival ¢ desencadeada pelo acumulo de biofilme bacteriano, que compde
a placa dental, nos dentes adjacentes a gengiva.’ O inicio e a progressdo da periodontite
dependem de alteragdes ecoldgicas disbidticas na microbiota oral, em resposta aos produtos
inflamatorios gengivais e a degradagao tecidual, que enriquecem os microrganismos presentes,
além dos mecanismos antibacterianos que tentam conter o desafio microbiano na area do sulco
gengival.'6’No entanto, diferentemente da periodontite, a gengivite ndo afeta as estruturas de
suporte subjacentes dos dentes, tratando-se de um quadro reversivel.!” A periodontite resulta
na perda de tecido conjuntivo e suporte dsseo, sendo uma das principais causas de perda

dentaria em adultos.>*?®

Evidéncias epidemiologicas indicam que doengas periodontais afetam de 20 a 50% da
populagdo mundial.'® De acordo com o Global Burden of Disease Study'®, em 2016, a
periodontite foi a 11* condigdo mais prevalente no mundo.!>!®Essa doenga representa a maior
causa de perda dental.'> Devido a sua alta prevaléncia, a periodontite ¢ considerada um
problema de saude publica importante, uma vez que a perda dos elementos e a incapacidade
dentaria afeta negativamente a fungdo mastigatoria e estética, prejudicando a qualidade de vida

dos individuos e levando a custos com tratamentos e reabilita¢do oral.!>16

Fatores genéticos e ambientais contribuem para causar essa doenga, como a presenca
persistente de uma microbiota disbiotica no biofilme.>*!% Espécies bacterianas influenciam
fortemente o estimulo de uma resposta prolongada do hospedeiro.® Alguns patogenos
considerados de maior viruléncia passam a ter seu desenvolvimento aumentado, a exemplo de
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia, promovendo
desequilibrio ou disbiose da microbiota local.!’"!? Além disso, fatores de risco ambientais,
somados a resposta do hospedeiro, influenciam na susceptibilidade individual e no

desenvolvimento da doenga. Evidéncias apontam variaveis associadas a um maior risco para a
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periodontite — obesidade!8, tabagismo!®, nivel socioecondmico?’, raga ou etnia®!, estresse??,
idade?’, sexo ou género?*, diabetes? e asma?® que sdo apontadas como fatores predisponentes

ao desenvolvimento da doenca. 7

O estudo genético, na periodontite, vem sendo amplamente difundido na literatura
cientifica, devido ao padrdo de herdabilidade da doenca e associagdes genéticas
especificas.?®2%30 Estudos apontam que variantes genéticas podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da periodontite.!%17-2%3031 Ag variantes tém sido utilizadas como marcadores
genéticos para identificar a associagdo de genes com doengas.>? O tipo de variante em evidéncia
na literatura ¢ a de base unica, conhecida como variante de nucleotideo nico, do inglés Single
Nucleotide Variant (SNV).323334 A presenga de uma variante pode implicar mudanga no codigo
genético e na sequéncia da proteina correspondente, levando a alteragdes importantes,
resultando em uma proteina disfuncional, afetando ou ndo o fen6tipo que determinara a fungao
proteica e podendo influenciar na resposta imunologica e inflamatoria frente a uma agressao

microbiana.3!:3433

Estudos de associagdo gendmica ampla, do inglés Genome-wide association studies
(GWAS), envolvem variantes genéticas de nucleotideo tinico de todo o genoma de muitos
individuos para identificar associagdes positivas ou negativas no genotipo-fenotipo, e tém sido
direcionados a investigagdo genética da periodontite.*'> Devido a sua ampla cobertura
gendmica, os GWAS ofereceram informagdes promissoras sobre possiveis influéncias
genéticas da periodontite, incluindo varios loci e genes candidatos.*>-3” Por meio desses estudos
e dos estudos de genes candidatos, tem sido investigado o envolvimento de variantes genéticas

com a periodontite.>¢37

O gene Neural EGFL Like 1 (NELLI), que ¢ traduzido para o portugués como semelhante
ao fator de crescimento epidérmico neural 1, codifica uma proteina citoplasmatica que contém
repeti¢des semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGFL).*® A proteina codificada
pode estar envolvida na regulagdo da diferenciagcdo e no crescimento celular, bem como em
diversas fungdes relacionadas ao desenvolvimento de algumas doengas.>’As primeiras
investigacdes foram direcionadas as propriedades osteogénicas da proteina codificada NELL-1

no metabolismo dsseo, bem como na supressio da atividade osteoclastica e da inflamagdo.?840

A periodontite ¢ uma doenca complexa e multifatorial. A dificuldade no tratamento
periodontal convencional, em alguns individuos, pode estar associada a variagdo na combinacao

de fatores ambientais e genéticos. A compreensdo desses fatores pode ser determinante para o
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diagnostico e o progndstico, bem como para desvendar novas estratégias terapéuticas seguras e
eficazes que direcionem o tratamento da periodontite. A proteina codificada pelo gene NELLI
pode estar relacionada com a periodontite por apresentar envolvimento no metabolismo 6sseo.
Diante dos fatores expostos, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar a influéncia de variantes

genéticas do gene NELLI na presenca da periodontite.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PATOGENESE DA PERIODONTITE

A periodontite ¢ uma condi¢do inflamatoéria cronica, de etiologia multifatorial, que
envolve interagdes complexas entre patogenos e hospedeiro.>® A presenca de microrganismos
que constituem o biofilme dental e a resposta imunomediada inata e adaptativa, frente as
agressdes dos agentes patogénicos, ocasionam a destrui¢do progressiva dos tecidos de suporte
dos dentes —osso alveolar, cemento, ligamentos periodontais e gengiva!!, podendo levar a perda

de unidades dentarias.!*°

A gengivite, caracterizada por inflamagao aguda do tecido gengival, presenca de edema,
hiperemia e sangramento gengival, ndo apresenta alteracdo no nivel de inser¢do do tecido
conjuntivo ao dente.*! A gengivite é desencadeada pelo desequilibrio dos patdgenos presentes
no biofilme dentario, que sdo compostos por proteinas salivares e células epiteliais descamadas,
quando ndo removidos de forma periddica.!»>”%!2 O surgimento de coldnias bacterianas,

1,2,41,42,43 Essa

somado a resposta imune do individuo, promovem o processo inflamatdrio.
inflamagdo pode progredir e acometer os demais tecidos periodontais.>>! 1243 O mecanismo de
perda do tecido gengival, do osso e do ligamento, leva a formagdo de bolsas periodontais
profundas, que constituem uma caracteristica importante da doenga e podem, eventualmente,
levar a perda dos dentes.'>*#* A Figural demonstra as caracteristicas clinicas de um
periodonto saudavel, a presenca de gengivite e periodontite. Um periodonto saudavel ¢
observado clinicamente sem perda de inser¢ao clinica, profundidade de sondagem de até 3 mm,

auséncia de sangramento a sondagem e auséncia de imagens sugestivas de perda 6ssea em

exames de imagem.!*#4¢ A saude gengival apresenta caracteristicas como cor rdsea palida,
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exceto em casos de pigmentacdo melanica, textura firme, e as papilas ocupam os espagos
interdentais.!*134446 A gengivite é caracterizada pela presenca de necrose das papilas
interdentais, sangramento gengival e sintomatologia dolorosa.***A periodontite se caracteriza
clinicamente por perda de insercdo clinica detectada em dois ou mais sitios interproximais nao

adjacentes, bem como por perda de inser¢do de 3 mm ou mais em, pelo menos, 2 dentes.*’

Figura 1- Diferencas entre um periodonto saudavel e um doente. (a) Tecido periodontal saudavel. (b) Inflamagao
gengival precoce (seta preta) entre os dentes incisivos centrais. (c) Sinais clinicos da periodontite, com recessao
de tecido gengival, perda 6ssea e bolsas periodontais (seta preta)

Fonte:Kinane, Stathopoulou, Papapanouet al.!

A cavidade oral ¢ colonizada por multiplos microrganismos, a exemplo das bactérias
periodontopatogénicas, que estdo relacionadas ao desenvolvimento da periodontite.!! Além
disso, estdo presentes Archaea, protozoarios, virus, € milhdes de genes distintos sdo expressos.
Virus e Archaea representaram cerca de 0,1% e 0,22%, respectivamente, do total de leituras de

mRNA.#0

A camada inicial depositada na superficie dos dentes, durante a formacdo da placa
dentéria, é definida como pelicula adquirida.>*-!5E formada quando as superficies dentarias sdo
expostas na cavidade oral e ocorre a subsequente fixacdo dos colonizadores primarios do
biofilme, as espécies Streptococcus e Actinomyces, bactérias gram-positivas facultativas.>*! Os
receptores de adesina presentes na superficie dos colonizadores primarios se ligam as proteinas
da pelicula, expondo sitios receptores conhecidos como criptitopos, o que viabiliza a agregacao
bacteriana.>%!! A deposi¢do da placa dentaria ocorre de forma gradual, leva a uma deficiéncia

de oxigénio no ambiente e a subsequente colonizagio de bactérias anaerdbias.*!*3

Os mecanismos de transi¢do da saude periodontal para a gengivite e para estigios
avancados da periodontite estdo associados a mudanga microbiana das principais bactérias
simbidticas para a disbiose, com bactérias patogénicas que modificam condi¢des aerdbicas

;.

6.11.41-43 Egsa transicdo ¢ influenciada de maneira multifatorial, pois inclui

paraanaerdbicas.

fatores ambientais, a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro, além da susceptibilidade
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individual.>>%4 O ambiente subgengival possui determinantes ecologicos distintos, sendo
considerado um dos nichos orais mais caracteristicos de interagao intima entre as comunidades
microbianas e a resposta imunoldgica do hospedeiro.””!* Variantes genéticas do hospedeiro
podem afetar a colonizagdo bacteriana. Além de mediar a resposta imunologica, também podem
influenciar na composicdo e na carga microbiana de bactérias agregadas ao biofilme
subgengival.

O estudo classico de Socranskyer al.*®

, em 1998, dividiu os patdégenos em cinco grandes
complexos microbianos da comunidade bacteriana, baseados em cores e presentes em placas
subgengivais (Figura 2). O primeiro deles ¢ o complexo vermelho, que inclui as bactérias
Porphvromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e Treponema denticola. Essas espécies t€ém
sido associadas fortemente a manifestagdo clinica grave da periodontite, relacionada a
profundidade de bolsa e sangramento a sondagem.*®*° O complexo laranja, composto por
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra,
Campylobacter rectus, Campvlobacter showae, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatus
e Streptococcus constellatus, apresentou intima relagdo com o complexo vermelho e esta
envolvido com o inicio e a progressdo da periodontite.*® O complexo verde é composto pelas
espécies: Capnocytophaga, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens e Actinobacillus
actinomycetencomitans sorotipo a. Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis € Streptococcus
oralis fazem parte do complexo amarelo. Ao quinto grupo, complexo roxo, foram adicionados

Actinomyces odontolyticus e Veilonella parvula.*3%

Figura 2 — Associagdo entre espécies subgengivais. A base da pirdmide representa os primeiros colonizadores,
seguida pelo complexo laranja, que une os colonizadores primarios ao complexo vermelho, que é o complexo

dominante do biofilme em estdgios avangados da periodontite
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. Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Tannerella
forsythia
[ Campylobacter gracilis, C. rectus, C.
: showae, Eubacterium nodatum,
Fusobacterium nucleatum subspecies, F.
periodonticum, Peptostreptococcus

micros, Prevotella intermedia, P.
nigrescens, Streptococcus constellatus

Streptococcus sanguis, S. oralis, S.
mitis, S. gordonii, S. intermedius

Carpnocytophaga spp, Camplobacter
concisus, Eikenella corrodens,
Aggregatibacter actinomycemcomitans
(serotype a)

Veillonella parvula, Actinomyces
odontolyticus, A. a. (serotype b),
Selenomonus noxia, A. naesludii

Frequent patterns Rare patterns

Espécimes Frequentes Espécimes Raras

Fonte: Abdulkareemet al.**; adaptado de Socranskyet al.*®

pelos autores.

As analises do microbioma oral foram possiveis através do sequenciamento do RNA
ribossdmico 16S, que viabilizou a ampla compreensdo da etiologia bacteriana das doencas
periodontais, a descoberta de novas bactérias taxondmicas que anteriormente ndo eram
associadas a periodontite, além de compreender a dindmica das comunidades associadas as

condig¢des de satde e doenga.”!>°

1,4,5,51

A periodontite ¢ considerada uma condi¢do inflamatdria cronica. Mecanismos

inflamatorios, na periodontite, resultam da interacdo de agentes patogé€nicos com a resposta

imunolodgica do hospedeiro frente a infec¢do persistente.*?°233

A integridade do epitélio atua como uma importante barreira fisica contra a invasdo
patogénica durante a inflamagdo.>*!1:12535% A primeira linha de defesa do hospedeiro
encontrada pelos microrganismos, em ambiente supra ou subgengival, inclui as mucosas,
mecanismos de defesa salivar, neutrofilos e outros polimorfonucleados (PMNs), e peptideos
antimicrobianos.!>? As rea¢des inflamatdrias resultam no aumento do fluido crevicular
gengival, com produtos de degradacdo do coldgeno e uma gama de fatores imunoldgicos inatos
e adaptativos do hospedeiro.®>%>1-33 Imunoglobulinas, componentes do sistema complemento,
proteinas séricas, citocinas, quimiocinas, células imunitérias, a exemplo dos leucdcitos, células
do epitélio de bolsa descamado e produtos provindos da degradacgio do coldgeno gengival por

metaloproteinases da matriz (MMPs) participam diretamente desse mecanismo.?42-52:53
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Ao ocorrer a infiltracdo bacteriana no tecido, inicia-se o processo inflamatdério em
resposta a intensa presenca de moléculas produzidas por bactérias patogénicas presentes no
biofilme, como lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos, proteases e outras toxinas
bacterianas.”!!#9°1-5%  Células imunes circulantes, a exemplo de mastocitos e
mondcitos/macrofagos, invadem o tecido e degradam essas substancias através de seus
mediadores antimicrobianos, como a atividade fagocitaria, a liberagdo de enzimas lisossomais
como as MMPs e substincias citotdxicas, como espécies reativas de oxigénio (EROs).” 1250 A
liberagdo de citocinas ¢ induzida através da interacdo direta dos receptores de reconhecimento
de padrao (PRR),a exemplo do receptor Toll-like (TLR), um dos componentes principais da
resposta ao biofilme e seus produtos, expressos em membrana de células fagocitérias ou células
apresentadoras de antigeno (APC) do epitélio gengival, com os padrdoes moleculares associados

ao patogeno (PAMPS) em bactérias gram-positivas e gram-negativas. %>

Os neutrofilos expressam receptores de superficie celular e se ligam a estimulos
quimiotaticos, iniciando as sequéncias de sinalizagdo.>*>¢ Constituem os primeiros a serem
recrutados ao local da inflamacao periodontal para combater os agentes patogénicos, através da
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e reguladoras, como as interleucinas IL-1, IL-6, IL-17,
TNF-a, IL-23, IL-8 e IL-1a, que estimulam as células epiteliais orais, fibroblastos e células
imune a expressarem peptideos antimicrobianos, a exemplo de B-defensinas humanas.*->¢ Os
peptideos antimicrobianos neutrofilicos sdo substituidos pelo aumento da atividade das células
dendriticas, unindo os mecanismos inatos e adaptativos do hospedeiro.*%*-32-34A acdo dos
neutrofilos leva a fagocitose e a morte intracelular de microrganismos patogénicos, bem como
a liberagdo de enzimas, prostaglandinas € MMPs.”’*8As metaloproteinases da matriz sdo
constituidas de um grupo de enzimas endopeptidases, responsaveis pela degradagdo dos
componentes da matriz extracelular (MEC) e das membranas basais.’**’ Além disso, atuam no
processo de homeostase local, com a ativa¢ao de células imunes, reabsor¢ao dssea por meio da
ativagdo de osteoclastos, além de recrutarem mais células inflamatérias para o local da
inflamagdo.7**7>8As MMPs sdo consideradas as principais responsaveis pela quebra do
colageno durante a destrui¢do tecidual periodontal.>*-%° Fibroblastos gengivais, queratindcitos,
macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares sdo capazes de expressar MMPs -1, -2, -3, -8, -9,
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento que regulam a transcrigdo das MMPs.>%%7 Altos
niveis de MMPs nos tecidos periodontais promovem um desequilibrio entre a producdo e

degradagdo do colageno, o que pode culminar na perda de insergéo clinica.>”->
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A medida que a disbiose progride, durante o processo de transi¢io da gengivite para a
lesdo de periodontite avancada, o niimero de neutréfilos aumenta e a agdo se torna
exacerbada.*>*#* Qcorre a destrui¢do dos tecidos periodontais devido a quantidade de
mediadores inflamatorios, incluindo citocinas IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-17, quimiocinas e

enzimas proteoliticas que induzem a ativa¢do dos mecanismos de reabsorgio dssea.!!>12:33:58,60.61

Células natural killer (NK) atuam induzindo a ativagdo de linfocitos T em resposta aos
TLR e desencadeiam a resposta humoral através da invasio dos linfocitos B e T.>62A ativagio
da resposta imune adaptativa leva a diferenciagdo de células T auxiliares (Th) em células Thl,
Th2, Th17 ou células T regulatorias (Treg), que também sdo relatadas como responsaveis pela
homeostase do sistema imune.®-62 As células Thl e Th2 estdo relacionadas a reposta imune,
produzem interferon gama (IFN-y), fator de transformacao de crescimento-beta (TGF-p), fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a),além de estimularem a producdo de imunoglobulinas (Ig) por
linfocitos B.!62 Células T auxiliares (Th) -17 ¢ B, quando ativadas, aumentam a expressdo do
receptor-ativador do ligante fator nuclear kappa-B (RANKL), que também ¢ ativado
diretamente através de neutrofilos recrutados.®% O RANKL impulsiona a ativagdo € matura¢do
do precursor dos osteoclastos para ser um osteoclasto ativo que predispde a reabsor¢ao
Ossea.3As interagdes microbianas — células adaptativas e inatas — demonstram os principais
mecanismos envolvidos na cronicidade da inflamagdo que, quando ndo solucionados,

promovem a destrui¢do tecidual.®!!:1240

O metabolismo 6sseo envolve mecanismos dindmicos de remodelagdo 6ssea por meio de
interagdes entre cé¢lulas formadoras do tecido 0sseo, os osteoblastos, e células que reabsorvem
a matriz Ossea, os osteoclastos.®*®A deposicdo O0ssea é mediada por osteoblastos.®® A
diferenciagdo osteoblastica ¢ estimulada por citocinas osteogénicas, como proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e proteinas Wingless (Wnt), que sdo glicoproteinas cruciais para a
diferenciagdo dos osteoblastos, bem como para uma variedade de outras fungdes celulares.?*¢’
A diferenciagdo dos osteoblastos € controlada através do fator de transcri¢do relacionado a Runt
(Runx2) e osterix.”-%® Os osteoblastos maduros aderem a matriz dssea, transformando-se em

ostedcitos.®3%¢ Os ostedcitos, as células mais abundantes no 0sso, se conectam entre si de modo

a formar uma rede dentro da matriz ossea.®®

A osteoclastogénese, processo em que ocorre a ativacdo e a diferenciacdo dos
osteoclastos, ¢ mediada pela interacdo entre o receptor-ativador do ligante fator nuclear kappa-

B (RANKL), receptor-ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) e osteoprotegerina
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(OPG).A fungio do RANKL ¢ inibida pela osteoprotegerina, proteina que se liga ao RANKL
e impede sua ligagdo a0 RANK nas células progenitoras de osteoclastos.®*5%% Uma vez que a
OPG pode ser produzida pelos mesmos tipos de células que produzem o RANKL, a propor¢ao
de RANKL e OPG ¢ um fator determinante e importante na formagao de osteoclastos e no
mecanismo da reabsor¢do 0ssea.’>%° Hormonios, fatores de crescimento e citocinas modulam a
atividade dos osteoclastos, regulando sua diferenciagdo, ativagdo, sobrevida e fun¢do.** Eles
incluem hormonio da paratireoide: paratorménio (PTH), calcitriol, PGE 2, TNF, TGF e 1,25-
di-hidroxivitamina D, tiroxina e IL-11.°1%* O PTH estimula a produg¢io osteoblastica de IL-6,
o que aumenta a diferenciacdo osteoclastica e faz com que os osteoblastos se contraiam,
tornando a superficie Ossea mais suscetivel a reabsor¢do.%>-%® Calcitonina, interferon gama (IFN-

v) € TGF B sdo potentes inibidores da atividade e da diferenciagdo dos osteoclastos.®®

A osteoclastogénese desempenha uma fung¢do importante na reabsor¢do Ossea

11425263 Em estados patoldgicos

inflamatoria e sua expressdao ¢ aumentada na periodontite.
inflamatorios, os linfocitos T ativados podem mediar a reabsor¢ao 6ssea através da produgao
excessiva de RANKL, estando os linfécitos T e B ativados dentre as principais fontes de
expressio de RANKL no tecido periodontal patologico.®® Citocinas pro-inflamatorias de células
T-helper 1 e T-helper 17, como interleucina-1p, interleucina-6, interleucina-17, interferon-y e
fator de necrose tumoral- o, estimulam os osteoblastos periodontais a expressarem RANKL
ligado & membrana.®%!62 Neutrofilos também podem induzir a expressdo do ativador do
receptor do ligante do fator nuclear kappa-B (RANKL) na membrana dos osteoclastos,

promovendo a reabsor¢do dssea 66869

Células periodontais residentes, incluindo fibroblastos ligamentares e gengivais, também
participam na regulagdo da remodelagdo e reabsorgdo Ossea.®® Os leuctcitos infiltrados
produzem mediadores inflamatorios como IL-1 e prostaglandina E2 (PGE2), em resposta as
toxinas bacterianas, a exemplo de LPS, que induz a expressdo de RANKL em osteoblastos e
fibroblastos gengivais.’*>%0 Os fibroblastos gengivais e periodontais também sdo fontes de
RANKL e OPG.% Durante o processo inflamatério da periodontite, RANKL ¢é regulado
positivamente, enquanto o OPG ¢ regulado negativamente, em comparagdo com a saude

periodontal, resultando num aumento da relagio RANKL/OPG.%’

2.2GENE NELLI EVARIANTES GENETICAS NA PERIODONTITE
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O gene NELLI codifica uma proteina citoplasmatica que contém repeti¢cdes semelhantes
ao fator de crescimento epidérmico (EGF). A proteina codificada pode estar envolvida na
regulacdo e na diferenciacdo do crescimento celular, bem como em diversas fungdes

relacionadas ao desenvolvimento de doengas.?®3%70

Investigacdes de dados de GWASs e estudo de gene candidato revelaram possiveis
associacdes de SNV de NELLI e amplas fun¢des do gene e suas propriedades osteogénicas e
condrogénicas relatadas na literatura.’>’" Essas descobertas contribuem na expansdo do
conhecimento de determinadas doengas, além de incluir as possiveis causas, fisiopatologia e

tratamento.”!

As variantes genéticas resultam de tipos de alteragdes na sequéncia do DNA, como:
variagdes de nucleotideo Unico (que afetam um unico nucleotideo ou correspondem a
substitui¢do de um nucleotideo por outro); insercdes ou delegdes de bases, que podem envolver
uma Unica base ou centenas de milhares de bases de nucleotideos e dele¢des repetitivas de
DNA."!72 As variantes de nucleotideo tnico constituem o tipo de variante mais caracterizada

em todo o genoma humano.3+71-72.73

Existem aspectos principais para associagdes com doengas genéticas: a ampla descoberta
de variantes, determinacdo precisa da frequéncia de alelos e compreensdo do padrao de variagao
normal e seu efeito na expressdo génica.”!"”? O padrdo normal de variagdo genética inclui

frequéncia de mutagdo, distingdo demografica e sele¢do evolutiva em qualquer locus génico.”?

Algumas variantes ndo apresentam efeito fenotipico, ou seja, ndo implicam o
desenvolvimento de alguma doenga, enquanto outras afetam a expressao e a fun¢ao da proteina
codificada pelo gene.?’3%3% Se a proteina afetada atua em um processo bioldgico, algumas
variantes génicas podem aumentar ou reduzir o risco de uma pessoa para o fendtipo da
doenga.>3-3* Alteragdes no codigo genético e na sequéncia da proteina correspondente resultam
em uma proteina disfuncional, o que pode influenciar na resposta imunolédgica e inflamatoria
do individuo.’* Essas alteragdes na fun¢do das proteinas podem ser exacerbadas quando
expostas a fatores ambientais, como dieta, tabagismo e fatores microbianos.*? A compreensdo
dessas alteracdes genéticas ¢ de fundamental importadncia no curso das doencas e na

possibilidade de associa¢do com o desenvolvimento, o diagnostico € o tratamento.3*

As primeiras descobertas acerca da fun¢do do gene NELLI demonstraram que o gene ¢
expresso predominantemente em tecidos neurais.”*’> As primeiras investigagdes foram

direcionadas as propriedades osteogénicas da proteina codificada NELL-1 no metabolismo
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0sseo.”® As atuais fungdes de NELL-1, descritas na literatura, envolvem a promogdo do aumento
da vascularizacdo, da condrogénese e da osteogénese, bem como a supressdo da atividade

osteoclastica, da adipogénese e da inflamagdo.*”

Além das descobertas das fun¢des na modulacdo da osteogénese e seu envolvimento no
metabolismo 0sse0®”’*7, estudos demonstram o envolvimento de variantes do gene NELLI
com outras doengas inflamatorias, incluindo a periodontite.” O primeiro GWAS para
periodontite foi dirigido, em 2009, por Schaefer e al.’®, em uma populagio alema, e replicado
em holandeses, identificando-se variantes genéticas associadas a periodontite. A partir de entdo,

foram realizados estudos de associagdo gendmica ampla em outras populagdes.’®”’

2.3 FUNCOES IDENTIFICADAS DA PROTEINA NELL-1ESEU ENVOLVIMENTO NO
METABOLISMO OSSEO

As fungdes de NELL-1 atualmente registradas na literatura sdo: aumento da
vascularizagdo, condrogénese e osteogénese; supressdo da adipogénese, da atividade
osteoclastica e supressdo da inflamagao (Figura 3). A figura 3 apresenta as fun¢des de NELL-

1 na osteogénese, condrogénese e adipogénese, para elucidar os mecanismos envolvidos.?*787

Figura 3 — Fungoes atuais de NELL-1 descritas na literatura. Aumento da vascularizagdo, condrogénese e

osteogénese. Supressdo da adipogénese, da atividade osteoclastica e supressao da inflamagao

_
B &£ o O © LA

Promove a Supressio da Promove Supressdo da Supressdo da Promove
condrogénese Atividade de osteogénese adipogénese inflamagdo vascularizagio
osteoclasto

Fonte: adaptado e traduzido de Li ef al.* pelos autores.

O papel funcional da proteina NELL-1comecou a ser desvendado ao se investigar a

associacdo positiva da expressdo deNELL-1 com a craniossinostose coronal unilateral,
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caracterizada por malformagdo congénita do cranio devido ao fechamento precoce das suturas

cranianas em humanos.”#75-:80.81

Desde entdo, diversos estudos passaram a investigar as fungdes de NELL-].3%-80-82

Pesquisas atribuiram multiplos papéis ao NELL-1 em processos fisiologicos e patologicos,
apresentando propriedades osteoindutivas.’*$%83 NELL-1 é um potente fator pro-osteogénico
para a regeneracgao do tecido osteocondral, sendo importante na esqueletogénese craniofacial e
apendicular. Apresenta efeitos antiadipogénicos, uma vez que pode inibir a diferenciacdo de
células mesenquimais em adipdcitos, para se transformarem em osteoblastos, melhorando
condi¢des de regeneragdo 0ssea.’®’®” Portanto, NELL-1 direciona a diferencia¢do de células

mesenquimais multipotentes de adipdcitos para osteoblastos.”-%*

Acredita-se que a sinalizagdo de NELL-1, na formagao 0ssea, seja mediada pela integrina
e subsequente ativagdo da via Wnt/B-catenina.’*®> As integrinas constituem um grupo de
proteinas de superficie celular que possibilitam a adesdo celular e englobam sinais de diversas
citocinas e outros fatores de crescimento.®® NELL-1 se liga diretamente ao receptor de
superficie celular IntegrinB1.3°% De forma subsequente, a ligagdo de NELL-1 a Integrinp1 ativa
uma cascata de sinalizagdo intracelular, promovendo adesdo celular, proliferacio e
diferencia¢do osteogénica, sendo considerada um fator de transcri¢do imprescindivel no
controle da osteogénese.®’A sinalizagdo de Wnt, glicoproteinas importantes na diferenciagdo
dos osteoblastos e outras fungdes celulares, contribui para a osteogénese por regular, de forma
temporaria, a expressdo do gene Runt-related transcription factor 2 (Runx2), que ¢ o principal
fator de transcri¢do da osteogénese, importante em muitos estagios do desenvolvimento 6sseo

(Figura 4).3985-87

Figura 4 — Func¢ao de NELL-1 na osteogénese, condrogénese e adipogénese. Durante a diferenciagdo osteogénica
de células-tronco mesenquimais, NELL-1 promove a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em pré-
osteoblastos e osteoblastos. NELL-1 e Runx2 regulam-se mutuamente, e NELL-1 ativa a sinaliza¢do canonica Wnt
e proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). Durante a diferenciagdo condrogénica das células-tronco
mesenquimais, NELL-1 promove a formagdo e a maturagdo dos condrocitos através das cascatas de sinalizagao:
Runx2-NELL-1- fator nuclear de células T ativadas 1 (Nfatcl) -Runx3- Indian hedgehog (Ihh). A inibi¢do da
adipogénese ocorre por for¢ca de NELL-1 inibir o principal fator de transcri¢do adipogénico receptor ativado por
proliferador de peroxissoma y (PPARY), que ¢ dependente da via de sinalizagdo Hedgehog (HH)
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Fonte: adaptado e traduzido de Li ef al.* pelos autores.

NELL-1 eleva a expressao e a translocagao nuclear de Wnt/B-catenina em osteoblastos e
osteoclastos, o que aumenta a diferenciagdo de osteoblastos e inibe a reabsor¢do Ossea
direcionada por osteoclastos (Figura 4).8%Além dos osteoblastos, as células progenitoras

mesenquimais podem dar origem a adipdcitos, miocitos e condrocitos.?%%°

No processo da diferenciagdo condrogénica de células-tronco mesenquimais, NELL-1
promove a formagao e a maturacdo dos condrocitos através das cascatas de sinalizagdo: Runx2-
fator nuclear de células T ativadas 1 (Nfatcl) - Runx3 - Indian hedgehog (Ihh), traduzida para
o portugués como “ouri¢o indiano”, devido ao aspecto semelhante ao ourigo indiano, observado
nos embrides de Drosophila.®’ E uma molécula sinalizadora importante, que também esta
envolvida no controle da proliferagio e diferenciacio de condrocitos.t”68192 J4 na
adipogénese, NELL-1 inibe o principal fator de transcri¢do adipogénico, o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARY), que sdo fatores de transcri¢do pertencentes a
familia de receptores nucleares, reguladores da homeostase da glicose, metabolismo de lipideos
e inflamag¢d0.87:8%%2 Os PPARy sdo dependentes da via de sinalizagdo Hedgehog (HH) — via
associada a mecanismos de proliferagdo celular, diferenciagdo, angiogénese e homeostase de
células-tronco (Figura 4).3%879% Os efeitos de NELL-1 na vascularizagdo foram inicialmente
observados em um estudo in vitro, em células murais, que estdo intimamente associadas as
células endoteliais nas paredes dos capilares e microvasos em todos os tecidos vascularizados
do corpo humano.”* Foram cultivadas em meio osteogénico suplementado com a proteina
NELL-1 humana (thNELL1) recombinante. Esse estudo demonstrou que NELL-1 aumenta a
expressdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), aumentando também a
angiogénese durante a regeneragdo dssea.’*** O VEGF compartilha algumas semelhangas

funcionais com 0 NELL-1, e também participa do mecanismo da formagio 6ssea.** Assim como
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o NELL-1, por exemplo, os osteoblastos também secretam VEGF, o que sugere um papel do

VEGEF na regulagdo da migragéo e diferenciagdo dos osteoblastos.”%*

Estudos demonstraram que a expressdo do gene NELLI, no tecido embriondrio, ¢
essencial para o crescimento e desenvolvimento do tecido 6sseo, bem como indu¢do da
regeneragdo Ossea e cartilaginosa com alta especificidade para linhagem de condrocitos.?% %> A
proteina NELL-1 estd envolvida na diferenciagdo osteogénica, sendo a expressdo do gene

NELLI aumentada durante a osteogénese.”!»93%

A expressdo de NELL-1 aumenta a atividade de Runx2, via sinalizacdo das proteinas Wnt,
que ¢ essencial para a diferenciagdo de células progenitoras em osteoblastos e o
desenvolvimento 0sseo normal.®*87 Em células precursoras de osteoblastos, a sinalizagio Wnt
candnica estimula diretamente o promotor Runx2 e conduz a diferenciagdo osteoblastica.’®
Sendo assim, NELL-1 influencia na osteogénese através do estimulo de Wnt canodnica e

aumento da atividade de Runx2.789!

Dentre as fung¢des observadas, a proteina NELL-1 ¢ capaz de regular negativamente a
expressdo de moléculas pro-inflamatorias e catabdlicas e, como resultado, demonstrou uma
a¢do anti-inflamatdria em estudos in vitro € in vivo.”3%% Por meio de um estudo in vivo, com
replicagdo in vitro, Shen et al.®’, em 2013, investigaram o papel anti-inflamatério de NELL-1,
que foi evidenciado através da redugdo de marcadores inflamatdrios estimulados por
interleucina 1 beta (IL1B) e suas enzimas catabolicas, responsaveis pela degradacdo da matriz

extracelular (MEC) expressa na cartilagem articular de camundongos utilizados no estudo.”

A supressdo da atividade osteoclastica da proteina NELL-1 ¢ caracterizada por apresentar
efeitos inibitérios sobre os osteoclastos, com diminuigdo do numero ¢ da atividade
celular.828597 NELL-1 ativa diretamente a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina nas células
osteoclasticas e osteoblasticas.®> De forma especifica, a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina em
osteoblastos induz a expressdo do principal inibidor de osteoclastos e osteoprotegerina,
alterando o equilibrio entre osteoprotegerina € RANKL e inibindo indiretamente a atividade
osteoclastica.”” Portanto, os efeitos positivos da NELL-1 na formagdo Ossea e os efeitos
negativos na reabsor¢do d6ssea podem ser explicados pela ativacdo ou inibicdo da via de

sinalizagdo Wnt/B-catenina nos precursores de osteoblastos e osteoclastos, respectivamente.”’

O desequilibrio nos processos dinamicos de reabsorcao e formagdo dssea pode levar a
destruicdo Ossea progressiva, presente em doencas como osteoporose, osteopenia e

periodontite, que apresentam caracteristicas de perda ossea. Estudos nas ultimas décadas
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documentaram o envolvimento dos genes na variagdo da densidade mineral 6ssea e o risco de

fraturas osteoporoticas.”’-%

Karasiket al.’®, em 2010, examinaram as relagdes entre as caracteristicas relacionadas a
osteoporose com base em GWAS.”® Avaliaram diversas variantes de nucleotideo tinico em
2.073 mulheres com idade média de 65 anos, estimando as correlagdes fenotipicas, genéticas e
ambientais entre as caracteristicas 0sseas. Foram encontrados 38 SNV em genes que poderiam
estar associados a osteoporose, dentre estes o NELLI. Todavia, os autores afirmam que sdo
necessarios mais estudos para entender melhor a especificidade do local dos determinantes

genéticos dos fenotipos dsseos € a associagdo deles com o maior risco de fratura.”®

Liet al.'®, em 2020, realizaram uma investiga¢do in vivo acerca do papel da proteina
NELL-1 na patogénese da osteoartrite e seus potenciais beneficios terapéuticos. A osteoartrite
¢ condi¢do inflamatéria cronica em que ocorre a degeneracdo da cartilagem articular e das
estruturas Osseas adjacentes.!”! Nesse estudo, os autores verificaram que a administragdo de
NELL-1, em injecdo intra-articular, suprimiu a expressdo de citocinas inflamatorias e suas
enzimas catabodlicas da cartilagem de camundongos, regulando positivamente o fator de
transcri¢do relacionado ao runt (Runx)! em condrécitos da cartilagem articular de
camundongos ¢ humanos. Em acréscimo, NELL-1 reduziu significativamente a inflamagao

estimulada por interleucina 1P e os danos a cartilagem articular.!%!

Na periodontite, observa-se um infiltrado inflamatoério nos tecidos moles gengivais € no
periodonto, mediado pela resposta imune, desencadeando inflamacdo caracterizada pela
producdo de uma série de citocinas que, dentre outros mecanismos pro-absortivos, ativam os
osteoclastos, células centrais da reabsor¢do 0ssea.*>* O infiltrado inflamatorio, nos tecidos
moles gengivais e no periodonto, produz citocinas que ativam os osteoclastos, células centrais
da reabsorg¢do dssea, estimulando osteoblastos e células do ligamento periodontal a expressarem
RANKL, bem como outras citocinas inflamatorias, estimulando, consequentemente, o0s

osteoclastos a reabsorverem 0sso.%2-%3

Em um estudo dirigido por Wang et al., em 2022, constatou-se que o uso combinado de
BMP9 e proteina NELL-1 pode ter o potencial de promover a regeneragdo do osso alveolar na
periodontite.®® Uma investigacdo realizada por Lee et al., em 2013 identificou genes fortemente
expressos no foliculo dental, relacionados ao desenvolvimento e a remodelacao 6ssea. NELL-
1 apresentou forte associacdo, uma vez que pode contribuir na diferenciacdo e na mineralizagao

das células osteoblasticas.!°!
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Algumas variantes genéticas que codificam proteinas envolvidas na resposta do
hospedeiro podem ser fatores de risco para doengas inflamatodrias, incluindo a periodontite.?*-3
Com a finalidade de identificar possiveis variantes genéticas com a periodontite, Sanders et
al.3®,em 2017 realizaram um GWAS em 10.395 participantes hispanicos e latinos, selecionaram
os niveis de inser¢do clinica interproximal como medida de periodontite e relataram a existéncia
de um locus génico de significAncia gendmica e outros quatro de significancia sugestiva. O
gene NELLI apresentou um SNV rs75715012, que mostrou associagdo positiva sugestiva.*¢

Embora os resultados demonstrem possivel associagdo de NELL 1, sdo necessarios mais estudos

para ilustrar o papel funcional de variantes do gene na periodontite.

2.4 FATORES AMBIENTAIS E GENETICOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO
DA PERIODONTITE

A multifatorialidade da periodontite envolve fatores relacionados ao comportamento do
individuo quanto ao estilo de vida, o que inclui a higiene oral, condi¢do sistémica do paciente,
habitos de vida e fatores ambientais que podem ou ndo apresentar influéncia
epigenética.'®*>1A disbiose bacteri teristi tomicas locai i

pigenética. isbiose bacteriana, as caracteristicas anatomicas locais e 0os mecanismos
genéticos, quando somados a resposta inflamatéria imune do hospedeiro, configuram a
complexidade da periodontite por estabelecerem um fenoétipo que pode dificultar as estratégias

de prevengio e de tratamento.*

A literatura aponta a terapia mecanica e a antibioticoterapia sistémica como tratamentos
bem estabelecidos para a periodontite.!9!%A terapia mecanica, a raspagem e o alisamento
radicular, constituem o tratamento tradicionalmente utilizado na periodontite.!* Consiste na
utilizacdo de instrumentos automatizados, como raspadores ultrassonicos e instrumentos
manuais, cuja finalidade é realizar raspagem e alisamento radicular dos elementos dentérios.!%
Também se verifica a utilizagdo de terapias cirurgicas.!?>!% Modalidades terapéuticas
adjuvantes e alternativas disponiveis atualmente sdo evidenciadas na literatura, porém de forma

limitada, a exemplo da terapia fotodindmica antimicrobiana TFDa!%

, a laserterapia de baixa
poténcia (LBP)!%, o uso de probidticos!?’, da propolis!®e da clorexidina.!® A terapia de
manuteng¢do periodontal e 0 acompanhamento alongo prazo também sdo cruciais para o sucesso

do tratamento.*?
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Evidéncias apontam que uma parcela da populacdo ndo responde aos tratamentos
periodontais.>®!°A auséncia de resposta aos tratamentos convencionais pode ser justificada
pelo fato de a maior parte do dano tecidual na periodontite ser dependente da resposta
imunologica inflamatoria do hospedeiro.”!!:1242 Essa resposta pode variar de acordo com os

aspectos biologicos associados a predisposi¢do genética do individuo.? 328 103

Existe uma variedade de determinantes que regulam o sistema imunologico, e esses
fatores sdo intrinsecos ou adquiridos.*? Os fatores causais intrinsecos sdo os fatores de risco
hereditarios, ou seja, a suscetibilidade genética.>3%32 Ja os adquiridos estdo relacionados ao
estilo de vida e ao ambiente, podendo ter um impacto significativo na fun¢do imunologica.? Um
aspecto em comum em doencas inflamatorias cronicas ¢ o fato de estarem envolvidas com

variantes genéticas a elas associadas, a exemplo dos polimorfismos de nucleotideo tinico®**

Estudos evidenciam varidveis importantes que estdo associadas a um maior ou menor

risco para a periodontite, dentre elasobesidade!!?, tabagismo!!!, nivel socioecondmico!!?, raca

117 118,119

ou etnia'l®, estresse!!4, idade!!”, sexo ou género''S, diabetes'!” easma , apontadas como

fatores predisponentes ao desenvolvimento da doenga.!?82

Varios estudos relataram uma associagdo entre obesidade e periodontite.!?°A inflamagéo
local, na periodontite, tem maior probabilidade de ter um efeito sistémico em pacientes obesos
do que em pacientes ndo obesos.!'® As células imunoldgicas sdo ativadas no tecido adiposo e
algumas das células imunes, ativadas por produtos bacterianos ou fatores inflamatorios do
hospedeiro, podem migrar para o tecido adiposo através da circulagdo.!?° Os adipocitos liberam
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6, que induzem a produgao de proteina C reativa
(PCR), alterando a resposta do hospedeiro, deixando-o suscetivel a infec¢do bacteriana. Na
relagdo entre obesidade e periodontite, evidencia-se que a inflamacao local ¢ amplificada,

29,120

afetando a porgdo sistémica. Assim, a obesidade pode exacerbar a doenga

periodontal 2-110:120

O tabagismo ¢ considerado um fator de risco para o desenvolvimento da periodontite,
independentemente do inicio, da extenséo e da gravidade da doenga.'»** O tabaco desencadeia a
supressao do sistema imunolégico e a liberagdo de citocinas inflamatdrias do fluido crevicular
gengival, altera a fungdo das células imunologicas e a regulagdo proteolitica além de promover

danos oxidativos aos tecidos periodontais.!'!!

A presenga da periodontite pode contribuir indiretamente, através da recorréncia ou do

agravamento dos ataques respiratorios, em pacientes com asma.!'®12% Alguns mecanismos
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foram propostos para a associagdo entre as duas doengas, como aspiracao de bactérias presentes
no biofilme, disseminacdo hematogénica ou presenca de mediadores quimicos inflamatérios
em bolsas periodontais, redu¢do do fluxo salivar, desidratacdo da mucosa alveolar devido a
respiragdo bucal e alteragdo da fungio imunoldgica.'?! Somado a isso, o uso dos corticosteroides
para o tratamento da asma pode promover efeitos imunossupressores.!'” Em um estudo, foi
demonstrado que a frequéncia da periodontite ¢ maior em individuos com asma grave do que

em individuos sem o diagnostico de asma.'?

Com relagdo a associacao do nivel socioecondmico com periodontite, € possivel observar
que individuos com nivel socioecondmico mais baixo apresentam sintomas da doenca
periodontal mais avancados, como edema gengival, enquanto aqueles com nivel
socioecondmico mais elevado relataram sintomas periodontais mais incipientes, como
sangramento gengival.!'?A acessibilidade as orientagdes sobre higiene oral também influencia
na saude bucal e, consequentemente, no desenvolvimento da periodontite.?®2° Sobre a
correlacdo de género com a predisposicao em desenvolver periodontite, foi relatado, por meio
de um estudo epidemiolédgico, que os homens correm maior risco de desenvolver as formas

agressivas da periodontite, sugerindo interagdo entre sexo e fatores genéticos.?!12

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo de variantes do gene NELLI com a periodontite em uma

populacgao brasileira de Salvador, Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Caracterizar e investigar a associacdo entre variantes genéticas no gene NELLI e a
periodontite.
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3.2.2 Avaliar o impacto funcional in silico das variantes genéticas estudadas em NELLIno
estudo de associa¢do com a periodontite.

3.2.3 Avaliar a interagdo entre gendtipos de variantes genéticas do gene NELLI associados a
periodontite e idade, obesidade, habito de respiragdo bucal, uso de fio dental e asma.

4 ARTIGO

ASSOCIACAO DE VARIANTES GENETICAS DO GENE NELLI COM A PRESENCA
DA PERIODONTITE EM UMA POPULACAO BRASILEIRA

Carneiro, Jaiza Kénsuly Moura Pinheiro'; Cruz, Alvaro A.*; Barrientos, Marcia Otto'~; Gomes-
Filho, Isaac Suzart’; Trindade, Soraya Castro’; Santana, Cinthia Vila Nova*%; Pinheiro,
Gabriela Pimentel*; Souza-Machado, Adelmir*; Costa, Ryan dos Santos'?; Figueiredo, Camila
A.12; Oliveira, Tatiane Teixeira Muniz Carletto!-2.

!Laboratério de Imunofarmacologia e Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias da Satide, Universidade Federal
da Bahia, UFBA, Salvador, Bahia, Brasil;?Departamento de Biorregulacdo, Instituto de Ciéncias da Savde,
Universidade Federal da Bahia, UFBA, Salvador, Bahia, Brasil; *Escola de Savde, Faculdade Adventista da
Bahia, FADBA, Cachoeira, Bahia, Brasil; * Fundagdo Programa para o Controle da Asma na Bahia —ProAR e
Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia, Brasil; °Departamento de Satide, Universidade Estadual de
Feira de Santana, Feira de Santana, Bahia, Brasil; °Escola Bahiana de Medicina e Saide Publica, Salvador,
Bahia, Brasil. E-mail: tatiane.teixeira@ufba.br

Resumo

Introdugao: A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria que ocorre por interagdes complexas
entre uma microbiota oral disbidtica e uma resposta imunolédgica do hospedeiro. Aspectos
genéticos, ambientais e sistémicos podem estar associados a periodontite. Estudos de genes
candidatos e estudos de ampla associa¢ao do genoma (GWAS) buscam identificar associagdes
entre variantes nos genes e a periodontite. O gene NELL codifica uma proteina citoplasmatica
que contém repeti¢des semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF) e suas variantes
genéticas podem estar envolvidas na regulacdo da diferenciacdo e do crescimento celular,
relacionadas a proteina NELL-1 codificada. Objetivo: Investigar a associagdo entre variantes
genéticas do gene NELLI e a periodontite. Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo
transversal com 506 individuos adultos, ndo aparentados, classificados com presenca (n=117)
ou auséncia (n=389) de periodontite, recrutados através do Programa para controle da Asma na
Bahia (ProAR). Através de um questiondrio e entrevista, foram obtidas informacdes sobre
caracteristicas sociodemograficas, héabitos e estilo de vida, histérico médico e odontologico.
Apo6s a realizacdo do exame oral, foram classificados com periodontite os individuos que
apresentavam pelo menos 4 dentes com ao menos 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. A andlise de
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associagdo foi realizada no software Plink 1.9 através da regressdo logistica multivariada
ajustada por idade maior ou igual a 40 anos, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio
dental, asma e ancestralidade. Resultados: Foram associadas positivamente a periodontite 25
variantes de nucleotideo tnico (SNV) do gene NELL! e 14 variantes associadas negativamente.
Foram observadas associagdes que dizem respeito a idade, obesidade, habito de respira¢ao
bucal, uso de fio dental e asma. Os alelos das variantes rs10766721-A, rs74326837-A ¢
1s76391583-G foram positivamente associados com a periodontite. As variantes rs6483735-A,
1s919476-A e rs111375391-G foram positivamente associadas a periodontite. O alelo C do
rs10766743 foi negativamente ligado a periodontite. Na variante rs34835859, individuos com
o gen6tipo C/A no modelo aditivo, que utilizam o fio dental, apresentam 2,45 vezes a mais de
chances de desenvolver periodontite, (OR = 2,45; 1C95%= 1,17-5,12; valor de p = 0,026).
Pessoas com idade maior ou igual a 40 anos, com gendtipo G/G na variante rs7130084, possuem
2,88 vezes a mais de chances de desenvolver periodontite (OR = 2,88; 1C95% = 1,35 — 6,13;
valor de p = 0,035) do que pessoas com o mesmo gendtipo e idade maior ou igual a 40 anos.
Conclusio: Neste estudo, Variantes do gene NELLI foram associadas a periodontite. Na
analise de gene-ambiente, as covaridveis obesidade, o ndo uso do fio dental, a presenca de asma
e a idade superior ou igual a 40 anos foram vinculadas as variantes relacionadas ao
desenvolvimento da periodontite. Estudos prospectivos futuros devem ser realizados para testar
a hipotese da influéncia e funcionalidade dessas variantes descritas no presente estudo.

Palavras-chave: Doengas periodontais; periodontite; polimorfismo de nucleotideo unico; fator
de crescimento epidérmico.

ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease due to complex interactions between a
dysbiotic oral microbiota and the host's immune response. Genetic, environmental, and
systemic aspects may be associated with periodontitis. Candidate gene studies and genome-
wide association studies (GWAS) seek to identify correlations between variants in genes and
periodontitis. The NELLI gene encodes a cytoplasmic protein that contains epidermal growth
factor (EGF)-like repeats and its genetic variants may be involved in the regulation of
differentiation and cell growth, related to the encoded NELL-1 protein. Purpose: Investigate
the association between genetic variants of the NELLI gene and periodontitis. Materials and
Methods: A cross-sectional study was carried out with 506 unrelated adult individuals,
classified as having the presence (n=117) or absence (n=389) of periodontitis, recruited through
the Program for Asthma Control in Bahia (ProAR). Through a questionnaire and an interview,
pieces of information were obtained about sociodemographic characteristics, habits and
lifestyle, and medical and dental history. After the oral examination, individuals with at least 4
teeth with at least 1 site with a probing depth > 4 mm, clinical attachment level > 3 mm, and
bleeding upon stimulation in the same location were classified as periodontitis. Genotyping was
performed using the Illumina Infinium Multi-Ethnic kit. The association analysis was carried
out in the Plink 1.9 software using multivariate logistic regression adjusted for age greater than
or equal to 40 years, obesity, mouth breathing habits, use of dental floss, asthma, and ancestry.
Results: Twenty-five variants of the NELLI single nucleotide (SNV) gene were positively
associated with periodontitis and 14 variants were negatively associated. Correlations referring
to age, obesity, mouth breathing habits, dental flossing, and asthma were observed. The alleles
of the variants rs10766721-A, rs74326837-A, and rs76391583-G were positively related to
periodontitis. Variants rs6483735-A, rs919476-A, rs111375391-G were positively associated
with periodontitis. The C allele of rs10766743 was negatively associated with periodontitis. In
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the rs34835859 variant, individuals with the C/A genotype in the additive model, who use
dental floss, are 2.45 times more likely to develop periodontitis, (OR = 2.45; 95% CI = 1.17-5,
12; p-value = 0.026). People aged 40 years or older, with the G/G genotype in the rs7130084
variant, are 2.88 times more likely to develop periodontitis (OR = 2.88; 95% CI = 1.35-6.13;
value p = 0.035) than people with the same genotype and age greater than or equal to 40 years.
Conclusion: In this study, variants of the NELLI gene were associated with periodontitis. In
the gene-environment analysis, the covariates obesity, lack of flossing use, presence of asthma,
and age greater than or equal to 40 years are linked to variants associated with the development
of periodontitis. Future prospective studies should be carried out to test the hypothesis of the
influence and functionality of these variants described in the present study.

Keywords: Periodontal Disease; Periodontitis; Single nucleotide polymorphism; Epidermal
Growth Factor.

1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma condi¢do inflamatéria iniciada pela interagdo entre um biofilme
subgengival disbidtico e a resposta imunologica do hospedeiro.! Fatores ambientais e do
hospedeiro influenciam nesse processo dindmico.!? A doenga afeta os tecidos de sustentagdo
que circundam os dentes — osso alveolar, ligamento periodontal, cemento radicular e gengiva
—, podendo resultar na perda de elementos dentarios e até mesmo ocasionar uma condi¢ao
inflamatoria sistémica.>® A perda de elementos dentarios, associada a uma variedade de
condi¢des sistémicas, tem sido reconhecida como um problema de satide publica em todo o

mundo.*

Mecanismos inflamatdrios resultam da interagdo de agentes patogénicos com a resposta
imunologica do hospedeiro frente a infecgdo persistente.>®” A persisténcia da colonizagdo
bacteriana envolve a imunidade inata e adquirida do hospedeiro, levando a ativacao de vias de
sinalizagdo, o que induz a resposta inflamatdria, ocasionando a destrui¢do do tecido dsseo e
estruturas periodontais de suporte.!A imunidade inata ativa as células hospedeiras primarias do
corpo, preparando-o para a defesa contra infec¢des bacterianas, além de desencadear a
imunidade adaptativa.®® Ocorre um aumento da produ¢io de mediadores pro-inflamatorios,
como interleucina 1-beta (IL-1pB), prostaglandinas e fator de necrose tumoral (TNF).>6%10 A
regulacdo do metabolismo 6sseo ¢ mediada pelo sistema receptor, ativador do fator nuclear
kappa B (RANK) — ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) —

osteoprotegerina (OPG).!'Essas proteinas apresentam papéis fundamentais na formagdo e na
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sobrevida dos osteoclastos, sendo a interagio RANKL e RANK essencial para a estimulagao

da osteoclastogénese e promogdo da reabsor¢do 0ssea.>5!!

A interacdo de fatores de risco intrinsecos e extrinsecos influenciam a resposta do
hospedeiro e a susceptibilidade individual para o desenvolvimento da doenga.!? Estudos
evidenciam variaveis importantes que estdo associadas a um maior ou menor risco para a
periodontite, como obesidade!?, tabagismo'4, nivel socioecondmico'’, estresse!é, asma'!’, sexo
ou género'8, diabetes!®, idade?® e etnia ou raga®!, apontados como fatores predisponentes ao
desenvolvimento da doenga.?? Estudos passaram a investigar as influéncias genéticas para a
suscetibilidade e gravidade da periodontite por meio de variantes genéticas em uma

determinada populagdo.?32423.26:27

O gene Neural EGFL Like 1, NELLI (traduzido para o portugués: semelhante ao fator de
crescimento epidérmico neural 1), codifica uma proteina citoplasmatica que contém repeticdes
semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF).2#2° NELLI pode estar envolvido na
regulacdo e na diferenciacdo do crescimento celular, bem como em diversas fungdes

relacionadas ao desenvolvimento de doengas.?%°

A proteina NELL-1 participa diretamente na ativacdo da via de sinalizagdo Wnt/B-
catenina em células osteoclasticas e osteoblasticas.?® Portanto, os efeitos positivos da NELL-1
na formacgdo dssea e os efeitos negativos na reabsor¢ao Ossea podem ser explicados pela
ativagdo ou inibi¢do da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina nos precursores de osteoblastos e
osteoclastos, respectivamente. No processo patologico da periodontite, ocorre o estimulo da
produ¢ido do RANKL e inibi¢do da OPG.>!! Alteragdes importantes nesse mecanismo podem

resultar na perda Ossea que caracteriza a periodontite.*6-8.%:10-12

Investigacdes de dados de GWASs e estudo de gene candidato revelaram possiveis
associacdes de SNV de NELLI e amplas fungdes do gene, a exemplo de seu envolvimento no
metabolismo 0sse0.%3! A identifica¢do dos fatores genéticos para a periodontite € o estudo de
possiveis genes envolvidos sdo importantes para avaliar o curso da doenga quanto ao risco ou
a gravidade da periodontite.>*3233 Apesar do desenvolvimento de novos estudos, 0 mecanismo
da patogénese da periodontite ainda ndo estd completamente elucidado, uma vez que essa
condi¢do pode estar associada a diversas doencas sistémicas e a aspectos multifatoriais do
individuo.®*!1? Portanto, este estudo tem por objetivo investigar a associa¢do entre variantes do

gene NELL] e a periodontite na populacio definida.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 POPULACAO DO ESTUDO

Este estudo transversal envolveu 506 individuos adultos (> 18 anos), ndo aparentados e
de ambos os sexos, sendo 117 com periodontite e 389 sem periodontite. Foram inicialmente
recrutados através da coorte do Programa para controle da Asma na Bahia (ProAR), em
Salvador (Bahia, Brasil). Foram coletadas informagdes de todos os participantes por meio de
questionario e entrevista sobre habitos e estilo de vida, antecedentes médicos e odontologicos,
bem como acessibilidade a cuidados de saude bucal. O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), por escrito, foi obtido de cada individuo. A aprovacao ética foi obtida pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil (CONEP n° 15782) com o Certificado de
Apresentacio para Apreciagdo Etica (CAAE) namero 25000.013834/2010-96.

2.2 DIAGNOSTICO DE PERIODONTITE

Para a determinacdo do diagnostico de periodontite, foram verificados seis sitios em cada
dente, com excecao dos terceiros molares. Os critérios foram definidos de acordo com Gomes-
Filho et al. (2018)*, envolvendo pardmetros de avaliagio clinica como: medi¢do de recessdo,
nivel de insercdo clinica, profundidade de sondagem e sangramento a sondagem. O exame
intraoral foi realizado por um cirurgido-dentista periodontista, devidamente calibrado. A
confiabilidade intraexaminador das medidas de recessao gengival e profundidade de sondagem
foi avaliada pelo método de Bland e Altman (0,067 e 0,071 respectivamente) em 10% da

amostra.’?

Foi identificada a presenca de periodontite em elementos com, pelo menos, quatro ou
mais dentes com um ou mais sitios com profundidade de sondagem > a 4 mm, com perda de
inser¢do clinica > a 3 mm no mesmo sitio e presenca de sangramento a sondagem, de acordo

1'34

com os critérios de Gomes-Filho et al.°*, em 2018; nos demais, foi considerada a auséncia de

periodontite.
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2.3 EXTRACAO GENOMICA DE DNA E GENOTIPAGEM

Amostras de sangue foram coletadas para a realizacdo da extragdo genomica de DNA,
utilizando-se o kit FlexiGene (FlexiGene DNA Kif). A genotipagem foi realizada através do
Chip Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina) com aproximadamente 2 milhdes
de marcadores do genoma humano (www.llumina.com). As informacdes genéticas das
variantes de NELLI foram extraidas entre as posi¢cdes localizadas no cromossomo 11:
NC _000011.10 (20669551-21575686) versao do genoma GRCh38 (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Os limites dos genes nas coordenadas GRCh38 foram determinados empregando-se o banco de

dados ENSEMBL (//useast.ensembl.org/).

2.4 ANALISE IN SILICO

Andlises funcionais foram verificadas, neste estudo, para cada SNV estatisticamente
significativo em NELLI, catalogado em bancos de dados publicos, como o repositério de
variantes dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). A caracterizagado e as informagdes sobre
a funcdo foram verificadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e no banco de dados ENSEMBL (https://www.ensembl.org). A analise
do desequilibrio de ligagio (DL) foi realizada com o softiware Haploview®™ 4.2
(//www broadinstitute.org/haploview/haploview), em que o valor de r?> > 0,7 foi estabelecido
como alta correlagdo entre as variantes. A plataforma on-line SNPStats (www.snpstats.net) foi
utilizada para as analises de gene-ambiente, em que foi realizada andlise de interacdo de cada
SNV com cada covariavel (idade, obesidade, respiragdo bucal, uso de fio dental, asma), para
verificar como o ambiente poderia interferir na periodontite. Essa analise foi ajustada pelas
demais covariaveis que ndo estdo sendo analisadas. Para a associagdo de haplotipos, os dados
obtidos  foram  inseridos no  pacote  smp.plotter na  versaio R = 4.0.3

(https://cran.microsoft.com/snapshot/2019-10-09/web/ pacotes/snp.plotter/index.html).
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2.5 ESTRATEGIA ESTATISTICA

A investigacdo da associacdo de variantes genéticas no gene NELLI com a periodontite
foi realizada através de regressdo logistica multivariada em trés modelos — aditivo (ADD),
dominante (DOM) e recessivo (REC) —, usando-se o sofiware PLINK 1.9. Para a decisdo quanto
ao melhor modelo de ajuste, as covariaveis inicialmente foram verificadas com o desfecho
através do teste qui-quadrado.’® O modelo de ajuste adequado apresentou as variaveis idade
(dicotomizada > 40 anos), obesidade (IMC > 30), respiracdo bucal, uso de fio dental (pelo
menos uma vez ao dia), asma e ancestralidade. Para os resultados, foram determinados os
valores de odds ratio (OR) e intervalo de confianca (IC = 95%). Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos para valor de p e valor p permutacional de 10.000

vezes, quando menor ou igual a 0,05.

3 RESULTADOS

3.1 POPULACAO DO ESTUDO

Foram incluidos, no estudo,506 participantes do Programa para Controle de Asma na
Bahia, que possuiam dados relacionados a genotipagem e que atendiam aos critérios de
qualidade anteriormente descritos. A amostra foi composta por 506 individuos, 85 homens e
421 mulheres. A Tabela 1 apresenta caracteristicas relacionadas ao estilo de vida, caracteristicas
gerais de saude e de saude bucal da amostra. Podem ser observadas, nessa tabela, as diferencas
estatisticamente significativas entre os individuos com e sem periodontite em relagao a idade
(> 40 anos), obesidade, diagndstico de asma, uso de fio dental e habito de respirar pela boca

(p<0,05).

Tabela 1-Caracterizagdo da populacdo de estudo quanto a pardmetros demograficos, presenca de morbidades e
satde bucal

Caracteristicas Sem Com p-valor*
periodontite periodontite
(%) (%)
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n=389 n=117
>40 anos 253 (65.0) 88(75.2) 0.04
Mulheres 327 (84.1) 94 (80.3) 0.345
Idade escolar < 4 325 (83.5) 80 (68.4) 0.000
Comorbidades
Sobrepeso (IMC > 25) 265 (68.1) 91 (77.8) 0.045
Obesidade (IMC > 30) 102 (26.2) 47 (40.2) 0.004
Hipertensao 99 (25.5) 43 (36.8) 0.017
Diabetes 18 (4.7) 9(7.7) 0.196
Presenca de cardiopatias 10 (2.6) 8 (6.8) 0.029
Hipercolesterolemia 43 (1L.1) 15 (12.80) 0.599
Asma 219 (56.3) 95 (81.2) 0.000
Historico odontolégico

Respiracio 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 ma oclusiao 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 meses 269 (69.2) 77 (65.8) 0.496

*Qui-quadrado de Pearson.

Fonte: Barrientos.*

As variantes examinadas neste estudo que apresentaram associagdo significativa com a

periodontite estdo inseridas na Tabela 2. No gene NELLI, 25 variantes foram positivamente

associadas e 14 negativamente associadas a periodontite, nos modelos recessivo, dominante e

aditivo.

Tabela 2 —Associagao significativa entre variantes do gene NELL-1 e periodontite por regressdo logistica ajustada
para idade, obesidade, habito de respiragdo bucal, uso de fio dental, asma e ancestralidade.

NELLI
Com Sem Val

SNV A1/A2 Modelo Genétipo Periodontite periodontite QR*  [C95% di ‘I’)r peﬂm
(%) (%)
AA+AG  102(87.1)  373(95.9)

rs7126959 G/A  REC 3.15  143-6.90 0.004  0.003
GG 15(12.8) 16(4.11)

rs1793003 C/G  REC  GG+GC  90(76.8) 33084.7) 199 1.15-345 0014 0012
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cC 27(23.0) 59(15.1)
GG 37(31.6) 144(37.0)
ADD GA 55(47.0) 193(49.6) 141 1.03-1.95 0.034  0.035
rs6483735 A/G AA 25(21.3) 52(13.3)
GG+GA  92(78.6) 337(86.6)
REC 1.97 1.12-348 0019 0.018
AA 25(21.3) 52(13.3)
AA 61 (52.1) 244 (62.7)
ADD AC 45 (38.4) 130 33.4)  1.61 1.13-230 0.009 0.011
cC 11(9.4) 15 (3.8)
1s73456743  C/A AA 61(52.1) 244(62.7)
DOM 1.61 1.03-2.51  0.036 0.046
CC+AC  56(47.8) 145(37.2)
AA+AC  106(90.5) 374(96.1)
REC 279 1.17-6.66 0021 0014
cC 11(9.4) 15(3.8)
AA+AG  108(92.2) 329(84.5)
rs7109477 G/A  REC 042 020-0.90 0025 0.019
GG 09(7.6) 60(15.4)
AA+AG  104(68.1) 368(94.5)
rs1557461 G/A  REC 241 1.10-530 0.029 0.019
GG 13(11.1) 21(5.4)
GG 33(28.0) 144(37.0)
ADD GA 61(52.1) 201(51.6)  1.57 1.13-2.18 0.007  0.008
AA 23(19.6) 44(11.3)
110766721  A/G GG 33(28.2) 144(41.7)
DOM 1.73  1.06-2.80  0.028  0.036
AA+GA  84(71.7) 245(62.9)
GG+GA  94(80.3) 345(88.6)
REC 191 1.06-343 0.031 0.027
AA 23(19.6) 44(11.3)
GG+GA  111(94.8) 347(89.2)
rs7130084 A/G  REC 036 0.14-091 0031  0.027
AA 6(5.1) 42(10.8)
GG+GA  99(84.5) 349(89.6)
rs1400366 A/G  REC 1.99 1.05-3.77 0.034  0.042
AA 18(15.4) 40(10.3)
AA+AG  99(84.6) 295(75.8)
rs7109004 G/A  REC 0.54 030-0.97 0040 0.042
GG 18(15.4) 94(24.1)
cC 49(41.8) 133(34.1)
ADD CA 55(47.0) 185(47.5) 072 0.52-0.99  0.043  0.039
rs4539321 A/C AA 13(11.1) 70(17.9)
CC+CA  104(88.8) 318(81.9)
REC 052  027-0.99 0047  0.047
AA 13(11.1) 70(18.0)
GG+GA  98(83.7) 288(74.0)
rs1670644 A/G  REC 057 032-0.99 0049  0.046
AA 19(16.2) 100(25.7)
GG 94(80.3) 351(90.4)
rs7114554 A/G  DOM 3.02  1.63-559 <0.001 <0.001
AA+GA  23(19.6) 37(9.5)
AA 101(86.3) 370(95.1)
176391583  G/A  DOM 327 1.55-692  0.002  0.002
GG+AG  16(13.6) 19(4.8)
1s77258944  C/A  ADD AA 70(59.8) 184(47.3)  0.63 044-0.92 0.015 0.012
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AC 41(35.0) 170(43.7)
cC 6(5.1) 35(8.9)
CC+CA  70(59.8) 184(89.6)

DOM 058 037-0.90 0015 0014
AA 47(40.2) 205(10.3)
cC 84(71.7) 238(61.1)

ADD CA 30(25.6) 13534.7)  0.59 0.38-0.90 0.015  0.015
rs10833542  A/C AA 3(2.5) 16(4.1)
cC 84(71.7) 238(61.1)

DOM 053 0.33-0.87 0011  0.009
AA+CA  33(282) 151(38.8)
AA 71(60.6) 190(48.9)

ADD AC 41(35.0) 166(42.7)  0.63 044-0.92 0.016 0.017
rs116092797  C/A cC 5(4.2) 32(8.2)
AA 71(60,6) 190(48.9)

DOM 059 038-0.92 0021 0.024
CC+AC  46(39.3) 198(51.0)
AA 99(84.6) 361(92.8)

rs78633883  G/A  DOM 221  1.13-434 0021 0.021
GG+AG  18(15.3) 28(7.1)
GG 115(98.2) 358(92.0)

rs76863810  A/G  DOM 0.18 0.04-0.77 0021 0014
AA+GA 2(1.7) 31(7.9)
AA 102(87.1) 366(94.0)

ADD AG 14(11.9) 22(5.6) 220 1.11-435 0.024 0.017
rs145112118  A/G GG 1(0.8) 1(0.2)
GG 102(87.1) 366(94.0)

DOM 219 1.05-4.58  0.036  0.039
AA+GA  15(12.8) 23(5.9)
GG 101(86.3) 366(94.1)

rs113987552 A/G ~ DOM 230  1.11-474  0.025  0.027
AA+GA  16(13.7) 23(5.9)
GG 30(25.6) 150(38.5)

11611930 A/G  DOM 1.84 1.13-299 0015 0012
AA+GA  87(74.3) 239(61.4)
AA 40(34.1) 101(25.9)

1s10766737 G/A  ADD AC 55(47.0) 187(48.0) 073  0.53-0.99  0.041  0.034
cC 22(18.8) 101(25.9)
AA 69(58.9) 268(68.8)

rs10766816 C/A  ADD AC 41(35.0) 111(28.5) 148 1.00-2.16 0.046  0.046
cC 7(5.9) 10(2.5)
GG 106(90.5) 372(95.6)

rs114514959 A/G ~ DOM 236 1.01-555 0.048  0.040
AA+GA 11(9.4) 17(4.37)
cC 50(42.7) 210(54.0)

151429793  A/C  DOM 1.66 1.07-2.58  0.024  0.029
AA+CA  67(57.3) 179(46.0)
cC 94(80.34)  329(84.57)

16483725  A/C  DOM 1.83  1.02-327 0.041  0.046
AA+CA  23(19.65) 60(64.83)
GG+GA  109(93.16)  380(97.68)

1919476 ~ A/G  REC 299 1.03-8.72  0.043 0019
AA 7(6.03) 9(02.31)

rs10766743 C/A  ADD AA 56(47.86)  132(33.93) 0.66 0.48-091 0.012  0.013
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AC 47(40.17)  183(47.04)
cC 14(11.96) 74(19.03)
AA 56(47.86)  132(33.93)

DOM 059 038-0.92 0021 0.022
CC+AC  61(52.13)  257(66.06)
AA 50(42.73)  123(31.61)

rs10833411 A/G  ADD AG 51(43.58)  188(48.32) 071 0.52-0.97 0.033  0.034
GG 16(13.67) 78(20.05)
AA 26(22.22)  143(36.76)

ADD AG 65(55.55)  184(47.38) 146 1.07-199 0.018  0.020
rs1465604  A/G GG 26(22.22) 62(15.93)
GG 26(22.22)  143(27.20)

DOM 208 1.25-345  0.004  0.005
AA+GA  91(77.77)  246(63.23)
AA 32(18.82)  155(40.15)

rs34835859 C/A  DOM 1.69 1.05-2.71 0.032  0.037
CC+AC  85(72.64)  234(60.15)
GG 109(93.16)  376(96.75)

174326837 A/G ~ DOM 288  1.09-7.60  0.033  0.018
AA+GA  8(06.83) 13(03.34)
AA 107(91.45)  372(95.62)

179245106 G/A  DOM 270 1.11-6.56  0.029  0.023
GG+AG  10(08.54) 17(04.37)
AA 108(92.30)  373(95.88)

rs111375391 G/A  DOM 265 1.07-6567 0.022  0.036
GG+AG  9(21.36) 16(06.42)
GG 103(88.03)  367(96.65)

157934072 A/G  DOM 213 1.01-4.45 0.0457 0.038
AA+GA  14(11.96)  22(05.65)
cC 85(72.64)  235(60.41)

ADD CG 28(23.93)  128(30.39)  0.64 0.43-0.96 0.029  0.038
rs11605646  C/G GG 4(03.41) 26(06.68)
GG 85(72.64)  235(60.41)

DOM 060 037-0.96 0034  0.029
CC+GC  32(27.35)  154(39.58)
GG 62(52.99)  156(13.33)

rs7120820 A/G ~ DOM 060 039-094 0024 0.025
AA+GA  55(47.00)  233(59.89)
AA 37(31.62)  160(41.13)

rs1544266 G/A  DOM 1.68 1.05-2.67 0.029  0.026
GG+AG  80(68.37)  229(58.86)

Nota: A1/A2 —menor alelo/alelo selvagem; ADD — modelo aditivo; modelo DOM — dominante; REC — modelo
recessivo; OR — razdo de chances; 1C95% — intervalo de confianga 95%; p — valor significancia estatistica p <

0,05; p perm — p permutacional.

Fonte: dados do estudo.

3.2 ANALISE DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Os resultados da analise do desequilibrio de ligagao das 39 variantes genéticas incluidas

neste estudo estdo representados na figura 1A, apresentando 10 variantes separadas por blocos
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de haplotipos. Ao verificar os resultados das 10 variantes demonstradas na figura 1B, pode-se
observar que ha um forte DL entre as variantes rs113987552 e rs145112118 (r> = 0.94) contidas
no bloco 5 (5kb), € entre as variantes rs77258944 e rs116092797 (r> = 0.93), contidas no bloco
4 (Okb). Nesta amostra, as variantes rs7109004 e rs10766737, presentes no bloco 1(1kb),
apresentaram alto desequilibrio de ligagdo (r> = 0.85). As variantes rs10766743 ¢ rs10833411,
contidas no bloco 2 (6kb), também apresentaram DL elevado (r*= 0.89). As variantes do bloco

3 (4kb), rs7109477 e rs4539321, também estdo em DL (> = 0.70).

Em seguida, foi verificada a forma¢do de haplétipos entre variantes do gene NELLI
associados a periodontite, e foi identificada, apesar da alta frequéncia haplotipica, uma
associagdo negativa dos haplétipos formados com o desfecho (Tabela 3). Individuos que
herdam, de forma conjunta, os alelos polimorficos G e G do haplotipo rs7109004-1s10766737
tém diminuidas, em 0,72 vezes, as chances de desenvolverem periodontite, apesar de terem
apresentado frequéncia haplotipica elevada: 0,4523. Os demais haplotipos também
apresentaram associacao negativa com a periodontite. O hapldtipo rs10766743-rs10833411
obteve a frequéncia haplotipica elevada (0.3982), e os individuos que apresentam os alelos
polimorficos C e A, dessa associacdo de haplotipo, t€ém uma redugdo de 0,39 vezes na chance
do diagnostico da periodontite. As variantes dos haplétipos foram analisadas isoladamente e
permaneceram em associagdo negativa com a periodontite, ou seja, o valor da OR se manteve
menor que 1 em cada SNV isolada. Apesar de os haplotipos apresentarem DL alto, nenhum foi

associado positivamente a periodontite (Figura 1B).

Figura 1 — Analise do DL de 39 variantes genéticas associadas a periodontite (Figura 1A), e 10 variantes (Figura
1B), localizadas no cromossomo 11 (n = 506).
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rs7109004

rs10766737
rs10766743

rs10833411
1s7109477

rs4539321
rs77258944

rs116002797 .\

rs113987552 .
rs145112118

Block 1 (1 kh)

Fonte: dados do estudo.

Block 2 (6 kh)

103

Block 3 (4 kh)

392

Block 4 (0 kh)

398

Block 5 (5 kh)

453 456

Tabela 3 — Associacdo de haplotipos entre variantes do gene NELLI com presenca de periodontite (n = 506)

Chr Combinacgao de . Frequéncia o }
haplétipos Genotipo de haplétipo OR (95%CI) p-valor
rs7109004-

11 510766737 G-G 0,4523 0,72(0,52-0,98) 0,04
rs10766743-

11 510833411 C-A 0,3982 0,68 (0,49-0,94) 0,02
rs7109477-

11 154539321 G-A 0,3391 0,71 (0,51-0,99) 0,047
1s77258944-

11 15116092797 Cc-C 0,2767 0,63 (0,44-0,92) 0,017

Chr: cromossomo. OR: odds ratio ajustada para obesidade, habito de respiragdo bucal, uso de fio dental (pelo
menos uma vez ao dia) e asma. IC95%: intervalo de confianga 95%. p-valor < 0.05

Fonte: dados do estudo.

3.3 ANALISE DA ASSOCIACAO GENE E AMBIENTE

Para a covariavel idade dicotomizada de 18 a 39 anos e > 40 anos, somente uma variante

foi associada a periodontite, para o modelo aditivo e dominante. Pessoas com idade maior ou

igual a 40 anos, com gen6tipo G/G na variante rs7130084, possuem 2,88 vezes mais chances
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de desenvolvimento de periodontite (OR = 2,88; 1C95% = 1,35 — 6,13; valor de p = 0,035) do
que pessoas do mesmo gendtipo com idade menor ou igual a 39 anos (Tabela 4). A andlise foi
ajustada por presenca de obesidade, presenga de respiracdo bucal, uso de fio dental e presenca

de asma.

Tabela 4— Razdo de chances para desenvolver periodontite em portadores do genétipo GG na variante rs7130084
comparativamente entre participantes do estudo com idade superior ou inferior a 40 anos

SNV Modelo Genotipo Idade perigflglntite periggz:ltite OR p-valor
. -
240 anos (%) (%) (95%IC)
ADD nao 76 (40.86) 11(20.37) 1
rs7130084 e G/G 38 (135 0.035
DOM sim 110 (59.14) 43 (79.63) 6 53) i

SNV: variante de nucleotideo unico. IC95%: intervalo de confianga 95%. ADD: modelo aditivo. DOM: modelo
dominante.

Fonte: dados do estudo.

Foi verificada a associagdo com a periodontite, através da razao de chances, entre pessoas
com obesidade e pessoas ndo obesas com o mesmo gendtipo. Dentre os participantes com
gendtipo G/G na variante rs10766721, os obesos apresentaram 3,46 vezes mais chances de
desenvolvimento de periodontite (OR = 3,46; IC95% = 1.51 — 7.92; p-valor = 0.039). Dentre
os individuos com gendtipo G/G na variante rs74326837, os que estdo em condi¢do de
obesidade apresentam 1,99 vezes mais chances de desenvolvimento de periodontite (OR = 1,99;
1C95%=1.25-3.17; p-valor= 0.026). Dentre aqueles com gen6tipo A/A na variante rs76391583,
os obesos apresentaram 1,64 vezes mais chances de ter o diagnostico de periodontite (OR=
1,64; 1C95%= 1.01-2.66; p-valor= 0.049). Individuos obesos, com gendtipo C/C na variante
rs10833542 possuem 2,59 chances a mais de desenvolvimento de periodontite do que os nao
obesos no modelo aditivo (OR= 2,59; IC95%= 1.48-4.54; p-valor= 0.036). Os modelos

genéticos de associagdo genotipica podem ser verificados na Tabela 5.

Além disso, foi realizada a analise de associagdo de periodontite em obesos com
diferentes genotipos. Para a variante rs10833542, as pessoas obesas € que possuem genotipo
A/C-A/A apresentam associagdo negativa com a periodontite, apresentando7,3 vezes menos
chances de desenvolvé-la (OR= 0.27; 1C95%= 0.12-0.61; p-valor=0.033). Ainda entre
participantes obesos, na variante rs10766743, a associacdo negativa com a periodontite se

repetiu entre os individuos com genétipo C/A, pois eles apresentaram chances 6,6 vezes
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menores de desenvolvimento de periodontite do que as pessoas com genotipo A/A (OR = 0,34
95% IC =0.15 - 0.81 p-valor = 0.017). A anélise foi ajustada para idade (> 40 anos), habito de

respiragdo bucal, uso de fio dental e presenga de asma (Tabela 5).

Tabela 5—Analise de interagdo entre gendtipos de variantes genéticas do gene NELL! associados a periodontite e
a obesidade. Analises ajustadas para idade, respirag@o bucal, uso de fio dental e asma

Obesidade Sem Com -
SNV Modelo Genoétipo e~ periodontite  periodontite OR (95%IC) P
(sim/nio) o o valor
(%) (%)
ndo 109 (75.69) 16 (48.49) 1.00
rs10766721  ADD G/G . 3.46 (1.51-  0.039
sim 35(24.30) 17 (51.51) 7.92)
ADD ndo 279 (57.5) 62 (12.7) 1.00
rs74326837 e G/G - 0.026
REC sim 97 (20) 47(9.6) 1'93? ?7‘)25
ndo 269 (57.1) 60 (12.7) 1.00
rs76391583 ADD
e A/A . 1.64 (1.01-  0.049
ADD ndo 183 (76.8) 48(57.1) 1.00
E C/C 0.036
DOM sim 55(23.1) 36(42.8) 2.59 (1.48-
rs10833542 4.54)
C/C sim 55(53.9) 36 (76.5) 1.00 0.033
DOM  A/C-A/A sim 47 (46.0) 11 (23.4) 0.27 (0.12-
0.61)
A/A sim 34 (40.4) 25 (67.5) 1.00
rs10766743 ADD C/A sim 50 (59.5) 12 (32.4) 0.34(0.15-  0.017
0.81)

SNV: variante de nucleotideo unico. IC95%: intervalo de confianga 95%. ADD: modelo aditivo. DOM: modelo
dominante. REC: modelo recessivo.

Fonte: dados do estudo.

Em individuos com o mesmo gendtipo em uma determinada variante genética, foi
verificada uma associacdo positiva ou negativa com a periodontite e o habito de respiracao
bucal. Individuos com genotipo A/A na variante rs111375391, que possuiam habito de
respiragdo bucal, apresentaram 2,04 vezes mais chances para desenvolvimento de periodontite,
com OR = 2,04; 1C95% = 1.16-3.60; valor de p = 0.026, do que aqueles que ndo possuiam o
mesmo hébito. Aqueles com gendtipo G/G, na variante 1s919476, que possuiam habito de
respiracdo bucal, apresentaram 2,91 vezes mais chances de desenvolvimento de periodontite,
com OR = 291; CI95% =1.41-5.99; valor de p = 0.0055, do que os que ndo possuiam esse
habito (Tabela 6).
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Adicionalmente, foi verificada uma associagdo entre periodontite e hdbito de respirar pela
boca, em individuos com diferentes genotipos para uma mesma variante genética. Entre os
individuos que ndo possuiam o habito de respirar pela boca, aqueles com genotipos A/G-A/A,
modelo dominante, na variante rs919476, apresentaram 2,90 vezes mais chances de
desenvolvimento de periodontite, com OR = 2,90; IC95% = 1.21-6.95 e valor de p = 0.008, do
que os individuos G/G. Analisando-se apenas individuos com habito de respiragdo bucal, os
com gendtipo A/G, na variante rs114514959, apresentaram 3,62 mais chances de
desenvolvimento de periodontite em algum momento da vida, do que aqueles com genotipo
G/G (OR =3,62; 1C95% = 1.38 — 9.46; valor de p = 0,022). Anélises foram ajustadas para idade
(> 40 anos), presenca de obesidade, uso de fio dental e presenca de asma. Os modelos genéticos

utilizados nas associagdes podem ser conferidos junto aos resultados expostos na Tabela 6.

Tabela 6—Analise de interagdo entre gendtipos de variantes genéticas do gene NELL! associados a periodontite e
o habito de respiracdo bucal. Analises ajustadas para idade, obesidade, uso de fio dental e asma

Respirador Sem Com OR
SNV Modelo Genotipo bucal periodontite periodontite (95%IC) p-valor
(sim/n#o) (%) (%) ’
ADD néo 154 (41.2) 20(18.5) 1.00
rs111375391 DOM A/A sim 219 (58.7) 88 (81.4) 2.04 (1.16-  0.026
REC 3.60)
ndo 113 (44.1) 11 (14.6) 1.00
ADD G/G 0.0055
. 2.91 (1.41-
sim 143 (55.8) 64 (85.3) 5.99)
1$919476 nao 113 (44.1) 11 (14.6) 1.00
G/G sim 143 (55.8) 64 (85.3) 2'9;) éé')‘”_
DOM G/G néo 113 (70.1) 11 (42.3) 1.00 0.008
A/G-A/A ndo 48 (29.8) 15 (57.6) 2'92 52521_
rs114514959  ADD G/G sim 218 (95.6) 80(87.9) 3.62(1.38— 0.022
DOM A/G sim 10 (4.3) 11 (12.0) 9.46)
REC

SNV: variante de nucleotideo unico. IC95%: intervalo de confianga 95%. ADD: modelo aditivo. DOM: modelo
dominante. REC: modelo recessivo.

Fonte: dados do estudo.

Foi estudada a interagdo existente entre o uso € o nao uso de fio dental, a0 menos uma
vez ao dia, em pessoas com 0 mesmo genotipo numa variante genética associada a presenca de
periodontite (Tabela 7). Pessoas que possuiam o habito do uso de fio dental, pelo menos uma
vez ao dia, com gendtipo A/G, na variante rs1611930, para o modelo aditivo, apresentaram

chances 7,3 vezes menores de desenvolvimento de periodontite do que aquelas que nao
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utilizavam o fio dental (OR= 0,27; IC = 0,14-0,51; valor de p= 0,033). Esse resultado ¢
reforcado no modelo genético dominante, pois, dentre os individuos com genotipos A/G-A/A,
os que utilizavam fio dental ao menos uma vez ao dia apresentaram chances 7 vezes menores

de desenvolvimento de periodontite, quando comparados aos que ndo fazem esse uso.

Para a variante rs34835859, os que apresentavam o genotipo A/A-C/A e que utilizavam
o fio dental, revelaram associagdo negativa para a doenga em questdo, com menor chance (4
vezes) de desenvolvimento de periodontite do que os que ndo utilizavam o fio dental com
regularidade, ao menos uma vez ao dia (OR = 0,60; IC95% = 0,37-0,97; valor de p = 0,023)
(Tabela 7). Individuos com gendtipo G/G, na variante rs74326837, que usavam fio dental ao
menos uma vez ao dia, apresentaram chances 4,8 vezes menores de desenvolvimento de
periodontite, com OR= 0,52; IC95%= 0,33-0,82; valor de p = 0,038, do que os que ndo usavam,
ao menos uma vez por dia, para os modelos aditivo e recessivo. Pessoas que utilizavam o fio
dental a0 menos uma vez ao dia e possuiam gendtipo A/A, na variante rs79245106, revelaram
chances 4,5 vezes menores de ter o diagndstico de periodontite, (OR=0,55; IC95%= 0.35-0.87;
valor de p =0.0043), do que as pessoas que ndo possuiam esse habito. Esse resultado se replicou

nos modelos aditivo e dominante.

Para individuos com gendtipos G/G-A/G da variante rs6483735, no modelo recessivo,
observou-se que os possuidores do héabito de uso de fio dental, a0 menos uma vez ao dia,
apresentaram associagdo negativa com a presenga de periodontite, tendo OR = 0,59; 1C95% -
0.36-0.95 e valor de p = 0,03. As pessoas que faziam uso do fio dental, a0 menos uma vez por
dia, e que possuiam genotipo C/C-A/C, na variante rs10833542, revelaram protecdo para a
doenga, reduzindo para 0,44 as chances de desenvolvimento de periodontite (OR= 0,44;
1C95%=0,28-0,70; valor de p = 0,024), do que as pessoas que possuiam o mesmo genotipo sem
o habito referido. Resultados semelhantes foram encontrados na verificagdo de interagdo entre
o hébito de usar fio dental ao menos uma vez ao dia e a presenga de periodontite, em analise
genética, no modelo recessivo, para aqueles com mesmo genotipo nas variantes rs1670644,
rs7109477, rs4549321 e rs116092797. Notou-se que, na presenca do mencionado hébito, os
individuos com genotipos G/G-A/G, A/A-G/A, C/C-A/C, A/A-C/A, correspondentes as
variantes citadas, demonstraram uma reducdo de 5,6 a 6,5 vezes nas chances de

desenvolvimento de periodontite.

Quando foram considerados os individuos que possuiam o hébito de usar o fio dental ao

menos uma vez ao dia e que possuiam diferente genodtipo em variantes genéticas associadas a
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presenca de periodontite, neste estudo, constatou-se a existéncia de 2,45 vezes mais chances de
desenvolvimento de periodontite em individuos com gendtipo C/A do que o A/A na variante
rs34835859 (OR =2.45; 1C95% = 1.17-5.12 e valor de p = 0,026), e chances 6,2 vezes menores
de presenca de periodontite para individuos com genotipo A/C quando comparados aos de

geno6tipo C/C na variante rs10833542 (OR = 0,38; 1C95% = 0,17 — 0,87 e valor de p = 0,044).

Ao analisar os individuos que ndo possuiam o habito de usar o fio dental a0 menos uma
vez ao dia, observou-se que os que possuiam o gendtipo A/G-A/A da variante rs1611930, no
modelo dominante, revelaram quatro vezes mais chances de desenvolvimento da doenga do que
aqueles que possuiam o gendtipo G/G e também ndo usavam (OR = 4,00; IC95% = 1.92-8.35
e valor de p = 0,0017). Confirmando esse resultado no modelo aditivo, individuos com
gendtipos A/G e A/A, separadamente, apresentaram 4,22 e 3,58 mais chances de desenvolverem
periodontite do que os com gendtipo G/G, nas mesmas condigdes analisadas. Também foram
encontradas associagdes positivas para a presencga de periodontite entre aqueles com genotipo
A/A, comparados aos de gendtipos G/G-A/G (modelo recessivo), dentre os que ndo usam fio
dental com a regularidade de, ao menos, uma vez ao dia (OR = 3,60; IC95% = 1,62 — 7,96;
valor de p = 0,03). A andlise foi ajustada para idade (> 40 anos), presen¢a de obesidade, habito

de respiragdo bucal e presenca de asma (Tabela 7).

Tabela 7-Analise de interagdo entre gendtipos de variantes genéticas do gene NELL! associados a periodontite e
uso de fio dental, pelo menos uma vez ao dia. Analise ajustada para idade, obesidade, respiracdo bucal e asma

Sem Com

" Uso de fio . . . . OR P-
SNV Modelo Genétipo dental perlo(flontlte perlo(flontlte (95%IC) valor
(%) (%)
ndo 73 (40.7) 43 (67.1) 1.00
ADD A/G — 0.033
sim 106(59.2) 21(32.8) 0.27(0.14
0.51)
ndo 103 (43.0) 60 (68.9) 030 (0.17
DOM  A/G-A/A o gz) ©0,0017
sim 136 (56.9) 27 (31.0) ’
rs1611930 G/G ndo 65 (38.6) 12 (16.6) 1.00
DOM 100 (192 0.0017
A/G-A/A ndo 103 (61.3) 60 (83.3) '8§55 )
G/G nio 65 (38.6) 12 (16.6) 1,00
< 4,22 (1,95 —
ADD A/G nio 73 (43.4) 43 (59.7) 9.11) 0.0058
AJA no 30 (17.8) 170236) 84—

8,84)
ADD AJA sim 95 (50.8) 13 (30.9) 1.00 0.026
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1s34835859 C/A im 9249.1) 000 2B LI
5.12)
ndo 145 (43.6) 53 (55.7) 1.00
REC  A/A-C/A — 0.023
sim 187(563) 42442 000037
0.97)
74306837  ADD o 166 (44.1) 66(60.5) 1.00
e G/G 052035 008
REC sim 210 (55.8) 43(39.4) : 082‘) )
ADD nio 164 (44.0) 63 (58.8) 1.00
s79245106 DOM AA sim 208(559) 4@l 055035 0%
0.87)
nio 153 (45.4) 54 (58.6) 1.00
G/G-A/G .
rs6483735 REC Sium 184 (54.5) 38 (41.3) 0.59 (0.36-
0.95)
G/G-A/G ndo 153 (91.0) 54 (75) 3,60 (1,62— 0,03
AA nio 15 (8.9) 18 (25) 7,96)
nio 161 (43.1) 72 (63.1) 1.00
10833542  RE A 0.024
rs108335 ¢ CCAC sim 212 (56.8) 42(36.8)  0.44 (0.28-
0.70)
C/C sim 132 (62.2) 33(78.5)  038(0,17—
ADD A/C sim 80 (37.7) 9(21.4) 0,87) 0,044
nio 121 (42.0) 66 (67.3) _ 0,35(0,21- 0,0045
151670644 REC  G/G-A/G sim 167 (57.9) __ 32(32.6) 0,59)
nio 136 (41.3) 70 (64.8) 0,39 (0,24- 0,052
rs7109477 REC — AJA-G/A sim 193 (58.6) 38 (35.1) 0,62)
nio 132 (41.5) 69 (66.3) 0,37 (0,23- 0,0027
rsd549321 - REC — C/C-A/C sim 186 (58.4) 35 (33.6) 0,60)
nio 157 (44.1) 72(642) 0,44 (028— 0,0058
15116092797 REC  A/A-C/A o 199 (55°8) 20057) 0.69)

SNV: variante de nucleotideo unico. IC95%: intervalo de confianga 95%. ADD: modelo aditivo. DOM: modelo
dominante. REC: modelo recessivo

Fonte: dados do estudo.

Na analise de gene ambiente com a covaridvel asma, somente uma variante foi associada

positivamente a periodontite para o modelo recessivo. Individuos asmaticos, com genotipo

A/A-C/A, na variante rs10766743, apresentaram 2,41 vezes mais chances de desenvolvimento

de periodontite do que aqueles que ndo eram asmaticos (OR =2,41 C195% = 1,37 —4,22 e valor

de p = 0,028). A analise foi ajustada para idade (= 40 anos), presenca de obesidade, habito de

respiragdo bucal e uso do fio dental (Tabela 8).

Tabela 8 —Analise de interagdo entre gendtipos de variantes genéticas do gene NELL/ associados a periodontite e
a asma. Analise ajustada para idade, obesidade, respiragao bucal e uso do fio dental

SNV

Modelo Genétipo

Asma

Sem
periodontite
(%)

Com
periodontite
(%)

OR p-
(95%IC) valor
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ndo 139 (33.2) 22(5.2) 1
1510766743 REC  A/A-C/A VTG 0.028
sim 176 (42.1) 81(19.3) ' 4(22') )

SNV: variante de nucleotideo unico. IC95%: intervalo de confianga 95%. ADD: modelo aditivo. DOM: modelo
dominante. REC: modelo recessivo.

Fonte: dados do estudo.

4 DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo de associacdo genética que caracterizou variantes do gene
NELL]I e evidenciou a associagdo com a periodontite, com 25 SNV associados positivamente e
14 negativamente, em uma populacio miscigenada, em sua maioria autorreferida
afrodescendente. Das 39 variantes analisadas e associadas ao desfecho, as variantes
rs113987552 e rsl145112118, rs77258944 e 1rs116092797, rs7109004 e rs10766737,
1510766743 e rs10833411, rs7109477 e 1s4539321 demonstraram valores que estdo
relacionados a uma alta probabilidade de serem herdadas juntas e, dessa forma, aumentarem a
chance de o individuo desenvolver periodontite. Em contrapartida, apesar da alta frequéncia

haplotipica, foi observada uma associacdo negativa dos haplotipos formados com o desfecho.

Foi possivel observar cinco haplotipos com alta probabilidade de serem herdados juntos,
variando de 70% a 94%. Individuos podem herdar, de forma conjunta, os alelos do haplotipo
1s7109004- G - rs10766737-G, que apresentam alto DL e frequéncia haplotipica elevada, porém
com associa¢do negativa com a periodontite. Na analise isolada das variantes dos haplétipos,
observou-se que todas permaneceram em associagdo negativa com a periodontite. No estudo de
Xu e colaboradores (2007)*7, realizou-se uma anélise sistematica do DL de afro-americanos
(AfA). Foi genotipada uma amostra de 48 individuos AfA em 24.341 SNVs, abrangendo quase
todo o cromossomo 21, com uma densidade de 1,5 kb/SNV. Foram demonstrados aumentos
substanciais do desequilibrio de ligacdo, tanto em magnitude quanto em extensdo, em

populagdes recentemente miscigenadas, como a afro-americana.’’

Um estudo que replicou resultados de um GWAS, publicado no Estudo Auxiliar de Satde
Oral do Washington Heights/Inwood Columbia Aging Project (WHICAP)*, realizou analises
em genes relacionados a multiplos fenotipos clinicos associados a periodontite, incluindo a

perda de unidades dentarias, bem como caracteristica de colonizacdo microbiana periodontal,
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sendo identificados 136 loci génicos. Sete genes (KIAAI1715, LNPK, ROBO2, RAB2S,
LINCO01017, NELL1, LDLRAD4 (C180rF1), CRYBB2P1I) foram estatisticamente associados, de
forma significativa, com a porcentagem de dentes com nivel de inser¢ao clinica > 3mm e dois
genes (RUNX2, LAMA?2) com a porcentagem de dentes com nivel de inser¢do > Smm. No
referido estudo, o gene NELLI foi associado ao fenotipo de dentes com perda do nivel de
inser¢do clinica maior que 3mm.Esse foi um dos pardmetros considerados para o diagndstico
da periodontite, em nosso estudo. O total de 22 SNVs identificadas e as variantes associadas
de forma significativa foram demonstradas por haplétipos: rs10833389 (T/G) e
rs79814951(A/T). As variantes rs10833389 (T/G) e rs79814951 (A/T) foram associadas
negativamente ao fendtipo de dentes com perda do nivel de inser¢do clinica maior que 3mm.
Os haplotipos rs74930916 e rs76797531 apresentaram um desequilibrio de ligagdo elevado,
aumentando as chances de associacdo ao fendtipo perda de nivel de inserc¢ao clinica superior a
3 mm.*® Ndo houve haplétipos coincidentes entre as duas investigagdes citadas na literatura e

o presente estudo.

Muitos autores discutem o perfil complexo e multifatorial da periodontite. Nesse
contexto, fatores ambientais, comportamentais e genéticos e suas relagdes sdo estudados.!>!’
Este estudo analisou a interagdo entre genotipos de variantes genéticas do gene NELLI
associados a periodontite e variaveis relacionadas a essa doenga. O alelo A do rs7130084 esta
negativamente associado com a periodontite. Na andlise do gene-ambiente, foi possivel
observar que individuos com idade maior ou igual a 40 anos, com genétipo G/G na variante
rs7130084, possuem 2,88 vezes mais de chances de desenvolvimento de periodontite do que
pessoas do mesmo gendtipo com idade menor ou igual a 39 anos. A periodontite ocorre com
maior frequéncia em individuos de faixas etdrias avancadas, nos quais a prevaléncia pode
chegar em torno de 90% entre os brasileiros com idade entre 45 ¢ 49 anos.*® O agravamento da
periodontite com o envelhecimento estd associado a diversos fatores. Algumas doencas
sistémicas sdo fatores de risco para a periodontite, e elas t€ém sua prevaléncia aumentada com a

idade.*® Eke et al., em 2016, apresentaram dados com maior prevaléncia de periodontite nos

EUA em uma parcela (45,9%) da populagio afetada com 30 anos ou mais.*!

Os alelos das variantes rs10766721-A, rs74326837-A e 1rs76391583-G foram
positivamente associados com a periodontite. Nas analises de interagdo com a obesidade, foi
possivel observar que a obesidade pode ser um fator de risco para a periodontite. Pessoas com
obesidade, com gendtipo G/G na variante rs10766721, apresentaram 3,46 vezes mais chances

de desenvolvimento de periodontite do que as ndo obesas. Assim como individuos obesos com
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gendtipo G/G, na variante rs74326837, e obesos com genotipo A/A, na variante 1s76391583,
apresentaram mais de chances de ter o diagnostico de periodontite. Os alelos das variantes
rs10833542-A e rs10766743-C foram negativamente associados com a periodontite. Nas
analises de interagdo, individuos obesos, com genotipo C/C na variante rs10833542, possuiam
2,59 mais chances de desenvolvimento de periodontite do que os ndo obesos. As pessoas
obesas, com genotipo C/A, na variante rs10766743, apresentaram 2,94 vezes menos chances de
desenvolvimento de periodontite do que as ndo obesas. A literatura evidencia que a presenca
de obesidade ¢ um fator de risco para o desenvolvimento da periodontite.*? No estudo de Kim

etal

,em 2022, foi demonstrado que a obesidade evidenciou maior probabilidade de existéncia
de periodontite, com uma razdo de chances de 1,35. Ja na analise de subgrupos, os paises

europeus apresentaram o OR mais elevado: 2,46.%

Na associa¢do com a presenca do habito de respiragdo bucal, trés variantes apresentaram
resultado com associagao positiva, e uma foi negativamente associada a periodontite. Em nosso
estudo, a auséncia do habito de respiracdo bucal demonstrou ser um fator de prote¢do ao
diagnostico clinico da periodontite. As variantes rs6483735-A, rs919476-A e rs111375391-G
foram positivamente associadas a periodontite. Pessoas que ndo possuiam o habito de
respiragdo bucal, mas com genétipo A/A-A/G, na variante rs6483735, apresentaram mais
chances de desenvolvimento de periodontite, do que as portadoras do genotipo G/G e que nao
apresentavam o habito de respiragdo bucal. As que possuiam o habito de respiraciao bucal e
geno6tipo G/G, na variante 1919476, apresentaram mais chances de desenvolver periodontite,
do que as que ndo possuiam o hébito e eram portadoras do mesmo genoétipo. Ja os individuos
com gendtipo A/G-A/A, na variante rs919476, e que nao possuem o hébito de respiracao bucal
apresentaram chances 2,90 vezes maiores de desenvolvimento de periodontite, do que os
individuos G/G que ndo apresentavam respiracao bucal. Os individuos que apresentavam habito
de respiracdo bucal e genotipo A/A, na variavel rs111375391, possuiam mais chances de
desenvolvimento de periodontite do que aqueles que ndo possuiam esse habito. A literatura
evidencia um maior grau de inflamacdo gengival e maior tendéncia ao acumulo de placa
bacteriana entre os pacientes respiradores bucais.** A auséncia do selamento do labio superior
ocasiona a formac¢ao de biofilme, diminuindo a resisténcia tecidual, sendo que a gravidade da
inflamacdo depende da composi¢do da microbiota local, o que pode evoluir para a
periodontite.*> O respirador bucal apresenta caracteristicas clinicas bem definidas de

inflamagdo gengival. A respiracdo bucal, em pacientes asmaticos, pode provocar reducdo do
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fluxo salivar e desidratagdo da mucosa alveolar, aumentando as chances de desenvolvimento

de periodontite. 44

Considerando o uso de fio dental (pelo menos uma vez ao dia), as variantes para seus
respectivos gendtipos apresentaram associagdo negativa com periodontite, com excecdo da
variante 1s34835859, que, mesmo com utilizagdo do fio dental, a presenca do genotipo C/A
para o modelo aditivo apresenta associagdo positiva com 2,45 vezes mais de chances para o
diagnostico da doenga. A literatura destaca o uso adequado e regular de fio dental para remogao
de placa dentéria recém-formada. Usar o fio dental pode reduzir a gengivite, mais do que apenas

escovar os dentes, e diminuir o risco de desenvolvimento de periodontite.*’

O alelo C do rs10766743 foi negativamente associado a periodontite. Na analise de
interagdo com a asma, individuos com genotipo A/A-C/A apresentaram associagdo positiva
com 2,41 vezes mais chances para o diagnostico da doenga. Dessa maneira, ser asmatico € um
fator de risco para o desenvolvimento da periodontite. Em um estudo dirigido por Soledade-

Marques et al.*®

, em 2018, observou-se uma associa¢do entre asma grave e periodontite, pois a
frequéncia de periodontite foi maior em individuos do grupo caso em comparagdo ao grupo
controle, bem como nos individuos com periodontite, que apresentaram risco 3 vezes maior de
desenvolver a asma grave.*® Um estudo transversal, em individuos com diagnostico
autorrelatado de doencas alérgicas, incluindo asma e rinite, mostrou uma correlacao positiva

com problemas de saude bucal, incluindo periodontite em adolescentes coreanos.*’

A plausibilidade bioldgica da associag@o entre satde oral deficiente e asma ainda nao foi
estabelecida, porém se sugere que pode ocorrer maior deterioracdo periodontal em individuos
asmaticos, devido ao aumento das citocinas inflamatoérias e ao aumento de IgE no tecido
gengival.>® Gomes-Filho ef al.>!, em 2014, realizaram um estudo caso-controle e concluiram
que pacientes adultos com periodontite apresentaram, aproximadamente, cinco vezes mais

probabilidade de ter asma do que aqueles sem o diagnostico de periodontite.>!

5 CONCLUSAO

As variantes do gene NELLI apresentam-se associadas positiva ou negativamente a

periodontite. Na andlise de gene-ambiente, as covariaveis obesidade, ndo uso do fio dental,
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presenca de asma e idade superior ou igual a 40 anos estdo associadas a variantes vinculadas ao
desenvolvimento da periodontite. Embora os resultados relatados promovam maior evidéncia
dessa importante associacao, estudos prospectivos futuros devem ser realizados a fim de melhor
testar a hipdtese sobre a influéncia e a funcionalidade das variantes descritas, no presente

estudo, do gene NELLI com a periodontite.

Tabela suplementar

NELL1
Rank
Posicio SNV Al/A2 Funcio RegulomeDB
Chr11:21355605 rs7126959 G/A Intron If
Chr11:21169902 rs7114554 A/G Intron If
Chrl11:21069124 1s76863810 A/G fntron 2b
Chr11:20715592 rs1611930 A/G Intron 3a
Chr11:20903493 rs10766743 C/A Intron If
Chr11:20912419 rs1465604 A/G Intron If
Chr11:21396536 rs1544266 G/A Intron If
Chr11:20677848 rs1793003 C/G fntron 7
Chr11:20866153 rs6483735 A/G Intron 5
Chr11:20915446 1573456743 C/A Intron 5
Chrl1:21392234 rs7109477 G/A Intron 7
Chr11:21338558 rs1557461 G/A Intron 5
Chr11:20742453 rs10766721 A/G Intron 5
Chrl11:21183544 rs7130084 A/G Intron 6
Chr11:20999014 rs1400366 A/G Intron 7
Chrl11:20871217 rs7109004 G/A Intron 7
Chr11:21397200 rs4539321 A/C intron 6
Chrl11:21195306 rs1670644 A/G Intron 7
Chr11:21369645 1s76391583 G/A Intron 7
Chr11:21403607 1577258944 C/A Intron 5
Chrl1:21462569 rs10833542 A/C Intron 7
Chr11:21403609 rs116092797 C/A fntron 5
Chr11:21366091 rs78633883 G/A Intron 4




Chr11:21503249 rs145112118 A/G Intron
Chr11:21497991 15113987552 A/G Intron
Chr11:20872552 1510766737 G/A Intron
Chr11:21457692 1510766816 C/A Intron
Chr11:21048002 15114514959 A/G Intron
Chr11:20904710 151429793 A/C Intron
Chr11:20817862 156483725 A/C Intron
Chr11:20867079 1s919476 A/G Intron
Chr11:20909745 rs10833411 A/G Intron
Chr11:20921798 rs34835859 C/A Intron
Chrl1:21176297 1574326837 A/G Intron
Chr11:21183178 1579245106 G/A Intron
Chr11:21241260 rs111375391 G/A Intron
Chr11:21286913 157934072 A/G Intron
Chr11:21332273 1511605646 C/G Intron
Chr11:21372313 rs7120820 A/G Intron

Fonte: dados do estudo.
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5 CONCLUSAO GERAL

Esta dissertagdo apresentou o primeiro estudo de associa¢do de variantes genéticas do
gene NELLI com a presenca da periodontite em uma populacdo de Salvador, Bahia/Brasil.
Foram analisadas 39SNVs do gene NELLI, sendo 25 associadas positivamente a doenca
periodontal e 14 variantes associadas negativamente. Foi verificado o melhor modelo de ajuste
das analises, identificando que as covaridveis idade maior ou igual a 39 anos, obesidade, habito
de respirar pela boca, uso de fio dental ao menos uma vez ao dia e presenca de asma, foi o
melhor modelo de ajuste para as analises de regressao logistica. A idade maior ou igual a 39
anos, a obesidade, o ndo uso de fio dental, o hdbito de respiragdo bucal e presenca de asma,
foram apontados como indicadores para o desenvolvimento da periodontite. As variantes do

gene NELLI apresentaram DL elevado, mas, como haplotipos, ndo houve associagdo positiva
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com a periodontite. NELLI ¢ um gene candidato no envolvimento da periodontite. Ao
considerar que fatores genéticos tém diferentes efeitos em diferentes populagdes, sugere-se a
importancia do desenvolvimento de mais estudos abordando ndo somente a relacdo das
variantes do gene NELLI com outras populagdes internacionais, como também com amostras
de outras regides brasileiras. O aprofundamento neste tema possibilita a obtencdo de mais
resultados conclusivos e a determina¢cdo de um novo marcador molecular genético para a

doenga periodontal.
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