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Resumo

A doenca periodontal crénica (DPC) é uma doenca multifatorial,
polimicrobiana causada por estimulo de bactérias gram-negativas como
Porphyromonas gingivalis que se acumulam no sulco gengival. O processo
inflamatorio € um dos fatores responsaveis pelo dano tecidual e posterior
perda dos dentes. Nas membranas das plaguetas ha glicoproteinas (GP)
que carregam os antigenos plaquetarios humanos (HPA), cujos genes que
os codificam séo polimorficos. Como resultado do polimorfismo h& formacéo
de aloantigenos decorrentes de diferentes epitopos. Este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do polimorfismo de antigenos plaquetarios
humanos, HPA-2, na patogénese da DPC. O HPA-2 foi genotipado em 100
pacientes com DPC e 100 controles pela técnica de PCR-SSP. Os critérios
de inclusdo da amostra foram individuos ndo fumantes, néo relacionados e
com idade entre 30 a 65 anos e minimo de 20 dentes na arcada dentaria,
pacientes com pelo menos 5 sitios com presenca de bolsa periodontal; os
critérios de exclusédo foram pacientes com periodontite agressiva, individuos
diagnosticados com doencas inflamatérias e diabetes. As frequéncias dos
alelos HPA-2a e HPA-2b para pacientes e controles foram 84% e 16%, 88%
e 12% respectivamente. As frequéncias dos gendtipos A/A, A/B e B/B para
pacientes e controles foi 70%, 29% e 1%; 78%, 21% e 1%, respectivamente.
As frequéncias alélicas encontradas se aproximaram dos resultados de
outros estudos e nédo foi observada associacdo entre o polimorfismo de
HPA-2 Thrl45Met (482C/T) e DPC. O estudo pretendeu contribuir para a
caracterizacdo genética dos pacientes com a doenca periodontal e auxiliar
no progndstico e tratamento.

Introducao

A doenca periodontal crénica (DPC) é uma doenca polimicrobiana
multifatorial causada principalmente por estimulos de bactérias gram-
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negativas que se acumulam no sulco gengival, principalmente
Porphyromonas gingivalis. A maior causa de dano tecidual € devido ao
processo inflamatorio, resultando na formacdo de bolsas periodontais e
destruicdo do ligamento periodontal e suporte 0sseo adjacente que em
casos extremos leva a perda de dentes. A imunopatogénese da DPC esta
relacionada com seu curso clinico e 0s mecanismos genéticos podem ter
impacto nas desordens inflamatorias.

As plaguetas tém origem nas células indiferenciadas da medula 0ssea,
sendo importante no processo de coagulacdo sanguinea além de
desempenhar papel importante nos processos inflamatérios e regeneracéo
tecidual. As plaquetas expressam muitas moléculas imunomoduladoras (por
exemplo, P-selectina, TLR, CD40L) e citocinas (por ex., IL-18 e TGF-B) e
tem a capacidade de interagir com varias células do sistema imunoldgico.
Devido a isso, as plaquetas sdo capazes de influenciar tanto a resposta
inume inata quanto a adaptativa (LI et al., 2012).

Nas membranas plasmaticas das plaquetas ha glicoproteinas de membrana
(GP) que carreiam os antigenos plaquetarios humanos (HPA), cujos genes
que os codificam sdo polimorficos. A substituicio de um aminoacido gera
mudangas na estrutura terciaria das GPs resultando no reconhecimento
aloimune para diferentes epitopos (CURTIS e MCFARLAND, 2013).

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos de
nucleotideo unico de HPA-2 na posicdo Thrl45Met na patogenia da doenca
periodontal cronica.

Materiais e métodos

Neste estudo foram avaliados 100 pacientes diagnosticados com a
doenca periodontal e 100 individuos que n&o apresentem a doenca
periodontal (grupo controle) de mesma origem geografica e faixa etaria.
Todos os pacientes e controles foram avaliados e selecionados nas Clinicas
Odontolégicas da Universidade Estadual de Maringd (UEM) e do Centro
Universitario Ing4, ambas localizadas na cidade de Maringa-PR. Os
seguintes critérios de selecdo foram considerados: i- critérios de incluséo:
individuos nao relacionados, ndo fumantes, com idade entre 30 e 65 anos e
arcada dentaria com no minimo 20 dentes; os pacientes com DPC
apresentaram pelo menos cinco sitios em diferentes dentes, com presenca
de bolsa periodontal > 5 mm e perda de insercdo >3 mm; os controles
apresentaram menos que 30% de sangramento a sondagem e nenhuma
bolsa periodontal >4 mm. ii- critérios de exclusdo: individuos com doencga
periodontal agressiva, infeccdo aguda, diabetes ou que fizeram tratamento
periodontal nos ultimos seis meses; individuos do grupo controles néo
poderiam ter apresentado nenhum quadro de doenca periodontal
anteriormente.

A extracdo de DNA foi realizada pela técnica de salting-out modificada a
partir de 10 mL de sangue periférico coletado em tubo com EDTA. A
genotipagem foi realizada pela técnica de PCR-SSP de acordo com Nie et
al. (2010) com alteracbes. Para a amplificacdo foi utilizado um primer
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especifico para cada alelo e um de uso comum que amplificou um fragmento
de 244 pb. Somado a isso, foi adicionado um par primers para o gene do
hormonio de crescimento humano (HGH) que amplificou um fragmento de
434 pb como controle interno da reacdo. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corados com SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os programas OpenEpi
versao 3.01 e SNPStats para os calculos de qui-quadrado, odds ratio (OR)
com intervalo de confianca de 95% e equilibrio de Hardy-Weinberg.
Considerou-se o valor de p<0,05 com significancia estatistica.

Resultados e Discussao

O polimorfismo de HPA-2 Thrl45Met foi analisado em 100 pacientes
com DPC e 100 controles. Ambos os grupos estavam pareados quanto a
sexo e idade, P= 0,384 e P= 0,370, respectivamente. A média de idade no
grupo dos pacientes foi 46,97 = 8,84 e do grupo controle 46,77 + 10,21. A
distribuicdo dos gendtipos dos SNPs analisados encontra-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg.
Comparando-se as frequéncias alélicas e genotipicas, entre 0s pacientes
com DPC e o grupo controle, para o polimorfismo de HPA-2 Thrl45Met néo
foi observada diferenca estatisticamente significativa (Tabela 1). A
estratificacdo no grupo dos controles e pacientes, para género e idade,
também ndo se mostrou com diferencas estatisticas. Desta forma, nao foi
observada associagéo entre o polimorfismo de HPA-2 e a DPC.

Tabela 1: Distribuicdo das frequéncias dos alelos e genoétipos de HPA-2 e
comparacao entre 0s grupos de pacientes com doenca periodontal cronica e
controles.

Amostra total Pacientes DPC Controles P

N=100 N=100 N=100
n (%) n (%) n (%)
HPA-2 Thrl45Met
Alelos HPA-2a 346 (86) 169 (84) 177 (88)
HPA-2b 54 (14) 31 (16) 23(12) 0,24
Gendtipos AJA 148 (74) 70 (70) 78 (78)
A/B 50 (25) 29 (29) 21 (21) 0,14
B/B 2 (1) 1(1) 1(1)

n= ndmero; P= p-valor

A distribuicdo das frequéncias e gendtipos de HPA-2 na populacdo deste
estudo foi semelhante ao observado por Silvestre e colaboradores (2017)
que analisaram a distribuicdo destes alelos na populacéo brasileira de etnias
caucasiana e em descendentes de japoneses. Na populacdo de mesma
etnia (brancos), a frequéncia dos alelos de nosso estudo de daquele foram
respectivamente igual a 86%vs 84,4% para HPA-2a e 15,6% vs 14% HPA-
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2b. Estes dados corroboram com a qualidade dos resultados encontrados no
presente estudo.

Os antigenos plaquetarios humanos foram largamente estudados para
doencas oclusivas coronarianas e cerebrais. Abboud e colaboradores (2010)
reportaram que os alelos HPA-1b e HPA-2b tiveram menor frequéncia em
controles que em pacientes com doenca arterial coronariana grave. O
mesmo estudo mostrou que o haplotipos HPA-1a/2a e HPA-1b/2b aumenta o
risco da doenca (OR=3,63 e OR=2,92, respectivamente).

Até o momento esse foi o primeiro estudo que avaliou a influéncia do
polimorfismo de HPA na DPC. Esses resultados contribuem para a
caracterizacdo genética dos pacientes com a doenca periodontal e auxiliar
no prognostico e tratamento. Estudos adicionais sdo necessarios para
compreender o papel destes polimorfismos na patogénese da DPC.

Conclusbes

A associacao entre o polimorfismo de HPA-2 Thrl45Met (482C/T) e a
DPC nao foi observada, tanto para alelos quanto para genotipo.
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