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Associacao entre polimorfismos no gene do sistema de grupo sanguineo Duffy e

em regido reguladora de 1L8 com a periodontite cronica
RESUMO

Os antigenos do sistema de grupo sanguineo Duffy, também conhecidos como DARC, Duffy
antigen receptor for chemokines, atuam como receptor para a quimiocina Interleucina-8
(IL-8). IL-8 tem um papel importante na patogénese da periodontite crbénica devido as
propriedades quimiotaxicas sobre neutrofilos. O objetivo deste estudo foi verificar uma
possivel associacdo entre os polimorfismos no gene do sistema de grupo sanguineo Duffy e o0s
SNPs -353T/A, -845T/C, -738T/A na regido promotora do gene IL8 com a suscetibilidade a
periodontite cronica. Para tanto, 124 individuos com a doenca e 187 controles que procuraram
atendimento em Clinicas Odontoldgicas de Instituicdes de Ensino, em Maringa, PR, foram
selecionados. O DNA foi extraido pela metodologia de salting out. As genotipagens de Duffy
e dos polimorfismos na regido promotora do gene IL8 foram realizadas por PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length). As andlises estatisticas foram
realizadas pelo Teste de qui quadrado com correcdo de Yates ou Teste Exato de Fisher e a
possibilidade de associacdo foi avaliada por odds ratio com intervalo de confianca de 95%.
Em individuos ndo fumantes o alelo -845C, o gendtipo -845TC e o hapl6tipo CTA estiveram
associados positivamente com a periodontite cronica (alelo-845C: 3,6% vs. 0,4%; OR=10,4;
1IC95%=1,1-95,6; genotipo-845TC: 7,3% vs. 0,7%; OR=10,1; 1C95%=1,1-91,2; haplotipo
CTA: 3,6% vs. 0,4%; OR=10,1; 1C95%=1,3-259,8). Pacientes afro-brasileiros que
apresentavam o SNP-67T>C na regido 5ndo traduzida do gene FY, em homozigose ou
heterozigose, concomitantemente com o SNP IL8 -353A, exibiram resisténcia a periodontite
crénica (p=0,032; OR=0,25; IC95%= 0,078- 0,79); e os individuos mulatos (mistura de
caucasianos e afrodescendentes), com os SNPs -67T>C e/ou 265C>T, em homozigose ou
heterozigose, associadas com o SNP IL8 -353T, apresentaram suscetibilidade a doenca
(p=0,042; OR=2,57; IC 95%= 1,105-5,98). A expressdo de DARC eritroide e do SNP -353T>C
no gene IL8 podem estar associados com a periodontite cronica: IL-8 livre no plasma liga-se a
neutrdfilos assim dessensibilizando-os e evitando a sua migracdo para o foco da infeccéo e
consequentemente minimizando lesdes teciduais.

Palavras chaves: Antigenos de grupos sanguineos; Sistema de grupo sanguineo Duffy;

Interleucina-8; Periodontite; Estudos de associagdo Genética; Receptor de quimiocina.



Association between the Duffy blood group system genes polymorphisms

and the regulatory region of IL8 in chronic periodontitis

ABSTRACT

The antigens of the Duffy blood group system, also known as Duffy antigen receptor for
chemokines (DARC), act as a receptor for the interleukin-8 (IL-8) chemokine. IL-8 plays an
important role in the pathogenesis of chronic periodontitis due to its chemotaxic properties on
neutrophils. The aim of this study was to investigate a possible association of the Duffy blood
group gene polymorphisms and the -353T/A, -845T/C, -738T/A SNPs in the promoter region
of the IL8 gene in the chronic periodontitis. One hundred and twenty-four individuals with
chronic periodontitis and 187 controls treated in dental clinics of teaching institutions in
Maringa, Brazil, were enrolled in this study. DNA was extracted by the salting-out method.
The Duffy genotypes and polymorphisms in the promoter region of the IL8 gene were
investigated by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP). Statistical analyses were conducted using the Chi square test with Yates
correction or Fisher's Exact Test with the possibility of associations being evaluated by odds
ratio with a 95% confidence interval. In nonsmokers, the -845C allele (3.6% vs 0.4%; OR =
10.4; C195%=1.1-95.6), -845T/C genotype (7.3% vs 0.7%; OR = 10.1; C195%=1.1-91.2) and
the CTA haplotype (3.6% vs 0.4%; OR = 10.1; Cl195%=1.3-259.8) were positively associated
with chronic periodontitis. Afro-Brazilians patients who were homozygous or heterozygous
for the -67T>C SNP in the 5" untranslated region of the FY gene together with the -353A SNP
of the IL8 gene exhibited resistance to chronic periodontitis (p-value 0.032; OR = 0.25).
Moreover, Mulattos (Afro and Caucasians mixed Brazilians) patients with the -67T>C or
-265C>T SNPs associated with the -353T allele of the 1L8 gene showed susceptibility for the
disease (p-value 0.042; OR = 2.57; ClI 95%= 1.105-5.98). DARC erythroid expression and
IL8-353T>A SNP could be associated with periodontitis: 1L-8 free in the plasma binds to
neutrophils thus desensitizing them and preventing their migration to the focus of infection
and minimizing tissues lesions.

Keywords: Blood group antigens; Duffy blood-group system; Interleukin-8; Periodontitis;

Genetic association studies; Chemokine receptors.
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CAPITULO |

1.1.  Sistema de grupo sanguineo Duffy

O Sistema de Grupo Sanguineo Duffy foi descoberto em 1950, por Cutbush e cols., pela
deteccdo de uma aglutinina no soro de um paciente hemofilico, politransfundido. Esse
anticorpo foi chamado anti-Fy?, em homenagem ao paciente em questdo, Sr. Duffy. Anti-Fy?
reagia com 64,9% das 205 amostras de sangue testadas de individuos ndo relacionados na
populacdo inglesa®™. Um ano depois, o anticorpo anti-Fy°, que define o par antitético do
antigeno Fy?, foi descoberto por Ikin e cols., em uma paciente multipara que foi exposta ao
antigeno Fy® transplacentario®®.

A partir dos estudos soroldgicos do Sistema Duffy, foi observado que Fy* e Fy” sdo os
principais antigenos desse sistema. Esses antigenos estdo presentes nos eritrocitos e células
endoteliais que revestem as vénulas pds-capilares em diversos tecidos, exceto no cérebro, onde
a expressdo Duffy esta localizada nas células de Purkinje ©.

O gene FY esté localizado no brago longo do cromossomo 1 na regido 1922-23. Ele é
constituido de 1572 nucleotideos, distribuidos em dois éxons e um intron. O éxon 1 apresenta
55 nucleotideos que codificam 7 aminoacidos, o intron apresenta 479 nucleotideos, enquanto o
éxon 2 tem 1038 nucleotideos e codifica 329 aminoacidos”. A glicoproteina Duffy codificada
pelo gene FY apresenta massa molecular entre 35 a 43 kDa e é composta por 336 aminoacidos.
Ela é constituida por sete hélices hidrofobicas com um dominio amino-terminal extracelular,
trés alcas extracelulares, trés alcas citoplasméaticas e um dominio carboxi-terminal
citoplasmatico®®7).

Os antigenos Fy* e Fy® estdo localizados no dominio extracelular da glicoproteina
Duffy” e sdo codificados por duas formas alélicas do gene FY, os alelos FY*01 e FY*02,
respectivamente, que diferem por uma simples substituicdo de base no nucleotideo 125. No
alelo FY*01, a base € guanina (G) e no alelo FY*02 a base é adenina (A). Isso produz um
cddon para glicina no aminoécido 42 no alelo FY*01 e um cddon para acido aspartico no alelo
FY*02. Essa substituicdo de um aminoacido no dominio aminoterminal da proteina é suficiente
para definir os dois antigenos antitéticos e essa variacdo leva a identificacdo dos fendtipos
Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+)®.

Entretanto, a maioria dos individuos de origem africana sdo designados “Duffy
negativos” ndo expressam os antigenos Fy® e Fy®, fen6tipo Fy(a-b-). Este fenétipo é devido a

uma mutagdo pontual, uma unica troca de base, timina (T) por citosina (C) na posi¢do -67 (-



14

67T>C), da regido 5'ndo traduzida do gene FY®?. Essa alteracdo leva a uma interrupgao no
fator de transcricdo eritroide GATA, resultando na auséncia de expressdo do antigeno Fy"
apenas no eritrécito“?. A presenca do SNP-67T>C na forma heterozigota esta associada a
diminuicdo da expressdo deste antigeno nos eritrécitos™. O fendtipo Duffy negativo esta
presente em aproximadamente dois tergos dos afro-americanos, devido a mistura racial, e, em
contraste, em pessoas de descendéncia europeia este fenétipo é raro 2,

Outros polimorfismos raros no gene FY incluem o polimorfismo no nucleotideo
265C>T, que provoca uma mudanca no aminoacido arginina por uma cisteina (Arg89Cys) na
posicdo 89 da glicoproteina Duffy resultando no fendtipo “Fy® fraco” com redu¢do de 90% da
expressdo de Fy® nos eritrécitos, e o polimorfismo 298 G>A responsavel pela substituicdo de
alanina por treonina no aminoacido 100 do gene FY®*_ A presenca do polimorfismo 298
G>A ndo altera a expressio do antigeno Fy° , este polimorfismo foi encontrado sempre
associado ao polimorfismo 265 C>T e, além disso, a0 SNP 298 G>A apresenta alta frequéncia
populacional (proxima a 30%) em mais de um grupo racial. Assim, o SNP 265 C>T é o
polimorfismo critico e responsavel pela expresséo fraca dos antigenos Duffy*®.

A grande diversidade de distribuicdo dos determinantes antigénicos Duffy, nos diversos
grupos étnicos, é caracteristica desse sistema de grupo sanguineo. O antigeno Fy? é prevalentes
entre chineses, japoneses e melanésios, porém apresentam baixa frequéncia entre afro-
brasileiros africanos. Por outro lado, o antigeno Fy” é mais abundante na populagéo caucasiana
do que em asiaticos e em afro-brasileiros africanos. Em americanos, o fenoétipo Fy(a-b-) é
extremamente raro fora da populagéo negra®®*".,

Novaretti e cols. (2000)™® estudaram a frequéncia fenotipica para o Sistema Duffy em
doadores de sangue da cidade de S&o Paulo e evidenciaram o fenotipo Fy(a+b+) em 41,4% dos
caucasoides, 22,0% dos mulatos e 1,6% dos afro-brasileiros. Quanto ao fendtipo Fy(a-b-)
verificaram uma frequéncia de 1,08% em caucasdides, 32,41% em mulatos e 66,92% em afro-
brasileiros.

Estudo realizado com doadores de sangue do Estado do Parana, por Guelsin e cols.,
2011, encontrou o gendétipo FY*01/FY*01 em 12,60% dos individuos, FY*01/FY*02 em 48% e
FY*02/FY*02 em 39,50% das amostras. O SNP-67T>C também foi avaliada e para este
polimorfismo 2,5% das amostras foram homozigotas (-67C/C), 19,5% heterozigotas (-67T/C) e
a grande maioria,78%, ndo possuia a mutacdo (-67T/T). Todas as amostras homozigotas (-
67C/C) tinham o genotipo FY*02/FY*02, que corresponde ao fendtipo Fy(a-b-). Dentre os
heterozigotos -67T/C, 44,87% tinham o gendtipo FYO1/FY*02, ou seja, expressaram o fenotipo
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Fy(a+b-) e 55,13% foram FY*02/FY*02, cujo fenotipo deduzido foi Fy(a-b+), o qual é
caracterizado pela reducéo na expresséo do antigeno Fy” nas heméacias“®).

1.2.  Interleucina-8 (IL-8)

As quimiocinas regulam o transito de leucdcitos, de forma que desempenham papéis
importantes no desenvolvimento, homeostase e fung¢bes do sistema imune, além de terem efeito
sobre células do sistema nervoso central e angiogénese. Entre as citocinas, a IL-8 é a que
melhor representa o protdtipo capaz de promover quimiotaxia celular. 1L-8 ¢ membro da
familia de a-quimiocinas e também conhecida pela sigla CXCL8, nomenclatura derivada da
estrutura proteica onde C-X-C significa dois residuos de cisteina interpostos pelo residuo de
outro aminodcido qualquer (exceto cisteina) e L significa que a molécula representa um
ligante®?., Seu gene esta localizado no cromossomo 4q13-g21, sendo constituido por quatro
éxons e trés introns. A IL-8 é produzida principalmente por fagdcitos mononucleares do
sangue, mas também por celulas endoteliais, epiteliais, sinoviais, fibroblastos, condrécitos e

células tumorais@®-?22),

1.3.  Glicoproteina Duffy: receptor para quimiocinas

Receptores de quimiocinas ativam multiplas vias de sinalizagdo intracelulares que
regulam a maquinaria intracelular quimiotatica, que entdo impulsiona as células para a direcédo
escolhida. Os receptores tipicos de quimiocinas sdo funcionalmente ligados a fosfolipase via
proteinas G: a ativacdo desses receptores € acompanhada por uma cascata de eventos
intracelulares levando a geracdo de trifosfato de inositol, liberacdo de célcio e a ativacdo da
protefna quinase C®Y. Quimiocinas também interagem com outra subfamilia de receptores, os
quais ndo fazem essa sinalizacdo, porque ndo possuem um motivo DRYLAIV, altamente
conservado na segunda alca intracelular da proteina, que é conhecido por estar associado com a
sinalizacdo da proteina G e por isso sdo chamados de receptores atipicos de quimiocinas. Entre
eles esta o sistema de grupo sanguineo Duffy que pode ser considerado como um receptor de
quimiocina “silencioso”®.

Estudos publicados em 1994 demonstraram que a organizacdo dos dois éxons do gene
FY é a mesma encontrada nos genes de outros receptores de quimiocinas®?®?”. A partir de
observacOes experimentais anteriores, nas quais IL-8 ligava-se minimamente a eritrocitos
Duffy negativos, quando anticorpos monoclonais para os antigenos Duffy bloqueavam a
ligacdo de IL-8 em eritrocitos Duffy positivo, e que a IL-8 também impedia a ligacdo e a

invasdo por P. knowlesi em hemécias, os antigenos eritrocitarios Duffy foram denominados
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DARC (Duffy Antigen Receptor Chemokines)®. O dominio N-terminal extracelular, que
carrega os determinantes do grupo sanguineo, estd ligado com o quarto dominio extracelular
via uma ponte dissulfeto. Esses dominios criam uma fenda de ligacdo onde as quimiocinas
podem se ligar®®=?.

DARC é o mais promiscuo entre os receptores de quimiocinas, pois se liga a, pelo
menos, 20 diferentes quimiocinas C-C e C-X-C; embora com uma ampla afinidade, todos os

»GD - Além de ligar-se a

ligantes de DARC pertencem ao subconjunto “inflamatério
quimiocinas, DARC também ¢ ligante de outras moléculas como tetraspanin CD82%?), virus
HIV-1®33) e dos parasitas da maléria, Plasmodium vivax e knowlesi, que invadem os

eritrécitos apés a ligacdo a DARC#),

1.4.  Periodontite Cronica

A periodontite € uma doenca polimicrobiana, multifatorial, que é primariamente
causada por estimulo de bactérias Gram-negativas que se acumulam no sulco gengival e tem
uma propagacdo intimamente ligada & resposta imunoinflamatéria do hospedeiro®=". O
processo inflamatério na periodontite € um dos fatores responsaveis pelo dano tecidual, que
culmina na formacdo de bolsa periodontal e destruicdo do ligamento periodontal e suporte
6sseo adjacente e consequente perda de dentes®®.

O fator que inicia e promove a doenca é a composi¢cdo do biofilme bacteriano que se
instala sobre a superficie dos dentes, porém sua progressdo € dependente de outros fatores, tais
como: a condicdo de saude sistémica do individuo, a presenca de habitos de risco a doenca,
como fumar cigarros, e a composicdo genética e epigenética do individuo®. Juntos estes
fatores determinardo o chamado “fendtipo clinico” do hospedeir0(40).

Em 1999, o Workshop Internacional para Classificacdo de Doenca Periodontal prop6s
uma classificacdo baseada nas diferentes apresentacdes clinicas da periodontite, relacionadas a
microbiota subgengival associada, a composi¢do genética do hospedeiro, aos fatores ambientais
e doencas sistémicas associadas. Isto levou a divisdo da periodontite inflamatdria em quatro
grandes categorias: periodontite crbnica, periodontite agressiva, periodontite com
manifestacdes de doencas sistémicas e doenca periodontal necrosante.

O biofilme bacteriano inicia a inflamagdo gengival dando origem a gengivite, que é
caracterizada pela presenca de inflamagdo na margem gengival, pelas alteragdes na cor, forma e
contorno da gengiva, sangramento e edema. A gengivite é reversivel se a placa microbiana for

removida e medidas eficazes de controle da placa forem instituidas“?. Segundo publicacdo da
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American Academy of Periodontology (1999)“® as observacdes histologicas tém subdividido a
gengivite em 3 estagios: lesdes inicial, precoce e estabelecida.

A lesdo inicial aparece como uma resposta inflamatoria aguda que se desenvolve 2 a 4
dias apds o acumulo de biofilme bacteriano. A leséo € localizada no sulco gengival, no epitélio
juncional e tecido conjuntivo adjacente. Ocorrem alteracdes na rede vascular com o aumento da
permeabilidade vascular. Os fluidos e as proteinas exsudativas causam tumefacdo dos tecidos e
influxo de células inflamatdrias, principalmente de neutréfilos no tecido conjuntivo subjacente
ao epitélio juncional. Essas mudancas iniciais sdo devidas a quimioatracdo de neutrdfilos pelos
constituintes das bactérias e pelo efeito da vasodilatacdo promovidos por produtos bacterianos,
assim como a ativacao dos sistemas do hospedeiro, tais como sistema do complemento, cininas
e acido araquidonico.

A lesdo precoce é caracterizada pelo infiltrado de células linfoides, dominados por
linfocitos T. Os neutréfilos liberam as metaloproteinases (MMP) que levam a destruicdo do
colageno e assim, acomodando o infiltrado celular.

As caracteristicas do infiltrado inflamatorio cronico das lesdes precoce e estabelecida,
assim como a proliferacdo do epitélio juncional e destruicdo do colageno, sdo consistentes com
a ativacdo de fagocitos mononucleares e fibroblastos por produtos bacterianos, com o
recrutamento e ativacdo do sistema imune no local e citocinas. A progressdo da lesdo de
inflamacdo aguda, depois com células T e predominancia de células B, é provavelmente
orquestrada por uma progressdo de citocinas, responsaveis pelo recrutamento, diferenciacdo e
crescimentos de tipos celulares caracteristicos, com progressiva cronicidade da lesao.

A periodontite é diferenciada da gengivite pela perda do tecido conjuntivo de insercao
ao dente na presenca da inflamacédo gengival, perda de ligamento periodontal com desinsercao
do cemento e reabsorcdo do 0sso alveolar. Juntamente com a perda de inser¢do ha migracédo do
epitélio juncional ao longo da superficie radicular e da reabsorcdo 0ssea. Histopatologicamente
a lesdo periodontal € em muitos pontos similar a lesdo estabelecida do processo de gengivite,
com predominéncia de plasmécitos, perda de elementos do tecido conjuntivo, mas em adi¢do
ha reabsorcdo 0ssea. A despeito dessa similaridade, evidéncias mostram que a periodontite ndo
€ uma consequéncia inevitavel da gengivite, e 0s mecanismos patogénicos e os fatores que
levam a progressdo da gengivite para periodontite ndo séo claros.

Modelos clinicos da atividade da periodontite incluem situacdes de progressao continua,
na qual a perda de inser¢do ocorre numa razao lenta por longo periodo de tempo, e situacdes
nas quais a perda de inser¢do ocorre de forma relativamente rapida num periodo de tempo

curto. Dados clinicos sugerem que esses mecanismos podem ocorrer em diferentes pacientes,
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ou em diferentes sitios, ou em diferentes tempos no mesmo individuo, implicando que a
patogénese da perda de insercéo periodontal pode diferir entre pacientes, sitios e tempos“?.

Os meios pelos quais as bactérias periodontopatogénicas iniciam e perpetuam a
inflamacdo e a destruicdo tecidual caracteristicas da periodontite tem sido area de investigacao
nos Ultimos anos. As bactérias associadas a periodontite podem causar destruigdo no periodonto
marginal via dois mecanismos: 1) pela acdo direta dos subprodutos de metabolismo e enzimas
bacterianas; 2) pelo estimulo a liberacdo de mediadores inflamatorios de células hospedeiras,
promovendo a autodestruicdo tecidual®®. Assim, tanto bactérias com potencial patogénico
quanto a qualidade da resposta do hospedeiro constituem duas faces da etiologia da
periodontite>®),

A prevaléncia das doencas periodontais varia significativamente nas diferentes regides
do mundo® 484950 Em 2002, nos Estados Unidos, a estimativa era de que 19,9% e 7,3% das
pessoas com idade entre 30 e 90 anos tinham perda de insergdo (NIC) >5 e >7 mm,

e®4® No Reino Unido, 0 exame nacional utilizou o indice Periodontal

respectivament
Comunitario (CPI) e estimou que 42% das pessoas entre 35 e 44 anos e 70% com idade entre
55 e 64 anos tinha NCI >3,5mm®“. Ha poucas informacdes sobre a ocorréncia de doencas
periodontais na América Latina e especialmente no Brasil. Estudo realizado por Susin e cols
(2004) com individuos brasileiros mostrou que setenta e nove por cento (79%) e 52% dos
individuos e 36% e 16% dos dentes por individuo tinham NIC> ou = 5 e> ou = 7 mm,
respectivamente. Através do modelo multivariado mostraram que individuos com idade entre
40 a 49 e> ou = 50 anos tinham um risco de 3,0 e 5,9 vezes maior para NIC moderada e 7,4 e
25,4 vezes maior risco para NIC grave, em comparacdo com os individuos de 30 a 39 anos.
Fumantes moderados apresentaram um risco significativamente maior para NIC moderada
(razdo de risco relativo [RRR] = 2,1) e NIC grave (RRR = 3,4), e fumantes pesados tinham um
risco maior para NIC moderado (RRR = 3,0) e NIC grave (RRR = 8,2), em comparacao aos
ndo-fumantes. Um risco significativamente maior de NIC grave também estava presente no
sexo masculino (RRR = 1,6), individuos com status socioecondmico baixo (RRR = 1,8) ou
médio (RRR = 1,6), e aqueles com um histérico de consultas odontoldgicas irregulares (RRR =
2,1). Estado diabético e raca ndo mostraram associagdes significativas com CAL ap0s o0 ajuste
para outros efeitos. Recentemente, Haas e cols. (2012)®" publicaram um estudo longitudinal de
5 anos e demostraram que a progressdo da perda de inser¢do periodontal (NIC) foi comum na
populacdo do Sul do Brasil. No total, 56% e 12% dos individuos tinham progressdo NIC >3 ¢ >
5mm, respectivamente, e 2 ou mais dentes eram afetados. A progressdao NIC foi vista aumentar

com a idade, mas estabilizar no grupo de 50 anos de idade ou mais. Sexo masculino, nao-
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caucasianos e individuos de baixo poder econdmico mostraram maiores taxas de progressdo da
doenca do que individuos do sexo feminino, caucasianos e com alto poder econbémico,

respectivamente®V.

1.5. Relacéo entre IL-8 e DARC na patogénese da periodontite cronica

A IL-8 é conhecida por ser um potente indutor de quimiotaxia para neutréfilos.
Experimentos de imobilizacao de IL-8 por glicosaminoglicanas (GAGS) e heparan sulfato (HS),
demonstraram que as quimiocinas sdo um pré-requisito a inducdo, in vivo, da emigracao
neutrofilica®. Em contraste, quimiocinas plasmaticas solliveis, que podem atuar em
neutréfilos antes da ades&o, foram relacionadas aos efeitos anti-adesivos e anti-emigrat6rios®?.
Assim, a fim de afetar os leucocitos circulantes e induzir a adeséo de leucocitos ao endotélio, as
quimiocinas que sao produzidas por células de diferentes tecidos tém que chegar a superficie da
célula endotelial, onde séo capturadas por GAGs®?.

Estudos imunohistoquimicos sobre a expressdo de DARC endotelial em vénulas e veias
pequenas, tém demonstrado que esta proteina pode mediar a ligagdo de quimiocinas e a
transocitose das mesmas para o limen do vaso, assim a IL-8 é imobilizada por GAGs e pode
ativar a migracdo dos neutréfilos para os tecidos®®.

A funcdo de DARC eritroide, neste contexto, €, portanto, proteger os leucécitos
sanguineos das quimiocinas excedentes no plasma, pela reducdo de quimiocinas plasmaticas
sollveis (via ligacdo DARC/quimiocina). Desta forma a dessensibilizacdo dos neutrofilos é
diminuida e, indiretamente, o sinal de codificacdo de quimiocinas imobilizadas na superficie

das células endoteliais é melhorado®. Este mecanismo é ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Contribuicdo de DARC endotelial e eritroide para a funcdo de quimiocinas.
Quimiocinas (representado como hierdglifos) sdo produzidas no compartimento extravascular pelas células dos
tecidos. Estas quimiocinas (de cor preta) ndo sdo "vistas" pelos leucAcitos em circulagdo e, nesse local
microanatdmico, ndo tém qualquer influéncia sobre a emigracdo de leucécitos. DARC endotelial transporta
quimiocinas subluminais em direcdo luminal, seguida de imobilizacdo de quimiocinas pelas GAGs(a). As
guimiocinas GAG ligadas (em verde) podem ativar as integrinas de leucocitos e converter o rolamento de
leucdcitos para a adesdo firme. Alternativamente, as quimiocinas podem difundir-se através das juncdes das
celulas endoteliais(b). Esta rota pode ignorar as GAGs de superficie e as quimiocinas solGveis ficam livres no
plasma. Quimiocinas plasméticas (em vermelho) se direcionam a receptores cognatos em leucécitos do sangue(c),
resultando em "dessensibilizacdo" leucocitaria e inibicdo da adesdo na célula endotelial e emigragéo para o tecido.
Apos ligar a superficie DARC eritroide, as quimiocinas plasmaticas perdem a capacidade de dessensibilizar os
leucdcitos(e). Estas quimiocinas (em preto novamente) associadas a DARC eritroide ndo podem induzir a adesdo
de leucdcitos nem a dessensibilizacdo. Assim, a mesma molécula de quimiocina (aqui representada em preto,
vermelho ou verde) pode desempenhar diferentes papéis funcionais no processo de adesdo leucocito-célula
endotelial e emigracdo. As interagcdes de quimiocinas com DARC determinam as suas posi¢cdes microanatémicas
e, asua funcdo. Se ndo ligadas & DARC eritroide, as quimiocinas desaparecem do plasma para os pulmdes e 0s
rins(d) cujo resultado funcional é desconhecido. Fonte: Rot, 2005

Devido as propriedades quimioatrativas para neutrofilos, a IL-8 tem um papel
importante na patogénese da periodontite®®”. A IL-8 secretada localmente induz o
extravasamento de neutrofilos do sangue periférico para o sitio afetado e também atrai
numerosos neutréfilos presentes na lamina prépria e no epitélio gengival®®. O nimero de
neutréfilos e a concentracdo de mediadores da inflamacdo sdo maiores em sitios de
periodontite, quando comparado aos sitios saudaveis. A relacdo entre o nimero de neutrofilos
no fluido crevicular gengival e o diagnostico de doenca periodontal ativa foi reconhecida em
meados da década de 80®%. No sulco gengival os neutréfilos formam uma barreira entre o
epitélio e o biofilme e protegem o epitélio e o tecido conjuntivo subjacente da invaséo
bacteriana. Os neutréfilos sdo conhecidos como células de protecdo ao periodonto®®®Y.
Desordens genéticas que levam a defeitos de adesdo dos neutrdfilos estdo associadas a

destruicdo periodontal localizada, rapida e progressiva®. Segundo Nussbaum e Shapira
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(2011)®®, a neutropenia e deficiéncias relacionadas & quimiotaxia e & fagocitose por neutréfilos
(PMN), geralmente resultam em aumento no indice e gravidade de destruicdo periodontal.
Deficiéncias quantitativas sdo acompanhadas, em geral, por destruicdo periodontal
generalizada, enquanto os defeitos qualitativos frequentemente associam-se a periodontite
localizada. Por outro lado, os neutréfilos também liberam produtos toxicos (como colagenase
ou citocinas pro-inflamatdrias) que contribuem para a destruicdo dos tecidos de suporte dos
dentes®. A continua e excessiva presenca de IL-8 pode contribuir para um aclimulo de
neutrofilos ativados no tecido conjuntivo periodontal e consequentemente a destruicdo local
dos tecidos periodontais®>®®.

O conhecimento e a compreensdo da atividade dos neutrofilos no processo inflamatorio
e na destruicdo tecidual na periodontite sdo essenciais na correlacdo entre o perfil celular com a
presenca e a gravidade de doenca periodontal ativa®”.

Fatores genéticos podem afetar o progndstico da periodontite e polimorfismos em genes
de proteinas despertaram interesse de estudo nos ultimos anos e, assim, vém sendo investigados
com a periodontite®4*>686970) " A hase para o polimorfismo entre os alelos sdo as diferentes
mutacbes que podem ocorrer na sequéncia de DNA. Algumas vezes ocorrem em apenas um
unico nucleotideo e, neste caso, sdo denominados SNPs — single nucleotide polymorphisms. Os
SNPs sdo pontos na sequéncia do genoma onde um nucleotideo é trocado por outro qualquer
(A>T, A>G, A>C, G>C, G>T e vice-versa). Alteracdo genética como esta pode modificar os
niveis de transcricdo de um gene, ou seja, o polimorfismo pode ocorrer na regido que codifica
uma proteina (éxon), como também nas regides ndo codificadoras (intron e regido promotora
do gene) e, portanto, influenciar a quantidade ou composicdo da proteina produzida pelo
gene™,

O SNP -353T>A, localizado na regido promotora do gene IL8 e também encontrado na
literatura como -251T>A e rs4073T>A, foi associado a vérias doengas">">7757677) Qg
nucleotideos que se alternam sdo a adenosina (A) e a timina (T) e, portanto, a populacéo pode
apresentar os gendtipos TA (heterozigoto), AA ou TT (homozigotos). O alelo A foi associado a
elevados niveis de transcritos de IL8 ap6s a estimulacdo do sangue total com
lipopolissacarideos ("2 O SNP-353T>A pode estar em desequilibrio de ligacdo com variantes
funcionais de outras posicdes do locus 1L8, formando haplétipos™™®. Os haplétipos ocorrem
quando SNPs estédo localizados em proximidade fisica entre si no cromossomo e sédo herdados
em blocos, sem recombinacdo entre cromossomos parenterais. Quando uma analise genética

inclui haplotipos, a influéncia cooperativa de diferentes polimorfismos no desequilibrio de
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ligacdo € considerada, ao invés de um polimorfismo individualmente, e entdo a influéncia
potencial de um fator genético é mais confiante®.

A existéncia de polimorfismo no gene FY também fornece uma oportunidade Unica para
estudar a contribuicdo de DARC eritroide para a saude humana e doencas, inclusive para a
periodontite. Decorrente do SNP -67T>C, a maioria dos individuos de origem africana ndo
apresentam antigenos Duffy em suas heméacias. Recentemente, dois estudos de associagdo
correlacionaram o polimorfismo no gene FY (SNP -67T>C na regido eritroide GATA box) com
o desenvolvimento de neutropenia étnica benigna® e com a suscetibilidade & asma e aos altos
niveis de 1gE®Y. Em ambos os casos, os patomecanismos moleculares e celulares
permaneceram completamente inexplorados. Estudos que correlacionam o papel de DARC e o
desenvolvimento da periodontite cronica, ndo foram realizados até o momento, segundo o

nosso conhecimento.

2. JUSTIFICATIVA

Ha evidéncias de que a suscetibilidade do hospedeiro desempenhe um importante papel
na iniciacdo e na progressdo da periodontite. Pacientes ndo sdo igualmente suscetiveis a esta
doenca, e a suscetibilidade individual para o estimulo microbiano na periodontite é
determinado, em parte, pela predisposicdo genética. Um numero de polimorfismos genéticos
tem sido associado com o risco de periodontite crbénica e agressiva em varias populacfes. A
suscetibilidade pode assim ser largamente definida em termos de marcadores genéticos
individuais ou de grupos étnicos.

Devido as propriedades quimiotaxicas sobre leucdcitos polimorfonucleares, a
Interleucina 8 tem um papel importante na imunopatogénese da periodontite. DARC é um
receptor “silencioso” para IL-8 e, assim, influencia nas propriedades quimiotéxicas de IL-8.
Desta forma, o estudo de polimorfismos genéticos que correlacionem a producdo de IL-8 e a
expressdo de DARC (receptor para IL-8) pode contribuir para o entendimento na

imunopatogénese de doencas inflamatdrias como a periodontite cronica.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral
O objetivo deste trabalho foi investigar se os alelos e genotipos do sistema de grupo

sanguineo Duffy e os polimorfismos -353(T/A), -738(T/A) e -845(T/C) na regido promotora do
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gene IL8 estdo relacionados com a suscetibilidade a periodontite crénica, em uma populacéo

brasileira.

3.2. Especificos
Realizar a genotipagem do sistema de grupo sanguineo eritrocitario Duffy em pacientes

com periodontite crénica e controles;

Identificar os SNPs -845 T>C, -738 T>A, e -353 T>A no gene promotor da IL-8 em
pacientes com periodontite crénica e controles;

Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas para os polimorfismos
estudados e comparar estas frequéncias entre pacientes e controles;

Identificar a associacdo dos alelos e gendtipos do sistema de grupo sanguineo Duffy e
0s SNPs -353T/A, -845T/C, -738T/A na regido promotora do gene IL8 com a suscetibilidade a
periodontite cronica.
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Associacao entre polimorfismos no gene do sistema de grupo sanguineo

Duffy e em regido reguladora de 1L8 com a periodontite cronica

RESUMO

Introducdo: Os antigenos do sistema de grupo sanguineo Duffy, também conhecidos como
DARC, Duffy antigen receptor for chemokines, atuam como receptor para a quimiocina
Interleucina-8 (IL-8). IL-8 tem um papel importante na patogénese da periodontite cronica
devido as propriedades quimiotaxicas sobre neutréfilos. O objetivo deste estudo foi verificar
uma possivel associagdo entre os polimorfismos no gene do sistema de grupo sanguineo Duffy
e 0s SNPs -353T/A, -845T/C, -738T/A na regido promotora do gene 1L8 com a suscetibilidade
a periodontite cronica. Métodos: Para tanto, 124 individuos com a doenga e 187 controles que
procuraram atendimento em Clinicas Odontoldgicas de Instituicbes de Ensino, em Maringa,
PR, foram selecionados. O DNA foi extraido pela metodologia de salting out. As genotipagens
de Duffy e dos polimorfismos na regido promotora do gene IL8 foram realizadas por PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length). As analises estatisticas
foram realizadas pelo Teste de qui quadrado com correcdo de Yates ou Teste Exato de Fisher e
a possibilidade de associacdo foi avaliada por odds ratio com intervalo de confianca de 95%.
Resultados: Em individuos ndo fumantes o alelo -845C, o gendtipo -845TC e o hapl6tipo CTA
estiveram associados positivamente com a periodontite crénica (alelo-845C: 3,6% vs. 0,4%);
OR=10,4; 1C95%=1,1-95,6; gendtipo-845TC: 7,3% vs. 0,7%; OR=10,1; 1C95%=1,1-91,2;
haplétipo CTA: 3,6% vs. 0,4%; OR=10,1; 1C95%=1,3-259,8). Pacientes afro-brasileiros que
apresentavam o SNP-67T>C na regido 5ndo traduzida do gene FY, em homozigose ou
heterozigose, concomitantemente com o SNP IL8 -353A, exibiram resisténcia a periodontite
cronica (p=0,032; OR=0,25; 1C95%= 0,078- 0,79); e o0s individuos mulatos (mistura de
caucasianos e afrodescendentes), com os SNPs -67T>C e/ou 265C>T, em homozigose ou
heterozigose, associadas com o SNP IL8 -353T, apresentaram suscetibilidade a doenca
(p=0,042; OR=2,57; IC 95%= 1,105-5,98). Conclusdo: A expressdo de DARC eritroide e do
SNP -353T>C no gene IL8 podem estar associados com a periodontite crénica: IL-8 livre no
plasma liga-se a neutrdfilos assim dessensibilizando-os e evitando a sua migracdo para o foco
da infeccdo e consequentemente minimizando lesdes teciduais.

Palavras chaves: Antigenos de grupos sanguineos; Sistema de grupo sanguineo Duffy;

Interleucina-8; Periodontite; Estudos de associagdo Genética; Receptor de quimiocina.
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Association between the Duffy blood group system genes polymorphisms and

the regulatory region of IL8 in chronic periodontitis

ABSTRACT

Background: The antigens of the Duffy blood group system, also known as Duffy antigen
receptor for chemokines (DARC), act as a receptor for the interleukin-8 (IL-8) chemokine. IL-8
plays an important role in the pathogenesis of chronic periodontitis due to its chemotaxic
properties on neutrophils. The aim of this study was to investigate a possible association of the
Duffy blood group gene polymorphisms and the -353T/A, -845T/C, -738T/A SNPs in the
promoter region of the IL8 gene in the chronic periodontitis. Methods: One hundred and
twenty-four individuals with chronic periodontitis and 187 controls treated in dental clinics of
teaching institutions in Maringa, Brazil, were enrolled in this study. DNA was extracted by the
salting-out method. The Duffy genotypes and polymorphisms in the promoter region of the 1L8
gene were investigated by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP). Statistical analyses were conducted using the Chi square test with
Yates correction or Fisher's Exact Test with the possibility of associations being evaluated by
odds ratio with a 95% confidence interval. Results: In nonsmokers, the -845C allele (3.6% vs
0.4%; OR = 10.4; CI95%=1.1-95.6), -845T/C genotype (7.3% vs 0.7%; OR = 10.1;
Cl195%=1.1-91.2) and the CTA haplotype (3.6% vs 0.4%; OR = 10.1; CI95%=1.3-259.8) were
positively associated with chronic periodontitis. Afro-Brazilians patients who were
homozygous or heterozygous for the -67T>C SNP in the 5" untranslated region of the FY gene
together with the -353A SNP of the IL8 gene exhibited resistance to chronic periodontitis (p-
value 0.032; OR = 0.25). Moreover, Mulattos (Afro and Caucasians mixed Brazilians) patients
with the -67T>C or -265C>T SNPs associated with the -353T allele of the IL8 gene showed
susceptibility for the disease (p-value 0.042; OR = 2.57; CI 95%= 1.105-5.98). Conclusion:
DARC erythroid expression and 1L8-353T>A SNP could be associated with periodontitis: IL-8
free in the plasma binds to neutrophils thus desensitizing them and preventing their migration
to the focus of infection and minimizing tissues lesions.

Keywords: Blood group antigens; Duffy blood-group system; Interleukin-8; Periodontitis;

Genetic association studies; Chemokine receptors.
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Introducgéo

O sistema de grupo sanguineo Duffy é composto por cinco antigenos transportados em
uma glicoproteina de membrana multipasso chamada de DARC (Duffy antigen receptor
chemokines) [1-3]. Esses antigenos estdo presentes nos eritrocitos e células endoteliais que
revestem as vénulas pos-capilares em diversos tecidos, exceto no cortex cerebelar, onde a
expressdo Duffy estd localizada nas células de Purkinje [4].

Além de ser ligante de parasitas da malaria, Plasmodium vivax e knowlesi [5], virus
HIV-1 [6] e moléculas como Tetraspanin CD82 [7], DARC é também um receptor de alta
afinidade para quimiocinas pro-inflamatorias da classe CXC, como a IL-8, e CC, que incluem
MCP-1 (Proteina Quimiotatica de mondcito do tipo 1), MIP (proteina inflamatoria de
macrofago do tipo 1) e RANTES ( citocina regulada por ativacdo expressada e secretada por
linfocitos T normais) [8]. Ao contrario do receptor tipico de quimiocinas, DARC ndo ativa a
cascata de sinalizacdo intracelular acoplada a proteina G, um acontecimento chave na
sinalizacdo da migracgéo celular, porque ndo possui 0 motivo de Asp-Arg-Tyr (DRY) altamente
conservado na segunda alca intracelular da proteina, e por isso é considerado um receptor
silencioso [9,10].

Os principais antigenos do Sistema de Grupo sanguineo Duffy, Fy* e Fy°, sdo
codificados por duas formas alélicas do gene FY, os alelos FY*01 e FY*02 [11],
respectivamente, que diferem por uma simples substituicdo de base no nucleotideo 125. Essa
substituicdo de um aminoécido no dominio aminoterminal da proteina ndo afeta a afinidade de
ligacdo de quimiocinas [12]. A maioria dos individuos oeste-africanos e dois tercos dos afro-
americanos ndo expressam Fy* ou Fy® na superficie dos eritrécitos, apresentando o fenétipo
Fy(a—b—) devido & uma troca de base nucleotidica em homozigose na regido 5" néo traduzida
do gene FY, —67T>C, também chamada de mutacdo GATA-1.0 genotipo encontrado nestes

individuos é FY*02N.01/FY*02N.01 [11,13-15]. O alelo raro FY*02M.01, caracteristico de
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caucasianos, codifica uma fraca expressdo do antigeno Fy® nos eritrécitos devido & dois
polimorfismos no éxon 2 do gene FY (265C>T e 298G>A) [16]. No Brasil devido a mistura
entre europeus, afro-brasileiros e/ou indios brasileiros, estes polimorfismos também séo
encontrados em outros grupos étnicos [17].

Estudos recentes mostram que a adsorcdo de IL-8 nos eritrocitos pelos antigenos do
sistema de grupo sanguineo Duffy levam a um maior recrutamento de leucdécitos do sangue
para o tecido quando comparado com a auséncia de DARC eritroide. isso ocorre porque DARC
eritroide remove as quimiocinas plasmaticas "dessensibilizantes” (IL-8 livre na circulacdo liga
a neutrofilos e impedem a sua quimiotaxia) e, indiretamente, melhora o sinal de codificacao de
IL-8 na superficie das células endoteliais (via imobilizacdo por glicosaminoglicanas) aos sitios
predestinados para o recrutamento de neutréfilos [18].

Devido as suas propriedades quimiotaxicas sobre neutrofilos, a IL-8 tem um papel
importante na patogénese na periodontite crénica [19], uma doenca caracterizada por um
processo inflamatorio destrutivo que afeta os tecidos de suporte e protecdo do dente. Assim, 0
estudo de polimorfismos no gene FY, que possam levar a menor expressdo ou até mesmo a
auséncia de expressdo DARC eritroide, juntamente com polimorfismos que influenciam na
producdo de IL-8 poderdo auxiliar no entendimento da imunopatogénese da periodontite

cronica.
Métodos

Selecdo da amostra

Este estudo envolveu individuos da regido norte e noroeste do Estado do Parand, Sul do
Brasil. Um total de 311 individuos foram selecionados dentre os que buscaram atendimento
odontol6gico nas Clinicas Odontologicas da Universidade Estadual de Maringa—UEM e

Faculdade Inga&~UNINGA, no periodo de dezembro/2011 a setembro/2012. Participaram deste
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estudo individuos acima de 18 anos, de ambos 0s sexos, de todo grupo étnico e, com no
minimo, 20 dentes na cavidade bucal. Individuos com quadro de infeccdo aguda, gravidez ou
lactacdo ndo foram incluidos. Todos os individuos que aceitaram participar desta pesquisa
foram informados sobre os propésitos do estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringd—UEM (Parecer n°
719/2011, 02/12/2011).

Apbds a anamnese, 0s exames clinicos periodontais foram realizados por dois
examinadores. Os parametros clinicos de profundidade de sondagem e nivel de insercdo clinica
(NIC) foram examinados em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-
lingual, lingual e disto-lingual) de cada dente, além de sangramento a sondagem. Apds 0 exame
periodontal, os individuos foram classificados em dois diferentes grupos: grupo com
periodontite crénica (N=124), composto por individuos que apresentaram pelo menos 5 sitios
em diferentes dentes com a presenca de bolsas periodontais maiores ou iguais a 5 mm e perda
de insercdo maiores ou iguais a 3mm; grupo controle (N=187), formado por individuos que ndo
apresentaram sitios com perda de insercdo, profundidade de sondagem menores que 4mm e
sem sangramento a sondagem.

Informacdes sobre o grupo étnico e o habito de fumar foram obtidas através de

questionamento individual.

Coleta de amostra e extracdo de DNA

Para extracdo do DNA, o buffy coat foi obtido apos centrifugacdo (210g/15 min) de 4
mL de sangue periférico, coletados em tubos com EDTA. O DNA foi extraido pelo método de
Salting out. A concentragdo e qualidade de todos os DNAs preparados foram analisadas por

densidade 6ptica em Thermo Scientific NanoDrop 2000®,Wilmington, USA.
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PCR-RFLP para genotipagem do sistema de grupo sanguineo Duffy

As genotipagens foram realizadas conforme proposto por Castilho e cols. (2004) [20]
com adaptacoes.

Para a reacdo de PCR foram usados 100 ng de DNA, 50 pmol de cada primer
(Invitrogen, Frederick, MD, USA), 0,2mM de cada dNTP (Invitrogen), 1,0 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen) 2mM de MgCl, e tampédo (PCR Amplification Buffer, Invitrogen) em
um volume final de 50 uL.

A regido promotora foi amplificada utilizando-se os primers FYN1 sense e FYN2
reverse que flanqueiam a regido GATA-1. Para a determinacdo dos outros polimorfismos de
Duffy eritroide, utilizou-se os primers FYABL sense e FYAB2 reverse que flanqueiam um
segmento de 392 pb no éxon 2 do gene FY [20]. A sequéncia amplificada pelo conjunto de
primers FYABL/FYAB2 incluiu os SNPs 125 G>A (um sitio para o polimorfismo
FY*01/FY*02), 265C>T e 298 G>A (sitios para FY*02M.01). Os ciclos de amplificacdo foram
realizados em um termociclador Perkin Elmer 9700 (Foster City, CA, EUA). O mesmo
protocolo de amplificacdo foi utilizado para as duas reagGes: desnaturacdo a 95°C por 15
minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94°C; 20 segundos a 62°C; 20 segundos a 72°C e uma
extensdo de 10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR amplificados foram digeridos, overnight,
com as enzimas de restricdo apropriadas (New England Biolabs®, Beverly, MA e MBI
Fermentas®, Amherst, NY), em um volume final de 20 L, utilizando-se 10 uL do produto de
PCR e 10 uL da mistura de enzima/tampé&o, de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. A analise do tamanho dos fragmentos obtidos com a digestdo enzimaética foi
realizada apds eletroforese em gel de agarose 2 a 3,5% e corados com SYBR Green

(Invitrogen).
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Analise dos polimorfismos geneéticos na regido promotora do gene da Interleucina-8

Os polimorfismos na regido promotora de IL8 foram investigados por PCR-RFLP:
SNPs -845T>C e -353T>A por protocolo adaptado de Rovin e cols. (2002) [21] e -738T>A de
Heinzmann e cols. (2004) [22] e Lee e cols. (2006) [23].

As reacOes de PCR para os SNPS -845T>C e -353T>A foram realizadas em volume
final de 50 pL contendo Tampdo 1,0 X (PCR Amplification Buffer- Invitrogen), 0,2 mM de
cada dNTP (Invitrogen), 0,2 UM de cada primer (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 2,5U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e 200 ng de DNA genémico.

A PCR para o SNP -738T>A foi realizada em um volume final de 25 pl, contendo
Tampdéo 1,0 X (PCRX Amplification Buffer), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM
de cada primer, 1U of Tag DNA polymerase e 50 ng de DNA gendmico. Os primers e as
condicdes de ciclagem estdo descritos na Tabela 1. Os produtos de PCR amplificados foram
digeridos, overnight, com as enzimas de restri¢cdo apropriadas (New England Biolabs e MBI
Fermentas®), em um volume final de 20 uL, utilizando-se 10 pL do produto de PCR e 10 uL
da mistura de enzima/tampé&o, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. A
andlise do tamanho dos fragmentos obtidos com a digestdo enzimatica foi realizada ap6s

eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com SYBR Green (Invitrogen).
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Tabela 1. PCR-RFLP: primers, ciclos e enzimas utilizados na defini¢cdo dos polimorfismos na

regido promotora de IL8.

SNP Sequéncia de primer Enzima Fragmentos
(GenBank M28130) Condicbes de ciclagem d‘? ) apos_dlge_stao
restricao enzimatica

95 °C, 3min; 35 ciclos
(95°C 45 s; 56°C, 30s; Asel
68°C, 2 min) e 68°C, 8 min.

-845 s -GAATTCAGTAACCCAGGCAT
(T/C) r- AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC

791 + 736 (T)
1527 (C)

95 °C, 3min; 35 ciclos
(95°C, 45 s; 56°C, 30s; Mfel
68°C, 2 min) e 68°C, 8 min.

-353  s-GAATTCAGTAACCCAGGCAT
(T/A)  I-AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC

1230 +297 (A)
1527 (T)

94°C, 5 min; 35 ciclos
-738 s-AACCCAGCAGCTCCAGTG (94°C, 30 s; 61°C, 1 min; Xbal 302 + 232 (T)
(TIA) r-AGATAAGCCAGCCAATCATT 72°C, 1 min) e 72°C, 8 min. 534 (A)

s:sense, r: reverse, pb: pares de base

Andlise Estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta. Para avaliar se
a estimativa da distribuicdo genotipica entre as frequéncias observadas e esperadas encontrava-
se em equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o programa ARLEQUIN versdo 3.1. [24]. O
mesmo programa foi utilizado para investigar o desequilibrio de ligacdo e as frequéncias
estimadas dos possiveis haplotipos de IL8. A associacdo entre polimorfismos genéticos e
periodontite crénica foi avaliada pelo Teste de qui-quadrado com correcdo de Yates ou Teste
Exato de Fisher para n<5 e odds ratio com intervalo de confianca de 95% para um valor de p
significativo usando o programa OpenEpi Versdo 2.3.1.[25]. Todos os testes foram realizados

ao nivel de significancia de 5%.

Resultados
A populacdo estudada compreendeu 311 individuos ndo aparentados, entre eles 124
pacientes com periodontite crénica e 187 controles. A maioria dos participantes eram

principalmente do sexo feminino (60,5%), ndo fumantes (60,8) e Caucasianos (64,3%) (Tabela
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2). A Diabetes foi significativamente mais frequente em pacientes do que em controles
confirmando ser um fator de suscetibilidade a periodontite crénica (p<0,001; OR=3,313; 95%
IC=1,883-5,882). O tabaco também foi fator de risco importante: individuos fumantes e ex-
fumantes tém entre 2 a 3 vezes mais chances de desenvolver periodontite crénica do que
individuos ndo fumantes (Tabela 2). A distribuicdo dos genotipos de cada SNP estudado

encontrou-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 2. Caracteristicas da populacdo controle e de pacientes com periodontite cronica.

Controle Periodontite Total
N=187 N=124
Género Feminino 120 (64,2%) 68 (54,84%) 188 (60,5%)
Masculino 67 (35,8%) 56 (45,16%) 123 (39,5%)
Idade 18 a 33 anos 35 (18,72%) 16 (12,90%) 51 (16,4)
34 a 49 anos 98 (52,41%) 65 (52,42%) 163 (52,4%)
50 a 65 anos 50 (26,74%) 35 (28,23%) 85 (27,3%)
66 a 81 anos 4 (2,14%) 8 (6,45%) 12 (3,9%)
Grupo Caucasianos 128 (68,45%) 72 (58,06%) 200 (64,3%)
étnico Afro-brasileiros 14 (7,49%) 15 (12,10%) 29 (9,3%)
Mulato 45 (24,06) 17 (13,71%) 82 (26,3)
Tabaco Néo fumante” 134 (71,66) 55 (44,35%) 189 (60,8%)
Fumante 23 (12,30%) 28 (22,58%) 51 (16,40%)
Ex-fumante 30 (16,04%) 41 (33,06%) 71 (22,8)
Diabetes Nao 180 (96,26%) 109 (87,90%) 289 (92,9%)
Sim 7 (3,74%) 15 (12,10%) 22 (7,1%)

i*9<o,001; OR=0,31; 95% 1C=0,19-0,50; *1*9*:0,03; OR=2,07; 95% IC=1,12-3,84;
p<0,001; OR=2,95; 95% IC=1,56-5,62; " p<0,001; OR=3,31; 95% IC=1,88-5,88.

A fim de excluir o habito de fumar como um fator de predisposicdo, as analises
estatisticas foram realizadas na amostra total (individuos fumantes e ndo fumantes), como
também em individuos ndo fumantes. Para o sistema de grupo sanguineo Duffy, o gendtipo
prevalente em todos nos grupos analisados foi FY*01/FY*02 e o alelo FY*02 foi o mais
frequente (Tabela 3). Diferencgas nas frequéncias genotipicas e alélicas ndo foram observadas

entre todos os grupos analisados.
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Tabela 3. Distribuicdo dos genotipos e alelos do Sistema de Grupo Sanguineo Duffy em

pacientes com periodontite crénica e controles.

Total Nao fumantes
Duffy Periodontite Controle Periodontite Controle
N=124 N=187 N=55 N=134
Genotipos n (%) n (%) n (%) n (%)
FY*01/FY*01 10 (8,1) 27 (14,4) 10 (18,1) 23 (17,2)
FY*01/FY*02 45 (36,3) 62 (33,2) 15 (27,3) 41 (30,6)
FY*02/FY*02 33 (26,6) 57 (30,5) 13 (23,6) 40 (29,9)
FY*02/FY*02N.01 10 (8,1) 12 (6,4) 4 (7,3) 9(6,7)
FY*02/FY*02M.01 2 (1,6) 3(1,6) 1(1,8) 2 (1,5)
FY*01/FY*02N.01 12 (9,7) 10 (5,3) 6 (11) 8 (6)
FY*02N.01/FY*02N.01 7 (5,6) 11 (5,9) 3 (5,5 9(6,7)
FY*02M.01/FY*02N.01 2 (1,6) 3(1,6) 1(1,8) 1(0,7)
FY*01/FY*02M.01 3(2,4) 2 (1,1) 2 (3,6) 1(0,7)
Alelos
FY*01 80 (32,3) 128 (34,2) 43 (39,1) 96 (35,8)
FY*02 123 (49,6) 191 (51,1) 46 (41,8) 132 (49,3)
FY*02N. 01 38 (15,3) 47 (12,6) 17 (15,5) 36 (13,4)
FY*02M.01 7(2,8) 8(2,1) 4 (3,6) 4 (1,5)

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs -845T>C, -738T>A e -353T>A na

regido promotora do gene IL8 estdo reunidas na Tabela 4. Em pacientes ndo fumantes com

periodontite cronica o alelo -845C foi mais frequente em relagcdo aos controles (3,6% vs. 0,4%;

p=0,05; OR=10,4; 1C95%=1,1-95,6), assim como 0 genotipo -845TC (7,3% vs. 0,7% p=0,05;

OR=10,1; 1C95%=1,1-91,2) e o haplétipo CTA (3,6% vs. 0,4%; p=0,04; OR=10,3;

IC95%=1,3-259,8) indicando correlacdo positiva. Além disso, o genétipo CTA/TTT esteve

presente somente em pacientes com periodontite (5% vs. 0%; p=0,05; dados ndo apresentados).
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Tabela 4. Frequéncia alélica, genotipica e haplotipica dos polimorfismos -845T>C, -738T>A

-353T>A na regido promotora do gene 1L8 em pacientes com periodontite e no grupo controle.

Total Né&o fumantes
SNP IL8 Periodontite Controles Periodontite Controles
N=124(%) N=187(%) N=55(%0) N=134(%)
-845
T 240 (96,8) 370 (98,9) 106 (96,4) 267 (99,6)
C 8(3,2) 4(11) 4 (3,6) 1(0,4)
TT 117 (94,4) 183 (97,9) 51 (92,7) 133 (99,3)
TC 6 (4,8) 4(21) 4 (7,3) 1(0,7)
CcC 1(0,8) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
-738
T 247 (99,6) 373(99,7) 109 (99,1) 267 (99,6)
A 1(0,4) 1(0,3) 1(0,9) 1(0,4)
TT 123 (99,2) 186 (99,5) 54 (98,2) 133 (99,3)
TA 1(0,8) 1(0,5) 1(1,8) 1(0,7)
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
-353
T 130 (52,4) 198 (52,9) 63 (57,3) 145 (54,1)
A 118 (47,6) 176 (47,1) 47 (42,7) 123 (45,9)
TT 34 (27,4) 53 (28,3) 17 (30,9) 38 (28,4)
TA 62 (50) 92 (49,2) 29 (52,7) 69 (51,5)
AA 28 (22,6) 42 (22,5) 9 (16,4) 27 (20,1)
-845 -738 -353
TTT 131 (52,8) 198 (53) 63 (57,3) 145 (54,1)
TTA 108 (43,6) 171 (45,7) 42 (38,2) 121 (45,1)
TAA 1(0,4) 1(0,3) 1(0,9) 1(0,4)
CTA 8 (3,2) 4 (1,0) 4 (3,6) 1(0,4)

p=0.05; OR=0.1; CI95%=0.01- 0.9; ® p=0.05; OR=10.4; C195%=1.1-95,6; ° p=0.05; OR=0.1; CI95%=0.01- 0.9;
9p=0.05; OR=10.1; CI195%=1.1-91,2; ® p=0.05; OR=10.1; C195%=1.1-91,2
A fim de avaliar a expressdo de DARC na superficie do eritrocito, dois novos grupos foram
formados: o primeiro, denominado sem polimorfismo, foi formado pela somatéria das
frequéncias alélicas de FY*01 e FY*02, que codificam a expressdo Fy? e FyP, respectivamente,
e 0 outro, denominado com polimorfismo, foi constituido pela soma das frequéncias dos alelos
FY com o SNP-67T>C, alelos FY*02N.01, e do SNP 265T>C, alelos FY*02M.01. Como as
frequéncias dos polimorfismos diferem nos grupos étnicos, as analises foram realizadas
separadamente para cada grupo étnico. Os resultados estdo reunidos na Tabela 5.

Para o grupo étnico formado por caucasianos, a distribui¢do das frequéncias dos alelos

de FY sem polimorfismo e FY com polimorfismo foram semelhantes entre pacientes e controles.
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Em individuos afro-brasileiros e mulatos, diferencas foram observadas, embora néao
significantes estatisticamente. Os pacientes afro-brasileiros com periodontite crénica
apresentaram menor frequéncia de alelos FY com polimorfismo (33,3% vs. 57,2%) e 0s
pacientes mulatos, ao contrario, apresentaram maior frequéncia destes alelos (29,8% vs.
16,65%).

Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias de alelos FY com presenca e auséncia dos SNPs
265T>C e -67T>C em pacientes com periodontite cronica e controles.

Duffy Periodontite Controle
n (%) n (%)

Caucasianos N=72 N=128
FY*01 e FY*02 131 (91) 232 (90,7)
FY*02N.0le FY*02M.01 13 (9,0) 24 (9,3)
Afro-brasileiros N=15 N=14
FY*01 e FY*02 20 (66,7) 12 (42,8)
FY*02N.01 10 (33,3) 16 (57,2)
Mulatos N=37 N=45
FY*01 e FY*02 52(70,2) 75(83,35)
FY*02N.01 e FY*02M.01 22(29,8) 15(16,65)

As frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos -845T>C,
-738T>A e -353T>A de IL8 foram analisadas separadamente em pacientes com periodontite e
controles afro-brasileiros e mulatos (Tabela 6). A frequéncia do SNP -353A foi menor em
pacientes do que em controles afro-brasileiros (40% vs.60%), e mulatos (47.3% vs 50%);
embora sem significancia estatistica. Em afro-brasileiros, o haplétipo TTA esteve em menor
frequéncia em pacientes com periodontite do que em controles (33,3% vs. 60,7 %; p=0,067;

OR=0,3; 1C95%=0,1-0,9).
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Tabela 6. Frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos -845T>C,
-738T>A e -353T>A na regido promotora de IL8 em pacientes e controles do grupo étnico afro-
brasileiros e mulatos.

Afro-brasileiros Mulatos

SNP Periodontite Controles Periodontite Controles

N=15 N=14 N=37 N=45
-845
T 28 (93,3) 28 (100) 70 (94,6) 88 (97,8)
C 2(6,7) 0 (0) 4 (5,4) 2(2,2)
TT 13 (86,7) 14 (100) 35 (94,5) 43 (95,6)
TC 2 (13,3) 0 (0) 2 (5,4) 2(94,4)
CC 0(0) 0(0) 0 0
-738
T 30 (100) 28 (100) 74 (100) 90 (100)
A 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
TT 15 (100) 14 (100) 37 (100) 45 (100)
TA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
-353
T 18 (60) 11 (39,3) 39 (52,7) 45 (50)
A 12 (40) 17 (60,7) 35 (47,3) 45 (50)
TT 5 (33,33) 3(21,4) 9 (24,3) 10 (22,2)
TA 8 (53,33) 5 (35,7) 21 (56,8) 25 (55,6)
AA 2 (13,33) 6 (42,9) 7(18,9) 10 (22,2)
-845 -738 -
353
TTT 18 (60) 11 (39,3) 39 (52,7) 45 (50)
TTA 10 (33,3)" 17 (60,7) 33 (44,6) 43 (47,8)
CTA 2(6,7) 0 2 (2,7) 2(2,2)

'p=0,067; OR=0,3; IC 95%=0,1- 0,9.

A analise conjunta dos genotipos FY com e sem polimorfismo versus o polimorfismo
IL8 -353T>A foi realizada em pacientes e controles (Tabela 7). Em afro-brasileiros, a
frequéncia do gendtipo FY com polimorfismo + SNP-353A foi menor em pacientes com
periodontite (20% vs 50%; p=0,032; OR=0,25; 1C95%=0,078-0,79). Nos individuos mulatos a
presenca simultadnea do gendtipo FY com polimorfismo + SNP -353T foi mais frequente em
pacientes com periodontite crénica do que em controles (24,3% vs. 11,1%; p=0,04; OR=2,57;

1C95%=1,105-5,98).
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Tabela 7. Distribuicdo de genotipos FY com presenca e auséncia dos polimorfismos -67T>C e/ou 265T>C versus o SNP IL8 -353T>A, em
pacientes com periodontite crénica e controles.

Periodontite Controles

Gendtipos Duffy I1L8 -353 IL8 -353

TT TA AA A T TT TA AA A T
Total N=124 N=187
Sem 24(19,4)  42(33)9) 22(17,7)  86(34,7) 90 (36,3) 43(23) 72(38,5) 31(16,6)  134(35,8) 158(42,2)
polimorfismo®
Com 10(8) 20(16,1) 6(4,8) 32(12,9)  40(16) 10(5,34)  21(11,22) 10(5,34) 41(11) 41(11)
polimorfismo”
Caucasianos N=72 N=128
Sem 17(23,6)  25(34,7) 17(23,6)  59(41) 59(41) 33(25,8)  52(40,6) 23(18) 98(38,3) 118(46)
polimorfismo
Com 3(4,2) 8(11,1) 2(2,8) 12(8,3) 14(9,7) 7(5,5) 10(7,8) 3(2,3) 16(6,3) 24(9,4)
polimorfismo
Afro-brasileiros N=15 N=14
Sem 3(20) 4(26,7) 1(6,7) 6(20) 10(33,33) 2(14,2) 1(7,1) 1(7,11) 3(10,7) 5(17,9)
polimorfismo
Com 2(13,33)  4(26,7) 1(6,7) 6(20)° 8(26,7) 1(7,1) 4(28,6) 5(35,7) 14 (50)° 6(21,4)
polimorfismo
Mulatos N=37 N=45
Sem 4(10,81)  13(35,13) 4(10,81) 21(28,4) 21(28,4) 8(17,8) 19(42,2) 7(15,6) 33(36,7) 35(38,9)
polimorfismo
Com 5(13,51)  8(21,62) 3(8,1) 14(18,9)  18(24,3)" 2(4,4) 6(13,3) 3(6,7) 12(13,3) 10(11,1)°
polimorfismo

#Gendtipos FY com auséncia dos SNPs -67T>C e/ou 265T>C;

® Genétipos FY com presenca dos SNPs -67T>C e/ou 265T>C em homozigose ou heterozigose;
°p=0,032; OR=0,25; 1C95%= 0,078- 0,79;
9p=0,042; OR= 2,57; IC 95%= 1,105-5,98.
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Discussao

O sistema de grupo sanguineo Duffy foi identificado como um receptor para IL-8, uma
quimiocina inflamatoria envolvida na ativacao e trafico de neutrofilos [10, 26-28]. Quando a
IL-8 esta ligada a DARC eritroide ela é efetivamente inativada. Eritrocitos de pessoas com o
fendtipo Fy(a-b-) ndo ligam IL-8, e portanto ndo possuem esta funcdo de escoadouro proposta
para DARC eritroide [10, 27]. Como altos niveis de IL-8 sérica e de neutrofilos estdo
envolvidos na patogénese da periodontite cronica [29], foi estudado um possivel papel de
DARC neste contexto.

Varios fatores de risco de doencas periodontais tém sido identificados [30,31],
incluindo a diabetes, um forte fator de risco causal para a patologia periodontal [32,33,34,35].
No presente estudo, individuos com diabetes apresentaram trés vezes mais chances de
desenvolver a periodontite cronica do que individuos ndo diabéticos (p<0,001; OR=3,313;
95% 1C=1,883-5,882). A plausibilidade bioldgica tem sido bem documentada, e a melhor
evidéncia sugere que a influéncia potencial de diabetes sobre a doenca periodontal é
provavelmente explicada por uma resposta hiperinflamatéria a infec¢do, um desacoplamento
da destruicdo Gssea e reparacdo, e/ou por efeitos dos produtos de glicacdo avancada [35,36].

O fumo é outro fator de risco importante para o inicio e progressdo da periodontite
crénica [37-39]. O presente estudo confirmou esses achados (Tabela 2). Mecanismos
potenciais para o efeito do fumo na doenca periodontal inclui a imunossupressdo e a
exacerbada resposta celular inflamatoria [40]. O risco relacionado ao tabagismo pode muitas
vezes obscurecer os fatores de risco genéticos [41]. Por isso, a analise estatistica do subgrupo
de ndo fumantes foi realizada para excluir uma possivel influéncia do fumo sobre os fatores
genéticos.

A distribuicdo dos alelos e genotipos FY e da maioria dos polimorfismos IL8

-845T>C, -738T>A, -353T>A foram semelhantes entre pacientes com periodontite cronica e
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controles (populacdo total e de ndo fumantes) (Tabelas 3 e 4). A excecdo refere-se ao
polimorfismo I1L8-845T>C em ndo fumantes: o alelo -845C e o gendtipo -845TC foram
associados com a suscetibilidade a periodontite crénica (alelo -845C:3,6% vs. 0,4%;
OR=10,4; genotipo -845TC: 7,3% vs. 0,7%; OR=10,1). Assim, individuos que tém o alelo
-845C ou 0 gendtipo -845TC possuem 10 vezes mais chances de desenvolver a doenca do que
aquelas que ndo possuem. Até onde sabemos, os polimorfismos IL8 -845T>C e -738T>A néo
estdo relacionados com diferentes niveis de producdo desta citocina e estes SNPs estdo
correlacionados a poucos estudos de associacdo com doengas [21, 42, 43], possivelmente,
devido a baixa diversidade genética: os alelos mutantes C e A foram observados somente em
populacdes americanas africanas (C: 8% e A: 5% [21]) e ausentes em Europeus [21,42].

Kim e cols. (2010) [42] estudaram a associacdo dos polimorfismos 1L8-845T>C,
-738T>A, -353T>A na periodontite crénica, em uma populacdo brasileira, e ndo observaram
associacdo entre os alelos e os gendtipos na amostra total e em ndo fumantes. Entretanto na
analise haplotipica obtiveram resultados significativos para os haplétipos CTA, TTA e TAT,
que foram associados com a suscetibilidade a periodontite na amostra total e em nao
fumantes. No presente estudo, o hapl6tipo CTA também esteve relacionado a suscetibilidade
a doenca (Tabela 4), entretanto, o hapl6tipo TAT ndo foi encontrado, porque a frequéncia do
alelo -738A em nossa populagdo foi muito baixa (<1%) e o gen6tipo CTA/TTT foi
encontrado somente em individuos com periodontite cronica (5% vs 0%; p=0,05; dados ndo
mostrados).

O SNP 1L8-353T>A, também encontrado na literatura como -251T>A e rs4073T>A
foi associado a elevados niveis de transcritos de 1L-8, apés a estimulagdo do sangue total com
lipopolissacarideos [44]. Este polimorfismo foi descrito na literatura associado a varias
doencgas: bronquiolite por virus sincicial respiratorio, cancer de prostata, cancer gastrico

distal, cadncer de mama, carcinoma de células orais escamosas, degenera¢do macular associada
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a idade, liquen plano oral [44-49]. Estudos de associacdo do SNP IL8 -353T>A com a
periodontite cronica, no Brasil, foram realizados anteriormente por Kim e cols. em 2009 [50]
e Andia e cols. em 2011[51]. Kim e cols. avaliaram dois grupos separadamente: a amostra
total composta de individuos fumantes e ndo fumantes, e o grupo formado somente por
individuos ndo fumantes, e ndo encontraram associa¢do do SNP -353T>A com a periodontite
crénica. Andia e cols., estudando somente individuos ndo fumantes, verificaram reducdo da
frequéncia do genotipo TT (35,2% no grupo de controle versus 13,8% no grupo periodontite)
e aumento significativo da frequéncia do gendtipo TA (52,8% no grupo de controle versus
74,6% no grupo periodontite) na periodontite. A suscetibilidade do gendtipo TA também foi
verificada quando os individuos caucasianos foram analisados separadamente. Inclusive altos
niveis de RNAm de IL-8 foi encontrado em individuos com o gendétipo TA. As diferencas
destes resultados podem estar relacionadas a selecdo dos grupos (fumantes e ou ndo fumantes)
e a diferencas na composicdo da populacdo, uma vez que a populacdo brasileira é altamente
miscigenada. Segundo loannidis e cols. (2001) [52], as associa¢fes genéticas podem nédo ser
uniformes em toda populacdo e a frequéncia de ocorréncia dos polimorfismos podem variar
entre grupos étnicos.

O grupo étnico é um fator importante a ser considerado, porque as frequéncias de
muitos alelos variam entre os diferentes grupos étnicos. Muitos estudos tém revelado
resultados contraditorios quando séo feitas comparacGes entre populacfes distintas [53-55].
Por isso, subdividiu-se a amostra com relacdo aos grupos étnicos.

Quando foi avaliada a expressdo de DARC na superficie do eritrocito nos grupos sem
polimorfismo e com polimorfismo nos diferentes grupos étnicos (caucasianos, afro-brasileiros
e mulatos) ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (Tabela 5), embora
houvesse uma diminuicdo do SNP -67T>C (alelo FY*02N.01) em pacientes afro-brasileiros

(33% vs. 57,2%).
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O SNP -67T>C na regido 5"ndo traduzida do gene FY resulta na auséncia de expressao
do antigeno Fy® apenas no eritrécito, fendtipo Fy (b-), ndo alterando a expressdo dessa
proteina nos outros tecidos [13]. Este polimorfismo € altamente frequente em
afrodescendentes, aproximadamente 67% dos afro-brasileiros possuem o fenétipo Fy(a-b-)
[56]. No presente trabalho, observou-se que a frequéncia do alelo FY*02N.01 foi menor do
que o esperado para este grupo étnico, em pacientes com periodontite, apesar de
estatisticamente ndo ser estatisticamente significativo. Acredita-se que a analise de um
nimero maior de individuos afro-brasileiros possa propiciar conclusées mais claras com
relacdo ao SNP -67T>C e a periodontite cronica neste grupo étnico.

A anélise dos SNPs IL8 -845T>C, -738T>A, -353T>A no grupo étnico formado por
afro-brasileiros ndo revelou diferenca estatistica significativa nas frequéncias alélicas e
genotipicas para controles e pacientes. O alelo C do SNP -845 foi raramente encontrado, e 0
alelo A do SNP -738 ndo foi encontrado em afro-brasileiros e mulatos (Tabela 6). Entretanto
o haplotipo TTA foi um haplétipo com tendéncia a protecdo em afro-brasileiros, com um
valor de p tendendo a significancia estatistica (p=0,067; OR=0,3; 1C95%=0,1-0,9) (Tabela 7).
Ao contrério, Kim e cols. (2010) [42] verificaram que TTA é um hapl6tipo de suscetibilidade
a doenca periodontal, entretanto, a populacdo analisada em seu trabalho, ndo foi categorizada
de acordo com o grupo étnico, foi uma populacéo mista.

Quando realizada a analise conjunta dos genotipos FY com e sem polimorfismo versus
0 polimorfismo IL8-353T>A (Tabela 7) na populacdo de caucasianos, ndo observou-se
diferencas estatisticas significantes. No entanto, afro-brasileiros que possuem o SNP -67T>C
na regido 5°ndo traduzida do gene FY, em homozigose ou heterozigose, e possuem também o
SNP IL8 -353A (alto produtor de IL-8) sdo resistentes a periodontite cronica (p=0,032;
OR=0,25 1C95%=0,078-0,79). Em individuos mulatos, o genétipo Duffy com os SNPs

-67T>C (auséncia de DARC) e/ou 265T>C em homozigose ou heterozigose (baixa expressao
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de DARC) associadas com o SNP IL8 -353T (baixa producdo de IL-8), sdo fatores de
suscetibilidade a periodontite cronica (p=0,042; OR=2,57; 1C95%=1,105-5,98).

Geralmente, uma combinacéo especifica de polimorfismos em diferentes genes, ou a
interacdo entre polimorfismos no gene com os fatores ambientais, podem alterar de forma
significativa o risco de um individuo desenvolver o fenotipo de certas doencas [57,58].
Assim, com base na teoria de Rot [17] e nos resultados obtidos neste trabalho, a nossa
hipdtese é de que, em afro-brasileiros, a auséncia ou menor expressao de DARC eritroide,
associado a maior producédo de IL-8 induz a maior quantidade de IL-8 plasmatica livre e com
capacidade de dessensibilizar os neutrofilos na circulacdo sanguinea. Dessa forma, a migracédo
dos neutrofilos para o foco inflamatério é menor, e a menor concentracdo de neutréfilos no
tecido periodontal e a menor taxa de liberacdo de enzimas proteoliticas protegem o tecido da
lesdo. No grupo étnico de mulatos, a auséncia ou baixa expressdo de DARC, associada a
baixa producdo de IL-8, faz com que ocorram niveis diminuidos de IL-8 plasmatica livre,
assim os polimorfonucleares serdo menos dessensibilizados e a ativacdo de neutréfilos via
GAG é melhorada, desta forma havera maior transmigracdo de polimorfonucleares para 0s
tecidos periodontais contribuindo para a lesdo e a suscetibilidade a doenca periodontal
crénica. Assim, o balanco de expressdo DARC eritroide e producgéo IL-8 s&o fundamentais

para proteger ou néo a leséo tecidual.

Concluséao

O polimorfismo de DARC eritroide mais o SNP IL8-353T>A foi associado com a
periodontite cronica, principalmente, em descendentes afro-brasileiros - incluindo mulatos. O
balanco da expressdo DARC eritroide e producdo de I1L-8 sdo fundamentais para proteger ou
ndo da lesdo tecidual: IL-8, quando livre no plasma, liga-se aos neutrofilos dessensibilizando-

0s e impedindo a sua migracdo para o foco da infeccao.
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Lista de abreviaturas

EDTA- &cido etilenodiamino tetra-acético
pL- microlitros

mM- milimolar

U- unidade

ng- nanograma

pb- pares de base

dNTP- Desoxirribonucleotideos Fosfatados
DNA- acido desoxirribonucleico

mL- mililitro

MgCl,- Cloreto de Magnésio

Declaracao de conflito de interesse

Os autores declaram que nao existe conflito de interesse.

Agradecimentos
A CAPES, Fundacdo Araucaria, aos professores, técnicos e académicos do laboratorio de

Imunogenética LIG-UEM.

Referéncias

1. Neote K, Mak JY, Kolakowski LF Jr, Schall TJ: Functional and biochemical analysis
of the cloned Duffy antigen: identity with the red blood cell chemokine receptor.
Blood 1994, 84(1):44-52.

2. Chaudhuri A, Zbrzezna V, Polyakova J, Pogo AO, Hesselgesser J, Horuk R: Expression
of the Duffy antigen in K562 cells. Evidence that it is the human erythrocyte
chemokine receptor. J Biol Chem 1994, 269(11):7835-8.

3. Murphy PM: The molecular biology of leukocyte chemoattractant receptors. Annu
Rev Immunol 1994, 12:593-633.

4. Chaudhuri A, Polyakova J, Zbrzezna V, Pogo AO: The coding sequence of Duffy blood
group gene in humans and simians: restriction fragment length polymorphism,
antibody and malarial parasite specificities, and expression in nonerythroid tissues
in Duffy-negative individuals. Blood 1995, 85(3):615-21.



52

5. Horuk R, Colby TJ, Darbonne WC, Schall TJ, Neote K: The human erythrocyte
inflammatory peptide (chemokine) receptor. Biochemical characterization,
solubilization, and development of a binding assay for the soluble receptor.
Biochemistry 1993, 32(22):5733-8.

6. He W, Neil S, Kulkarni H, Wright E, Agan BK, Marconi VC, Dolan MJ, Weiss RA,
Ahuja SK: Duffy antigen receptor for chemokines mediates transinfection of HIV-1
from red blood cells to target cells and affects HIV-AIDS susceptibility. Cell Host
Microbe 2008, 4(1):52-62.

7. Bandyopadhyay S, Zhan R, Chaudhuri A, Watabe M, Pai SK, Hirota S, Hosobe S,
Tsukada T, Miura K, Takano Y, Saito K, Pauza ME, Hayashi S, Wang Y, Mohinta S,
Mashimo T, liizumi M, Furuta E, Watabe K.: Interaction of KAI1 on tumor cells with
DARC on vascular endothelium leads to metastasis suppression. Nat Med 2006,
12(8):933-8.

8. Neote K, Darbonne W, Ogez J, Horuk R, Schall TJ: Identification of a promiscuous
inflammatory peptide receptor on the surface of red blood cells. J Biol Chem 1993,
268(17):12247-9.

9. Rompler H, Yu H, Arnold A, Orth A, Schoneberg T: Functional consequences of
naturally occurring DRY motif variants in the mammalian chemoattractant
receptor GPR33. Genomics 2006, 87(6): 724-732.

10. Hadley TJ, Peiper SC: From malaria to chemokine receptor: the emerging
physiologic role of the Duffy blood group antigen. Blood 1997, 89:3077-3091.

11. ISBT. International Society of Blood Transfusion
[http://www.isbtweb.org/fileadmin/user upload/WP on Red Cell Immunogenetics and
/008_FY_Alleles v2.0 110914.pdf)] (Acesso em:16/01/2013).

12. Tournamille C, Le Van Kim C, Gane P, Cartron JP, Colin Y: Molecular basis and PCR-
DNA typing of the Fya/Fyb blood group polymorphism. Hum Genet 1995, 95(4):407-
10.

13. Tournamille C, Colin Y, Cartron JP, Le Van Kim C: Disruption of a GATA motif in the
Duffy gene promoter abolishes erythroid gene expression in Duffy-negative
individuals. Nat Genet 1995; 10(2):224-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dolan%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18621010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weiss%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18621010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ahuja%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18621010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bandyopadhyay%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaudhuri%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watabe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pai%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirota%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hosobe%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsukada%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takano%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saito%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pauza%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohinta%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mashimo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iiizumi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furuta%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watabe%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862154
http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/WP_on_Red_Cell_Immunogenetics_and/008_FY_Alleles_v2.0_110914.pdf
http://www.isbtweb.org/fileadmin/user_upload/WP_on_Red_Cell_Immunogenetics_and/008_FY_Alleles_v2.0_110914.pdf

14.

15.

16.

17.

18.

19

20.

21.

22.

23.

24.

53

Howes RE , Patil AP , Piel FB , Nyangiri OA, Kabaria CW, Gething PW, Zimmerman
PA, Barnadas C, Beall CM, Gebremedhin A, Ménard D, Williams TN, Weatherall DJ,
Hay SI: The global distribution of the Duffy blood group. Nat Commun 2011; 2:266.

Parasol N, Reid M, Rios M, Castilho L, Harari I, Kosower NS: A novel mutation in the
coding sequence of the FY*B allele of the Duffy chemokine receptor gene is
associated with an altered erythrocyte phenotype. Blood 1998; 92:2237-2243.

Tournamille C, Le Van Kim C, Gane P, Le Pennec PY, Roubinet F, Babinet J, Cartron JP,
Colin Y: Arg89Cyssubstitution results in very low membrane expression of theDuffy
antigen/receptor for chemokines in Fy(x) individuals. Blood 1998, 92(6):2147-56.

Estalote AC, Proto-Siqueira R, Silva WA Jr, Zago MA, Palatnik M: The mutation
G298A-->Alal00Thr on the coding sequence of the Duffy antigen/chemokine

receptor gene innon-caucasian Brazilians. Genet Mol Res 2005; 4(2):166-73.

Rot A: Contribution of Duffy antigen to chemokine function. Cytokine Growth Factor
Review. 2005, 16(6):687-94.

. Gainet J, Chollet-Martin S, Brion M, Hakim J, Gougerot-Pocidalo MA, Elbim C:
Interleukin-8 production by polymorphonuclear neutrophils inpatients with rapidly
progressive periodontitis: an amplifying loop of polymorphonuclear neutrophil
activation. Lab Invest 1998, 78:755-62.

Castilho L, Rios M, Pellegrino J Jr, Saad ST, Costa FF, Reid ME: A novel FY allele in
Brazilians. Vox Sang 2004, 87(3):190-5.

Rovin BH, Lu L, Zhang X: A novel interleukin-8 polymorphism is associated with

severe systemic lupus erythematosus nephritis. Kidney Int 2002, 62:261-5.

Heinzmann A, Ahlert I, Kurz T, Berner R, Deichmann KA: Association study suggests
opposite effects of polymorphisms within IL8 on bronchial asthma and respiratory
syncytial virus bronchiolitis. Journal of Allergy and Clinical Immunology 2004,
114(3):671-676.

Lee EB, Kim JY, Zhao J, Park MH, Song YW: Haplotype association of IL8 gene with
Behcet’s disease. Tissue Antigens 2006, 69(2):128-132.

ARLEQUIN. http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3 (Acesso em: 16/01/2013).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nyangiri%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kabaria%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gething%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmerman%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zimmerman%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barnadas%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beall%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gebremedhin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%A9nard%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20TN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weatherall%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hay%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21468018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tournamille%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Le%20Van%20Kim%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gane%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Le%20Pennec%20PY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roubinet%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Babinet%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cartron%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Colin%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9731074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arg89Cyssubstitution%20results%20in%20very%20low%20membrane%20expression%20of%20theDuffy%20antigen%2Freceptor%20for%20chemokines%20in%20Fy(x)%20individuals
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Estalote%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16110438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Proto-Siqueira%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16110438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20WA%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16110438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zago%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16110438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palatnik%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16110438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16054417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berner%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15356575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Deichmann%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15356575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17257314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Song%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17257314
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3

25.

26.

27.

28.

29

30

31

32

33

34

35

36

37

54

Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health
[http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm] (Acesso em: 16/01/2013).

Darbonne WC, Rice GC, Mohler MA, Apple T, Hébert CA, Valente AJ, Baker JB: Red
blood cells are a sink for interleukin 8, a leukocyte chemotaxin. J Clin Invest 1991,
88(4):1362-9.

Cartron JP, Bailly P, Le Van Kim C, Cherif-Zahar B, Matassi G, Bertrand O, Colin Y:
Insights into the structure and function of membrane polypeptides carrying blood

group antigens. Vox Sang. 1998, 74 Suppl 2:29-64.

Adams DH, and Lloyd AR: Chemokines: Leukocyte recruitment and activation
cytokines. Lancet 1997, 349:490-495.

Okada H, Murakami S: Cytokine expression in periodontal health and disease. Crit
Rev Oral Biol Med 1998, 9:248-66.

Grossi SG, Zambon JJ, Ho AW, Koch G, Dunford RG, Machtei EE, Norderyd OM,
Genco RJ. Assessment of risk for periodontal disease. I. Risk indicators for
attachment loss. J Periodontol 1994;65 (3):260-267.

Grossi SG, Genco RJ, Machtei EE, Ho AW, Koch G, Dunford R, Zambon JJ, Hausmann
E: Assessment of risk for periodontal disease. Il. Risk indicators for alveolar bone
loss. J Periodontol 1995; 66(1):23-29.

Nelson RG, Shlossman M, Budding LM, Pettitt DJ, Saad MF, Genco RJ, Knowler WC:
Periodontal disease and NIDDM in Pima Indians. Diabetes Care 1990; 13 (8):836-840
Taylor GW. Bidirectional interrelationships between diabetes and periodontal
diseases: an epidemiologic perspective. Ann Periodontol 2001; 6 (1):99-112.

Tsai C, Hayes C, Taylor GW. Glycemic control of type 2 diabetes and severe
periodontal disease in the US adult population. Community Dent Oral Epidemiol 2002;
30 (3):182-192.

Lalla E, Papapanou PN. Diabetes mellitus and periodontitis: a tale of two common
interrelated diseases. Nat Rev Endocrinol 2011;7(12):738-748

Mealey BL. Periodontal disease and diabetes. A two-way street. J Am Dent Assoc
2006; 137(Suppl.):26S-31S.

Kornman KS: Diagnostic and prognostic tests for oral diseases: practical
applications: J Dent Educ 2005, 69:498-508.


http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cartron%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bailly%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Le%20Van%20Kim%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cherif-Zahar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matassi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertrand%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Colin%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9704424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Insights%20into%20the%20struc-ture%20and%20function%20of%20membrane%20polypeptides%20carrying%20blood%20group%20antigens.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koch%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8164120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunford%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8164120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Machtei%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8164120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Norderyd%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8164120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genco%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8164120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grossi%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genco%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Machtei%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ho%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koch%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dunford%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zambon%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausmann%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausmann%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7891246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pettitt%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2209317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saad%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2209317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genco%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2209317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knowler%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2209317

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

55

Genco RJ: Current view of risk factors for periodontal diseases. J Periodontol 1996,
67:1041-9.

Bergstrom J: Tobacco smoking and chronic destructive periodontal disease.
Odontology 2004, 92:1-8.

Salvi GE,Lawrence HP, Offenbacher S, Beck JD: Influence of risk factors on the
pathogenesis of periodontitis. Periodontol 2000 1997, 14:173-201.

Kornman KS, Crane A, Wang HY, di Giovine FS, Newman MG, Pirk FW, Wilson TG Jr,
Higginbottom FL, Duff GW: The interleukin-1 genotype as a severity factor in adult
periodontal disease. J Clin Periodontol 1997, 24:72—7.

Kim YJ, Viana AC, Curtis KM, Orrico SR, Cirelli JA, Mendes-Junior CT, Scarel-
Caminaga RM: Association of haplotypes in the IL8 gene with susceptibility to
chronic periodontitis in a Brazilian population. Clin Chim Acta. 2010, 411:1264—
1268.

Hull J, Thomson A, Kwiatkowski, D: Association of respiratory syncytial virus
bronchiolitis with the interleukin 8 gene region in UK families. Thorax 2000,
55:1023-1027.

Dan H, Liu W, Zhou Y, Wang J, Chen Q, Zeng X: Association of Interleukin-8 gene
polymorphisms and haplotypes with oral lichen planus in a Chinese population.
Inflammation 2010, 33:76-81.

McCarron SL, Edwards S, Evans PR, Gibbs R, Dearnaley DP, Dowe A, Southgate C,
Easton DF, Eeles RA, Howell WM: Influence of cytokine gene polymorphisms on the
development of prostate cancer. Cancer Research 2002, 62:3369-3372.

Garza-Gonzalez E, Bosques-Padilla FJ, Mendoza-Ibarra Sl, Flores-Gutierrez JP,
Maldonado-Garza HJ, Perez-Perez G 1. Assessment of the toll-like receptor
4Asp299Gly, Thr399lle and interleukin-8 -251 polymorphisms in the risk for the
development of distal gastric cancer. BMC Cancer 2007, 7:70.

Kamali-Sarvestani E, Aliparasti MR, Atefi S: Association of interleukin-8 (IL-8 or
CXCLS8) -251T/A and CXCR2 +1208C/T gene polymorphisms with breast cancer.
Neoplasma 2007, 54:484-489.

Vairaktaris E, Yapijakis C, Serefoglou Z, Derka S, Vassiliou S, Nkenke E, Vylliotis A,
Wiltfang J, Avgoustidis D, Critselis E, Neukam FW, Patsouris E: The interleukin-8 (-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salvi%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9567971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lawrence%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9567971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Offenbacher%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9567971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beck%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9567971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salvi%20GE%2C%20Lawrence%20HP%2C%20Offenbacher%20S%2C%20Beck%20JD.%20Influence%20of%20risk%20factors%20on%20the%20pathogenesis%20of%20periodontitis.%20Periodontol%202000.%201997%3B14%3A%20173%E2%80%93201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kornman%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crane%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=di%20Giovine%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Newman%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pirk%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20TG%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higginbottom%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duff%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9049801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viana%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Curtis%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Orrico%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cirelli%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mendes-Junior%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scarel-Caminaga%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scarel-Caminaga%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20488171

49

50

o1

52

53

54

55

56

57

56

251A/T) polymorphism is associated with increased risk for oral squamous cell
carcinoma. European Journal of Surgical Oncology 2007, 33:504 -507.

Goverdhan V, Ennis S, Hannan SR, Madhusudhana, KC, Cree AJ, Luff AJ, Lotery AJ:
Interleukin-8 promoter polymorphism -251A/T is a risk factor for age-related

macular degeneration. British Journal of Ophthalmology 2008, 92: 537-540.

Kim YJ, Viana AC, Curtis KM, Orrico SR, Cirelli JA, Scarel-Caminaga RM: Lack of
association of a functional polymorphism in the interleukin 8 gene with
susceptibility to periodontitis. DNA Cell Biol 2009; 28:185-190.

Andia DC, de Oliveira NF, Letra AM, Nociti FH Jr, Line SR, de Souza AP: Interleukin-
8 gene promoter polymorphism (rs4073) may contribute to chronic periodontitis. J
Periodontol 2011, 82(6):893-9.

loannidis JP, Ntzani EE, Trikalinos TA, Contopoulos-loannidis DG: Replication validity
of genetic association studies. Nat Genet 2001, 29:306-3009.

Papapanou PN, Neiderud AM, Sandros J, Dahlén G: Interleukin-1 gene polymorphism
and periodontal status: a case-control study. J Clin Periodontol 2001, 28(5):389-96.

Soga Y, Nishimura F, Ohyama H, Maeda H, Takashiba S, Murayama Y: Tumor necrosis
factor-alpha gene (TNF-alpha) -1031/-863, -857 single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) are associated with severe adult periodontitis in Japanese. J Clin Periodontol
2003, 30(6):524-31.

Moreira PR, de S& AR, Xavier GM, Costa JE, Gomez RS, Gollob KJ, Dutra WO: A
functional interleukin-1 beta gene polymorphism is associated with chronic
periodontitis in a sample of Brazilian individuals. J Periodontal Res 2005, 40(4):306-
11.

Novaretti MCZ, Dorlhiac-Llacer PE, Chamone, DAF: Estudo de grupos sangiiineos em
doadores de sangue caucasoéides e negroides na cidade de Sao Paulo. Rev. bras.
hematol. Hemoter 2000, 22(1):23-32.

Guzman S, Karima M, Wang HY, Van Dyke TE: Association between interleukin-1
genotype and periodontal disease in a diabetic population. J Periodontol 2003,
74(8):1183-90.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andia%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Oliveira%20NF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Letra%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nociti%20FH%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Line%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Souza%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21091348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=IL8Gene%20Promoter%20Polymorphism%20(rs4073)%20may%20Contributes%20to%20Chronic%20Periodontitis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=IL8Gene%20Promoter%20Polymorphism%20(rs4073)%20may%20Contributes%20to%20Chronic%20Periodontitis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Papapanou%20PN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11350500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neiderud%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11350500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sandros%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11350500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dahl%C3%A9n%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11350500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=41.%09PAPAPANOU%2C%20P.N.%20et%20al.%20Interleukin-1%20gene%20polymorphism%20and%20periodontal%20status%3A%20a%20case-control%20study.%20%20J.%20Clin.%20Periodontol.%2C%20Copenhagen%2C%20v.28%2C%20n.5%2C%20p.389-396%2C%20May%202001.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soga%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishimura%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maeda%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takashiba%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murayama%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12795791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=42.%09SOGA%2C%20Y.%20et%20al.%20%20Tumor%20necrosis%20factor-alpha%20gene%20(TNF-alpha)%20-1031%2F-863%2C%20-857%20single-nucleotide%20polymorphisms%20(SNPs)%20are%20associated%20with%20severe%20adult%20periodontitis%20in%20Japanese.%20%20J.%20Clin.%20Periodontol.%2CCopenhagen%2C%20v.30%2C%20n.6%2C%20p.524-531%2C%20June%202003.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreira%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20S%C3%A1%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xavier%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Costa%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gomez%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gollob%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutra%20WO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15966908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MOREIRA%2C%20P.R.%20et%20al.%20A%20functional%20interleukin-1%20beta%20gene%20polymorphism%20is%20associated%20with%20chronic%20periodontitis%20in%20a%20sample%20of%20Brazilian%20individuals.%20%20J.%20Periodont.%20Res.%2C%20Copenhagen%2C%20v.40%2C%20n.4%2C%20p.306-311%2C%20Aug.%202005.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guzman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14514232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14514232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14514232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Dyke%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14514232
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=GUZMAN%2C%20S.%20et%20al.%20Association%20between%20interleukin-1%20genotype%20and%20periodontal%20disease%20in%20a%20diabetic%20population.%20%20J.%20Periodontol.%2CChi-cago%2C%20v.74%2C%20n.8%2C%20p.1183-1190%2C%20Aug.%202003.

57

58 Gonzales JR, Kobayashi T, Michel J, Mann M, Yoshie H, Meyle J: Interleukin-4 gene
polymorphisms in Japanese and Caucasian patients with aggressive periodontitis. J Clin
Periodontol. 2004, 31(5):384-9.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzales%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kobayashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshie%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meyle%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15086621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=GONZALES%2C%20J.R.%20et%20al.%20Interleukin-4%20gene%20polymorphisms%20in%20Japanese%20and%20caucasian%20patients%20with%20aggressive%20periodontitis.%20J.%20Clin.%20Periodontol.%2CCopenhagen%2C%20v.31%2C%20n.5%2C%20p.384-389%2C%20May%202004.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=GONZALES%2C%20J.R.%20et%20al.%20Interleukin-4%20gene%20polymorphisms%20in%20Japanese%20and%20caucasian%20patients%20with%20aggressive%20periodontitis.%20J.%20Clin.%20Periodontol.%2CCopenhagen%2C%20v.31%2C%20n.5%2C%20p.384-389%2C%20May%202004.

58

6. CAPITULO I11

6.1. Conclusoes

- As frequéncia dos alelos e genétipos FY e da maioria dos polimorfismos [L884°T>C: 738T>A -

38T>A foram semelhantes entre pacientes com periodontite cronica e controles (populagéo

8-845T>C em nio

total e de ndo fumantes). Excegdo foi observada para o polimorfismo IL
fumantes: o alelo -845C, o gendtipo -845TC, e o haplétipo CTA foram associados com a
suscetibilidade a periodontite cronica.

- Em néo fumantes o genotipo CTA/TTT, foi encontrado somente em pacientes.

- Em afro-brasileiros a menor expressdao de DARC associado a altas concentragdes de IL-8
sdo protetores ao desenvolvimento da periodontite cronica.

- Em pardos a menor expressdo de DARC associado a menor producédo de IL-8 sdo fatores de
suscetibilidade a periodontite cronica.

- Quando a producéo de IL-8 foi associada a expressao de DARC na superficie das hemacias,
suscetibilidade ou protecdo a doencga foram observados. A presenca de neutrdfilos no tecido
periodontal foi diretamente correlacionada a lesdo tecidual e predisposicdo a periodontite

cronica.

6.2. Perspectivas Futuras
Frente aos resultados encontrados pretendemos aumentar o nimero da amostra,

principalmente de individuos afro-brasileiros, para maior confiabilidade e clareza da anélise
dos subgrupos étnicos. Além disso, sera realizada uma andlise estatistica multivariada, porque
a periodontite crénica é uma doenca multifatorial.

Outros fatores genéticos relacionados a resposta imune deverdo ser estudados a fim
de avaliar a imunopatogénese na doenga periodontal. Dentre estes, o polimorfismo HLA
estd em andamento. Outros polimorfismos como os de genes KIR e de citocinas também

serdo avaliados.
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Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa intitulada ASSOCIACAO ENTRE OS
GENES DE RESPOSTA IMUNE E ANTIGENO RECEPTOR DE CITOCINAS DUFFY NO
DESENVOLVIMENTO DA DOENCA PERIODONTAL, coordenado pela professora ANA
MARIA SELL da UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA. O objetivo da pesquisa é
realizar a tipagem dos genes de resposta imune e dos antigenos eritrocitario Duffy, por
técnicas de biologia molecular, em pacientes da regido noroeste do estado do Parana. Para isto
a sua participacdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: serd coletada uma
amostra de sangue (10ml) da veia de seu braco. Informamos que poderdo ocorrer dor e
ardéncia leve no local da puncdo venosa que tendem a desaparecer rapidamente. Gostariamos
de esclarecer que sua participacdo € totalmente voluntéria, podendo vocé: recusar-se a
participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer onus ou
prejuizo a sua pessoa. As amostras serdo armazenadas no Laboratério de Imunogenética da
UEM durante o periodo deste estudo, e somente serdo utilizadas para o desenvolvimento dos
objetivos acima definidos, e depois serdo descartadas. Informamos ainda que as informacdes
obtidas serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa, e serdo tratadas com o mais
absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Ndo ha beneficios
diretos ou qualquer tipo de remuneracdo. Estudar os componentes genéticos da resposta
imune pode contribuir para o esclarecimento das bases genéticas e no entendimento sobre a
doenca. Os resultados serdo publicados em artigos cientificos. Caso vocé tenha mais davidas
ou necessite maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos enderecos abaixo ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa da UEM, cujo endereco consta deste documento. Este termo
sera preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e

assinada entregue a vocé.

1 declaro que fui devidamente esclarecido e
concordo em participar VOLUNTARIAMENTE da pesquisa coordenada pela Profa. ANA
MARIA SELL

Assinatura ou impresséo datiloscopica

Pagina 1 de 2
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Eu, Ana Maria Sell declaro que forneci todas as informacdes referentes ao projeto de pesquisa

supra-nominado.

Assinatura do pesquisador

Qualquer davida com relagdo a pesquisa podera ser esclarecida com o pesquisador, conforme
0 endereco abaixo:

Nome: Ana Maria Sell

Enderego: Universidade Estadual de Maringa. Avenida: Colombo, 5790. Bloco 1-90 sala 102.
CEP 8.020-900. Maringa. Parana. Telefone (44) 3011-4864. amsell@uem.br

Qualquer davida com relacdo aos aspectos éticos da pesquisa podera ser esclarecida com o
Comité Permanente de Etica em Pesquisa (COPEP) envolvendo Seres Humanos da UEM, no
endereco abaixo:

COPEP/UEM

Universidade Estadual de Maringa.

Av. Colombo, 5790. Campus Sede da UEM.

Bloco da Biblioteca Central (BCE) da UEM.

CEP 87020-900. Maringa-Pr. Tel: (44) 3261-4444

E-mail: copep@uem.br
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Anexo 2

Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduagdo
Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

e g 5 1
. A’(' Universidade Estadual de Maringd
s, \

CAAE N* 450.0.093.000-11 PARECER N.719/2011

Pesquisador(a) Responsiavel: Ana Maria Sell 7 77

Centro/Departamento: Centro de Ciéncias da Satde/ Departamento de Ciéncias
Bisicas da Saude

Titulo do projeto:
“Associaciio entre os genes de resposta imune ¢ antigeno receptor de citocinas Duffy no
desenvolvimento da doenga periodontal.”

Consideracoes:
Trata-se de protocolo de pesquisa de area temitica especial Il (genética humana), com o
objetivo de “avaliar a influéncia de genes da resposta imune, especificamente do sistema HLA ¢
de regides promotoras de citocinas, com o desenvolvimento da doenga periodontal, como também
avaliar a distribuiglio dos gendtipos Duffy.”

Para a implementagiio do estudo, pretende-se a participagdo de 400 sujeitos, sendo 200
pacientes com doenga periodontal (diagnosticada por métodos bioquimicos ¢ clinicos), ¢ 200
pacientes saudaveis (para doenga periodontal), todos provenientes da Clinica Odontolégica (CO)
da Universidade Estadual de Maringa (UEM),

Em submissdo inicial a este comité, o protocolo restou pendente, conforme parccer 666/2011,
para proceder ao atendimento da pendéncia tinica, abaixo arrolada:

Pendéncia Gnica: reformular o TCLE com inclusd3o das instrugdes ¢ garantias pertinentes ao
armazenamento das amostras bioldgicas coletadas, ¢ ponderagio acerca dos beneficios esperados ¢
retorno dos resultados aos sujeitos de pesquisa. Para tanto, recomenda-se a consulta s Resolugdes
pertinentes ( Res. 196/96-CNS, Res. 340/04-CNS e Res. 411 11-CNS).

Em resposta ao parecer, a pesquisadora encaminhou novo modelo de TCLE, em que assegura
a utilizagiio dos dados para os fins especificos do protocolo, com previsiio de descarte apds o uso,
Outrossim, demonstra ter contemplado os demais preceitos éticos regulamentados pela norma
ética vigente.

Face a0 exposto, considera-se a pendéncia atendida, ¢ o protocolo aprovado na forma em que
ora s¢ apresenta.

Com relagio a aplicagiio do TCLE, conforme instrugio operacional do sistema
CEP/CONEP, datada de 21/03/2011, os pesquisadores deverido fazer constar, além
das assinaturas de ambos (pesquisador ¢ sujeito de pesquisa) nos campos especificos
da dltima pdgina, a rubrica, também de ambos, em todas as folhas do documento
(TCLE).

Situagio: APROVADO

I
|

CONEP: ( x ) para registro () para andlise ¢ parecer Data: 02/12/201

Data: 31/12/2013

Relatério Final para Comité: ( ) Ndo (X ) Sim
£

O protocolo foi apreciado de acordo | - D
com a Resolugio n°. 196/96 ¢ Wl profa. Dra. leda Harunm Higarashi
complementares do CNS/MS, na 230" l presidente do COPEP

reunidio do COPEP em 02/12/201 1.

Campus Universitirio — Avenida Colombo, 53790 — (44) Fone: 3011-4444
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