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RESUMO

Estudos recentes continuam confirmando uma relagdo bidirecional entre
periodontite cronica (PC) e diabetes mellitus (DM), além da relagcdo dessas patologias
com a resposta imune e processos inflamatorios. Sabe-se que a ativacdo desses
processos inflamatérios se da  através do inflamassoma, um

complexo protéico oligomérico implicado no sistema imune inato que é ativado pela

presenca de patdgenos e/ou danos celulares, liberando interleucinas pré-
inflamatérias. O objetivo desse trabalho foi avaliar a associacdo do inflamassoma,
através de polimorfismos nos genes NLRP3 (rs35829419), CASP1 (rs61751523) e
IF116 (rs6940) na presenca da periodontite em pacientes diabéticos ou ndo. Atraves
de rigorosos critérios de inclusdo e exclusédo, inicialmente foram selecionados 285
pacientes, divididos em trés grupos: diabéticos tipo 2 com periodontite (DM2+P=111),
pacientes com periodontite (P=102) e pacientes controle, saudaveis para essas duas
condicbes (CS=72). As genotipagens foram realizadas por PCR (Reacdo em cadeia
da polimerase) em tempo real utilizando sondas alelo especificas (TagMan®), mas
ndo foram exitosas para todos os individuos selecionados. Algumas distribuicdes
alélicas néo estiveram dentro do Equilibrio de Hardy-Weinberg e ndo foi observada
associacao estatisticamente significativa dos polimorfismos estudados com a
presenca de DM2 e de periodontite. Entretanto, uma relacdo significativa para o gene
CASP1 no grupo de pacientes com periodontite (OR=0.13, p=0.027) foi observada,
onde a presenca de genotipos variantes foi mais frequente no estadio Il do que no
estadio Il da doenca periodontal, sugerindo que a presenca dessa variante pode
dimunuir o avanco da doenca periodontal. Nesse sentido, € importante que novos
estudos genéticos avancem em relacdo ao papel do inflamassoma na periodontite,
principalmente em pacientes diabéticos.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2; periodontite; polimorfismo de nucleotideo

unico; inflamagao.
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ABSTRACT

Recent studies confirm a bidirectional relation between chronic periodontitis
(CP) and diabetes mellitus (DM), as well as the relation between these mentioned
diseases with the immune response and inflammatory processes. It is well known that
the activation of such inflammatory processes happens through the inflammasome, a
multiprotein oligomer of the innate immune system, which is activated by the presence
of pathogens and/or cell damage, releasing proinflammatory interleukins. This study
aims to evaluate the role of the inflammasome and such evaluation was done through
the analysis of polymorphisms in NLRP3 (rs35829419), CASP1 (rs61751523) and
IF116 (rs6940) genes. Initially, it was selected 285 patients, chosen under strict criteria.
They were divided in three groups: patients with type 2 diabetes and periodontitis
(DM2+P=111), patients with periodontitis only (P=102) and a control group, healthy for
both conditions (CS=72). Genotyping was performed by gPCR (real time polymerase
chain reaction), using allele specific TagMan® probes, but they weren’t successful for
all of the selected individuals. Some of the allelic distributions were not under the
Hardy-Weinberg Equilibrium and it was not observed statistically significant
association between the studied polymorphisms and the presence of DM2 and
periodontitis. However, it was observed a significant relation of CASP1 gene in the
group of patients with periodontitis (OR=0.13, p=0.027), in which the presence of
variant genotypes was more frequent in stage Il than in stage Ill of the periodontal
disease, suggesting that the presence of this variant can decrease the progression of
the periodontal disease.Therefore, it is important that new genetic studies advance
towards the understanding of the role of inflammasome in periodontitis, mainly in
diebetic patients.
Key words: diabetes mellitus, type 2; periodontitis; polymorphism, single nucleotide;

inflammation.



AAP

AIM2

AR

ASC

CASP1
CCSs
CEP

CEU

CNS
DAMP
DM
DM2
DNA
DP
EHW
HAM
IFI16
IL- 1
IL-1B

IL-18

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacdo Americana de Periodontia

Absent in melanoma 2 (Interferon-inducible protein AIM2 conhecida

como Absent in melanoma 2 ou AIM2)
Artrite Reumatoide

Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain (Proteina associada a apoptose contendo um

dominio de recrutamento de caspase)
Caspase-1

Centro de Ciéncias da Saude

Comité de Etica em Pesquisa

Utah Residents with Northern and Western Europian Ancestry

(Residentes de Utah com descendéncia do norte e ocidente europeus)
Conselho Nacional de Saude

Padrdes Moleculares Associados aos Danos
Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus tipo 2

Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)
Doenca Periodontal

Equilibrio de Hrady-Weinberg

Hospital Agamenon Magalhdaes
Interferon-inducible protein 16

Interleucina -1

Interleucina-1 beta

Interleucina - 18



LIKA
LPS
MAF
MRNA

NCBI

NIC

NLR

NLRC4
NLRP1
NLRP3

OR

PAMP
PCR

PE

PPV
Pro-IL-18
ProlL-1p3
PRR

PS

SNP

SS

Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami

Lipossacarideo

Minim Allele Frequency (Frequéncia alélica minima)
Messenger ribonucleic acid (Acido ribonucleico mensageiro)

National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de

Informacgao de Biotecnologia)
Nivel de Insercao Clinica

Nucleotide-binding domain leucine-rich repeat-containing receptor
(Receptor contendo repeticdo de dominio de ligacdo de nucleotideo rico

em leucina)

NLR, CARD domain containing 4

NLR, pyrin domain containing 1

NLR, pyrin domain containing 3

Odds ratio

Periodontite

Padrbes Moleculares Associados a Patégenos

Polymerase Chain Reation (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
Pernambuco

Presenca de Placa Visivel

Pro-interleucina-18

Prointerleucina-1 beta

Receptores de Reconhecimento de Padrdes

Profundidade de Sondagem

Single nucleotide polymorphism (Polimorfismo de unico nucleotideo)

Sangramento a Sondagem



STROBE

TCLE

UFPE

UTR

YRI

Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade Federal de Pernambuco

Untranslated region (Regido nao traduzida)

Yoruba residents in Ibadan, Nigeria (Yoruba residentes em Ibadan,

Nigéria)



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

251

25.2

2.6

2.7

2.8

SUMARIO

INTRODUGAOD .....oooeiieeeete et en e eae e,
METODOLOGIA ...ttt en e ae sttt sen e
CONSIDERAGOES ETICAS ..ottt en s
POPULAGCAO ALVO E TAMANHO AMOSTRAL .....ccvovevevieeereeeeeveene
TIPO E LOCALIZAGCAO DO ESTUDO........c.cooveveieieeeeeeeeeereeeeeeeee e,
SELECAO DOS GRUPOS AMOSTRAIS.......ceueeeeeieeeeeeeeeeeeerens e
INSTRUMENTOS DE PESQUISA ......ouvvvieeeeeeceeeeeeee e en e,
ENErEVISTA. ....uvii et e
EXAME CHNMICO .ovvvviiiie et e
COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E ISOLAMENTO DO DNA............
SELECAO DOS POLIMORFISMOS E GENOTIPAGEM...........ccccevevnee..
ANALISE DOS DADOS ..ottt ee e
AVALIACAO DE SNPs NOS GENES NLRP3, CASP1 E IFI16 EM
INDIVIDUOS COM PERIODONTITE COM E SEM DIABETES
MELLITUS Il ECONTROLES SAUDAVEIS .......cocoocveeeeeceeee e,
REFERENCIAS ...ttt ettt
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

=R ST 1Y = =01 | 510 JE
APENDICE B = FICHA CLINICA ..o,
ANEXO A — APROVACAO DO COMITEDE ETICA ....ccoveveeeeeeeene,
ANEXO B — NORMAS DA REVISTA PARA O ARTIGO CIENTIFICO...

ANEXO C — NORMAS DA POS-GRADUACAO ........ccooviveeeieeeen,



13
1 INTRODUCAO

As doencas bucais estdo entre as mais prevalentes em todo o0 mundo e leva a sérios
problemas de saude e econdmicos, reduzindo a qualidade de vida das pessoas afetadas. As
principiais enfermidades sdo a carie dentaria, a doenca periodontal e o cancer de labios e

cavidade oral (1).

A doenca periodontal (DP) é considerada uma doencga inflamatoria induzida e mantida
pela microbiota do biofilme dental. A resposta inflamatéria na gengiva é considerada o estagio
inicial do processo (gengivite), que com o tempo se transforma em uma fase destrutiva, a
periodontite, caracterizada pela perda de insercdo e perda Ossea. Levantamentos
epidemioldgicos mundiais indicam que cerca de 10% das pessoas na faixa etaria de 40-50 anos
ou mais exibirdo periodontite grave com o risco potencial de perder dentes durante sua vida (2).

O biofilme bacteriano, principalmente as bactérias anaerobicas (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus e Treponema denticola), é a
etiologia primaria das doencas periodontais. Entretanto, essas doencas séo o resultado de uma
interacdo complexa entre os produtos bacterianos e a resposta do hospedeiro, 0os quais sao

modificados por fatores comportamentais e/ou sistémicos (3), como o diabetes mellitus (DM).

O fato de que o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), especialmente o ndo controlado, é um fator
de risco para doenga periodontal ha muito é reconhecido. Essa doenca resulta da acéo
insuficiente da insulina (4) e teve sua prevaléncia triplicada em todo o mundo entre 2006 e 2017
(5). Em pacientes com diabetes geralmente ocorre reducdo do fluxo salivar, associada a
medicamentos e a neuropatia diabética que afeta as glandulas salivares. Com isso pode ser
observado o aumento da carie, ardor bucal, alteracdes do paladar; além do retardo no reparo de

feridas bucais (5).

Nesse contexto, sabe-se que o DM pode causar alteracdes metabolicas sistémicas em
varios tecidos, incluindo o ligamento periodontal, o que pode modificar a reacéo inflamatoéria local

e levar a um estado pro-inflamatoério do periodonto humano (6,7).

Além dos efeitos sistémicos do DM, evidéncias recentes sugerem que as alteracdes locais
nos tecidos periodontais sdo caracterizadas por interacdes aumentadas entre leucdcitos e
células endoteliais, além de fun¢des leucocitarias alteradas (6). Niveis aumentados de citocinas
pré-inflamatorias (por exemplo: IL-1P3, IL-6 e TNF-a) levam a inflamacéao crénica de baixo grau e

ativacao da imunidade inata (8).
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A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do corpo contra patdgenos. Atua
através dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), expressos nas células imunes,
além das mesoteliais e epiteliais. Existem cinco familias de PRRs capazes de detectar uma vasta
gama de componentes microbianos através dos chamados padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMP), que sdo sequéncias moleculares especificas de cada microrganismo; e dos
padrées moleculares associados aos danos (DAMP), que sdo componentes da célula hospedeira
produzidos durante a inflamacéo (lesdo/ estresse celular) ou derivado do ambiente, sendo este
altimo muito importante na resposta inflamatéria nédo-infecciosa. A ligagdo ao PRR induz
cascatas de sinalizagdo, produzindo multiplos efeitos, incluindo ativacao de células imunes inatas
e producdo de citocinas/ quimiocinas para o recrutamento de células imunes para o local da
infeccdo ou do dano tecidual (9).

Uma funcdo chave do sistema imunoldgico inato é a ativacdo do inflamassoma. Em
resposta a PAMPs ou DAMPS, PRRs induzem a oligomerizagdo de proteinas no citosol,
formando essas plataformas protéicas. Existem multiplos inflamassomas, nomeados de acordo
com o sensor PRR que induz sua ativacdo. Nesse processo ha a ativacao de caspases celulares
que, por sua vez, induzem a maturacdo das citocinas pro-inflamatorias interleucina-13 e

interleucina-18, juntamente com a inducdo de morte celular induzida (piroptose) (9,10).

O inflamassoma foi nomeado pela primeira vez em 2002 como uma plataforma molecular
gue desencadeia a ativacao da caspase-1 (CASP1) e o processamento de prolL-1f e prolL-18
(Tschopp, Burns e Martinon, 2002). Trata-se de um complexo multiprotéico intracelular composto
pelo “receptor contendo repeticdo de dominio de ligagao de nucleotideo rico em leucina” (NLR -
nucleotide-binding domain leucine-rich repeat-containing receptor”), pela proteina adaptadora
“proteina associada a apoptose contendo um dominio de recrutamento de caspase” (ASC -
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain) e procaspase-
1 (10).

As NLRs sdo uma grande familia de proteinas intracelulares que regulam positiva ou
negativamente a imunidade inata. Elas sdo encontradas em todas as espécies animais e 0
genoma humano codifica 23 NLRs. Com poucas excec¢des, as proteinas NLR tém organizacao
de dominio tripartido, incluindo um dominio N-terminal varidvel, o dominio central de ligacao a
nucleotideos e repeticbes ricas em leucina no terminal C. Eles sdo divididos em quatro

subfamilias dependendo do seus dominios N-terminais (9).

Vérios tipos de NLRs estdo envolvidos na ativacao dos inflamassomas, mas o NLRP3 (do

inglés, NLR, pyrin domain containing 3) € o mais bem estudado (10), além do NLRP1 (do inglés,
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NLR, pyrin domain containing 1), o NLRC4 (do inglés, NLR, CARD domain containing 4) e o AIM2

(do inglés, absent in melanoma 2) (11).

A descoberta do inflamassoma desencadeou varias pesquisas para esclarecer quais
mecanismos bioquimicos controlam a ativacdo de caspases inflamatorias, a producdo de
citocinas inflamatérias e piroptose, mas também atraiu pesquisadores de varias disciplinas
biomédicas para caracterizar o papel desses mecanismos imunoldgicos nas doencas humanas
(12).

Embora j4 seja bem reconhecido que os inflamassomas sdo ativados nas células
mieldides, incluindo mondécitos, macrofagos, células dendriticas e neutrdéfilos, eles também
podem ser ativados nos queratindcitos, fibroblastos gengivais e dérmicos, além de células
epiteliais da mucosa (9), o que aumenta o leque de interrogacbes sobre o papel dessa
plataforma multiprotéica no curso das doencas que envolvem inflamacéao.

A ativacao exacerbada do inflamassoma €, muitas vezes, considerada a principal culpada
pelo dano tecidual nas infecgbes sistémicas graves, bem como em infec¢Oes cronicas
inflamatorias, metabdlicas, cardiovasculares e nas doencas neurodegenerativas (12).

A desregulacao inflamatdria parece levar a uma alteracdo na eliminacéo bacteriana e na
funcdo da barreira epitelial/ mucosa, traduzidas em predisposicédo a doenca. A morbidade clinica
de algumas entidades impulsionadas pelo inflamassoma, como a doenga periodontal, apoia
ainda mais esse conceito (9).

A interleucina-1B (IL-1B,), uma citocina pré-inflamatéria, induz a producdo de mediador
inflamatadrio, formacao de osteoclastos, expressao de metaloproteinase de matriz e morte celular
em tecidos periodontais, resultando na destruicdo do osso alveolar e do tecido conjuntivo
periodontal. Ela € produzida extracelularmente apos a prolL-13 (Pro-interleucina-1) ser ativada

pela caspase-1, que é estimulada pelo complexo multiprotéico inflamassoma (10).

Estudo recente; baseado na expressdo génica em amostras de tecido gengival de
pacientes com gengivite, periodontite e controles, concluiu que a doenca periodontal inflamatéria
pode causar uma reducao de reguladores do inflamassoma, que por sua vez permite 0 aumento

da expresséo e atividade de NLRP3 e IL-1p, levando, assim, & destruicdo periodontal (13).

Em 2017, estudo realizado para comparar os niveis salivares de NLRP3, ASC, caspase-
1 e IL-1B de pacientes com periodontite e controles, bem como elucidar sua associagdo com o
estado clinico periodontal, indicou a possibilidade de que os niveis salivares de NLRP3, ASC e

IL-1B, mas n&o de caspase-1, atuem como indicadores fortes, independentes da quantidade e
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extensdo da degradacdo periodontal e podem ser potencialmente usados para prevencao e

terapia deste grupo de doencas (14).

Embora algumas variantes imunogénicas tenham sido associadas a periodontite, a
imunopatogénese dessa doenca ainda nao foi totalmente compreendida (15). Somado a isso,
diferentes grupos étnicos podem ter diversos graus de suscetibilidade a doenca devido a
influéncia de polimorfismos genéticos (16).

Os componentes do inflamassoma NLRP3 sdo um dos principais alvos de ensaios clinicos
gue avaliam o tratamento para uma série de doencas, incluindo insuficiéncia cardiaca,

osteoartrite, leucemia, psoriase, diabetes e esteatose/ hepatite ndo alcodlica (17).

Os principais mecanismos e sinalizacdo molecular da inducdo da inflamagdo no DM2
também ndo sdo todos conhecidos. H& indicios de que os sensores intracelulares DAMPs
desempenham papéis importantes na indugéo/ estimulagdo da inflamacé&o crénica na DM2. O
NLRP3 participa da patogénese da DM2 através de dois mecanismos principais: inducédo da
inflamacé&o por meio da ativacéo de Pro-IL-18 e Pro-interleucina-18 (Pro-1L-18) para produzir IL-
18 e IL-18 ativados, que s&o as vias principais de inflamacéo cronica na DM2; e indugéo de
piroptose, por meio da ativacdo da caspase-1 nas células beta pancreaticas (18). Ha uma
importante contribuicdo da IL-1B, derivada de macréfagos, na inflamacéo pos-prandial aguda e
aumento da secrecdo de insulina poés-prandial, ratificando a influéncia desse mediador

imunoinflamatério na patogenia do DM (19).

Para pacientes com DM2 e DP, o estado hiperglicémico pode exacerbar a inflamacéo do
tecido gengival, ativando a via NLRP3. Se essa resposta inflamatdria do hospedeiro for além do

normal, poder&a haver uma maior degradac¢éo do tecido periodontal (20).

Ha indicios de que, mesmo quando a inflamacdo estd presente apenas nos tecidos
gengivais e ainda ndo envolve reabsorcdo 0ssea, os niveis de NLRP3 j4 estdo com sua
expressao aumentada 7,7 vezes mais em amostras gengivais de gengivite em comparacdo com
controles saudaveis (21). Amostras de saliva de individuos com periodontite também
demonstram niveis significativamente aumentados de NLRP3 em comparac¢do com individuos

saudaveis (14).

Outros estudos clinicos também exploraram a presenca de NLRP3 em relacédo a doenca
periodontal. As analises de amostras de tecido gengival humano mostraram uma expressao
significativa de mRNA (Acido ribonucleico mensageiro) de NLRP3, sendo quatro a sete vezes

maior na periodontite quando comparadas a amostras gengivais saudaveis (21,22). Os
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resultados imuno-histoquimicos confirmaram esses achados e mostraram que a expressao
aumentada de NLRP3 é mais pronunciada na camada epitelial, 0 que poderia indicar que o
NLRP3 pode auxiliar o epitélio na resisténcia a constante invasdo bacteriana no sulco gengival

e nos tecidos (9).

Adicionalmente, os seres humanos expressam quatro proteinas de ligacdo ao DNA que
contém dominios pirina, mas apenas AIM2 (do inglés, absent in melanoma 2) e IFI16 (do inglés,
Interferon-inducible protein 16) formam inflamassomas. Existem poucos dados explorando o
papel de IFI16 e AIM2 na patogénese da doenca periodontal. Dados preliminares apoiam uma
potencial regulacdo/ iniciacdo dos inflamassomas IFI16 e AIM2 em tecidos com doenca
periodontal (9), encontrando associa¢do de polimorfismos de IFI16 e AIM2 a um maior nUmero
de microrganismos periodontais e a um aumento do percentual de parametros clinicos da doenga

periodontal, sugerindo a necessidade de novos estudos (23).

IFI116 pode desempenhar um papel importante, controlando diferentes func¢des celulares,
incluindo: inibic&o de crescimento celular, regulacdo da apoptose celular, respostas a processos
inflamatodrios, entre outras. Outros achados sugerem que IFI16 é relacionado a infeccéo
bacteriana, doencas autoimunes, perda 0ssea e artrite. Em relacdo a Artrite Reumatoide (AR),
sugerem que a DP pode estar associada a esta, ambas doencas inflamatorias, onde pode haver
destruicao 6ssea. Sabendo-se que IFI16 € um marcador génico de AR (24), é coerente investigar
também o papel desse inflamassoma na periodontite. Além disso, recentemente, polimorfismos
no gene IFI16 (rs1101998 e rs1633256) foram associados a tuberculose no Brasil (25), outra

doenca muito prevalente no pais e com etiologia bacteriana.

Os polimorfismos de uma Unica base (SNP) s&o o tipo mais comum de variacao e estao
presentes em aproximadamente 1 a cada 300 pares de bases nitrogenadas do genoma. Podem
alterar a transcricao e traducdo, mudando a sequéncia de aminoacido e consequentemente a
estrutura e/ou funcéo da proteina. Tais polimorfismos podem ser utilizados como marcadores
para estudos genéticos em humanos, comparando a variagdo entre as populagdes, analisando
a presenca de haplotipos para determinar a ligacdo do desequilibrio entre genes e como

marcadores para associacdo com doencas (26).

Diante de tudo que foi exposto e considerando a relevancia das doencas periodontais, do
DM2, as evidéncias sobre os inflamassomas e as poucas informacdes especificas sobre o papel
deles em individuos com DP e DM2, o presente estudo tem o objetivo de avaliar se polimorfismos
de genes do inflamassoma (NLRP3, CASP1 e IFI16) estdo associados ao desenvolvimento da

periodontite em individuos com DM2 ou ndo, em uma popula¢éo do nordeste brasileiro.
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2 METODOLOGIA

2.1 CONSIDERACOES ETICAS

Esse trabalho seguiu a norma 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS), que
regulamenta a pesquisa em humanos, além da Declaracdo de Helsinque (1964) e do STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology). Todos individuos foram
informados sobre o teor cientifico da pesquisa, conscientizados dos beneficios e possiveis danos
gue teriam em participar da mesma, e mediante aceitagcédo, assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) concordando em participar do estudo (Apéndice A).

Todos os procedimentos utilizados no trabalho foram apreciados e aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPE - Recife/PE
(registro n° 1310208) e do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM), instituicdo coparticipante
(registro n° 1368830) (ANEXO A).

2.2 POPULACAO ALVO E TAMANHO AMOSTRAL

A populacéo de estudo foi constituida por individuos diagnosticados com Diabetes Mellitus
tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com apenas Periodontite (P) e individuos saudaveis para essas
duas condi¢cbes (grupo controle) atendidos no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital
Agamenon Magalhdes (HAM) e na Clinica do Programa de P6s-Graduagdo em Odontologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os individuos envolvidos foram oriundos

do Estado de Pernambuco.

A amostragem aconteceu de forma aleatoria e ndo-probabilistica, totalizou 285 individuos,
sendo 111 com DM2 + P, 102 com apenas P e 72 individuos saudaveis (grupo controle). Por se
tratar de variantes nunca antes estudadas em nossa populacéo, ndo foi possivel realizar o célculo

amostral inicialmente.

2.3 TIPO E LOCALIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo do tipo caso-controle, composto por uma etapa

clinica e outra laboratorial.
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As avaliacfes clinicas dos individuos, assim como a coleta de material biolégico para
estudo dos polimorfismos, aconteceram no Ambulatério de Endocrinologia do HAM, Recife — PE,
referéncia no atendimento de individuos diabéticos, e na Clinica do Programa de Pés-Graduacgéo
em Odontologia da UFPE de 2015 a 2017.

As andlises laboratoriais aconteceram no Laborat6rio de Biologia Molecular da Programa
de Pés-Graduagdo em Odontologia da UFPE e no Setor de Biologia Molecular do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE.

2.4 SELECAO DOS GRUPOS AMOSTRAIS

Inicialmente foi realizado o convite aos individuos para participar do estudo, obedecendo

aos critérios de inclusédo e exclusao pré-estabelecidos, conforme a seguir:

v’ Critérios de inclusdo para o grupo com DM2 + Periodontite: ser portador de DM2 e ter o

diagnéstico clinico de periodontite cronica (PC) (27,28); ter idade minima de 35 anos e,
no minimo, 8 dentes naturais (excluindo os com indicacao de exodontia) (29).

v' Critérios de inclusdo para o grupo controle: ter idade minima de 35 anos, €, no minimo, 8

dentes naturais (excluindo os com indicagao de exodontia) (29).

v’ Critérios de inclusdo para o grupo controle: ter idade minima de 35 anos, nao apresentar

DM2 e/ou Periodontite, e, no minimo, 8 dentes naturais (excluindo os com indicacéo de
exodontia) (29).
v’ Critérios de exclusao: ter feito uso de antibiéticos nos ultimos 6 meses; fazer uso de anti-

inflamatorios de forma crénica; apresentar condicbes que comprometam a imunidade
sistémica; estar gravida ou lactante; ter se submetido a tratamento periodontal nos ultimos

6 meses; ser fumante; usar aparelho ortodéntico.

Para o grupo controle, ser portador de DM2 e/ou Periodontite também foi um critério de

exclusao.

Segundo a Associacdo Americana de Periodontia (AAP) (2015), que reorganizou a
classificagdo proposta em 1999, o diagnéstico da PC baseia-se em varios parametros clinicos e
radiogréaficos, onde nem sempre todos estardo presentes; classificando a PC em leve, moderada
ou severa (quanto a severidade) e em localizada ou generalizada (quanto a extenséo). Neste
estudo, a doenca foi caracterizada pela presenca de inflamacédo (sangramento a sondagem),

aumento da profundidade de sondagem e perda de insercao clinica.
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E importante salientar a existéncia de uma nova classificacéo (30), porém no momento da
coleta ainda se utilizava a preconizada em 2015. Neste sentido, a nova classificacdo foi utilizada
para reclassificar os pacientes com base nas informacdes registradas nas fichas clinicas, o que
trouxe algumas limitacdes, devido a seu maior enfoque clinico. Apesar dos individuos terem sido
selecionados, inicialmente, através da classificagdo de 2015, os grupos foram reorganizados
baseado no “Novo esquema de classificacdo para doencas e condicfes periodontais e peri-
implantar”, publicado em mar¢o de 2018; levando, invariavelmente, a uma perda e/ou mudanca
nos grupos formados inicialmente.

Diante disso, para o presente estudo, considerou-se doenca periodontal aqueles
pacientes reclassificados como periodontite (em todos 0s estagios e graus) e como saude clinica
com periodonto reduzido (periodontite estavel). O grupo controle foi formado por aqueles com
saude periodontal e gengival (com periodonto integro e com periodonto reduzido, desde que nao
tenha sido decorrente de doenca periodontal), além daqueles com gengivite por biofilme.

Esse novo esquema de classificacdo ja entende os individuos diabéticos como um grupo
a parte, devido a particularidade da relacao entre as duas doencas. Desse modo, no grupo de
diabéticos permaneceu os individuos que se adequavam aos requisitos de periodontite, sendo
classificados também o0s seus estagios e graus.

2.5 INSTRUMENTOS DE PESQUISA
2.5.1 Entrevista

Apo6s explicacdo dos objetivos da pesquisa e aceite do individuo em participar, foi
solicitado que o0 mesmo assinasse o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).
Antes de iniciar o exame clinico foram registrados dados sobre a idade, sexo, renda e

escolaridade, conforme ficha clinica (Apéndice B).

2.5.2 Exame clinico

Para cada individuo foi preenchido um periograma (Apéndice B), no qual constaram dados
sobre: presenca de placa visivel (PPV), profundidade de sondagem (PS), sangramento a
sondagem (SS), perda de insercéo clinica (ou nivel de insercao clinica — NIC), mobilidade e
presenca de envolvimento de furca.

Para cada dente, foram sondados seis sitios: mesio-vestibular, médio-vestibular, disto-
vestibular, mesio-lingual, médio-lingual e disto-lingual. O exame foi realizado com luz artificial e
usando odontoscopio e sonda periodontal milimetrada tipo Carolina do Norte (Trinity®), além dos

equipamentos de protecdo individual (gorro, mascara, luvas, 6culos, jaleco). Durante todo o
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processo, trés examinadores e anotadores calibrados fizeram os exames clinicos e o registro

nas fichas dos individuos (valores de concordéancia Kappa 0,40 < k < 0,75) (31).

2.6 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E ISOLAMENTO DO DNA

ApoOs o exame clinico, foi realizada a coleta de saliva em tubos do tipo Falcon (15 ml)
estéreis, solicitando ao individuo cuspir por 3 minutos (32). Esse material foi devidamente
identificado, armazenado em condi¢des refrigeradas e transportado para o Laboratério de
Biologia Molecular do Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia da UFPE, onde eram
condicionados em freezer a -20° C até isolamento do material genético.

Para extracdo do DNA foi utilizado o kit para isolamento de DNA gendémico Wizard®
(PROMEGA), (seguindo o protocolo do fabricante para amostras de sangue). O DNA gendmico
isolado foi quantificado e verificado quanto a sua pureza, através do espectrofotdometro Thermo
Scientific™ NanoDrop 2000 (Thermo Fischer®), considerando a razdo entre as absorbancias
260/280nm e 260/230nm. As amostras consideradas satisfatorias apresentaram valor igual ou
superior a 50ng/ul de DNA, a razédo 260/280 nm entre 1.8 e 2.2 e a razdo 260/230 ao redor de

2.0. Por fim, as amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -20°C.

2.7 SELECAO DOS POLIMORFISMOS E GENOTIPAGEM

A selecé&o dos polimorfismos nos genes NLRP3, CASP1 e IFI16, que formam complexos
protéicos chamados inflamassoma, foi baseada nos valores das frequéncias alélicas minimas
(do inglés “Minim Allele Frequency — MAF”) superiores a 0,1 (10%) nas populagdes caucasiana
(Utah Residents with Northern and Western Europian Ancestry - CEU) e africana (Yoruba in
Ibadan, Nigeria -YRI),de acordo com as bases de dados NCBI, e 1000genomes (33). Além disso,
considerou-se a importancia funcional das variantes e seu papel na inflamacao, atestadas por
estudos da literatura (15,34—-36)

Foram selecionados trés polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) nos genes NLRP3
(rs35829419), CASP1 (rs61751523) e IFI16 (rs6940) (Quadro 1).



Quadro 1. Caracterizacao dos polimorfismos estudados.

Genes Localizacao SNP

Variacéo Tipo de SNP Consequéncia na

citogenética proteina
NLRP3 1q44 rs35829419 AIC N&o-sindnimo  Q (GIn) > K (Lys)
CASP1 11g22.3 rs61751523 CIT N&o-sinbnimo K (Lys) > R (Arg)
IFI116 1923.1 rs6940 AT N&o-sinbnimo T (Thr) > S (Ser)
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A genotipagem foi realizada por PCR em tempo real utilizando sondas alelo especificas

(TagMan®) (Quadro 2) e o termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems®). As reacfes foram

preparadas com volume total de 5 ul, contendo aproximadamente 1ul de DNA molde por reacéo

(com concentracdo de 25ng/ul), 1,25ul de agua, 2,5ul do TagMan® Universal PCR Master

Mix (Applied Biosystems®) e 0,25ul de cada sonda diluida a 20x (Applied Biosystems®) e

acondicionadas em placas Opticas de 96 pocos. Em cada placa foi incluido um controle negativo

(dgua ultrapura) para atestar a auséncia de contaminacdo durante o preparo da reacdo. As

amplificagBes seguiram as condic¢des térmicas padréo para sondas, em 50 ciclos.

Quadro 2. Sondas alelo-especificas para os SNPs estudados.

C_ 64657193 10
rs61751523

Gene /SNPs ID N° do ensaio Sequéncia das sondas
NLRP3/ C__ 25648615 10 GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTGJAICIAGTG
rs35829419 TGTCCTCCCAAGCTCCTCTCA
CASP1/ AAAATCCTTCTCTATGTGGGCTTTC[C/T]TAATA

GCATCATCCTCAAACTCTTC

IF116/ rs6940 c 2483779 10

ACTCAATCCTGATTCAAGTATGGAA[A/TICTTCA
CCAGACTTTTTCTTCTAAAA

2.8 ANALISE DE DADOS

As frequéncias alélicas e genotipicas, para cada SNP, foram calculadas por contagem

direta utilizando o programa Genotype Transposer (37). As distribuicdes dos gendtipos e sua

aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada grupo e para cada SNP foi verificada

através do teste Qui-Quadrado.


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__64657193_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___7483779_10?CID=&ICID=&subtype=
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As possiveis associacdes entre 0s grupos e as frequéncias alélicas e genotipicas foram
realizadas atraveés do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de contingéncia 2 x 2, no programa
R project (38) .

As variaveis categorias foram comparadas através do Teste Exato de Fisher. Ja as
variaveis quantitativas foram inicialmente verificadas quanto sua distribuicdo normal através do
Teste de Shapiro-Wilk, e posteriormente, comparadas por meio de analises univariadas através
do Teste de Mann-Whitney utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0.1.
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3 AVALIACAO DE SNPs NOS GENES NLRP3, CASP1 E IFI16 EM INDIVIDUOS COM
PERIODONTITE COM E SEM DIABETES MELLITUS Il E CONTROLES SAUDAVEIS

INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca crénica e multifatorial, que figura entre as mais prevalentes
do mundo, estando relacionada a diversos fatores, como: infeccfes, respostas inflamatorias,
higiene oral, tabagismo, envelhecimento e predisposi¢cao individual. Em resposta a infec¢ao por
patégenos, € desencadeada uma inflamacdo crénica pela liberagcdo de citocinas pro-
inflamatorias que, por sua vez, levam a destruicdo do 0sso e tecidos conjuntivos adjacentes aos
dentes 1. A resposta hospedeira é responsavel por cerca de 50% da destruicdo tecidual

associada a doenca periodontal (DP) 2.

Dentre os diversos fatores de risco para o desenvolvimento da periodontite, destaca-se o
diabetes mellitus tipo Il (DM2). Essas duas doencas cronicas sdo muito prevalentes em humanos
e estdo relacionadas. Tal relagdo é considerada uma “relacdo de mao dupla”, com o DM2
aumentando o risco de DP e a DP afetando, adversamente, o controle glicémico e contribuindo
para a gravidade das complicacdes do DM2 3. Ademais, é provavel que haja uma variabilidade

individual no grau em que o controle glicémico influencia o estado periodontal 4.

A imunidade inata e a adaptativa sdo fundamentais para a resposta hospedeira frente a
invasdo microbiana na periodontite. A primeira é iniciada pela interacdo de estruturas
moleculares produzidas por bactérias presentes no biofilme dental e os receptores de
reconhecimento de patégenos °, gerando uma resposta inflamatéria, pela liberacéo de citocinas.
Nas doencas inflamatérias, como aterosclerose, diabetes e obesidade, existe um estimulo

crénico que inicia e induz a ativacéo desse processo °.

Dentre as citocinas pro-inflamatoérias conhecidas, pode-se citar a IL-18 (Interleucina-1 B)
e a IL-18 (Interleucina-18), que séo liberadas pelo hospedeiro, promovendo a inflamacao do
tecido periodontal ’ e a ativacéo da resposta imune adaptativa. Essas moléculas séo produzidas
como precursores inativos, pro-IL-18 e pro-IL-18, em resposta a padrdes moleculares associados
a patégenos (PAMPs) e padr6es moleculares associados a danos (DAMPs). DAMPs e PAMPs
sdo detectados por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) presentes em células da
imunidade inata, incluindo os receptores do tipo NOD ou receptores similares ao dominio de
oligomerizacao ligante de nucleotideo (NLRs do inglés NOD-like receptors/ Nucleotide-binding

domain leucine-rich repeat-containing receptor) 8.
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A conversao de pro-IL-18 e pro-IL-18, através da clivagem pela enzima caspase-1, em
suas formas biologicamente ativas, ocorre devido a ativacédo do inflamassoma °, um complexo
multiprotéico de sinalizacdo e regulacdo dos processos imunoldgicos inatos desencadeados em
resposta as infeccdes e substancias estranhas; do qual, a atividade excessiva, pode ser
prejudicial, sendo associada a doencas autoimunes e auto inflamatoérias 101,

Varios tipos diferentes de inflamassomas ja foram identificados, incluindo NLRP2 (NLR,
pyrin domain containing 2), NLRP3 (NLR, pyrin domain containing 3), AIM2 (Absent in melanoma
2) e IF116 (interferon gamma inducible protein 16) 2.

A relacdo entre inflamassomas e doenca periodontal tem sido bastante avaliada na
literatura ®13-1°, A expressao gengival de alguns inflamassomas aumentaram na presenca de DP
em comparacao a controles saudaveis ?°. Por exemplo, a superexpressdo e os niveis salivares
de NLRP3, o mais estudado dos inflamassomas, ja& se mostraram significativamente elevados

em individuos com periodontite 7.

O NLRP3 é codificado pelo gene de mesmo nome, localizado no cromossomo 1 2%,
apresenta uma série de polimorfismos, os quais ja foram descritos e associados com diferentes
doencas autoimunes e auto inflamatérias, sendo considerado um ponto chave de sinalizagéo na
resposta imune 22. Ele tem sido implicado em uma ampla gama de doencas, incluindo doenca de
Alzheimer, DM2 e doencas infecciosas. Uma variedade de estimulos pode ativar esse
inflamassoma, entdo, compreendé-los permite o desenvolvimento de inibidores especificos para
tratar doencas relacionadas ao NLRP3 23, Recentemente; algumas vias terapéuticas, baseadas
na inibicdo do inflamassoma NLRP3, foram eficazes no tratamento da periodontite diabética

experimental e doengas inflamatérias 1924,

Adicionalmente, NLRP3 participa ndo apenas da inducéo da inflamagéo cronica, mais na
génese de varias complicacdes em diabéticos 2, ratificando que a regulacéo positiva pode levar

a um aumento na producéo de IL-13 2926,

s

Outro inflamassoma estudado € o IFI16 (interferon gamma inducible protein 16),
codificado por gene de mesmo nome, localizado no cromossomo 1. Embora a maioria dos
inflamassomas se formem no citosol, esse € ativado no nucleo celular. IFI16 é uma proteina
multifuncional devido a sua capacidade de se ligar a varias proteinas alvo e, por sua vez, modular
uma variedade de fungdes celulares, incluindo regulacéo do ciclo celular, apoptose/ piroptose,
respostas a danos no DNA e inflamacéo. Alteracdes que afetem a expresséo ou a funcdo da
mesma podem levar a predisposicédo e desenvolvimento da doenca periodontal . Marchesan et

at. (2017) observaram haplétipos associados com aumento do sangramento a sondagem e dos
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niveis de microrganismos periodontais, sendo o polimorfismo rs6940 considerado como

provavelmente prejudicial para a fungéo da proteina 4.

A proteina CASP-1 atua como ponto em comum entre os dois inflamassomas e efetua o
processamento das citocinas pro-inflamatorias em suas formas ativas. Variagdes genéticas no
gene CASP-1, localizado no cromossomo 11 2?7, pode alterar a fungéo de clivagem e promover
a inducéo da morte celular por piroptose, com consequente desequilibrio da resposta inflamatéria
28, As citocinas processadas pela caspase-1, particularmente IL-18, podem modular a
diferenciacdo e a atividade dos osteoclastos, afetando a renovacdo e a reabsorcdo éssea
inflamatdria na periodontite 8

A relevancia dos inflamassomas para a resposta imune é demonstrada pela associacdo
entre polimorfismos em genes que codificam seus componentes protéicos e condicdes
inflamatérias autoimunes 18. Essas alteracdes genéticas e o aumento da expresséao tecidual de
proteinas relacionadas, séo clinicamente correlacionadas a fenétipos de doencas ¢, fazendo-se

necessario a identificacdo de fatores genéticos que controlam a inflamacéo oral .

A variacdo na susceptibilidade humana a periodontite ha muito tempo € aceita. Além disso,
0s processos inflamatérios e imunolégicos nessa doenca sdo complexos e, embora varias
informacdes estejam disponiveis, muitas questées permanecem ‘. Sabendo-se que influéncias
ambientais, mas também genéticas desempenham um papel no processo de susceptibilidade e
considerando a periodontite como um excelente modelo para estudar o papel dos
inflamassomas, devido a abundancia de PAMPs e DAMPs e a elevada proporcéo de macrofagos
no microambiente tecidual '8, o presente trabalho se propds a investigar a relagdo entre
polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) nos genes NLRP3, CASP1 e IFI16 na presenca da

periodontite em individuos com ou sem diabetes em uma populagédo do nordeste brasileiro.

METODOLOGIA

Populacdo, desenho, coleta de amostras bioldgicas e consideracdes éticas

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle onde a amostragem aconteceu de forma
aleatéria e ndo-probabilistica, totalizando 285 individuos, sendo 111 com Diabetes Mellitus tipo
2 (DM2) + Periodontite (P), 102 com apenas Periodontite (P) e 72 individuos controles saudaveis

(CS) oriundos do Estado de Pernambuco, Brasil.

Os individuos foram recrutados durante o periodo de 2015 a 2017 no Ambulatoério de

Endocrinologia do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) e na Clinica Escola do Programa de
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Pos-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), seguindo os

critérios de inclusao e exclusao abaixo:

e Critérios de incluséo para o grupo com DM2 + P: ser portador de DM2 e ter o diagndéstico
clinico de periodontite cronica (PC) 2%3°; idade minima de 35 anos e, no minimo, 8 dentes
naturais (excluindo os com indicacéo de exodontia) L.

e Critérios de incluséo para o grupo com apenas P: ter o diagnéstico clinico de PC 2920; ter
idade minima de 35 anos e, no minimo, 8 dentes naturais (excluindo os com indicagéo de

exodontia) 3.

e Critérios de inclusédo para o grupo CS: ter idade minima de 35 anos, e, no minimo, ter 8

dentes naturais (excluindo os com indicacéo de exodontia) 3.

e Critérios de exclusao geral: ter feito uso de antibiéticos nos ultimos 6 meses; fazer uso de
anti-inflamatorios de forma crénica; apresentar condicdes que comprometam a imunidade
sistémica; estar gravida ou lactante; ter se submetido a tratamento periodontal nos ultimos

6 meses; ser fumante e usar aparelho ortodontico.

e Para o grupo apenas com P, ser portador de DM2 também foi um critério de exclusao.

Assim como apresentar DM2 e/ou P o foi para o grupo controle.

Para cada individuo foi preenchido um periograma e o diagnéstico clinico de periodontite
foi realizado com base na classificacéo vigente no momento das coletas 3233, Posteriormente, os
grupos foram reorganizados considerando o “Novo esquema de classificagdo para doengas e
condicdes periodontais e peri-implantar” 34,

Todos os procedimentos metodoldgicos e clinicos realizados neste estudo foram
apreciados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da
Saude da UFPE - Recife/PE (registro n°® 1310208) e do HAM (registro n°® 1368830). Todos o0s
individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) concordando em
participar da pesquisa. Além disso, seguiu-se a norma 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(CNS), que regulamenta a pesquisa em humanos; a Declaragcdo de Helsinque (1964) e o
STROBE (Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology).

Coleta das amostras bioldgicas, extracdo de DNA e genotipagem

A obtencdo do material genético de cada individuo foi realizada a partir da coleta de
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amostras de saliva, em tubos de 15ml estéreis tipo Falcon. Para isso, foi solicitado ao individuo
cuspir no tubo durante 3 minutos .

Para extracdo do DNA da saliva foi utilizado o kit para isolamento de DNA gendmico
Wizard® (PROMEGA) (seguindo o mesmo protocolo do fabricante para amostras de sangue).
Em seguida, o DNA isolado foi quantificado e verificado quanto sua pureza, através do

espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 (Thermo Fischer®).

Para a genotipagem, inicialmente, foi efetuada a sele¢éao dos polimorfismos, baseando-se
nos valores das frequéncias alélicas minimas (do inglés “Minim Allele Frequency — MAF”)
superiores a 0,1 (10%) nas populacdes caucasiana (Utah Residents with Northern and Western
Europian Ancestry - CEU) e/ou africana (Yoruba in Ibadan, Nigeria -YRI) e também de acordo
com as bases de dados NCBI e 1000genomes 3¢, Além disso, considerou-se a importancia
funcional das variantes e seu papel na inflamagcéo, atestadas por estudos da literatura 18:2337.38,
Foram selecionados trés polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) ndo-sinbnimos nos genes
NLRP3 (rs35829419), CASP1 (rs61751523) e IFI16 (rs6940).

A genotipagem foi realizada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real utilizando sondas alelo especificas (TagMan®) e o termociclador ABI 7500 (Applied

Biosystems®).

Andlise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas, para cada SNP, foram calculadas por contagem
direta utilizando o programa Genotype Transposer *°. A distribuicdo dos genétipos e sua
aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada grupo e para cada SNP foi verificada

através do teste Qui-Quadrado.

As possiveis associagdes entre os grupos e as frequéncias alélicas e genotipicas foram
realizadas através do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de contingéncia 2 x 2, no programa
R 40,

As variaveis categoéricas foram comparadas através do Teste Exato de Fisher. Ja as
variaveis quantitativas foram, inicialmente, verificadas quanto sua distribuicdo normal através do
Teste de Shapiro-Wilk, e posteriormente, comparadas por meio de analises univariadas atraves
do Teste de Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0.1. Para todas as

analises, o nivel de significancia foi de a<0,05.
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RESULTADOS

Os resultados descritivos do estudo, encontram-se na tabela 1. Diferencas significativas
foram evidenciadas entre os grupos quanto ao sexo, idade, estado civil, renda, historico de
tabagismo, escolaridade e caracteristicas intraorais (nUmero de dentes, profundidade de

sondagem, perda de inser¢ao clinica, sangramento a sondagem e presenca de placa visivel).

O sexo feminino foi predominante em todos os grupos, com frequéncias superiores a 72%.
No entanto, o sexo masculino foi significativamente mais frequente entre os individuos com
DM2+P (27%; p=0,005) e com apenas P (23,8%; p=0,021) em relacdo aos controles saudaveis
(10,4%).

Em relacédo a idade, observou-se que tanto os individuos DM2+P (59 anos; p=0,0001)
guanto os individuos com apenas P (52 anos; p=0,0001) apresentaram uma maior mediana de

idade em comparac¢ao aos controles saudaveis (47 anos), diferindo estatisticamente.

Quanto ao estado civil, a maioria dos individuos dos trés grupos eram de casados. A
comparacao entre os grupos DM2+P e P, revelou, curiosamente, que individuos solteiros eram
mais comuns no grupo apenas com periodontite (33%) do que entre os individuos DM2+P
(19,8%; p=0,025).

A renda também se mostrou significativamente diferente entre os grupos. Controles
saudaveis apresentaram uma mediana de 2 salarios-minimos, enquanto individuos DM2+P
(p=0,0001) e P (p=0,0002), 1 salario minimo.

Ratificando uma informacéo ja bem reconhecida, na variavel “histérico de tabagismo”,
observou-se que o fato de ja ter fumado foi significativamente mais comum entre individuos dos

grupos DM2+P (p=0,0002) e P (p=0.009), quando comparados ao grupo saudavel.

Quanto a escolaridade, a maioria dos individuos dos trés grupos possuiam o ensino médio
completo. A baixa escolaridade (analfabeto e fundamental incompleto) foi significativamente mais
frequente entre individuos DM2+P (9% e 26,1%, respectivamente) em relacdo aos individuos
com apenas P (0,9%; p=0,003 e 14,7%; p=0,025, respectivamente) e controles saudaveis (1,3%;
p=0,019 e 6,5%; p=0,001, respectivamente). Individuos com ensino fundamental completo foram
significativamente mais frequentes entre DM2+P (14,4%) em comparacdo com controles
saudaveis (3,9%; p=0,009). Por outro lado, individuos com alta escolaridade (pds-graduacéo)
foram significativamente mais frequentes entre os controles saudaveis (14,3%) que em
individuos com DM2+P (1,8%; p=0.031).
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Em relacdo as caracteristicas clinicas intraorais, também se observaram diferencas
significativas entre os 3 grupos. Entre os individuos DM2+P, observou-se um menor niamero de
dentes, uma maior profundidade de sondagem e uma maior perda de insercao clinica, diferindo
significativamente em relacéo aos individuos do grupo P (p<0,05) e controles saudaveis (p<0,05).
Individuos com apenas P apresentaram valores superiores do percentual de sangramento a

sondagem, diferindo significativamente dos controles saudaveis.

Quanto a presenca de placa visivel, o maior percentual foi identificado no grupo DM2+P,
0 que nao diferiu significativamente do grupo com apenas P. Mas ambos (DM2+P e P),

mostraram diferenca significante comparados aos controles saudaveis.

N&o foram observadas diferencgas significativas entre os grupos DM2+P e P em relagéo
ao estadio, grau e extensdo da doenca periodontal.

Na tabela 2, encontram-se as distribuicdes alélicas e genotipicas para os SNPs em
NLRP3, CASP1 e IFI16 nos trés grupos estudados. As distribuicbes genotipicas foram
condizentes com o equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto para os SNPs rs35829419 (controles
saudaveis), rs61751523 (DM2+P) e rs6940 (P).

Para todas as variantes estudadas foram observadas diferencas percentuais em relacao
a distribuicdo alélica e genotipica entre os individuos DM2+P, P e controles saudaveis, no

entanto, estas ndo foram estatisticamente significativas.

Também analisamos a presenca dos genotipos variantes em relacdo as caracteristicas
clinicas intraorais e aquelas relacionadas a nova classificacdo clinica da periodontite. Os
resultados foram apresentados na tabela 3 e como material suplementar nas tabelas S1, S2, S3,
S4 e S5. Dentre todas as caracteristicas analisadas, diferencas significativas sé foram
observadas para o estadio da doenca periodontal entre individuos com apenas periodontite em

relacdo a variantes de CASP1 (Tabela 3).

A presenca dos genotipos variantes para o gene CASP1 (CT+CC) foi significativamente
mais frequente entre individuos com apenas periodontite no estadio Il (28,6%) em comparacao

com individuos com periodontite no estadio Il (4,7%, p=0,027).
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DISCUSSAO

A periodontite é a sexta das doencas mais prevalentes globalmente 3. Um dos seus
principais fatores de risco %%, o diabetes, teve sua prevaléncia triplicada em todo o mundo de
2006 a 2017, onde o tipo 2 responde por 90% dos casos ° e tem a periodontite como a sexta

complicacdo mais presente 2.

Embora os componentes do biofilme bacteriano sejam semelhantes em individuos
diabéticos e nado diabéticos, hA um aumento da resposta imune inflamatoria nestes primeiros,
particularmente durante episodios de hiperglicemia, resultando, assim, numa producao
exacerbada de citocinas pré-inflamatérias 2. Essas citocinas sdo produtos da ativacdo de
inflamassomas, que tanto respondem a presenca das bactérias periodontopatogénicas (PAMPS)
como ao dano tecidual causado pelo estado inflamatério crénico na diabetes (DAMPS) #2. Neste
sentido, o presente trabalho avaliou a relacdo entre polimorfismos em genes que codificam

proteinas do inflamassoma e a presenca de periodontite em pacientes diabéticos ou nao.

Os dados descritivos das caracteristicas clinico-epidemiolégicas indicaram uma forte
influéncia das variaveis na doenca periodontal. O sexo masculino se mostrou como fator de risco
para periodontite, seja ela associada ou ndo a DM2. Historicamente, o sexo feminino tem o habito
de maior cuidado com as questdes de saude, o que pode explicar essa associacdo *3; inclusive
no Brasil, j& foi visto que o maior nimero de diagnosticos de doencgas cronicas é realizado em
mulheres, por ndo se ter uma boa adesao do sexo masculino aos servi¢os de saude, se tornando

um grande desafio da saude publica 44.

Individuos mais velhos também apresentaram uma maior susceptibilidade a periodontite
e/ou ao diabetes, sendo esperada essa relacéo, visto que as doencas crbnicas tém o tempo

como fator importante para o desenvolvimento e a progressao “°.

A renda 8 e a escolaridade #* sdo fatores sociais de risco para a salide. Na populacéo de
estudo, individuos controles saudaveis apresentaram uma maior renda, da mesma forma que
um alto grau de escolaridade, esta também foi associada com uma menor susceptibilidade a
DM2+P. Enquanto o analfabetismo e a baixa escolaridade aumentaram a chance da presenca

de DM2+P em relac&o aos outros dois grupos.

Liu et al. (2018) investigaram diferentes variaveis em relacdo a periodontite e diabetes tipo
2, e constatou que disparidades de género foram encontradas, mesmo apos regressao logistica
com ajustes para dados demograficos, socioecondmicos e comportamentais. Mais

especificamente, semelhante ao presente trabalho, dadas as diferencas metodolégicas, as taxas
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de prevaléncia mais altas de periodontite moderada-grave foram em individuos com maior idade,

do sexo masculino, com baixa renda e menor escolaridade 47.

O histérico de tabagismo também foi considerado na anamnese dos individuos e os
resultados corroboraram com a literatura, onde o fato de ser fumante ou ja ter fumado esta
associado a uma maior susceptibilidade a periodontite “8 em diabéticos e néo diabéticos, devido
aos diversos efeitos do tabaco nos tecidos bucais (comprometimento do reparo tecidual e o
aumento da perda 0ssea alveolar). Adicionalmente, as proporgdes de citocinas pro-inflamatorias
aumentam ainda mais em individuos com periodontite associada a fatores de risco, como: o
tabagismo, contribuindo para uma carga inflamatéria sistémica e aumento do risco de

complicacdes em todo organismo 4°.

Quanto as caracteristicas intraorais, o maior nimero de dentes e o menor indice de placa
visivel esteve no grupo de pacientes saudaveis. As maiores médias de profundidade de
sondagem e perda de insercéo foram no grupo DM2+P, assim como estudo recente realizado no
sudeste do Brasil 5. O maior percentual de sangramento esteve para 0 grupo apenas com
periodontite, onde o mais esperado seria para 0 grupo DM2+P. Outros fatores podem ter
influenciado, como o controle do diabetes e da doenca periodontal, visto que tais individuos eram
acompanhados em hospital de referéncia para o diabetes no estado de Pernambuco, o que pode
ser relacionado com a auséncia de diferencas entre os individuos DM2+P e P quanto ao estadio,

grau e extensao da periodontite.

A andlise dos SNPs estudados com a DM2 e a periodontite ndo evidenciou diferencas
signficativas, apesar das diferencas percentuais. Em relacdo ao SNP rs35829419 de NLRP3, em
trabalho anterior, também nao foram encontrados registros de sua associacdo com a
periodontite, no entanto foi associado a risco aumentado de complicacbes macrovasculares em

individuos diabéticos®?.

Sabe-se que a expressao de NLRP3 e IL-1B no epitélio gengival oral de individuos com
periodontite crénica e diabetes mellitus tipo 2 é significativamente aumentada, sugerindo que um
estado hiperglicémico pode exacerbar o estado de inflamacé&o do tecido gengival ao ativar a via

do inflamassoma NLRP3 52,

O uso de inibidores de NLRP3 em estudos clinicos na DM2 e prevencdo de suas
complicacdes estdo sendo explorados 2°. Avaliacdo experimental sugeriu que a piroptose
mediada por NLRP3 tem um papel significativo na periodontite associada ao diabetes em

camundongos, indicando ser essa a razao principal da inflamacéo exacerbada, além de pontuar
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a melhora pelo tratamento com metformina 3, o antidiabético mais usado no Brasil, que tem sido
alvo de trabalhos avaliando sua acao anti-inflamatéria, via NLRP3, na periodontite relacionada

ao diabetes °4.

Adicionalmente, € importante pontuar que a maioria dos registros prévios sédo estudos in
vitro % e/ou relacionados mais diretamente as interleucinas °°; onde, por exemplo, polimorfismos
do gene da IL-18, que é produto da ativacédo dos inflamassomas, também nao foram associados

com a doenca periodontal °°.

Sobre o SNP rs6940de IFI16, uma variagdo ndo-sinbnima que, quando presente, pode
alterar a funcdo da proteina final, ndo foram encontrados estudos relacionados ao diabetes;
porém, avaliagdo de haplétipos, rs6940 e rs1057028, foram significativamente associados com
aumento do sangramento a sondagem e das concentracées de patégenos periodontais 14.
Adicionalmente, o haplétipo rs6940T-rs855873G foi identificado como fator de risco para a
doenca de Becet, na qual ja foi proposto o papel de agentes infecciosos orais no

desencadeamento da doenca ®’.

Avaliando a relacdo dos gendtipos com os estadios da periodontite, observou-se que a
presenca dos gendtipos variantes do SNP rs61751523 em CASP1, no grupo com apenas
periodontite, foi mais comum em individuos no estadio Il que ao Il da doenca, sugerindo que
essas variantes podem diminuir a velocidade da progressao da doencga, sendo um fator de menor
susceptibilidade na populacdo estudada. Por se tratar de um SNP ndo-sinbnimo e alterar a
sequéncia de aminoacidos da proteina, sua presenca pode diminuir a acdo da enzima e,
consequentemente, a clivagem de pro-IL-13, a secreg¢do de IL-18 madura e a morte celular
induzida por caspase-1, entre outras fungdes. Entretanto, autores ja afirmaram que as variantes
na caspase-1 humana, incluindo rs61751523, ndo necessariamente previne doencas auto
inflamatérias moderadas e graves 28, o que ndo extingue a possibilidade de diminuir ou tornar

mais lenta a progressao da periodontite.

Por outro lado, Aral et al. (2020) ndo identificaram diferencas nos niveis de caspase-1
entre individuos com gengivite, periodontite crénica e periodontite agressiva em compara¢ao
com individuos saudaveis, embora uma tendéncia para niveis aumentados, tenha sido
observada nos grupos de doencas 8. Adicionalmente, Cheng et al. (2017) observaram em um
estudo experimental, que a hipdxia associada a periodontite levou ao aumento da maturacéo da

IL-1B e da morte celular, induzidas por caspase-1 em espécimes de periodontite 13.
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O aumento da transcricdo do inflamassoma em resposta aos biofilmes supragengivais é
compativel com os eventos inflamatorios iniciais na doenca periodontal, enquanto a diminui¢éo
da transcricdo em resposta aos biofilmes subgengivais corrobora com a baixa da resposta imune
do hospedeiro, em favor da sobrevivéncia e persisténcia do patdégeno °°, caracterizando a
cronicidade da doenga, na maioria dos casos. Isso pode sugerir que a expressao dos

componentes do inflamassoma pode variar de acordo com o tempo de progresséo da doenca.

Algumas distribuicbes genotipicas ndo estavam de acordo com o Equilibrio de Hardy-
Weinberg, o que pode ter influenciado nas anélises. E possivel que nos grupos DM2+P (CASP-
1) e P (IFI16) a divergéncia do equilibrio aconteceu devido a prépria doenca, a qual pode
promover sele¢cdo em direcdo a um gendtipo. Ademais, o tamanho amostral também pode ter
influenciado, principalmente os controles saudaveis (NLRP3), devido a pequena quantidade. O
namero amostral baixo pode estar relacionado aos rigorosos critérios de inclusdo e exclusdo
utilizados no estudo, que apesar de caracterizar bem 0s grupos, evitando vieses na pesquisa,
dificultaram a formacg&o de grupos mais numerosos, principalmente em relacdo ao grupo de

individuos saudaveis.

Além disso, a adequacédo a Nova Classificacdo para Doencas Periodontais 34, também se
apresentou como uma dificuldade, visto que as coletas finalizaram antes de sua publicagao.
Entretanto, isso tornou a amostra mais fidedigna a realidade clinica da doenca, principalmente
para analises genéticas. Porém, como ainda sé@o poucos os trabalhos com diabetes e doenca
periodontal utilizando a nova classificagéo, houve uma restricdo para a comparagcédo dos nossos
resultados com outros anteriores. Isso € compreensivel, pois as pesquisas em periodontia estdo
num periodo de transicdo e adaptacdo a nova classificacdo, o que nao inviabiliza a qualidade

das mesmas 25,

Por fim, diante das evidéncias cientificas apresentadas, novas pesquisas precisam ser
realizadas. O presente trabalho leva a sugerir a “caspase-1” como tema importante para outras
descobertas. Considerando que essa enzima é ponto em comum entre os inflamassomas, o

achado atual é algo relevante e ainda ndao encontrado na literatura.
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CONCLUSAO

O presente estudo ratifica que fatores epidemioldgicos, clinicos e genéticos influenciam
no contexto da periodontite, seja na presenca ou auséncia de diabetes.

Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias estatisticas da associacdo dos
polimorfismos estudados com a susceptibilidade a diabetes e a periodontite. Porém, para o gene
CASP1, a presenca de variantes pode estar relacionada a um menor avanco da doenca
periodontal, dado nunca antes observado.

Diante dos conhecimentos ja disponiveis, é importante que estudos continuem sendo
executados, buscando esclarecer os fatores genéticos envolvidos na etiologia e desenvolvimento
da periodontite, principalmente em pacientes diabéticos; visto a relagdo dessas patologias, 0
carater multifatorial de ambas e a possibilidade de oferecer um tratamento individualizado e

eficaz a cada paciente.

‘Nao houve conflitos de interesse nesse trabalho.’
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Tabela 1. Caracterizacdo clinico-epidemioldgica de individuos com diabetes mellitus tipo 2 e periodontite, com apenas periodontite e controles saudaveis do Estado de

Pernambuco.

Testes Univariados

Variaveis Clinico- Individuos OR (IC95%), p-value
epidemiol6gicas DM2+P P CS DM2+P vs P DM2+P vs CS Pvs CS
(n =111) (n=109) (n=77)
Sexo”
Feminino 81 (73.0) 83 (76.2) 69 (89.6) Referéncia

Masculino 30 (27.0) 26 (23.8) 8 (10.4) 1.18 (0.62-2.28), 0.644 3.18 (1.31-8.56), 0.005* 2.69 (1.09-7.32), 0.021*

Idade?
Mediana (IQR) 59 (52-65) 52 (45-59) 47 (40-56) < 0.0001* <0.0001* 0.0054*
Estado Civil*
Casado 69 (62.2) 52 (47.7) 38 (49.4) Referéncia
Solteiro 22 (19.8) 36 (33.0) 23 (29.9) 0.46 (0.23-0.92), 0.025* 0.53 (0.24-1.13), 0.102 1.14 (0.56-2.37), 0.735
Divorciado 9(8.1) 11 (10.1) 11 (14.3) 0.62 (0.21-1.78), 0.341 0.45 (0.15-1.32), 0.133 0.73 (0.26-2.08), 0.633
Viavo 10 (9.0) 10 (9.2) 4 (5.2) 0.76 (0.26-2.19), 0.630 1.37 (0.36-6.41), 0.769 1.82 (0.48-8.54), 0.393
N&o-informado 1(0.9) 0 (0.0) 1(1.3) nc nc nc
Renda (salario-minimo) 2
Mediana (IQR) 1(1-2) 1(1-2.9) 2 (1.1-4.5) 0.8571 <0.0001* 0.0002*
Histérico de Tabagismo?*
N&o 67 (60.4) 75 (68.8) 66 (85.7) Referéncia
Sim 44 (39.6) 34 (31.2) 11 (14.3) 1.45 (0.80-2.63), 0.207 3.91 (1.80-9.15), 0.0002*  2.71 (1.22-6.41), 0.009*
Escolaridade”

Analfabeto 10 (9.0) 1(0.9) 1(1.3) 13.2 (1.73-597.78), 0.003* 9.77 (1.27-445.48), 0.019* 0.74 (0.01-59.68), 1.000
Fundamental Incompleto 29 (26.1) 16 (14.7) 5 (6.5) 2.43 (1.08-5.62), 0.025* 5.70 (1.88-21.15), 0.001* 2.35(0.73-9.01), 0.138
Fundamental Completo 16 (14.4) 13 (11.9) 3(3.9) 1.66 (0.65-4.30), 0.280 5.24 (1.32-30.62), 0.009*  3.17 (0.78-18.68), 0.095

Médio Incompleto 9(8.1) 8 (7.3) 5(6.5) 1.51 (0.46-5.03), 0.592 1.79 (0.48-7.53), 0.389 1.18 (0.31-5.01), 1.000
Médio Completo 34 (30.6) 46 (42.2) 34 (44.1) Referéncia
Superior Incompleto 2(1.8) 5 (4.6) 3(3.9) 0.54 (0.05-3.57), 0.695 0.67 (0.05-6.24), 1.000 1.23 (0.22-8.46), 1.000
Superior Completo 6 (5.4) 9(8.2) 15 (19.5) 0.90 (0.24-3.16), 1.000 0.40 (0.11-1.27), 0.131 0.45 (0.15-1.24), 0.105
Pés-graduacgéo 2(1.8) 10 (9.2) 11 (14.3) 0.27 (0.03-1.41), 0.117 0.18 (0.02-0.94), 0.031* 0.67 (0.23-1.97), 0.466
N&o sabe 3(2.7) 1(0.9) 0 (0.0) nc nc nc
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NUmero de Dentes?

Mediana (IQR) 15 (11-21) 20 (13.5-23.5) 22 (17-25.5) 0.0004* <0.0001* 0.0259*
Profundidade de Sondagem (mm) @
Mediana (IQR) 2.41(2.01-2.83)  2.14(1.92-2.47) 1.92 (1.75-2.02) 0.008* <0.0001* <0.0001*
Nivel de Insercéo Clinica (mm) @
Mediana (IQR) 3.5 (2.79-4.89) 3.11(2.56-3.86) 2 (1.86-2.19) 0.0086* <0.0001* <0.0001*
indice de Sangramento (%) @
Mediana (IQR) 6.67 (1.04-19.44) 12.5 (3.06-25.48)  2.63 (0.0-8.92) 0.0139* 0.0003* <0.0001*
indice de Placa (%)?
Mediana (IQR) 21.87 (7.95-34.0) 19.74 (8.07-33.01) 12.5 (2.64-24.4) 0.7559 0.0017* 0.0020*
Estadio de Periodontite”
I 5 (4.5) 9(8.2) - 0.54 (0.13-1.92), 0.399 - -
I 13 (11.7) 18 (16.5) - 0.70 (0.29-1.66), 0.425 - -
1] 63 (56.7) 61 (56.0) - Referéncia - -
v 30 (27.0) 21 (19.3) - 1.38 (0.68-2.83), 0.405 - -
Grau de Periodontite”
A 0 (0.0) 8 (7.4) - nc - -
B 66 (59.5) 65 (59.6) - Referéncia - -
C 45 (40.5) 36 (33.0) - 1.23 (0.68-2.23), 0.482 - -
Extensdo de Periodontite”
Localizada 19 (17.1) 21 (19.3) - 0.87 (0.41-1.82), 0.728
Generalizada 92 (82.9) 88 (80.7) - Referéncia

IQR = Interquartil; n= nimero amostral; nc= ndo-calculado; *= p-value significativo (p<0.05); IC95% = Intervalo de Confianca de 95%; OR = Odds ration; DM2+P = Diabetes
Mellitus tipo 2 + Periodontite; P= Periodontite; CS = Controle Saudavel; # = Teste Exato de Fisher; 2 = Teste de Mann-Whitney



Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de SNPs nos genes NLRP3, CASP1 e IFI16 em individuos
com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P), com apenas periodontite (P) e controles saudaveis (CS) de uma populacao

do Nordeste brasileiro.

Teste Exato de Fisher

Genes (SNPs) Individuos OR (IC95%), p-value
Alelos/
Gendtipos DM2+P P CS DM2+P vs CS Pvs CS DM2+P vs P
n (%) n (%) n (%)
NLRP3 (rs35829419)
C 216 (96,8) 195 (96,5) 134 (96,7) Referéncia
A 7(3,2) 7(3,5) 6 (4,3) 0.72 (0.20-2.67), 0.574 0.80 (022-2.96), 0.777  0.90 (0.26-3.08), 1.000
CC 101 (93,5) 94 (93,1) 65 (92,9) Referéncia
AC 7 (6,5) 07 (6,9) 4 (5,7) 1.12 (0.27-5.45), 1.000 1.21 (0.29-5.86), 1.000 0.93 (0.27-3.24), 1.000
AA 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,4) nc nc nc
EHW 0,121 0,130 6,447
CASP1 (rs61751523)
T 198 (94,3) 150 (93,8) 118 (95,2) Referéncia
C 12 (5,7) 10 (6,2) 6 (4,8) 1.19 (0.40-3.97), 0.807 1.31(0.42-4.52),0.796  0.91(0.35-2.42), 0.828
TT 93 (88,6) 71 (88,8) 56 (90,3) Referéncia
CT 12 (11,4) 8 (10,0) 6 (9,7) 1.20 (0.39-4.13),0.801 1.05(0.30-3.90),1.000  1.14 (0.40-3.41), 0.816
CcC 0 (0,0) 1(1,2) 0 (0,0) nc nc nc
EHW 3,857 1,721 0,160
IFI16 (rs6940)
A 155 (91,2) 156 (86,7) 58 (85,3) Referéncia
T 15 (8,8) 24 (13,3) 10 (14,7) 0.56 (0.22-1.48), 0.241 0.89 (0.38-2.22),0.837 0.63 (0.29-1.30), 0.234
AA 71 (83,5) 70 (77,8) 26 (76,5) Referéncia
AT 13 (15,3) 16 (17,8) 6 (17,6) 0.79 (0.25-2.83), 0.780 0.99 (0.32-3.43), 1.000 0.80 (0.33-1.93), 0.685
TT 1(1,2) 4(4,4) 2(5,9) 0.17 (0.003-3.73), 0.187 0.74 (0.10-8.70), 0.665 0.25 (0.01-2.59), 0.366
EHW 0,208 4,793 2,990

*p-value significativo (<0.05); EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confian¢a; nc= néo calculado; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e
periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; CS= Individuos controles saudaveis.
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Tabela 3. Distribuicdo de gendtipos variantes de SNPs nos genes NLRP3, IFI16 e CASP1 de acordo com os estadios da doenca
periodontal em individuos com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P) e com apenas periodontite (P).

Estadios da Teste Exato de Fisher
Genes/ Genotipos Doenca Periodontal OR (IC95%), p-value
variantes I Il 1 v
n (%) n (%) n (%) n (%) lvsil lvslll lvs IV Ilvs Il Ilvs IV lvs IV

DM2+P
NLRP3 (rs35829419)

- 5(100,0) 12(100,0) 59 (93,7) 25(89,3) Referéncia

+ 0 (0,0) 0(0,0) 4 (6,3) 3(10,7) nc ns ns ns ns ns
IFI16 (rs6940)

- 4 (80,0) 5(71,4) 43 (84,3) 19 (86,4) Referéncia

+ 1(20,0) 2 (28,6) 8 (15,7) 3(13,6) ns ns ns ns ns ns
CASP1 (rs61751523)

- 5(100,0) 10(100,0) 54(88,5) 24(82,8) Referéncia

+ 0 (0,0) 0(0,0) 7 (11,5) 5(17,2) nc ns ns ns ns Ns
P
NLRP3 (rs35829419)

- 9(100,0) 16(94,1) 50(92,6) 19(90,5) Referéncia

+ 0 (0,0) 1(5,9) 4 (7,4) 2(9,5) ns ns ns ns ns Ns
IFI16 (rs6940)

- 8(88,9) 10(66,7) 39(81,3) 13(72,2) Referéncia

+ 1(11,1) 5 (33,3) 9 (18,7) 5 (27,8) ns ns ns ns ns Ns
CASP1 (rs61751523)

- 8(100,0) 10(71,4) 41(953) 12(80,0) Referéncia

+ 0 (0,0) 4 (28,6) 2(4,7) 3(20,0) ns ns ns 0.13 (0.01 - 1.03), 0.027* ns Ns

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianga; ns= néo significativo; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P= Individuos com apenas periodontite;
nc=n&o calculado; + = presenga; - = auséncia; gendtipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI16 — AT+TT; CASP1 — CT+CC
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Distribuicdo de genotipos variantes de SNPs nos genes NLRP3, IFI16 e CASP1 de acordo com o grau e extensdo da
doenca periodontal em individuos com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P) e apenas com periodontite (P).

Diabetes Mellitus Tipo 2 + Periodontite
NLRP3 (rs35829419)

- 0(0,0) 61 (93,8) 40 (93,0) Referéncia 18 (94,7) 83 (93,3) Referéncia

+ 0 (0,0) 4 (6,2) 3(7,0) nc nc ns 1(5,3) 6 (6,7) ns
IFI16 (rs6940)

- 0(0,0) 46(88,5) 25 (75,8) Referéncia 12 (85,7) 59 (83,1) Referéncia

+ 0(0,0) 6 (11,5) 8 (24,2) nc nc ns 2(14,3) 12 (16,9) ns
CASP1 (rs61751523)

- 0(0,0)0 58(93,5) 35 (81,4) Referéncia 17 (100) 76 (86,4) Referéncia

+ 0(0,0 4 (6,5) 8 (18,6) nc nc ns 0(0,0) 12 (13,6) ns

Periodontite
NLRP3 (rs35829419)

- 7 (87,5 59 (96,7) 28 (87,5) Referéncia 19 (95,0) 75 (92,6) Referéncia

+ 1(12,5) 2(3,3) 4(12,5) ns ns ns 1(5,0) 6 (7,4) ns
IFI16 (rs6940)

- 5(71,4) 43(78,2) 22 (78,6) Referéncia 13 (72,2) 57 (79,2) Referéncia

+ 2(28,6) 12(21,8) 6 (21,4) ns ns ns 5(27,8) 15 (20,8) ns
CASP1 (rs61751523)

- 5(83,3) 48 (94,1) 18 (78,3) Referéncia 15 (93,8) 56 (87,5) Referéncia

+ 1(16,7) 3(5,9) 5(21,7) ns ns ns 1(6,2) 8 (12,5) ns

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianga; ns=n&o é significativo; nc=ndo calculado; + = presencga; - = auséncia; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e
periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; genétipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI16 — AT+TT; CASP1 - CT+CC
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Tabela S2. Distribui¢cdo dos genétipos variantes de SNPs nos genes NLRP1, CASP1 e IFI16 de acordo com as variaveis clinicas intraorais entre individuos
com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P), com apenas periodontite (P) e controles saudaveis (CS) de uma populacdo do Nordeste brasileiro.

NLRP3 (rs35829419) IF116 (rs6940) CASP1 (rs61751523)
9 4 Individuos Teste Exato de Fisher Individuos Teste Exato de Fisher Individuos Teste Exato de Fisher
Variaveis Clinicas _g iz OR (IC95%), p-value OR (IC95%), p-value OR (IC95%), p-value
Intraorais ) _E DM2+ P CS DM2 P DM2+ | DM2+ P CS DM2 P DM2+P DM2+ P CS DM2 P DM2+P
5 & P n (%) n (%) VS VS P P n (%) n (%) Vs VS VS P n (%) n (%) VS VS Vs
O > n (%) CS CS VS n (%) CS CS P n (%) CS CS P
P
- 72 51 27 Referéncia 54 39 13 Referéncia 68 37 20 Referéncia
<20 91,1) (92,7)  (90,0) (83,1) (79,6) (81,3) (87,2) (86) (83,3)
+ 7 4 3 ns ns ns 11 10 3 ns ns ns 10 6 4 ns ns ns
Numero (8,9) (7,3) (10,0) (16,9) (20,4) (18,7) (12,8) (14) (16,4)
de - 29 43 38 Referéncia 17 31 12 Referéncia 25 34 36 Referéncia
Dentes 220 (100)  (93,5) (95,0 (85) (75,6) (70,6) (92,6) (91,9) (94,7)
+ 0 3 2 ns ns ns 3 10 5 ns ns ns 2 3 2 ns ns ns
(0,0 (6,5) (5,0 (15) (24,4) (29,4) (7,4) (8,1) (5,3)
- 98 92 65 Referéncia 69 68 26 Referéncia 90 70 56 Referéncia
<4 (93,3) (92,90 (92,9 (84,1) (77,3) (76,5) (88,2) (88,6) (90,3)
Profundi + 7 7 5 ns ns ns 13 20 8 ns ns ns 12 9 6 ns ns ns
dade de (6,4) (7,2) (7,1) (15,9) (22,7) (23,5) (11,8) (11,4) 9,7)
Sondage - 8 2 0 Referéncia 2 2 0 Referéncia 3 1 0 Referéncia
m (mm) 24 (100)  (100) (0,0 (66,7) (100) (0,0 (200) (100) (0,0
+ 0 0 0 nc nc nc 1 0 0 nc nc nc 0 0 0 nc nc nc
(0,0) (0,0 (0,0 (33,3) (0,0 (0,0 (0,0 (0,0 (0,0
- 64 41 51 Referéncia 50 25 23 Referéncia 60 33 48 Referéncia
<10% (92,8) (97,6) (92,7) (86,2) (69,4) (79,3) (88,2) (94,3) (94,1)
+ 5 1 4 ns ns ns 8 11 6 ns ns ns 8 2 3 ns ns ns
indice de (7,2) (2,4) (7,3) (13,8) (30,6) (20,7) (11,8) (5,7) (5,9)
Sangram - 37 53 14 Referéncia 21 45 3 Referéncia 33 38 8 Referéncia
ento 210% (94,9) (89,8) (93,3) (77,8) (83,3) (60,0) (89,2) (84,4) (72,7)
+ 2 6 1 ns ns ns 06 9 2 ns ns ns 4 7 3 ns ns ns
(5,1) (10,2) (6,7) (22,2) (16,7) (40,0) (10,8) (15,6) (27,3)
Present - 84 82 53 Referéncia 58 62 22 Referéncia 76 64 43 Referéncia
e (92,3) (93,2) (93,0) (81,7) (78,5) (81,5) (87,4) (90,2) (89,6)
+ 7 6 4 ns ns ns 13 17 5 ns ns ns 11 7 5 ns ns ns
Placa 7,7) (6,8) (7,0) (18,3) (21,5) (18,5) (12,6) (9,9) (10,4)
Visivel Ausente - 17 12 12 Referéncia 13 8 4 Referéncia 16 7 13 Referéncia
(100) (92,3) (92,3) (92,9) (72,7) (57,1) (94,1) (77.8) (92,9)
+ 0 1 1 ns ns ns 1 3 3 ns ns ns 1 2 1 ns ns ns
(0,0 7,7) 7,7) (7,1) (27,3) (42,9) (5,9) (22,2) (7,2)

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianga; ns= ndo significativo; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; nc=néo calculado; + = presenga;
- = auséncia; genotipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI16 — AT+TT; CASP1 - CT+CC.
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Tabela S3. Distribuicdo dos gendtipos variantes dos genes NLRP1, CASP1 e IFI16 de acordo com os estadios da doenca periodontal entre
individuos com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P) e com apenas periodontite (P).

NLRP3 (rs35829419)
- 5(100,0) 9(100,0) Referéncia 12(100,0) 16(94,1) Referéncia 59 (93,7) 50(92,6) Referéncia 25(89,3) 19(90,5) Referéncia
+ 0 (0,0) 0 (0,0) ns 0 (0,0) 1(5,9) ns 4 (6,3) 4(7,4) ns 3(10,7) 2 (9,5 ns
IFI16 (rs6940)
- 4 (80,0) 8(88,9) Referéncia 5(71,4) 10 (66,7) Referéncia 43(84,3) 39(81,3) Referéncia 19(86,4) 13(72,2) Referéncia
+ 1(20,0) 1(11,1) ns 2 (28,6) 5(33,3) ns 8 (15,7) 9 (18,7) ns 3(13,6) 5(27,8) ns
CASP1 (rs61751523)
- 5(100,0) 8(100,0) Referéncia 10(100,0) 10(71,4) Referéncia 54(88,5) 41(95,3) Referéncia 24(82,8) 12(80,0) Referéncia

+ 0 (0,0) 0 (0,0) ns 0 (0,0) 4 (28,6) ns 7 (11,5) 2(4,7) ns 5(17,2) 3 (20) ns
*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianga; ns= néo significativo; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; nc=néo calculado;
+ = presenca; - = auséncia; gendtipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI116 — AT+TT; CASP1 - CT+CC
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Tabela S4. Distribuicdo dos gendétipos variantes dos genes NLRP1, CASP1 e IFI16 de acordo com o grau e extensdo da doenca periodontal entre

NLRP3 (rs35829419)

7
- 0(0,0) (87,5%)
1
+ 0(0,0) (12,5%)
IFI16 (rs6940)
5
- 0(0,0) (71,4%)
2
+ 0(0,0) (28,6%)
CASP1 (rs61751523)
5
- 0(0,0) (83,3%)
1
+ 0(0,0) (16,7%)

Referéncia

nc

Referéncia

nc

Referéncia

nc

61
(93,8)
4
(6,2)

46
(88,5)
6
(11,5)

58
(93,5)
4
(6,5)

59
(96,7)
2
3.3)

43
(78,2)
12
(21,8)

48
(94,1)
3
(.9

40
Referéncia (93)
3
ns @)
25
Referéncia  (75,8)
8
ns (24,2)
35
Referéncia  (81,4)
8
ns (18,6)

individuos com diabetes tipo 2 e periodontite (DM2+P) e com apenas periodontite (P).

28
(87,5)
4
(12,5)

22
(78,6)
6
(21,4)

18
(78,3)
5
(21,7)

Referéncia

ns

Referéncia

ns

Referéncia

ns

18
(94,7)
1
(5.3)

12
(85,7)
2
(14,3)

17
(100,0)
0
(0,0

19
(95)
1
()

13
(72,2)
5
(27,8)

15
(93,8)
1
(6,3)

Referéncia

ns

Referéncia

ns

Referéncia

ns

83
(93,3)
6
(6,7)

59
(83,1)
12
(16,9)

76
(86,4)
12
(13,6)

75
(92,6) Referéncia
6
(7,4) ns
57
(79,2) Referéncia
15
(20,8) ns
56
(87,5) Referéncia
8
(12,5) ns

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianga; ns= ndo significativo; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; nc=néo calculado; + =
presenca; - = auséncia; gendtipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI116 — AT+TT; CASP1 — CT+CC



Tabela S5. Distribuicao de genétipos variantes de SNPs nos genes NLRP3, IFI16 e CASP1 de variaveis clinicas intraorais em individuos com diabetes

tipo 2 e periodontite (DM2+P), apenas com periodontite (P) e controles saudaveis (CS).

Gene Numero de Dentes Profundidade de sondagem indice de Sangramento Placa Visivel
(SNPs)/
Genotipos Teste Exato de Fisher <4 24 Teste Exato de Fisher <10% 210% Teste Exato de Fisher Presente Ausente Teste Exato de
variantes OR (IC95%), p-value n (%) n (%) OR (IC95%), p-value n (%) n (%) OR (IC95%), p-value n (%) n (%) Fisher
<20 220 OR (IC95%), p-
n (%) n (%) value
DM2+P
NLRP3
72 29 98 3 64 37 84 17
(91,1) (100,0) Referéncia (93,3) (200,0) Referéncia (92,8) (94,9) Referéncia (92,3) (100,0) Referéncia
7 0 5 2 7 0
+ 7(8,9) 0(0,0) ns 6,7) (0,0 ns (7,2) (5,1) ns 7,7) (0,0) ns
IFI16
54 17 69 2 50 21 58 13
(83,1) (85,0) Referéncia (84,1) (66,7) Referéncia (86,2) (77,8) Referéncia (81,7) (92,9) Referéncia
11 3 13 1 8 06 13 1
+ (16,9) (15,0) ns (15,9) (33,7) ns (13,8) (22,2) ns (18,3) (7,1) ns
CASP1
68 25 90 3 60 33 76 16
(87,2) (92,6) Referéncia (88,2) (100,0) Referéncia (88,2) (89,2) Referéncia (87,4) (94,1) Referéncia
10 2 12 0 8 4 11 1
+ (12,8) (7,4) ns (11,8) 0,0 ns (11,8) (10,8) ns (12,6) (5,9) ns
P
NLRP3
51 43 92 2 41 53 82 12
(92,7) (93,5) Referéncia (92,9) (100,0) Referéncia (97,6) (89,8) Referéncia (93,2) (92,3) Referéncia
4 (635) 7 0 1 6 6 1
+ (7,3) ! ns (7,1) (0,0) ns (2,4) (10,2) ns (6,8) 7,7) ns
IFI16
39 31 68 2 25 45 62 8
(79,6) (75,6) Referéncia (77,3) (100,0) Referéncia (69,4) (83,3) Referéncia (78,5) (61,5) Referéncia
10 10 20 0 11 9 17 3
+ (20,4) (24,4) ns (22,7) 0,0 ns (30,6) (16,7) ns (21,5) (38,5) ns
CASP1
37 34 70 1 33 38 64 7
(86,0) (91,9) Referéncia (88,6) (200,0) Referéncia (94,3) (84,4) Referéncia (90,1) (77,8) Referéncia
6 3 9 0 2 7 7 2
+ (14,0 (8,1) ns (11,4) (0,0) ns (5,7) (15,6) ns 9,9) (22,2) ns
Cs
NLRP3
27 38 65 0 51 14 53 12
(90,0) (95,0) Referéncia (92,6) 0,0 Referéncia (92,7) (93,3) Referéncia (93,0) (92,3) Referéncia
3 2 5 0 4 1 4 1
+ (10,0) (5,0) ns (7,4) (0,0 nc (7,3) 6,7) ns (7,0) (7,7) 1




IFI16

13

- (81,3)
3

+ (18,8)

CASP1

20

- (83,3)
4

+ (16,7)

12
(70.6)
5

(29,4)

36
(94,7)
2
(5.3

Referéncia

ns

Referéncia

ns

26
(76,5)
8
(23,5)

56
(90,3)
6

(CA)

0
0.0)
0
(0,0)

0
(0,0)
0
(0,0)

Referéncia

nc

Referéncia

nc

23
(79,3)
6

(20,7)

48
(94,1)
3
(5.9)

3
(60,0
2

(40,0)

8
(72,7)
3

(27,3)

Referéncia

ns

Referéncia

ns

22
(81,5)
5
(18,5)

43
(89,6)
5

(10,4)

4
(57,1)
3
(42,9)

13
(92,9)
1

1)

52

Referéncia

ns

Referéncia

ns

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianca; ns= ndo significativo; DM2+P= Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P= Individuos com apenas periodontite; nc=n&o calculado; + =
presenga; - = auséncia; gendtipos variantes: NLRP3 — AA+AC; IFI16 — AT+TT; CASP1 — CT+CC.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PROTESE E CIRURGIA BUCO-FACIAL

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
“ASSOCIACAO DA PERIODONTITE CRONICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A
DEFICIENCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABETICOS
TIPO 2” que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Renata Cimdes Jovino
Silveira (Professora da Pds-Graduagdo em odontologia da UFPE); Secretaria de Pos-
graduacdo em Odontologia da UFPE — Avenida Professor Moraes Rego, 1235 —
Recife - PE, CEP: 50670-901; telefone: (81)21268817; e-mail:
renata.cimoes@globo.com Telefone para contato: 21268817. Também participam
dessa pesquisa: Rayanne Soraia Aguiar de Melo Dias (mestranda em odontologia
UFPE-999495129), Felipe Rodrigues de Almeida (mestrando em odontologia UFPE -
999728554), Roberto Carlos Mourdo Pinho (doutorando em odontologia UFPE -
988098147) e Professor Francisco Bandeira (Chefe do setor de Endocrinologia do
Hospital Agamenon Magalhées- 31841601).

Este Termo de Consentimento pode conter alguns tépicos que o (a) senhor (a)
nao entenda. Caso haja alguma davida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando,
para que o (a) senhor (a) seja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo.
Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, caso aceite em fazer parte do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a)
Sr. (a) ndo serd penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a)
Senhor (a) tem o direito de retirar 0 consentimento da sua participacdo em qualquer

fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
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Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a associagcdo entre a periodontite
cronica (chamada popularmente de piorréia), a deficiéncia da vitamina D e a presenca
de alteracbes genéticas que estdo ligadas ao sistema de defesa do nosso corpo em
pacientes diabéticos tipo 2, bem como a percepc¢éo de qualidade de vida dos mesmos.
Cada paciente sera avaliado através de um exame clinico, onde sera medida a
profundidade da gengiva ao redor dos dentes, observando de havera algum
sangramento e se ha placa bacteriana visivel (que se formam dos restos de comida
deixados pela m& escovacédo) e a altura do osso ao redor dos dentes. No mesmo
momento serdo coletadas amostras de saliva (0 paciente cospe num tubinho estéril o
gue conseguir) e amostras de células da parte interna da bochecha da boca
(esfregando levemente com uma escova pequena). Os pacientes também
responderdo a um questionario para avaliacdo da percepcédo de qualidade de vida.

Para realizac@o da pesquisa o paciente sera examinado uma Unica vez; nesse
momento serdo também coletadas as amostras, os dados pessoais e a aplicacdo do
guestionario.

Ao paciente submetido a pesquisa, podera ocorrer o risco de, durante o exame
clinico e/ou ao responder ao questionario de 14 perguntas sobre qualidade de vida,
ficar constrangido e ocorrer sangramento gengival e/ou desconforto leve (esses dois
altimos no caso do exame clinico). Esses sintomas e o constrangimento serao
minimizados com a realizacdo do exame e do questionario em local reservado, por
profissional qualificado e respeitando a individualidade de cada paciente.

Entre os beneficios, os participantes receberdo orientacdes de higiene oral e
informacdes de como tratar a doenca gengival presente e prevenir seu avanco.
Receberdo também orientacées de como e onde procurar servicos de odontologia.

As informacgdes desta pesquisa serédo confidenciais e seréo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a
nao ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador principal, no endereco
acima informado pelo periodo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdao assumidas pelos

pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacéo). Fica também garantida a
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indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.. (81) 2126.8588 - e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(Pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, CPF

, abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste

documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas
davidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
"ASSOCIAQAO DA PERIODONTITE CRONICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A
DEFICIENCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABETICOS
TIPO 27, como voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a)
pesquisador(a) sobre o desenvolvimento da pesquisa, 0s procedimentos, assim como
0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido
que posso retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a

gualquer penalidade.

Local e data
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Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagcdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0

aceite do voluntério em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura




N° do paciente: Prontuario:

© N o g &~ w D P

No

APENDICE B - FICHA CLINICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO

FICHA CLINICA

me:

Nacionalidade:

Sexo:
Idade:
Estado civil:

Fone: cel:

Re

nda (saléarios):

Habito de fumar:

() nunca fumou

() ex-fumante: (anos que parou)

() fumante: (quantos por dia)

Escolaridade:

I

Il
I
v
\%
Vi
VIl
VI
IX

. () Nao sabe ler ou escrever
. ()2° grau incompleto

. () 1° grau completo

. () 2° grau incompleto

. () 2° grau completo

. ( )Universidade incompleta
. ( )Universidade completa

. ( )Pos-graduacéo

. () Nao sei
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10.Tipo de diabetes:

11. Diabético ha quanto tempo:

12. Medicamentos que utiliza:

13.Usa insulina? Tipo e dose? Ha quanto

tempo?
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FICHA PERIODONTAL
PACIENTE:

DATA:

Dente Sondagem (mm)

Recessao Gengival (mm)

Vestibular Palatina

Vestibular

Palatina

Furca

Mob

D/C| M |D|C| M

D

C

M

D

C

M
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%




18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

48

a7

46

45

44

43

42

41

31

32

33

34

35

36

37

38

PLACA: Faces

%

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

48

a7

46

45

44

43

42

41

31

32

33

34

35

36

37

38

64



ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA

= UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Wm
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-£C3-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO DA PERIODONTITE CRONICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A
DEFICIENCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABETICOS
TIPO 2

Pesquisador: Renata Cimdes Jovino Silveira

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 49166415.0.0000.5208

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.310.208

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa da Profa. Dra. Renatas Cimdes Jovino Silveira, que contara com a
participagdo da seguinte equipe: Felipe Rodrigues de Almeida,Rayanne Soraia Aguiar de Melo Dias e
Roberto Carlos Mourdo Pinho, alunos do Programa de Pds-graduagdo em Odontologia, e do médico
Dr.Francisco Alfredo Bandeira e Farias, chefe da divisdo de diabetes do Hospital Agamenon Magalhaes.Que
buscardo investigar e fornecer mais informagdes da correlacdo entre a periodontite crénica e o diabetes tipo
2.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Avaliar se ha associagdo entre a condigdo periodontal de pacientes portadores de Diabetes Mellitus tipo 2 e
a presenca de polimorfismos celulares e os niveis séricos de vitamina D, bem como a influéncia dessas
condigdes cronicas na percepcdo da qualidade de vida

desses pacientes, através de um estudo tipo caso-controle.

Objetivos Especificos:

- Verificar a condigdo periodontal de pacientes diabéticos tipo 2;
- Detectar a presenca de polimorfismos de uma tnica base (SNPs) da betadefensina-1;

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br

Pagina 01 de 05

65



66

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W‘““
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP-GC3- UFE

Continuagao do Parecer: 1.310.208

- Verificar se existe associagdo entre a presenga de polimorfismo genético da beta-defensina-1 e a
severidade da periodontite em diabéticos tipo 2;

- Detectar polimorfismos da IL-6 na posi¢do -174 nos pacientes pesquisados;

- Verificar se existe associagdo entre a presenca de polimorfismo genético da IL-6 e a severidade de
periodontite em pacientes portadores de periodontite e diabetes mellitus tipo 2;

- Verificar os niveis séricos de vitamina D de pacientes diabéticos tipo 2;

- Verificar se existe associagdo entre a condigcdo periodontal dos pacientes e a deficiéncia de vitamina D;
-Detectar polimorfismos do VDR na posigdo Fokl nos pacientes pesquisados;

- Verificar se existe associagdo entre a presencga de polimorfismo genético do VDR e a severidade de
periodontite em pacientes portadores de periodontite e diabetes mellitus tipo 2;

- Avaliar se a condig¢ao periodontal de diabéticos tipo 2 interfere na percepgéo da qualidade de vida.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios estdo adequados para a pesquisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A populacdo a ser estudada sera proveniente de pacientes diagnosticados com Periodontite Crénica na
Clinica de Periodontia do Curso de Graduagdo da UFPE e os diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2
atendidos no Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) - Recife. Nesses mesmos locais também serédo
coletadas amostras em pessoas saudaveis para formagdo do grupo controle. Serd uma amostra de
conveniéncia constituida por 300 pessoas, divididos em 3 grupos de 100: um grupo formado por diabéticos
e que apresentem a periodontite crénica, o segundo grupo formado por pessoas com periodontite crénica e
sem diabetes e o terceiro grupo sera o controle, formado por pessoas saudaveis para essas condigbes
estudadas. Apds explicagdo dos objetivos da pesquisa, se o participante aceitar, sera solicitado que ele
assine o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Antes de iniciar o exame clinico, serdo registrados
dados sobre a idade, o sexo, renda, escolaridade, estado civil, habito de fumar, tipo de diabetes, uso de
insulina e outros medicamentos, tempo de tratamento para o diabetes e resultados de exames laboratoriais
(Hemoglobina glicada, glicemia em jejum, niveis séricos de vitamina D e calcemia), que estiverem com ele.
Estes também responderdo a um questionario de qualidade de vida.

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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Consideragcdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O pesquisador responsavel obedecendo a Resolugdo CNS N°466/12 anexou os seguintes documentos que
atendem a resolucao:

1-Os curriculos de todos os pesquisadores estdo anexados;

2- Folha de Rosto devidamente preenchida e carimbada;

3- O cronograma e orgamento estdo adequadas a proposta;

4- A Carta de Anuéncia do Ambulatério de Endocrinologia do Hospital Agamenon Magalh&es, permitindo a
coleta do material biolégico nos Diabéticos.

5- Carta de anuéncia do Laboratério de Biologia Molecular, no Programa de Pés-graduagdo em

Odontologia da UFPE, onde serdo processados os materias;

6- Carta de anuéncia da Clinica da P6s-graduagédo em odontologia-UFPE;

7-Carta de Anuéncia do Departamento de Clinica e Odontologia Preventiva;

8- O TCLE em linguagem clara e acessivel aos participantes.

Recomendacgoes:
sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
O trabalho preenche os critérios éticos necessarios para a sua aprovagéo, e podera ser executado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s sera dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagéo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatorio Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Ap6s apreciacdo desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protacolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
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mo

normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar

todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido

em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 09/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 576064.pdf 17:29:13
Outros carta_resposta.docx 09/10/2015 |Renata Cimdes Aceito
17:28:00 | Jovino Silveira

Projeto Detalhado / |Projeto_detalhado_ultima_versao.docx 09/10/2015 [Renata Cimbes Aceito

Brochura 17:12:55 | Jovino Silveira

Investigador

TCLE / Termosde |TCLE APENDICE A.docx 09/10/2015 [Renata Cimdes Aceito

Assentimento / 17:12:19 | Jovino Silveira

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA.docx 09/09/2015 | Renata Cimdes Aceito
21:51:45 | Jovino Silveira

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 02/09/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:27:31 Jovino Silveira

Qutros Lattes Roberto.pdf 22/08/2015 [Renata Cimodes Aceito
15:10:56 | Jovino Silveira

Outros Lattes_Renata.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:10:15 | Jovino Silveira

Outros Lattes Rayanne.pdf 22/08/2015 [Renata Cimdes Aceito
15:09:06 | Jovino Silveira

QOutros Lattes Francisco.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:08:42 | Jovino Silveira

Outros Lattes_Felipe.pdf 22/08/2015 |Renata Cimodes Aceito
15:07:40 | Jovino Silveira

Outros Questionario_qualidade_vida_ ANEXO_ | 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito

A.docx 14:48:31 Jovino Silveira

QOutros Ficha_clinica APENDICE B.docx 22/08/2015 [Renata Cimbes Aceito
14:48:05 | Jovino Silveira

Orgamento ORCAMENTO.docx 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
14:45:02 | Jovino Silveira

Enderego: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:
(81)2126-8588

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.740-600
RECIFE

E-mail:

cepccs@ufpe.br
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Declaracéo de Termo_de_confidencialidade.pdf 22/08/2015 |Renata Cimbes Aceito
Pesquisadores 14:43:25 | Jovino Silveira

Declaracao de Anuencia_POS_ODONTO_UFPE.pdf 22/08/2015 |Renata Cimodes Aceito
Instituicéo e 14:43:01  [Jovino Silveira

Infraestrutura

Declaracéo de Anuencia_ HAM.pdf 22/08/2015 |Renata Cimbes Aceito
Instituicédo e 14:42:33  |Jovino Silveira

Infraestrutura

Declaracdo de Anuencia DPTO de clinica_e preventi | 22/08/2015 |Renata Cimbes Aceito
Instituicédo e va_ODONTO_UFPE.pdf 14:42:08 |Jovino Silveira

Infraestrutura

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego:

RECIFE, 05 de Novembro de 2015

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE
Telefone:

Municipio:

(81)2126-8588

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

RECIFE

(Coordenador)

Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

CEP: 50.740-600

E-mail:

cepccs@ufpe.br
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HOSPITAL AGAMENON Plataforma
; MAGALHAES - HAM woﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO DA PERIODONTITE CRONICA COM A QUALIDADE DE VIDA, A
DEFICIENCIA DE VITAMINA D E POLIMORFISMOS EM PACIENTES DIABETICOS
TIPO 2

Pesquisador: Renata Cimdes Jovino Silveira

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 49166415.0.3001.5197

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.368.830

Apresentacao do Projeto:

O diabetes mellitus & uma desordem metabdlica caracterizada pelo aumento do nivel de glicose na corrente
sangliinea devido a secregéo ou atividade defeituosa do horménio insulina. Dos fatores de risco sistémicos
dessa doenca, estd bem estabelecido que pacientes com diabetes tém pelo menos um pequeno aumento
na severidade da doenga periodontal quando comparadaos com ndo diabéticos.A presencga de
microorganismos no biofilme dentario é necessario, mas ndo é suficiente para o desenvolvimento de
periodontite, porém a imunidade do hospedeiro e fatores genéticos e ambientais irdo determinar parte da
susceptibilidade e severidade da doenga. A pesquisa das alterages genéticas do tipo polimorfismo de Unica
base (SNP) tem sido pouco desenvolvido por grupos de pesquisa em Odontologia no Brasil; diante disso, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a condi¢éo periodontal de pacientes portadores de Diabetes
Mellitus tipo 2, a presenca de polimorfismos celulares (B-defensina-1, IL-6 e VDR) e os niveis séricos de
vitamina D, bem como a implicag&o dessas condigdes cronicas na percepgédo da qualidade de vida desses
pacientes. Os exames clinicos e as coletas de saliva e de células de descamagéo da mucosa oral seréo
realizadas na Clinica de Periodontia do Curso de Graduag¢do em Odontologia da UFPE e no Ambulatério de
Endocrinologia do Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) - Recife- PE. A andlise laboratorial acontecera no
Laboratério de Biologia Molecular da Pos-Graduagédo em Odontologia da UFPE.

Enderego: Estrada do Arraial, 2723

Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral CEP: 52051-380
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769 Fax: (81)3048-0117 E-mail: cepham@hotmail.com.br

Pagina 01 de 04



HOSPITAL AGAMENON Plataforma
S MAGALHAES - HAM %ﬁﬂ

Continuagdo do Parecer: 1.368.830

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar se ha associagdo entre a condicao periodontal de pacientes portadores de
Diabetes Mellitus tipo 2 e a presenca de polimorfismos celulares (B-defensina-1, IL-6 e VDR) e os niveis
séricos de vitamina D, bem como a influéncia dessas condig&es crbnicas na percepgdo da qualidade de vida
desses pacientes, através de um estudo tipo caso-controle. Objetivo Secundario: - Verificar a condigdo
periodontal de pacientes diabéticos tipo 2; - Detectar a presenca de polimorfismos de uma Unica base
(SNPs) da betadefensina-1;- Verificar se existe associagdo entre a presenga de polimorfismo genético da
beta-defensina-1 e a severidade da periodontite em diabéticos tipo 2;- Detectar polimorfismos da IL-6 na
posigdo -174 nos pacientes pesquisados;- Verificar se existe associacéo entre a presencga de polimorfismo
genético da IL-6 e a severidade de periodontite em pacientes portadores de periodontite e diabetes mellitus
tipo 2;- Verificar os niveis séricos de vitamina D de pacientes diabéticos tipo 2; - Verificar se existe
associagdo entre a condicdo periodontal dos pacientes e a deficiéncia de vitamina D;- Detectar
polimorfismos do VDR na posigdo Fokl nos pacientes pesquisados;- Verificar se existe associagdo entre a
presenca de polimorfismo genético do VDR e a severidade de periodontite em pacientes portadores de
periodontite e diabetes mellitus tipo 2;- Avaliar se a condigdo periodontal de diabéticos tipo 2 interfere na
percepcdo da qualidade de vida.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ao paciente submetido a pesquisa, podera ocorrer o risco de, durante o exame clinico e/ou ao
responder ao questionario de 14 perguntas sobre qualidade de vida, ficar constrangido e ocorrer
sangramento gengival e/ou desconforto leve (esses dois ultimos no caso do exame clinico). Esses sintomas
e o constrangimento serdo minimizados com a realizagdo do exame e do questionario em local reservado,
por profissional qualificado e respeitando a individualidade de cada paciente. Beneficios: Entre os
beneficios, os participantes receberdo orientagdes de higiene oral e informagdes de como tratar a doenga
gengival presente e prevenir seu avango. Receberdo também orientagdes de como e onde procurar servigos
de odontologia quando for necessario.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
N&o.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
Preenche as exigéncias.

Enderego: Estrada do Arraial, 2723

Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral CEP: 52.051-380
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Continuagao do Parecer: 1.368.830

Recomendagoes:
Nao

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Em condigdes de ser implementado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado de acordo com a Resolugdo 466/2012

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

HOSPITAL AGAMENON
MAGALHAES - HAM
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 576064.pdf 17:29:13
Outros carta_resposta.docx 09/10/2015 |Renata Cimdes Aceito
17:28:00 | Jovino Silveira

Projeto Detalhado / |Projeto_detalhado_ultima_versao.docx 09/10/2015 |Renata Cimdes Aceito

Brochura 17:12:55 |Jovino Silveira

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE APENDICE_A.docx 09/10/2015 |Renata Cimdes Aceito

Assentimento / 17:12:19 | Jovino Silveira

Justificativa de

Auséncia

Informagbes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 14/09/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 576064.pdf 13:01:32

Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 09/09/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 576064.pdf 21:53:16

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_ultima_versao.docx 09/09/2015 |Renata Cimdes Aceito

Brochura 21:52:22 [ Jovino Silveira

Investigador

Cronograma CRONOGRAMA .docx 09/09/2015 |Renata Cimbes Aceito
21:51:45 [ Jovino Silveira

TCLE / Termos de |TCLE_APENDICE A.docx 09/09/2015 [Renata Cimdes Aceito

Assentimento / 21:51:04 |[Jovino Silveira

Justificativa de

Auséncia

Informagtes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 02/09/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 576064.pdf 15:29:02

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 02/09/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:27:31 | Jovino Silveira

Outros Lattes Roberto.pdf 22/08/2015 [Renata Cimdes Aceito
15:10:56 | Jovino Silveira

Outros Lattes Renata.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:10:15 | Jovino Silveira
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QOutros Lattes_Rayanne.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:09:06 | Jovino Silveira
Qutros Lattes Francisco.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:08:42 |Jovino Silveira
Qutros Lattes Felipe.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:07:40 [ Jovino Silveira
Outros Questionario_qualidade vida ANEXO | 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
A.docx 14:48:31 [ Jovino Silveira
QOutros Ficha_clinica APENDICE_B.docx 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
14:48:05 [ Jovino Silveira
Orgamento ORCAMENTO.docx 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
14:45:02 | Jovino Silveira
Declaragdo de Termo_de_confidencialidade.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Pesquisadores 14:43:25 | Jovino Silveira
Declaragéo de Anuencia_POS _ODONTO_UFPE pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Instituicdo e 14:43:01 |Jovino Silveira
Infraestrutura
Declaragdo de Anuencia_ HAM.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Instituicdo e 14:42:33 | Jovino Silveira
Infraestrutura
Declaragéo de Anuencia_DPTO_de clinica_e preventi | 22/08/2015 |Renata Cimbes Aceito
Instituicao e va_ODONTO_UFPE.pdf 14:42:08 | Jovino Silveira
Infraestrutura

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RECIFE, 15 de Dezembro de 2015

Assinado por:
CARLOS ALBERTO SA MARQUES

(Coordenador)
Enderego: Estrada do Arraial, 2723
Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral CEP: 52.051-380
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769 Fax: (81)3048-0117 E-mail: cepham@hotmail.com.br
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ANEXO B — NORMAS DA REVISTA PARA O ARTIGO CIENTIFICO

Author Guidelines

Journal of Periodontology

Author Instructions

Manuscript Categories

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice
of periodontics and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the
understanding that text, figures, photographs, and tables have not appeared in any
other publication, except as an abstract prepared and published in conjunction with a
presentation by the author(s) at a scientific meeting, and that material has been

submitted only to this journal.

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at ScholarOne
Manuscripts. To start a new submission, enter the Author Center and click "Start New
Submission” in the left menu box. Details regarding each submission step are located
at the top of the page in ScholarOne Manuscripts. Authors should prepare manuscripts
in accordance with the instructions below. Failure to do so may result in delays or

manuscript unsubmission.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the
categories defined below. Specific information regarding length and format is provided
for each category. Please also refer to the instructions provided under General

Format and Style. All manuscripts will be reviewed by the Editors for novelty, potential

to extend knowledge, and relevance to clinicians and researchers in the field. Some
manuscripts will be returned without review, based on the Editors’ judgment of the

appropriateness of the manuscript for the Journal of Periodontology.


http://mc.manuscriptcentral.com/jperio
http://mc.manuscriptcentral.com/jperio
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html#Format
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html#Format
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html#Style
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ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis,
diagnosis, and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing

with design, testing, and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references,
and figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total
combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are

acceptable.

Abstract

All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no

more than 250 words and the following four paragraphs:
» Background: Describes the problem being addressed.
* Methods: Describes how the study was performed

* Results: Describes the primary results.

* Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results, and notes

their clinical implications.

Introduction

The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the
study. More detailed comparisons to previous work and conclusions of the study

should appear in the Discussion section.
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Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established methods are
used, the author need only refer to previously published reports; however, the authors
should provide brief descriptions of methods that are not well known or that have been
modified. Identify all drugs and chemicals used, including both generic and, if
necessary, proprietary names and doses. The populations for research involving

humans should be clearly defined and enrollment dates provided.

Results

Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures,

and supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as
any conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data
to previous findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as
should implications for future research. New hypotheses and clinical recommendations
are appropriate and should be clearly identified. Recommendations, particularly clinical
ones, may be included when appropriate.

REVIEW ARTICLES

The Journal of Periodontology is no longer accepting submissions of
reviews. Authors may be invited to submit reviews for potential publication, but

unsolicited reviews will no longer be accepted.

COMMENTARIES
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The purpose of these papers is to provide a forum for discussion of controversies and
other issues as they relate to the practice of periodontics and implant dentistry. Full
and balanced discussion of controversies on important issues is encouraged. This may
result in several authors each presenting a relevant viewpoint. Commentaries should
be concise (2,000 to 3,000 words) with no more than 50 references; however, they
should be complete and balanced, which may require that the issue or controversy

addressed be highly focused.

Introduction

This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and

document their importance and timeliness.

Body

The body should present the information supporting all aspects of the issues. This
portion of the Commentary may be subdivided as appropriate with headings. Figures,
tables, and other illustrative materials may be incorporated. The total combined

number of figures and tables should not exceed six.

Summary

The summary should place the issue in perspective and point a way for future

directions in addressing the controversy.

Acknowledgment(s)

Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is extremely
important that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any other

information that constitutes a real or perceived conflict of interest.
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CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are
encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. The
Journal of Periodontology publishes selected Case Series that describe unusual case
presentations, complex diagnoses, and novel approaches to treatment within the
scope of practice of periodontology. These Case Series provide valuable information
for clinicians and teachers in the field.
Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make a
persuasive argument for or against the procedure, technique, or concept under
discussion. Cases should be relatively homogeneous so that a systematic evaluation
of one type of disease, lesion, or condition is made for the procedure under
consideration. Also, treatment and documentation should be consistent and
standardized for all cases. It is recognized that definitive evidence for the safety and
efficacy of any procedure, drug, or device comes primarily from well-designed,
randomized, controlled trials. However, well-executed Case Series may lead to
hypotheses about the usefulness of new and innovative procedures, drugs, or devices
and may therefore be of value to the progress of clinical science.
The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are well
defined for manuscripts describing research on human subjects. These basic
requirements are described by the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE) in their Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical

Journals (available at: www.icmje.org) and are interpreted in the instructions to

authors of all peer-reviewed biomedical journals, including the Journal of
Periodontology.

Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient
information, the editorial team has received multiple questions about the need for
subject consent from patients described in Case Series submitted for publication.
The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will
determine whether specific Case Series require additional approvals beyond what is

described below.


https://mc.manuscriptcentral.com/clinicalperio
http://www.icmje.org/
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Requirement for Ethics Board Approval

Most Case Series are a retrospective description of clinical findings in cases or an
observed course of events that document a new aspect of patient management during
the normal course of clinical treatment. Since there is no hypothesis testing, no
systematic data collection beyond that which is part of routine clinical practice, no data
analysis, and the work has already been done, Case Series do not usually qualify as
"research" requiring approval from ethical boards designed to protect humans involved
in clinical research.
(U.S. Fed. definition: "RESEARCH is any systematic investigation, including research
development, testing and evaluation, designed to develop or contribute to

generalizable knowledge.")

Example 1: Series of private practice implant cases in patients who have been taking
bisphosphonates. Authors describe the findings in each case, which are collected and

reported in a table format.

Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who
have or have not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data

analysis, and authors analyze and report the incidence of complications.

Example 1 does not qualify as "research," but example 2 does qualify and

requires ethical approval. Please see "Does My Case Series Need IRB Approval?"

for more information.

Privacy in Case Series

No patient identifiers should be included in Case Series. If the authors choose to
include any subject identifiers, the authors must include the patient’s informed written

consent to publish the information.


https://www.perio.org/sites/default/files/files/PDFs/Publications/IRB_Guidelines.pdf
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Our policy conforms to the Uniform Requirements, which states: "Patients have a right
to privacy that should not be violated without informed consent. Identifying information,
including names, initials, or hospital numbers, should not be published in written
descriptions, photographs, or pedigrees unless the information is essential for scientific
purposes and the patient (or parent or guardian) gives written informed consent for
publication. Informed consent for this purpose requires that an identifiable patient be
shown the manuscript to be published. Authors should disclose to these patients
whether any potential identifiable material might be available via the Internet as well
as in print after publication."
It should be noted that patients may have given a signed "consent to treat,” but that
does not constitute permission to publish their case with personal identifiers unless
they have explicitly approved the manuscript. Likewise, patient consent under
government privacy rules, such as the Health Insurance Portability and Accountability
Act (HIPAA) in the United States, does not constitute permission to publish their case

with personal identifiers unless they have explicitly approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract,
references, and figure legends). The reference list should not exceed 50 references,
and the total combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel

figures are acceptable.

Abstract

Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than

250 words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the clinical situation being discussed

» Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.
* Results: Describes the clinical results.

» Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical
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implications in practice situations.

Introduction

This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results

This section describes the cases, including all relevant data. For ease of presentation,
tables describing longitudinal data in a chronological form may be useful. Carefully
selected, high-quality clinical photographs in full color, as well as radiographs, are

encouraged.

Discussion

This should include findings, put into perspective with respect to the field and literature.
Unique arguments and new information gained should be summarized. Consideration

of the clinical significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS

Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain areas
as a means of offering their perspective on one or more articles published in
the Journal of Periodontology, or on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

The Journal of Periodontology no longer accepts submissions of letters to the editor.

GENERAL FORMAT
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Manuscripts must be submitted in Microsoft Word. Margins should be at least 1"
on both sides and top and bottom and all text should be double-spaced. Materials

should appear in the following order:

* Title Page

* Abstract (or Introduction) and Key Words
* Text

* Footnotes

» Acknowledgment(s)

* References

* Figure Legends

» Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of

Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting figures.

Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

SEARCH ENGINE OPTIMIZATION

For tips on Search Engine Optimization (SEO) and article discovery, please see
our SEO guide.

TITLE PAGE

The title page should contain:
1. a concise but informative title;

2. first name, middle initial, and last name of each author, with the highest academic
degree and the current institutional affiliation, including department, for each (please

use footnote symbols in the sequence *, 1, 1, §, I, Y[, #, **, etc. to


https://authorservices.wiley.com/asset/photos/electronic_artwork_guidelines.pdf
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/writing-for-seo.html
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identify authors and their corresponding institutions);
3. disclaimers, if any;

4. the name and address (including fax number and e-mail) of the author responsible
for correspondence (please indicate whether fax number and e-mail can be published);

5. word count and number of figures, tables, and references in the manuscript;
6. a short running title of no more than 60 characters, including spaces;

7. a one-sentence summary describing the key finding(s) from the study.

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to

facilitate indexing should be listed below the abstract.

ACKNOWLEDGMENT(S) AND CONFLICTS OF INTEREST

Acknowledgment(s)

Following the Discussion, acknowledgments may be made to individuals who
contributed to the research or the manuscript preparation at a level that did not qualify
for authorship. This may include technical help or participation in a clinical study.
Authors are responsible for obtaining written permission from persons listed by name.
Acknowledgments must also include a statement that includes the source of any

funding for the study, and defines the commercial relationships of each author.

Conflicts of Interest

In the interest of transparency and to allow readers to form their own assessment of
potential biases that may have influenced the results of research studies, the Journal
of Periodontology requires that all authors declare potential competing interests

relating to papers submitted for publication. Conflicts of interest are defined as those


http://www.nlm.nih.gov/mesh/
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influences that may potentially undermine the objectivity or integrity of the research, or

create a perceived conflict of interest.

Authors are required to submit:

1. A statement in the acknowledgments section of the manuscript that includes the
source of any funding for the study, and defines the commercial relationships of each
author. If an author has no commercial relationships to declare, a statement to that
effect should be included. This statement should include financial relationships that
may pose a conflict of interest or potential conflict of interest. These may include
financial support for research (salaries, equipment, supplies, travel reimbursement);
employment or anticipated employment by any organization that may gain or lose
financially through publication of the paper; and personal financial interests such as
shares in or ownership of companies affected by publication of the research, patents
or patent applications whose value may be affected by this publication, and consulting
fees or royalties from organizations which may profit or lose as a result of publication.

An example is shown below.

2. A conflict of interest and financial disclosure form for each author. A link to this

electronic form will be e-mailed to each author after manuscript submission.

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the

manuscript for publication.

Example of Conflict of Interest Statement

This study was supported by a grant from the Acme Implant Corporation, Seoul, Korea.
Dr. Lee is on the scientific advisory board for Acme Implant Corporation and gives
lectures sponsored by the company. Dr. Smith is a consultant and shareholder of the
Brownstone Implant Corporation, Boston, Massachusetts. Dr. Wang is employed full-
time as chief technical officer of the Acme Implant Corporation. Drs. Able, Kim, and
Bruce report no conflicts of interest related to this study.
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REFERENCES

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the
text. A journal, magazine, or newspaper article should be given only one number; a
book should be given a different number each time it is mentioned, if different page

numbers are cited.

All references are identified, whether they appear in the text, tables, or legends, by
Arabic numbers in superscript. Journal title abbreviations should be those used by the
U.S. National Library of Medicine. If you are uncertain about the correct abbreviation
for a journal title, please search for the journal

at https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcataloq.

The use of abstracts as references is strongly discouraged. Manuscripts accepted for
publication may be cited and should include the manuscript’s DOI, if known. Material
submitted, but not yet accepted, should be cited in text as "unpublished observations."
Written and oral personal communications may be referred to in text, but not cited as
references. Please provide the date of the communication and indicate whether it was
in a written or oral form. In addition, please identify the individual and his/her affiliation.
Authors should obtain written permission and confirmation of accuracy from the source
of a personal communication. Presented papers, unless they are subsequently
published in a proceedings or peer-reviewed journal, may not be cited as references.
In addition, Wikipedia.org may not be cited as a reference. For most manuscripts,
authors should limit references to materials published in peer-reviewed professional
journals. In addition, authors should verify all references against the original
documents. References should be typed double-spaced. Examples of references are
given below. Authors are encouraged to consult EndNote for the Journal of

Periodontology’s preferred reference style.

Journals

1. Standard journal reference. Note: list all authors if six or fewer; when seven or more,
list only first three and add et al. Kurita-Ochiai T, Seto S, Suzuki N, et al. Butyric acid
induces apoptosis in inflamed fibroblasts.J Dent Res 2008;87:51-55.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog
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2. Corporate author. Federation Dentaire Internationale. Technical report no. 28.
Guidelines for antibiotic prophylaxis of infective endocarditis for dental patients with
cardiovascular disease. Int Dent J 1987;37:235.
3. Journal paginated by issue. Card SJ, Caffesse RG, Smith BA, Nasjleti CE. New
attachment following the use of a resorbable membrane in the treatment of
periodontitis in dogs. Int J Periodontics Restorative Dent 1989;9(1):59-69.
4. Non—-English-language titles translated into English. Buchmann R, Khoury F, Hesse
T, Muller RF, Lange DE. Antimicrobial therapy of peri-implant disease (in German). Z
Zahnérztl Implantol 1996;12:152-157.

Books and Other Monographs

5. Personal author(s). Tullman JJ, Redding SW. Systemic Disease in Dental
Treatment. St. Louis: The CVv Mosby Company; 1983:1-5.
6. Chapter in a book. Rees TD. Dental management of the medically compromised
patient. In: McDonald RE, Hurt WC, Gilmore HW, Middleton RA, eds. Current Therapy
in Dentistry, vol. 7. St. Louis: The CV Mosby Company; 1980:3-7.
7. Agency publication. Miller AJ, Brunelle JA, Carlos JP, Brown LJ, Loé H. Oral Health
of United States Adults. Bethesda, MD: National Institute of Dental Research; 1987.
NIH publication no. 87-2868.
8. Dissertation or thesis. Teerakapong A. Langerhans’ cells in human periodontally

healthy and diseased gingiva. [Thesis]. Houston, TX: University of Texas; 1987. 92 p.

Electronic Citations

Note: DOIs are preferred for journal articles. If a DOI is not available, please

provide a URL and access date.

9. Online-only article. Rasperini G, Acunzo R, Limiroli E. Decision making in gingival
recession treatment: Scientific evidence and clinical experience. Clin Adv
Periodontics 2011;1:41-52. doi:10.1902/cap.2011.100002.
10. Ahead of print. McGuire MK, Scheyer ET, Nevins M, et al. Living cellular construct
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for increasing the width of keratinized gingiva. Results from a randomized, within-
patient, controlled trial [published online ahead of print March 29, 2011]. J Periodontol;
doi:10.1902/jop.2011.100671.

11. Web sites. Centers for Disease Control and Prevention. Periodontal Disease.
Available at: https://www.cdc.gov/oralhealth/conditions/periodontal-

disease.html.

TABLES

Tables should be numbered consecutively in Arabic numbers in the order of their
appearance in the text. A brief descriptive title should be supplied for each.
Explanations, including abbreviations, should be listed as footnotes, not in the heading.
Every column should have a heading. Statistical measures of variations such as
standard deviation or standard error of the mean should be included as appropriate in
the footnotes. Do not use internal horizontal or vertical rules. The submission system
will easily read tables created with Word’s table utility or when inserted into Word from

Excel.

FIGURES

Please see the Journal of Periodontology's Digital Art Guidelines for detailed

instructions on submitting high-quality images.

FOOTNOTES

Footnotes should be used only to identify author affiliations; to explain symbols in
tables and illustrations; and to identify manufacturers of equipment, medications,
materials, and devices. Use the following symbols in the sequence shown: *, 1, 1, §, I,
1 # ™ 11, etc.


https://www.cdc.gov/oralhealth/conditions/periodontal-disease.html
https://www.cdc.gov/oralhealth/conditions/periodontal-disease.html
https://authorservices.wiley.com/asset/photos/electronic_artwork_guidelines.pdf
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SUPPORTING INFORMATION

The Journal of Periodontology includes supplementary/supporting information in the

online Journal. All supplementary material should be called out in the text.

Supplementary Figures and Tables

Journal of Periodontology articles are limited to a combined total of six figures and
tables in the print publication. Any additional figures and tables should be submitted as
supplementary files. Each supplementary figure or table should be submitted as a
separate file. Please follow the guidelines regarding resolution, format, etc. for printed
figures (see Figures above) and tables (see above) when preparing supplementary
figures and tables. In summary, each figure, table, or multimedia file should be
uploaded separately and the file names should clearly identify the file (i.e.,
SupplementaryFigurel.tif, SupplementaryTablel.xls, etc.). If file size limitations
prevent you from uploading your supplemental material, please e-

mail jerry@perio.org.

Supplementary Videos

The Journal of Periodontology publishes short videos to supplement a paper when
appropriate. Most standard video formats are accepted. Videos should be edited to
remove extraneous material. Authors should adhere to OSHA regulations when

preparing their videos. Please e-mail julie@perio.org for information on how to submit

videos. If your video is accepted for publication, all authors will need to submit a video
copyright form. This form can be found on ScholarOne Manuscripts in the upper right-

hand corner under "Instructions & Forms."

Authors can create video abstracts for their articles through Wiley’s partnership with

Research Square. Visit the Wiley and Research Square websites for more

information about this video option. Authors are also welcome to create and submit

their own videos.


mailto:jerry@perio.org
mailto:julie@perio.org
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Promotion/video-abstracts.html
https://www.researchsquare.com/wiley/
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STYLE

Please follow the guidelines below when preparing a manuscript:

» Be sure to put the genus and species of an organism and journal names in the

reference section in italics.
* Do not italicize common Latin terms such as in vitro, in vivo, e.g., or i.e.
* Use a block style; do not tabulate or indent material.

* Refer to the newest edition of the Glossary of Periodontal Terms published by the

American Academy of Periodontology for preferred terminology.

 Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Annals

of Periodontology, volume 4 (1999 International Workshop for a Classification of

Periodontal Diseases and Conditions).

» Create equations as text, treating any mathematical symbols as special characters

and assigning them the Symbol font.

* Measurements of length, height, weight, and volume should be reported in metric
units or their decimal multiples. Temperatures should be given in degrees Celsius and
blood pressure in millimeters of mercury. All hematologic and clinical chemistry
measurements should be reported in the metric system in terms of the International
System of Units (SI). Description of teeth should use the American Dental Association

(i.e., Universal) numbering system.

« Statistical methods should be described such that a knowledgeable reader with
access to the original data could verify the results. Wherever possible, results should
be quantified and appropriate indicators of measurement error or uncertainty given.
Sole reliance on statistical hypothesis testing or normalization of data should be
avoided. Data in as close to the original form as reasonable should be presented.
Details about eligibility criteria for subjects, randomization, methods for blinding of
observations, treatment complications, and numbers of observations should be
included. Losses to observations, such as dropouts from a clinical trial, should be

indicated. General-use computer programs should be listed. Statistical terms,


https://members.perio.org/libraries/glossary
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/toc/21625131/1999/4/1
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/toc/21625131/1999/4/1
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abbreviations, and symbols should be defined. Detailed statistical, analytical

procedures can be included as an appendix to the paper if appropriate.

AUTHORSHIP

Individuals identified as authors must meet all of the following criteria established by
the International Committee of Medical Journal Editors: 1) substantial contributions to
conception and design, or acquisition, analysis, or interpretation of data; 2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content; 3) final approval of the
version to be published; and 4) agreement to be accountable for all aspects of the work
in ensuring that questions related to the accuracy or integrity of any part of the work
are appropriately investigated and resolved.
Once the Journal of Periodontology has received a manuscript, any changes in

authorship must be e-mailed to jerry@perio.org and must contain the signature of the

author who has been added or removed from the paper. Authors who are added must

submit a conflict of interest and financial disclosure form (see below).

Conflict of Interest and Financial Disclosure Form

A conflict of interest and financial disclosure form must be submitted by each author.
A link to this electronic form will be e-mailed to each author after manuscript
submission. Due to this, all authors are required to have accounts with valid e-mail
addresses in ScholarOne Manuscripts and be listed as authors for the submitted

paper. Submitting authors are able to create accounts for co-authors.

CLINICAL TRIALS

If your manuscript is reporting a randomized clinical trial, you are required to submit
a CONSORT checklist with your manuscript. More information can be found

at www.consort-statement.org.



mailto:jerry@perio.org
http://mc.manuscriptcentral.com/jperio
http://www.consort-statement.org/downloads
http://www.consort-statement.org/
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All clinical trials must be registered prior to submission to the Journal of Periodontology
at one of the registration sites listed below. The registration number and date of
registration should be included in the Materials and Methods section. Starting

January 1, 2016, all clinical trials must be registered prior

to initiation (i.e., recruitment) of the trial.

Please see https://www.clinicaltrials.gov/ct2/aboutstudies/learn#Whatls for more

information regarding clinical trials.

* U.S. National Institutes of Health Clinical Trials Registry

- http://www.clinicaltrials.gov

* EU Clinical Trials Register - https://www.clinicaltrialsregister.eu

* WHO International Clinical Trials Registry Platform

- http://www.who.int/ictrp/en

ANIMAL AND HUMAN TRIALS

All manuscripts reporting the use of human subjects must include a statement that the
protocol was approved by the author’s institutional review committee for human
subjects AND that the study was conducted in accordance with the Helsinki
Declaration as revised in 2013. Do not use any designation in tables, figures, or
photographs that would identify a patient, unless written consent from the patient is

submitted.

For research involving the use of animals, it is necessary to indicate that the protocol
was approved by the author’s institutional experimentation committee or was
conducted in accordance with guidelines approved by the Council of the American

Psychological Society (1980) for the use of animal experiments.

PRODUCT IDENTIFICATION


https://www.clinicaltrials.gov/ct2/aboutstudies/learn#WhatIs
http://www.clinicaltrials.gov/
https://www.clinicaltrialsregister.eu/
http://www.who.int/ictrp/en
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Use of brand names within the title or text is not acceptable, unless essential when the
paper is comparing two or more products. When identification of a product is needed
or helpful to explain the procedure or trial being discussed, a generic term should be
used and the brand name, manufacturer, and location (city/state/country) cited as a

footnote.

REVISED MANUSCRIPTS

Revised manuscripts should be submitted online at ScholarOne Manuscripts by the

same author who submitted the original manuscript. Authors have 30 days to submit a
revision. Revisions should adhere to the same requirements as original submissions.
Additionally:

1. A detailed response to each reviewer comment for the original manuscript should
be included. This response should also describe what changes were made in the
manuscript to address each comment in the reviews.

2. Only the most recent version of each file should be uploaded. You may have

to delete older files from the Author Center.
3. Please Any modified or added text must be highlighted in yellow in the revised

manuscript.

4. Figures and tables should be resubmitted with revised manuscripts, even if they

were not revised.

REVIEW PROCESS

Peer Review

The Journal of Periodontology is a peer-reviewed publication. All manuscripts are
submitted to a minimum of two reviewers and, when appropriate, to a statistical
reviewer. Authors are given reviewer comments and additional information or
observations as the Editor believes would be helpful. Revised manuscripts are due

within 30 days of receipt of the Editor's communication.


http://mc.manuscriptcentral.com/jperio
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MANUSCRIPT ACCEPTANCE

All manuscripts accepted for publication become the property of the American
Academy of Periodontology. If your paper is accepted, the author identified as the
formal corresponding author for the paper will receive an email prompting them to log
in to Author Services where, via the Wiley Author Licensing Service (WALS), they will
be able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper. Once
all forms are received by the editorial office, an unedited version of the accepted
manuscript will appear online ahead of print on the journal’s website. Once a
manuscript is online ahead of print, it is fully citable based on the Digital Object
Identifier (DOI) assigned to the manuscript. Manuscripts will be copyedited, published
online, and printed in an issue of the Journal of Periodontology approximately 4 to 6

months after acceptance.

Copyright Transfer Agreement (CTA)

If the OnlineOpen option is not selected, the corresponding author will be presented
with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the

CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAOSs.

OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected, the corresponding author will have a choice of
the following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

* Creative Commons Attribution Non-Commercial License
» Creative Commons Attribution Non-Commercial NoDerivs License

* Research Councils UK (RCUK) and Wellcome Trust authors will use the Creative

Commons Attribution License


http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
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Please visit the terms and conditions of these open access agreements here.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome
Trust and members of the Research Councils UK (RCUK), you will be given the
opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in complying
with Wellcome Trust and RCUK requirements. For more information on this policy and
the journal’s compliant self-archiving policy please

visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

Reprints

Corresponding authors may purchase reprints at the time pages are received for

proofreading.

Funding Agency Requirements

Consistent with current policies, authors who have papers based on funded research
accepted for publication in the Journal of Periodontology may make their final accepted
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ANEXO C — NORMAS DA POS-GRADUACAO

Carlos Menezes Aguiar

MANUAL PARA NORMATIZACAO DE DISSERTACOES E TESES
DOS CURSOS DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO
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Encontra-se disponivel no site da P6s-Graduacao de Odontologia da UFPE ou no
link abaixo: https://drive.google.com/open?id=1AQTO0Ili3KIM8orF40tojnY6KB1eFUzQD
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