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RESUMO

Considerando o desbalanco inflamatério e imune presente em individuos com
Periodontite (P) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), bem como a relagao bidirecional das
duas doencas, fica evidente a importancia de estudos de fatores genéticos
relacionados ao surgimento e cronicidade dessas doencas, assim como o impacto
causado pela coexisténcia delas no individuo. Neste sentido, o presente estudo
investigou se polimorfismos nos genes CCR5, CCL5 e HLA-G influenciam na P em
individuos com e sem DM2, de uma populacdo do Nordeste brasileiro. Para este fim,
285 individuos, sendo 111 com DM2+P, 102 com apenas P e 72 controles saudaveis
(CS). Foram estudados 4 polimorfismos: 2 SNPs em CCL5 (rs1800825 e rs2107538),
uma delegdo em CCR5 (CCR5A32) e um indel em HLA-G (14pb indel). As
genotipagens foram realizadas por PCR convencional (CCR5 e HLA-G) e PCR em
tempo real, utilizando sondas alelo especificas (CCL5). Os resultados demonstraram
diferencas significativas entres os grupos quanto as variantes clinico-epidemioldgicas
(sexo, idade, renda, tabagismo, escolaridade, numero de dentes, profundidade de
sondagem, nivel de insercao clinica, indice de sangramento e indice de placa). Em
relacdo as variantes genéticas, apenas o SNP rs1800825, em CCL5, foi associado
com uma maior susceptibilidade de desenvolvimento de DM2 em individuos com P.
Variantes em HLA-G (indel 14pb) foram relacionadas a uma maior susceptibilidade de
desenvolvimento de DM2 e P associadas, com um maior grau e extensédo da P e,
ainda, a uma maior chance de ter menos que vinte dentes e um maior indice de placa
visivel. Portanto, o estudo concluiu que fatores ambientais e genéticos estédo
implicados no contexto da periodontite, com ou sem a presenca do DM2. As analises
apresentaram evidéncias inéditas para o contexto da DM2 e P em relacéo as variantes
genéticas CCL5 e HLA-G, despertando a necessidade de um maior aprofundamento
dos estudos de variantes genéticas nestes genes, na Periodontite e no Diabetes
Mellitus tipo 2.

Palavras-chave: periodontite; diabetes mellitus tipo 2; quimiocina CCL5; antigenos
HLA-G; receptores CCR5.



ABSTRACT

Considering the inflammatory and immune imbalance present in individuals with
Periodontitis (P) and Type 2 Diabetes Mellitus (DM2), as well as the bidirectional
relationship of the two diseases, it is evident the importance of studies of genetic
factors related to the emergence and chronicity of these diseases, as well as the impact
caused by their coexistence in the individual. In this sense, the present study
investigated whether polymorphisms in CCR5, CCL5, and HLA-G genes influence P
in individuals with and without DM2, from a population in Northeast Brazil. For this
purpose, 285 individuals, 111 with DM2+P, 102 with only P and 72 healthy controls
(HC). We studied 4 polymorphisms: 2 SNPs in CCL5 (rs1800825 and rs2107538), a
deletion in CCR5 (CCR5A32) and an indel in HLA-G (14pb indel). Genotyping was
performed by conventional PCR (CCR5 and HLA-G) and real-time PCR using allele-
specific probes (CCL5). The results showed significant differences between the groups
regarding clinical and epidemiological variants (gender, age, income, smoking status,
education, number of teeth, probing depth, clinical attachment level, bleeding index,
and plaque index). Regarding genetic variants, only SNP rs1800825, in CCL5, was
associated with a higher susceptibility to develop DM2 in individuals with P. Variants
in HLA-G (indel 14pb) were related to a higher susceptibility to develop DM2 and
associated P, with a higher degree and extent of P, and also to a higher chance of
having fewer than twenty teeth and a higher visible plaque index. Therefore, the study
concluded that environmental and genetic factors are implicated in the context of
periodontitis, with or without the presence of DM2. The analyses presented novel
evidence for the context of DM2 and P in relation to the CCL5 and HLA-G genetic
variants, raising the need for further studies of genetic variants in these genes in
periodontitis and type 2 Diabetes Mellitus.

Key words: periodontitis; diabetes mellitus, type 2; chemokine CCL5; HLA-G antigens;
receptors, CCRS.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca infecciosa que afeta cerca de 50% dos adultos em
todo o mundo. Tendo a resposta imune e a presenca de placa dentaria como
contribuintes para o seu desenvolvimento, a doenca periodontal estimula as respostas
imunoinflamatérias do hospedeiro, resultando em quebra das fibras de colageno, do
ligamento periodontal e do osso alveolar, que dédo suporte ao dente, com consequente
perda de insergéo (1-4).

O biofilme dentario pode ser considerado o principal fator etiolégico para a
producao oral de biomarcadores inflamatérios, embora varios mecanismos bioldgicos
possam estar envolvidos. Fatores de risco ambientais (higiene, tabagismo, estresse e
outros) e fatores genéticos também estdo envolvidos na patogénese da periodontite
(5-7). A producéo local de citocinas, em resposta as bactérias periodontais e seus
produtos, esta relacionada a maiores concentracdes séricas de biomarcadores pro-
inflamatérios (8). Adicionalmente, alteracdes sistémicas, como o DM2, podem afetar
a prevaléncia, a incidéncia e a gravidade das Doencas Periodontais (DP) (9-12).

O Diabetes Mellitus tipo 2 € um distirbio com componentes metabdlicos e
vasculares, caracterizado por hiperglicemia devido a funcéo defeituosa da insulina ou
receptores de células de insulina alterados (resisténcia a insulina) (13). Muitos fatores
contribuem para o aparecimento e desenvolvimento de complicagdes do diabetes,
como: genética, dieta, estilo de vida, idade e obesidade (14, 15). Estudos indicam que
o controle dos processos inflamatérios pode estar relacionado a novas abordagens no
tratamento desse disturbio, que € um fator de risco reconhecido para DP (10, 11, 16,
17).

A doenga periodontal foi reconhecida como a “sexta complicagédo” do DM2 (18),
juntamente com retinopatia, neuropatia, nefropatia, complicagcdes cardiovasculares
(doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica)
e retardo na cicatrizacdo de feridas. As complicacdes orais do diabetes podem ser
devastadoras para o individuo, podendo incluir, além da periodontite, candidiase, carie
dentaria, perda de dente, gengivite, liguen plano, distarbios neurossensoriais
(sindrome da boca ardente), disfungéo salivar, xerostomia e alteracéo do paladar (19).

Para a analise de biomarcadores que podem estar relacionados a essas
condi¢cbes, a coleta de amostras de saliva oferece vantagens por nao requerer

equipamento especializado, ser mais rapida e mais conveniente para o paciente, além
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de representar uma amostra combinada de componentes de todos os sitios
periodontais, indicando uma avaliacdo global do estado das alteracbes. Com isso,
mediadores inflamatérios e imunoldgicos sintetizados e secretados na presenca
desses disturbios, podem ser estudados (20, 21).

O aparecimento de alguns tipos especificos de leucdcitos no infiltrado
inflamatorio € mediado por citocinas quimiotaticas especificas, denominadas
quimiocinas. Essas quimiocinas sdo proteinas importantes na determinacdo da
natureza da resposta do hospedeiro, pois promovem o recrutamento seletivo de
subconjuntos de células imunes, que podem amplificar a inflamacgé&o ou suprimi-la (22-
24).

O ligante 5 de quimiocina classe CC (CCL5), também conhecido como
RANTES (regulado na ativagéo de células T normais expressas e secretadas), € uma
guimiocina inflamatdria que pode ser produzida por linfécitos T, plaquetas, células
endoteliais, musculo liso e macréfagos (25), sendo codificado pelo gene CCLS5,
localizado no cromossomo 17. Sua principal fungao, relaciona-se com o recrutamento
de leucdcitos e migracdo dos mesmos pela camada de células endoteliais para a area
inflamada (26), tendo sido demonstrado ser altamente expresso em uma infinidade de
tipos de cancer (26-31).

No contexto da periodontite, foi visto uma expressdo aumentada de CCL5 no
fluido gengival crevicular, local ativo da inflamacao periodontal (28). Adicionalmente,
estudos apontam que a quantidade de moléculas de CCL5 no sangue de individuos
com periodontite permanece em niveis aumentados mesmo apds terapias
periodontais (7, 29).

Em células imunes, CCL5 foi relatado inicialmente como um fator supressor de
HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e expresso principalmente por células T
CD8+ (32). Ele se liga ao seu receptor cognato CC receptor de quimiocina tipo 5
(CCR5), que € (ao lado do receptor de quimiocina CXC tipo 4 - CXCR4), um
correceptor de entrada de HIV nas células T CD4+ (33).

O CCRS5 € um receptor transmembrana de quimiocina acoplado a proteina G,
codificado pelo gene CCR5, localizado no cromossomo 3. E expresso em varias
células do sistema imune, como linfocitos T efetores e de memoria, linfocitos T CD4+
helper tipo 1, células NK, células T Natural killer (NKT), mondcitos, macrofagos,
células dendriticas imaturas, células de Langerhans e basofilos (34), sendo expresso

em uma ampla variedade de tecidos (35) e células ndo-hematopoiéticas (34, 36, 37).
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A proteina possui 352 aminoacidos e esta diretamente envolvida no recrutamento
seletivo de varios subconjuntos de leucécitos, incluindo neutrdfilos, mondcitos, células
NK e linfocitos (38-40). De forma semelhante ao CCL5, o CCR5 € superexpresso em
muitos tipos de cancer (41-45).

A ativacdo dos sinais de transducdo desencadeados pelo acoplamento do
CCR5 com ligantes estimula ndo apenas a migracédo celular, mas também influencia
a proliferagéo, expressdo de citocinas e ativagdo de fungbes efetoras (30). O
polimorfismo CCR5A32 (rs333) € uma delegdo de 32 pares de bases, que ocasiona
uma alteracdo na matriz de leitura (“frameshift’) do gene CCR5, levando a uma perda
de funcdo em decorréncia da a abolicdo da expresséao da superficie celular do receptor
(31, 46). Assim, com base na relevancia do CCR5 para a patogénese da periodontite
experimental, é razoavel supor que a variante CCR5A32 poderia ser um fator de risco
relevante para a periodontite humana (7, 40, 47).

Além disso, estudos mostraram que a expressdo de CCL5 / CCR5 estava
aumentada em pacientes com nefropatia diabética (ND) ou retinopatia diabética (RD),
e sua expressao anormal estava associada a inerente lesao renal ou a formacédo de
neovascularizacao intraocular (48, 49). Assim, as mutacdes no gene CCL5 ou CCR5
podem ser o determinante na patogénese do DM2.

Outro gene importante na resposta hospedeira é o HLA-G. Caracteriza-se como
um gene ndo classico de classe I, localizado no brago curto do cromossomo 6, na
regido 6p21-3 (50, 51). E expresso ndo somente na superficie da membrana das
células, mas também nos fluidos corporais na forma de HLA-G solavel (52). O
transcrito primario do HLA-G produz sete isoformas, quatro das quais ligadas a
membrana (G1 a G4) e trés soluveis (G5 a G7) (50, 53-55).

O principal polimorfismo observado na regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR) do gene
HLA-G, na posi¢do 3741, é caracterizado pela presenca de inser¢do ou delecédo de
14 pares de base (pb) (rs1704) (56), o que influencia a estabilidade do RNA
mensageiro (MRNA) (57). Os transcritos do HLA-G gerados por seus alelos com a
sequéncia de insercdo de 14 pb podem estar sujeitos a um splicing alternativo
adicional, com a remoc¢do de mais 92 pb. Tal acontecimento, confere melhor
resisténcia a degradacdo do mRNA (50, 58) e altera a funcdo (59) e os niveis da
proteina (60, 61).

O HLA-G apresenta efeitos inibitérios, ou seja, propriedades

imunossupressivas, atraves de interacdes com receptores expressos nas células do
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sistema imune (54). Ele inibe a funcéo citolitica de células NK (62) e linfocitos T, a
resposta aloproliferativa de células T CD4+, a proliferacédo de células Tea maturacao
de células dendriticas, podendo também induzir células T regulatérias (55).

Pelo fato de a molécula HLA-G estar envolvida em varios processos
imunoregulatorios e em desordens inflamatdrias, representa um excelente gene
candidato para associacdo com a periodontite. Ainda, sua associacdo com DM2
também pode ser hipotetizada, tendo em vista este disturbio metabdlico apresentar
um estado inflamatdério crénico envolvendo disfuncdo endotelial.

O presente estudo teve o objetivo de investigar se polimorfismos nos genes
CCR5 (CCR5432), CCL5 (rs1800825 e rs2107538) e HLA-G (indel 14pb) influenciam
na ocorréncia de Periodontite em individuos com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, de
uma populacdo do Nordeste brasileiro.
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2 PREAMBULO

A periodontite € uma doencga inflamatoria multifatorial, na qual as fibras de
coldgeno de suporte do dente, do ligamento periodontal e do osso sdo quebradas,
principalmente, devido ao desenvolvimento de uma resposta imunoinflamatoria
exacerbada ao biofilme dental. Esta resposta provoca uma cascata de reacdes, que
podem ser eficientes contra a agressao ou descontroladas, promovendo danos aos
tecidos.

O Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2), considerado como um fator de risco para
o desenvolvimento de periodontite, também € uma doenca com repercussdes
inflamatorias, onde um continuo e persistente processo inflamatério, desencadeado
por fatores locais e estimulos externos, pode alterar componentes metabdlicos e
vasculares.

Neste sentido, € evidente a existéncia de uma relacdo entre essas duas
disfuncdes. Individuos com bom controle metabdlico podem diminuir a taxa de perda
de insercdo e esse melhor controle glicémico pode ser alcancado apés o tratamento
periodontal eficaz.

Fatores genéticos também estdo envolvidos na patogénese da periodontite,
dentre os quais se destacam polimorfismos em genes relacionados com a resposta
imune. Estes polimorfismos podem ser variagbes pontuais, descritos como
polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs), ou mesmo insercdes e delecdes de
porcdes génicas, os quais podem provocar a perda de funcdo ou modular a expressao
génica, podendo assim alterar a susceptibilidade a doenca.

O CCR5 é um receptor transmembrana que se liga a quimiocinas, a macroéfagos
e regula a ativacdo de células T, estando associado a inducdo de perda é6ssea
alveolar, consequentemente a periodontite. A delecdo CCR5A32 altera a configuracdo
do receptor, diminuindo a quantidade de CCR5 na face externa da membrana
plasmatica, impossibilitando a ligacao a proteina CCL5, ligante natural, atrapalhando
o recrutamento de células para o local da infecgéo.

O ligante CCL5 (ligante 5 de quimiocina CC), também conhecido como
RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and secreted), € uma
quimiocina que pode ser expressa em linfocitos T, plaquetas, células endoteliais,
musculo liso e macréfagos. Sua principal funcéo esta relacionada ao recrutamento de

leucocitos e migragdo destes através da camada de células endoteliais para a area
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inflamada. Polimorfismos nesse gene podem alterar a resposta inflamatoria de
individuos com periodontite com ou sem Diabetes Mellitus tipo 2.

Outro gene, o HLA-G (Antigeno Leucocitario Humano G), localizado no
cromossomo 6, j4 foi estudado em varias doencas inflamatorias, como artrite
reumatoide, IGpus eritematoso sistémico e esclerose mdultipla. Sua molécula tem
importantes propriedades imunomoduladoras, podendo estar associada a prejuizo de
funcdo das células imunes, como: células T e B, células Natural Killer (NK), mondécitos,
macréfagos, neutrofilos e células dendriticas. Com isso, h4 uma hipdtese de que
polimorfismos do gene HLA-G podem estar associados a modulacdo da
susceptibilidade a periodontite.

O presente estudo teve o objetivo de investigar se polimorfismos nos genes
HLA-G (indel 14pb), CCR5 (CCR5A32) e CCL5 (rs1800825 e rs2107538) influenciam
na ocorréncia de periodontite em individuos com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, de

uma populacdo do Nordeste brasileiro.
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3 METODOLOGIA

3.1 POPULACAO ALVO, TAMANHO AMOSTRAL E DESENHO DO ESTUDO

A populacao de estudo, oriunda do Estado de Pernambuco, foi constituida por
individuos diagnosticados com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com
apenas Periodontite (P) e individuos saudaveis para as duas condi¢des (CS). Todos
os envolvidos foram recrutados no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital
Agamenon Magalhdes (HAM) e na Clinica do Programa de Pdés-Graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal de Pernambuco (PPGO-UFPE).

A amostragem se deu de forma aleatéria e, inicialmente, nao-probabilistica,
totalizou 285 individuos, sendo 111 com DM2 + P, 102 com apenas P e 72 individuos
Cs.

3.2 TIPO E LOCALIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho compreendeu um estudo do tipo caso-controle, composto
por uma etapa clinica e uma etapa laboratorial.

As avaliacdes clinicas dos individuos, assim como a coleta de material biol6gico
foram realizadas no Ambulatério de Endocrinologia do HAM (Recife-PE), referéncia
no atendimento de individuos com Diabetes, e na Clinica do PPGO-UFPE, no periodo
de novembro/2015 a setembro/2017.

As analises laboratoriais aconteceram no Laboratorio de Biologia Molecular da
PPGO-UFPE e no Setor de Biologia Molecular do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE).

3.3 SELECAO DOS GRUPOS AMOSTRAIS

Inicialmente foi realizado o convite aos individuos para participar do estudo,
obedecendo aos critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos, conforme a
sequir:

v' Critérios de incluséo para o grupo com Diabetes Mellitus do tipo 2 e Periodontite

(DM2+P): ser portador de DM2 e ter o diagndstico clinico de periodontite
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cronica (PC) (6, 63); ter idade minima de 35 anos e, no minimo, 8 dentes
naturais (excluindo os com indicacédo de exodontia) (64);

v' Critérios de inclusdo para o dgrupo com apenas Periodontite (P): ter o

diagnéstico clinico de PC (6, 63); ter idade minima de 35 anos e, no minimo, 8
dentes naturais (excluindo os com indicacédo de exodontia) (64);

v" Critérios de inclusdo para o grupo de individuos Controles Saudaveis (CS): ter

idade minima de 35 anos, ndo apresentar DM2 e/ou P, e, no minimo, 8 dentes
naturais (excluindo os com indicagéo de exodontia) (64);

v' Critérios de exclusdo: ter feito uso de antibidticos nos ultimos 6 meses; fazer

uso de anti-inflamatérios de forma cronica; apresentar condi¢cdes que

comprometam a imunidade sistémica; estar gravida ou lactante; ter se

submetido a tratamento periodontal nos ultimos 6 meses; ser fumante; usar

aparelho ortodéntico e ser portador de DM2 e/ou P.

Segundo a Associacdo Americana de Periodontia (AAP) (2015) (63), que
reorganizou a classificacdo proposta em 1999, o diagnostico da PC deve se basear
em varios parametros clinicos e radiograficos, os quais nem sempre estardo todos
presentes. A PC, quanto a severidade, classifica-se em leve, moderada ou severa; ja
guanto a extensao, classifica-se em localizada ou generalizada (63).

Neste estudo, a doenca foi caracterizada pela presenca de alguns parametros
indicativos de inflamacédo, como: sangramento a sondagem, aumento da profundidade
de sondagem e perda de inserc¢éao clinica.

Em 2018, uma nova classificacdo para as doencas periodontais foi estabelecida
(65). Apesar dos individuos terem sido recrutados, inicialmente, seguindo as diretrizes
estabelecidas na classificacao de 2015, os grupos foram reorganizados, baseando-se
neste atual esquema de classificacdo para doencas e condi¢des periodontais e peri-
implantares, levando, invariavelmente, a uma perda e/ou mudanca de grupos
formados inicialmente.

Diante disso, para o presente estudo, considerou-se doenca periodontal
agueles pacientes reclassificados como periodontite (em todos os estadios e graus) e
como saude clinica com periodonto reduzido (periodontite estavel). O grupo de
controles saudaveis foi formado por individuos com saude periodontal e gengival (com
periodonto integro e reduzido, desde que nao tenha sido decorrente de doenca

periodontal), aléem daqueles com gengivite por biofilme.
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Esse novo esquema de classificacdo ja estabelece individuos com diabetes
como um grupo a parte, devido a particularidade da relacdo entre as duas doencas.
Desse modo, no grupo DM2+P permaneceram os individuos que se adequavam aos
requisitos de periodontite, sendo classificados também os seus estadios e graus.

3.4 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos e condutas adotadas no presente trabalho, seguiram
a normativa n°® 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 e carater cientifico da pesquisa,
conscientizados dos beneficios e possiveis danos que teriam em participar da mesma.
Mediante aceitacdo em participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), concordando em participar do estudo (Apéndice A).

Todos os procedimentos clinicos e laboratoriais utilizados neste 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 HAM,
instituicdo coparticipante (registro n°® 1368830) (Anexo A).

3.5 INSTRUMENTOS DE PESQUISA
3.5.1 Entrevista

Apos explicacdo dos objetivos da pesquisa, aceite do individuo em participar e
assinatura do TCLE, foi realizada uma breve entrevista, a partir da qual foram
requisitadas informacdes sobre idade, sexo, renda e escolaridade de cada
participante, conforme ficha clinica (Apéndice B).
3.5.2 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 insercao clinica (ou Nivel
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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 odontoscépio e sonda periodontal milimetrada
tipo Carolina do Norte (Trinity®). Durante todo o processo, trés examinadores e
anotadores calibrados fizeram os exames clinicos e o0 registro nas fichas dos

individuos (valores de concordancia Kappa 0,40 < k < 0,75)(66).

3.6 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E ISOLAMENTO DO DNA

ApGs o exame clinico, foi realizada a coleta de saliva em tubos do tipo Falcon
(15ml) estéreis, solicitando, a cada individuo, cuspir por 3 minutos (67). Esse material
foi devidamente identificado, armazenado em condicdes refrigeradas e transportado
para o Laboratério de Biologia Molecular do PPGO- 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 gendmico
Wizard® (PROMEGA), seguindo o mesmo protocolo para amostras de sangue,
preconizado pelo fabricante. O DNA gendmico isolado foi quantificado e verificado
guanto sua pureza, através do espectrofotdbmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000
(Thermo Fischer®), considerando as razbes entre as absorbancias 260/280nm e
260/230nm. Amostras consideradas satisfatérias deveriam apresentar valor igual ou
superior a 50ng/ul de DNA, razdo 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.

3.7 SELECAO DOS POLIMORFISMOS E GENOTIPAGEM

A selecéo dos polimorfismos nos genes HLA-G, CCR5 e CCLS5 foi baseada em
seu impacto funcional, 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/ou africana (Yoruba
in Ibadan, Nigeria -YRI) e no historico de associacdo das variantes com doencas de
carater inflamatorio. A selecédo se deu de acordo com as bases de dados do NCBI e
1000genomes (68).
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Foram selecionados 4 polimorfismos, sendo uma insercao/delecao (indel) no
gene HLA-G (HLA-G -14pb indel), uma delecdo no gene do receptor de quimiocina
CCR5 (CCR5A32) e dois polimorfismos de uUnica base (SNPs) no gene CCL5
(rs2107538 e rs1800825) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacao dos polimorfismos selecionados para o estudo.

Tipo de Regiéo Consequéncia
Gene  Cromossomo I Variacéo génica Funcional
CCRS Delecéo de 32 pb Alteracéo da
3 rs333 (A32) Exon3  atriz de leitura
(frameshift)
Insercéo/Delecdo 14pb
HLA-G 6 rs1704 (14pb indel) J'UTR Estabilidade do
mMRNA
SNP (A/G)
rs1800825 5UTR Alteracéo
1 transcricional
CCL5
SNP (C/T)
rs2107538 5UTR Alteracéo

transcricional

Para os polimorfismos nos genes HLA-G e CCRS5, as genotipagens foram
realizadas a partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional, seguida
de eletroforese em gel de agarose, seguindo as metodologias com modificacfes de
Hviid et al. (2002) (60) e Dean et al. (1996) (69).

A genotipagem do polimorfismo 74pb indel em HLA-G foi realizada através de
reacoes de 25ul, com concentracdes finais de 1x PCR buffer, 0,2 nM de dNTPs, 1,5
mM MgClz, 0,75 U de Taq polimerase e 10 pmol de cada primer (foward 5-
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3 e reverse 5’-
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3’). Na amplificagao foram utilizadas as
seguintes condigdes termais: 94°C por 2 minutos, seguidas por 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 64°C por 60 segundos e 72°C por 60 segundos, e uma extensao final
de 72°C por 10 minutos. Os amplicons obtidos foram visualizados em gel de agarose
a 3% e corados com brometo de etideo. O tamanho dos fragmentos gerados foram
224 pb (alelo de insergao) e 210 pb (alelo de delegao).

Na genotipagem da delecdo de 32 pb de CCR5 (CCR5A32), as reacdes foram
preparadas para um volume final de 25uL sendo 1 pL de DNA gendmico (25 ng/ul),
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2,5 pL de buffer PCR, 0,8 yuL de dNTPs, 1,0 pL de MgClz, 0,2 puL de Taq polimerase,
0,4 uL de cada primer (10 puM) - foward 5’-GTCTTCATTACACCTGCAGCTCT-3 e
reverse 5’- CACAGCCCTGTGCCTCTT-3 e 18,7 yL de agua de injegao. As condicdes
térmicas de amplificagdo foram: 95°C por 10 minutos, seguida de 38 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 64,5°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; seguidos de uma
extensédo final de 72°C por 7 minutos. Os amplicons foram visualizados em gel de
agarose a 3%, corados com brometo de etideo e genotipados de acordo com o
tamanho em alelos selvagens (185pb) e alelo com delecdo de 32pb (153pb).

Para os SNPs no gene CCL5, a genotipagem foi realizada através da PCR em
tempo real, utilizando sondas alelo especificas (TagMan®) (Tabela 2) e o
termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems®). Para deteccao dos genoétipos de cada
SNP, foi utilizada uma reacédo com volume total de 5 ul para cada variante, contendo
aproximadamente 1ul de DNA molde por reacao (25ng/ul), 1,25ul de agua ultrapura,
2,5ul do TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 0,25ul de
cada sonda diluidas a 20x (Applied Biosystems®). Para cada amostra foram
realizados 50 ciclos de amplificagdo de acordo com as condicbes padrbes do
equipamento, e para cada experimento, um controle negativo da reacdo (dgua

ultrapura) foi incluido.

Tabela 2 - Sondas alelo-especificas para os SNPs em CCL5.

SNPs em CCL5 N° do ensaio Sequéncia da sonda
ATAAGTGAAATTGCACAAAACGGAA[AIG] AGAAA
rs1800825 C_11417470_10
ACTGAAATAGCCTCCGGAAA

TCCTGCTTATTCATTACAGATCTTAIC/T]

rs2107538 C_ 15874407 10
CTCCTTTCCCTCATCCATGGAAGGA

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas, para cada SNP, foram calculadas por
contagem direta utilizando o programa Genotype Transposer (66). A distribuicdo dos
genadtipos e sua aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada grupo

e para cada SNP foi verificada através do teste Qui-Quadrado.
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As possiveis associacdes entre os grupos e as frequéncias alélicas e
genotipicas foram realizadas através do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de
contingéncia 2 x 2, utilizando o programa R Project (70).

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

O nivel de significancia estatistica adotado em todas as analises foi de a<0,05.
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4 ARTIGO: POLIMORFISMOS NOS GENES CCR5, CCL5 E HLA-G EM
INDIVIDUOS COM PERIODONTITE COM E SEM DIABETES MELLITUS TIPO 2 DE

UMA POPULACAO DO NORDESTE BRASILEIRO

O manuscrito sera submetido ao periodico Journal of Periodontology, de

Qualis Al para Odontologia.

- Contagem de palavras: 4974; Numero de figuras: 0; Numero de tabelas: 3;
NUumero de referéncias: 82

- Titulo curto: CCR5, CCL5 E HLA-G EM PACIENTES COM PERIODONTITE E
DIABETES

- Principais conclusdes: Os fatores ambientais e genéticos estdo implicados no
contexto da periodontite, com ou sem a presenca do DM2, mas apenas 0S
polimorfismos rs1800825 (CCL5) e indel 14pb HLA-G apresentaram associagdo com

a presenca de diabetes em individuos com periodontite.

RESUMO

Historico: Considerando o desbalanco inflamatorio e imune presente em individuos
com Periodontite (P) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), bem como a relac&o bidirecional
das duas doencas, fica evidente a importancia de estudos de fatores genéticos
relacionados ao surgimento e cronicidade dessas doencas, assim como o impacto
causado pela coexisténcia delas no individuo. Neste sentido, 0 presente estudo
investigou se polimorfismos nos genes CCR5, CCL5 e HLA-G influenciam na P em
individuos com e sem DM2, de uma populacao do Nordeste brasileiro. Método: Foram

selecionados 285 individuos, sendo 111 com DM2+P, 102 com apenas P e 72



29

controles saudaveis (CS). Foram estudados 4 polimorfismos: 2 SNPs em CCL5
(rs1800825 e rs2107538), uma delecdo em CCR5 (CCR5A32) e um indel em HLA-G
(indel 14pb). As genotipagens foram realizadas por PCR convencional (CCR5 e HLA-
G) e PCR em tempo real, utilizando sondas alelo especificas (CCL5). Resultados:
Foram observadas diferencas significativas entres os grupos quanto as variantes
clinico-epidemioldgicas (sexo, idade, renda, tabagismo, escolaridade, niumero de
dentes, profundidade de sondagem, nivel de insercéo clinica, indice de sangramento
e indice de placa). Em relacéo as variantes genéticas, apenas o0 SNP rs1800825, em
CCL5, foi associado com uma maior susceptibilidade de desenvolvimento de DM2 em
individuos com P. Variantes em HLA-G (indel 14pb) foram relacionadas a uma maior
susceptibilidade de desenvolvimento de DM2 e P associadas, com um maior grau e
extensdo da P e, ainda, a uma maior chance de ter menos que vinte dentes e um
maior indice de placa visivel. Conclusdo: Os fatores ambientais e genéticos estao

implicados no contexto da periodontite, com ou sem a presenca do DM2.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite. Diabetes Mellitus Tipo 2. Quimiocina CCLS5.

Antigenos HLA-G. Receptores CCR5. Polimorfismo de Nucleotideo Unico.

1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca infecciosa que afeta cerca de 50% dos adultos em
todo o mundo. Tendo a resposta imune e a presenca de placa dentaria como
contribuintes para o seu desenvolvimento, a doenca periodontal estimula as respostas

imunoinflamatérias do hospedeiro e resulta em quebra das fibras de colageno, do
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ligamento periodontal e do osso alveolar, que déao suporte ao dente, com consequente
perda de insergdo®4,

Em resposta as bactérias periodontais e seus produtos, a producéo local de
citocinas, esta relacionada a maiores concentracfes séricas de biomarcadores pro-
inflamatorios®. Adicionalmente, alteragdes sistémicas, como o DM2, podem elevar a
prevaléncia, a incidéncia e a gravidade das Doencas Periodontais (DP)®©9).

O Diabetes Mellitus tipo 2 € um distirbio com componentes metabdlicos e
vasculares. E caracterizado por hiperglicemia devido a funcéo defeituosa da insulina
ou receptores de células de insulina alterados (resisténcia a insulina)®®. Muitos
fatores contribuem para o aparecimento e desenvolvimento de complicacdes do
diabetes, como: genética, dieta, estilo de vida, idade e obesidade®! 12, Estudos
indicam que o controle dos processos inflamatoérios pode estar relacionado a novas
abordagens no tratamento desse distlrbio(: 8 13. 14),

O aparecimento de alguns tipos especificos de leucécitos no infiltrado
inflamatério € mediado por citocinas quimiotaticas especificas, denominadas
quimiocinas. Essas quimiocinas sdo proteinas importantes na determinacdo da
natureza da resposta do hospedeiro, pois promovem 0 recrutamento seletivo de
subconjuntos de células imunes, que podem amplificar a inflamac&do ou suprimi-lat*®>-
17).

O ligante 5 de quimiocina classe CC (CCL5), também conhecido como
RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and secreted), € uma
quimiocina inflamatoria que pode ser produzida por linfécitos T, plaquetas, células
endoteliais, musculo liso e macréfagos*®, sendo codificado pelo gene CCLS5,

localizado no cromossomo 17. Sua principal funcao, relaciona-se com o recrutamento
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de leucdcitos e migracdo dos mesmos pela camada de células endoteliais para a area
inflamada®9),

No contexto da periodontite, foi visto uma expressao aumentada de CCL5 no
fluido gengival crevicular, local ativo da inflamacéo periodontal@®. Adicionalmente,
estudos apontam que a quantidade de moléculas de CCL5 no sangue de individuos
com periodontite permanece em niveis aumentados mesmo apds terapias
periodontais®@ 22, Em células imunes, CCL5 foi relatado inicialmente como um fator
supressor de HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e expresso principalmente por
células T CD8+(23), Ele se liga ao seu receptor cognato CC receptor de quimiocina tipo
5 (CCR5), que €é (ao lado do receptor de quimiocina CXC tipo 4 - CXCR4), um
correceptor de entrada de HIV nas células T CD4+(4),

O CCRS5 € um receptor transmembrana de quimiocina acoplado a proteina G,
codificado pelo gene CCRS5, localizado no cromossomo 3. E expresso em varias
células do sistema imune, como linfocitos T efetores e de memodria, linfocitos T CD4+
helper tipo 1, células natural killer (NK), células T natural killer (NKT), mondcitos,
macréfagos, células dendriticas imaturas, células de Langerhans e baséfilos®®, sendo
expresso em uma ampla variedade de tecidos®® e células ndo-hematopoiéticas(> 27
28) A proteina esta diretamente envolvida no recrutamento seletivo de varios
subconjuntos de leucaocitos, incluindo neutréfilos, monaocitos, células natural killer (NK)
e linfocitos%-3Y, De forma semelhante ao CCL5, o CCR5 é superexpresso em muitos
tipos de cancer (32-36),

A ativacdo dos sinais de transducdo desencadeados pelo acoplamento do
CCRS5 com ligantes estimula ndo apenas a migracédo celular, mas também influencia
a proliferacdo, expressdo de citocinas e ativacdo de funcgdes efetoras®”). O

polimorfismo CCR5A32 (rs333) € uma delecao de 32 pares de bases, que ocasiona
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uma alteragdo na matriz de leitura (“frameshift’) do gene CCR5, levando a uma perda
de funcdo em decorréncia da abolicdo da expressdo da superficie celular do
receptor(8 39),

Estudos mostraram que a expressado de CCL5/CCR5 estava aumentada em
individuos com nefropatia diabética (ND) ou retinopatia diabética (RD), e sua
expressdo anormal estava associada a inerente lesdo renal ou a formacdo de
neovascularizacao intraocular® 4, Assim, as mutacdes nos genes CCL5 ou CCR5
podem ser determinantes na patogénese do DM2.

Outro gene importante na resposta hospedeira é o HLA-G. Caracteriza-se como
um gene néo classico de classe I, localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21-
3)“2.43) Este é expresso ndo somente na superficie da membrana das células, mas
também nos fluidos corporais na forma de HLA-G soltvel®®. O principal polimorfismo
observado na regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR) do HLA-G, na posicdo 3741, é
caracterizado pela presenca de insercdo ou delecdo de 14 pares de base (pb)
(rs1704)¥9), o que influencia a estabilidade do mRNA®8). Os transcritos do HLA-G
gerados por seus alelos com a sequéncia de insergéo de 14 pb, podem estar sujeitos
a um splicing alternativo adicional, com a remog¢ao de mais 92 pb. Tal acontecimento,
confere melhor resisténcia a degradacdo do mRNA®2 47 altera a funcdo“® e os niveis
da proteina®: 50,

O HLA-G apresenta efeitos inibitorios, ou seja, propriedades
imunossupressivas, atraves de interacdes com receptores expressos nas células do
sistema imune®Y. Ele inibe a funcdo citolitica de células NK®? e linfocitos T, a
resposta aloproliferativa de células T CD4+, a proliferacdo de células T e NK, a

maturacdo de células dendriticas e induz as células T regulatérias®,
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Pelo fato de a molécula HLA-G estar envolvida em varios processos
imunoregulatorios e em desordens inflamatdrias, representa um excelente gene
candidato para associacdo com a periodontite. Ainda, sua associacdo com DM2
também pode ser hipotetizada, tendo em vista este distarbio metabdlico apresentar
um estado inflamatorio crénico envolvendo disfuncéo endotelial.

O presente estudo teve o0 objetivo de investigar se polimorfismos nos genes
CCR5 (CCR5432), CCL5 (rs1800825 e rs2107538) e HLA-G (indel 14pb) influenciam
na ocorréncia de Periodontite em individuos com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, de

uma populacdo do Nordeste brasileiro.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Populacéo alvo, tipo, localizacdo e desenho do estudo

A populacédo de estudo, oriunda do Estado de Pernambuco, foi constituida por
individuos diagnosticados com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com
apenas Periodontite (P) e individuos saudaveis para as duas condi¢des (CS). Todos
os envolvidos foram recrutados e avaliados no Ambulatério de Endocrinologia do
Hospital Agamenon Magalhdes (HAM) e na Clinica do Programa de P4s-Graduacgéo
em Odontologia da Universidade Federal de Pernambuco (PPGO-UFPE), no periodo
de novembro/2015 a setembro/2017.

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle, composto por uma etapa clinica
e uma etapa laboratorial, onde a amostragem se deu de forma aleatoria e,
inicialmente, ndo-probabilistica. Foram recrutados um total de 285 individuos, sendo

111 com DM2+P, 102 com apenas P e 72 individuos CS.
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As analises laboratoriais aconteceram no Laboratdrio de Biologia Molecular da
PPGO-UFPE e no Setor de Biologia Molecular do Laboratério de Imunopatologia

Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE).

2.2 Critérios de incluséo e exclusao e consideracdes éticas

Inicialmente foi realizado o convite aos individuos para participar do estudo,
obedecendo aos critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos, conforme a
seqguir:

v" Critérios de inclusdo para o grupo com DM2 e Periodontite (DM2+P): ser

portador de DM2 e ter o diagndstico clinico de periodontite crénica (PC)®* 55,
ter idade minima de 35 anos e, no minimo, 8 dentes naturais (excluindo os com
indicacdo de exodontia)®6).

v' Critérios de inclusdo para o grupo com apenas Periodontite (P): ter o

diagndstico clinico de PC®4 59); ter idade minima de 35 anos e, no minimo, 8
dentes naturais (excluindo os com indicac&o de exodontia)®®);

v" Critérios de inclusédo para o grupo de individuos Controles Saudaveis (CS): ter

idade minima de 35 anos, ndo apresentar DM2 e/ou Periodontite, e, no minimo,
8 dentes naturais (excluindo os com indicacdo de exodontia)®5).

v" Critérios de exclusdo: ter feito uso de antibioticos nos ultimos 6 meses; fazer

uso de anti-inflamatérios de forma cronica; 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 e ser portador de DM2 e/ou Periodontite.

Todos os individuos foram informados sobre o teor e carater cientifico da

pesquisa, conscientizados dos beneficios e possiveis danos que teriam em participar
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da mesma. Mediante aceitacdo em participar, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, para cada individuo foi preenchido um
periograma e o diagnostico clinico de periodontite foi realizado com base na
classificacdo vigente no momento das coletas®* 5%, Posteriormente, os grupos foram
reorganizados considerando o “Novo esquema de classificagcdo para doencas e
condi¢Ges periodontais e peri-implantar’®7?),

Todos os procedimentos e condutas adotadas no presente trabalho, seguiram
a normativa n® 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS), que regulamenta a
pesquisa em humanos. Ainda, todos os procedimentos clinicos e laboratoriais
utilizados neste 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 HAM, instituicdo coparticipante (registro n°® 1368830).

2.3 Exame clinico e Diagnéstico da Periodontite

De cada individuo foram coletados dados sobre idade, sexo, renda,
escolaridade, tabagismo, e preenchido um periograma, constando de dados referente
a Presenca de Placa Visivel (PPV), Profundidade de Sondagem (PS), Sangramento a
Sondagem (SS), perda de insercdo clinica (ou Nivel de Inser¢do Clinica — NIC),
mobilidade e presenga de envolvimento de furca.

Para cada dente, foram sondados seis sitios: mesio-vestibular, meédio-
vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, médio-lingual e disto-lingual. O exame foi
realizado com luz artificial, odontoscépio e sonda periodontal milimetrada tipo Carolina
do Norte (Trinity®). Durante todo o processo, trés examinadores e anotadores
calibrados fizeram os exames clinicos e o registro nas fichas dos individuos (valores

de concordancia Kappa 0,40 < k < 0,75)(®8),
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O diagnostico clinico de periodontite foi realizado com base nas diretrizes da
Academia Americana de Periodontologia de 199969, vigente no momento da coleta.
Com a chegada do “Atual esquema de classificagcdo para doencas e condicbes
periodontais e peri-implantar’®?), os grupos tiveram que ser reorganizados. Neste
sentido, foi considerado como portadores de doenca periodontal, individuos
reclassificados como periodontite (em todos os estadios e graus) e como saude clinica
com periodonto reduzido (periodontite estavel). Foram considerados individuos
controles, aqueles com saude periodontal e gengival (com periodonto integro e/ou
reduzido, desde que ndo tenha sido decorrente de doenca periodontal), além daqueles
com gengivite por biofilme. Os individuos com DM2, no novo esquema de
classificacéo, sdo considerados um grupo a parte, devido a particularidade da relacéo

entre as duas doencas

2.4 Coleta do material biolégico e isolamento do DNA

Apos o exame clinico, foi realizada a coleta de saliva em tubos do tipo Falcon
(15ml) estéreis, solicitando, a cada individuo, cuspir por 3 minutos®®. Esse material
foi devidamente identificado e mantidos em freezer a -20° C até isolamento do material
genético.

Para extracdo do DNA foi utilizado o kit para isolamento de DNA gendmico
Wizard® (PROMEGA), seguindo o mesmo protocolo para amostras de sangue,
preconizado pelo fabricante. O DNA gendmico isolado foi quantificado e verificado
guanto sua pureza, através do espectrofotdmetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000

(Thermo Fischer®).
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2.5 Selecéao dos polimorfismos e genotipagem

A selecao dos polimorfismos nos genes CCL5, CCR5 e HLA-G foi baseada em
seu impacto funcional, nos valores das frequéncias alélicas minimas (do inglés “Minim
Allele Frequency — MAF”) superiores a 0,05 (5%) nas popula¢des caucasiana (Utah
Residents with Northern and Western Europian Ancestry - CEU) e africana (Yoruba in
Ibadan, Nigeria -YRI) e no historico de associacdo das variantes com doencas de
carater inflamatério. A selecdo se deu de acordo com as bases de dados do NCBI e
1000genomes(©9),

Foram selecionados 4 polimorfismos, sendo dois polimorfismos de Unica base
(SNPs) no gene CCL5 (rs2107538 e rs1800825), uma delecédo no gene do receptor
de quimiocina CCR5 (CCR5A32) e uma insercao/delecdo (indel) no gene HLA-G
(HLA-G -14pb indel).

A genotipagem do polimorfismo 74pb indel em HLA-G foi realizada através de
PCR convencional, segundo metodologia modificada de Hviid et al.*%). As reagbes
foram preparadas com volume final de 25ul, apresentando as concentragdes finais de
1x PCR buffer, 0,2 nM de dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 0,75 U de Taq polimerase e 10 pmol
de cada primer (foward 5-GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’ e reverse 5'-
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3’). As condigbes térmicas foram: 94°C por 2
minutos, seguidas por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 64°C por 60 segundos e
72°C por 60 segundos, e uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Os fragmentos
gerados, 224pb (insergéo) e 210pb (delegéo), foram visualizados em gel de agarose
a 3% e corados com brometo de etideo.

A genotipagem da delecdo de 32pb em CCR5 (CCR5A32), foi realizada
segundo Dean et al.®Y, por PCR convencional. As reacdes foram preparadas para um

volume final de 25uL, sendo 1 uL de DNA gendmico (25 ng/ul), 2,5 pL de buffer PCR,
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0,8 yL de dNTPs, 1,0 pL de MgClz, 0,2 pyL de Taq polimerase, 0,4 yL de cada primer
(10 uM) - foward &-GTCTTCATTACACCTGCAGCTCT-3 e reverse 5'-
CACAGCCCTGTGCCTCTT-3 e 18,7 uL de agua de injegao. As condicdes térmicas
de amplificagao foram: 95°C por 10 minutos, seguida de 38 ciclos de 95°C por 30
segundos, 64,5°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e uma extensao final de 72°C
por 7 minutos. Os amplicons gerados de 185pb (alelo selvagem) e 153pb (A32) foram
visualizados em gel de agarose a 3% e corados com brometo de etideo.

Os SNPs em CCL5 foram genotipados por PCR em tempo real, utilizando
sondas alelo especificas (TagMan®), no termociclador ABI 7500 (Applied
Biosystems®). Foram utilizadas rea¢cdes com volume final de 5 pl, as quais foram
compostas por 1yl de DNA molde (25ng/ul), 1,25ul de &gua ultrapura, 2,5ul do
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 0,25ul de cada
sonda diluidas a 20x (Applied Biosystems®). As corridas foram realizadas para 50

ciclos, seguindo as condicfes térmicas padréo do equipamento.

2.6 Analise Estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas, para cada SNP, foram calculadas por
contagem direta utilizando o programa Genotype Transposer®. A distribuicdo dos
genotipos e sua aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada grupo e para
cada SNP foi verificada através do teste Qui-Quadrado.

As possiveis associacdes entre os grupos e as frequéncias alélicas e
genotipicas foram realizadas através do teste Exato de Fisher, utilizando tabelas de
contingéncia 2 x 2, utilizando o programa R Project®3).

As variaveis categoricas foram comparadas através do Teste Exato de Fisher.

Ja as variaveis quantitativas foram, inicialmente, verificadas quanto sua distribuicédo
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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.

O nivel de significancia estatistica adotado em todas as analises foi de

a<0,05.

3 RESULTADOS

As caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos grupos estudados foram
descritas na Tabela 1. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos em
relacdo ao sexo, idade, estado civil, renda, escolaridade, histérico de tabagismo e
caracteristicas intraorais.

Para a variavel sexo, apesar de 78% dos individuos estudados serem do sexo
feminino, o sexo masculino foi significativamente mais frequente em individuos
DM2+P (27%; p=0.005) e P (23,4%; p=0.021) que nos controles saudaveis (10,4%).
Em relacdo a idade, individuos DM2+P (59 anos) apresentaram uma maior mediana
de idade em relacéo aos individuos com P (52 anos) e os individuos CS (47 anos),
diferindo significativamente (p>0,05). Diferencas significativas também foram
observadas entre individuos com P e CS.

Em relacdo ao estado civil, observou-se diferenca significativa (p=0.025)
quanto ao percentual de individuos solteiros entre os grupos DM2+P (19,8%) e P
(33%). Ainda, 53,5% dos participantes da pesquisa eram casados. Avaliando a renda,
individuos DM2+P (1 salario) e P (1 salario) apresentaram uma mediana de renda
inferior a observada entre os CS (2 salarios), diferindo significativamente (p>0,05).

Com relacéo ao historico de tabagismo, foram observadas diferencas significativas na



40

comparacao de DM2+P (39,6%, p=0,0002) e P (31,2%; p=0,009) em relacéo aos CS
(14,3%).

Analisando a escolaridade, foram observadas diferencas significativas (p>0,05)
entre os individuos DM2+P com relacdo aos individuos com apenas P e aos CS.
Individuos com baixos niveis de escolaridade (analfabeto, fundamental incompleto e
completo) foram mais frequentes nos DM2+P. Por outro lado, individuos com alto nivel
de escolaridade (pés-graduacédo) foram significativamente mais frequentes nos CS
(14,3%) que nos DM2+P (1,8%; p=0,031).

Em relacdo as varidveis intraorais, individuos DM2+P (15 dentes)
apresentaram uma menor mediana de niumero de dentes em relacao aos individuos
com apenas P (20 dentes) e CS (22 dentes). Adicionalmente, individuos com apenas
P, também diferiram significativamente dos CS, com relacdo ao niumero de dentes.

Individuos DM2+P também apresentaram maiores medianas para
profundidade de sondagem, nivel de insercéo clinica e indice de sangramento, em
comparacao com individuos com apenas P e CS. Semelhantemente, individuos com
apenas P também diferiram significativamente em relagéo aos CS.

Em relacdo ao indice de placa, tanto os individuos DM2+P quanto P,
apresentaram maiores medianas quando comparados com CS (p>0,05). Em relacéo
as variaveis relacionadas diretamente a periodontite (estadio, grau e extensao), ndo
foram observadas diferengas significativas entre os grupos DM2+P e P.

Em relacdo as variantes genéticas, as distribuicdes alélicas e genotipicas foram
apresentadas na Tabela 2. Foram observados desvios da distribuicdo genotipica em
relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg para o indel 14pb em HLA-G, do SNP
rs1800825 em CCLS5 nos trés grupos estudados, assim como para o SNP rs2107538,

nos grupos de individuos com apenas P e CS.
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Em relacdo a variante CCR5A32, observou-se uma baixa frequéncia na
populacdo estudada, sendo a menor frequéncia entre os DM2+P (0,5%) e a maior
entre os CS (2,1%), sendo estas oriundas de genoétipos heterozigotos, visto que nao
se observou nenhum individuo homozigoto para A32. Apesar das diferencas
percentuais entre 0s grupos, ndo foram observadas diferencas significativas em
relacdo as distribuicdes alélicas e genotipicas (Tabela 2).

Em relacdo aos SNPs em CCL5, diferencas significativas foram observadas
entre 0s grupos para o polimorfismo rs1800825. O alelo A foi 0 mais frequente em
todos os grupos com frequéncias superiores a 65%. O alelo G foi significativamente
mais comum entre individuos DM2+P (34,1%) em relacéo aos individuos com apenas
P (22,5%; p=0,009). Similarmente, individuos DM2+P com o gendtipo AG (68,2%)
foram significativamente mais frequentes que individuos com apenas P (45,1%;
p=0,001). Para o SNP rs2107538, apesar de diferencas percentuais, ndo foram
observadas diferencgas significativas (Tabela 2).

Em relacdo ao indel 14pb em HLA-G, o alelo D (dele¢&o) foi o mais frequente,
com percentuais acima de 50% em todos o0s grupos. Semelhantemente, na
distribuicdo genotipica, o genoétipo homozigoto para a delecdo (DD) foi o mais
frequente com frequéncias compreendidas entre 4,5% e 17,1%. Ja o genotipo
homozigoto para insercéo (Il) foi observado apenas entre os individuos com DM2+P.
O gendtipo heterozigoto foi significativamente mais frequente entre individuos DM2+P
(92,8%) que nos CS (88%, p=0,008) (Tabela 2).

As distribuicbes genotipicas das variantes, de acordo com as caracteristicas
clinicas, também apresentaram resultados interessantes. Genotipos variantes
(GG+AG) para 0 SNP rs1800825 em CCL5 foram significativamente mais frequentes

em individuos DM2+P (72,6%) que naqueles com apenas P (40%, p=0,007) no estadio
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Il da doenca periodontal (Tabela 3). Diferencas significativas também foram
observadas quanto a presenca de gendétipos variantes nos genes HLA-G e CCL5
(rs1800825) entre individuos DM2+P e P quanto ao grau (B) e a extensao
(generalizada) da doenca periodontal (Tabela Suplementar 3).

Em relacdo as variantes intraorais, individuos DM2+P, com genotipos variantes
para HLA-G (DI+Il), com menos de 20 dentes, com profundidade de sondagem menor
gue 4 mm, com indice de sangramento menor que 10% e com presenca de placa
visivel, foram significativamente mais frequentes que CS nas mesmas condi¢des.
Adicionalmente, individuos DM2+P com menos de 20 dentes e com genoétipos
variantes para HLA-G, também foram significativamente mais frequentes que
individuos com apenas P nas mesmas condicdes (Tabela Suplementar 4).

Quanto ao SNP rs1800825 em CCL5, individuos DM2+P, com presenca de
placa visivel e gendtipos variantes (GG+AG), foram significativamente maiores tanto
em relacdo aos CS, quanto aos individuos com apenas P. Diferencas significativas
foram observadas entre individuos DM2+P e P com ao indice de sangramento maior
que 10%, quanto a presenca dos gendétipos variantes que foi mais frequente em
individuos DM2+P. Quanto a profundidade de sondagem menor que 4 mm, individuos
DM2+P com genotipos variantes (GG+AG) foram significativamente mais frequentes
que individuos com apenas P. Quanto a presenca de numero de dentes menor que
20, individuos DM2+P com genotipos variantes (GG+AG) foram significativamente
mais frequentes que individuos com apenas P. Por outro lado, individuos CS, com
namero de dentes menor que 20 e com a presenca dos gendtipos variantes (GG+AG)
foram significativamente mais frequentes que individuos com apenas P nas mesmas

condicOes (Tabela Suplementar 4).



43

Ja para o SNP rs2107538 em CCL5, diferencas significativas foram observadas
entre 0s grupos em relacdo ao numero de dentes. Individuos com apenas P, com
menos de 20 dentes e com 0s genatipos variantes (TT+CT) foram significativamente
mais frequentes que individuos CS, nas mesmas condi¢cfes. Ja individuos DM2+P,
com mais de 20 dentes e com genotipos variantes (TT+CT) foram significativamente
mais frequentes que individuos com apenas P, nas mesmas condicfes (Tabela

Suplementar 4).

4 DISCUSSAO

O presente estudo investigou se polimorfismos nos genes das Quimiocinas
CCL5 (rs1800825 e rs2107538) e CCR5 (CCR5A32) e do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA-G indel 14pb) influenciam no desenvolvimento de Periodontite em
individuos com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, de uma populacdo do Nordeste
brasileiro.

O Diabetes Mellitus afeta cerca 382 milhdes de pessoas em todo o mundo e
esse numero podera chegar a 592 milhdes em 2035, com projecdes de prevaléncia,
em adultos de 18-99 anos, de 9,9%, em 204564, A interacdo entre P e DM2 é
conhecida. Diabetes é um dos principais fatores de risco para periodontite(®®, e esta
é considerada a sexta complicagdo do diabetes®®).

A periodontite pode influenciar um estado inflamatério crbénico sistémico
elevado, resultando em aumento da resisténcia a insulina e hiperglicemia nao
controlada®”). Ap6s a estimulacédo por patbgenos orais e seus fatores de viruléncia,
diferentes células imunes e ndo imunes, ou seja, queratinodcitos, fibroblastos e células
endoteliais, produzem uma variedade de quimiocinas®®. Com isso, a periodontite e o

DM2 podem compartilhar mecanismos inflamatérios patogénicos®”),
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As variaveis descritivas analisadas neste estudo evidenciaram relacdo com a
presenca de doenca periodontal associada ou ndo ao DM2. As analises de Rodrigues
et al., em 202069, mostraram maior incidéncia de doencas periodontais em individuos
idosos, com maior predilecdo de doencas crbénicas para o sexo masculino. Em nossa
populacdo, o aumento da susceptibilidade para DM2 e P ou de apenas P também
esteve ligada ao sexo masculino quando comparado ao grupo saudavel para essas
condicoes.

O habito de fumar esta associado a uma maior susceptibilidade a
periodontite" e ao aumento das lesdes decorrentes do DM2. O cigarro é capaz de
aumentar a concentracédo de gordura na regido abdominal e reduzir a sensibilidade a
insulina®. O resultado demonstrou que a presenca do fumo aumentou a chance da
presenca de DM2 e P associadas ou nao.

Este estudo observou que individuos com menor escolaridade (analfabeto,
fundamental incompleto e fundamental completo) apresentaram maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de DM2 associada a P, enquanto individuos com
maior nivel de escolaridade (p6s-graduacdo) e maior renda demonstraram menor
chance de apresentar essas condi¢cdes. A baixa escolaridade pode favorecer a ndo
adesdo ao plano terapéutico pela dificuldade para ler e entender a prescricao,
aumentando, assim, 0s riscos a saude. Além disso, o baixo nivel de escolaridade pode
limitar o0 acesso as informacgdes, provavelmente em razdo do comprometimento das
habilidades de leitura, escrita e fala, bem como a compreensdo dos complexos
mecanismos da doenca e do tratamento("2).

Os dados intraorais evidenciaram uma menor perda dentaria (maior nimero de
dentes presentes) e uma melhor higiene oral (menor indice de placa visivel) entre os

individuos do grupo CS. Quanto as médias de profundidade de sondagem e de perda
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de insercdo, o grupo DM2+P apresentou 0s maiores nameros, tendo em vista que a
presenca da DP aumenta a reabsorcao alveolar e provoca alteracfes inflamatérias
gengivais, somando-se isto com o diabetes que retarda a sintese de colageno,
atrasando a reparacéao tecidual(™3).

O sangramento a sondagem foi mais evidente no grupo apenas com
periodontite mesmo em relacdo ao grupo DM2+P. Como o nivel de controle glicémico
do individuo esta relacionado a presenca e severidade da DP(¥, este fato pode
explicar o percentual de sangramento, tendo em vista que os individuos com DM2
deste estudo foram recrutados em um hospital que € referéncia para o
acompanhamento do diabetes.

AlteracOes genéticas podem aumentar a probabilidade de desenvolvimento e
agravamento de DM2 e DP. Individuos diabéticos apresentam altos niveis de
marcadores inflamatérios no sangue, como TNF-a, IL-6, proteina C reativa e
fibrinogénia, os quais estdo relacionados a resisténcia a insulina. Desta forma, a
presenca da DP resulta na elevacdo dos niveis sanguineos destes marcadores
inflamatoérios, o que induz maior resisténcia a insulina, prejudicando o controle
glicémico(3,

As quimiocinas CC ligam-se ao receptor 5 de quimiocinas e promovem o
recrutamento e o acumulo de uma infinidade de células inflamatorias no tecido
periodontal. Tanto CCR5 quanto CCL5 foram encontrados in situ em locais
periodontalmente afetados no fluido gengival crevicular e tecidos periodontais(™). De
acordo com observacdes mais recentes, a expressdo do CCR5 € particularmente
elevada na periodontite agressiva@®: 76):

A delecédo de 32 pb do gene CCR5 altera a estrutura da proteina receptora®®b,

reduz sua afinidade de combinacdo com CCL5 e resulta em inflamacéo suprimida.
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Portanto, é razoavel supor que as alteracdes na atividade funcional do CCR5 podem,
em principio, também influenciar a susceptibilidade a DP. No entanto, os achados de
Shih et al.(?? e de outros autores rejeitaram essa hipdtese ao sugerirem que a mutagao
CCR5A32 foi igualmente distribuida entre individuos com periodontite e controles
saudaveis em uma populacdo chinesa’”. O presente estudo também n&o evidenciou
associacao entre o polimorfismo CCR5A32 e a ocorréncia de P isolada ou associada
a DM2,

Ja para DM2, que desencadeia uma condi¢do inflamatéria generalizada, este
estudo concorda com a hipétese de que o CCR5A32 também pode estar associado a
um menor risco de mortalidade por complicacGes(®). Além disso, outros polimorfismos
CCRS5 foram implicados no desenvolvimento de complicacdes diabéticas. Assim, a
deficiéncia de CCRS5, resultante da variante CCR5A32, poderia explicar o porqué os
portadores tiveram uma sobrevida melhor no estudo(®.

Para os polimorfismos do ligante CCL5, o rs1800825 mostrou associagao
significativa ao comparar o grupo DM2+P com o grupo com apenas P, relacionando
que o alelo variante pode estar ligado a presenca de Diabetes nos pacientes com
periodontite. Ja o rs2107538 n&o evidenciou nenhuma associagao significativa neste
estudo. Estes dados sdo inéditos para a literatura e podem desencadear um novo
caminho de pesquisas que visam elucidar a correlacéo entre essas doencas.

Por apresentar varias atividades biolégicas (inibicdo celular, regulacéao
imunologica e trogocitose), incluindo a supressao da resposta imune, polimorfismos
do gene do antigeno leucocitario humano podem fornecer susceptibilidade importante
ou fatores de resisténcia a periodontite. (% 80)

Varios polimorfismos em HLA foram investigados como possiveis marcadores

de susceptibilidade a periodontite e os estudos variaram em critérios de incluséo,
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procedimentos metodoldgicos e resultados. Matuella et al. ) investigaram a relacéo
do HLA-G com periodontite crénica e aguda e, embora ndo tenha sido observada
significAncia estatistica para o alelo HLA-G indel 14pb, esse polimorfismo foi mais
frequente entre os individuos com P.

Estudando se o polimorfismo HLA-G indel 14pb esta relacionado a hipertensao
na sindrome coronariana aguda e no DM2, Garcia-Gonzalez et al.®? encontraram
niveis aumentados de HLA-G soluvel em individuos com DM2. Os dados do presente
estudo revelaram significancia estatistica entre os heterozigotos do polimorfismo HLA-
G indel 14pb quando comparado o grupo DM2+P com o grupo CS. Ainda, a presenca
do alelo variante esteve associada com um maior grau e extensdo da doenca
periodontal nesta populacéo e, analisando as variaveis clinicas, também foi associado
a uma maior chance de ter menos que vinte dentes e um maior indice de placa visivel.

O EHW esteve fora da normalidade (X?>3,841) em algumas distribuicdes
genotipicas, o que pode ter afetado nossos resultados. As causas para tais desvios
podem estar relacionadas com a propria doenca, a qual pode efetuar uma selecéo de
determinados genoétipos em detrimento aos outros. Os desvios também podem ser
atribuidos ao tamanho amostral reduzido ou mesmo erros inerentes ao processo de
genotipagem.

Os rigorosos critérios de inclusdo e exclusdo utlizados neste estudo
contribuiram para a diminuicao do risco de vieses da pesquisa, pois possibilitaram a
formacao de grupos os mais homogéneos possiveis. Porém, isto dificultou o aumento
do nimero de individuos na amostra, 0 que caracteriza uma das limitacdes do estudo.
Outra dificuldade foi adaptar a pesquisa a atual Classificacdo para Doencas
Periodontais®”), tendo em vista as coletas ja terem sido concluidas no momento desta

publicacdo. Por esta atual classificacdo possuir parametros de avaliagdo muito
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clinicos e de acompanhamento, alguns individuos antes considerados controles,
passaram a integrar o grupo de periodontite. Isto aconteceu porque a atual
classificacédo inclui os individuos sem doenca ativa e com periodonto reduzido nos
estadios iniciais da periodontite.

As analises do presente estudo apresentaram evidéncias inéditas para o
contexto da DM2 e P em relacéo as variantes genéticas CCL5 e HLA-G, despertando
a necessidade de um maior aprofundamento dos estudos de variantes genéticas

nestes genes, na Periodontite e no Diabetes Mellitus tipo 2.

5 CONCLUSAO
Diante dos resultados observados, o presente estudou sugere que:

v' Os fatores ambientais e genéticos estao implicados no contexto da P, com ou
sem a presenca do DM2;

v" Nao ha associacéo entre o polimorfismo CCR5A32 e a presenca de P isolada
ou associada com DM2, assim, somando-se aos estudos anteriores, essa
mutacao aparentemente ndo tem influéncia na susceptibilidade a P;

v' 0Ors1800825 do gene CCL5 pode estar associado a uma maior susceptibilidade
ao desenvolvimento de DM2 em individuos com P. J& 0 rs2107538 do mesmo
gene nao evidenciou nenhuma associagao neste estudo;

v" O polimorfismo indel 14pb do gene HLA-G esteve implicado com a presenca
de DM2 e P associadas, com um maior grau e extensdo de DP e, ainda, a uma
maior chance de ter menos que vinte dentes e um maior indice de placa visivel.
Com isso, o0 presente estudo se destaca ao ser pioneiro na pesquisa dos

polimorfismos CCR5A32, CCL5 (rs1800825 e rs2107538) e HLA-G indel 14pb em um

grupo com a interacdo de duas doencas. E evidente a importancia de estudos nesta
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linha com o objetivo de elucidar os mecanismos genéticos envolvidos na etiologia e
na progressao da periodontite isolada e associada ao DM2, pois, com isso, melhores

terapias e prognaosticos poderédo ser desenvolvidos.
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TABELAS

Tabela 1 - Caracterizacéo clinico-epidemiolégica de individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com apenas Periodontite (P)

Sexo*
Feminino
Masculino

Idade?
Mediana (IQR)
Estado Civil#
Casado
Solteiro

Divorciado
Vildvo

Nao-informado

Renda (salario-minimo) &

Mediana (IQR)

Histérico de Tabagismo*

Nao
Sim

Escolaridade®
Analfabeto

Fundamental
Incompleto
Fundamental
Completo

81 (73.0)
30 (27.0)

59 (52-65)

69 (62.2)
22 (19.8)

9(8.1)
10 (9.0)
1(0.9)
1(1-2)

67 (60.4)
44 (39.6)

10 (9.0)
29 (26.1)

16 (14.4)

e Controles Saudaveis (CS), de uma populacdo do Nordeste brasileiro.

83 (76.2)
26 (23.8)

52 (45-59)

52 (47.7)
36 (33.0)

11 (10.1)
10 (9.2)
0(0.0)
1(1-2.9)

75 (68.8)
34 (31.2)

1(0.9)
16 (14.7)

13 (11.9)

69 (89.6)
8 (10.4)

47 (40-56)

38 (49.4)
23 (29.9)

11 (14.3)
4(5.2)
1(1.3)

2 (1.1-4.5)

66 (85.7)
11 (14.3)

1(1.3)
5 (6.5)

3(3.9)

1.18 (0.62-2.28),
0.644

< 0.0001*

0.46 (0.23-0.92),
0.025*
0.62 (0.21-1.78),
0.341
0.76 (0.26-2.19),
0.630
nc

0.8571

1.45 (0.80-2.63),
0.207

13.2 (1.73-597.78),
0.003*
2.43 (1.08-5.62),
0.025*
1.66 (0.65-4.30),
0.280

Referéncia

3.18 (1.31-8.56),
0.005*

<0.0001*

Referéncia
0.53 (0.24-1.13),
0.102
0.45 (0.15-1.32),
0.133
1.37 (0.36-6.41),
0.769
nc

<0.0001*

Referéncia

3.91 (1.80-9.15),
0.0002*

9.77 (1.27-445.48),
0.019*

5.70 (1.88-21.15),
0.001*

5.24 (1.32-30.62),
0.009*

2.69 (1.09-7.32),
0.021*

0.0054*

1.14 (0.56-2.37),
0.735
0.73 (0.26-2.08),
0.633
1.82 (0.48-8.54),
0.393
nc

0.0002*

2.71 (1.22-6.41),
0.009*

0.74 (0.01-59.68),
1.000

2.35 (0.73-9.01),
0.138

3.17 (0.78-18.68),
0.095
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Médio Incompleto 9(8.1)
Médio Completo 34 (30.6)
Superior Incompleto 2(1.8)
Superior Completo 6 (5.4)
Pés-graduacao 2(1.8)
N&o sabe 3(2.7)
NUmero de Dentes?
Mediana (IQR) 15 (11-21)

Profundidade de Sondagem (mm)?2
Mediana (IQR) 2.41 (2.01-2.83)
Nivel de Inserc¢édo Clinica (mm)?2

Mediana (IQR) 3.5(2.79-4.89)
indice de Sangramento (%) 2
Mediana (IQR) 6.67 (1.04-19.44)

indice de Placa (%)

Mediana (IQR) 21.87 (7.95-34.0)

Estadio de Periodontite®

| 5 (4.5)

[ 13 (11.7)

I 63 (56.7)

\Y 30 (27.0)
Grau de Periodontite?

A 0 (0.0)

B 66 (59.5)

C 45 (40.5)

Extensdo de Periodontite®

8 (7.3) 5 (6.5)
46 (42.2) 34 (44.1)
5 (4.6) 3(3.9)
9(8.2) 15 (19.5)
10 (9.2) 11 (14.3)
1(0.9) 0(0.0)
20 (13.5-23.5) 22 (17-25.5)

2.14 (1.92-2.47) 1.92 (1.75-2.02)
3.11 (2.56-3.86) 2 (1.86-2.19)

12.5 (3.06-
25.48)

2.63 (0.0-8.92)

19.74 (8.07- 12.5 (2.64-
33.01) 24.4)

9(8.2) -
18 (16.5) -

61 (56.0) -
21 (19.3) -

8 (7.4) -
65 (59.6) -
36 (33.0) -

1.51 (0.46-5.03),
0.592

0.54 (0.05-3.57),
0.695
0.90 (0.24-3.16),
1.000
0.27 (0.03-1.41),
0.117
nc

0.0004*
0.008*
0.0086*

0.0139*

0.7559

0.54 (0.13-1.92),
0.399
0.70 (0.29-1.66),
0.425
Referéncia
1.38 (0.68-2.83),
0.405

nc
Referéncia

1.23 (0.68-2.23),
0.482

1.79 (0.48-7.53),

0.389
Referéncia

0.67 (0.05-6.24),
1.000

0.40 (0.11-1.27),
0.131

0.18 (0.02-0.94),
0.031*

nc

<0.0001*
<0.0001*
<0.0001*

0.0003*

0.0017*

1.18 (0.31-5.01),
1.000

1.23 (0.22-8.46),
1.000
0.45 (0.15-1.24),
0.105
0.67 (0.23-1.97),
0.466
nc

0.0259*
<0.0001*
<0.0001*

<0.0001*

0.0020*
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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 Confian¢a 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 polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G e CCL5 em individuos com
Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com apenas Periodontite (P) e Controles Saudaveis (CS), de uma populagdo do
Nordeste brasileiro.

CCRS5 (A32)
wt 185 (99,5) 196 (99) 139 (97,9) Referéncia
A32 1(0,5) 2() 3(2,1) 0,25 (0,01-3,17), 0,320 0,48 (0,04-4,21), 0,53 (0,01-10,27), 1,000
0,653
wt/ wt 92 (98,9) 97 (98) 68 (95,8) Referéncia
A32/wt 1(1,1) 2(2) 34,2 0,25 (0,01-3,17), 0,317 0,47 (0,04-4,21), 0,53 (0,01-10,32), 1,000
0,650
A32/ A32 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) Nc nc nc
EHW 0,003 0,01 0,03
HLA-G (Indel 14pb)
D 113 (50,9) 112 (56,0) 82 (58,6) Referéncia
| 109 (49,1) 88 (44,0) 58 (41,4) 1,36 (0,87-2,14), 0,161 1,11 (0,70-1,76), 1,27 (0,82-1,83), 0,329
0,657
DD 5(4,5) 12 (12,0) 12 (17,1) Referéncia
ID 103 (92,8) 88 (88,0) 58 (82,9) 4,22 (1,31-16,10), 1,51 (0,58-3,97), 2,79 (0,87-10,53), 0,075
0,008* 0,376
I 3(2,7) 0(0,0) 0 (0,0) Nc nc nc
EHW 81,42 61,73 35,02

CCL5 (rs1800825)



A 141 (65,9) 158 (77,5) 98 (71,0) Referéncia
G 73 (34,1) 46 (22,5) 40 (29,0) 1,27 (0,78-2,10), 0,350 0,71 (0,42-1,21), 1,77 (1,13-2,81), 0,009*
0,204
AA 34 (31,8) 56 (54,9) 29 (42,0) Referéncia
AG 73 (68,2) 46 (45,1) 40 (58,0) 1,55 (0,79-3,05), 0,198 0,60 (0,31-1,15), 2,60 (1,43-4,78), 0,001*
0,119
GG 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) Nc nc nc
EHW 28,68 8,65 11,49
CCL5 (rs2107538)
C 107 (79,9) 124 (76,5) 88 (80) Referéncia
T 27 (20,1) 38 (23,5) 22 (20) 1,01 (0,51-2,00), 1,00 1,22 (0,65-2,33), 0,82 (0,45-1,49), 0,573
0,553
CcC 43 (64,2) 51 (62,9) 38 (69,1) Referéncia
CT 21 (31,3) 22 (27,2) 12 (21,8) 1,54 (0,63-3,93), 0,405 1,36 (0,56-3,42), 1,13 (0,52-2,48), 0,854
0,540
TT 3(4,5) 8(9,9) 5(9,1) 0,53 (0,08-2,95), 0,475 1,19 (0,31-5,01), 0,45 (0,07-2,02), 0,340
1,000
EHW 0,045 4,81 5,57

*p-value significativo (<0.05); EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg; OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianc¢a; nc= ndo calculado; DM2+P= Individuos com Diabetes
Mellitus tipo 2 e Periodontite; P= Individuos com apenas Periodontite; CS= Individuos controles saudaveis; n= nimero amostral.
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Tabela 3 - Distribuicao dos genétipos variantes de polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G e CCL5 de acordo com os estadios da
doenca periodontal entre individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P) e com apenas Periodontite (P).

Genes/ Estadios da Doenca Periodontal
Gendtipos I TEF Il TEF 1] Y TEF
variantes OR OR TEF OR
DM+P P (IC95%), DM+P P (IC95%), DM+P P OR (IC95%), DM+P P (IC95%),
n%) n (%) p-value n%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value n(%) n (%) p-value
CCR5 (A32)
3 9 11 15 54 53 24 20
- (100,0) (200,0) Ref. (100,0) (88,2) Ref. (100,0) (100,0) Ref. (96,0) (100) Ref.
0 0 0 2 0 0 1
+ (0,0) (0,0) nc (0,00 (11,8) ns (0,0) (0,0) nc (4,0) 0(0,0) ns
HLA-G
(Indel 14pb)
0 0 0 3 4 8 1
- (0,0 (0,0 Ref. (0,0) (18,8) Ref. (6,3) (14,8 Ref. (3,3) 1(4.98) Ref.
5 9 13 13 59 46 29 20
+ (100,0) (100,0) nc (100,0) (81,2) ns (93,7) (85,2) ns (96,7) (95,2) ns
CCL5
(rs1800825)
2 4 6 10 17 33 9 9
- (40,0) (44,4) Ref. (50,0) (58,8) Ref. (27,4) (60,0) Ref. (32,1) (42,9 Ref.
3 5 6 7 45 22 3,92 (1,71- 19 12
+ (60,0) (55,6) ns (50,0) (41,2) ns (72,6) (40,0) 9,30)0,007* (67,9 (57,1) ns
CCL5
(rs2107538)
3 3 4 11 25 29 11 8
- (75,0) (50,0) Ref. (66,7) (68,8) Ref. (56,8) (65,9) Ref. (84,6) (53,3) Ref.
1 3 2 5 19 15 2 7
+ (25,00 (50,0) ns (33,3) (31,2 ns (43,2 (34,1 ns (15,4) (46,7) ns
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*p-value significativo (<0.05); DM2+P = Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P = individuos com apenas periodontite; OR= Odds ratio; IC=Intervalo de
confianca; Ref.=Referéncia; nc= ndo calculado; ns = néo significativo; + = presenca; - = auséncia; TEF = Teste Exato de Fisher; gendtipos variantes: CCR5 - A32/A32 +
A32/wt; HLA-G — Il + ID; CCL5 (rs1800825) — GG + AG; CCL5 (rs2107538) — TT + CT.



MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1 - Distribuicdo de genotipos variantes de polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G e CCL5 de acordo com os
estadios da doenca periodontal em individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P) e apenas com Periodontite (P).

Estadios da Doenca

Teste Exato de Fisher

Genes/(_Benétipos Periodontal OR (IC95%), p-value
Variantes I ! 1l 1 IvslIl Tvslll TvsIV llvslll llvsIV lllvs IV
n (%) n (%) n (%) n (%)
CCR5 (A32)
- 3(100,0) 11(100,0) 54 (100,0) 24 (96,0) Ref.
+ 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,0) nc nc nc nc nc nc
HLA-G (Indel 14pb)
- 0(0,0) 0 (0,0) 4 (6,3) 1(3,3) Ref.
E + 5(100,0) 13(100,0) 59(93,7) 29 (96,7) nc nc nc nc nc ns
g CCL5 (rs1800825)
- 2(40,00 6(50,00 17 (27,4 9(32,1) Ref.
+ 3(60,00 6(50,00 45(72,6) 19 (67,9) ns ns ns ns ns ns
CCL5 (rs2107538)
- 3(750) 4(66,7) 25(56,8) 11(84,6) Ref.
+ 1(25,00 2(33,3) 19(43,2 2(154) ns ns ns ns ns ns
CCR5 (A32)
- 9(100,0) 15(88,2) 53(100,0) 20 (100,0) Ref.
+ 0 (0,0) 2(11,8) 0 (0,0) 0 (0,0) nc nc nc nc nc nc
HLA-G (Indel 14pb)
- 0 (0,0) 3(18,7) 8 (14,8) 1(4,8) Ref.
o + 9(100,0) 13(81,3) 46(85,2) 20 (95,2) ns ns ns ns ns ns
CCL5 (rs1800825)
- 4(44,4) 10(58,8) 33(60,0) 9(42,9) Ref.
+ 5(55,6) 7(41,2) 22(40,00 12(57,1) ns ns ns ns ns ns
CCL5 (rs2107538)
- 3(50,0) 11(68,7) 29(659) 8(53,3) Ref.



+ 3(50,0) 5(31,3) 15(34,1) 7(46,7) ns ns ns ns ns ns
*p-value significativo (<0.05); DM2+P = Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P = individuos com apenas periodontite; OR= Odds ratio; IC=Intervalo de
confianga; Ref.=Referéncia; ns= ndo significativo; nc= ndo calculado; + = presenca; - = auséncia; gendtipos variantes: CCR5 - A32/A32 + A32/wt; HLA-G — Il + ID; CCL5
(rs1800825 — GG + AG; CCL5 (rs2107538) — TT + CT.

Tabela Suplementar 2 - Distribuicdo de genétipos variantes de polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G e CCL5 de acordo com o grau e extensao
da doenca periodontal em individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P) e apenas com Periodontite (P).

Doenca Periodontal

Gene/

s Grau Extenséo
(\;/Z?i(;tr'ft)g Teste Exato de Fisher _ _ e T :
A B c OR (IC95%), p-value Localizada Generalizada xa(t)o de Fisher
n (%) n (%) n (%) AvsB AvsC BvsC n (%) n (%) OR (IC95%), p-value
CCR5 (A32)
- 0(0,0) 52(100,0) 40 (97,6) Ref. 13 (100,0) 79 (98,7) Ref.
+ 0(0,0) 0(0,0) 1(2,4) nc nc ns 0 (0,0) 1(1,3) Ns
HLA-G (Indel 14pb)
o - 0(0,0) 2 (3,0) 3(6,7) Ref. 1(5,3) 4 (4,3) Ref.
& + 0(0.0) 647,00 42(93,3) nc nc ns 18 (94,7) 88 (95,7) Ns
= CCL5 (rs1800825)
- 0(0,0) 20(31,3) 14(32,6) Ref. 5 (26,3) 29 (33,0) Ref.
+ 0(0.0) 44(8,7) 29(67,4) nc nc ns 14 (73,7) 59 (67,0) Ns
CCL5 (rs2107538)
- 000 30(69,8) 13(54,2) Ref. 6 (54,5) 37 (66,1) Ref.
+ 000 13(30,2) 11(45,8) nc nc ns 5 (45,5) 19 (33,9) Ns
CCR5 (A32)
- 8 (100,0) 58(96,7) 31 (100,0) Ref. 19 (95,0) 78 (98,7) Ref.
+ 0 (0,0) 2(3,3) 0 (0,0) ns ns ns 1(5,0) 1(1,3) ns
HLA-G (Indel 14pb)
- 0(0,00 8(13,1) 4 (12,5) Ref. 2 (16,7) 18 (20,5) Ref.
+ 7 (100,0) 53(86,9) 28 (87,5) ns ns ns 10 (83,3) 70 (79,5) ns
CCL5 (rs1800825)
- 33755 36(58,1) 17 (53,1) Ref. 8 (40,0) 48 (58,5) Ref.
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+ 5(62,5) 26(41,9) 15 (46,9) ns ns ns 12 (60,0) 34 (41,5) ns
CCL5 (rs2107538)
- 4(66,7) 34(68,0) 13 (52,0) Ref. 12 (80,0) 39 (59,1) Ref.
+ 2(33,3) 16(32,0) 12 (48,0) ns ns ns 3 (20,0 27 (40,9) ns

*p-value significativo (<0.05); DM2+P = Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P = individuos com apenas periodontite; OR= Odds ratio; IC=Intervalo de confianca;
Ref.=Referéncia; nc= ndo calculado; ns = nao significativo; + = presenga; - = auséncia; genotipos variantes: CCR5 - A32/A32 + A32/wt; HLA-G — Il + ID; CCL5 (rs1800825) — GG +
AG; CCL5 (rs2107538) — TT + CT.
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Tabela Suplementar 3 - Distribuicdo dos genétipos variantes de polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G, e CCL52 de acordo com o grau e extensao
da doenca periodontal entre individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P) e com apenas Periodontite (P).

Doenca Periodontal

Genes/ Grau Extenséo
Genotipos A TEF B TEF TEF Localizada TEF Generalizada  TEF
variantes OR OR OR OR OR
DM2+P P (IC95%); DM2+P P  (IC95%); DM2+P P (IC95%); DM2+P P  (IC95%); DM2+P P  (IC95%);
n% n®%) p-value n(%) n(%) p-value n(@%) n(%) p-value n(%) n(%) p-value n (%) n (%) p-value
CCR5 (A32)
0 8 52 58 40 31 13 19 79 78
- (0,0) (100,0) Ref. (100,0) (96,7) Ref. (97,6) (100,0) Ref. (100,0) (95,0) Ref. (98,7) (98,7) Ref.
0 0 0 2 1 0 0 1 1 1
+ (0,0) (0,0) nc 0,00 (3,3 ns (2,4) (0,0) ns (0,00 (5,0 ns 1,2) (1,3 ns
HLA-G (Indel 14pb)
0 0 2 8 3 4 1 2 4 18
- (0,0 (0,0 Ref. (3,00 (13,1) Ref. 6,79 (12,5 Ref. (5,3) (16,7) Ref. (4,3) (20,5) Ref.
0 4.78 (0,9- 5,61 (1,7-
(0.0) 7 64 53 48.0); 42 28 18 10 88 70 23,8):
+ ' (100,0) nc (97,0) (86,9) 0.048* (93,3) (87,5) ns (94,7) (83,3) ns (95,7) (79,5) o0,001*
CCL5 (rs1800825)
0 3 20 36 14 17 5 8 29 48
- (0,00 (37,5) Ref. (31,3) (58,1) Ref. (32,6) (53,1) Ref. (26,3) (40,0) Ref. (33,0) (58,5) Ref.
3,02 (1,4- 2,85 (1,5-
0 5 44 26 6.8): 29 15 14 12 59 34 5,6);
+ (0,0) (62,5) nc (68,7) (41,9) 0,004 (67,4) (46,9) ns (73,7) (60,0) ns (67,0) (41,5) 0,001*
CCL5 (rs2107538)
0 4 30 34 13 13 6 12 37 39
- (0,00 (66,7) Ref. (69,8) (68,00 Ref. (54,2) (52,0) Ref. (54,5) (80,0) Ref. (66,1) (59,1) Ref.
0 2 13 16 11 12 5 3 19 27
+ (0,00 (33,3 nc (30,2) (32,0 ns (45,8) (48,0) ns (45,6) (20,0) ns (33,9) (40,9 ns

*p-value significativo (<0.05); DM2+P = Individuos com Diabetes mellitus tipo 2 e periodontite; P = individuos com apenas periodontite; OR= Odds ratio; IC=Intervalo de confiang¢a;
Ref.=Referéncia; nc= nado calculado; ns = néo significativo; + = presenca; - = auséncia; TEF = Teste Exato de Fisher; gendtipos variantes: CCR5 - A32/A32 + A32/wt; HLA-G — Il + ID; CCL5
(rs1800825) — GG + AG; CCL5 (rs2107538) — TT + CT.



Tabela Suplementar 4 - Distribuicdo dos genoétipos variantes de polimorfismos nos genes CCR5, HLA-G, e CCL5 com as variaveis clinicas
intraorais entre individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite (DM2+P), com apenas Periodontite (P) e Controles Saudaveis (CS) de uma
populacao do Nordeste brasileiro.

Teste Exato de Fisher

Teste Exato de Fisher

- maliienes OR (IC95%): p-value [nliienes OR (IC95%): p-value
o S o
vanavels 5§ |pmz+p P CS DM2+P Pvs DM2+P[DM2+P P CS  DM2+P .. DM2+P
gs n (%) n (%) n(%) vsCS CS vs P n®) n (%) n (%) vs CS Vs P
CCR5 (A32) HLA-G (Indel 14pb)
o ] 67 53 30 1 5 5
g o ©85) (981) (96.8) Re. a2 ey sy o e -
8 v 1 1 1 81 50 26 i 29 (0,00
o + ns ns ns 742,27); ns 386,9);
2 @5 (L9 (32 (988) (909) (839) ool o
o 25 44 38 7
; o oo @78 ©50 Ref. 4(138) q5¢ 7(17.9) Ref.
% " + 0 1 2 ns ns ns 25 38 32 ns ns ns
(0,0 (2,2) (5,0) (86,2) (84,4) (82,1)
89 95 68 5 12 12
22 v |89 @9 (@8 Ret 46 (122 (71 Ret
o E v . 1 2 3 ns ns ns 103 86 58 4,22 (1,31- ns ns
B wy @y (“42 (954) (87,8) (829) 16.1);0,008
2 ) 3 2 0 0 0 0
E g (1000) (100,0) (0.0) Ret ©0) (00 (00 et
55 A : 0 0 . 2 .
o wn + (0,0) (0,0) (0,0) nc nc nc (100,0) (10)0,0 (0.0) nc nc nc
) 61 40 54 Ref 3 4 10 Ref
S S (100,0) (97,6)  (96,4) ' 43 ©3 @82 . :
v € o 0 1 2 67 39 45 /90 (1,18-
O o \Y .
9ES Cleo ey @ ™™ ™ ey @7 6L  aur " e
T o> 31 57 14 2 8 2
c c o - Ref Ref
=8 § (96,9) (983) (93,3) ' 49 (140) (13_3) '
A + 1 1 1 ns ns ns 39 49 13 ns ns ns
(3.1) 1,7 (6,7) (95,1) (86,0) (86,7)
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76 83 56 Ref 5 12 9 Ref
- (98,7) (97.6) (96,6) : (5.4) (14,00 (15,8) :
5» ’ 1 2 2 ns ns ns £ [ . 3% (1%)92- ns ns
S (1,3) (2,4) (3,4) (94,6) (86,0) (84,2) 0,044*
g 16 14 12 0 0 3
(&)
ks _ (100,0) (100,0) (92,3) B ©00) (00) (23.1) et
0 0 1 18 14 10 ns ns ns
00 (00 (7,7 ns ns ¢ | (100,0) (100,0) (76,9)
CCL5 (rs1800825) CCL5 (rs2107538)
23 30 33 23 19 Ref.
§ o @9y (45 @79 et (7L7) (50.0) (76.0)
0,32 (0,1- 2,9 (1,33 3,11 (0,97
a v 56 25 21 ns 0,92); 6,39); 13 23 6 ns 11,34); ns
2 (70,9)  (455) (72,4) 0023 ooos | (283) (50,0) (24,0) Y
5 11 26 21 Ref. 10 28 19 Ref.
G o (39,3) (55,3) (52,5) (47,6) (80,0) (63,3)
e N
> n 17 21 19 ns ns ns 11 ! 11 ns ns 4%; (212)15
= (60,7) (44,7) (475) (524) (20,0) (36.6) 0,018*
33 56 29 Ref 42 50 38 Ref
oF (31,7) (56,0) (42,0) ' (64,6) (63,3) (69,1) '
- 2,73
L& v 71 44 40 (1.49- 23 29 17
g ns ns . ns ns ns
S E (68,3) (44,00 (58,0) 056%%)7'* (354) (36,7) (30,9
© y
e 1 0 0 et 1 1 0
S5 < (333) (0,00 (0,0 ' (50,00 (50,0) (0,0)
o wm Al
2 2 0 ns ns ns 1 1 0 nc nc ns
(66,7) (100,0) (0,0 (50,0) (50,0) (0,0)
g _ 22 21 24 Ref 31 25 32 Ref
0 S (31,4) (48,8) (43,6) ' (67,4) (73,5) (69,6) '
= 48 22 31 15 9 14
© Vv
5 68,6) (51,2) (56,4) ns NS | (32,6) (26,5) (30,4) ns ns ns
3 12 35 12 26 6
s s @24 (593 >0 67D 653 (e6) Ret
o ,
@ o 25 24 (1,19- 9 21 3
(&) N y
g 676 @07 SO NSNS e | wag) @) @y " oo
O =_ 4 25 49 25 35 45 30
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N 64 39 31
(71,9) (443) (55.4)

: 9
- | 00 70600 4(308)
+ (58,0) 7(50,0) 9 (69.2)

2,05
(0,96-
4,41),
0,049*

ns

ns

Ref.

ns

3,19
(1,65-
6,32);

0,0002*

ns
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21 25 14

(375) (35,7) (31,8) ns 1 ns
8 6 8

(72,7) (54,5) (72,7) Ref.
3 5 3

(27,3) (45,5 (27,3) ns ns ns

*p-value significativo (<0.05); OR=0dds ratio; IC=Intervalo de confianca; Ref.=Referéncia; ns=nao significativo; nc=nao calculado; DM2+P=individuos com diabetes mellitus tipo 2 e
periodontite; P=individuos com apenas periodontite; CS=individuos controles saudaveis; +=presenga; -=auséncia; variantes: CCR5 - A32/A32+A32/wt; HLA-G — II+ID; CCL5

(rs1800825) — GG+AG; CCL5 (rs2107538) — TT+CT.
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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 voluntério (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 P6s-Graduacao em odontologia da UFPE); Secretaria de P4s-
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 Magalhdes- 31841601).

Este Termo de Consentimento pode conter alguns tépicos que o (a) senhor (a)
nao entenda. Caso haja alguma duvida, 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 sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a)
Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer
fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar a associagdo 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 percepcao de qualidade de vida dos mesmos.
Cada paciente serd avaliado atravées de um exame clinico, onde serd medida a
profundidade da gengiva ao redor dos dentes, observando de haverd algum
sangramento e se ha placa bacteriana visivel (que se formam dos restos de comida
deixados pela ma escovacao) e a altura do osso ao redor dos dentes. No mesmo
momento serdo coletadas amostras de saliva (0 paciente cospe num tubinho estéril o
que conseguir) e amostras de células da parte interna da bochecha da boca
(esfregando levemente com uma escova pequena). Os pacientes também
responderdo a um questiondario para avaliacdo da percepc¢éo de qualidade de vida.

Para realizacdo da pesquisa o paciente sera examinado uma Unica vez; nesse
momento serdo também coletadas as amostras, 0os dados pessoais e a aplicacédo 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 o0 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 orientagdes de higiene oral e
informacdes de como tratar a doenca gengival presente e prevenir seu avango.
Receberdo também orientacdes de como e onde procurar servigos de odontologia.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serédo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntéarios, a
nao ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participagdo. 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 participagdo serao assumidas pelos
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pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacéo). Fica também garantida a
indenizacdo 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
"ASSOCIACAO 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
gue posso retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a

qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante:
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Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o

aceite do voluntério em participar.

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura




N° do paciente: Prontuério:

© N o g b~ Wb PRE

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 (salarios):

Habito de fumar:

() nunca fumou

( ) ex-fumante: (anos que parou)

( ) fumante: (quantos por dia)

Escolaridade:

I

Il
1]
A\
\%
Vi
Vi
VIli
IX

. () N&o sabe ler ou escrever
. ( )2° grau incompleto

. () 1° grau completo

. () 2° grau incompleto

. () 2° grau completo

. ( )Universidade incompleta
. ( )Universidade completa

. ( )Pé6s-graduacao

. () 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? H& 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

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

38

37
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36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

a7

48

SANGRAMENTO: Faces

%

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

48

47

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

47

46

45

44

43

42

41

31

32

33

34

35

36

37

38




ANEXO A — PARECERES DOS COMITES DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE %"WM e
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

G- GC3- UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIAGAQ 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: 2

CAAE: 49166415.0.0000.5208

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.310.208

Apresentacao 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 Po6s-graduagdo em Odontologia, e do médico
Dr.Francisco Alfredo Bandeira e Farias, chefe da divisdo de diabetes do Hospital Agamenon Magalhdes.Que
buscardo investigar e fornecer mais informacgées da correlacio 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
condi¢cbes crénicas na percepcgdo da qualidade de vida

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

Objetivos Especificos:

- Verificar a condigao periodontal de pacientes diabéticos tipo 2;
- Detectar a presenca de polimorfismos de uma Unica 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
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- 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
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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
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Resolugado CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso

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

Bradl

81

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
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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
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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
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769 Fax: (81)3048-0117 E-mail: cepham@hotmail.com.br

Pagina 02 de 04

84



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:
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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
QOutros Lattes Felipe.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
15:07:40 [ Jovino Silveira
Qutros 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
Declaragdo de Anuencia_POS ODONTO_UFPE. pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Instituicdo e 14:43:01 |Jovino Silveira
Infraestrutura
Declaragéo de Anuencia_ HAM.pdf 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Instituicao e 14:42:33 |Jovino Silveira
Infraestrutura
Declaragdo de Anuencia_DPTO_de _clinica_e preventi | 22/08/2015 |Renata Cimdes Aceito
Instituicdo e va_ODONTO_ UFPE.pdf 14:42:08 |Jovino Silveira
Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

N&o

Enderego:

UF: PE

RECIFE, 15 de Dezembro de 2015

Assinado por:

CARLOS ALBERTO SA MARQUES

(Coordenador)

Estrada do Arraial, 2723

Bairro: Prédio Anexo a Emergéncia Geral
Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3184-1769

CEP: 52051-380

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

Encontra-se disponivel no link abaixo:

https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html
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ANEXO C — NORMAS DA POS-GRADUAGAO
Encontra-se disponivel no site da P6s-Graduacéo de Odontologia da UFPE
ou no link abaixo:
https://drive.googdle.com/open?id=1AQTOli3KIM8orF40tojnY6KB1leFUzQD

Carlos Menezes Aguiar

MANUAL PARA NORMATIZAGAO DE DISSERTAGOES E TESES
DOS CURSOS DE POS-GRADUAGCAO EM ODONTOLOGIA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO

RECIFE - PE
2016
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