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Pigossi SC. Influéncia de haplétipos no gene Interleucina 8 em células com fungdo

imune [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

Estudos realizados por nosso grupo investigaram polimorfismos no gene
Interleucina 8 (IL8) em 500 individuos com e sem periodontite e identificaram que o
haplotipo ATC/TTC conferiu 2 vezes maior suscetibilidade a doenca periodontal
cronica (DP) em comparacdo com o haplotipo ATT/TTC. Estudos clinicos revelaram
que individuos portadores do haploétipo no gene /L8 associado a DP, mesmo com baixo
desafio microbiano, desenvolviam periodontite de maneira mais exacerbada quando
comparados aos individuos portadores do haplétipo ndo associado a DP. No entanto, a
funcionalidade bioldgica desses haplotipos no gene /L8 ainda ndo foi investigada por
meio de controlados ensaios in vitro. A proposta deste estudo ¢ avaliar a funcionalidade
dos haplétipos no gene /L8 em células imunes, incluindo a investigacdo por meio da
regulacdo da expressdo do gene reporter presente em plasmideos recombinantes
construidos artificialmente (constructos). Foi coletado sangue periférico de pacientes
que carregam cada haplotipo e estimulados com mediadores inflamatérios e bactérias
periodontopatogénicas para se avaliar a expressao génica (mRNA, RT-qPCR), proteinas
secretadas (Multiplex), perfil fenotipico celular (Citometria de fluxo), fagocitose e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos (Citometria de fluxo)
e potencial de migracdo de linfécitos e neutréfilos. Constructos contendo cada haplétipo
foram transfectados em linfocitos T humanos (células JM) e a expressdo do gene
reporter GFP foi avaliada utilizando citometria de fluxo. Os individuos portadores do
haplotipo suscetivel (ATC/TTC) apresentaram maiores niveis de IL-8, TNF-a (mRNA e
proteina), IL-1B, IL-2R, IFN-y, MIP-1a, MIP-18 e RANTES (proteina). Polarizacdo

significativamente maior para o fenotipo Th1/M1 foi observada para o haplétipo



suscetivel enquanto que o haplétipo ndo suscetivel (ATT/TTC) foi associado a uma
resposta atenuada aos periodontopatogenos, com inclina¢do para o fendtipo Treg. Uma
porcentagem mais elevada de macréfagos produtores de ROS tende a ocorrer em
individuos portadores do haplotipo suscetivel, assim como maior migracdo de
neutrofilos apos estimulo com IL-8 nesses individuos. Em relacdo a andlise dos
constructos contendo cada haplétipo isoladamente, foi observado que a presenca do
alelo T na regido promotora foi a condi¢do mais relevante no direcionamento da
atividade transcricional do promotor de /L8. Em conclusdo, os haplétipos no gene /LS
mostraram-se  funcionais para a regulagdo da resposta imune frente aos

periodontopatogenos e aos estimulos inflamatorios.

Palavras-Chave: Expressao gé€nica. Polimorfismo genético. Doencgas periodontais



Pigossi SC. Influence of haplotypes on Interleukin 8§ gene in cells with immune function

[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Studies by this group investigated polymorphisms in the Interleukin 8 (IL8) gene
in 500 individuals with and without periodontitis and identified that the ATC/TTC
haplotype conferred 2-fold increased susceptibility to periodontal disease (PD)
compared to the ATT/TTC haplotype. Clinical studies showed that individuals with /L8
haplotype associated with PD, even with low microbial challenge, responded in a more
exacerbated manner when compared to individuals with not susceptible haplotype.
However, the biological functionality of these haplotypes in the /L8 gene was not
investigated by in vitro controlled assays. . The purpose of this study is to evaluate the
functionality of haplotypes in the /L8 gene in immune cells including the investigantion
of gene reporter expression present in the recombinant plasmids constructed artificially
(constructs). Peripheral blood was collected from patients from each haplotype and
stimulated with inflammatory mediators and periodontopathogenic bacteria to evaluate
the gene expression (mRNA, RT-qPCR), secreted proteins (Multiplex), cellular
phenotype profile (flow cytometry), phagocytosis and reactive oxygen species (ROS) by
macrophages (flow cytometry) and migration potential of lymphocytes and neutrophils.
Constructs containing each haplotype were transfected into Human lymphocytes (JM
cells) and expression of the GFP reporter gene was evaluated using flow cytometry. The
individuals with the susceptible haplotype (ATC / TTC) had higher levels of IL-8, TNF-
o (mRNA and protein), IL-1pB, IL-2R, IFN-y, MIP-1a, MIP-13 and RANTES (protein).
Significantly greater polarization for the Thl / M1 phenotype was observed for the
susceptible haplotype whereas the non-susceptible haplotype (ATT/TTC) was

associated with an attenuated response to periodontopathogens, inclined to the ™ -



phenotype. A higher percentage of macrophages producing ROS tend to occur in
individuals carrying the susceptible haplotype, as well as increased migration of
neutrophils following IL-8 stimulation in these individuals. Regarding the analysis of
the haplotypes alone, it was observed that the presence of the T allele in the promoter
region is the most relevant condition in directing the transcriptional activity of the /LS
promoter. In conclusion, the haplotypes in the /L8 gene were functional for the

regulation of immune response to periodontopathogens and to inflammatory stimuli.

Keywords: Gene expression. Genetic polymorphism . Periodontal diseases
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1 INTRODUCAO

Uma familia de citocinas estruturalmente relacionadas com atividade
quimiotatica para tipos especificos de populagdes de leucdcitos foram identificadas e
denominadas como quimiocinas (Birkedal-Hansen’, 1993). A marca molecular da
familia das quimiocinas ¢ a conserva¢do de quatro residuos de cisteina que afetam a
estrutura terciaria dessas proteinas. Dependendo do numero de aminodcidos que
separam dois residuos de cisteina, as quimiocinas podem ser divididas em subfamilias
CXC, CC, C e CX3C. As quimiocinas CXC atraem e ativam principalmente os
neutrdfilos, enquanto que as quimiocinas CC atraem e ativam monocitos, linfocitos,
basofilos, eosindfilos, células natural killer (NK) e células dendriticas (Bazan et al.’,

1997).

A Interleucina (IL) 8 ¢ um membro da subfamilia CXC com uma ampla gama
de efeitos biologicos, incluindo a quimiotaxia e a ativa¢do de neutrofilos (Jiang et al.”?,
1996). Esses efeitos biologicos da IL-8 sdo mediados através de sua ligacdo a dois
receptores acoplados a proteina G na superficie celular, denominados CXCR1 e CXCR2
(Holmes et al.*’, 2009; Murphy et al.”’, 2009). Produzida por uma variedade de tipos
celulares, incluindo mondcitos/macrofagos, queratindcitos e células endoteliais,
epiteliais e tumorais (Cromwell et al.zo, 1992; Koch et al. 55, 1991; Kristensen et al. 56,
1991; Schuerer-Maly et al. # Yasumoto et a1.104), atua em sitios inflamados na atragado e

ativagdo de leucocitos polimorfonucleares, induzindo sua migracao transendotelial e

liberagdo de enzimas (Carveth et al.”*, 1989; Schroder®, 1989).

O gene /LS esta localizado no cromossomo 4 e ¢ constituido de quatro exons.
Sua transcri¢do foi investigada utilizando uma variedade de mutagdes genéticas e

analises de dele¢do que identificaram uma sequéncia que abrange os nucleotideos -1 a -
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133 dentro da regido flanqueadora 5' do gene como essencial e suficiente para a sua
regulagdo transcricional (Harant et al.**, 1996; Mukaida et al.”’, 1990). Estudos
demonstraram que a regido promotora do gene /LS ¢ predominantemente ativada pela
inducdo do complexo do fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB) contendo p65,
embora a proteina ativadora-1 (AP-1) e a CCAAT/proteina de ligacdo de intensificador
(C/EBP) também possam desempenhar papéis de suporte (Kunsch et al.”’, 1994;

Kunsch et al. **, 1993; Mukaida et al.”’, 1990).

Estimulos incluindo citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) ou a IL-1 (Brasier et al.'’, 1998; Kasahara et al.>*, 1991), produtos
bacterianos (Aihara et al.2, 1997; Hobbie et al.**, 1997) ou virais (Mastronarde et al.®,
1998; Murayama et al.”!, 1997) e estresse celular (De Forge et al.??, 1993; Lee et al.%,
1997) sdo capazes de induzir rapidamente a producdao de IL-8. Notavelmente, alguns
estimulos, como IL-1 ou TNF-q, regulam a producao de IL-8 por mais de 100 vezes
(Brasier et al.'’, 1998; Kasahara et al.>*, 1991), enquanto outros, como certas bactérias

. . . 2 .
causam um aumento mais moderado de cinco a doze vezes (Aihara et al.”, 1997; Hobbie

etal.®, 1997).

Apesar da quimiotaxia dos neutrofilos para o local da infeccdo ser uma etapa
crucial na resposta imune induzida por quimioatratores, condi¢cdes inflamatorias
cronicas geralmente resultam da producdo exacerbada de quimiocinas, como a IL-8

(Harada et al.”

, 1996). A producdo exagerada de IL-8 pode levar a condicdes
inflamatorias cronicas, como a artrite reumatoide (AR) (Brennan et al.'’, 1990; Seitz et
al.®, 1991). A AR ¢ uma doenga auto-imune sistémica e crénica que acomete as
articulagdes multiplas com etologia desconhecida associada a incapacidade progressiva,

. ~ A . . A . 3
complicagdes sistémicas, morte precoce e altos custos socioecondmicos (Alam et al.”,

2017). Entre as citocinas pro-inflamatorias, a IL-10/B e TNF-a desencadeiam a via de
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sinalizagdo molecular responsavel pela patogénese da AR. Essas citocinas recrutam as
células da resposta imune inata e adaptativa e promovem a ativagdo dos sinovidcitos
que ativam varios outros mediadores, incluindo a IL-8, resultando em inflamagdo da
membrana sinovial. Na sinovite precoce da AR, a expressdo de IL-8 aumentada ¢é
observada por sinovidcitos da camada de revestimento (Takahashi et al.”*, 1999),
enquanto que, na doenga estabelecida, ambas as células incluindo sinovidcitos e
macrofagos demonstram uma expressdo significativamente aumentada de IL-8

(Deleuran et al.**, 1994).

Outra condi¢do sistémica associada a IL-8 ¢ a fibrose cistica (FC) caracterizada
por uma resposta inflamatoria das vias aéreas dominada por neutrofilos (Jundi et al.”,
2015). Um dos principais fatores que contribuem para o grande nimero de neutréfilos
sdo niveis aumentados de IL-8 que estdo presentes no pulmao dos individuos com FC.
A infec¢do e a inflamagdo, juntamente com alteracdes intrinsecas nas células das vias
aéreas da FC, sdo responsaveis pelos niveis intrapulmonares anormalmente elevados de
IL-8 (Jundi et al.”®, 2015). Semelhantemente, as citocinas desempenham um papel
importante no desenvolvimento da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) que se
caracteriza pela destruicdo do parénquima pulmonar com enfisema pulmonar e
inflamagdo das vias aéreas pequenas e centrais (Caramori et al.'>, 2014). A expressio de
IL-8 em nivel de mRNA e proteina ¢ aumentada 1,5 vezes no epitélio bronquiolar de
individuos com DPOC em compara¢do com individuos controle e tem sido associada
com a severidade da doenca (de Boer et al.”', 2000; Tomaki et al.”®, 2007). H4 também
aumento da expressdo de CXCR2, um receptor para IL-8, no epitélio bronquiolar de
pacientes com DPOC em compara¢do com individuos controle, sugerindo que este eixo
pode ser relevante no recrutamento de neutrdfilos para as vias aéreas pequenas

(Gamonal et al.’’, 2001).
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As citocinas também estdo envolvidas na oncogénese, atuando na progressao,
invasdo e metastase dos tumores através de mecanismos semelhantes aos seus papéis
nas fun¢des imunes (Gales et al.’®, 2013). Nesse contexto, a IL-8 tem um papel
autdcrino e/ou paracrino atuando na modulagdo da sobrevivéncia e proliferagdo das
células tumorais (Todorovic-Rakovic et al.”’, 2013). A atividade biologica da IL-8 no
microambiente do tumor pode contribuir para sua progressdo através da regulacdo da
angiogénese, no crescimento e sobrevivéncia das células cancerosas, no movimento das
células tumorais, na infiltracdo de leucdcitos e na modulag¢ao da resposta imune (Yuan
et al.'”, 2005). Nesse contexto, niveis elevados de IL-8 foram associados ao

. , . . 28
desenvolvimento de varios tumores humanos. Ewington et al.

(2012) encontraram
associagdo entre a IL-8 ¢ a patogénese do carcinoma endometrial. Nastase et al.”* (2011)
utilizaram os niveis de IL-8 para diagnosticar e acompanhar a progressao de cancer de
colon. A IL-8 também foi identificada como o biomarcador urindrio mais proeminente

para a detecgdo de cancer de bexiga (Urquidi et al.'”!

, 2012). Além disso, o aumento da
IL-8 no soro demonstrou-se ser um indicativo de desenvolvimento de cancer pulmonar
clinicamente evidente (Lagiou et al.®®, 2011). O nivel de expressio de IL-8 e seu
receptor CXCR-1 nos tecidos tumorais e no soro de pacientes com cancer de pancreas
também foram considerados elevados. Além disso, foi demonstrado que os tecidos
tumorais de pacientes com cancer de pancreas com um nivel mais elevado de IL-8 no
soro cresceram mais rapidamente e se comportaram de forma mais agressiva do que
aqueles com baixos niveis séricos de IL-8 (Chen et al.'® 2012). As anélises de
sobrevivéncia de pacientes com carcinoma nasofaringeo revelaram que uma maior
expressdo de IL-8 no tecido tumoral primario era um fator progndstico independente

para sobrevivéncia global, sobrevida livre de doenca e sobrevida livre de metastases (Li

et al.®, 1997). Miller et al.®’ (1998) identificou que as células de cancer de mama
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expressavam os receptores de IL-8 CXCR-1 e CXCR-2, enquanto que apenas 50% das

amostras benignas de tecido mamario expressavam CXCR-1 ou CXCR-2.

A IL-8 também ¢ uma importante quimiocina que participa no estabelecimento e
progressdo da doenca periodontal (DP). As doengas periodontais sdo doencas
inflamatorias infecciosas, causadas por bactérias orais endogenas que colonizam as
superficies dentarias formando biofilmes polimicrobianos (Belibasakis et al.®, 2013). A
interacdo do biofilme com os tecidos periodontais desencadeia uma resposta
inflamatéria, visando prevenir a coloniza¢io bacteriana (Feng et al.®’, 2006). No
entanto, uma resposta inflamatoéria excessiva resultard na destruicdo do tecido
periodontal, manifestando-se como periodontite e perda dentaria, se essa condi¢gdo ndo
for tratada (Schenkein®?, 2006). A periodontite ¢ atribuida ao estabelecimento de um
biofilme subgengival, constituido por espécies bacterianas especificas, sendo que os
microorganismos Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia incluidos no complexo vermelho de Socransky (Socransky et al.’!, 1998)
tornam-se prevalente no biofilme subgengival em estdgios mais avancados da DP,
aumentando conforme a maior profundidade de sondagem e quantidade de sitios com

inflamacao gengival.

Nesse contexto, a IL-8 ¢ um fator importante na iniciagdo e manutengdo das
reagdes inflamatorias. A IL-8 atrai e ativa os neutrofilos, que sdo a primeira linha de
células imunitarias recrutadas, para sitios infectados. Os neutréfilos sdo entdo capazes
de migrar através do epitélio juncional do sulco gengival formando uma "parede de
leucécitos" entre o biofilme bacteriano e o epitélio gengival (Schenkein®, 2006).
Assim, a expressao potencial de IL-8 e moléculas de adesdo no epitélio juncional foi
sugerida para representar um mecanismo regulatorio importante que leva a migracao de

neutréfilos para o sulco gengival (Tonetti’’, 1997). Todavia, a persisténcia da resposta
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cronica local do hospedeiro pode alterar os papéis protetores das células inflamatorias e
ter efeitos deletérios nos tecidos (Graves et al.*', 2003). A hiperatividade dos neutréfilos
esta associada & destrui¢do do tecido periodontal (Del Fabbro et al.”*, 2000; Waddington

et al.'%%, 2000), assim como a produgio exacerbada de IL-8 (Harada et al.**, 1996).

Apesar da importancia da quimiocina IL-8 no desenvolvimento da DP, uma
variedade de estudos mostraram achados contraditérios quanto aos niveis de IL-8 no
fluido crevicular gengival (FCG) e na saliva de pacientes com DP. Embora alguns
estudos demonstrem niveis mais altos de IL-8 no FCG de pacientes com DP (Gamonal
et al.*®, 2001; Jacob et al.’!, 2014), outros mostram o resultado oposto (Chung et al.'”,
1997). Baseado nisso, nosso grupo de pesquisa realizou uma revisdo sistematica com
meta-andalise dos estudos disponiveis investigando os niveis IL-8 (mRNA e proteina) no
tecido gengival, saliva e FCG em pacientes com DP (Finoti et al.’”>, 2017). A meta-
analise de estudos que utilizaram pg/pul como unidade de medida de IL-8 mostrou que o
FCG de pacientes com DP apresentou niveis significativamente mais baixos de IL-8 do

que o FCG de individuos de controle saudaveis. Zhang et al.'”’

(1999) demonstraram
que as células do epitélio oral e gengival infectadas com Porphyromonas gingivalis
produziram IL-8 e, apos a infecgdo, essas células continuaram a expressar /LS mRNA,
embora o acumulo da proteina segregada ndo pudesse ser detectado. Sugeriu-se que a
IL-8 poderia ser degradada localmente pelas proteinases produzidas pelas P. Gingivalis

(Zhang et al.'”’, 1999) Dessa forma, esse achado pode explicar os resultados da meta-

andlise, porém pesquisas adicionais devem confirmar ou negar essa hipdtese.

Em relagdo aos niveis de IL-8 no tecido gengival, os niveis de /LS (mRNA e
proteina) foram mais elevados em individuos com DP em comparagdo com individuos
saudaveis (Correa et al."”, 2012; Duarte et al.”°, 2007; Matsuki et al.**, 1992; McGee et

al.®, 1998; Sfakianakis et al.*’, 2002; Souto et al.’>, 2014; Tonetti et al.’®, 1994). A
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imuno-histoquimica das amostras de tecido de periodontite mostrou a detec¢do maxima
de IL-8 nas camadas mais profundas do epitélio da bolsa periodontal, estando proxima
ao infiltrado inflamatdério e associada a infiltracdo de neutrdfilos. Isso confirma o
envolvimento de IL-8 na indugdo e desenvolvimento da periodontite (Tonetti et al.”®,
1994). Inversamente, niveis mais baixos de IL-8 e nimero de neutréfilos também foram
detectados em espécimes gengivais sauddveis, principalmente no ter¢o coronal do
epitélio juncional confirmando o papel desta quimiocina na migracdo constante de
neutrofilos através dos tecidos gengivais e no estabelecimento de equilibrio entre o

desafio bacteriano continuo e a defesa do hospedeiro (Sfakianakis et al.*’, 2002; Tonetti

etal.”® 1994).

Estudos in vitro investigando a influéncia dos microorganismos
periodontopatogenos na producdo de IL-8 por células epiteliais do tecido gengival
(Fujita et al.*, 2010; Huang et al.*®, 2004; Pahumunto et al.”®, 2017; Sandros et al.”,
2000), células do ligamento periodontal (Sun et al.”’, 2010) e por neutrofilos (Kurt-
Jones et al.”’, 2002) também foram realizados. Hung et al.*® (2004) demonstrou que a
indugdo da expressdo de IL-8 nas células epiteliais gengivais em resposta ao estimulo
com P. gingivalis ocorre rapidamente apds a infec¢do, sendo acompanhada por uma
diminuicdo nos niveis de IL-8. Essa diminui¢do pode estar associada a degradagdo da
proteina IL-8 por proteases da P. gingivalis. Todavia, a permanéncia do estimulo
bacteriano promove novamente a elevagdo nos niveis de IL-8. Ademais, esse estudo
demonstrou que as vias NF-kB, MARK p38 e MEK/ERK foram envolvidas na indugdo
da producdo de IL-8. Em contraste, a regulacdo negativa de /LS mRNA pela P.

gingivalis envolveu MEK/ERK, mas nao NF-kB ou MAPK p38.

193

Sun et al.”” (2010) investigou altera¢des de expressdo dos genes TLR2 e TLR4

(Receptores do tipo Toll 2 e 4) e produgdo de citocinas (IL-1p, -6, -8, -10 e TNF-a) em
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células do ligamento periodontal humano estimuladas com periodontopatdégenos
inativados pelo calor ou por seus lipopolissacarideos (LPS) na presenca ou auséncia de
anticorpos monoclonais contra TLR2 ou TLR4 (anti-TLR2/4). Ambos
periodontopatogenos e LPS aumentaram a expressdo génica de 7LR2 e TLR4 e
producgdo de citocinas pelas células do ligamento periodontal. Ademais, esse aumento
da expressao pode ser bloqueado na presenca de anti-TLR2/4 sugerindo que as bactérias
periodontais gram-negativas ou suas LPS podem desempenhar um papel no
desencadeamento das respostas mediadas pelos TLR2 e/ou TLR4 e sdo importantes para

as respostas imunes na periodontite.

Pahumunto et al.’® (2010) avaliou a expressdo de citocinas pelas células
epiteliais gengivais estimuladas com extrato de parede celular de subtipos de
Aggregatibacter actinomycetemitans. Elevados niveis de /L§ mRNA foram observados
apos o estimulo com os diferentes subtipos de A. actinomycetemitans sendo que o
sorotipo f revelou a expressdo mais alta em comparacdo aos outros sorotipos. Todavia,
menores niveis de /L8 mRNA foram observados apds estimulacdo das células com
cepas clinicas obtidas de bolsas profundas em comparacdo com as isoladas de bolsas
rasas. Sugeriu-se entdo que os isolados clinicos de A. actinomycetemcomitans que se
associam a bolsas profundas podem interferir na fun¢do neutrofilica através de niveis
minimos e imunossupressores de IL-8 aumentando sua sobrevivéncia e viruléncia.
Entretanto, Fujita et al.’® (2010) demonstrou que meio condicionado de células epiteliais
gengivais condicionadas com A. actinomycetemcomitans aumentam a quimiotaxia de

neutr6filos em comparacdo com células epiteliais gengivais ndo condicionadas.

A incidéncia de periodontite também parece estar associada a fatores genéticos
sendo que a principal evidéncia que mostra o envolvimento desses fatores na DP ¢

fornecida por estudos em gémeos, que estimaram cerca de 50% de herdabilidade mesmo
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apos ajustes comportamentais (Michalowicz et al.%°, 2000). Ademais, estudos
mostraram que a presenca de polimorfismo de base Unica, ou single nucleotide
polymorphism (SNP) em genes como a interleucina IL-2, IL-6, IL-10, a
metaloproteinase-1 (MMP-1) e o receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) 2 estdo
associados a doenga periodontal (Holla et al.*®, 2006; Scarel-Caminaga et al.¥, 2002;

Shimada et al.**, 2004; Trevilatto et al.'®, 2003).

Estudos recentes realizados pelo presente grupo de pesquisa investigaram
haplotipos formados pelos polimorfismos -251(T/A), +396(T/G) e +781(C/T) no gene
IL8 em 500 individuos Brasileiros com e sem DP, revelando que o haplotipo ATC/TTC
estad 2 vezes mais associado com suscetibilidade a DP (OddsRatioajusiado = 2,241; 95%
Intervalo de Confianga = 1,104-4,55) (Scarel-Caminaga et al.**, 2011). Todos os
resultados significativos mantiveram-se apos ajustes de varidveis como idade, género,
cor da pele e habito de fumar. Em sequéncia, outro estudo foi desenvolvido por nosso
grupo que investigou se o haplotipo ATC/TTC no gene /L8 associado a suscetibilidade
a DP influenciaria a produgio da citocina IL-8 (Corbi et al.'®, 2012). No entanto, nio foi
encontrada diferenca nos niveis de IL-8 definida pela carga genética diferencial dos
pacientes. Dos mesmos pacientes foi realizada coleta para analise microbiologica nos

mesmos sitios da coleta imunologica (Finoti et al.>', 2013).

Referente a andlise microbioldgica, pode-se concluir pelos resultados que ha
uma associacdo da suscetibilidade genética a DP conferida pelo haplotipo ATC/TTC no
gene /L-8 com a colonizagdo das bactérias do complexo vermelho nos sitios doentes dos
pacientes com periodontite cronica. Individuos ndo suscetiveis a DP (haplotipo
AGT/TTC) tiveram maiores niveis de P.gingivalis, T. forsythia, T. denticola quando
comparados com pacientes geneticamente suscetiveis a periodontite cronica. Deve-se

salientar que os parametros clinicos da DP foram semelhantes entre os grupos de
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individuos com o haplétipo ATC/TTC que conferia maior suscetibilidade a periodontite
cronica, e aqueles que ndo carregavam o referido haplétipo (Finoti et al.*%, 2013; Finoti
et al.**, 2013). Sendo assim, mesmo com niveis menores de periodontopatogenos,
pacientes com o haplétipo ATC/TTC apresentaram parametros clinicos semelhantes aos
dos pacientes que ndo carregavam o haplotipo de suscetibilidade. Desse modo, em
relacio a DP, fica o questionamento se individuos que possuem determinados
haplotipos no gene /L8 responderiam de maneira mais exacerbada a estimulos
microbianos semelhantes, induzindo assim maior destruicdo periodontal mesmo com

baixo desafio microbiano.

Para possiveis explicagdes de diferentes respostas de haplotipos, 14 milhdes de
SNPs tém sido investigados em associacdo a doencas e metabolismo diferencial de

farmacos (Sachdanandam et al.”®

, 2001). Nos ultimos anos, tem-se notado maior
tendéncia em investigar a funcionalidade de SNPs ja conhecidos e que ja foram
associados com diversas doengas, do que buscar novos SNPs. Um estudo realizado por
Hull et al.* (2000), identificou o SNP -251(T/A) na regido promotora do gene /L8
relacionado com a suscetibilidade a bronquite e sua associagdo com a producdo da
proteina IL-8. Quando presente o alelo A na posicdo -251,este tende a estar associado
com o aumento da produgdo de IL-8 estimulada por LPS (p = 0,07) quando comparado
a presenga do alelo T na mesma posi¢do. Avaliando a ativagdo da transcricdo de um
polimorfismo na posi¢do -845 na regido promotora do gene /LS em pacientes com
doenca periodontal, lTamamura et al.”* (2012) verificaram que a atividade de transcri¢io

do promotor contendo o alelo T na posi¢ao -845 foi aproximadamente 9 vezes mais

elevada do que quando continha o alelo C.

Hé poucas informagdes sobre o papel funcional dos polimorfismos e haplotipos

nos genes /L8, apesar destes serem frequentemente escolhidos em estudos caso-controle
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para investigagdo de associagio com as mais diversas patologias (Hull et al.*’, 2000;
Imamura et al.”’, 2012). Assim, percebe-se que ¢ de grande relevancia o preenchimento
dessa lacuna no conhecimento da gendmica funcional. Nossa hipdtese € que tais
polimorfismos/haploétipos nos gene /L8 podem influenciar a producao/expressao de 1L-8

e de outros mediadores inflamatorios essenciais na modulagdo da resposta imune.
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5 CONCLUSOES

O haplétipo no gene /LS8 associado a DP (ATC/TTC, haplétipo suscetivel a DP)
apresentou uma polarizacdo significativamente maior para o fenotipo de
ativacdo Th1l / M1 que pode contribuir para a iniciagdo e manutengdo de um
estado proé-inflamatorio durante periodontite cronica nos individuos suscetiveis a
periodontite cronica. Por outro lado o haplotipo no gene ILS (ATT/TTC) nao
suscetivel a DP foi associado a uma resposta atenuada ao estimulo inflamatdrio,

com uma inclinagdo para o fenétipo Treg.

Em relacdo a analise dos constructos contendo cada haplétipo isoladamente, foi
observado que a presenca do alelo T na regido promotora do gene /LS foi a
condi¢do mais relevante no direcionamento da atividade transcricional desse

gene em células JM estimuladas por periodontopatdogenos.

O haplétipo no gene /LS suscetivel a DP resultou em maior expressao de IL-8
(mRNA e proteina) pelas células imunes de individuos portadores desse
haplotipo estimuladas por periodontopatogenos, indicando que essas variagdes
genéticas sdo funcionais e aumentam a atividade transcricional do gene /L8 nas

células investigadas.

Niveis mais elevados de mediadores inflamatdrios associados a progressao da
periodontite, incluindo as citocinas TNF-a (mRNA e proteina), IL-1p, IL-2R e
interferon (IFN)y (proteina) e quimiocinas MIP-1a, MIP-1B ¢ RANTES foram
observados na resposta imune de individuos portadores do hapldtipo suscetivel

apos estimulos com os periodontopatdgenos.
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= Maior porcentagem de macrofagos com habilidade de fagocitose foram
observados em individuos portadores do haplétipo no gene /L8 ndo suscetivel a
DP apés estimulos com periodontopatdégenos, sugerindo maior capacidade de
eliminar o patdgeno e promover a efetiva resolugdo da inflamagao em individuos

ndo suscetiveis.

= Maior tendéncia na porcentagem de células produtoras de ROS foi observada em
individuos portadores do hapldtipos suscetivel a DP, sugerindo uma indugao
direta no dano tecidual periodontal nesses pacientes por meio de alta producao

de ROS.

= Nao houve uma influéncia significativa dos hapldtipos no gene /L8 na migragdo

de linfécitos e neutrdfilos de pacientes portadores dos citados haplotipos.
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