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1. Resumo

A cavidade oral consiste num ecossistema extremamente diverso e dinamico, habitado por
microrganismos que se encontram numa relagdo simbiotica. Estes microrganismos organizam-se
na placa bacteriana, que estd em equilibrio com a flora comensal e a resposta imunitaria do
hospedeiro. Quando este equilibrio ¢ perturbando, ocorre uma transigao para uma populagao rica
me agentes patogénicos, ativando a resposta imunitiria do hospedeiro. Esta mudanga no
microbioma, designada disbiose, sdo as causadoras das doengas orais microbianas, nomeadamente
a periodontite, infecoes endoddnticas, carie, infegdes flingicas orais e infecoes orais de etiologia
viral.

Nos tltimos anos surgiram numerosos métodos que permitiram a analise detalhada do
genoma humano e possibilitaram a investigacdo de associagoes entre polimorfismos genéticos e
doenca oral de etiologia microbiana. A tese teve por objetivo rever este tema e baseou-se em artigos
publicados entre 2013 e 2016.

Na periodontite, diferentes hapldtipos para a IL-4 revelaram tornar o hospedeiro
mais suscetivel a esta doenca, mediante a presenga de bactérias periodontapogénicas, € o
mesmo acontece com polimorfismos na IL1 (a e B). Individuos com polimorfismos no
recetor Toll-like 4 também parecem estar sujeitos a uma perda Ossea alveolar mais
acentuada. Varias associagdes ao gendtipo do hospedeiro também foram verificadas nas

restantes infegdes.

Este trabalho de revisdo de literatura envolveu a pesquisa de artigos publicados na
Pubmed e B-on, tendo sido utilizadas as seguintes palavras-chave: polimorfismos,
suscetibilidade genética, infe¢des da cavidade oral, microrganismos orais, defesas do

hospedeiro.

Palavras-chave: Suscetibilidade genética; infecdes da cavidade oral; polimorfismo;

Microrganismos orais






2. Abstract

The oral cavity consists of an extremely diverse and dynamic ecosystem, inhabited by
microorganisms that find themselves in a symbiotic relation. These microorganisms organize
themselves in the dental plaque, which is in balance with the commensal flora and the immunity
response of the host. When this balance is disrupted, a transition occurs in the rich population of
pathogenic agents, activating an immune response from the host. This microbiome change,
designated as dysbiosis, is responsible for oral microbiome diseases, namely, periodontitis,
endodontic infections, tooth decay, fungal oral infections and viral etiology oral infections.

In the last years, numerous methods have surfaced that allow the detailed analysis
of the human genome and enable the investigation of association between genetic
polymorphisms and the oral disease of microbial etiology. The thesis had the goal of
revising this theme and was based of published articles between 2013 and 2016.

In periodontitis, different haplotypes for the IL-4 revealed that the host becomes
more susceptible to this disease, through the presence of periodontopathogenic bacteria
and the same happens with polymorphisms in the IL1 (a e P). Subjects with
polymorphisms in the receptor Toll-like 4 also seem to face an increased alveolar bone
loss. Several associations to the host’s genotype were also verified in the remaining

infections.

This review involved the research of published articles in Pubmed and B-on,
having been utilized the following key words: polymorphisms, genetic susceptibility, oral

cavity infections, oral microorganisms, host defenses

Keywords: Genetic Susceptibility, oral cavity infections, polymorphisms, oral

microorganisms.
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Introducdo

6. Introducao

6.1. Ecossistema oral

6.1.1. Cavidade oral como habitat de microrganismos

A cavidade oral consiste num ecossistema extremamente diverso e dinamico,
cujas condi¢des ecologicas sao algo instaveis, o que faz de si algo tnico no corpo humano.
Esta instabilidade deve-se ao facto de o ambiente oral estar em constante mudanga com a
idade (as alteracdes vao surgindo desde os primeiros meses apOs o nascimento ou com a
erupcdo dentdria, por exemplo) e por estar exposto ao exterior, o que provoca

consequentes alteragdes no microbioma (Struzycka, 2014).

Os microrganismos encontram-se numa relacdo simbidtica na cavidade oral,
primeiramente nas criangas recém-nascidas, poucas horas ap6s o nascimento. Um periodo
de tempo depois, uma quantidade consideravel de microrganismos diversos e complexos
coloniza a cavidade oral, uma vez que ai t€ém o ambiente ecoldgico ideal para a
reprodugdo: uma superficie himida com abundancia de nutrientes, temperatura ideal, uma
superficie que permite a sua adesdo (superficie dentaria) bem como um potencial redox
no sulco gengival que permite ambos 0s microbios aerdbios e anaerdbios (Singh, Sharma,

e Shreehari, 2015).

r

A definicdo mais simples para biofilme ¢ “organismos a colonizarem uma
superficie bidtica ou abidtica, embebidos numa matriz rica em polimeros”, sendo a placa
bacteriana um excelente exemplo de biofilme, ja& que € constituida por microrganismos
da cavidade oral que crescem como parte de uma mistura de composi¢do complexa
estruturalmente, cujas espécies aderem a uma superficie (neste caso dentes e gengiva)

(Lamont, Hajishengallis, e Jenkinson, 2014).

O biofilme oral tem duas fungdes principais: prevenir a colonizag@o por parte de
microrganismos patogénicos e educar o sistema imunitario a reconhecer o0s
microrganismos comensais. Isto quer dizer que existe um equilibrio entre a flora comensal
e a resposta imunitaria do hospedeiro num estado de saude. No entanto, hé circunstancias
que podem perturbar este equilibrio na cavidade oral, como mudanca de pH, alteragdo na
tensdao de oxigénio, na disponibilidade de nutrientes ou no estado imunitario, o que vai

provocar uma transicao da flora residente comensal para uma populagdo rica em agentes

11



SUSCETIBILIDADE GENETICA AS DOENCAS ORAIS DE ETIOLOGIA MICROBIANA

patogénicos que induz a resposta imunitdria do hospedeiro. O biofilme oral assim
modificado vai desencadear doencas orais, sendo necessario entender a ecologia da flora

oral para explicar a etiologia destas doengas. (Kumar, 2013).

Um componente muito importante deste habitat ¢ a saliva, uma secrecado rica que
contém diferentes tipos de ingredientes ativos biologicos. Estes ingredientes conferem
propriedades antibacterianas, antivirais e antifingicas a saliva. Possui proteinas como a
lisozima (bacteriolise), lactoferrina (inibe o crescimento bacteriano), lactoperoxidase
(bloqueia o metabolismo da glicose) e outras proteinas como mucinas, imunoglobulina A
e glicoproteinas onde se incluem as glicoproteinas ricas em prolina (PRP’s), as quais
atuam como recetores permitindo a ligag@o entre as bactérias e a pelicula adquirida que

cobre a superficie do dente (Struzycka, 2014).

A cavidade oral contem uma membrana mucosa coberta de epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado (como o palato) e ndo queratinizado (dorso da lingua). Estes
locais constituem nichos ecoldgicos separados, sendo que cada um tem um diferente

microbioma (Struzycka, 2014).

6.1.2. Microbioma oral em situacdo de saude e doenca

O sistema digestivo inicia-se na cavidade oral, onde os alimentos e
microrganismos se juntam e misturam com a saliva. Neste ambiente varios nichos
ecologicos podem ser identificados onde os microrganismos se organizam em
comunidades (Costalonga e Herzberg, 2014). A boca ¢ um nicho ecoldégico Uinico do
corpo humano, dada a sua vasta quantidade de tipos de superficies: duras, moles, naturais
e artificiais (esmalte, dentina, lingua, gengiva, coroas acrilicas, aplicagcdes ortodonticas,
materiais restauradores). Apesar de estas superficies serem banhadas pelo mesmo fluido,
a saliva, o biofilme que se liga a cada uma difere na sua composicdo. Isto porque cada
superficie apresenta um microambiente Uinico, com caracteristicas especificas, resultando

numa variedade de composi¢des microbianas que se ligam a cada uma (Steinberg, 2016).

As doencgas orais microbianas sao causadas por uma mudanca no microbioma
normal chamada disbiose. A disbiose pode resultar da presenca de defeitos genéticos no
hospedeiro que impedem o reconhecimento dos microrganismos patogénicos € a resposta

do hospedeiro contra estes microrganismos patogénicos. A disbiose consiste assim numa

12
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alteragcdo no equilibrio entre os 6rgaos de barreira (como por exemplo a pele, a mucosa
intestinal e oral) e os seus microrganismos colonizadores. (Nibali, Henderson, Sadiq, e

Donos, 2014; Nibali e Henderson, 2016).

As caracteristicas biogeograficas consistem na variagdo da colonizagdo dos
diferentes locais da cavidade oral, sendo eles essencialmente os dentes, a lingua, a
mucosa, o sulco gengival e a saliva. No caso dos dentes, ha até diferencas consideraveis
na composi¢ao bacteriana caso estejamos a falar de superficies linguais ou vestibulares.
Isto porque as superficies vestibulares contém essencialmente Streptococcus, estando
estes em 48,2% da superficie e 43,8% na zona correspondente do sulco gengival. Ja nas
superficies linguais encontram-se em apenas 23,9% da superficie e 12,3% no sulco
correspondente (Figura 1). Isto terd a ver com a percentagem de oxigénio nas diferentes
localizagdes da boca, tendo em conta a alta propor¢do de anaerdbios estritos em
localizagdes linguais, e aerdbios ou anaerobios facultativos como Streptococcus em

localizagdes vestibulares, mais expostas ao oxigénio (Simon-Soro et al., 2013).

A nivel supragengival também se encontram Streptococcus salivarius,
Streptococcus mitis € Lactobacillus, enquanto a nivel infragengival dominam bactérias
anaerobias gram negativas como Actinobacillus, Fusubacterium nucleatum e

Porphyromonas gingivalis (Struzycka, 2014).

13
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Figura 1 — Variacao na composi¢@o de bactérias no sulco gengival no 3° quadrante a vestibular
(esquerda) e a lingual (direita). O primeiro nimero de cada letra refere-se ao quadrante, e o segundo niumero
o dente (incisivo, 1; canino, 3; primeiro pré-molar, 4; primeiro molar, 6). V — vestibular; L — lingual.
[adaptado de (Simon-Soro et al., 2013)].

Na mucosa oral ha essencialmente cocos anaerobios facultativos, estando os
Streptococcus mitis em predominancia. Também se observa significativamente a
presenga de Veillonella, Prevotella ¢ Haemophilus. Ja no dorso da lingua predominam os
Streptococcus salivarius, Streptococcus parasanguinis, Neisseria flavescens e Neisseria
subflava, bem como alguns anaerdbios estritos, como a Veillonella (Huttenhower et al.,

2012; Hadfield e David, 2016; Krishnan, Chen, e Paster, 2016).

A microbiota comensal descrita tem um importante papel na manutengao da saude
oral. No entanto, em casos de doenca, vai haver colonizacdo por diferentes tipos de
microrganismos. No caso da cérie, em que a produgdo de acido (maioritariamente acido
latico) leva a uma perturbagdo na capacidade tampao da saliva, vai haver alteragdes na
composicdo da microbiota que favorega bactérias aciduricas, particularmente
Streptococcus mutans e Lactobacillus, que vao continuar a produ¢do de acido latico
provocando danos nas superficies dentdrias. Para além destas duas espécies, também
membros do género Bifidobacterium, Propionibacterium e Scardovia foram associados a
carie dentaria. Na infecdo endodontica, ou seja, quando a lesdo de carie ndo € tratada e as
bactérias chegam a polpa, estdo particularmente associadas bactérias anaerdbias
proteoliticas. Quando esta infecdo persiste apds o tratamento, frequentemente estdo
presentes Enterococcus faecalis. Por fim, a periodontite caracteriza-se pela perda de
ligacdo entre o dente e a gengiva, formando a bolsa periodontal, que se torna

abundantemente colonizada por bactérias anaerobias, como Porphyromonas gingivalis,

14
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Treponema denticola e Tannerella forsythia. Recentemente também foram associados a
periodontite outros organismos como Anaeroglobus geminatus, Eubacterium saphenum,

Filifactor alocis, Porphyromonas endodontali e Prevotella denticola (Wade, 2013).

1]

— Streptococcus oralis and
W > 18 AR ‘ 20 Streptococcus Senguinis
Streptococcus mitis
Streptococcus gordaonii
Capnocytophage ochraceo
Fropionibacterium acnes
Haemophilus parginfluenzoe
Frevotella loeschei
Veillonella spp
Actinomyces oris and
Actinamyces naeslundii

0. Eikenella corrodens
\ 20/ . Actinomyces isroeli
° 1. Capnocytophaga gingivalis
\ 13. Capnocytophaga sputigena
M. Fusobacterium nucleatum
15. Prevotella denticola
° ° o . Aggregatibacter

Colonizadores tardios
1)
N
W 0 sl O W B L P

Colonizadores iniciais

ACHMOMyCelemoomitans
I7. Eubacterium spp.
- ; 18. Treponema denticola
Estaterina Fragmentos Mucinas Aglutinina a- Proteinas ricas 19. Tannerella forsythia
bacterianos , amilase em proling 20. Porphyromonas gingivalis
N. Frevorells intermedia
Pelicula salivar 12, Selenomonas flueggei

Superficie do dente

Figura 2 - Modelo espacio-temporal da colonizagdo bacteriana oral. Reconhecimento dos
recetores da pelicula salivar pelos colonizadores iniciais Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis e Streptococcus sanguinis. Os colonizadores tardios ligam-se aos colonizadores

iniciais [adaptado de (Kolenbrander et al., 2010)].

Apoés a limpeza das superficies dentarias, estas comegcam imediatamente a ser
cobertas por uma variedade de constituintes salivares, como mucinas, proteinas ricas em
prolina, alfa-amilase, aglutinina e fragmentos celulares bacterianos. Esta pelicula vai
entdo fornecer um numero elevado de recetores, os quais serdo reconhecidos pelas
bactérias colonizadoras. Estes colonizadores primarios sdo na sua maioria espécies de
cocos Gram positivos que incluem Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguis e Streptococcus oralis (Figura 2). A sua multiplicagdo vai criar
condi¢des favordveis a colonizacdo por bactérias mais patogénicas (Porphromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, e Treponema denticola), a maior parte anaerobios

estritos (Singh, Sharma, e Shreehari, 2015).
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6.1.3. Desenvolvimento do biofilme oral ao longo da vida

Pouco depois do nascimento, a cavidade oral comeca a ser colonizada por
bactérias que vao formar comunidades designadas por biofilmes dentro de nichos
especificos, como a lingua, os dentes, o sulco gengival ou a mucosa gengival. Estudos
moleculares indicam que residem na cavidade oral mais de 1000 espécies diferentes de
microrganismos, e que cada individuo possui cerca de 200 espécies no seu microbioma
oral, e estima-se ainda que 1mg de placa bacteriana contenha 10 bilides de bactérias

(Kumar, 2013).

O biofilme oral tem uma estrutura altamente ordenada e complexa, sendo criado
pela sobreposicao de camadas de microrganismos, na qual as espécies coexistem numa
relagdo muito restrita entre si. Esta relagdo resulta numa associagdo, que ¢ em parte
produzida por adesinas de superficie que vao facilitar a colonizagao de varias espécies de
microrganismos nos mesmos tecidos (Lamont et al., 2014; Struzycka, 2014). A
capacidade de comunicagdo entre comunidades no biofilme é uma caracteristica muito
importante do biofilme, uma vez que as bactérias sdo capazes de identificar a natureza
quimica do sinal e a sua concentragao no ambiente, o que vai permitir o seu controlo
fisiologico (dos processos metabolicos de toda a populagao) e crescimento especifico. Ou
seja, a regulacdo da sua expressdo génica vai ser alterada quando em convivéncia com
populagdes densas. Isto vai permitir que, por exemplo, na presenca de residuos
metabolicos ou quando hé diminuicio de nutrientes, as bactérias mudem a sua atividade

abrandando o metabolismo, de forma a se adaptarem a situacao (Struzycka, 2014).

A formagao e desenvolvimento do biofilme tem 3 passos: a ligagdo as estruturas
da cavidade pelas espécies pioneiras iniciais (aqui o biofilme aumenta em massa, devido

a esta colonizagdo), coadesdo e coagregacao. (Struzycka, 2014).

E gracas a comunicacio entre espécies que o desenvolvimento do biofilme se
considera um processo natural e facilitado. Isto porque os microrganismos vao produzir
feromonas [por exemplo, a E. faecallis produz uma feromona designada cOB1 (adaptado
de http://phys.org/news/2015-05-pheromones-gut-bacteria-resistant-variants.html#Cp)]
que permitem a comunicagdo célula-a-célula, o que auxilia as bactérias causadoras do
biofilme a unirem-se contra o stress externo. Este sistema de comunicagdo designa-se

Quorum Sensing, em que cada bactéria produz uma molécula sinalizadora designada
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“indutor” que vai ser reconhecida pelo recetor da bactéria seguinte. A ligacao do indutor
ao recetor ativa a transcri¢do de genes que sdao necessarios a ativagdo do primeiro. O
Quorum Sensing vai permitir que as bactérias se relacionem umas com as outras, € tem
demonstrado a capacidade de dar respostas rapidas a mudangas ambientais, como a
presencas de determinados nutrientes, produtos toxicos ou bactérias patogénicas (Singh

etal., 2015).
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6.2 Genética do hospedeiro e seu impacto potencial na patologia oral de
etiologia microbiana

As superficies que se encontram em contacto com o ambiente exterior, como € o
caso da cavidade oral, sdo inevitavelmente colonizadas por biofilmes. Variantes genéticas
do hospedeiro que predispdem para uma resposta inflamatdria excessiva, podem afetar
diretamente a proliferacdo de alguns microrganismos do biofilme favorecendo, por
exemplo, a multiplicagdo de bactérias patogénicas que crescem melhor neste meio, como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis ou Tannerella
forsythia (Nibali et al., 2014; Santiago-Rodriguez et al., 2015). O epitélio da cavidade
oral atua como primeira linha de defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores,
através da produgao de citocinas (como por exemplo a interleucina 8 ou o TNFa, que sdo
produzidos principalmente por leucdcitos) e péptidos antimicrobianos (como a
lactoferrina ou a defensina que sdo produzidas por células acinares e leucdcitos
respetivamente). Estes compostos permitem-lhe regular a normal homeostase entre
hospedeiro e microrganismos comensais € patogénicos. Qualquer alteragao genética que
comprometa a fun¢do dos mediadores da resposta imunitaria poderd levar a perda de
tolerancia imunoldgica para as bactérias comensais e consequente disbiose (disbiose de
causa genética) que depois causa a doenga oral (Figura 3) (Nibali et al., 2014; Nibali e

Henderson, 2016).
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Figura 3 — Potenciais vias patogénicas da disbiose de causas genéticas. Varios fatores como
variantes genéticas ou ambientais podem comprometer a fun¢do dos mediadores da resposta imunitaria do
hospedeiro, levando a uma perda de tolerncia imunoldgica pelas bactérias comensais causando doenga

oral [adaptado de (Nibali et al., 2014)].

A maior parte das doengas genéticas sdo determinadas por polimorfismos de um
unico nucledtido (SNPs) em genes que codificam para proteinas que sdo capazes de
desencadear ou amplificar as cascatas inflamatorias (Nibali e Henderson, 2016). Ha
também uma enorme variedade de recetores de reconhecimento padrdo (PRRs) nas
células do sistema imune que t€ém como fungao detetar padrdes moleculares importantes
existentes em microrganismos patogénicos (padrdes moleculares associados a patogénios
- PAMPs), tais como os seus lipossacarideos (LPS). Os PAMPs (que incluem o LPS das
bactérias, por exemplo) vao desencadear uma rapida resposta imune através da producao
de citocinas, o permite que o hospedeiro mantenha o balango homeostatico com o sistema
imune, gracas a detecdo destes microrganismos, que vai permitir a sua manuten¢ao e
vigilancia (Khan, Kong, Meiller, e Jabra-Rizk, 2015). Como consequéncia da ligacdo
entre o microrganismo e os PRR existentes a nivel celular (monocitos), a célula imunitaria
vai produzir citocinas pro inflamatdrias ou anti inflamatorias. Quando ocorrem mutagdes
na regido do promotor, ou dos segmentos codificantes dos genes dos PRRs, vai ocorrer
uma expressao alterada destes ultimos ou entdo diferencas na capacidade para reconhecer
os constituintes microbianos a que se ligam (Nibali et al., 2014; Nibali e Henderson,

2016).
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Para além de afetarem o crescimento bacteriano, as variacdes genéticas do
hospedeiro sdo responsaveis pela criagdo de um ambiente favoravel ao crescimento de
bactérias patogénicas no biofilme, sendo que as variacdes genéticas que predispdem para
uma resposta inflamatodria especifica, criam um ambiente favoravel de bactérias que
tenham caracteristicas no seu metabolismo que lhes permitam crescer melhor neste tipo
de ambientes. Assim, mutacdes em genes envolvidos em mecanismos regulatorios
imunes, ou nas vias pro inflamatorias, podem levar a inflamag¢des que descontrolam a
microbiota, e favorecem o crescimento de microrganismos patogénico (Nibali et al.,

2014).

Os polimorfismos genéticos que afetam a resposta inflamatéria, como os genes da
interleucina-1 e interleucina-6, estdo associados a detecdo de Dbactérias
periodontopatogénicas no sulco gengival, o que leva a que hospedeiros portadores destes
polimorfismos possuam uma mudanga no sentido de uma microbiota mais patogénica.
Também os genes do TLR-4 foram implicados na periodontite, bem como niveis elevados
de citocinas pro inflamatdrias como ¢ o caso do TNF-a (Nibali et al., 2014; Nibali e

Henderson, 2016).
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7. Suscetibilidade genética a patologia oral de etiologia microbiana

7.1. Suscetibilidade genética a doenca periodontal

A periodontite resulta da interagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro,
agentes microbianos, e fatores genéticos e ambientais, sendo a sua etiologia multifatorial.
A microbiota oral tem um especial papel no seu desenvolvimento, sendo que bactérias
como  Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia, = Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans ¢ Treponema denticola (Figura 4) estdo
quase sempre associadas a periodontite. A resposta imune do hospedeiro a estes

microrganismos vai desencadear a expressdo de citocinas, as quais caracterizam a

imunopatologia da periodontite (Finoti et al., 2013; Santiago-Rodriguez et al., 2015).

® Fusobacterium nucleatum
u Eikenella corrodens

u Campylobacter rectus

u Porphyromonas gingivalis
u Prevotella intermedia

» Parvimonas micra

» Treponema denticola

u Tannerella forsythia

Figura 4 — Microrganismos patogénicos encontrados no fluido gengival dos individuos com

periodontite. [adaptado de (Cantore et al., 2014)]

O tecido periodontal inflamado contém agregados linféides nos quais estdo
presentes células imunes como as células dendriticas, fibroblastos, macréfagos e
neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs). Estas regulam a resposta imune adaptativa, ao
ativarem os linfocitos T e B. No entanto isto trata-se de uma relagdo reciproca, pois as
citocinas produzidas pelos linfocitos T podem ativar os PMNs e os fibroblastos, que vao
reforcar a resposta inflamatoria. As citocinas aqui produzidas, como TNF, IL-1, IL-6 e

IL-17, estimulam o ligando do recetor ativador do fator nuclear KB (RANKL), que por
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sua vez provoca a maturacao osteocldstica e consequentemente a reabsorgao Ossea que

pode levar a perda dentaria (Figura 5) (Jakubovics e Palmer Jr, 2013).
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Figura S — Intera¢do dos componentes imunes na inflamacao periodontal que leva a perda 6ssea.
As células imunes (células dendriticas, fibroblastos, macréfagos e PMNs) presentes nos agregados linfoides
do tecido inflamado sao responsaveis pela regulacido da resposta imune adaptativa. Vao ativar os linfocitos
T e B, que por sua vez produzem citocinas que ativam os PMNs e os fibroblastos. As citocinas TNF, IL-1,
IL-6 e IL-17 véo estimular o RANKL, em conjunto com os osteoblastos (OB) que por sua vez provocam a

maturagdo osteoclastica (OC) levando a reabsorgdo 6ssea. ([adaptado de (Jakubovics e Palmer Jr, 2013)].

As citocinas sdo proteinas regulatorias de baixo peso molecular que atuam como
mediadores na formacao e controlo da resposta imune e inflamatoria. A interleucina (IL)
1 ¢ uma citocina pro inflamatdria que inclui duas moléculas diferentes mas similares na
sua funcao: IL-1a e IL-1P, cujos genes se encontram no cromossoma 2. A IL-1 tem um
importante papel nos processos regulatorios e inflamatérios através da inducao da
expressdo de outras proteinas efetoras como as metaloproteinases da matriz extracelular!
(MMPs) (Cantore et al., 2014). A IL-1a € um percursor de células que formam barreiras

biologicas, tal como células epiteliais, queratinocitos ou células endoteliais. Esta citocina

! Rede complexa constituida por polissacarideos, como os glicosaminoglicanos ou a celulose, e proteinas.
E um elemento estrutural dos tecidos e influencia o seu desenvolvimento e fisiologia [adaptado de
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26810/)]
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nao requer um processo de ativagao especifico, sendo libertada por células danificadas ou
em apoptose. Ja a IL-1P requer uma ativagao proteolitica e € produzida por monocitos e
macrofagos, sendo a sua ativacao altamente regulada (Jesus e Goldbach-mansky, 2015).
Os péptidos antimicrobianos (AMPs) secretados pela mucosa oral do hospedeiro também
irdo atuar no controlo da colonizacdo microbiana e limitar a sua propaga¢dao. Uma vez
que os PMNs e os macrofagos tém uma rapida resposta a lesdes do tecido epitelial,
quando ocorre o rompimento da barreira mucosa (devido ao ambiente inflamatdrio
causado pela disbiose), da-se um evento altamente imunogénico, sendo que a disbiose e
a inflamacao se refor¢am positivamente entre si num ciclo patogénico (Figura 6) (Khan

et al., 2015; Hajishengallis, 2014).

Ciclo de

O Interagdes feedback positive
conperalivas
) Inflamagio — Periodontite
o & tecidual
Patdgenn [
Bactérias [ ;_:}
COMENSais em

simbiose @ s ( \
Células | \
inflamatorias /b\j \

Dishiose da
micrabiota Hosped eiro suscetivel

Figura 6 — Periodontite induzida no hospedeiro suscetivel pela comunidade microbiana [adaptado

de (Hajishengallis, 2014)].

A satde periodontal requer um estado imuno inflamatorio controlado, que possa
manter a homeostase entre hospedeiro e microrganismos no periodonto. Contundo, na
periodontite a resposta imune do hospedeiro estd desregulada, sendo por isso ineficaz no
controlo do crescimento bacteriano. Sendo estas reacdes inflamatorias localizadas no
tecido, vao resultar em danos tais como a periodontite em que as lesdes iniciais
desencadeiam o recrutamento de PMNs para as areas danificadas. Para auxiliar na
eliminacdo dos patdogenos, a desgranulagdo dos PMNs vai resultar na libertagdo de
proteases, 0 que também vai provocar danos locais adicionais no tecido do hospedeiro.
Para além das enzimas, também a ativagdo dos PMNs vai resultar na produgdo de

citocinas pro inflamatérias, como a interleucina IL-1, mais uma vez, e o fator de necrose
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tumoral (TNFa) o que contribui para o aumento da inflamagdo. Apesar de em infegdes
nas restantes localiza¢des do corpo o envolvimento do sistema imune ser habitualmente
suficiente, na cavidade oral a presenca constante da organizac¢ao bacteriana do biofilme
previne a resposta imune de eliminar a infe¢do, permitindo que a inflamagao persista e
cause danos nos tecidos. Assim, apesar do estimulo inicial da inflamacao da gengiva ser
microbiano, os danos nos tecidos do hospedeiro sdo extensamente mediados pela resposta

imune (Figura 7) (Khan et al., 2015; Hajishengallis, 2014).

Sinergia polimicrobiana e Padries moleculares associados a patégenos
dishiose do hospedeiro (LPS. peptidoglicano, manose)

Proteinas do
complemento

=

Recetores de reconhecimento de padries

e

Producio de citoquinas pro-inflamatodrias:

Libertagiio d
JICEAE 0 G (TNF-u, 1L, 1L-8, 1L.-12)

nutrientes

e

Recrutamento ¢ ativacio de
neutrofilos e macrofagos

n

Resposta inflamatdria:
- Produgio de espécies reativas ao oxigénio
- Secregdo de protéases ¢ enzimas liticas
= Produgio de citoquinas pro-inflamatdrias

Danos nos tecidos

Figura 7 — Esquema das patologias associadas 4 intera¢do entre microrganismos e¢ hospedeiro na

doenga periodontal [adaptado de (Khan et al., 2015)].

Qual o papel da genética do hospedeiro na patogénese da doenga periodontal?

Vandenbroeck e Goris (2003) descobriram que polimorfismos nos genes 1L4
podiam influenciar a expressdo fenotipica de certas doencas multifatoriais e o risco de

contrair estas doengas.

A interleucina-4 (IL4) ¢ um importante regulador da fun¢do dos macrofagos, e
inibe a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias (como IL1, IL6 ou TNFa) apds a

estimulagdo com o LPS das bactérias peridontopatogénicas. A falta de 1L4 nos tecidos
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periodontais pode causar acumulacao de macrofagos, que pode levar a reabsor¢ao 6ssea

irreversivel (Finoti et al., 2013).

Finoti et al. (2013) desenvolveram um estudo em que o principal objetivo seria
avaliar se sujeitos com diferentes haplétipos para a IL4 seriam colonizados de forma
diferente pelos patégenos periodontais, e se responderiam de formas diferentes a terapia
periodontal ndo cirurgica. Foram analisados 39 sujeitos com o haplotipo I1L4 da
suscetibilidade genética a doenga periodontal (IL4+) ou protegao contra a periodontite
(IL4-) e foram divididos em 4 grupos: com periodontite: IL4+ (TCI/CCI) — 6 pacientes;
IL4- (TTD/CTI) — 9 pacientes; sem periodontite: IL4+ (TCI/CCI) — 12 individuos; 1L4-
(TTD/CTI) — 12 individuos. Os niveis de periodontopatogenios (P. gingivalis, T.
denticola, e T. forsythia) foram analisados por PCR quantitativo (qPCR) e os niveis de

microrganismos foram expressos como o nimero de copias do gene 16S rRNA.
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Tabela 1 — Contagem de cdopias do gene 16S rRNA dos microrganismos em questio, em amostras de
doenca, saudaveis e de controlo (no inicio, e 45 e 90 dias depois do tratamento) IL4+ - individuos com
haplotipo TCI/CCI IL4; IL4 - - individuos com haplétipo TTD/CTI IL 4 [adaptado de (Finoti et al.,
2013)].

Counts of 165 rRNA Giroups p-Value®

M+

L4

Dhiscased sites
P gingivalis

Raseling 1,240.5 (2.2-18,810.2) 35,5 {1.0-5,884.5) 00397
45 days 28 (0.0-T 4)" m{!.ﬂ- 84 NS
9 glays 0.5 (00 10u0)" 1.6 {0, 0= 18,00° NS
p-Vahae®* 00002 <00

T dennicala
Baseline 6,555 8 (34-182.635.6) ]‘_‘ti-q.’l.ﬂ 20,054.9) 00227
45 days 4.1 (0.7-13332.7)° 410 (0L0-18,784.6)° NS
9 days 12.9 (0.0-397 6" 0.4 {0, 0-292 8)" 0.0 195
PVl <0, 0041 BT

T jorsythia
Raseling 1,449.% (6.0-10,793.7) 168 (1L6-8837.7) 00257
45 days 21.5 (2.3=5402 .97 5.2 (0.9-2.899.0)" N5
M days 5.0 (0= 16.00° 34141227 NS
p-Vahoe®* <0000 < 5

Healthy sites

P gingivalis
Baseling B5(0.0-12.2) L& {0.0-9.9) 00087
45 days 0.4 (0-7.2)° 0.9 (0.0-8.5" NS
9 glarys 0 (00-6,7)" 0,0 0, 044" NS
p-valuc™™ TR LIS NS

T denticola
Bascline 31.4 (0.0-117.2) 5.4{0.0-119.2) NS
4% days 133 (0.0-40.2)" 4.1 {0.0-47.1)" NS
90 elays 1.1 (0.0-36.8)" 0.0 (0,0-24.8)" NS
pValae®* LT EE] 00015

I forsythia

Baselme B0 (0.9-26.5) 24(0.0-295.1} 00472
45 days 1% (00-19.7)" 2.1 {0.0-59.5) NS
90 days 1.8 (0.0-14.4)" 0.0 .02 9)° 00158
p-Vahae** (052 0002

Control sibes

P gingivalis

Haselne 3.4i0.28-347) A6(0.0-13.8) NS
45 days 3.0 (0.0-17.5) 1.9 (0,0-16.7) NS
W ays 1.7 (O-12.8)" 1.4 (0.0-7.1)" NS
p-Vahae** LLELITR] 00063

T denricola

Baseline: ﬁtﬂ.ﬂl 4464, 5) ﬁ{i.ﬂ 121.3) NS
45 days 2.9 (0.0-365.4) 24(0.0-111.8) NS
90 days 08 (0.0-61.2) 0.9 (0.0-14.6) NS
peValue™® NS NS

I forsythia
Hasel ine 2.1 {0.0-5.9) 4,0(0,0-121,3) NS
45 days 2.4 (0.0-3,568.2) 24(0.0=111.8) NS
90 days 05 (0.0-26.6) 0.9 (0,0-14.6) NS
p-Vahac** NS NS

Como se pode observar na Tabela 1, caso o sujeito fosse saudavel ou doente a
partida, individuos com o haplotipo TCI/CCI IL4 (IL4+) possuiam os patdogenos do
estudo em maior numero do que os portadores do haplétipo TTD/CTI IL4 (IL4-), o que

26



Desenvolvimento

contribui sinergicamente para o desenvolvimento da periodontite cronica. No entanto, os
tratamentos ndo cirargicos realizados (que incluiram curetagem radicular manual num
periodo de 3 a 4 semanas, e destartarizacdo ultrassonica) foram igualmente eficazes
independentemente de haver ou nao esta modificacdo na IL4, indicando que a terapia

periodontal ndo depende do haplotipo em causa (Finoti et al., 2013).

Kornman et al. (1997) verificaram que apesar da placa bacteriana, algumas
bactérias e a idade estarem associadas a periodontite, ndo havia preditores especificos que
determinassem a suscetibilidade a doenga. Tendo em conta que a IL-1 ¢ um regulador
essencial na resposta do hospedeiro a infecdo microbiana, verificaram que um
polimorfismo nesta citocina estava associado com a severidade da periodontite em ndo

fumadores.

No que respeita as variantes da IL-1, o polimorfismo de um unico nucledtido
(SNP) pode modular a capacidade da citocina, que como ja se referiu, atua na patogénese
da periodontite, sendo capaz de afetar a suscetibilidade e severidade a mesma. O estudo
realizado por Cantore et al. (2014) pretendeu testar se um polimorfismo na regido do
promotor da IL-1 poderia modular a funcdo desta citocina, dado o papel da mesma na
regulacdo imune e nos processos inflamatérios através da inducdo da expressdo de varias
proteinas efetoras (como as MMPs). Os genes IL-1a4%% e IL-1B****, duas moléculas
funcionalmente similares a IL-1, encontram-se localizadas no braco longo do
cromossoma 2 (regido 2q13-14), e foram analisadas num grupo de 195 individuos (dos
quais 99 tinham doenga periodontal). As amostras de sangue recolhido foram
amplificadas usando primers de PCR da IL-1a"*% ¢ IL-1p"*** no termociclador. As
espécies microbianas foram determinadas a partir da placa bacteriana usando a técnica de
PCR e quantificada a quantidade de bactérias presentes de cada espécie [ Fusobacterium
nucleatum (27%), Camapylobacter rectus (20%), Eikenella corrodens (20%), Tannerella
forsythia (2%), Treponema denticola (6%), Parvimonas micra (7%), Porphyromonas
gingivalis (10%), e Prevotella intermedia (8%)]. Apos determinada a frequéncia dos
polimorfismos observados nos dois genes, nomeadamente IL-1a"*% e IL-1B™,
verificou-se uma diferenca significativa entre os grupos de estudo, sendo que foi
observada uma consideravel correlacio entre a forma severa de periodontite
(sangramento a sondagem e perda de insercdo superior a 6mm) e a presenca deste
geno6tipo (IL-1ae IL-1B) pelo que os individuos portadores deste polimorfismo estdo mais

sujeitos a desenvolver a doenga periodontal.
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A Porphyromonas  gingivalis ¢ uma das principais  bactérias
periodontopatogénicas, promovendo a disbiose do biofilme oral através da regulacao da
composi¢ao do mesmo em termos qualitativos e quantitativos. Esta vai desencadear trés
eventos: subversdao da secrecdo de IL-8 (quimiocina envolvida na migracao dos
neutréfilos); subversao da atividade do sistema de complemento (por proteolise dos seus
constituintes); e ativagdo do TLR4 (Lemos, 2016). Vérios fatores de viruléncia deste
periodontopatdgeno podem ativar ou inibir a resposta imune do hospedeiro. No entanto,
quando o LPS da membrana das bactérias ¢ detetado pelo TLR4 nao significa que as
mesmas sejam eliminadas e a doenca seja suprimida. Como ja foi referido, os PRRs tém
um papel importante na resposta imune do hospedeiro, sendo os TLRs um dos PRRs mais
estudados. Até a data foram caracterizados em humanos 10 TLRs (TLR 1-10). As células
do ligamento periodontal e dos tecidos gengivais reconhecem o LPS das bactérias através
do TLR4 (Gursoy, He, Pussinen, Huumonen e Kénoénen, 2016). Em estudos realizados
em ratos foi observado que perturbagdes na funcdo do TLR4 e TLR9 podiam causar uma
resposta imune contra P. gingivalis deficiente, o que leva a uma resposta inflamatoria
debilitada e eventualmente perda 6ssea alveolar (Costalonga, Batas, e Reich, 2009; Kim

etal., 2015).

Gursoy et al. (2016) pretenderam saber se um individuo que possua esta bactéria
e polimorfismos nos TLR4 (rs4986790) e TLR9 (rs187084), localizados nos promotores,
estdo em risco de desenvolver perda Ossea alveolar. Fizeram um estudo em que
recolheram saliva de 223 sujeitos com perda éssea alveolar, e a genotipagem dos
polimorfismos nestes genes foi feita através de pirosequenciagdo das amostras de saliva,
enquanto que os niveis da bactéria foram analisados por PCR. Ao determinar a associagao
destes trés fatores (TL4, TLR9 e Porphyromonas gingivalis), verificou-se que os sujeitos
com o polimorfismo rs4986790 no TLR4 (heterozigdticos) e que eram portadores de
Porphyromonas gingivalis desenvolviam uma avancada perda de osso alveolar (Figura
8). Por sua vez, no caso de polimorfismo rs187084 no TLRY, este pode ser protetor contra
a perda dssea, desde que a bactéria esteja ausente, ja que os individuos heterozigéticos
tiveram menos perda 6ssea do que os que possuiam o wild-type (a perda 6ssea foi medida

através de radiografias panoramicas, em mm) (Figura 9).
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Figura 8 — Perda dssea alveolar em sujeitos que possuem o wild type e gendtipo heterozigdtico

TL4 de acordo com a presenga de P. gingivalis. As diferencas significativas entre os grupos estdo marcadas

com o valor de p [adaptado de (Gursoy et al., 2016)].

200

e
150
g :
E 100 o 0007
5 | |
= &
2

a

g

EE RN EEE

o
o
g

Wid type Haterazygote

TLRE

X1

T

Homarggote

Figura 9 — perda ossea alveolar em sujeitos que possuem o wild type e gendtipo heterozigdtico e

homozigético TL9 de acordo com a presenca de P. gingivalis. As diferencas significativas entre os grupos

estdo marcadas com o valor de p [adaptado de (Gursoy et al., 2016)].
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Uma vez que a periodontite ¢ uma doenga multifatorial e o biofilme ¢ responsavel
pela infecdo periodontal, um tnico polimorfismo e a presenga de um patdogeno nao pode
explicar completamente o desenvolvimento da periodontite. Ainda assim, e para defini¢ao
de grupos de risco, importa reter que se os individuos possuirem Porphyromonas
gingivalis e tiverem polimorfismos funcionais no TLR4 estdo sujeitos a perda dssea,
enquanto polimorfismos no TLR9Y podem ser protetores da mesma, desde que na auséncia

desta bactéria.
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7.2. Suscetibilidade genética a infecoes endodOnticas

A infecdo endodontica primadria (caso da periodontite apical) ¢ caracteristicamente
poli microbiana, sendo causada essencialmente por bactérias anaerobias estritas, mas
também por uma pequena porg¢ao de anaerdbias facultativas (Vidana, Sullivan, Billstrom,
Ahlquist, ¢ Lund, 2011). Esta infecdo desenvolve-se apds a necrose pulpar, sendo
considerada uma sequela da lesdo de carie, trauma, ou doenga periodontal. Para que a
infecdo primaria ocorra os fatores necessarios sdo: potencial redox, disponibilidade
nutricional e pH intra-canalar (Teixeira, 2015). As bactérias anaerdbias estritas sao
relativamente faceis de eliminar através da correta instrumentagao e irrigagdo dos canais
dentarios, no entanto, por vezes as anaerdbias facultativas conseguem sobreviver a estes
procedimentos, conquistando consequentemente este nicho ecoldgico. Isto porque o canal
dentdrio tem uma natureza e anatomia complexas, sendo quase impossivel fazer uma
limpeza e desinfecdo por absoluto, e inevitavelmente ¢ deixada matéria orginica e
inorganica residual. Quer seja por infiltracdo coronaria, quer por restos depois do
tratamento, os microrganismos podem invadir o sistema de canais radiculares, tendo
como substrato remanescentes de tecido pulpar ou exsudado periapical. Assim sendo, a
infecdo persistente de dentes endodonticamente tratados (infe¢do endoddntica
secundaria) € causada tipicamente por bactérias anaerdbias facultativas, sendo a
Enterococcus faecallis uma das espécies mais frequentes (Vidana, Sullivan, Billstrom,

Ahlquist, e Lund, 2011).

O tratamento endoddntico tem como objetivo a cura completa da patologia
periapical, bem como a restauragcdo da funcdo. A periodontite periapical consiste numa
uma doenga inflamatoria que afeta os tecidos envolventes da ponta da raiz do dente, e que
engloba uma ligagdo dinamica entre fatores microbianos e as defesas do hospedeiro.
Tendo em conta a sua etiologia multifatorial, representa uma interacdo entre agentes
microbianos e a resposta imune do hospedeiro, a qual resulta na produgdo de citocinas
que em ultimo caso dard lugar a uma reabsor¢do Ossea (Morsani, Aminoshariae, Han,

Montagnese, € Mickel, 2011; Siqueira e Ro¢as, 2013).

Apesar dos fatores microbianos estarem sempre implicados, fatores relacionados
com o hospedeiro podem influenciar a severidade das lesdes periapicais. Temos como
exemplo fatores relacionados com a saude, nomeadamente condi¢des sistémicas

(diabetes, infecdes com herpes virus, stress, doencas auto-imunes, doengas que afetam a
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resposta imunitaria) mas também fatores genéticos, como polimorfismos (Siqueira e

Rogas, 2013).

No estudo de Morsani, Aminoshariae, Han, Montagnese e Mickel (2011) colocou-
se a hipotese de um polimorfismo no gene que codifica para a IL-1p estar associado a um
risco aumentado de periodontite apical persistente. Os efeitos locais da IL-1 incluem:
aumento da adesdo dos leucocitos as paredes endoteliais, estimulacdo dos linfocitos,
potencializacdo dos neutrofilos, producdo de prostaglandinas e enzimas proteoliticas,
reabsor¢ao Ossea aumentada e inibi¢ao da formagao Ossea, caracteristicas na sua maior
parte ja referidas. A IL-1PB ¢ a forma predominante da interleucina presente nas lesdes
periapicais nos humanos. E sabido que as bactérias sdo necessarias para iniciar a resposta
inflamatéria do paciente, mas tal como foi referido, outros fatores podem modular ou
amplificar a resposta inflamatéria mudando a apresentacdo clinica e progressdo da
doenca. No ambito desta perspetiva genética aplicada a endodontia, investigou-se se
variantes especificas no gene pro inflamatério da IL-1 (neste caso o alelo 2), contribuem
para uma resposta individual da predisposicdo para periodontite periapical. Foram
selecionados 34 sujeitos que apresentavam periodontite persistente, € 61 sujeitos com
tratamento endodontico realizado ha pelo menos um ano sem presenga de sinais nem
sintomas foram selecionados como controlo. Para recolha da amostra de DNA recolheu-
se uma amostra de saliva da bochecha, e 0 DNA gendmico foi recolhido (Puregene DNA

Purification Kit) e realizada a sua genotipagem.

Tabela 2 — Distribui¢do do polimorfismo IL1 [adapatado de (Morsani et al., 2011)].

95%
Odds ratio Confidence
(adjusted) interval P value
Agelears 1.0 0.95-1.0 99
Sex
Male 1.0
Female 062 0.2-1.9 A2
Medical condition
None 1.0
Any 0.93 0.28-31 .80
Genotype
Wild type 1.0
Any polyallele 24-237 <001

Os resultados demonstram uma diferenca significativa na distribui¢do do genotipo

polimérfico, definido como a presenca de pelo menos um alelo 2 do IL-1B (que inclui
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todos os heterozigoticos e homozigoticos para o alelo), estando presente em 70,6% dos
individuos com periodontite apical e 24,6% nos controlos. Os sujeitos com pelo menos
um alelo polimérfico tinham 7 vezes mais probabilidade de desenvolver periodontite
apical do que aqueles sem polimorfismo (Tabela 2). Como implicagdes clinicas, seria
possivel analisar os candidatos a endodontia para a presenca do genotipo IL-1p, e assim
alertar os pacientes da sua predisposicao para a possivel ocorréncia de periodontite apical

(Morsani et al., 2011).

A periodontite apical pode assumir, clinicamente, uma fase aguda (supurativa) e
uma fase cronica (ndo supurativa). A IL-8 ¢ uma das citocinas envolvidas no
desenvolvimento da periodontite apical. Por exemplo, a IL-8/CXL8, a quimiocina mais
potente conhecida, medeia a ativagcdo e migracao de neutrofilos para o tecido em redor da
raiz do dente a partir do sangue periférico. Pode ser produzida no inicio da resposta
inflamatoria e persistir por um periodo de tempo prolongado (dias ou mesmo semanas).
O objetivo do estudo de Amaya et al. (2013) foi investigar se os polimorfismos genéticos
nos genes inflamatorios IL1B, IL§/CXLS, IL12B e TNFA poderiam estar associados a
periodontite aguda soporativa ou cronica ndo supurativa. Este estudo incluiu 120 sujeitos
que foram diagnosticados com periodontite apical, que foram divididos em 2 grupos: 63
com infecdo aguda (ASAP) e 57 cronica (CNAP) para controlo. O DNA gendmico foi
isolado das amostras de sangue recolhidas, e a genotipagem dos genes em estudo foi
realizada pelo método de PCR e andlise de fragmentos de restri¢do obtidos com enzimas

de restricao. A observagdo do resultado foi realizada por eletroforese em gel de agarose.

Tabela 3 — Frequéncia do gen6tipo IL-8 em individuos com ASAP ¢ CNAP [adaptado de (Amaya
etal., 2013)].

Frequéncia do gendtips

ASAP AP

ShPs  WN=G30%k N=5T(H%) P OF [(85% Cl
ILECXCLE
—281

T 28 (44,4] 15 {26.3) 0.039° 2,22 [1.04-4.84)

TA 29 (46) IFISE NS

LT G (9,5] 10 {17.5) S

T a5 (6751 G2 {54.4) [0

A 4103251 G2 {456} 0058  0.57 (0.34-0.97)

Os resultados indicaram que o polimorfismo IL8/CXCL8 -251 est4 associado a

duas caracteristicas da periodontite apical: o alelo A esta associado ao desenvolvimento
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de CNAP, e o genotipo TT (e, portanto, o alelo T) estd associado ao desenvolvimento de
ASAP. Este polimorfismo (IL8/CXCL8 -251) tem sido associado a variagdes na
expressdo génica, sendo que uma maior supra regulacdo desta quimiocina em pacientes
com ASAP levaria a ativagdo monocitos/macrofagos e neutrdfilos, resultando em
agressoes contra a polpa dentaria. Assim, os individuos que possuem os alelos T e A do
IL8/CXCL8 -251, podem contribuir, respetivamente, para o desenvolvimento da
periodontite apical supurativa aguda e ndo supurativa cronica, sendo que os portadores
do alelo T produzem maiores quantidades de IL8/CXCLS8 -251 do que os portadores do
alelo A (Amaya et al., 2013).
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7.3. Suscetibilidade genética a carie

A carie dentéria consiste numa doenca cronica infeciosa, que resulta da adesao ao
dente de determinadas bactérias gram positivas, principalmente o Streptococcus mutans,
que vao metabolizar agucares produzindo como resultado acido latico que vai
desmineralizar a estrutura dentéria. E considerada uma infe¢io pandémica bastante
comum, sendo que afeta aproximadamente 70% da populacdo (Fine et al., 2013; Moslemi
et al., 2015). Estas bactérias produtoras de dcido encontram-se no biofilme e vao comegar
por provocar uma lesdo na superficie do esmalte. Se ndo houver nenhuma intervengao no
sentido de parar a progressdo da desmineralizagdo, esta estender-se-a até a dentina, vai
provocar cavitacao, infecdo da dentina desmineralizada, dissolu¢do da matriz dentinaria

e, em ultimo caso, necrose pulpar (Hilton, Ferracane, ¢ Broome, 2013).

A saliva, gracas ao seu contacto intimo com a mucosa oral e as estruturas
dentarias, tem uma importante influéncia nas doengas da cavidade oral (incluindo a cérie),
bem como a capacidade de afetar ambas as respostas do hospedeiro e dos microrganismos
presentes. Através das suas caracteristicas fisico quimicas, a saliva tem um papel
preponderante na preveng¢do de caries. Caracteristicas que consistem na sua capacidade
tampao, o pH, lavagem/limpeza da cavidade oral, a taxa de fluxo, reparacdo de tecidos e
acdo antimicrobiana. Assim, qualquer perturbacdo que exista nestes fatores pode ser
considerada um fator de risco para o aparecimento de céries (Fine et al., 2013; Moslemi

et al., 2015).

A lactotransferrina € uma glicoproteina salivar, e tem um importante papel na
atividade antibacteriana contra S. mutans, uma das principais bactérias no inicio da lesao
de carie. Esta proteina liga-se ao ferro, diminuindo assim a sua quantidade disponivel
para o metabolismo bacteriano, funcionando como um agente bacteriostatico (Doetzer et

al., 2015).

Ha varios anos Fine et al. (2013) identificaram um polimorfismo num nucle6tido
(SNP) no gene LTF de um individuo que tinha periodontite agressiva mas nenhuma cérie
proximal. Este polimorfismo (SNP) produzia uma mudanca de arginina (R) para lisina
(K) na posi¢ao 47 do aminoécido que se encontrava na regido antimicrobiana da proteina
LTF. Como resultado, os autores criaram duas proteinas recombinantes LTF diferentes,

expressas num vetor e testadas contra S. mutans. A variante com lisina tinha uma

35



SUSCETIBILIDADE GENETICA AS DOENCAS ORAIS DE ETIOLOGIA MICROBIANA

atividade antimicrobiana contra S. mutans, enquanto que a variante “original” com
arginina ndo apresentava essa atividade. No entanto, faltava comprovar a atividade dessa
proteina recombinante na saliva in vivo. Um grupo de 30 individuos selecionado por ter
poucas caries foi genotipado para LTF/K e LTF/R, dos quais 8 eram homozigoticos para
KK, 10 homozigoéticos para RR e 12 heterozigéticos. Para determinar se a atividade
antimicrobiana na saliva se devia a LTF, a saliva foi pré tratada com anticorpo para LTF,
sendo este diluido na mesma. Avaliando a saliva dos sujeitos homozigoticos para a
variante da lisina (uma vez que ja tinha sido demonstrado que a variante lisina produzida
num vetor tinha matava S. mutans), observou-se que a saliva dos sujeitos KK reduziu o
crescimento de S. mutans comparativamente com a saliva RR. Os individuos RK
demonstraram intermédia atividade antimicrobiana (Figura 10).

Polimorfismo na posicdo 47 da lactotranferrina
000

| KK K re | T
0.20 |

“0.60 |

& Log CFUfml
-
3

Tratamento

Figura 10 — Atividade antimicrobiana da saliva de sujeitos com genétipos LTF. A barra mais a
esquerda mostra a atividade anti S. mutans da saliva de sujeitos homozigdticos para a lisina (KK); a barra
seguinte mostra os sujeitos heterozigéticos (RK) e a barra seguinte os sujeitos homozigdticos para a
arginina (RR). Os KK demonstraram uma redugdo de 1,3 log na sobrevivéncia de S. mutans. Os
heterozigoéticos uma redugdo de 1,1 log e os RR ndo mostraram qualquer reducéo [adapatado de (Fine et
al., 2013)].

Comparando as caries entre os 30 sujeitos, no grupo KK diagnosticaram-se 4
lesdes de carie, no grupo RK 15 lesdes de carie e no grupo RR observou-se um total de

35 caries (RR > RK > KK), o que corrobora com o pressuposto deste estudo. Para
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determinar se a atividade vista na saliva se devia realmente a LTF, a saliva foi pré tratada
com anticorpo para LTF. Verificou-se uma redu¢ao de atividade produzida pelo anticorpo
LTF significativa nos sujeitos RK e KK, sendo que nos sujeitos RR ndo se verificaram
alteragdes. Dois dos sujeitos RR mostraram alguma atividade anti S. mutans (RR-X); no
entanto, o pré-tratamento da saliva ndo mostrou nenhuma redu¢ao na atividade
antimicrobiana, sugerindo que a atividade antimicrobiana nestes sujeitos provem de outra
fonte que ndo a LTF (Figura 11). Estes dados indicam que a saliva de 18 sujeitos
homozigoéticos (8 KK e 10 RR) expressou o padrao de atividade antimicrobiana esperado
(que o pré-tratamento com anticorpo do LTF vai reduzir a atividade antimicrobiana anti
S mutans na saliva K mas ndo vai ter impacto na saliva R) sendo que fatores externos nao

interferem com a atividade anti microbiana observada.
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Figura 11 — Atividade anti S. mutans na saliva dos sujeitos com genotipos KK, RK ¢ RR, ¢ o efeito do pré-
tratamento desta saliva com anticorpos para LTF. Pode observar-se a atividade anti S. mutans dos
individuos dos 3 gendétipos e o efeito que o pré-tratamento com o anticorpo teve. A barra da esquerda do
KK mostra o crescimento de S. mutans apos o tratamento com anticorpo, enquanto que a da direita uma
significativa reducdo no crescimento de S. mutans na saliva ndo tratada. 2 dos 10 sujeitos RR mostraram
alguma atividade antimicrobiana, ndo sendo afetados pelo pré-tratamento da saliva. As barras RK também
mostram uma significativa redug@o na atividade antimicrobiana quando a saliva foi pré tratada [adaptado
de (Fine et al., 2013)].

O estudo destes autores € inico, no sentido em que demonstra o isolamento, a

identificagdo definitiva e a caracterizagdo da proteina LTF como uma glicoproteina
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salivar especifica com atividade antimicrobiana contra S. mutans. Os dados mostram
também que a variante lisina da LTF em saliva de individuos homozigoéticos para esta
variante de lisina, apresenta atividade contra S. mutans. Em contraste, individuos
homozigoéticos para a variante de arginina da LTF apresentam atividade minima anti S.
mutans. Por selecionar uma populagao especifica com muito poucas caries, aumentaram-
se as probabilidades de selecionar um individuo que tivesse uma proteina que
manifestasse uma elevada atividade antimicrobiana contra microrganismos cariogénicos

(tendo por base estudos anteriores).

Para além de fatores como o tipo de dieta e a higiene oral, o desenvolvimento da
carie também estd depende da estrutura do esmalte. O esmalte proporciona forma e dureza
ao dente e consiste em 96% de matéria inorganica, 1% matéria organica e os restantes 3%
de agua, sendo que a matéria organica se encontra numa camada mais profunda do
esmalte. Aqui formam-se os chamados tufos de esmalte, junto a jungdo amelo-dentinaria,
que estendem através dos prismas de esmalte, sendo que ambos tém um papel essencial
na estabilidade mecanica do esmalte, influenciando a progressao de caries (Duverger et

al., 2014; Hilton, Ferracane, e Broome, 2013).

Uma vez que dentes e cabelo tém uma morfogénese semelhante, o esmalte e a
queratina contém o mesmo tipo de material, tendo no entanto estruturas muito diferentes.
A transcrigdo do fator DLX3 controla diretamente a expressao da queratina, durante o
desenvolvimento do foliculo do cabelo, sendo que varias queratinas epiteliais (como a
Kr75) estdo transcritas no esmalte. Quando hd mutagdes na queratina, como € o caso da
pseudofoliculite (uma doencga caracterizada pela formagao de pelos encravados na area
facial apos o barbear) associa-se a um polimorfismo (rs2232387) no gene KRT75, mais
prevalente em afro americanos. E uma mutacio missense de G para A (KRT759,
KRT75% ¢ KRT75%%) que leva a uma substitui¢io da alanina para treonina na posigo
161 (A161T) na regido do segmento 1A alfa-helicoidal do KRT75. Para determinar se a
mutacio KRT754161T tinha impacto clinico na funcdo do esmalte, testou-se a associagio
genética entre o polimorfismo KRT75 (rs2232387) e a carie num grupo de 706 adultos e

386 criangas, sendo que o alelo missense rs2232387 foi observado em 23% da amostra

(através da genotipagem do DNA recolhido de sangue ou saliva) (Duverger et al., 2014).
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Figura 12 — Efeitos do polimorfismo no KRT75 no esmalte. (A) analise através de microscopia
eletronica de varrimento dos molares de pacientes com (KRT75%%) e sem (KRT75%%) a mutagdo missense
no rs2232387. Asterisco, prisma; Seta, entre os prismas. Escala 20um. (B) Contraste de interferéncia
diferencial de tufos isolados de molares com o gen6tipo KRT75% ou KRT759C. Escala 500 um. (C) detegdo
da proteina KRT75 nos tufos de esmalte de individuos com o genétipo KRT75%4 ou KRT75%C. Escala
20um. (D) Microscopia eletronica de transmissdo de material organico isolado do esmalte (apds
desmineraliza¢io) de individuos com o genétipo KRT75% ou KRT75%. Em baixo sdo imagens de alta
resolucdo dos tufos e prismas de esmalte. Escala 10um (em cima); 500nm (em baixo). (E) Teste de dureza
de Vickers avaliado nos trés gendtipos (KRT7596, KRT75% ¢ KRT754). [adaptado de (Duverger et al.,
2014)].

De forma a determinar os efeitos deste polimorfismo no esmalte foi feita uma
analise estrutural do mesmo através de microscopia eletronica de varrimento. As amostras
revelaram que a distribui¢do e forma caracteristicas dos prismas estava alterada em
individuos portadores da variante do alelo A (Figura 12A). Os tufos e prismas de esmalte
de individuos com o genotipo KRT75%% ou KRT75%% aparecerem desorganizados (Figura
12B) e o padrao de distribui¢do de KRT75 estava também alterado, tendo isto sido
confirmado posteriormente por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 12D).
Estes resultados implicam que as queratinas epiteliais do cabelo estabilizam os tufos e
prismas de esmalte, € que suportam os primas durante a sua formagao, que € similar a sua

funcao de suporte no cabelo. Para avaliar as consequéncias mecanicas destes defeitos do
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esmalte, fez-se testes de microdureza em molares de seis individuos (3 de descendéncia
europeia e 3 afroamericanos) de cada gendtipo (KRT75%C, KRT75% ¢ KRT75%4). A
variante missense no KRT75 levou a uma diminuigdo na dureza de esmalte mais interior,
onde o material orgénico ¢ mais abundante. No entanto, ao contrario da pseudofoliculite,
o resultado clinico do polimorfismo rs2232387 em termos de defeitos de esmalte e

suscetibilidade a caries ndo estd dependente da raga.

Figura 13 — Projecdes tubulares de fissuras nos molares formando pequenos orificios na
profundidade do esmalte. (A) microscopia eletronica de varrimento de coroas de molares de individuos
KRT75%6 ¢ KRT75*A. No KRT75% pode observar-se ‘“cracks” e orificios rodeados por esmalte
parcialmente desmineralizado (seta) contendo particulas semelhantes a bactérias (ponta da seta). (B)
Analise micro-CT de molares revelando a presenga de pequenos orificios na superficie do esmalte que se

estendem a dentina em pacientes com o alelo A [adaptado de (Duverger et al., 2014)].

Na andlise microscopica de varrimento as amostras para microindentaciao
demonstraram a presenca de “cracks” e orificios no esmalte de varios individuos com o
polimorfismo (Figura 13A). A area em redor dos orificios estava hipomineralizada, como
indica a reducdo na intensidade (Figura 13A, seta), e a presenca de particulas esféricas
observadas nestes orificios sugerem a presenga de bactérias (Figura 13A, ponta da seta)
o que foi posteriormente confirmado para coloracdo de Gram (Figura 14). Isto significa

que as queratinas epiteliais do cabelo s3o componentes importantissimos do esmalte, e
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\

que mutagdes nestas queratinas aumentam a suscetibilidade a carie dentaria, pois

influenciam a estrutura do esmalte (Duverger et al., 2014).

Figura 14 — Coloragdo Gram de bactérias nos molares dos individuos portadores da mutacdo
rs2232387. O roxo indica bactérias gram positivas nos orificios presentes no esmalte. E, esmalte; D, dentina

[adaptado de (Duverger et al., 2014)].
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7.4. Suscetibilidade genética a infecOes fungicas orais

A candidiase oral ¢ considerada uma das infeg¢des fungicas orais mais frequentes,
e a Candida albicans ¢ o fungo mais predominante e relevante da cavidade oral (Oncul,

Karakis, e Dogruman Al, 2015).

Os individuos imunodeprimidos frequentemente desenvolvem candidiase
orofaringea, o que indica que a imunidade local ¢ preponderante para conter a Candida
albicans. Estudos genéticos em humanos indicam quais os tipos de imunidade necessarios
para a contencdo deste fungo na cavidade oral mantendo um ambiente saudavel. A
candidiase cronica mucocutanea caracteriza-se por infe¢des de Candida em varios locais
do corpo, incluindo a boca, sendo que mutagdes no gene STATI (que codifica para a
proteina Transdutora de sinal e ativadora da transcrigdo 1) tornam os individuos
suscetiveis a esta doenga. O STATI1 ¢ responsavel pela sinalizacio molecular do
interferdo, IL-17 e IL-22. Mutag¢des nos genes que codificam para IL-17RA e IL-17F tém

também sido associadas a candidiase crénica mucocutanea (Underhill e Iliev, 2014).

H4é varias imunodeficiéncias que tém manifestagcdes na cavidade oral, o que nos
pode dar uma compreensao geral de elementos chave envolvidos no controlo microbiano
e estabilidade da cavidade oral. E ¢é neste sentido que tém surgido estudos de pacientes
que possuem alteracdes na sinalizacdo da IL-17 (fortemente relacionadas com a
suscetibilidade das mucosas a fungos), um elemento importante na vigilancia da
imunidade oral (Moutsopoulos, Lionakis, e Hajishengallis, 2015). Os linfocitos T helper
17 (linfocitos Th17) sdo essenciais a mediar a imunidade antifungica através da sua
produgdo de IL-17/IL-22. Em pacientes com deficiéncia na STAT3? e mutagdes
autossomicas recessivas na IL-17RA (recetor A) e autossémicas dominantes na IL-17F,
tem-se demonstrado que a sinalizagdo com IL-17 na defesa do hospedeiro contra a
candidiase ¢ de extrema importancia. Sabendo isto, uma deficiéncia na capacidade de
adesdo dos neutrdfilos (uma condicdo rara causado por uma muta¢do na subunidade
CD18 das integrinas 2) leva a um aumento de producgdo desregulado de IL-17 (Figura

15). Estes dados indicam que uma desregulacdo na IL-17 leva a um deficiente

2 A familia destes genes (STAT) dédo a permissdo para a produgdo de proteinas que fazem parte das vias de
sinalizacdo quimica entre células. As STAT3 estdo envolvidas na maturagdo de células do sistema imune,
nomeadamente dos linfocitos T e B [adaptado de https://ghr.nlm.nih.gov/gene/STAT3].
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recrutamento de neutrofilos, provocando assim uma inflamagdo que estimula o

crescimento fungico (Puel et al., 2011).
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Figura 15 — Regulagdo da interleucina 17, essencial a homeostase e imunidade oral. Na esquerda,
os defeitos na via IL-17 estdo ligados a candidiase oral. A produgdo defeituosa de linfocitos Thl7 em
pacientes com mutacdes STAT3, ganho de fung¢do de STAT?2 ou sinalizagdo debilitada de IL-17/IL22 estdo
todos ligados a maior suscetibilidade a candidiase oral. Havendo deficiéncia da ades@o dos neutrofilos, leva

a uma desregulagdo de Th17, causando uma resposta inflamatoria exagerada [adapatado de (Moutsopoulos
etal., 2015)].
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7.5. Suscetibilidade genética as infecoes orais de etiologia viral

Em relagdo a presenca de virus na cavidade oral, o mais frequentemente
encontrado € o herpes simplex tipo 1 (HSV-1), mas também podem ser encontrados os
virus da hepatite C (HCV), citomegalovirus (CMV) e o virus do papiloma humano (HPV).
(Marsh, Martin, Lewis, e Williams, 2009).

Os marcadores genéticos do hospedeiro podem dar uma indicagdo da sua
capacidade de resisténcia a progressao da infegao viral, através da capacidade de dar uma
resposta imune efetiva. Por exemplo, tendo em conta os polimorfismos nos genes de PRR
e nos genes de antigénios de leucocitos humanos (HLA), juntamente com as regides
codificantes do IFN, podem indicar a por¢ao da populagdo que ¢ capaz de criar respostas
mais eficazes contra um virus de RNA, como ¢ o caso do HCV (virus da hepatite C).

(Gale et al., 2014).

A eliminagdo (“seroclearance”) do antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg)
¢ um acontecimento pouco frequente na hepatite B cronica (CHB) e tem prognostico
favoravel com um baixo risco de carcinoma hepatocelular. Fenotipos de HLA tém sido
associados a persisténcia da infe¢do com HBV, bem como polimorfismos HLA-DP e
polimorfismos IL28B, que se sabe terem influéncia no resultado da infecdo com HCV,
incluindo na sua eliminagdo espontanea e na resposta ao tratamento. A expressao dos
genes hepaticos estimulados pelo interferdo (ISG) estd fortemente associada com
polimorfismos IL28B, e podem ter um papel de destaque no controlo imune na infe¢ao
com HCV. Este estudo inclui pacientes com CHB e eliminagdo de HBsAg, para
determinar se polimorfismos HLA-DP e polimorfismos IL28B podem influenciar a
eliminacdo do HBsAg na CHB. Foram analisados 203 individuos com eliminagao
espontanea de HBsAg e 203 sem eliminacao para controlo. Os polimorfismos HLA-DP
localizam-se no cromossoma 6 na regido HLA-DPA1 (rs3077) e HLA-DPBI
(rs9277378), e induziu-se um terceiro polimorfismo (rs3128917). O polimorfismo IL28B
localiza-se no cromossoma 19 (rs12979860 e rs8099917). Recolheram-se amostras de
soro cuja concentracao foi medida no espectrofotdmetro e extraiu-se o DNA para a sua
genotipagem. Os possiveis genotipos sdo: 1s3077 e rs9277378: GG, GA, AA (alelo
recessivo - A); 1s3128917: GG, GT, TT (alelo recessivo - T); rs12979860: CC, CT, TT
(alelo recessivo =T); e 1s8099917: TT, TG, GG (alelo recessivo - G) (Figura 16) (Seto et
al., 2013).
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Figura 16 — Distribui¢ao genotipica dos 5 polimorfismos [adaptado de (Seto et al., 2013)]

Na analise dos 5 polimorfismos com a eliminagdo do HBsAg, observou-se que o
HLA-DP 1rs3077 estava associado a esta eliminagdo, estando o alelo recessivo A
associado a uma menor probabilidade de eliminagcio do HBsAg. Os restantes
polimorfismos ndo mostraram nenhuma associacao. No que respeita aos haplotipos, nos
relacionados com o HLA-DP, o GAT foi o tGnico que demonstrou estar fortemente
associado com a eliminagdo do HBsAg (Tabela 4); nos haplétipos relacionados com
IL28B, o haplotipo CG foi também significativamente associado a eliminacdo do HBsAg

(Seto et al., 2013).
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Tabela 4 — Analise dos 3 polimorfismos dos haplotipos HLA-DP [adaptado de (Seto et al., 2013)].

Frequency rs3077
(Case/ Odds P Controlled
Haplotype Controls) Ratio 95% ClI Value PValue

(A)
GGG 0.622/0.599 1.13  .825-1.48 .503 268
GAG 0.047/0.040 125 .560-2.62 625 828
GAT 0.069/0.037 1.06-4.45 034 .060
GGT 0.072/0.071 1.07 .584-1.86 .890 834
AGG 0.064/0.094 0655 .384-1.12 .120 736
AAG 0.036/0.062 0478 .226-1.01 .054 237
AAT 0.090/0.097 0926 .564-1.52 .761 208

A genotipagem dos polimorfismos HLA-DP pode ter impacto clinico no controlo
da CHB. Os pacientes com polimorfismos favoraveis a eliminagdo de HBsAg (o mesmo
para o haplotipo IL28B CG) podem ser potenciais candidatos a terapia com interferdo.
Observou-se que as variantes no genoma do hospedeiro influenciam a eliminacio
espontanea do HBsAg na CHB, como foi demonstrado na analise que envolve o HLA-

DP 153077 e o haplotipo de ambos HLA-DP e IL-28B (Seto et al., 2013).

O virus do papiloma humano ¢ a infecado mais comum transmitida sexualmente,
no entanto apenas uma pequena percentagem leva a lesdes graves (10%) ou a cancro
(menos de 1%) (Metcalfe et al., 2013). Individuos com polimorfismos no HLA que tém
uma maior afinidade de ligagdo com os antigénios do HPV, tém um melhor
reconhecimento e eliminagdo das infecdes. Assim, foi sugerido que pode haver uma
associacao entre polimorfismos HLA-G e a infecdo por HPV. A HLA-G ¢ uma proteina
de classe 1 (proteinas da superficie celular que apresentam antigénios as células T) que €
induzida no periodo da gravidez e em casos de condigdes patologicas (doengas
autoimunes, cancro, transplantes ou infe¢des virais). Metcalfe et al. (2013) investigaram
a associagao entre alelos HLA-G e a prevaléncia do HPV. Foi recrutado um grupo de 667
mulheres e testada a infecdo com HPV. Em caso afirmativo (261), fez-se a amplifica¢do
do DNA do HPV usando a técnica de PCR e posterior genotipagem. Os alelos de HLA-
G forma determinados através de sequenciagdo das regides nucleotidica que abrangem os
exoes 2-4 (1718bp). Foram divididas em 3 grupos: alfa 1 (espécies cervicais de baixo
risco - a-1, a-8, a-10, e a-13), alfa 2 (espécies cervicais de alto risco — a-5, a-6, a-7, a-9,
e a-11) e alfa 3 (espécies vaginais de baixo risco — a-3 e a-15). Foram feitos estes grupos
com o objetivo de determinar se o0 HLA-G estard associado com a suscetibilidade a

espécies de HPV relacionadas filogeneticamente. Das 261 mulheres, 47 testaram positivo
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para o genotipo do grupo 1; 209 testaram positivo para o grupo 2; 126 testaram positivo
para o grupo 3. Para calcular o efeito de cada alelo, sujeitos que testaram positivo para
um alelo (homozigoético ou heterozigoético) foram comparados aqueles que testaram
negativo para esse alelo, sendo que neste grupo os alelos mais prevalentes sao: HLA-G

01:01:01, 01:01:02 ¢ 01:04:01.

Tabela 5 — Associacgdo entre alelos e gendtipos HLA-G e a prevaléncia de infecdo por HPV [adaptado de
(Seto et al., 2013)]

HPV negative HPY positive

Ay HPY 1y pe 2 Cooup 1 % Group 2 & Group 3

i U OR [95% C1) U OR (95% C1) L] OR (95% CI) L] OR (95% (1}
Cohort (= 548) 287 261 42 208 126
Allete
oo 137 141 102 (0.70-1.4%) 48 2.23 (1.08-4.59) i 115 (0.79-1.68) ) L0 (1.09-2.65)
G001 02 74 72 0,64 (0.42-098) [ 045 (0,18-1.11) 62 .13 1.71) 32 0.90 (0,55-1,47)
G007 03 5 3 1.38 (0.36-5.30) I 114 (013 10.06) 3 067 (0.16-L87) ] 0.39 (0.05-3.43)
GU01:04:01 213 186 1.38 (0.88-2.17) 3 080 (0.40-2.001]) 146 071 (0.46-1.10) &9 074 (0A45-1.21)
G006 4 & 077 (0.24-2.46) L] na B 1.54 [0.42-5.69) G 272 (0.74-9.99)
Genotype
COfono:
Homozygous 22 i 1.05 [0.55-2.00) 5 2.72 (0.B6-8.60) 24 1.71 (0.89-3.28) 13 1.81 (0.84-3.90)
Helerarygous 115 112 088 [0.60-1.30) 23 2.14 (1.03-4.52) a7 105 (0.71-1.57) ] 169 (1.07-2.67)
Abzent 133 (A 1,00 12 1,00 a1 1.00 44 100
GOroroz:
Homozygous 5 3 0,25 (0.05-1.32) | 1.03 (0.11-932) 2 049 (0.09-262) ] 0.39 (0.05-3.46)
Helerazygous 59 B9 078 (0.51-1.19) 5 04D (0,15-107) 60 118 (0. 78-1.80) 31 094 (0.57-1,53)
Absent 196 180 1.00 34 1.00 140 1.00 al .00
G100
Homozygous ™ 52 1.53 (.88 -2.65) 8 DGE (0.24-1.59) 43 062 (0.36-1.07) 20 0.50 (0.25-097)
Heterazygous 134 134 1,35 (0.B5-2.15) 23 1.02 (0.44-2.37) 103 077 (0.49-1.22) -] 0.89 (0.53-1.49)
Absent 57 b6 1.00 9 1.00 56 (K] 34 (K1)

2 Group 1: spedes 1, 8, 100 and 13,
= Group 2; spedes 5. 6,7, 9, and 11,
= Croup 3; spedes 3 and 15,

O alelo G 01:01:02 esta significativamente associado com um baixo risco de
infecdo por HPV, enquanto que o alelo G 01:01:01 e gendtipo heterozigdtico G 01:01:01
estdo associados a um risco aumentado de infe¢do em ambos os grupos 1 e 3. Também o
genoétipo heterozigético G. O gendtipo homozigdtico G 01:04:01 demonstrou estra
associado a um baixo risco de infe¢do no grupo 3. Este estudo corrobora a teoria que o
polimorfismo no HLA-G tem influéncia na ocorréncia de infecao por HPV, e que
diferentes polimorfismos interagem de forma diferente com os varios grupos alfa HPV,
contribuindo também para perceber a relacdo entre infegdes por HPV e a resposta imune

do hospedeiro (Tabela 5) (Metcalfe et al., 2013).
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O citomegalovirus pertence a familia do virus do herpes e na infe¢do primaria
assume-se assintomatico no hospedeiro imunocompetente, sendo que uma pequena parte
dos sujeitos pode exibir sintomas da infe¢do (febre, suor e fungdo hepatica anormal). No
que respeita ao papel da defesa do hospedeiro contra o citomegalovirus, as células
“natural killer” (NK) tém uma importante fun¢do, na medida em que o reconhecimento
do virus depende do HLA do hospedeiro através dos recetores “killer imunoglobulin-like”

(KIRs, expressos na superficie das células NK) (Figura 17) (Di Bona et al., 2014).

Mo ocome lise celalar KIR
. —
Al P T

Lise

Figura 17 — Regulacdo da célula NK pelo KIR. As células “natural killer” expressam o KIR na sua
superficie, que por sua vez vai reconhecer as moléculas de HLA das células alvo, e assim enviar um sinal
a célula NK para ndo provocar a lise da célula em questdo. Quando o KIR ndo reconhece o HLA, neste caso
do virus, o KIR ativador envia um sinal a célua NK, que por sua vez vai eliminar o virus. [adaptado de

(https://home.ccr.cancer.gov/connections/2012/Vol6_Nol/features2.asp)]

Diferentes KIRs podem transmitir sinais inibitorios ou ativadores para a célula, e
varios genes KIR podem gerar haplotipos que vao variar entre as variantes ativadoras ou
inibitorias. Ha dois haplotipos dos genes KIR que foram identificados: haplotipo A que
estd presente em genes KIR inibitérios (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2 e
KIR3DL3); e o haplétipo B, que € caracterizado por uma variedade de genes ativadores
e inibitorios. As KIR vao ligar-se especificamente aos alelos HLA-A, HLA-B e HLA-B.
Neste estudo testou-se a hipotese da interagdo entre a KIR e o HLA influenciar o
aparecimento da infe¢do sintomatica com CMV. Foram recrutados 60 individuos

imunocompetentes com teste seroldgico positivo para infecdo aguda com CMV. Como
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controlo adicionaram 60 individuos com infecdo prévia assintomatica com CMV.
Obteve-se DNA a partir do sangue dos individuos, e usando a técnica de PCR de primer
especifico (PCR-SSP) o DNA foi genotipado para identificagcdo dos 3 grupos de ligandos
major do KIR (HLA-C1, HLA-C2 e HLA-Bw4) (Di Bona et al., 2014).

A frequéncia do haplétipo A em homozigotia foi mais alta no grupo com a infeg@o
sintomatica, o que sugere que os individuos que ndo possuem os genes ativadores (AA)
estdo mais suscetiveis a desenvolver a infe¢ao sintomatica. O HLA-Bw4 revelou-se ser
preditor do risco da infe¢do sintomatica, influenciando o resultado da doenca. De forma
a verificar as diferencas entres os pacientes o os controlos, analisou-se o haplotipo BB/BA
e verificou-se que a interagdo do HLA-Bw4 ¢ o recetor inibitério KIR3DL1 era mais
frequente nos pacientes do que nos controlos, sugerindo que a ligagdo HLA-Bw4-
KIR3DLI1 pode contribuir para contrariar a ativacdo dos recetores pelos pacientes
sintomaticos com o haplétipo B. Isto significa que os individuos que possuem o haplétipo
KIRAA ou o alelo HLA-Bw4 estdo mais suscetiveis a desenvolver infecdo aguda
sintomdtica apds a infe¢do primaria com CMV, tendo estes polimorfismos uma

importante fun¢ao no hospedeiro imunocompetente (Di Bona et al., 2014).
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8. Epigenética e sua influéncia na suscetibilidade genética do
hospedeiro as infecdes orais de etiologia microbiana

O campo da epigenética tem por objetivo compreender melhor o genoma, neste
caso o humano, e consequentemente a expressao génica. A estrutura base do DNA ndo
explica na totalidade todos os mecanismos envolvidos na expressao génica. Alids, a res-
posta imunitaria ndo ¢ regulada apenas por fatores genéticos, sabendo-se que hd um outro
nivel de regulagdo relacionado com a cromatina. A epigenética ¢ a area que se foca nas
alteragcdes do genoma que influenciam a expressao génica, mas sem alterar as sequéncias
da cadeia de DNA, consistindo assim em alteragcdes quimicas na mesma sem afetar as
proteinas associadas. Ou seja, o genoma pode ter modificagdes funcionais significativas,
sem que haja alteragdo da sequéncia nucleotidica, e sao modificacdes potencialmente re-
versiveis e de carater transitério (Lod, Johansson, Abrahamsson, e Larsson, 2014; Seo et

al., 2015)

E um processo dindmico que sofre alteragdes ao longo da vida como resposta a
doengas e fatores ambientais, nomeadamente a dieta, o tabaco ou a idade, que contribui
para um maior conhecimento no que respeita a interagdes entre os genes do hospedeiro e
o ambiente. Isto muitas vezes explica o porqué de individuos com o mesmo fendtipo res-

ponderem de forma diferente aos mesmos tratamentos (Lod et al., 2014)

Os mecanismos que estdo subjacentes as alteragcdes epigenéticas envolvem a
metilagdo do DNA, modificacdo de histonas e regulacdo da expressdo dos genes através

de RNA ndo codificante:

1. A metilagdo do DNA vai envolver a transferéncia covalente do grupo
metil da S-adenosina metionina (SAM) para as citosinas que estdo
presentes em dinucleotidos de citosina-fosfato-guanina (CpG) na cadeia
de DNA. Estas sequéncias CpG, localizadas ao logo do genoma, sdo por
norma altamente metiladas e associadas a sequencia repetitivas. A
metilacdo das mesmas vai resultar numa repressdo transcricional dos

transcritos circundantes (Figura 18).
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Figura 18 — Sequencias metiladas do DNA nos locais CpG sdo causadoras de uma estrutura mais

condensada [adaptado de (Seo et al., 2015)]

2. E na sequéncia N-terminal que ocorre a maioria da modificagdo das
histonas. A acetilagdo das histonas principais vai resultar numa “abertura”
na disposi¢ao da cromatina (as histonas sao o elemento que lhe confere
rigidez), o que vai facilitar a transcricdo. Ja acetilada, a sequéncia N-
terminal vai promover uma estrutura de cromatina mais relaxada, o que
admite o recrutamento dos fatores de transcricdo. A metilagdo das
histonas pode, no entanto, resultar num estado de cromatina ativado ou
reprimido, uma vez que ao mesmo tempo as desacetilases removem o

grupo acetil, fazendo com que a cromatina fique mais condensada (Figura

19).

Acetilagio Ativagdo da Transcrigdo
{Aberta)

Desacetilagdo Inativag3o da Transcrigdo
(Fechado)

Figura 19 — A acetilagdo das histonas resulta num formato aberto de cromatina; a desacetilagdo das histonas

provoca uma maior condensagdo na cromatina (adaptado de (Seo et al., 2015)].

3. O RNA nao codificante revela-se funcionalmente relevante, apesar nao
codificar para nenhuma proteina. E neste grupo que estio incluidos os
micro RNAs (miRNA), que regulam negativamente a expressao dos seus
genes a um nivel pods transcricional. Este podem levar a repressdo ou
degradacdo do mRNA a que se ligam, através do recrutamento do

complexo silenciador de RNA (Seo et al., 2015).
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No que respeita as doencas da cavidade oral, nomeadamente a periodontite, a
expressdo génica pode estar alterada através de alteracdes epigenéticas, sendo que o
padrdo de metilagdo causado por mudancas na expressao génica das citocinas pode levar
a doengas inflamatorias. As citocinas inflamatorias como IL1, IL4, IL6 e IL10 estao mais
expressas em casos de periodontite, sendo que uma inflamacao persistente leva a
metilagdo do DNA e silencia os supressores da sinalizagdo das citocinas levando uma

expressao ativa das mesmas (Seo et al., 2015).

O carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco (HNSCC) afeta
precisamente as células escamosas da cavidade oral, faringe e laringe. A principal causa
deste cancro € o consumo excessivo de dlcool e tabaco, infecdo com o virus do papiloma
humano e do virus Epstein-Barr, bem como uma deficiente higiene oral (Bebek et al.,
2012). A inflamacao associada a bactérias também tem demonstrado levar a uma supra
regulacdo de uma enzima, a citidina desaminase, que causa muta¢des no DNA do
genoma. Estes tipos de danos induzidos pela inflamag¢do no DNA podem levar a sua
metilagcdo durante a carcinogénese. Uma vez que a hipometilagdo ocorre em resposta a
inflamagao cronica, ¢ possivel que possam ser considerados indicadores para o
diagnostico de tumores. A expressao diminuida do multidrug resistance gene 1 (MDRI1)
e a inflamagdo despoletada por bactérias tém ambas sido ligadas a doengas como a
inflamagdo do intestino ou cancro gastrico. Por sua vez o MDR1 esta implicado em
doengas provocadas pelo tabaco, como HNSCC. De forma a explorar a relagdo entre
inflamacao, metilagdo somatica de promotores € a microbiota oral, analisaram-se € genes
relacionados com o HNSCC (IL8, RARB e TGFBRII). O IL8 codifica para uma citocina
inflamatoria que provoca a metilag@o das células epiteliais orais; 0 RARB demonstra uma
metilagdo anémala dos promotores no HNSCC; a infra regulacio do TGFBR2 ocorre
frequentemente no HNSCC. O objetivo deste estudo foi verificar se existe uma associagao
entre o microbioma oral e 0 HNSCC. Foram recolhidas amostras de tumor e de mucosa
oral de 42 individuos com HNSCC e apos a extragdo do DNA procedeu-se a sua
amplificacdo e sequenciagdo dos genes de rRNA. Para identificar a metilagdo do promotor

foi feito o tratamento do DNA com bissulfito (Bebek et al., 2012).
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Desenvolvimento

Grau de metilagdo na amastra de mucosa saudavel
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Figura 20 — Grau de metilacdo dos promotores dos genes IL8, TGFBRII, MDR1 e RARB. Cada ponto
representa a presenca de hipermetilagdo do promotor de cada gene em particular na amostra saudavel e na

com tumor [adaptado de (Bebek et al., 2012)].

Conteddo microbiano das amostras de mucosa saudaveis
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Figura 21 — contetido da subpopulagdo microbiana ao nivel do filo da mucosa saudavel e da por¢do com
HNSCC. Cada barra representa uma amostra, ¢ as divisdes na barra mostram o seu contetido microbiano.

[adaptado de (Bebek et al., 2012)].

Analisaram-se os genes 16 rRNA das bactérias presentes nas amostras de tumor
dos pacientes, para associar a metilagdo do MDRI e trés outros genes associados a
inflamacao (IL8, RARB e TGFBRII). No geral houve uma maior metilagdo no promotor
de todos eles, comparando com o tecido dito normal. O MDR1 demonstra a maior
diferenca entre as amostras saudaveis e de tumor, apresentando metilacdo em 0/42 e 22/42

respetivamente (Figura 20). A caracterizagdo das bactérias revelou 7 diferentes filos nos
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tecidos recolhidos, e comparando a amostra saudavel e a de tumor ¢ evidente as diferencas
entre os membros de cada uma, especialmente Enterobacteriaceae (familia) e Tenericutes
(filo) (Figura 21). Observando o grau de metilagao dos 4 genes estudados, verificou-se
que nos promotores de MDRI1 e IL8 este grau estava muito mais elevado comparando
com as amostras saudaveis. A hipermetilagdo do MDR1 também se mostrou associada
com uma flora microbiana especifica Enterobacteriaceae (familia) e Tenericutes (filo),
sendo que estes dois fatores juntos diferenciam o HNSCC da mucosa oral normal. Em
contraste a metilagdo do IL8 nao esta associada a nenhuma flora especifica. Com este
estudo provou-se que certas subpopulacdes microbianas no HNSCC estao fortemente

associadas a metilagdo do promotor de MDR1 (Bebek et al., 2012).
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9. Conclusao

As infe¢des endoddnticas também constituem um grande problema ao nivel da
saude oral, na medida em que o fracasso do tratamento endodontico ird ditar infegdes
recorrentes € em ultimo caso na perda da pega dentaria. Mais uma vez as citocinas tém
um papel decisivo, ja que um polimorfismo na IL-1B € responsavel por uma resposta
imune mais vigorosa; sendo que os individuos portadores de pelo menos um alelo
polimérfico tém 7 vezes mais probabilidade de desenvolver periodontite apical. A 11-8
também estd envolvida na periodontite apical, uma vez que ¢ responsavel pela ativacao e
migragdo dos neutrofilos para os tecidos envolventes da raiz. Um polimorfismo nesta
citocina indica que uns individuos sdo mais propensos a desenvolver a forma aguda da

doenca e outros a cronica.

No que respeita 4 carie a saliva também vai ter um papel preponderante no seu
desenvolvimento e progressdo, nomeadamente através de proteinas antimicrobianas
como a lactotransferrina. Foi observado que individuos que possuam a variante lisina em
vez da arginina nesta proteina, t€m uma acao significativamente mais aumentada contra
a Streptococcus Mutans, uma bactéria cariogénica, sendo consequentemente menos
propensos a desenvolver lesdes de carie caries. Defeitos na composi¢do do esmalte
também vao ditar a suscetibilidade a carie dentaria, na medida em que individuos que
possuem um polimorfismo no gene KRT75 vao ter um esmalte menos duro e com zonas
hipomineralizadas, o que vai contribuir para a acumulacdo de bactérias potencialmente

patogénicas.

No que respeita as infecdes fungicas, a Candida albicans ¢ o fungo patogénico
mais predominante na cavidade oral. Estudos revelam que mutagdes no gene STATI1
tornam os individuos mais suscetiveis a uma doenga, a candidiase cronica mucocutanea,
que se caracteriza por infegdes por Candida por varios locais do corpo, incluindo a
cavidade oral. Alteragdes na sinalizacdo da IL-17, originadas por mutagdes na STATS3,
que ¢ de extrema importancia na defesa do hospedeiro contra a candidiase, também

tornam os individuos mais suscetiveis a infe¢oes desta natureza.

Por fim, os virus também vao ser sujeitos a atividade do hospedeiro. O HLA
apresenta péptidos virais para as células T na resposta imune adquirida, e sabe-se que

cada individuo difere nas suas proteinas HLA. Fenotipos de HLA tém sido associados a
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persisténcia da infecdo pelo virus da hepatite B, bem como polimorfismos HLA-DP e IL-
28B. Individuos com variantes no HLA-DP podem ter uma maior ou menor probabilidade
de eliminag¢do do HBsAg (antigénio da hepatite B) consoante o alelo que possuam, tendo
assim um prognostico mais favoravel no combate a esta doencga. O virus do papiloma
humano também possui manifesta¢des orais. Individuos com polimorfismos no HLA que
tém uma maior afinidade de ligacdo com os antigénios do HPV, t€ém um melhor
reconhecimento e eliminacdo das infeg¢des. Verificou-se que certos alelos deste gene
podem conferir ao hospedeiro a capacidade de ter um risco de infe¢ao mais baixo. Por
sua vez, a infegdo pelo citomegalovirus ¢ reconhecida através da ligacdo dos recetores
KIR ao HLA do hospedeiro. Haplétipos diferentes para os genes KIR vao ditar se o
hospedeiro esta ou mais suscetivel a desenvolver infe¢ao aguda apds o CMYV ja estar estar

presente.

Pode entdo concluir-se que, definitivamente, as caracteristicas genéticas do
hospedeiro tém influencia no desenvolvimento de doencgas orais de etiologia bacteriana.
E certo que ha doengas que estdo amplamente estudas, como é o caso da periodontite,
havendo iniimeras evidencias cientificas que comprovam esta correlagdo. No entanto, no
caso dos fungos ja ndo ¢ tanto assim, e apesar de estarem dados os primeiros passos neste
campo ainda ha muito espaco para novos estudos e descobertas relacionados com a
genética do hospedeiro e sua capacidade de resposta perante microrganismos

patogénicos.
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