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APRESENTACAO

A inovacdo é o combustivel do crescimento profissional em todas as areas,
mesmo na mais tradicional até a area mais tecnolégica. A Odontologia € a ciéncia que
agrega os principios técnicos tradicionais, como por exemplo, aqueles postulados por
Greene Vardiman Black, as mais avang¢adas tecnologias, como escéneres intraorais e
impressoras 3D capazes de produzirem pecas anatomicamente perfeitas, especificas
para cada caso.

Pensando na propagacao de conhecimento dentro das mais variadas areas
de atuacdo do Cirurgiao Dentista, a Atena Editora disponibiliza mais um compilado
de artigos, organizados em dois volumes, com a tematica Comunicagao Técnica e
Cientifica em Odontologia.

Espero que a leitura do conteudo deste E-book proporcione ampliagdo de
conhecimentos e que também provoque curiosidade em vocé, leitor, pois sdo 0s novos
questionamentos que impulsionam novas descobertas.

Otima leitura.

Emanuela C. dos Santos
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CAPITULO 8

EXPRESSAO GENICA DE IL-3 E TNF-a EM
PORTADORES DA SINDROME DE PAPILLON-
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RESUMO: A sindrome de Papillon-Lefevre
(PL) é uma condicdo rara que afeta um a
quatro individuos por milhdo. Normalmente é
identificada ainda na infancia, durante a denticao
decidua, devido a perda precoce de dentes,
doenca periodontal grave e hiperceratose
palmo-plantar. Atribui-se a mutacdo no gene
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da catepsina C, que afeta os processos imunes
e inflamatérios nos portadores da sindrome,
o grave quadro periodontal. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o fenétipo, o perfil
imunoldgico no plasma sanguineo de trés irméas
portadoras da PL e a expressdo de genes,
possivelmente relacionados a periodontite, no
ligamento periodontal e polpa dentaria de uma
das irmas portadoras da PL. A metodologia
compreendeu a avaliacdo das condigbes
clinicas, analises das amostras de polpa
dentaria e ligamento periodontal por PCR em
tempo real (QPCR) e exames sanguineos. O
gPCR revelou alta expressao de IL-3 e TNF-a
em polpa e ligamento periodontal do paciente
PL, quando comparados a amostra controle
nao-sindrémica. Portanto, pode-se concluir que
as imunoglobulinas e os genes alvos estavam
super-expressos no paciente PL, o que pode
explicar a resposta inflamatéria exacerbada
nesses pacientes e o0 comprometimento
estrutural severo dos tecidos periodontais.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Papillon-
Lefévre;

Doenca periodontal; Ceratodermia

palmar e plantar; Catepsina C.

IL-3 AND TNF-a GENE EXPRESSION IN
PATIENTS WITH PAPILLON-LEFEVRE
SYNDROME

ABSTRACT: Papillon-Lefevre syndrome is a
rare condition that affects one to four individuals
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per million. It is usually identified during childhood during deciduous dentition due to
premature tooth loss, severe periodontal disease, and palmoplantar keratoderma. The
severe periodontal disease in patients with the syndrome is attributed to the mutation
in the cathepsin C gene, which affects their immune and inflammatory processes.
The aim of this study was to evaluate the phenotype, the blood plasm immunological
profile of the three sisters with PL and the expression of genes possibly related to the
periodontitis in the periodontal ligament and dental pulp of one of the three sisters.
The methodology comprised: Assessment of their clinical conditions, real-time PCR
analysis (QPCR) of the dental pulp and periodontal ligament and blood tests. The gPCR
of pulp and periodontal ligament tissues revealed a high expression of IL-3 and TNF-a
in the PL patient when compared to the non-syndromic controls. Therefore, we can
conclude that the immunoglobulins and the target genes were over expressed in PL,
which may explain the exacerbated inflammatory response in these patients and the
severe structural impairment of the periodontal tissues.

KEYWORDS: Papillon-Lefévre disease; Periodontal disease; Keratoderma,
palmoplantar; Cathepsin C

11 INTRODUCAO

A sindrome de Papillon-Lefévre (PL) € uma condicdo hereditaria autossémica
recessiva (Bhavsar et al. 2013; Bullén et al. 2018). Caracteriza-se pela perda precoce
das denticdes decidua e permanente decorrente de um quadro de doenca periodontal
grave, incompeténcia imunoldgica e hiperceratose palmo-plantar (Jordan. 2004;
Tumen et al. 2015). A maioria dos portadores esta vinculada a filhos de casamentos
consanguineos, cujos pais revelam ter a presen¢a da mesma mutacéo em heterozigoto
(Al Barrak et al. 2016; Patel & Davidson, 2004; Soliman et al. 2015). O diagnéstico
da sindrome é feito por meio da histéria familiar e individual, evidéncias clinicas e
confirmado pelo perfil genético de seus portadores (Bhargava et al. 2011; Haneke,
1979).

Observa-se significativo comprometimento do periodonto, sangramento gengival
e gengiva hiperplasica, perda 6ssea e dentaria nos individuos afetados pela PL (Jordan,
2004, Tumen et al. 2015). A evolucédo da doencga periodontal € rapida e acomete tanto
a denticéo decidua quanto a permanente, havendo agravamento no quadro durante
o periodo de esfoliacdo. As espécies bacterianas identificadas sdo semelhantes as
presentes em doencgas periodontais de pacientes normotdnicos (Al Barrak et al. 2016).
De acordo com a nova classificacao de doencas periodontais, a sindrome é considerada
como manifestacao sistémica (Caton. et al 2018). Outros sinais menos frequentes da
PL s&o calcificagao intra-cranial, aumento na susceptibilidade a infec¢des bacterianas,
déficit intelectual, hiperceratose folicular e onicogrifose (Al Barrak et al. 2016; Hart et
al. 1999).

O tratamento da doenca periodontal é incerto, e normalmente nao apresenta
resultado satisfatorio com a terapia convencional (Jordan, 2004; Soliman et al. 2015;
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Sadik et al. 2012). Exige rigoroso controle da microbiota bucal, para que seja reduzida
a carga de bactérias potencialmente patogénicas e dessa maneira protelando ou
reduzindo a destruicdo das estruturas de suporte dos dentes (Jordan, 2004; Padawe
et al. 2014). Ainda que sejam realizados os controles mediante terapia periodontal, a
exacerbacao de reagdes inflamatérias leva os investigadores a hipétese de que um
disturbio imunolégico subjacente atue como importante componente etioldgico primario
ou secundario na predisposicdo a doenca periodontal em individuos acometidos pela
sindrome (Hart et al. 1999).

Em muitos portadores existe uma mutacdo no gene Catepsina C (CTSC)
localizado no cromossomo 11q14, que o inativa ou reduz sua funcéo (Fischer et al.
1997; Toomes et al. 1999). Essa inativacdo ou reducédo impde uma diminuicdo na
atividade das proteases lisossomais, neutréfilos hiperativos, aumento do estresse
oxidativo e restricdo na capacidade de retencao extracelular de neutrofilos, interferindo
de maneira significativa nos mecanismos de defesa (Bullon et al. 2018; Soliman et al.
2015). De acordo com OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) a sindrome é de
numero #245000 e a mutagéo do gene CTSC pode ser também um importante fator
na sindrome de Haim-Munk, mas parte das caracteristicas clinicas séo diferenciadas
nas duas sindromes. Assim a avaliagao do perfil imunoldgico desses pacientes torna-
se essencial para a adocao de medidas preventivas que possam reduzir os efeitos
verificados pela imunossupressao existente.

Diante da hipbtese de que a PL esteja associada a um disturbio imunolégico, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil imunologico de trés irmas portadoras
da sindrome e a expressédo dos genes da Interleucina 3 (IL-3) e do Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) em ligamento periodontal e polpa dentaria de uma delas.
Adicionalmente, analisar os resultados obtidos de forma descritiva em conjunto das
condicdes clinicas identificadas em cada uma.

2 | MATERIAL E METODOS

Foram selecionados quatro individuos, sendo trés irméas, filhas de casamento
cosanguineo, com caracteristicas clinicas compativeis com a sindrome de Papillon-
Lefévre e um paciente saudavel. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia (UnB) - CAAE 99311218.0.0000.0030.
Todos os individuos foram informados verbalmente e por escrito do objetivo do estudo e
foram convidados a assinarem o termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Todos os individuos foram selecionados em clinica particular e o diagnostico da
sindrome foi realizado pelo cirurgido-dentista. As pacientes portadoras da PL fizeram
acompanhamento nessa clinica por 4 anos e atualmente se encontram com 19,17 e 16
anos de idade. As caracteristicas encontradas nas 3 irmas foram: hiperceratose palmo-
plantar, doenca periodontal e perda prematura dos dentes deciduos e permanentes. Os
pacientes foram submetidos a exame clinico minucioso, com anamnese, exame fisico
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bucal, sondagem periodontal, além de investigacdo das caracteristicas sistémicas
relacionadas. Também foram submetidos a exames fotogréaficos e radiogréaficos para
acompanhamento. Foram solicitados hemograma completo e coagulograma para as
portadoras da sindrome.

ApOs a realizagédo dos exames complementares, foi realizada coleta de amostras
de polpa dentaria e ligamento periodontal de uma paciente portadora da sindrome
e dos terceiros molares de um paciente do grupo controle para a realizacdo deste
estudo. Das 3 pacientes PL, apenas uma ainda possuia mais de 10 dentes presentes
na cavidade oral no momento da selecédo. As duas outras irmas possuiam apenas
os terceiros molares, que nao foram afetados pela doencga periodontal, ndo sendo
necessaria sua extracao até o momento. Os dentes da paciente acometida pela
sindrome foram extraidos devido a perda de inser¢ao periodontal, imposta pela propria
PL. Ja do grupo controle, foram extraidos terceiros molares com indicagcéo ortodéntica.

Os dentes extraidos foram seccionados e a polpa dentaria imediatamente
transferida para microtubos estéreis do tipo Eppendorf livres de DNAse e RNAse,
contendo 800 pL de Trizol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Em seguida, as
amostras foram processadas para extracao de RNA, seguindo o protocolo de extracao
em Trizol e sintese de cDNA utilizando o kit Quantitec Reverse Transcriptase (Qiagen).
Ap6s homogeneizar a amostra em Trizol, cloroférmio foi adicionado para separar, por
centrifugacéo, o RNA numa camada aquosa superior transparente, uma interfase e uma
camada orgénica inferior vermelha (contendo DNA e proteinas). O RNA foi precipitado
da camada aquosa com isopropanol e lavado com etanol para remover as impurezas
e, em seguida, suspenso em agua ultra-pura para sintese de cDNA. As amostras de
cDNA que foram obtidas serviram como padrao para diagnostico de expressao por
PCR em tempo real (QPCR) dos genes de interesse (TNF-a e Interlecina-3 — IL3) e
usadas em triplicata. A fracdo de expressdo do gene de interesse para cada grupo
foi normalizado em relacédo a expressao do gene de referéncia (Glicerol-3-fosfato
desidrogenase, GAPDH) e calculado em relagcédo ao grupo controle (gene fold=2A2c+"
sdv: onde AAct= Act do grupo teste — Act do grupo controle; Act do grupo = ct médio
do gene alvo — ct médio do gene de referéncia, ct = média dos ciclos de deteccéo dos
amplicons no termociclador).

3|1 RESULTADOS

As caracteristicas fenotipicas encontradas nessas pacientes portadoras da
sindrome de PL foram hiperceratose palmo-plantar, perda prematura dos dentes
deciduos e permanentes, doenca periodontal e gengiva hiperplasica (Fig. A, B, D, E,
F, G, H e I). Ainda na paciente PL1 foi possivel encontrar lesdes faciais de pele (Fig.
C). De acordo com o histérico descrito pela mae, os primeiros sinais e sintomas da
sindrome foram observados entre 3 e 4 anos, onde a mae observou mobilidade nos
dentes, logo em seguida se iniciou a perda prematura dos dentes deciduos, mas que
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nao foi identificada inicialmente como fora da normalidade para a mae. Por volta dos
6 anos foi observada a hiperceratose palmo-plantar.

Figura A: Pé com caracteristicas de hiperceratose plantar PL1

Figura B: Maos com caracteristicas de hiperceratose palmar PL1
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Figura C: Lesdes faciais de pele paciente PL

Figura D: Radiografia panrordmica da paciente PL1 com perda prematura da denticdo
permanente e grande perda 6ssea
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Figura E: Imagens intra-orais paciente PL1 com visivel perda prematura da denticéo
permanente e gengiva hiperplasiada

Figura F: Radiografia panoramica da paciente PL2 com perda prematura da denticdo
permanente e grande perda 6ssea

Figura G: Imagens intra-orais paciente PL2 com visivel perda prematura da denticdo
permanente e gengiva hiperplasiada
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Figura H: Radiografia panorémica da paciente PL3 com perda prematura da denticao
permanente e grande perda 6ssea

Figura I: Imagens intra-orais paciente PL3 com visivel perda prematura da denticdo permanente
e gengiva hiperplasiada

Quando buscou tratamento odontolégico na clinica colaboradora com este estudo,
segundo dados obtidos nos prontuarios, a paciente PL1 inicialmente se encontrava
com 10 dentes em boca, sendo 3 terceiros molares que permanecem em boca até
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hoje, pois nao foram afetados pela doenca periodontal. A paciente PL2 inicialmente se
encontrava com 19 dentes em boca, dentre esses 4 terceiros molares que permanecem
em boca por também né&o terem sido afetados pela doencga periodontal. Paciente PL3
inicialmente possuia 22 dentes, sendo os 4 terceiros molares inclusos e atualmente
possui apenas os terceiros molares. Também foi possivel notar grande mobilidade a
sondagem e bolsas profundas nessas pacientes.

Os resultados obtidos pela analise de PCR em tempo real das amostras de polpa
dentaria e ligamento periodontal com primers de TNF-a e IL-3 encontram-se descritos
nos gréaficos: 1 a 4. Foi realizada a média e desvio padrédo da quantificacdo dos
resultados. Os resultados do fold de expressdo foram significativamente superiores
nessa paciente portadora da sindrome quando comparado ao grupo controle, tanto na
polpa dentaria quanto no ligamento periodontal. A expressao da IL-3 na polpa dentaria
da amostra PL se encontra quase trés vezes superior quando comparado a amostra
controle (grafico 1). AIL-3 no ligamento periodontal na paciente PL também se encontra
super-expressa, sendo quase quatrocentas vezes superior quando comparada a
amostra controle (gréafico 2). Em relagéo ao TNF-q, tanto na polpa quanto no ligamento
0S genes se encontram em super-expressao, sendo um pouco mais de duas vezes
superiores na polpa da paciente PL (grafico 3) e trinta vezes no ligamento periodontal
(gréfico 4).

Expressao da IL-3 em Polpa

=

0 -

CT PL

Grafico 1: Fold de expressao da IL-3 em polpa por qPCR. Grupo controle (CT) e paciente com a
sindrome (PL). Média e Desvio Padrao.
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Gréfico 2: Fold de expresséo da IL-3 em ligamento periodontal por gPCR. Grupo controle (CT) e
paciente com a sindrome (PL). Média e Desvio Padrao.

Expressao de TNF-a em Polpa
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Gréfico 3: Fold de expressao do TNF-a em polpa por gPCR. Grupo controle (CT) e paciente
com a sindrome (PL). Média e Desvio Padrao.
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Gréfico 4: Fold de expresséo do TNF-a em liagmento periodontal por gPCR. Grupo controle
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(CT) e paciente com a sindrome (PL). Média e Desvio Padrao.

Em relagdo ao hemograma e coagulograma nas pacientes PL, o resultado se
encontra dentro do valor de referéncia, ndo sendo encontrado nenhuma alteracéo.

4 | DISCUSSAO

No presente trabalho pode ser observado que os niveis de IL-3 e TNF-a
encontram-se mais elevados no paciente sindromico PL indicando significativa
influéncia do quadro de alteragcéo inflamatoria relacionada a esses marcadores e um
possivel mecanismo de compensacéo da resposta imune nesse paciente. Também
deve ser levado em consideracdo que as citocinas podem se encontrar elevadas
devido a alta susceptibilidade a infecgbes bacterianas que esses pacientes podem ter.
O alto valor encontrado pode também estar relacionado a perda precoce de dentes
deciduos e permanentes.

Os achados deste estudo corroboram a hipétese de que a sindrome de Papillon-
Lefévre apresenta forte relacdo com a mutacao genética de marcadores de células
imunolégicas e inflamatorias. (Bullén et al. 2018; Soliman et al. 2015 e Alkhiary et al.
2016). Desses marcadores, a Catepsina C parece possuir relagdo com fénomenos
imunolégicos e inflamatorios relacionado as caracteristicas evidenciadas nos
portadores da sindrome. (Bullon et al. 2018; Soliman et al. 2015). No entanto, ha
relatos de sua existéncia mesmo sem essa mutacao sinalizando que a etiologia da PL
€ significtivamente mais complexa (Khan et al. 2014).

Outras caracteristicas consistem na existéncia de uma agdo em conjunto entre a
autofagia e a degradacéo lisossémica decorrentes de um turnover celular correto de
proteinas. Alteragdes patologicas decorrem muitas vezes do acumulo de substratos
em autofagolisossomos causado pela deficiéncia da enzima lisossémica. Entretanto,
ainda nao existem estudos que evidenciem a ligacao entre a Catepsina C e a autofagia.
Embora n&o tenha sido o objetivo principal do presente trabalho, estudos sugerem que
0 mecanismo de interferéncia de mutacao da Catepsina C deva ser realizado para um
melhor entendimento sobre o assunto. (Bullon et al. 2018).

Em sindrémicos, os leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) produzem mais
citocinas pré-inflamatérias paracompensarem sua capacidade reduzida para neutralizar
leucotoxina e eliminar bactérias como Aggregatibacter actinomycetemcomintans. A
producdao de mais interleucina-8 (IL-8) resulta em maior atragcdo de PMNs. Ocorre
uma resposta do organismo ao aumento da ineficacia da fagocitose, aumentando
os niveis de interleucina-1 (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6), acelerando a reabsorcao
Ossea. Assim, identifica-se uma tendéncia de aumento das IL-8, IL-6 e IL-1B em
portadores da sindrome, porém esse aumento ndo possui significancia estatistica,
devido a sindrome ser rara e a amostra ser pequena, heterogénea em relagdo a idade
e etnia. (Sadik et al. 2012)
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Vale ressaltar que muitos estudos exibem uma dificuldade decorrente do perfil raro
da sindrome, os quais descrevem constantemente amostras consideradas pequenas
para resultados mais significativos estatisticamente. Apesar do limite quanto ao numero
de individuos, estudos como este podem trazer respostas cientificas relevantes para
compreensao e melhor tratamento de doencgas raras como a PL, além da importancia
para realizac&o de futuros estudos de metanalise.

51 CONCLUSAO

Este estudo evidéncia como a sindrome de Papillon-Lefevre afeta a qualidade
de vida dos pacientes afetados pela PL e como seu fenétipo é agressivo. Também é
pertinente destacar que a portadora da sindrome analisada, na qual foi realizada a
coleta da polpa e do ligamento periodontal, apresenta significativa super-expressao
de genes caracteristicos de resposta inflamatéria em tecidos pulpares e de ligamento
periodontal, em especial TNF-Alfa e IL-3. Possivelmente devido a raridade e numero
limitado de amostras em PL, os mecanismos moleculares envolvidos nesse prejuizo
imunolégico ainda sédo desconhecidos, mais estudos devem ser conduzidos com este
propésito.
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