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Associacdo de suscetibilidade dos alelos HLA-DRB1 e HLA-
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Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o perfil HLA classe 11 em individuos portadores de periodontite agressiva localizada
e generalizada e comparar com pacientes periodontalmente sadios (grupo controle, GC). As amostras foram compostas
por 34 patientes com periodontite agressiva generalizada (média de idade = 29.4, DP + 4.6), 8 patientes com
periodontite agressiva localizada (23.9, DP * 5.8) e 46 patientes-controle (média de idade 42.8. DP + 8.6). As
amostras foram analisadas pelo método PCR-SSP para analise de gendtipo para HLA. As freqiiéncias genéticas dos alelos
HLA-DRB1* e HLA-DQB1* foram calculadas. Os resultados mostraram que os alelos HLA-DRB1*08 e -DQB1*04
estavam com sua freqliéncia significantemente aumentada (p < 0,05) na periodontite agressiva localizada. Sendo assim,
podemaos concluir que pode existir uma associagdo de suscetibilidade entre os alelos HLA-DRB1*08 e HLA-DQB1*04,
separados ou em combinacéo, e a periodontite agressiva localizada.

Palavras-chave: antigenos leucocitarios humanos HLA; periodontite.

INTRODUCAO

A periodontite é uma doenga cronico-
inflamatoria, ativada por bactérias, que pode
levar & perda de tecido de insercdo, e, em esté-
gios avangados, pode levar a perda do dente.

Atualmente, a periodontite pode ser clas-
sificada em cronica (PC) ou agressiva (PAg), a
partir de critérios clinicos, tais como: quanti-
dade de placa bacteriana, quantidade de perda
de insercdo em funcdo do tempo de desenvolvi-
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mento e gravidade da doenca (ARMITAGE,
1999). Com relacdo a extensdo da doenca, fo-
ram divididas em localizadas e generalizadas. A
PC seria generalizada, quando o namero de si-
tios com perda de insercdo for superior a 30 %
do total, independentemente dos tipos de den-
tes comprometidos ou sua distribui¢cdo na arca-
da dentaria. A PAg seria considerada localizada
(PagL) quando apenas incisivos ou molares ti-



vessem perda de insercdo, e PAg generalizada
(PagG) quando, além dos incisivos e molares,
mais de dois dentes apresentassem perda de
insercdo (ARMITAGE, 1999).

Na periodontite, observa-se grande per-
da de colageno em decorréncia das respostas
imunoldgicas, humoral e celular (MAMMO;
SINGH; DOLBY, 1982; FTIS; SINGH;
DOLBY, 1986), que podem estar sujeitas a in-
fluéncias de certos antigenos HLA (REFAIE et
al., 1990). A pesquisa de associagdo de antigeno
HLA na patogénese das periodontites parece
relevante, desde que moléculas HLA classe | e
Il estejam envolvidas na regulacdo da resposta
imunoldgica (KLEIN; SATO, 2000a), poden-
do determinar suscetibilidade a doencas
(URBAN; CHICZ, 1996; KLEIN; SATO,
2000b; TEREZAN; PLOTOW, FISCHER,
2004). Em particular, alelos encontrados em
HLA classe 11, nos loci do HLA-D, tém mostra-
do associacdo de suscetibilidade com a
periodontite (FIRATLI et al., 1996; BONFIL
et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2001).

Na PAg, encontra-se uma associagdo com
0s antigenos HLA-DR4 (KATZ et al., 1987,
FIRATLI et al.,, 1996), HLA-DQB1*06
(OHYAMA et al., 1996; TAKASHIBA et al.,
1999; STEIN et al., 2003) e alelos HLA-
DRB1*0401, *0404, *0405, *0408 (BONFIL
et al., 1999), HLA-DRB1*15 (MACHULLA
et al., 2002).

Takahashi e colaboradores (2001) obser-
varam que o alelo HLA-DQB1*0503 estava
significantemente mais frequente no grupo com
PAg (p = 0,045), devido a alta freqiiéncia desse
alelo no grupo com PAgL (p = 0,035). Os au-
tores consideraram a hipdtese de os pacientes
com PAg pertencerem a subgrupos de acordo
com a resposta do hospedeiro e o perfil
imunologico. Stein e colaboradores (2003) ob-
servaram que a combinacdo HLA-DRB1*13;
DQB1*06 estava associada a suscetibilidade
para PAgG, enquanto HLA-DRB1*04 :
DQB1*0302 apareceu significantemente com
menor freqiéncia, sugerindo que a
suscetibilidade ou resisténcia para ambas as
periodontites, agressiva e cronica, pode ser in-
fluenciada por uma especial combinacdo de
marcadores HLA.
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Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
analisar o perfil HLA classe Il em individuos
portadores de periodontite agressiva.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo da Amostra

Este estudo clinico randomizado foi apro-
vado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hos-
pital Universitario Pedro Ernesto (407-CEP/
HUPE). Os pacientes foram examinados na
Faculdade de Odontologia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (FOUERJ), no perio-
do de maio de 2001 a julho de 2004. 34 paci-
entes com PAgG foram selecionados na clinica
de especializacdo em periodontia da FOUERJ,
com idades entre 14 e 37 anos (média = 29,4 +
4,6). O outro grupo com PAgL incluia 8 paci-
entes (idades entre 15 e 34 anos, media = 23,9
+ 5,8) de ambos os sexos. Esses individuos vie-
ram com encaminhamento para tratamento
periodontal. O grupo-controle (GC) foi forma-
do por 46 individuos (16 brancos, 14 negros e
16 mesticos) sem periodontite, com idades en-
tre 30 e 80 anos (média = 42,8 + 8,6 anos) de
ambos 0s sexos (21 homens e 25 mulheres).
Esses individuos foram selecionados de uma
relacdo de doadores de medula 6ssea do
HEMORIO, com exames realizados no Labo-
ratério de Histocompatibilidade da UERJ (re-
sultados ndo conhecidos pelo examinador), ou
pacientes voluntéarios de outras clinicas, que fo-
ram convidados a participar da pesquisa. Todos
os individuos examinados eram moradores de
cidades no estado do Rio de Janeiro. Em am-
bos os grupos, a avaliagdo periodontal consistiu
de exames de medigdo de bolsa periodontal
(BP), nivel de inser¢do clinico (NIC) e quanti-
dade de perda 6ssea, observada em radiografias
periapicais. A presenca de placa dental, célculo
dentario e sangramento gengival foi observada
em todos os participantes para efeito de classi-
ficacdo da doenca periodontal. No grupo com
periodontite agressiva, cada paciente deveria ter
pelo menos 15 dentes e apresentar, no mini-
mo, 10 sitios com profundidade de sondagem
(PS) e NIC e” 6 mm. A perda Gssea deveria ser
igual ou maior que a metade da raiz do dente
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envolvido. Foi considerado PAgL quando a do-
enca envolvia ndo mais que 2 dentes ndo incisi-
vos ou molares. Os participantes do grupo-
controle deveriam ter pelo menos 18 dentes
presentes, tendo sido excluidos os individuos
que apresentassem dentes com NIC ¢” 4 mm e
com imagem sugestiva de reabsor¢do dssea inter-
proximal. Os dentes perdidos ndo poderiam
estar associados a periodontite. Os individuos
de ambos os grupos foram aleatoriamente sele-
cionados e ndo podiam ter ligagdo consangui-
nea. Os participantes deste estudo responde-
ram questionario com informagdes sobre iden-
tidade, origem étnica e racial, condicdo
sistémica, habitos, profissdo, e histdria
genealdgica de doenga periodontal, aplicado por
Unico entrevistador. Esses dados foram usados
para selecdo e exclusdo desses individuos nos
grupos-caso e no grupo-controle.

Tratamentos com anti-histaminicos,
cortisona e antibiéticos por mais de 6 meses ou
com frequiéncia foram também motivo de ex-
clusdo nesses grupos. Os pacientes seleciona-
dos de ambos 0s grupos ndo poderiam ser por-
tadores de doencas sistémicas com influéncia
direta no periodonto, tais como: diabetes, ar-
trite reumatoide (AR) e outras doengas auto-
imunes que tivessem relagdo com suscetibilidade
HLA anteriormente descrita, segundo informa-
¢Oes obtidas em questionario respondido pelo
paciente ou seu responsavel. Os individuos exa-
minados ou seus responsaveis assinaram um ter-
mo de consentimento, livre e esclarecido que
permitia sua participacdo, com aprovagdo do
Comité de Etica da UERJ.

Andlise de dados clinicos, radiograficos,
de identificacdo de habitos, histdria
odontoldgica, situacdo socioeconémica, perfil
psicoldgico e condicdo sistémica do individuo
foram realizados por Unico anotador, para de-
terminacdo de diagnoéstico e correlagdo com
perfil HLA. O fumo, considerado fator de risco
para periodontites, ndo foi considerado na ava-
liagdo de associacdo da PAg com a tipagem HLA
no presente estudo, devido ao pequeno ndme-
ro de fumantes (7), sendo 2 no grupo-controle,
5 no grupo PAgG e nenhum no grupo com
PAgL.
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Avaliagdo do Geno6tipo HLA

A avaliacdo do exame de HLA classe Il
foi realizada no Laboratéorio de
Histocompatibilidade HLA do Instituto de Bi-
ologia da Universidade do Estado de Rio de Ja-
neiro. O método empregado foi PCR-SSP
(MILLER; DYKES; POLESKY, 1988;
OLERUP; ZETTERQUIST, 1992) de DNA
Gendmico extraido de sangue periférico pelo
método de “salting out” (MILLER, S.A;
DYKES, D.D.; POLESKY, 1988) para
Tipagem HLA Classe I1.

A tipagem HLA a partir do DNA
gendmico foi realizada pela técnica de PCR-SSP,
que utilizou o sistema Micro-SSP DNA typing
(One Lambda, Inc. — CA — USA). Inicialmen-
te, foram empregados Kits de tipagem genérica
de baixa resolucéo, para uma avaliagdo prelimi-
nar de possiveis associacBes de susceptibilidade
ou resisténcia da doenca em questdo com o
HLA. As associagdes estatisticamente significa-
tivas foram estudadas mais profundamente,
empregando-se, entdo, Kits alelo-especificos, de
alta resolugdo.

Os alelos HLA-DRB1* ¢ HLA-DQB1*
analisados neste trabalho foram:

-HLA-DRB1*01;*03;*04;*07,;*08;
*09;*10; *11(5); *12(5); *13(6); *14(6);
*15(2); *16(2).

-HLA-DQB1*02;*0301;*0302*; *0303;
*04; *05; *06.

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através do
programa SPSS 11.0, no qual os resultados en-
contrados foram submetidos aos testes do Qui-
quadrado (c?) e Square e Kruskall Wallis com o
valor de P estimado em 0,05.

RESULTADOS

Os resultados mostraram diferencas
percentuais nas frequéncias alélicas. HLA-
DRB1*04 com 6,3% (PAgL), 14,7% (PAgG)
e 9,8% (GC) sem significancia estatistica e HLA-
DRB1*08 com 18,8% (PAgL), 2,9% (PAgG)
e 2,2% estatisticamente significante p < 0,05.



HLA-DQB1*0301 mostrou uma tendéncia
para protecdo na PAgG, com a freqiiéncia génica
de 8,8%, contra 18,8% na PAgL e 21,7% no
GC (p = 0,09). HLA-DQB1*04 apresentou
uma associagédo significante de suscetibilidade
para PAgL com 18,8% contra 4,4% na PAQG e
3,3% no GC. Observou-se também um
desequilibrio de ligacdo entre HLA-DRB1*08
e HLA-DQB1*04, o que demonstra uma rela-
¢do positiva de suscetibilidade para PAgL nessa
combinagdo (TABELA 1; QUADRO 1).
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram observadas as alte-
racOes entre a freqiiéncia génica dos alelos HLA
classe 11, pelo método PCR-SSP, nos grupos com
PAgL, PAgG e GC. Os alelos HLA-DRB1*08 e
DQB1*04, individualmente analisados ou em
combinagdo, foram significantemente associa-
dos com suscetibilidade para PAgL. Em outras
populagdes, os resultados obtidos foram dife-
rentes. Em judeus, encontraram-se os antigenos

Tabela 1 — Freqiiéncia génica (%) no grupo-controle (GC) para periodontite agressiva localizada
PAgL e periodontite agressiva generalizada PAgG

HIA PAgL (n =16) PAgG (n = 66) CONTROLE (n = 92)
DRB1*01 6,3 10,3 8,7
DRB1*03 6,3 10,3 7.6
DRB1*04 6,3 14,7 9,8
DRB1*07 2,5 10,3 4,1
DRB1*08 8,8 2,9 2.2
DRB1*09 0 4,4 W1
DRB1*10 0 2,9 4|
DRB1*11 8,8 10,3 6,3
DRB1*12 6,3 1,5 ;1
DRB1*13 8,8 16,2 6,3
DRB1*14 0 1,5 4,3
DRB1*15 6,3 11,8 9,8
DRB1*16 0 0 2
DQB1*02 8,8 20,6 26,1
DQB1*0301 8.8 8,8 217
DQB1*0302 6,3 11,8 6,5
DQB1*0303 0 1,5 35
DQB1*04 8,8 * 4,4 3.3
DQB1*05 25 17,6 6,3
DQB1*06 25 25 22,8
Notas: * p < 0,05 (PAgG X PAgL) e (GC X PAgL)
** = 0,09 (GC X PAGG)

Alelos HLA DR e DQ Grupos Suscetibilidade p

E combinacoes HLA Protecao

DRB1*08 PAgL Suscetibilidade < 0,05

DQBI1*04 PAgl. (H e M) Suscetibilidade < 0,05

DRB1*08: DQB1*04 PAgl. (H e M) Suscetibilidade < 0,05

Quadro 1 — Combinagcéo alélica observada para Periodontite agressiva localizada PAgL com

relagdo a suscetibilidade
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Classe I, HLA-A9 e —B15, associados com PAQG,
e nenhuma associa¢do com PAgL (SHAPIRA et
al.,, 1994), enquanto, em japoneses, a associa-
¢éo se deu com o alelo HLA-DQB1*0503, mais
notavel no grupo com PAgL (TAKAHASHI et
al., 2001). A frequéncia alélica pode variar en-
tre populagdes e tipos raciais. Essa pode ser a
razdo de alelos HLA diversos poderem estar as-
sociados a mesma doenga. Outra explicacdo pode
estar em funcdo de alelos distintos apresenta-
rem epitopo compartilhado. Nesse caso, a asso-
ciacdo de suscetibilidade ou protecdo seria com
uma seqiiéncia de aminoéacidos idéntica, encon-
trada em mais de um tipo de alelo HLA, que
estaria definindo o determinante antigénico.
Esses epitopos compartilhados ja foram descri-
tos em outras doengas, como na artrite
reumatdide com os alelos HLA-DRB1*01 e
DRB1*0401, *0404 e *0408 (LAIVORANTA-
NYMAN et al., 2004). Ohyama e colaborado-
res (1996) identificaram que os alelos HLA-
DQB1*0503 e —-DQB1*0602 apresentavam
acido aspartico na posicdo 57 e glicina na posi-
¢do 70, apos analise da seqliéncia de aminoacidos
dos alelos HLA-DRB1* e -DQB1* em japone-
ses com PAg. Eles sugeriram que alteracGes nes-
sas sequiéncias de aminoacidos poderiam alterar
a resposta imune a  antigenos
periodontopatogénicos.

No presente estudo, o alelo HLA-
DQB1*0301 foi menos freqiiente no grupo com
PAQG, sugerindo uma tendéncia para protecao.
A significancia estatistica s6 ocorreu quando
comparamos 0s grupos reunidos de PAgL e
PAgG com o grupo-controle. Entretanto, no
grupo apenas de PAg, ndo encontramos associ-
acdo com esse alelo. No entanto, o alelo HLA-
DQB1*0301 foi recentemente associado com
a protecdo em outras doengas como asma (GAO
et al., 2003), artrite reumatdide
(LAIVORANTA-NYMAN et al., 2004) e dia-
betes (FERNANDES; LOUZADA-JUNIOR;
DONADI, 2002; KUBRYN et al., 2003), mas
ndo temos relato anterior desse alelo como pro-
tetor na periodontia. A andlise por biologia
molecular de alta resolucéo, nesse caso, é im-
portante, para determinar o polimorfismo da
molécula DQb, que pode diferenciar o alelo
HLA-DQB1*0301 (&cido aspartico na posi¢éo
57 no dominio polimérfico da molécula) do
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alelo HLA-DQB1*0302 (que ndo apresenta
acido aspartico nessa posicdo, na seqiiéncia de
aminoécido). Essa Unica diferenca foi conside-
rada responsavel pela protecdo ou suscetibilidade
para diabetes por Nepom e Kwok (1998). Em
alemdes, a combinagdo HLA-DR*04:
DQB1*0302 foi menos freqlientemente obser-
vada no grupo com PAgG (STEIN et al., 2003),
enquanto, em nosso estudo, essa combinagdo e
0s alelos isolados foram mais comuns no grupo
com PAgG e menos freqliente na PAgL e con-
trole, mas sem significancia estatistica. Em tur-
cos, 0 antigeno HLA-DR4 foi associado anteri-
ormente com PAg em ambos 0s grupos de do-
enca localizada e generalizada, quando compa-
rados ao grupo-controle populacional ndo exa-
minado (FIRATLI et al., 1996) e por biologia
molecular de alta resolu¢do com PAgQG, através
dos subtipos HLA-DRB1*0401, *0404, *0405
e *0408 (BONFIL et al., 1999). A combina-
¢do que sugeriu suscetibilidade para PAgG, no
estudo de Stein e colaboradores (2003), foi
HLA-DRB1*13: DQB1*06, enquanto, neste
trabalho, esses alelos foram comuns nos trés
grupos examinados. Porém o trabalho realizado
nos alemaes ndo avaliou o grupo separado de
PAgL, e também subtipos diferentes desses alelos
podem ser encontrados nas duas populacfes em
avaliagOes de alta resolucéo.

No presente estudo, o nimero de paci-
entes com PAgL (8) foi bem menor, quando
comparado ao grupo da PAgG (34). Coinciden-
temente, notamos essas diferencas também nos
estudos realizados por Shapira e colaboradores
(1994) em judeus ndo-Ashkenazi, em que 11
pacientes sofriam de PAgL e 15 de PAgG, e por
Takahashi e colaboradores (2001), com japo-
neses, 50 com PAgG e 18 com PAgL. Outro
dado que nos parece importante é o maior nu-
mero de trabalhos que envolveram pacientes
com PAgG (AMER et al., 1988; MACHULLA
et al., 2002; STEIN et al., 2003) e investiga-
¢Oes que ndo definiram os subtipos de PAg
(TERASAKI et al., 1975; KASLICK et al.,
1975; KATZ et al., 1987; TAKASHIBA et al.,
1994; MOSES et al., 1994; BONFIL et al.,
1999). Essas diferencas na selecdo da amostra
dificultam a discussdo de resultados e uma con-
clusio mais precisa.



Sendo assim, podemos concluir que pode
existir uma associacdo de suscetibilidade para
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HLA-DRB1*08 e HLA-DQB1*04, separados
ou em combinagcéo.

periodontite agressiva localizada com os alelos

Suscetibility association between HLA-DRB1 and DQB1 with localized
aggressive periodontitis

Abstract

The aim of this study was compare the class 1l HLA profile of generalized (GAgP) and localized
aggressive periodontitis (LAgP), case group with periodontally healthy patients (CG). The sample was
composed of 34 patients with GAgP (mean age = 29.4, SD + 4.6), 8 patients with LAgP  (23.9, SD
+ 5.8) and 46 CG patients (mean age= 42.8, SD + 8.6). PCR-SSP was the method used to analysis the
HLA genotype. Gene frequencies of the alleles HLA-DRB1* and HLA-DQB1* were calculated in both
case and control groups. The results showed that alleles HLA-DRB1*08 and -DQB1*04 were found at
a significantly (p < 0,05) higher level frequently associated with LAgP. IN conclusion, It might exist an
association for susceptibility between Localized aggressive periodontitis and the HLA-DRB1*08 e HLA-

DQB1*04.

Keywords: Human leukocyte antigen (HLA) - Aggressive periodontitis.
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