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RESUMO

A Sindrome de Papillon-Lefévre (PLS) € uma condi¢gdo autossOmica recessiva rara,
que afeta de um a quatro individuos por milhdo. E caracterizada pela hiperceratose
palmo-plantar, doenca periodontal e perda precoce da denticido permanente e
decidua, sendo normalmente diagnosticada ainda na infancia. A gravidade da doenca
periodontal em pacientes jovens € o fator determinante para o diagndstico dessa
condicdo e é atribuido a mutagcdo no gene da Catepsina C, que afeta processos
imunes e inflamatorios desses pacientes. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
fendtipo, perfil imunologico a partir do plasma e caracterizar o microbioma salivar de
trés irmas portadoras da PLS, bem como a expressao de genes na polpa e ligamento
periodontal de uma das irmés portadoras da sindrome. A metodologia compreendeu,
na avaliagdo das condi¢des clinicas, analise das amostras de polpa dentaria e
ligamento periodontal por PCR em tempo real (QPCR), exames sanguineos, avaliagao
do fluxo salivar, capacidade tamp&o, concentracdo da amilase salivar, glicose salivar
e caracterizacdo do microbioma usando Next-Generation Sequencing (NGS). As
principais caracteristicas clinicas analisadas nas trés pacientes foram perda éssea e
perda da denticdo permanente; na paciente que permaneceu dentada foi possivel
notar um quadro grave de periodontite, com inflamagao gengival e mobilidade nos
dentes remanescentes. Na irma dentada, alta abundéncia de Bacterioidales bacterium
HMT-274, Fusobacterium, Treponema e Sulfophobococcus do dominio Archaea. Nas
irmas desdentadas, alta abundancia de Lactobacillus, Porphyromonas,
Streptococcus, Haemophilus e Caldivirga do dominio Archaea. Existe uma
superexpressdo de imunoglobulinas e genes alvos nessas pacientes. Pode-se
concluir que essa superexpressao e alta imunoglobulina pode explicar a resposta
inflamatdria exacerbada nesses pacientes, assim como o comprometimento severo
dos tecidos periodontais e que existe uma mudang¢a no microbioma desses pacientes
apo6s a perda da denticao.

Palavras-chave: Doenca de Papillon-Lefévre; Doenca periodontal; Ceratodermia
palmar e plantar; Catepsina C.



ABSTRACT

Papillon-Lefevre Syndrome (PLS) is a rare autosomal recessive condition that affects
one to four individuals per million. It is characterized by palmoplantar hyperkeratosis,
periodontitis, and early loss of permanent and deciduous dentition, usually diagnosed
in childhood. The severity of the periodontitis in young patients is a determining factor
for the diagnosis of this condition and is attributed to a mutation in the cathepsin C
gene, which affects the immune and inflammatory response of these patients. The aim
of the present study was to evaluate the phenotype, immunological profile from the
plasma and to characterize the salivary microbiome of three sisters with PLS and the
expression of genes in the pulp and periodontal ligament of one of three sisters. The
methodology included the evaluation of clinical conditions, analysis of dental pulp and
periodontal ligament samples by real-time PCR (qPCR), blood tests, salivary flow,
buffering capacity, concentration of salivary amylase, salivary glucose and
characterization of the microbiome using Next-Generation Sequencing (NGS). The
main clinical characteristics analyzed were bone loss and early loss of permanent
dentition. In the patient that remained toothed, it was possible to notice a severe
periodontitis, with gingival inflammation and mobility in the remaining teeth. The
toothed sister has high abudance of Bacterioidales bacterium HMT-274,
Fusobacterium, Treponema e Sulfophobococcus of the Archaea domain. The
edentulous sisters have high abudance of Lactobacillus, Porphyromonas,
Streptococcus, Haemophilus and Cladivirga from the Archaea domain. There is an
overexpression of immunoglobulins and target genes in these patients. It can be
concluded that this overexpression and high immunoglobulin may explain the
exacerbated inflammatory response and the severe involvement of the periodontal
tissues in these patients, and that there is a microbiome change of these patients after
the dentition loss.

Keywords: Papillon-Lefévre disease; Periodontal Disease; Keratoderma,
Palmoplantar; Cathepsin C.



LISTA DE FIGURAS

Figura A - Pé com caracteristicas de hiperceratose plantar PLS1 ....................oo. 33
Figura B - Mdos com caracteristicas de hiperceratose palmar PLS1........................ 33
Figura C - Lesdes faciais de pele PLST ... 34
Figura D - Radiografia panoramica da paciente PLS1 com perda prematura da
denticdo permanente e grande perda 0SSEa..........covvvuuuiiiiiiiiiiei e 34
Figura E - Imagens intraorais paciente PLS1 com visivel perda prematura da dentigdo
permanente e gengiva hiperplasiada............ccoooov oo 35
Figura F - Radiografia panoradmica da paciente PLS2 com perda prematura da
denticdo permanente e grande perda 0SSEa..........oovvvuuuiiiiiiiiiie i 35
Figura G - Imagens intraorais paciente PLS2 com visivel perda prematura da dentigdo
permanente e gengiva hiperplasiada............ccoooooiiioiiiiiiiiii e 36
Figura H - Radiografia panoramica da paciente PLS3 com perda prematura da
denticdo permanente e grande perda 0SSEa..........covvviuuiiiiiiiiiiei e 36
Figura | - Imagens intraorais paciente PLS3 com visivel perda prematura da dentigdo
permanente e gengiva hiperplasiada............ccooooveriiiiiiiiiiiii e 37

Figura 1 — Fotos intraoral da paciente PLST (paciente dentada). As setas indicam
bolsas periodontais. E possivel perceber uma perda significativa de dentes. Figura 1A:
foto oclusal. Figura 1B: foto do arco superior. Figura 1C: foto do arco inferior. 59

Figura 2 — Panoramica da paciente PLST (paciente dentada), mostrando perda éssea

e aparéncia “flutuante” dos dentes. ...........oeiiiiiiii i 59
Figura 3 — Distribuicdo do filo no microbioma salivar nas irm&s com Sindrome de
PapillonN-Lef@VIe. ... ..o aean 62

Figura 4 — Heatmap comparando géneros nos trés grupos. Papillon-Lefévre dentada
(PLST), Papillon-Lefévre desdentada 1 (PLSTL1), Papillon-Lefévre desdentada 2
(e TS I SR EUPPRR 63
Figura 5 — Diagrama de Venn mostrando os géneros da microbiota compartilhada na
Sindrome de Papillon-Lefévre, na paciente dentada (PLST) e nas irmas desdentadas
(PLSTLA © PLSTL2). [L..]s ceeeeeeeeeieiiiiieeeee e e e e e e e s e st e e e e e e e e e eaaaeee e e e e s s e nnnnnnns 64
Figura 6 — Biogeografia de microbioma subgengival hipotética de PLST. Os dentes
recém erupcionados servem como suporte de fixacdo para comensais onipresentes
que formam uma pelicula inicial (Streptococcus e Actinomyces). [...]..ccccvveveuniaennn. 71



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Fold de expressao da IL-3 em polpa por gqPCR. Grupo controle (CT1) e

paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padrao...........cccccceeeeeeiieeiieieeninnnns 38
Grafico 2 — Fold de expressao da IL-3 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT2) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padrao...........cccccceeeeeeeiieiieeeeninnnns 39
Grafico 3 — Fold de expressao da IL-3 em Ligamento Periodontal por gPCR. Grupo
controle (CT1) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.............. 39
Grafico 4 — Fold de expressao do IL-3 em ligamento periodontal por gPCR. Grupo
controle (CT2) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.............. 40
Grafico 5 — Fold de expressédo do TNF-alfa em polpa por gPCR. Grupo controle
(CT1) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo................c........... 40
Grafico 6 — Fold de expressédo do TNF-alfa em polpa por gPCR. Grupo controle
(CT2) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padrao................c........... 41

Grafico 7 — Fold de expressao de TNF-alfa em Ligamento Periodontal por gPCR.
Grupo controle(CT1) e paciente com a sindrome(PLS). Média e Desvio Padrao.....41
Grafico 8 - Fold de expressédo do TNF-alfa em Ligamento periodontal por gPCR.
Grupo controle (CT2) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padrao ..42
Grafico 9 - Fold de expressdo do CAPN1 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT1)

e paciente com a sindrome (PLS). Média e desvio Padréo.................ccoeeiiiiiiinnnnne. 42
Grafico 10 - Fold de expressao do CAPN1 em polpa por gPCR. Grupo controle
(CT2) e paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo................ccc......... 43
Grafico 11 - Fold de expresséo do VIM em Ligamento periodontal por gPCR. Grupo
controle (CT1) e paciente com a sindrome (PLS). Média e desvio Padrgo............... 43

Grafico 12 - Fold de expresséo do VIM em Ligamento periodontal por g°PCR. Grupo
controle (CT2) e paciente com a sindrome (PLS). Média e desvio Padrgo............... 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas dos individuos PLS e parametros salivares, pH, capacidade
tampéo, fiabilidade, fluxo salivar, atividade da amilase e glicose na sindrome de
PapillonN-Lef@VIe........ o e 60



SUMARIO

CAPITULO1............ LA RS AR 13
1.1 INTRODUGAO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s eeeeeees 13
1.2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 14

1.21 Fenétipo da Sindrome de Papillon-Lefévre.........ccceeiiiiiiiiiiiniinnnnns 20
1.2.2 A catepsina C ou dipeptidil-peptidase I..........oomemmmmiiiiiiiiiiiiiiininnnnns 20
1.2.3 O comprometimento do sistema imunolégico na PLS .................... 20
1.2.4 Microbioma na Sindrome de Papillon-Lefévre............cccccceiiiiiiiiinnnnns 20
1.3 OBJETIVOS DA DISSERTACAO DE MESTRADO .......cccoooviieeeereeeee, 20
1.3.1  Objetivo Primario ... 20
1.3.2 Objetivos SeCUNdArios .........ccccciiiiiiiiiiinnnn 20
14 REFERENCIAS ... ..ottt 20

CAPITULO 2 - EXPR]ESSAO GENICA DE IL-3, TNF- a, CAPN1 E VIM EM

PORTADORES DA SINDROME DE PAPILLON-LEFEVRE............cccccoiiiieneneenes 27
RESUMO ...t e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eaaaeaaaeaaeaeeasaaannnnns 27
2.1 INTRODUGAO ...ttt 29
2.2 METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e eeeeees 30
2.3 RESULTADOS ... ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s seaneeeeeeees 32
24 DISCUSSAD ...ttt 46
2.5 CONCLUSAD ...ttt 46
2.8 REFERENCIAS. ... ..ottt 46

CAPITULO 3 - FENO:I'IPO ORAL E MICROBIOMA SALIVAR DE PACIENTES

PORTADORES DA SINDROME DE PAPILLON-LEFEVRE............cccccceiiinnneeenes 51
RESUMO ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e aaaeaaaaaaaaeeesaaannnnns 51
3.1 INTRODUGAO ..ottt 53
3.2 METODOLOGIA ... .t e e e e e e e e e eeaaaaaeeens 55

3.2.1 Selegao de pacientes, avaliagao clinica e radiografica....................... 55
3.2.2 Caracteristicas salivares .........ccccommimmmiemccc s 56
3.2.2.1. Fluxo e fiabilidade salivar...............cooiiiiiiiii e, 56
3.2.2.2 pH Salivar e Capacidade Tampao ..........cccceeveeeeeeeeeiiiiiieeeiene 56
3.2.2.3 GlICOSE SAlIVAN.......cceiiiie e 56
3.2.2.4. AMIlASE SaAlIVAr ........ouuiiieiiie e 57
3.2.3. Extracao de DNA salivar, Sequenciamento de Amplicon e
Bioinformatica ...........o oo 57
3.3 RESULTADOS ... .o e e e e e e e e e e e e s s e e e e e eeeaaaeaeeens 58
B JC Tt 8 =10 o 1o Xo T e T - | 58
3.3.2 Caracteristicas salivares .........ccccomimmmmiimcsscc s 59

3.3.3 Microbioma SaliVar ..o e e e rm s rm e ranrnnsmemnrnn s 60



B4 DISCUSSAOD ..ottt 64

3.5 CONCLUSOES ..ottt 71
8.6 REFERENCIAS..........ooioeeeeeceeeeeee ettt s e en s, 72
CAPITULO 4 - QISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES DA DISSERTAGAO........ 78
4.1 DISCUSSAQO GERAL ... 78
4.2 CONCLUSOES .......cooiiceeeeteeeee ettt 80
4.3 REFERENCIAS ..ottt n s eaen s 81
CAPITULO 5 — PRESS RELEASE .......oeeeeeseeeeeeteesessssssesesesssssasasasasssssnssssssssasans 84

ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP.......cccoccmerrininnnnnennnnnnnns 86



13

CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A Sindrome de Papillon-Lefévre (PLS) € um raro disturbio hereditario
autossOmico recessivo [1-3]. Esta vinculada a filhos de casamentos consanguineos,
cujos pais possuem a presenca da mesma mutacdo em heterozigoto [3-6]. E
caracterizada pela hiperceratose palmo-plantar, perda precoce da denti¢do decidua e
perda precoce da denticdo permanente devido a um quadro agressivo de doenga
periodontal [7,8], podendo chegar a quadros de edentulismo [4].

A doenca periodontal nesses individuos gera um significativo comprometimento
das estruturas de suporte dentarias. O periodonto, tanto na denticdo decidua quanto
na permanente, € severamente acometido por infecgdo de evolugao rapida que, em
diversos casos, leva a perda precoce de toda a denticdo. A gengiva aparece
hemorragica e hiperplasica com perda 0ssea e dentaria [8]. O tratamento da doenga
periodontal, nesses casos, € muitas vezes dificil e ndo satisfatério com terapia
convencional [6,9].

Os portadores da sindrome possuem uma mutagdo no gene da Catepsina C
(CTSC), localizado no cromossomo 1114, que inativa ou reduz sua fungéo [10,11].
Essa mutagao afeta processos imunes e inflamatérios que ainda n&do foram bem
descritos, mas que possivelmente justificam a agressividade da doenga periodontal
na sindrome. Por esse fato, a avaliacdo do perfil imunolégico desses pacientes € de
extrema importancia para que sejam adotadas medidas preventivas que possam
reduzir os efeitos observados clinicamente.

Uma microbiota em disbiose deve ser um fator a ser considerado quando se
avalia uma doencga periodontal agressiva. Caracterizar a microbiota encontrada nos
pacientes sindromicos pode auxiliar no entendimento da relagdo entre doenga
periodontal agressiva, disfungdo imunologica e inflamatoria e como essa microbiota
do hospedeiro pode influenciar na doenca.

Essa pesquisa foi aceita pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude da Universidade de Brasilia (FS-UnB; no. 99311218.0.0000.0030). Os
individuos e seus responsaveis foram informados verbalmente sobre o objetivo do

estudo e assinaram o termo de consentimento.



14

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil imunolégico, a expressao génica e
caracterizar a microbiota de trés irmas portadoras da sindrome de Papillon-Lefévre,

em conjunto com as condig¢des clinicas identificadas.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Fendtipo da sindrome de Papillon-Lefevre

A sindrome de Papillon-Lefevre foi primeiramente descrita em 1924 por
Papillon e Lefévre [12] como “Mal de Meleda” e s6 em 1956 foi descrita como uma
condic&o separada por Dekker e Jansen (1956) [13]. E uma condigao rara, que afeta
de 1 a 4 individuos por milhdo [14], autossémica recessiva, € na maioria dos casos a
agregacao familiar é observada através da consanguinidade parental [3-6]. Seus
primeiros sintomas aparecem entre 1 e 4 anos de idade e n&o ha predilegéo racial ou
sexual predominante [14,15].

Seu fendtipo é caracterizado pela hiperceratose palmo-plantar, sendo a perda
precoce da denticdo decidua e permanente devido a doenca periodontal a
caracteristica clinica chave dessa condigao [7,8]. Observa-se um quadro agressivo de
doenga periodontal e significativo comprometimento do periodonto, gerando uma
grande perda 0ssea, gengiva inflamada e a sensagao de dentes “flutuando” no exame
radiografico, devido & perda do tecido de suporte. E observada uma piora na doenga
periodontal nos periodos de erupgao dentaria, a primeira por volta dos 3 anos de idade
e a segunda por volta dos 15 anos de idade [11, 16, 17]. A causa dessa doenga
periodontal tdo agressiva ainda nao foi bem explicada, mas tem sido atribuida a um
defeito no neutréfilo, que causa uma diminuicdo da fagocitose e quimiotaxia [18].
Outros sinais menos frequentes séo calcificagao intracranial, maior susceptibilidade
de infecgbes bacterianas, deficiéncia intelectual, hiperceratose folicular e onicogrifose
[4,19].

As caracteristicas hiperceratéticas geralmente n&o sao graves nesses
pacientes, e o tipo difuso € mais comum do que o tipo pontuado em sua maioria [20].
Algumas lesbes semelhantes a psoriase também podem se desenvolver,
principalmente nos cotovelos, joelhos e dedos [11]. Também sao observadas
infecgcdes cuténeas leves recorrentes e que geram pus [21,22]. Entre 20% a 25% dos
pacientes aparentam ter uma susceptibilidade aumentada a infec¢gdes, como
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furunculose, pioderma e abscessos hepaticos piogénicos, entre outras complicagdes
[3, 23].

O aumento na incidéncia de infecgbes nos portadores da sindrome levou a
hipétese de que existe um disturbio imunolégico subjacente [19]. Pesquisas indicam
que um déficit imunoldgico nessa condigdo ocorre como resultado da mutagdo do
gene da catepsina C (CTSC), localizada no cromossomo 11g14-21 [11, 19, 24].
Mutacdes no gene da catepsina C parecem estar associadas a sindrome de Papillon-
Lefévre (PLS), a sindrome de Haim-Munk (HMS) e a Periodontite Pré-puberal (PPP),
nas quais a condicdo comum em todas é uma agressiva doenga periodontal, que
sugere que outros fatores, genéticos ou ambientais, possuem um papel determinante
no fendtipo final, diferenciando essas condi¢des [19, 24, 25]. Esses pacientes, no
entanto, ndo possuem imunodeficiéncia sistémica de forma acentuada, apesar da
auséncia quase que total de serina protease, segundo Pham, 2004 [26].

Mutagdes no gene da catepsina C foram reconhecidos como causa da PLS
desde o final dos anos 1990, e mais de 75 mutag¢des foram identificadas [20, 27]. A
maioria das mutag¢des foram descritas em casos de PLS (97%), enquanto algumas
mutagdes foram descritas na HMS e em casos de periodontite (3%) [20]. Uma
expressdo variavel do fenotipo da mesma mutagdo gera uma reflexdo sobre a
influéncia de outros fatores genéticos e/ ou ambientais. Segundo Nagy et al. (2014)
[20], as mutagbes da CTSC sao divididas da seguinte forma: missense (53%),
nonsense (23%) e frameshift (17%); mas uma variante de splicing e uma mutagéo da
regido 5 nao traduzida também foram relatadas. A maioria das mutag¢des estédo
localizadas nos exons 5-7 [20].

1.2.2. A catepsina C ou dipeptidil-peptidase |

A CTSC codifica a proteina Catepsina C, também conhecida como dipeptidil-
peptidase |, € uma exo-cisteina proteinase lisossomal e pertence a familia da
peptidase C1 [28]. Ela € capaz de remover dipeptideos do terminal amino de
substratos de proteinas e que sdo expressas em células efetoras derivadas da medula
O0ssea das seéries mieloide e linfondide [11,28], as quais estdo relacionados a uma
ampla variedade de processos inflamatérios e imunoldgicos, incluindo citotoxicidade,
destruicdo fagocitica de bactérias, ativagao local de citocinas e outros mediadores
inflamatorios e degradagéo da matriz extracelular [25,29].

Além disso esta involvida na ativagado zimogénica de serina proteases, como

elastase, catepsina G, proteinase 3 [30] , que possuem uma importante funcdo na
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diferenciagao epitelial e descamacgao [11] e na degradagao intracelular de proteinas
[31] . E expressa em diversos tecidos do corpo, como epitélio da palma das mé&os,
sola dos pés, joelhos, cotovelos e gengiva queratinizada; em células imunes, células
NK, leucécitos polimorfonucleares, linfocitos T, macrofagos, fibroblastos e
osteoclastos [24, 25, 29-32]. A CTSC pode influenciar também na progressdo da
doenca periodontal por meio de seu papel na diferenciacédo epitelial/ descamacéo,
pois uma alteragdo no epitélio sucular e juncional pode alterar a barreira mecanica
dos patdgenos periodontais [11]. Por esses motivos, ela aparenta ser um bom alvo
terapéutico para doencas cronicas inflamatorias e auto-imunes [30].

Até o momemento, a fungdo mais bem descrita da catepsina C é o de ativar
diferentes serinas proteases derivadas de células imunes, porém a lista dos seus
alvos ainda ndo foi bem descrita na literatura e varios questionamentos ainda
precisam ser investigados, como sua fungao nos tecidos periféricos e sua regulagéao
fisiologica, para que se tenha um melhor entendimento bioldgicos desta protease [30].
Entender melhor a fungdo da catepsinca C e sua inibicdo, pode fornecer meios
terapéuticos para combater doengas inflamatérias. A alteragdo na atividade da
catepsina C, como pode ser observada em PLS, ndo compromete a sobrevida destes
pacientes, embora tenha consequencias fisiopatoldgicas [30].

Em ensaios pré-clinicos, a inibicdo farmacolégica prolongada da CTSC da
medula dssea, resulta na inibicdo e eliminagao de protesases semelhantes a elastase
em neutrdfilos do sangue, resultado semelhante com o que acontece na PLS [33].
Dessa maneira, imitar, através da inibicao farmacoldgica, a deficiéncia genética em
neutréfilos da PLS, parece ser uma estratégia atraente para estudar doencgas

inflamatdrias cronicas ou autoimunes causadas por neutréfilos [30]

1.2.3. O comprometimento do sistema imunolégico na sindrome de Papillon
Lefévre

A perda da atividade da CTSC causa uma subsequente perda na atividade da
serina protease de neutrofilos, que resulta na redugdo da capacidade dos neutrofilos
de quimiotaxia de maneira eficiente e incapacidade de gerar as armadilhas
extracelulares dos neutrdfilos (NETs) [32,34]. Os neutrdéfilos polimorfonucleares
possuem um papel importante na defesa do hospedeiro quanto a patdégenos, pois
elaboram proteases que possuem envolvimento na imunidade do hospedeiro e

possuem capacidade bactericida [35, 36]. Entretanto, as enzimas liberadas por esses
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neutréfilos também degradam os componentes da matriz celular, o que gera danos
nos tecidos e inflamacéao crénica [35, 37]. Acredita-se que essa perda da atividade da
serina protease dos neutrofilos em eliminar as bactérias periodontais seja a causa
subjacente da gravidade da doenga nesses pacientes, os neutréfilos erradicam os
patogenos através da fagocitose como parte vital da imunidade inata e adquirida [32].

De acordo com Sorensen (2014) [38], a falha da eliminagdo de bactérias
provavelmente estimula um recrutamento mal direcionado de neutrofilos hiper-
responsivos para os tecidos periodontais, o que parece fornecer uma explicagao para
a inflamagéo grave e perda O0ssea nesses pacientes na doenga periodontal. Esse
defeito aparece localizado em areas do corpo suscetiveis a um desafio bacteriano
direto e crénico, como ocorre na doenga periodontal e em alguns abscessos cuténeos,
justificando, dessa maneira, a ndo presenca de infecgdes sistémicas nesses pacientes
[32].

A destruicdo Ossea que ocorre na doenga periodontal € resultado de
mediadores que induzem a formagéo e ativacdo de osteoclastos na inflamagao [39].
A reabsorcdo O0ssea é modulada por citocinas pré-inflamatérias como IL-6, IFN- v,
TNF- a e IL-1B, que sao reguladas positivamente frente a resposta de uma infecgéo
bacteriana em equilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatérias, que controlam e
extensdo da resposta imune do hospedeiro a estimulagcdo durante um processo
inflamataorio crénico [39]. Dessa maneira, o controle dos mecanismos pro-inflamatorios
€ essencial para evitar a destruicdo excessiva do tecido.

Porém, foram relatados niveis elevados de liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias por neutrofilos do sangue periférico em pacientes com PLS, tanto na
presengca ou na auséncia de estimulos bacterianos [15,18, 30]. Outras proteinas
regulatorias do sistema imune, que sdo biomarcadores da ativagado de neutrdfilos,
também foram relatadas estarem em alto niveis em neutrofilos de pacientes PLS [40].

Foi observado em pacientes PLS uma quimiotaxia defeituosa nos neutréfilos
[15], sendo uma consequéncia disso uma movimentacao ineficiente de neutréfilos em
tecidos infectados [30]. Em outro artigo também foi observado que os fibroblastos dos
pacientes portadores de PLS possuem baixa taxa de crescimento e morfologia
anormal, uma diminui¢do na capacidade respiratoria quando comparado a uma célula
controle e wuma autofagia defeituosa [3].Recentemente, um fendtipo de
imunodeficiéncia de células T foi descrito em pacientes PLS, e como as células T e B

tem a mesma origem, esse resultado pode sugerir que as células plasmaticas podem
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estar envolvidas também nas bases moleculares de PLS e pode envolver outros

modelos celulares [40].

1.2.4. Microbioma na sindrome de Papillon Lefevre

A Doenca Periodontal (PD) é um exemplo de sucessao microbiana e interagao
hospedeiro-bacteria. A sua colonizacéo inicialmente envolve membros do complexo
amarelo, verde e roxo, que sucedem com o complexo laranja e vermelho, que se
manifesta como gengivite e quase todas as espécies do complexo laranja e vermelho
se encontram em elevados indices em individuos com PD [42]. De acordo com
Socransky et al. (2005) [41], as espécies mais prevalentes de biofilme subgengival na
doenca periodontal cronica sa&o Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia,
Veillonella paryula, T. forsythia e Prevotella melaninogenica. A etiologia da
periodontite € complexa e ha muitos microrganismos envolvidos. Existem ainda varias
espécies nao cultivadas que nao foram identificadas ainda que podem influenciar a
doenga combinada com a suscetibilidade do hospedeiro [42].

A patogénese da periodontite na PLS ainda ndo é muito bem descrita, e pouco
se sabe em relag&o a rapida progressédo da doenga nesses pacientes [1]. Devido ao
um gap de conhecimento sobre o assunto, o tratamento para PD nesses casos € bem
desafiador. Existem alguns estudos que investigam os perfis microbiolégicos da PLS
e em sua maioria foram utilizadas técnicas de cultura microbiologica para identificar
bactérias [1, 43, 44]. Nesses estudos foram identificados na placa subgengival de
pacientes PLS Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Parvimonas micra e outras espécies [44-46].

A avaliacao realizada por Albandar et al. 2012 [1] no estudo do microbioma
supra e subgengival da PLS mostra que existe uma grande diversidade de
microorganismos nesses pacientes e que € dominado por espécies que ja foram
associados a formas agressivas e cronicas de doenga periodontal. O estudo de
Colombo et al. 2009 [47], onde a metodologia foi semelhante a descrita por Albandar
et al. 2012 [1], concorda com esses achados, onde relatou uma maior frequencia de
espécies ligadas a DP refrataria em bolsas subgengivais quando comparados a
pacientes saudaveis ou pacientes com PD mas que o tratamento foi bem-sucedido.
As espécies bacterianas frequentemente encontradas em ambos estudos foram: T.
forsythia, Eubacterium, Porphyromonas ssp., Treponema spp., Campylobacter, e P.
micra; e sao consideradas classicas para DP [1, 47].
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A presenca em grande frequencia de Gemella, Streptococcus e Veillonella em
pacientes imunocomprometidos [48] e em pacientes com PLS pode justificar o papel
de infecgdes oportunistas na patogénese da periodontite nos pacientes PLS [1,]. Além
disso, a presenca de A. actinomycetemcomitans pode ser um importante fator
etiologico na iniciagdo da PD, devido a alta produgédo de leucotoxina [49], porém a
presenca apenas dele nao justifica a agressividade da PD na PLS [46]. Isso sugere,
que além dos microorganismos ja bem descritos na literatura que estao relacionados
a DP, outras espécies podem estar envolvidas no desenvolvimento da PD nos
pacientes PLS [1].

Albandar et al. 2012 [1] e outros trabalhos utilizaram o método clonagem para
realizag&o do trabalho, através do 16S rRNA. Esse método ja foi bastante utilizado,
porém, leva a perda de diversidade, principalmente em microorganismos nao
cultivados e aumenta a chance de contaminagdo da amostra [50]. A metodologia
utilizada nesta pesquisa foi o método Next Generation Sequency (NGS), uma
metodologia mais moderna, a partir da qual conseguimos identificar uma maior
diversidade de microorganismos, inclusive ndo-cultivaveis. Dessa maneira pudermos
descrever outros microorganismos, por exemplo, do reino Archaea.

Para o sucesso do tratamento da doenca periodontal na PLS e melhor
entendimento dessa condi¢cdo, é necessario o conhecimento e compreensao da
triade: microbiota oral, resposta imune e inflamatéria e mutagédo da catepsina C para
gue novos tratamentos possam ser desenvolvidos e para que esses pacientes possam

ter qualidade de vida.
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1.3 OBJETIVOS DA DISSERTAGAO DE MESTRADO

1.3.1 Objetivo primario

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar e analisar a microbiota salivar, perfil
imunologico e clinico com énfase nas condi¢gdes bucais dos portadores da sindrome
de Papillon-Lefevre.

1.3.2 Objetivos secundarios

e Caracterizar a composicdo da microbiota salivar através de Next Generation
Sequency (NGS) dos portadores da sindrome de Papillon-Lefévre;

e Analisar o perfil imunolégico dos portadores da sindrome de Papillon-Lefévre;

e Analisar a presenca de doenga periodontal e a gravidade em portadores da
sindrome de Papillon-Lefevre.

e Analisar parametros salivares de portadores da sindrome de Papillon-Lefévre;

e Avaliar por real-time PCR (qPCR) a expressé&o dos genes Interleucina 3 (IL-3),
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF- a), Calpain-1 (CAPN1) e Vimentin (VIM)
em amostras da polpa dentaria de dentes indicados para exodontia pela prépria
condicao clinica da Sindrome Papillon-Leféevre e de um terceiro molar e um pré-
molar de pacientes saudaveis indicados para exodontia por motivo ortodéntico
(grupo controle, CT).
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CAPITULO 2 - EXPR!ESSAO GENICA DE IL-3, TNF- a, CAPN1E VIM EM
PORTADORES DA SINDROME DE PAPILLON-LEFEVRE!

RESUMO

A sindrome de Papillon-Lefévre (PLS) € uma condigdo rara que afeta um a cada
quatro individuos por milhdo. Normalmente, € identificada ainda na infancia, durante
a denticdo decidua, devido a perda precoce de dentes, doenga periodontal grave e
hiperceratose palmo-plantar. Atribui-se a mutagao no gene da catepsina C, que afeta
0s processos imunes e inflamatorios nos portadores da sindrome, o grave quadro
periodontal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o fendtipo, o perfil imunolégico
no plasma sanguineo de trés irméas portadoras da PLS e a expressao de genes,
possivelmente relacionados a periodontite, no ligamento periodontal e polpa dentaria
de uma das irmas portadoras da PLS. A metodologia compreendeu a avaliagdo das
condigdes clinicas, analises das amostras de polpa dentaria e ligamento periodontal
por PCR em tempo real (QPCR) e exames sanguineos. O gqPCR revelou alta
expressédo de IL-3 e TNF-a em polpa e ligamento periodontal do paciente PLS, quando
comparados a amostra controle ndo sindrémica, alta expressao de VIM no ligamento
periodontal do paciente PLS e valores similares para CAPN1 em polpa entre o
paciente sindrébmico e o nao sindrémico. Portanto, pode-se concluir que as
imunoglobulinas e os genes alvos estavam superexpressos no paciente PLS, o que
pode explicar a resposta inflamatéria exacerbada nesses pacientes e o
comprometimento estrutural severo dos tecidos periodontais.

Palavras-chave: Doenca de Papillon-Lefevre; Doenga periodontal; Ceratodermia
palmar e plantar; Catepsina C.

' Artigo baseado em normas do livio Comunicagéo Cientifica e Técnica em Odontologia 5.
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ABSTRACT

Papillon-Lefevre syndrome (PLS) is a rare condition that affects one to four individuals
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 PLS 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 /L-3 and
TNF-a in the PLS patient when compared to the non-syndromic controls, high
expression of VIM in periodontal ligament tissues of PLS patient and similar values of
CAPNT1 in pulp of both groups. Therefore, we can conclude that the immunoglobulins
and the target genes were over expressed in PLS, 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
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2.1 INTRODUCAO

A sindrome de Papillon-Lefévre (PLS) é uma condi¢ao hereditaria autossémica
recessiva [1, 2]. Caracteriza-se pela perda precoce das dentigdes decidua e
permanente decorrente de um quadro de doenga periodontal grave, incompeténcia
imunologica e hiperceratose palmo-plantar [3, 4]. A maioria dos portadores esta
vinculada a filhos de casamentos consanguineos, cujos pais revelam ter a presenca
da mesma mutagado em heterozigoto [5-7]. O diagndstico da sindrome é feito por meio
da historia familiar e individual, evidéncias clinicas e confirmado pelo perfil genético
de seus portadores [8, 9].

Observa-se significativo comprometimento do periodonto, sangramento
gengival e gengiva hiperplasica, perda 0ssea e dentaria nos individuos afetados pela
PLS [3, 10]. A evolucdo da doenca periodontal é rapida e acomete tanto a denticao
decidua quanto a permanente, havendo agravamento no quadro durante o periodo de
esfoliagdo. As espécies bacterianas identificadas sdo semelhantes as presentes em
doencas periodontais de pacientes normotdnicos [5]. De acordo com a nova
classificacao de doencgas periodontais, a sindrome € considerada como manifestacao
sistémica [11]. Outros sinais menos frequentes da PLS s&o calcificagao intracranial,
aumento na susceptibilidade a infecgdes bacterianas, déficit intelectual, hiperceratose
folicular e onicogrifose [5, 12].

O tratamento da doenca periodontal € incerto e, normalmente, ndo apresenta
resultado satisfatorio com a terapia convencional [3, 7, 13]. Exige rigoroso controle da
microbiota bucal, para que seja reduzida a carga de bactérias potencialmente
patogénicas e, dessa maneira, protelada ou reduzida a destruicdo das estruturas de
suporte dos dentes [3, 14]. Ainda que sejam realizados os controles mediante terapia
periodontal, a exacerbagao de reagdes inflamatodrias leva os investigadores a hipotese
de que um disturbio imunolégico subjacente atue como importante componente
etiologico primario ou secundario na predisposicdo a doenga periodontal em
individuos acometidos pela sindrome [12].

Em muitos portadores existe uma mutacdo no gene Catepsina C (CTSC)
localizado no cromossomo 1114, que o inativa ou reduz sua fungao [15, 16]. Essa
inativagao ou redugao impde uma diminui¢cdo na atividade das proteases lisossomais,
neutrofilos hiperativos, aumento do estresse oxidativo e restricdo na capacidade de

retencdo extracelular de neutrofilos, interferindo de maneira significativa nos
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mecanismos de defesa [2, 7]. De acordo com OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man), a sindrome & de numero #245000 e a mutac¢ao do gene CTSC pode ser também
um importante fator na sindrome de Haim-Munk (HMS), mas parte das caracteristicas
clinicas sao diferenciadas nas duas sindromes, onde HMS apresenta aracnodactilia e
PLS n&o. Assim, a avaliagcdo do perfil imunolégico desses pacientes torna-se
essencial para a adocdo de medidas preventivas que possam reduzir os efeitos
verificados pela imunossupressao existente.

Uma hipdtese proposta por Sadik et al. 2012 é de que os pacientes PLS
produzem mais citocinas pro-inflamatorias para compensar a sua fungao reduzida de
neutralizar leucotoxinas e eliminar A. actinomycetemcomitans, por isso é importante
estudos sobre esse assunto. A fungéo das citocinas € importante para entendermos
a DP nesses pacientes e sua resposta inflamatéria/imune. O TNF-a estimula a
resposta inflamatéria do organismos e outras citocinas ligadas a infec¢des. A IL-3 esta
associada ao sistema imune e funciona em conjunto com outras citocinas regulando
a resposta inflamatéria. A CAPN1 ainda ndo foi bem estudada mas participa em
processos como mobilidade celular e na progressao do ciclo celular. O VIM esta ligado
a manutencdo da integridede celular e esta associado a regeneragdo de tecidos
periodontais.

Diante da hipotese de que a PLS esteja associada a um disturbio imunoloégico,
o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil imunolégico de trés irmas portadoras
da sindrome e a expressao dos genes da Interleucina 3 (/L-3) e do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) em ligamento periodontal e polpa dentaria de uma delas. Também
foi avaliada a expressé&o dos genes da Calpain 1 (CAPN1) na polpa e o Vimentin (VIM)
no ligamento periodontal. Adicionalmente, analisar os resultados obtidos de forma

descritiva em conjunto das condigdes clinicas identificadas em cada uma.

2.2 METODOLOGIA

Foram selecionados quatro individuos, sendo trés irmas, filhas de casamento
consanguineo, 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 convidados a assinarem o termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Todos os individuos foram selecionados em clinica particular e o diagnéstico
da sindrome foi realizado pelo cirurgido-dentista. As pacientes portadoras da PLS
fizeram acompanhamento nessa clinica por 4 anos e, atualmente, encontram-se com
19, 17 e 16 anos de idade. As caracteristicas encontradas nas 3 irmas foram:
hiperceratose palmo-plantar, doenga periodontal e perda prematura dos dentes
deciduos e permanentes. Os pacientes foram submetidos a exame clinico minucioso,
com anamnese, exame fisico bucal, sondagem periodontal, além de investigagédo das
caracteristicas sistémicas relacionadas. Também foram submetidos a exames
fotograficos e radiograficos para acompanhamento. Foram solicitados hemograma
completo e coagulograma para as portadoras da sindrome.

Apos a realizagdo dos exames complementares, foi realizada coleta de
amostras de polpa dentaria e ligamento periodontal de uma paciente portadora da
sindrome, de um terceiro molar de um paciente do grupo controle (CT1) e um pré-
molar por indicagdo ortodéntica do grupo controle (CT2) para a realizagdo deste
estudo. Os pacientes do grupo controle sao pacientes jovens, de idade similar das
pacientes PLS e do sexo feminino. Das 3 pacientes PLS, apenas uma ainda possuia
mais de 10 dentes presentes na cavidade oral no momento da selegédo. As duas outras
irmas possuiam apenas os terceiros molares, que nao foram afetados pela doenca
periodontal por estarem inclusos, ndo sendo necessaria sua extragdo até o momento.
Os dentes da paciente acometida pela sindrome foram extraidos devido a perda de
insercao periodontal, imposta pela propria PLS. Ja do grupo controle, foram extraidos
os dentes por indicagao ortodontica.

Os dentes extraidos foram seccionados e a polpa dentaria imediatamente
transferida para microtubos estéreis do tipo Eppendorf livres de DNAse e RNAse,
contendo 800uL de Trizol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Em seguida, as
amostras foram processadas para extragao de RNA, seguindo o protocolo de extragao
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 centrifugacdo, 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 ultrapura para sintese de
cDNA. As amostras de cDNA que foram obtidas serviram como padrdo para
diagnodstico de expressdo por PCR em tempo real (qQPCR) dos genes de interesse
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(TNF-a, IL3, VIM e CAPNT1) e usadas em triplicata. A fragao de expressao do gene de
interesse para cada grupo foi normalizado em relagdo a expressdo do gene de
referéncia (Glicerol-3-fosfato desidrogenase, GAPDH) e calculado em relagdo ao

grupo controle (gene fold=2AAct+/- StdV; 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 =

meédia dos ciclos de detecgao dos amplicons no termociclador).

2.3 RESULTADOS

As caracteristicas fenotipicas encontradas nessas pacientes portadoras da
sindrome de PLS foram hiperceratose palmo-plantar, perda prematura dos dentes
deciduos e permanentes, doenga periodontal e gengiva hiperplasica (Fig. A, B, D, E,
F, G, H e I). Ainda na paciente PLS1 foi possivel encontrar lesbes 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, quando a méae observou mobilidade nos
dentes, logo em seguida, iniciou-se a perda prematura dos dentes deciduos, mas que
nao foi identificada inicialmente como fora da normalidade por ela. Por volta dos 6

anos foi observada a hiperceratose palmo-plantar.



Figura A - Pé com caracteristicas de hiperceratose plantar PLS1

Figura B - Maos com caracteristicas de hiperceratose palmar PLS1

33



34

Figura C - Lesbes faciais de pele PLS1

Figura D - Radiografia panoramica da paciente PLS1 com perda prematura
da denticdo permanente e grande perda 6ssea
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Figura E - Imagens intraorais paciente PLS1 com visivel perda prematura da dentigéo
permanente e gengiva hiperplasiada

Figura F - Radiografia panoramica da paciente PSZ com perda prematura da denticdo permanente e
grande perda 6ssea



Figura G - Imagens intraorais paciente PLS2 com visivel perda prematura da
denticdo permanente e gengiva hiperplasiada

Figura H - Radiografia panoramica da paciente PLS3 com perda prematura
da denticdo permanente e grande perda 6ssea
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Figura | - Imagens intraorais paciente PLS3 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 PLS1 inicialmente se
encontrava com 10 dentes em boca, sendo 3 terceiros molares que permanecem em
sua boca até hoje, pois ndo foram afetados pela doenga periodontal. A paciente PLS2
inicialmente se encontrava com 19 dentes na boca, dentre esses, 4 terceiros molares
que permanecem em sua boca por também nao terem sido afetados pela doenca
periodontal. Paciente PLS3 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.

Foram feitas diversas tentativas de tratamento nesses pacientes como
raspagem supra e subgengival, uso de medicagdo intra-oral: amoxicilina com
clavulanato de potassio e metronidazol; uso de enxaguatério bucal: digliconato de
clorexidina; e uso de laserterapia nas bolsas periodontais, mas todas sem sucesso.

Os resultados obtidos pela analise de PCR em tempo real das amostras de
polpa dentaria e ligamento periodontal com primers de TNF-a, IL-3, CAPN1 e VIM

encontram-se descritos nos graficos: 1 a 6. Foi realizada a média e desvio padrao da
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quantificacao dos resultados. Os resultados do fold de expressao foram superiores
nessa paciente portadora da sindrome quando comparado ao grupo controle, tanto na
polpa dentaria quanto no ligamento periodontal. A expresséo da /L-3 na polpa dentaria
da amostra PLS encontra-se quase trés vezes superior quando comparado a amostra
controle (grafico 1 e 2). A IL-3 no ligamento periodontal na paciente PLS também se
encontra superexpressa, sendo quase cento e vinte vezes superior quando
comparada a amostra controle 1 (grafico 3) e quase seiscentas vezes superior no
controle 2 (grafico 4) . Com relagdo ao TNF-a, tanto na polpa quanto no ligamento os
genes se encontram em superexpressao, sendo um pouco mais de trés vezes
superiores na polpa da paciente PLS no CT1 (grafico 5), uma vez superior no CT2
(grafico 6), duas vezes superior no ligamento periodontal no CT1 (grafico 7) e mais de
50 vezes superior no CT2 (grafico 8). Com relagéo a expressdao de CAPN1 em polpa,
no paciente sindrébmico é similar a amostra controle, sendo quase duas vezes superior
quando comparada a amostra controle (CT1) (grafico 9) e possui uma expressao um
pouco menor no CT2 (grafico 10). Acerca da expressdo do VIM em ligamento
periodontal, na paciente PLS é um pouco inferior quando comparada a amostra
controle CT1 (grafico 11) mas cinco vezes superior quando comparado a amostra CT2

(grafico 12).

Expressao da IL-3 na Polpa
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1,5

0,5

CT1 PLS

Grafico 1 — Fold de expresséo da IL-3 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT1) e paciente com a
sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.
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Expressao da IL-3 na Polpa
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CT2 PLS

Grafico 2 — Fold de expresséo da IL-3 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT2) e paciente com a
sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.

Expressdo da IL-3 em Ligamento Periodontal
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Grafico 3 — Fold de expressao da IL-3 em ligamento periodontal por gPCR. Grupo controle (CT1) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréao.
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Expressao da IL-3 em Ligamento Periodontal
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Grafico 4 — Fold de expressao da IL-3 em ligamento periodontal por gPCR. Grupo controle (CT2) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréao.
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Grafico 5 — Fold de expresséo do TNF-a em polpa por gPCR. Grupo controle (CT1) e paciente com a
sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.
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Expressao do TNF-Alfa na Polpa
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Grafico 6 — Fold de expressédo do TNF-a em polpa por gPCR. Grupo controle (CT2) e paciente com a
sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.

Expressao do TNF-alfa em Ligamento Periodontal
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Grafico 7 — Fold de expresséo do TNF-a em ligamento periodontal por g°PCR. Grupo controle (CT1) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréao.
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Expressao do TNF-alfa em Ligamento Periodontal
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Grafico 8 — Fold de expresséo do TNF-a em ligamento periodontal por g°PCR. Grupo controle (CT2) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréao.
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Grafico 9 — Fold de expressao do CAPN1 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT1) e paciente com a
sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.
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Expressdao do CAPN na Polpa

CT2 PLS

Grafico 10 — Fold de expresséo do CAPN1 em polpa por gPCR. Grupo controle (CT2) e paciente com
a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.
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Grafico 11 — Fold de expresséo do VIM em Ligamento Periodontal por gPCR. Grupo controle (CT1) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.
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Expressao do VIM em Ligamento Periodontal

CT2 PLS

Grafico 12 — Fold de expressao do VIM em Ligamento periodontal por gPCR. Grupo controle (CT2) e
paciente com a sindrome (PLS). Média e Desvio Padréo.

Com relagdo ao hemograma e coagulograma nas pacientes PLS, o resultado

encontra-se dentro do valor de referéncia, ndo sendo encontrada nenhuma alteragao.

2.4 DISCUSSAO

No presente trabalho pode ser observado que os niveis de IL-3, TNF-a e VIM
encontram-se mais elevados no paciente sindromico PLS, indicando significativa
influéncia do quadro de alteragdo inflamatoria relacionada a esses marcadores e um
possivel mecanismo de compensagao da resposta imune nesse paciente. Também
deve ser levado em consideracdo que as citocinas podem se encontrar elevadas
devido a alta susceptibilidade a infec¢des bacterianas que esses pacientes podem ter.
O alto valor encontrado pode também estar relacionado a perda precoce de dentes
deciduos e permanentes. Os resultados obtidos nesse trabalho sdo apenas
descritivos e n&o foi realizada a analise estatistica devido a amostra (n) ser pequena.

O grupo controle é composto em CT1 e CT2. Onde CT1 € um terceiro molar
incluso, em processo de erupgdo, no qual seu ligamento periodontal e tecidos
adjacentes estdo em formacgao. O CT2 € um pré-molar em oclusao, onde seu processo
de formacéo ja estava completo, juntamente com seus tecidos adjacentes. Os folds
de expressao foram calculados separadamente nos dois controles (CT1 e CT2),
devido a caracteristicas individuais de cada elemento dentario.
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O VIM esta bem descrito no ligamento periodontal, mas possui pouca
informagéo na sua expressao na regeneragao do ligamento periodontal. O alto fold de
expressado encontrado de VIM no CT1 pode ser justificado devido a formagao de
ligamento periodontal na formagdo do dente, como o CT1 & um terceiro molar em
processo de erupgao.

Os achados deste estudo corroboram a hipétese de que a sindrome de
Papillon-Lefevre apresenta forte relagcdo com a mutagédo genética de marcadores de
células imunoldgicas e inflamatoérias [2, 7, 17]. Desses marcadores, a Catepsina C
parece possuir relagdo com fénomenos imunoldgicos e inflamatérios relacionados as
caracteristicas evidenciadas nos portadores da sindrome [2, 7]. No entanto, ha relatos
de sua existéncia mesmo sem essa mutagao, sinalizando que a etiologia da PLS é

significtivamente mais complexa [18].

Outras caracteristicas consistem na existéncia de uma agdo em conjunto entre
a autofagia e a degradacgéo 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 lisoss6mica. Entretanto,
ainda ndo existem estudos que evidenciem a ligacdo entre a Catepsina C e a
autofagia. Embora ndo tenha sido o objetivo principal do presente trabalho, estudos
sugerem que o mecanismo de interferéncia de mutagdo da Catepsina C deva ser
realizado para um melhor entendimento sobre o assunto [2].

Em sindrébmicos, os leucécitos polimorfonucleares (PMNs) produzem mais
citocinas pro-inflamatérias para compensarem sua capacidade reduzida para
neutralizar  leucotoxina e  eliminar  bactérias como  Aggregatibacter
actinomycetemcomintans. A produgao de mais interleucina-8 (/L-8) resulta em maior
atracdo de PMNs. Ocorre uma resposta do organismo ao aumento da ineficacia da
fagocitose, aumentando os niveis de interleucina-1p (/L-1B) e interleucina-6 (/L-6),
acelerando a reabsorcao 6ssea. Assim, identifica-se uma tendéncia de aumento das
IL-8, IL-6 e IL-18 em portadores da sindrome, porém, esse aumento ndo possui
significancia estatistica, devido a sindrome ser rara e a amostra ser pequena,
heterogénea em relacao a idade e etnia [13].

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
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quanto ao numero de individuos, estudos como este podem trazer respostas
cientificas relevantes para a compreensdo e melhor tratamento de doencas raras
como a PLS, além da importancia para realizagao de futuros estudos de metanalise.
As limitagbes deste estudo piloto € a sua pequena amostra, mas € de grande
importancia pois gera hipoteses e dados para pesquisas, para entendermos melhor
as vias de inflamagdo futuramente investigadas e marcadores de ligamento
periodontal e tecido pulpar. As hipoteses levantadas devem ser futuramente avaliadas

em um projeto de pesquisa.

2.5 CONCLUSAO

Este estudo evidencia como a sindrome de Papillon-Lefévre afeta a qualidade
de vida dos pacientes acometidos pela PLS e como seu fenétipo é agressivo. Também
€ pertinente destacar que a portadora da sindrome analisada, na qual foi realizada a
coleta da polpa e do ligamento periodontal, apresenta significativa superexpressao de
genes caracteristicos de resposta inflamatoria em tecidos pulpares e de ligamento
periodontal, em especial TNF-Alfa, IL-3 e VIM. Possivelmente devido a raridade e
numero limitado de amostras em PLS, os mecanismos moleculares envolvidos nesse
prejuizo imunoldgico ainda sdo desconhecidos, mais estudos devem ser conduzidos

com este proposito.
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CAPITULO 3 - FEN()"I'IPO ORAL E MICROBIOMA SALIVAR DE PACIENTES
PORTADORES DA SINDROME DE PAPILLON-LEFEVRE?

RESUMO

A sindrome de Papillon-Lefévre (PLS) é uma doenga autossémica, recessiva e rara,
cujas principais caracteristicas incluem hiperceratose palmo-plantar e edentulismo
prematuro, devido a uma periodontite avancada (anteriormente periodontite
agressiva). O objetivo deste estudo é caracterizar o fen6tipo oral, incluindo parametros
salivares e microbioma salivar de trés irmas portadoras de PLS e compara-los. Duas
irmas desdentadas (PLSTL1 e PLSTL2) e uma irma possui a maioria dos dentes na
cavidade oral (PLST). O DNA total foi extraido da saliva ndo estimulada, o RNA, o 16S
rRNA foi amplificado e os amplicons sequenciados na plataforma lon PGM. As
variantes da sequéncia do amplicon (ASVs) foram obtidas usando o pipeline DADA2
e a taxonomia foi atribuida usando o SILVA v.132. As caracteristicas fenotipicas
principais da PLS foram perda 6ssea e perda prematura da denticdo decidua e
permanente. A irma PLST apresenta uma periodontite avangada com sangramento
gengival e supuragdo, correspondendo a quadro de periodontite avangada como
manifestacdo de doenga sistémica, estagio IV, grau C. As trés irmas PLS
apresentaram hipossalivacdo como um possivel desfecho secundario da sindrome.
Curiosamente, a microbiota salivar da PLST foi dominada pela bactéria n&o cultivada
Bacteroidales (FO058) e pela Fusobacterium, Treponema e Sulfophobococcus
(dominio Archaea). Streptococcus, Haemophilus e Caldivirga (Archaea) dominaram o
microbioma da irma PLSTL1, enquanto PLSTLZ2 teve alta abundancia de Lactobacillus
e Porphyromonas. Este estudo foi o primeiro a mostrar alta abundancia de organismos
pertencentes ao dominio Archaea compondo um microbioma central na saliva
humana. Em conclusdo, o individuo PLST possui uma microbiota diferente daquela
reconhecida previamente pela agressividade da periodontite. Devido a uma catepsina
C ineficaz, o comprometimento dos neutrofilos forneceu um ambiente favoravel para
o microbioma da PLS. As interagbes de Bacteroidales F0058, Caldivirga e
Sulfophobococcus com o consorcio microbiano de PLS merecem investigagdes
futuras. Terapia periodontal tradicional n&o é eficiente em pacientes PLS. Desvendar
o microbioma da PLS é essencial na busca do tratamento apropriado e evita a perda
precoce dos dentes.

Key-words: Papillon-Lefévre Disease, Cathepsin C, periodontal infection, Saliva,
Microbiology, Periodontitis

2 Artigo baseado na revista Frontiers in Microbiology
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ABSTRACT

Papillon-Lefevre syndrome (PLS) is an autosomal recessive rare disease, which main
characteristics include palmoplantar hyperkeratosis and premature edentulism due to
advanced periodontitis (formerly aggressive periodontitis). This study aimed to
characterize the oral phenotype, including salivary parameters, and the salivary
microbiome of three PLS sisters, comparatively. Two sisters were toothless (PLSTL1
and PLSTLZ2), and one sister had most of the teeth in the oral cavity (PLST). Total DNA
was extracted from the unstimulated saliva, and the amplicon sequencing of the 16S
rRNA gene fragment was performed in an lon PGM platform. The amplicon sequence
variants (ASVs) were obtained using the DADA2 pipeline, and the taxonomy was
assigned using the SILVA v.132. The main phenotypic characteristics of PLS were
bone loss and premature loss of primary and permanent dentition. The PLST sister
presented advanced periodontitis with gingival bleeding and suppuration,
corresponding to the advanced periodontitis as a manifestation of systemic disease,
stage IV, grade C. All three PLS sisters presented hyposalivation as a possible
secondary outcome of the syndrome. Interestingly, PLST salivary microbiota was
dominated by the uncultured bacteria Bacterioidales (F0058), Fusobacterium,
Treponema, and Sulfophobococcus (Archaea domain). Streptococcus, Haemophilus,
and Caldivirga (Archaea) dominated the microbiome of the PLSTL1 sister, while the
PLSTL2 had higher abundances of Lactobacillus and Porphyromonas. This study was
the first to show a high abundance of organisms belonging to the Archaea domain
comprising a core microbiome in human saliva. In conclusion, PLST individual does
have a microbiota different from that of the periodontitis’s aggressiveness previously
recognized. Due to an ineffective cathepsin C, the impairment of neutrophils probably
provided a favorable environment for the PLS microbiome. The interactions of
Bacteroidales FO058, Caldivirga, and Sulfophobococcus with the microbial consortium
of PLS deserves future investigation. Traditional periodontal therapy is not efficient in
PLS patients. Unraveling the PLS microbiome is essential in searching for appropriate
treatment and avoiding early tooth loss.

Keywords: Doenca de Papillon-Lefévre, Cathepsin C, Salica, Microbiology,
Periodontitis.
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3.1INTRODUCAO

Papillon e Lefévre descreveram pela primeira vez a sindrome de Papillon-
Lefévre (PLS) em 1924 [1]. A PLS é uma condig&o rara, hereditaria, autossbmica e
recessiva que afeta 1 a 4 individuos por milhdo [2]. Geralmente, casamentos
consanguineos sao a origem de individuos com PLS [3,4]. As caracteristicas
fenotipicas principais da PLS sio hiperceratose palmo-plantar e a perda prematura da
denticdo decidua e permanente. O processo de edentulismo da PLS comega com uma
periodontite agressiva [5]. No periodo da esfoliagdo dentaria, o tecido gengival dos
pacientes PLS torna-se hiperplasico, hemorragico, ocorre uma grande perda Ossea
na maxila e mandibula, com exposi¢cao de cemento, mobilidade dentaria que culmina
na perda dentaria [6-8]. Portanto, € esperado uma ma qualidade de vida na infancia,
pois corresponde ao periodo mais destrutivo da doenca. A condigdo periodontal e
perda dos dentes gera uma alta sensibilidade nos pacientes com PLS e uma ma
qualidade na dieta [9]. Esses individuos possuem um aumento na incidéncia de
infecgcbes cutaneas e orais, o que levou a uma hipotese de um disturbio imunolégico
substancial na primeira linha de defesa celular. O comprometimento do sistema imune
pode explicar a predisposicdo a infecgdes orais e periodontite na PLS como um
componente etiolégico primario.

A PLS é resultante da mutagdo do gene da catespina C (CTSC), também
conhecido como dipeptidil peptidase 1 (DPPI), localizado no cromossomo 11q14. A
mutacao da CTSC produz uma cisteina protease inativa ou com fungao reduzida [10-
12]. A catepsina C é uma enzima lisossomal essencial na cascata de ativagdo de
serina proteases de células imunes e inflamatodrias e outras linhagens celulares. A
maioria das proteinas que exigem o processamento da catepsina C sdo essenciais
para o funcionamento adequado do sistema imune inato. Elastase de neutrdfilos,
proteinase-3, granzimas A, B e C sdo exemplos de proteinas que dependem da
clivagem mediada pela catepsina C para ativacéo [13]. Bullén et al. (2018) mostraram
acumulagdo de autofogossomo em fibroblastos mutantes da pele de paciente com
PLS. A acumulagdo do autofogossomo foi associada a alteragbes no estado
oxidativo/antioxidante, redugdo do consumo de oxigénio e acentuada disfungao

autofagica. As células imunes e inflamatorias também mostraram um comportamento
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disfuncional na PLS. Por exemplo, neutréfilos demonstram hiperatividade com
aumento no estresse oxidativo e redugdo na capacidade de formacgao estruturas de
armadilha extracelular dos neutrofilos (NET’s) [14, 15]. As NET’s sédo estruturas
importantes de defesa, compostas por DNA, cromatina e proteinas bactericidas [13].
Sgrensen et al. (2014) mostraram que os neutréfilos dos pacientes PLS carecem ou
tiveram uma reducgao significativa da quantidade de elastase de neutrofilos (NE),
catepsina G (CTSG), proteinase 3 (PR3) e azurocidina (CAP3). A azurocidina é
membro das serina protease neutrdfilas, com intensa atividade quimiotatica para
mondcitos, e a formagcdo de NETs depende da presenga de NE. Uma producao
excessiva ou diminuida de NET pode levar a um transtorno autoimune ou inflamatoério,
como a ativagédo do inflamassoma, interferindo significantemente no mecanismo de
defesa dos pacientes com PLS. Relatorios cientificos de camundongos CTSC-/-
mostram que granuldcitos neutrofilos sédo alterados na auséncia de CTSC [16]. Além
disso, a atividade de neutrdfilos serina elastase (NE) foi marcadamente reduzida para
cerca de 50% nos granuldcitos nocauteados. Outros neutréfilos serina elastase,
catepsina G (CTSG) e proteinase 3 (PR3) também foram fortemente reduzidos. A
clivagem da molécula de contato célula-célula E-caderina também foi prejudicada na
auséncia de CTSC, sugerindo que a infiltragdo prejudicada do tecido de neutréfilos
CTSC-/ - é causada pela clivagem reduzida da caderina E nas jun¢des aderentes, em
vez de pela motilidade reduzida de neutrofilos [16]. Em conjunto, as mutagdes no gene
das catespina C e a disfuncao das células imune/inflamatérias podem explicar a maior
propensao dos pacientes PLS a disbiose oral e proliferagao de biofilmes periodontais.
Ainda mais critico, os individuos PLS podem apresentar um biofilme diversificado,
podendo ser desafiador para o controle com o tratamento convencional.

A microbiota oral em disbiose € um fator relevante em diversas condigdes orais,
como caries, periodontite (PD), lesdes apicais, osteites alveolares e tonsilites.
Também possui um papel importante em certas doengas sistémicas, como doencga
cardiovascular, diabetes mellitus, pneumonia, e partos prematuros [17], posto que o
conhecimento da comunidade microbiana € essencial para avaliar os efeitos desses
microrganismos no hospedeiro e pode ajudar na evolugdo dos tratamentos de
disturbios bucais [18]. Porém, o microbioma oral na PLS ainda nao foi totalmente
descrito ou relacionado ao fendtipo da sindrome. Esse gap de conhecimento pode
explicar, em partes, porque o tratamento da periodontite (PD) ndo € eficiente nesses
pacientes [19]. A hipdtese para a terapia da PD malsucedida na PLS é a combinagao
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da existéncia de espécies patogénicas, o inicio da inflamagdo [20,21] e o disturbio
imunologico causado pela mutagao da catepsina C, que n&o é bem compreendida [19,
21]. Portanto, a compreenséo da triade “microbiota oral, resposta imune/inflamatoria
e mutacdo da catepsina C” é obrigatdria para a busca de um tratamento sistémico e
periodontal bem-sucedido para PLS, atualmente indisponivel. Esse estudo teve como
objetivo caracterizar o fendtipo oral, incluindo parametros salivares, e 0 microbioma
salivar de trés irmas com PLS, comparativamente. Duas delas ja eram edéntulos,

engquanto a mais nova possuia 15 dentes em cavidade oral.

3.2METODOLOGIA

3.2.1 Selegao de pacientes, avaliagao clinica e radiografica

Trés irmas, filhas de casamento consanguineo e diagnosticadas com PLS
foram selecionadas para este estudo. Caracteristicas pré-intervengdo incluiram
periodontite avangada, hiperceratose palmo-plantar e um longo historico de tentativas
de tratamento odontolégico sem sucesso. As irmas foram submetidas a exames
clinicos, fotograficos e radiograficos. Duas irmas perderam os dentes
aproximadamente dois anos antes da selecdo de pacientes para o estudo, com
excecdo dos terceiros molares impactados: PLSTL1 (paciente portadora de PLS
desdentada 1) e PLSTL2 (paciente portadora da PLS desdentada 2). Uma irma
possuia 15 dentes na boca: PLST (paciente portadora de PLS dentada). As irmés
possuiam, 14, 16 e 18 anos no baseline do dia 03 de agosto de 2018, ndo fumantes,
e ndo possuiam nenhuma outra condi¢ao sistémica a parte da PLS. Depois da coleta
da amostra de saliva, a PLST foi submetida a instrugdo de higiene oral. Um
periodontista experiente tratou a paciente PLST com raspagem subgengival e
alisamento radicular sob anestesia local. Foram feitas também tentativas com
antibioticos locais, mas que ndo obtiveram sucesso. A técnica de profundidade de
sondagem consistiu na medigdo de 4 pontos, para deteccdo das areas de maior
profundidade de penetragdo. A classificagdo quanto a doenga periodontal foi
estabelecida de acordo com o 2017 World Workshop of Periodontal and Peri-implant
Disease and Conditions [22]. Reavaliagdes foram feitas um més apos e a cada trés
meses depois do inicio do estudo.
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3.2.2 Caracteristicas salivares

3.2.2.1. Fluxo e fiabilidade salivar

Amostras de saliva foram coletadas pela manha no dia 3 de agosto de 2018.
Os pacientes foram orientados a se abster de comer ou beber por 2h antes da coleta.
Nenhuma das irmas estava fazendo uso de antibiotico sistémico ou local, ou
submetida a tratamento periodontal por 9 meses prévios a coleta da saliva. O fluxo de
saliva nao estimulada foi realizado por coleta passiva de saliva, com a paciente
sentada. A coleta ocorreu por 5 minutos. O volume de saliva foi medido (mL/min). A
fiabilidade da saliva foi analisada durante a transferéncia da saliva ao microtubo. O
fluxo de saliva estimulada foi realizado pela mastigacdo de um pedacgo de dique de
borracha (Madeitex, Sdo José dos Campos — SP, Brasil) por 1 minuto. A saliva durante
a estimulagao foi descartada e, apds o descarte, foram medidas por 5 minutos [23].
Para analise fenotipica, as amostras de saliva foram coletadas em trés diferentes
sessdes, com intervalo de aproximadamente 1 ano. Nenhum tipo de medicagao ou
tratamento periodontal foi realizado 3 meses antes ou durante o periodo de coleta
salivar. A classificagao utilizada quanto a saliva em repouso foi: assialia (0.00mL/min),
hipossalivacéo (0.5-0.9mL/min), hipossalivagéo leve (1.0-1.4mL/min), salivac&o ideal
(1.5-2.5mL/min) e sialorréia (>2.5mL/min). Com relag&o a fiabilidade, a classificacéo
foi serosa (n&o forma fio), fluida (fio de 2cm) ou viscosa (fio =2 5cm).

3.2.2.2 pH Salivar e Capacidade Tampao

Um volume de 1mL de saliva estimulada foi transferida para um tubo de 1.5mL
e o pH foi medido usando o método da fita (pH-Fix 0-14, Macherey-Nagel, Duren —
NRW, Alemanha) por 30 segundos. Outro 1mL de saliva estimulada foi adicionado a
3mL de acido hidrocloridrico PA 37% [0.005 M] (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil) para
avaliar a capacidade tampao, e o pH foi medido de novo apds 2 minutos (mColorpHast
MilliporeSigma, Burlington, MA, EUA).

3.2.2.3 Glicose salivar
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A (glicose salivar foi analisada usando o kit “Glucose Liquiform” (Labtest
Diagnostica, Lagoa Santana, MG, Brasil). O estabilizador de glicose Glistab (Labtest
Diagnéstica, Lagoa Santana, MG, Brasil) foi adicionado a amostra de saliva n&o
estimulada, na proporgcao de 30uL para cada 3mL de saliva. Apds, as amostras foram
centrifugadas por 1 minuto, e 150uL de sobrenadante foi misturado com 500uL de
reagente 1 (tampé&o fosfato 30mmol/L, pH7.5; fenol 21mmlo/L; glicose oxidase 212500
U/L, peroxidases =800U/L; 4-aminoantipirina = 290umol / L; azida de sodio 7,5 mmol
/ L; e surfactantes). As amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos, e a
absorbancia foi medida a 505nm usando o espectrofotdmetro Spectramax (Molecular
Devices LCC, San Jose - CA, EUA). A glicose capilar (mg/dL) foi avaliada para fins
comparativos com Accu-Check e tiras de teste (Roche, Basel, BS, Swiss).

3.2.2.4. Amilase Salivar

Este ensaio foi realizado usando um protocolo adaptado de teste de amilase
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santana, MG, Brasil). As amostras de saliva foram
centrifugadas por 1 minuto a 20,000rpm, e o sobrenadante diluido 300 vezes com
NaCl 0.85%. Apods, 2uL das amostras de saliva preparadas foram adicionadas a 50uL
de substrato 1 (0,4g/L de amido, pH 7,0; tamp&o fosfato e estabilizador), previamente
incubado a 37 °C por 2min, e incubado por mais 7min e 30s a 37 °C. Em seguida,
foram adicionados 50uL do reagente de cor (iodato de potassio 16,7mmol/L; iodeto
de potassio 271mmol/L e acido cloridrico 112mmol/L) e 400uL de agua destilada, apds
5min em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 660nm no

espectrofotobmetro Spectramax (Molecular Devices LCC, San Jose, CA, EUA).

3.2.3. Extracao de DNA salivar, Sequenciamento de Amplicon e Bioinformatica

O DNA foi extraido usando fenil-cloroférmio, conforme descrito com sucesso
por Smalla et al. (1993) [24], para células procariotas. Apds a extragdo de DNA, a PCR
foi realizada para amplificagdo parcial do gene 16S rRNA usando os iniciadores
universais 515F (5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 806R (5'-
GGACTACVSGGGTATCTAAT-3'") [25]. As condigbes de PCR foram as seguintes:
50uL de mistura, consistindo em 1,5mM de MgCl,, 0,2uM de cada iniciador, 0,2mM
de cada dNTP, 1U de Platinum Taq DNA polimerase, 1x tampé&o de reacado de PCR e
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aproximadamente 10ng de DNA gendmico. Os ciclos de PCR foram uma etapa de
desnaturagao inicial a 95°C/3min; 25 ciclos, incluindo desnaturacdo a 95°C/30s;
anelamento a 52°C/1 min e extensao a 72°C/1min mais uma etapa de extensao final
a 72°C/7Tmin. Os amplicons de PCR foram purificados usando Agencount AMPure
Beads (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EUA). A preparagdo da biblioteca foi
realizada conforme descrito na Biblioteca de Fragmentos lon Plus, a partir de uma
quantidade inicial de 100ng de DNA e sequenciada no Sistema lon PGM (Thermo
Fisher, Waltham, MA, EUA) usando um chip lon 316, seguindo as instrugdes do
fabricante. O conjunto de dados brutos esta depositado no National Biotechnology
Information Center (NCBI) sob o BioProject PRINA558499. As leituras do gene 16S
rRNA foram submetidas ao DADA2 versao 1.18 [26] na versao R 3.6.3 (R Core Team,
2021), para obter as variantes da sequéncia do amplicon (ASVs). As leituras foram
filtradas, recuperando leituras com mais de 100bp e permitindo no maximo dois erros
por leitura. As taxas de erro foram estimadas e as leituras foram desreplicadas para
remover a redundancia. As quimeras foram removidas e a taxonomia foi atribuida
usando os bancos de dados Silva v.132 [27]. ASVs atribuidos a Eucariotos,
cloroplastos ou mitocondrias foram removidos usando phyloseq [28] antes de uma

analise mais aprofundada.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Fenétipo oral

Em geral, as caracteristicas fenotipicas observadas nas trés pacientes foram
perda 6ssea, perda precoce da denticdo decidua e permanente, particularmente para
as irmas PLSTL (PLSTL1 e PLSTLZ2). O exame clinico da paciente que ainda possuia
dente (PLST) revelou inflamacdo severa e hiperplasia (aumento) gengival,
sangramento espontaneo, mobilidade dentaria e bolsas periodontais profundas
(Figuras 1A, 1B e 1C). A média da profundidade de sondagem da paciente PLST foi
8.82mm (+3.46) e nao regrediu com tratamentos prévios periodontais (Tabela 1). O
exame radiografico panoramico da irma PLST mostrou perda dos incisivos e primeiros
molares permanentes. Os dentes remanescentes possuiam anatomia normal, no

entanto, eles apresentavam uma aparéncia “flutuante” devido a perda de ligamento
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periodontal e perda 6ssea (Figura 2). Os pais relataram que os primeiros sintomas
para todas as irmas se iniciaram na denticdo decidua, com mobilidade dentaria e
sangramento gengival. De acordo com a nova classificagdo, a condigdo de PLST era
periodontite como manifestacao de doenca sistémica (CID-10 Q82.8) estagio IV,
generalizada, grau C.

Figura 1 — Fotos intraoral da paciente PLST (paciente dentada). As setas indicam bolsas periodontais.
E possivel perceber uma perda significativa de dentes. Figura 1A: foto oclusal. Figura 1B: foto do arco
superior. Figura 1C: foto do arco inferior.

Figura 2 — Panoramica da paciente PLST (paciente dentada), mostrando perda éssea e aparéncia
“flutuante” dos dentes.

3.3.2 Caracteristicas salivares
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A tabela 1 mostra as caracteristicas sistémicas e salivares das trés irmas
portadoras da PLS: pH, capacidade tampao, amilase salivar e glicose. As pacientes
com PLS apresentaram hipossialia em fluxo salivar ndo estimulado. O fluxo salivar
estimulado resultou hipossalivagcdo em severa ou moderada. O pH da PLST foi:
6.97+0,21, PLSTL1: 7.1 £0.17 e PLSTL2: 6.7 £0.57. A glicemia salivar da PLST foi
1.79 +2.50 mg/dL, PLSTL1 foi 10.11 £2.36mg/dL e 1.26 £1.99mg/dL para PLSTL2. A
amilase salivar da PLST foi 11278.19 +2040.13U/dL, enquanto para PLSTL1 foi
114008.15 £+2422U/dL e para PLSTL2 foi 16016.74 £2399.40U/dL (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas dos individuos PLS e parametros salivares, pH, capacidade tampao,
fiabilidade, fluxo salivar, atividade da amilase e glicose na sindrome de Papillon-Lefévre

Individuo PLST PLSTL1 PLSTL2
Género Feminino Feminino Feminino
Idade (anos) 14 18 16
Numero_de dentes 15 Edentula Edentula
erupcionados
Profundidade a
sondagem 8.82 (£3.46) - -
(mm)
Nao estimulada 0.35 (£0.17) 0.21 (x0.05) 0.26 (+£0.06)
(mL/min) Ideal Hipossialia Hipossialia
Estimulada (H?'ng(;ﬁ\}?)fao 0.51 (+0.36) 0.26 (+0.06)
(mL/min) r?woderada% (Hipossalivagdo moderada) (Hipossalivagédo severa)
pH 6.97 (£0.21) 7.1 (x0.17) 6.7 (£0.57)
Capacidade tampao 4.67 (£1.15) 4.0 (x1.0) 4.67 (£1.15)
Fiabilidade Serosa Fluida Fluida
Glicose (mg/dL) 1.79 (x2.50) 10.11 (£2.35) 1.26 (£1.99)
Ami 11278.19
milase (U/dL) (£2040.13) 114008.15 (£2422.31) 16016.74 (£2399.40)
Glicose capilar 9% 106 92

(mg/dL)

3.3.3 Microbioma salivar

Ambos os dominios, Bactéria (90.16%) e Archaea (9.84%), estiveram
presentes nas amostras. O microbioma salivar da PLS apresentou perfis diferentes ao
nivel dos filos, com propor¢cdes mais elevadas de Fusobacteria na irma PLST,

Firmicutes e Proteobacteria nairma PLSTL1 e Bacteroidetes e Firmicutes na PLSTL2,
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conforme mostrado na Figura 3. O heatmap (Figura 4) mostra as abundancias
relativas de género de taxons procaridticos. Bacteroidales F0058 (25.88%) e
Fusobacterium (34.64%) dominaram o microbioma da irm& PLST. O microbioma da
PLST também apresentou alta abundancia de Tannarella (1.12%), Treponema (14%),
Campylobacter (5.53%) e Aggregatibacter (4.61%). Streptococcus dominaram o
microbioma da irmad PLSTL1, compreendendo 32% do microbioma total, com
Haemophilus e Caldivirga em abundancia relativa superior a 10%, enquanto PLSTL2
obteve maior abundancia de Lactobacillus (8%) e Porphyromonas (3%). O dominio
Archaea correspondeu a 10 taxons em nivel de género, todos do filo Crenoarchaeota
e Halobacteriota. O género Caldivirga (familia  Thermoproteaceae) e
Sulfophobococcus (familia Desulfurococcaceae) formaram a microbiota central de
Archaea entre as irmas PLS. A abundancia relativa de Caldivirga foi 0.8% em PLST,
13.27% em PLSTL1 e 0.15% em PLSTLZ2. O diagrama de Venn (Figura 5) mostra que
0s microbiomas de PLSTL compartilham ASVs mais altos do que o PLST. Um
microbioma central pode ser identificado, incluindo os organismos: Prevoftella,
Fusobacterium (alta abundancia em todas as amostras, e dominante na irma
dentada), Caldivirga (familia Thermoproteaceae, pertencente ao dominio Archaea,
com alta abundancia em PLSTL), Streptococcus (baixa abundancia em PLST, 0.7%),
Oribacterium, Aggregatibacter, Dehalococcoidia 1226B1H1-22-FL, Haemophilus,
Actinomyces, Campylobacter, Gemella, Sulfophobococcus (Archaea),
Capnocytophaga (ubiquidade, mas em baixa abundéancia) e Peptococcus.
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Phylum Relative Abundance

PLST

PLSTL1

PLSTL2

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

™ Firmicutes W Fusobacteriota ® Bacteroidota ® Proteobacteria
Spirochaetota » Campilobacterota ™ Actinobacteriota ™ Chloroflexi
W Crenarchaeota M Halobacterota W Others

Figura 3 — Distribuigéo do filo no microbioma salivar nas irmas com Sindrome de Papillon-Lefévre.
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Figura 4 — Heatmap comparando géneros nos trés grupos. Papillon-
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Papillon-Lefévre desdentada 2 (PLSTL2).
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Figura 5 — Diagrama de Venn mostrando os géneros da microbiota compartilhada na
Sindrome de Papillon-Lefévre, na paciente dentada (PLST) e nas irmas desdentadas
(PLSTL1 e PLSTL2). * Indica alta abundéncia na irma PLST (>20%). # Indica a maior
abundéncia do dominio Archaea em PLST.

3.4 DISCUSSAO

O fendtipo oral dos individuos com PLS, neste estudo, seguiu o perfil da
sindrome, com perda 6ssea e edentulismo precoce das irmas mais velhas (PLSTL1 e
PLSTL2). Todas tiveram hiperceratose palmo-plantar também. A PLST (irma mais
nova) apresentou mobilidade dentaria, perda 6ssea, bolsas periodontais profundas,
gengiva inflamada e dificuldade em se alimentar. A avaliagdo da profundidade de
sondagem era complexa no individuo PLST devido ao sangramento espontaneo
gengival, hiperplasia gengival, intensa mobilidade dental e pela pouca idade da
paciente. As tentativas para tratar a doenga periodontal com métodos convencionais
em pacientes com PLS s&o frustradas na maioria dos casos, como foi o caso dessas
irmas. Este estudo mostra diferencas no microbioma salivar entre PLST e PLSTL
(PLSTL1 e PLSTLZ2). Pela primeira vez, foram detectadas alta abundancia relativa de

bactérias ndo cultivadas, Bacteriodales FO058, Caldivirga e Sulfobococcus (os ultimos
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dois do dominio Archaea), o que foi possivel devido ao método de sequenciamento
next-generation (NGS).

A caracterizagao salivar mostrou que os pacientes PLS possuem pH,
capacidade tampao e fiabilidade normais. As trés pacientes PLS apresentaram severa
e moderada hipossalivagdo e PLSTL1 e PLSTL2 possuem hipossialia. Esses achados
sugerem que hipossalivagao possivelmente € uma caracteristica da sindrome, que
nunca foi descrita previamente na literatura. Mais estudos sdo necessarios para
confirmar esta hipétese, uma vez que a hipossalivagao esta associada a um maior
risco de infecgdes orais [29,30]. Hipofuncao salivar pode ter um papel importante na
mudanga de dieta, resultando em ma nutricido e/ou perda de peso, afetando na
qualidade de vida [30]. E fundamental destacar que a saliva possui um papel essencial
na manutencdo de um microbiota equilibrada [30] e promovendo saude bucal [21].
Curiosamente, o nivel de glicose salivar encontrado em PLSTL1 foi alto. O microbioma
salivar encontrou-se alterado na presenca de alta concentragdo de glicose salivar,
demonstrando um decréscimo na carga bacteriana [31]. No estudo de Goodson et al.
(2017), a ordem na reducdo do microbioma foi na diregdo da forga acidurica das
espécies bacterianas, com Prevotella spp. sendo mais sensivel e Streptococcus
mutans entre os mais resistentes. A abundancia relativa de Streptococcus e Prevotella
nas amostras salivares de PLSTL1 e PLSTL2 seguiu um perfil similar em nosso
estudo. Streptococcus dominou o microbioma de PLSTL1 (glicose salivar >10mg/dL)
e Prevotella dominou o microbioma de PLSTL2 (glicose salivar <2mg/dL). Uma alta
abundéancia de Streptococcus, Treponema e Campylobacter em biofilme dental de
individuos PLS foram descritos por Albandar et al. (2012), usando clonagem de DNA
ribossomal 16S e o HOMIM (Human Oral Microbe Identification Microarray). No
entanto, nossos resultados mostraram menos Streptococcus na amostra PLST
usando um método NGS. Albandar et al. (2012) usaram um método de clonagem, o
que leva a perda de diversidade, principalmente para microorganismos nao cultivados.
Devido as diferencas metodologicas, podemos descrever melhor a abundancia de
outros géneros que deveriam estar envolvidos na disbiosa da PLS. Apesar da alta
abundancia relativa de Firmicutes acidogénicos, o pH da saliva de PLST1 e PLST2 foi
neutro. A média da concentragdo da amilase salivar nas amostras de PLSTL2 foi de
16016.74 £2399.40U/dL, enquanto a concentracdo de amilase de PLSTL1 e PLST foi
de aproximadamente 11000U/dL. Um estudo interessante demonstrou que o numero
de copias do gene AMY da amilase salivar estava correlacionado com a composi¢ao
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e funcdo do microbioma oral e intestinal [32]. A amilase é uma enzima salivar essencial
que hidrolisa ligagbes alfa do amido e do glicogénio, iniciando a degradagao do amido
na boca. De acordo com os autores, os microbiomas de individuos com poucas copias
de AMY1 (AMY1 L) tinham maior capacidade de quebrar carboidratos complexos.
Individuos com alto numero de copias AMY1 (AMY1 H) apresentaram maior
abundéancia de Porphyromonas na saliva. Sua microbiota intestinal tinha abundancia
aumentada de microbios resistentes degradadores de amido. As OTUs que
discriminaram significativamente os grupos AMY1 H e AMY1 L pertenciam aos
géneros Prevotella (AMY1 H), Haemophilus (AMY1 L), Neisseria (AMY1 L) e
Porphyromonas (AMY1 H). Neste estudo, PLSTL2 apresentou maior abundancia de
Prevotella (23.56%) e Porphyromonas (2.68%), quando comparado com as outras
irmas, o que corrobora a hipotese de AMY H de Poole et al. (2019). Neisseria foi
encontrada apenas nas amostras de PLSTL1 (3.28%) e Haemophilus teve uma
abundancia relativa maior em PLSTL1 (17.12%) quando comparado as amostras das
outras irmas PLS. A atividade e concentragao da amilase ndo parecem ser afetadas
pela deleg&o da catepsina C em camundongos (CTSC -/ -) e nem na catepsina C co-
localizada nos compartimentos secretores de zimogénio [16]. Portanto, a
concentracdo elevada da amilase em PLSTL2 é provavelmente uma observacao
isolada e sem relacdo com uma mutacdo da catepsina C em PLS, mas que merece
analise, pois pode afetar o microbioma. E fundamental destacar a alta abundancia de
Granulicatella e Veillonella nas irmas PLSTL. Esses géneros fazem parte do
microbioma especializado da mucosa oral. Comparando as irmas PLSTL com a irma
PLST, devem ser levadas em consideragao as diferencas observadas no microbioma
da saliva da PLST, que esta fortemente relacionado com a presencga das superficies
dos dentes como suporte fisico para a fixagdo das placas supra e subgengivais. As
alteracbes microbianas da saliva apds a perda dentaria das pacientes PLS sé&o
esperadas, uma vez que representam a perda da superficie de aderéncia da placa
bacteriana [18,33,34]. Socransky et al. (2005) mostraram que, em geral, o perfil
microbiano era mais similar entre individuos saudaveis e com periodontite do que
entre individuos edéntulos. De acordo com Zaura et al. (2009) [35], as comunidades
obtidas em amostras de saliva sdo mais parecidas com as comunidades da mucosa
do que dos sitios dentais. Na perda dentaria ocorrem alteracdes na cavidade oral que
resultam na perda da taxa bacteriana nos tecidos moles [34]. O biofilme formado no
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dente se desenvolve rapidamente e tem uma propor¢ao mais significativa de espécies
do que os individuos edéntulos [36].

Os individuos com PLS desse estudo possuem uma predisposigao genética de
uma catepsina C ineficaz que levou a inflamagéao e estagio IV de periodontite, que se
adequa ao modelo IMPEDE (Inflammation-Mediated Polymicrobial-Emergence and
Dysbiotic-Exacerbation) [37]. O processo de inflamagdo da periodontite pode
desencadear a disbiose, e a propria disbiose aumenta a resposta inflamatoria [37]. A
teoria da disbiose na periodontite esta relacionada a transicdo da comunidade
microbiolégica de comensal Gram-positiva para uma comunidade inflamatoéria
enriquecida de Gram-negativa. Curiosamente, Bacteroidales FO058 (clone AU126,
OT274 ou HOT274), presumivelmente uma bactéria Gram-negativa, dominou
massivamente o microbioma da irm& PLST como um ASV exclusivo relacionado a
presenca de dentes, sem leituras em microbiomas de PLSTL. Na coorte do Projeto
Microbioma Humano (HMP), de 210 adultos, o Bacteroidales FO058 (provisoriamente
designado como Bacteroidales Neisseriaceae [G-1] bacterium HMT-274) era comum
em narinas de adultos [38]. A investigacdo de Kumar et al. (2003) [39] de potenciais
patogenos periodontais em 66 individuos mostrou que a Bacteroidales bacterium
HMT-274 estava entre as mais fortemente associadas a periodontite anteriormente
conhecida como crbnica, comparavel ou mais significativa do que as espécies
P.gingivalis e T. forsythia. A prevaléncia de Bacteroidales bacterium HMT-274 estava
significativamente alta na populagdo do estudo com periodontite (82%). Li et al. (2006)
[40] encontraram também uma alta prevaléncia de Bacteroidales bacterium HMT-274
em placa subgengival de periodontite crénica (77.1%), como era classificada
anteriormente, e em gengivite induzida por placa (61.5%). A Bacteroidales bacterium
HMT-274, bactéria ainda nao cultivada, nao tem potenciais parceiros de crescimento
descritos. Escapa et al. (2018), em sua analise ANCOM, detectou apenas o taxon
especifico do grupo e nenhuma outra espécie com abundancia relativa diferencial
relacionada a Bacteroidales bacterium HMT-27. Entretanto, de acordo com Oliveira et
al. (2016) [41], a nova espécie Bacteroidales bacterium HMT-27 nao € uma
consequéncia da periodontite, mas provavelmente possui um papel crucial no inicio
da doenca.

Outro resultado marcante de nosso estudo foi a presenca do dominio Archaea,
correspondendo a 24 ASVs e 10 taxons em nivel de género, todos do filo
Crenoarchaeota e Halobacteriota. A Haloarcula foi recentemente descoberta como
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parte da microbiota do trato gastrointestinal [42]. Nosso estudo é o primeiro a reportar
a presencga de alta abundancia de Archaea no microbioma salivar humano. Embora a
maior parte da Archaea metanogénica tenha sido detectada na cavidade oral até
agora [43] e outros sinais de presenca de Archaea em amostras orais foram
associadas a contaminagcdo das amostras, a alta abundancia de Caldivirga e
Sulfophpbococcus representa evidéncia da importancia desses organismos (ou seus
relacionado taxonémicos), provavelmente associados a sitios disbidticos.
Crenarchaeota ja foi detectada em amostras fecais humanas, sugerindo sua presenca
na microbiota do ecossistema digestivo humano [44]. Nas amostras salivares das
irmas PLS ambos os géneros, Caldiviga (familia Thermoproteaceae) e
Sufophobococcus (familia Desulfurococcaceae) constituiram o microbioma central,
variando de 0,8% a 13% de abundéancia relativa. Alguns estudos explicaram parte do
papel indireto/direto da Archaea na inflamacéao de sitios especificos e o potencial pré-
inflamatorio de algumas espécies [45]. Quando ocorre uma disbiose ou infecgéo,
varios locais do corpo sao conhecidos por conter uma alta prevaléncia de Archaea,
especialmente a pele e a cavidade oral. Em uma periodontite grave, foi demonstrado
gue uma mudanca para bactérias fermentativas anaerdbicas esta acompanhada de
um aumento de Archaea [46]. O individuo PLST apresentou mais de 5% de
abundancia relativa de Crenarchaeota (4,45% Sulfophobococcus e 0,8% Caldivirga).
PLSTL1 e PLSTL2 apresentaram 0,95% e 0,15% de Sulfophobococcus, enquanto a
abundancia de Caldivirga foi de 13,27% e 6,15%, respectivamente. Esse resultado
também sugere que uma disbiose relacionada ao arqueoma na PLS muda com
edentulismo. Nosso resultado pode refletir os avangos nas sequencias de Archaea no
banco de dados e no primer universal com boa cobertura para seu dominio.
Acreditamos que o arqueoma oral sera facil de caracterizar no futuro.

Os taxons de reducédo de sulfato dissimilatérios e assimilatérios dominaram o
microbioma central de Bacteria e Archaea na PLS, e eram bastante abundantes em
PLST [47]. Desulfurococcales, Sulfophobococcus sao anaerdbicos acidofilicos que
fermentam acucares e peptidios, utilizando compostos orgénicos para reduzir o
enxofre e gerar sulfeto de hidrogénio (H2S), acidos organicos e alcoois [48]. O H>S do
metabolismo da Archaea pode servir como doador de elétrons para uma diversidade
de microrganismos aerdbios quimiotréficos e anoxigénicos, formando comunidades
microbiolégicas em habitats sulfidicos [49]. As bactérias redutoras de sulfato tendem

a prevalecer em bolsas com sangramento a sondagem, e sua presencga esta
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significativamente correlacionada com a profundidade da bolsa [46,50].
Possivelmente, Sulfophobococcus e Caldivirga possuem uma correlacdo semelhante
na PLS e desenvolvem um papel essencial na coagregagao para formagao de uma
placa subgengival agressiva. Archaea pode participar, indiretamente, na doenga
periodontal servindo de reservatério de hidrogénio, facilitando a proliferacédo de
fermentadores secundarios patogénicos para niveis além daquele em sua auséncia
[46]. Consequentemente, Archaea pode ter contribuido para um ambiente favoravel
para as bactérias redutoras de sulfato na PLST. Staphylococcus aureus, Prevotella
intermedia e Fusobacterium nucleatum sao bactérias redutoras de sulfato [51].
Fusobacterium dominou o microbioma de PLST (34,64%), consistente com um habitat
sulfidico e com um papel crucial desta bactéria na estrutura e ecologia do biofilme
oral. Fusobacterium nucleatum, por exemplo, foi encontrado atuando como uma ponte
entre colonizadores do biofilme periodontal inicial e tardio [52]. Além disso,
Fusobacterium nucleatum desencadeia a produgao de matriz de mataloproteinases
pelo hospedeiro, tem atividade hemolitica aumentada e a produgao de H>S é uma
caracteristica chave de viruléncia desta bactéria na periodontite [52].

Descobriu-se que o Fusobacterium nucleatum, por exemplo, atua como uma
ponte entre os colonizadores de biofilmes periodontais precoces e tardios [52]. Além
disso, Fusobacterium nucleatum desencadeia a produgdo de metaloproteinases de
matriz pelo hospedeiro, tem atividade hemolitica aumentada e a produgao de H2S é
uma caracteristica de viruléncia chave desta bactéria na periodontite [52]. Membros
do género Treponema também s&o capazes de homoacetogénese (processo de
consumo de hidrogénio), incluindo o patdégeno da periodontite, Treponema denticola.
A PLST apresentou alta abundancia de Treponema (14%), Tannarella (1,12%) e
Campylobacter (5,53%), frequentemente enriquecido no microbioma associado a
periodontite [18,53]. Esses resultados suportam a hipétese de uma possivel interagao
sintrofica entre Archaea, Treponema e outros membros do complexo vermelho [46]
em uma comunidade gengival altamente inflamatoria.

Ao longo dos anos, as interagdes entre a microbiota e a resposta do hospedeiro
como o agente causal inicial da periodontite tornaram-se mais evidentes. Entretanto,
a mudanga patologica de periodontite localizada e contida para a progressiva e
destrutiva ainda nao foi esclarecida [37, 54]. O desenvolvimento da destruicdo
agressiva do periodonto nos individuos PLS pode ser um modelo para entender como

a genética, as citocinas, os fatores imunolégicos e o microbioma interagem para os
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resultados da periodontite. Na PLS, o disturbio genético da cetapsina C (CTSC) veio
primeiro e levou a disbiose nos individuos deste estudo. Em conjunto com a literatura
prévia e nossos achados, formulamos a hipotese de uma biogeografia microbiologica
subgengival em PLST que comega com a erupg¢éo dos dentes (figura 6). Assim que
os dentes comegam a irromper na arcada dentaria do individuo PLST, a pelicula
salivar cobre-os fornecendo suporte de fixagdo e substrato para os microrganismos
comensais. Por conseguinte, alguns microrganismos que compdem a biogeografia do
biofilme em escala micron, conforme proposto por Welch (2020) [55]; Streptococcus,
Haemophilus, Actinomyces, Capnocytophaga e Fusobacterium podem colonizar a
superficie do dente (Figura 6). O sistema imunoldgico debilitado ndo pode fornecer a
primeira linha de defesa celular devido a uma catepsina C ineficaz. A elastase de
neutrofilos (NE) ndo esta ativa ou reduzida, impossibilitando a infiltracdo de neutrdfilos
nos tecidos adjacentes, prejudicando a fagocitose, citemas e a formacédo de NETs
[16]. A falta de defesa dos neutrofilos pode reduzir o controle da carga microbiana,
permitindo um acumulo massivo de biofilme (Figura 6). Os primeiros colonizadores
proliferam, diminuindo o nivel de O2. O ambiente é altamente favoravel a coadesao e
coagregacao de outros microrganismos, alterando de aerdbios Gram-positivos para
anaerobios Gram-negativos [56]. Por exemplo, Fusobacterium, que domina
abundantemente o microbioma de PLST, cria uma camada anoxica e dita a estrutura
e a ecologia do biofilme [55]. Ja a Fusobacterium nucleatum cresce mais em ambiente
sulfidrico e se mostrou um alto produtor de sulfeto de hidrogénio (H2S) [52]. A mesma
caracteristica se aplica a outro produtor de H>S, a archaea Sulfophobococcus [49].
Anaerdbios que usam sulfato como aceitador terminal de elétrons para anaerobiose
no processo de redugao dissimilatoria de enxofre (DRS) e compostos organicos como
fonte de energia encontram um habitat sulfidrico perfeito [51,52]. As condigdes
ambientais, a sinergia e a competicdo microbiana, em conjunto, favorecem a
proliferagdo de outros microrganismos Gram-negativos e anaerdbios como Archaea,
Treponema, Bacteroidales F0058, Tannerella e Porphyromonas, mimetizando um
consorcio de periodontite formal agressivo em PLST (Figura 6).



71

Oz
. SALIVA ® Streptococcus
' SUGARS @ Haemophilus

@&» Porphyromonas
Fusobacterium
~=  Capnocytophaga

w—  Caldivirga

% Bacteroidales FO058

ANOXIC
@  Sulfophobococcus

A Treponema

~ ol -
SULFIDIC |
HABITAT

& ek W Tannerella
HzS
Alcohols ) Prevotella
' Aggregatibacter

S, Actinomyces

O™\ Others

,“ Neutrophils

Figura 6 — Biogeografia de microbioma subgengival hipotética de PLST. Os dentes recém
erupcionados servem como suporte de fixagdo para comensais onipresentes que formam
uma pelicula inicial (Streptococcus e Actinomyces). A infiltracdo de neutréfilos e a primeira
linha de defesa sao prejudicadas devido a uma catepsina C ineficaz. Os micrébios aerdbicos
aderidos servem entdo como substrato para outros colonizadores. Fusobacterium, também
uma bactéria onipresente, desempenha um papel crucial como ponte entre o primeiro e o
Ultimo colonizador. Fusobacterium produz sulfato de hidrogénio (H2S), cresce e cria um
habitat sulfidico ideal para anaerdbicos como Treponema, Porphyromonas, Prevotella,
Tannerella, Sulfophobococcus, Caldivirga e Bacteroidales FO058. A imagem esquematica
representa uma hipotese para PLST e foi inspirada por Mark Welch et al. (2020).

3.5 CONCLUSOES

Este estudo sugere que a resposta do hospedeiro e o microbioma residente
estdo associados a um desequilibrio bidirecional entre saude e doenga na PLS. O
individuo PLST tem uma microbiota diferente da reconhecida previamente na
periodontite mais agressiva. Um microbioma possivelmente favorecido por um habitat
sulfidrico, capaz de resistir ao tratamento convencional periodontal e a terapia
antibidtica. Todas as consequéncias de um ambiente onde neutréfilos e seus
mecanismos de defesa da linha de frente sédo inexistentes ou substancialmente

reduzidos. O fendtipo da Sindrome de Papillon-Lefévre destaca a disbiose do
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microbioma e o papel fundamental que os neutréfilos possuem na manutencéo da
saude oral e cutanea. Considerando a alta abundancia relativa na PLST, os géneros
Fusobacterium, Treponema, Tannerella e Sulfophobococcus sao possiveis
candidatos a formar um consorcio com a Bacteroidales FO058; esta € uma hipdtese
que merece investigacdo futura. E inegavel que o arqueoma é onipresente no
microbioma salivar e mais complexo do que se pensava. O conhecimento sobre o
microbioma na PLS é excepcionalmente relevante na busca por tratamentos

especificos de sucesso.
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CAPITULO 4 - DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES DA DISSERTAGAO

4.1 DISCUSSAO GERAL

Os individuos deste estudo seguiram o perfil fenotipico da Sindrome de
Papillon-Lefevre descrito anteriormente; hiperceratose palmo-plantar, doenca
periodontal, perda Ossea, perda precoce da denticdo decidua e permanente,
mobilidade dentaria, bolsas periodontais profundas, gengiva inflamada, dificuldade
para se alimentar e, muitas vezes, de socializacdo. As avaliagdes clinicas desses
pacientes podem ser complexas de serem realizadas, devido ao sangramento
espontaneo gengival, intensa mobilidade dentaria e a pouca idade do inicio dos
sintomas, que comeg¢am por volta dos 2-4 anos de idade. Os métodos convencionais
para tratamento da doenca periodontal ndo s&o eficazes nesses casos, como
aconteceu no caso dessas trés irmas.

No estudo de Hart et al. (1999) [1], eles responsabilizam uma mutagao no gene
da Catepsina C (CTSC) pela sindrome, mas é provavel que outros fatores também
colaborem pelo fenétipo, uma vez que existem diferencas na severidade da condigéo
dentro da mesma familia [2] e por uma outra condigdo ter a mesma mutacdo em
homozigoto, mas que possui algumas caracteristicas fenotipicas diferentes,
conhecida como sindrome de Haim-Munk [3]. A quase perda completa da atividade
da CTSC é necessaria para que ocorra o fendtipo da PLS.

Os niveis de IL-3, TNF- a e VIM encontram-se mais elevados no paciente PLS
avaliado, o que indica que uma alteragao inflamatdria relacionada a esses marcadores
pode influenciar em um possivel mecanismo de compensac¢ao da resposta imune
nesse paciente. Um valor elevado das citocinas também pode ser justificado pela alta
susceptibilidade a infecgbes que esses pacientes possuem e pela perda precoce de
dentes devido a doenga periodontal. Uma hipdtese sugerida por Sadik et al. (2012) [4]
€ que em pacientes com PLS os leucécitos PMNs produzem mais citocinas pro-
inflamatdrias para compensar sua capacidade reduzida de neutralizar leucotoxinas e
eliminar bactérias, porém, esse resultado ndo obteve significancia estatistica devido
a amostra ser pequena e heterogénea quanto a idade e etnia.

Por muitos anos, a causa subjacente da periodontite em pacientes com PLS foi
ocorria, segundo Korkmaz et al. (2018) [5], devido a falha dos sistemas de peptidios

antimicrobianos dos hospedeiros para eliminar bactérias consideradas patogénicas.
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No entanto, estudos abrangendo o impacto da deficiéncia da Catepsina C revelaram
outros eventos mais complexos, que se interigam e implicam na disfungdo de
neutrofilos na destruicdo de tecidos em locais com desafio bacteriano [6]. Dessa
maneira, acredita-se que os defeitos manifestados nos neutrofilos da PLS surgem de
uma exposi¢ao crénica a um estimulo microbiano na regido dos dentes, permitindo a
persisténcia de patdogenos bacterianos especificos e sua continua estimulagdo de
resposta imunoinflamatérias ineficazes nos tecidos periodontais, o que pode explicar
a destruigdo de tecidos em areas onde os neutrofilos sdo as células imunolégicas
dominantes [5]. Entdo, dessa forma, os patdgenos provavelmente desencadeiam
dano indireto ao tecido mediado pela disfungdo de neutrofilos [5].

O processo inflamatério da periodontite pode desencadear uma disbiose, que
de forma bidirecional pode aumentar a resposta inflamatoria [7]. A teoria da disbiose
na periodontite esta relacionada a transicdo da comunidade de Gram-positiva para
uma comunidade inflamatéria de Gram-negativa. Curiosamente a Bacteroidales
FO058 uma Gram-negativa e que dominou o microbioma oral da paciente dentada,
segundo Kumar et al. (2003) [8], esta entre os patdgenos mais fortemente associados
a periodontite e provavelmente possui um papel crucial no inicio da doenca [9].

A hipossalivacao esta associada a um maior risco de infec¢des orais [10,11] e
os achados deste trabalho sugerem que possivelmente € uma caracteristica da
sindrome. Além disso, a saliva possui um papel fundamental na manutencdo da
microbiotal oral [11]. O nivel de glicose salivar também parece ter influencia na
microbiota oral, estando em alta concentragdo, ocorre um decrécimo na carga
bacteriana [12]. As alteragdes do microbioma salivar encontradas apds a perda
dentaria das pacientes PLS também sao esperadas, uma vez que, ao perder os
dentes, ocorre a perda da superficie de aderéncia da placa bacteriana [13-15].

Este trabalho € o primeiro a reportar a alta abundéncia de Archaea no
microbioma salivar humano. Algumas espécies possuem potencial pré-inflamatoério e
fazem parte do papel indireto ou direto na inflamag&o de alguns sitios especificos e
sdo conhecidos por uma alta prevaléncia em locais com disbiose ou infecgao [16]. A
mudanca do meio para bactérias fermentativas anaerdobicas também esta
acompanhada por um aumento de Archaea na doenga periodontal grave [17]. Uma
possivel correlacdo entre a formagdo de uma placa subgingival agressiva com a

presenca de Sulfophobococcus e Caldivirga parece existir.
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Atualmente, as pacientes desse estudo acabaram perdendo toda a denticao
permanente, a ndo ser pelos terceiros molares que se encontram inclusos. Elas fazem
uso de protese total e continuam sob acompanhamento odontolégico. Apesar da
grande perda Ossea encontrada nessas pacientes, existem alguns estudos onde
foram realizadas a reabilitacdo oral através de implantes dentarios, porém ainda nao
€ muito evidente, devido o baixo numero de publicagdes, se os implantes séo
considerados uma boa alternativa para esses casos [18]. Essas pacientes ainda se
encontram em fase de crescimento, e por esse motivo a reabilitacdo através de
implantes ainda esta sendo estudada.

E evidente que a relacdo de interacdo entre microbiota e resposta do
hospedeiro é o agente causal inicial da doenga periodontal, porém, o entendimento
da mudanca patolégica de uma periodontite contida e localizada para uma periodontite
progressiva e destrutiva ainda n&o foi esclarecida [7,19]. O estudo desse tipo de
sindrome, com uma destruigdo tdo agressiva do periodonto, pode servir de modelo
para um melhor entendimento de como a genética, as citocinas, fatores imunolégicos

e microbioma interagem resultando na periodontite.

4.2 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo e analise da microbiota oral, perfil
imunologico e clinico, com énfase nas condigbes bucais de portadores da sindrome
de Papillon-Lefevre. Este estudo inicia evidenciando como a sindrome PLS afeta a
qualidade de vida dos seus portadores. Por ser rara e pouco estudada, existe a
necessidade de uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares da sindrome
para favorecer o entendimento dessa e permitir ado¢cdo de medidas preventivas que
possam reduzir os efeitos verificados. Este estudo sugere que a resposta inflamatoéria
e imunoldgica do hospedeiro, em conjunto com o microbioma oral, estdo associados
a um desequilibrio na PLS. A investigagdo dos genes caracteristicos da resposta
inflamatoria em tecidos pulpares e do ligamento periodontal na paciente estudada
mostrou significativa superexpresséo de IL-3, TNF- a e VIM, um possivel mecanismo
de compensacgao da resposta imune nestes pacientes pela alta susceptibilidade a
infeccbes bacterianas em algumas regides do corpo. A disbiose do microbioma em
conjunto com o papel fundamental dos neutrofilos, possui uma relagdo na manutengao

da saude oral e da pele. Foi observado uma microbiota diferente da reconhecida
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previamente na periodontite agressiva, possivelmente favorecida por um habitat
sulfidrico, que aparentemente é resistente ao tratamento convencional periodontal.
Um possivel consércio de bactérias do género Fusobacterium, Treponema,
Tannerella, Sulfophobococcus e Bacteroidales FO058 parece ser importante para
condicdo periodontal desses pacientes, e mais estudos devem ser feitos a esse
respeito. O microbioma salivar € bastante complexo e seu conhecimento na PLS &
extremamente relevante na busca por tratamentos. Os mecanismos moleculares no
prejuizo imunolégico desses pacientes ainda ndo sdo conhecidos e mais estudos
devem ser conduzidos nesse sentido. Muitos trabalhos exibem uma dificuldade
decorrente a raridade da sindrome, nas quais as amostras sdo pequenas para

resultados mais significativos.
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CAPITULO 5 - PRESS RELEASE

A Sindrome de Papillon-Lefévre é uma condi¢ao rara que esta normalmente
ligada a casamentos entre primos. Por ser uma sindrome rara, ndo existem tantos
trabalhos sobre o0 assunto e, por isso, existe a necessidade de mais estudos para que
possamos entender melhor a condi¢do. Suas caracteristicas principais sdo lesdes de
pele e perda dos dentes de leite e definitivos antes da hora. Este trabalho mostra como
a sindrome afeta a qualidade de vida das pessoas portadoras, em especial na regiao
da boca, e como suas caracteristicas sao agressivas. A perda das estruturas de
suporte dos dentes pela doenga periodontal agressiva gera sensibilidade e perda dos
dentes, atrapalhando a alimentagao e a vida social desses pacientes. Neste trabalho,
avaliamos trés irmas que possuem a sindrome, filhas de pais que sdo primos. A
primeira avaliagdo foi a parte imunoldgica dessas pacientes, na qual notamos uma
superexpressdo de genes que estdo ligados a resposta inflamatéria nos tecidos
avaliados. A segunda avaliagdo deste estudo foi dos microganismos encontrados na
saliva dessas pacientes, comparando a irméa que ainda possui dentes na boca com as
duas irmas que ja perderam todos os dentes devido a doenga periodontal. Foi
observado que tratamentos tradicionais para a doenga periodontal, nesses pacientes,
nao funcionaram. Acredita-se que a combinacdo de um desequilibrio dos
microrganismos presentes, juntamente com a superexpressao de genes associados
a inflamagéo e um defeito na resposta imunologica desses pacientes pode gerar uma
doenga periodontal mais agressiva que a conhecida em pacientes normais. Essas
descobertas sao importantes para melhor entendermos essa condi¢céo e para a busca

de tratamentos mais eficientes para esses pacientes.
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Lefevre.

5 - Analisar, por meio de sequenciamento, a presenca de mutagdes no gene Cathepsin C (CTSC). Em
especial, mutagdes do Exon 7, a partir de DNA genémico (JDNA) coletado de amostras de sangue periférico
dos pacientes portadores da Sindrome Papillon-Lefévre e de amostras paternas.

6 - Avaliar por real-time PCR (qQPCR) a expresséo dos genes Vimentin (VIM), cAMP Responsive Element
Binding Protein 1 (CREB1), Retinol Binding Protein 1 (RBP1), Cathepsin C (CTSC) e Calpain 1 (CAPN1), em
amostras da polpa dentéria de dentes indicados para exodontia pela prépria condicéo clinica da Sindrome
Papillon-Lefévre e de terceiros molares de pacientes saudavies indicados para exodontia por motivo
ortodéntico (grupo controle, CT."

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

Além do risco de exposigdo das identidades dos portadores da doenga, ndo havera riscos adicionais. Os
tratamentos que serao propostos fazem parte da rotina clinica necessaria para os
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portadores de alteragdes periodontais e/ou hiperceratose. Ndo havera procedimento clinico de perfil
experimental. Quaisquer riscos inerentes aos procedimentos clinicos, raspagem periodontal, exodontias ou
tratamento dermatologico serao devidamente resolvidos pela equipe de pesquisa.

Beneficios:
Os beneficios diretos para os pacientes sindromicos serao a redugao dos efeitos deletérios da sindrome, a

melhoria da qualidade de vida por meio de reabilitacdo e a confirmagdo genética da presenca da sindrome.

Os beneficios indiretos serdao por meio da melhor compreensao dos sinais e sintomas relacionados a
sindrome e suas possibilidades terapéuticas. Para os pacientes do grupo controle evidencia-se como
beneficio o tratamento periodontal e a reabilitagdo da fungado bucal."

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de trabalho de conclusao de curso e iniciagao cientifica do Departamento de
Odontologia da FS da Universidade de Brasilia, sob responsabilidade do professor Laudimar Alves de
Oliveira.

O estudo prevé a participagao de 6 pacientes do sexo feminino em tratamento na clinica de odontologia do
HUB. Serao submetidas a exame clinico, exame intra e extra bucal, exames de imagem radiografica e
tomografia, fotografias, exame de sangue e saliva, tratamento periodontal e restaurador.

Orgamento detalhado no valor total de R$ 4.000,00, com financiamento proprio.

O cronograma de execugao de atividades prevé data para o inicio da coleta de dados a partir do més de
outubro de 2018.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Documentos analisados para emissdo do presente parecer:

1. Carta de encaminhamento ao CEP/FS: assinada pela pesquisadora - documento em versdo editavel
“cartaencaminhamentoprojetopapillon.docx”, postado em 24/09/2018 e versao nao editavel
“cartadeencaminhamento.pdf”", postado em 08/09/2018.

2. Informacdes basicas do projeto nao editavel:
“PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1136993.pdf” postado em 24/09/2018.

3. Termo de responsabilidade e compromisso de ciéncia e cumprimento da Res. CNS 466/2012, assinado
pelo pesquisador responsavel: “termoderesponsabilidadeecompromissopesquisador.docx”, postado em
24/09/2018 e “termopesquisadorprincipal.pdf, postado em 08/09/2018.
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4. Termos de concordancia de coparticipagao: assinados pela Superintendente do Hospital Universitario de
Brasilia, Dra. Elza Ferreira Noronha e pelo Chefe do Setor de Pesquisa e Inovagao Tecnologica, Fernando
Araujo R. de Oliveira, pelo anexo “TermodecienciacoparticipantePapillon.doc”, postado em 24/09/2018 e
“termodecienciadecoparticipante.pdf’, postado em 08/09/2018.

5. Orgamento do projeto: “orcamentopapillon.docx”, postado em 08/09/2018.

6. Folha de rosto assinada pelo pesquisador responsavel e com assinatura e carimbo da Prof* Maria Cristina

Soares Rodrigues, Vice-Diretora da FS, como instituicao proponente — documento nao editavel:

“folhaderostoCEP.pdf” postado em 08/09/2018.

7. Modelo de TCLE: documento editavel — “tclepapillon.docx”, postado em 08/09/2018.

8. Curriculo Lattes dos pesquisadores: curriculo Lattes da pesquisador orientador Professor Laudimar Alves
de Oliveira “LattesLaudimarOLiveira.pdf” e dos estudantes “LattesVitorRamagem.pdf”,
“LattesLuanderMedrado.pdf”, “LattesGiuliaLettieri.pdf”, postados em 10/04/2018.

9. Projeto detalhado: versdo editavel “projetopapillon.docx”, postado em 08/09/2018.

10. Cronograma da pesquisa: “cronogramapapillon.docx”, postado em 08/09/2018.

11. Modelo de carta de autorizagdo da chefia de area da clinica de Odontologia do HUB:

“CartaChefiadaareaPapillon.doc”, postado em 24/09/2018.

12. Termo de autorizagao de uso de imagem de som e voz: “termodeimagemesomcorreto.doc”, postado em
08/09/2018.

13. Modelo do te: “talepapillon.docx”, postado em 08/09/2018.

Recomendagoes:
Nao se aplicam.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Né&o ha 6bices éticos para realizagdo do presente protocolo de pesquisa.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

De acordo com a Resolugdo CNS 466/12, itens X.1.- 3.b. e Xl.2.d, os pesquisadores responsaveis deverdao
apresentar relatérios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovagao do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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@G

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1136993.pdf 20:31:58
Outros CartaChefiadaareaPapillon.doc 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
20:27:19

Outros TermodecienciacoparticipantePapillon.d | 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

oc 20:25:16

Declaracao de termoderesponsabilidadeecompromisso | 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Pesquisadores pesquisador.docx 20:19:41

Outros cartaencaminhamentoprojetopapillon.do | 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

CX 20:15:20

Outros LattesVitorRamagem.pdf 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
20:12:43

Outros LattesLuanderMedrado.pdf 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
20:12:11

Outros LattesGiuliaLettieri.pdf 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
20:11:37

Outros LattesLaudimarOLiveira.pdf 24/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
20:10:20

Orcamento orcamentopapillon.docx 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
12:34:36

Cronograma cronogramapapillon.docx 08/09/2018 |Laudimar Qliveira Aceito
12:32:53

Projeto Detalhado / |projetopapillon.docx 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Brochura 12:31:11

| Investigador

TCLE / Termos de  |termodeimagemesomcorreto.doc 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Assentimento / 12:27:44

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de  |talepapillon.docx 08/09/2018 |Laudimar QOliveira Aceito

Assentimento / 12:27:28

Justificativa de

TCLE / Termos de  |tclepapillon.docx 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Assentimento / 12:27:01

Justificativa de

Auséncia

Outros cartadeencaminhamento.pdf 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
12:22:43

Outros termodeconcordanciainstitucional . pdf 08/09/2018 |Laudimar Qliveira Aceito
12:21:59

Outros termodecienciadecoparticipante.pdf 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
12:20:47

Declaragao de Termocoparticipante.pdf 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Instituicao e 12:18:37

Infraestrutura
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Plataforma

Folha de Rosto folhaderostoCEP pdf 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito
12:15:25

Declaragao de termopesquisadorprincipal pdf 08/09/2018 |Laudimar Oliveira Aceito

Pesguisadores 12:12:21

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

BRASILIA, 22 de Outubro de 2018

Assinado por:
Marie Togashi
(Coordenador(a))
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