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RESUMO

PACHECO, Renata Botelho Antunes. Associagdo do polimorfismo do gene IL-1B (+3954) e
a periodontite cronica severa. 2008. 48f. Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

O objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo do polimorfismo do gene de IL-1B
(+3954) na periodontite cronica severa em comparagdo com pacientes saudaveis. Como
estudo associado, foram avaliadas as frequéncias genotipicas e alélicas do gene IL-1B com
relacdo a alteragdo (C > T) (alelo C > alelo T) na populagdo geral com histéria de doenga
periodontal ndo diagnosticada. Participaram 186 pacientes do Estado do Rio de Janeiro, 50
com periodontite cronica severa (PC) (51,16 £ 5,37), 35 periodontalmente saudaveis (grupo
controle (C)) (43,97 = 9,60) e 101 da populagdo geral (PG) (51,06 £ 15,52). Os acidos
dexorribonucleicos (DNAs) correspondentes ao grupo PG faziam parte de um banco de
amostras ja existentes. Neste grupo, que se encontra em equilibrio, a prevaléncia do genotipo
CT (genotipo heterozigoto polimdrfico) foi de 53% e a frequéncia do alelo C foi de 0,59, ndo
tendo sido observada qualquer diferenca nos subgrupos de brancos ¢ nao brancos. Os DNAs
dos integrantes do grupo PC e controle foram obtidos através da coleta de células epiteliais
bucais raspadas da parte interna da bochecha com swab. A regido contendo o polimorfismo de
interesse foi amplificada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando
um par de oligonucleotideos especifico para flanquear o locus +3954 de IL-1B. Os produtos
de PCR foram digeridos com a enzima 7agl (enzima de restricdo), e analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. A frequéncia do alelo T no grupo de periodontite
cronica severa foi significativamente maior do que no grupo controle. As frequéncias do alelo
T nos subgrupos de periodontite cronica severa separados de acordo com a cor da pele e o
habito de fumar foram significativamente maiores nos brancos e nos tabagistas quando
comparadas com os valores obtidos no grupo controle. Nossos dados sugerem que o alelo
T3%* de IL-1B pode ser considerado um indicador de risco para ocorréncia de periodontite
cronica, particularmente em brancos e tabagistas, nessa amostra de individuos do Estado do
Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Polimorfismo. Interleucina-1. Periodontite.



ABSTRACT

PACHECO, Renata Botelho Antunes. Interaction of ILIB (+3954) gene and chronic
periodontitis severe. 2008. 48f. Dissertacao (Mestrado em Odontologia) — Faculdade de
Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

The aim of this study was to evaluate the importance of the IL-1B (+3954)
polymorphism for severe chronic periodontitis in comparison with healthy patients. Genotypic
and allelic frequencies related to this polymorphism were also evaluated in a general
population with unknown periodontal status. Of a total of 186 selected patients from Rio de
Janeiro State, 50 had severe chronic periodontitis (PC) (51,16 £ 5,37), 35 were controls (C)
(43,97 £ 9,60) e 101 were from the general population (PG) (51,06 + 15,52). DNA samples of
the GP group belong to a DNA collection previously constructed In such group, which is
equilibrium, the prevalence of the CT genotype was 53% and the allele frequency was 0,59.
No difference was observed between whites and non-whites. DNA samples from patients
belonging to CP and C groups were obtained after collecting buccal epithelial cells from the
inner portion from the check with a swab. The region containing the polymorphism of interest
was amplified by the PCR technique (polymerase chain reaction) using a pair of specific
flanking oligonucleotides of the locus +3954 of IL-1B gene. PCR products were digested by
Taql enzyme and analyzed by 8% polyacrylamide gel and electrophoresis. The T allele
frequency in severe chronic periodontitis group was significantly higher as compared to the
control group. T allele frequencies in CP subgroups divided by skin color and smoking habit
were significantly higher in whites and smokers as compared to the control group. Our results
suggest that the T3%** allele of IL-1B may be considered a risk indicator for the occurrence of
severe chronic periodontitis in this group of individuals from Rio de Janeiro State.

Keywords: Polymorphism. Interleukin-1. Periodontitis.
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INTRODUCAO

A doenga periodontal tem sido descrita como uma doenga de natureza multifatorial,
resultado de uma interacdo complexa entre microrganismos patogénicos ¢ a defesa do
hospedeiro, e seu desenvolvimento pode ser modificado por fatores locais, sistémicos,
ambientais e genéticos (HART; KORMAN, 1997).

De acordo com estudos de prevaléncia, a periodontite cronica ¢ o tipo de doenga
periodontal que ocorre com maior frequéncia, atingindo cerca de 30% da populagdo adulta.
Existem varias formas da periodontite cronica, que pode ser classificada de acordo com a
extensdo e severidade dos sitios afetados (FLEMMIG, 1999), sendo que as formas avangadas
sdo encontradas em 15 a 20% da populagio (PAPAPANOU; WENNESTION; GRONDAHL,
1989).

Quanto maior o numero de fatores de risco presentes, maior ¢ a probabilidade de o
paciente desenvolver uma doenga periodontal mais severa. Dentre os diversos fatores de risco,
o fumo se destaca por aumentar a frequéncia e a severidade da periodontite, diminuir a
cicatrizagdo pos-cirirgica e, em geral, diminuir as defesas do hospedeiro por todo o corpo
(BERGSTROM; PREBER, 1994). Fatores como higiene bucal deficiente, diabetes mellitus
(SALVI et al., 1997) e estresse social (MONTEIRO DA SILVA et al., 1998) também tém
influéncia negativa sobre a cavidade bucal do paciente.

Os fatores genéticos parecem ndao modificar a suscetibilidade a doenga periodontal,
sugerindo que quanto maior a suscetibilidade genética de um paciente maior o risco de
desenvolver uma doenga mais severa. De fato, estudos em gémeos (MICHALOWICZ et al.,
1991a) evidenciaram a predisposi¢do genética a doencas periodontais, indicando que o risco
de periodontite cronica tem um componente hereditario importante. No entanto, a gengivite ¢
uma resposta geral e comum e provavelmente ndo estd associada a genes especificos.

Polimorfismos genéticos dos genes de IL-1, que influenciam sua produgdo por
monocitos, foram associados a severidade da periodontite cronica (GORE et al., 1998;
KORNMAN et al., 1997). Esta correlagao ¢ biologicamente plausivel devido ao papel central
da IL-1 no metabolismo do colageno, na destruicdo 6ssea e em outros processos inflamatorios
(NAKAYA et al., 1997; STASHENKO et al., 1991a; TATAKIS, 1993). A partir deste estudo
os polimorfismos genéticos da IL-1 tém sido amplamente pesquisados em portadores de

periodontite (DIEHL et al., 1999; LAINE et al., 2001; SOCRANSKY et al., 2000).
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A familia de IL-1 tem sido mapeada no cromossomo humano 2 e é composta pelos
genes IL-1A (gene da interleucina 1A), IL-1B (gene da interleucina 1B) e IL-1RN (gene do
receptor antagonista de IL-1). Inimeras variagdes genéticas caracterizam esta familia e a
composi¢ao genotipica associada as periodontites mais severas compreendem 0s
polimorfismos IL-1B (+3954) ¢ IL-1A (-889) (KORMAN et al., 1997). No Chile (LOPEZ;
JARA; VELENZUELA, 2005) e na Alemanha (WAGNER et al., 2007), observou-se que
individuos com o genoétipo positivo da IL-1 (+3954) t€ém um risco significativamente maior de
desenvolver esse tipo de periodontite. Entretanto, estudos realizados na China (ARMITAGE
et al., 2000), na Grécia (SAKELLARI et al., 2003), na Tailandia (ANUSAKSATHIEN et al.,
2003) e no Brasil (TREVILATTO et al., 2003) ndo evidenciaram qualquer associagdo entre a
composicdo genotipica e a suscetibilidade ou o grau de severidade para a periodontite cronica.

Além dos resultados contraditérios descritos na literatura em relacdo a possivel
associagdo entre polimorfismos genéticos da IL-1 e a predisposi¢do e severidade da doenga
periodontal, tem sido observado que populacdes distintas apresentam diferengas nas
frequéncias das variantes polimoérficas de diversos genes. E importante destacar também que
os estudos nesta area envolvendo a populacdo brasileira sdo ainda em niimero muito pequeno.

Dessa forma, nosso objetivo foi analisar as distribui¢des alélica e genotipica da IL-1B
(+3954) em pacientes residentes no Estado do Rio de Janeiro, visando estabelecer possiveis
associacoes entre esse polimorfismo genético e o desenvolvimento da periodontite cronica

seévera.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca Periodontal

As doengas periodontais t€ém como agente etioldgico primdrio a placa bacteriana que
libera toxinas (tais como lipopolissacarideos), nos tecidos gengivais. Desta forma, inicia-se
uma série de processos que modificam a atividade das células dos tecidos periodontais e
alertam o sistema imunoldgico sobre um desafio infeccioso que estd em progresso. Diversas
substancias imunologicas e inflamatdérias do hospedeiro sdo produzidas e liberadas em
resposta a tal desafio com inten¢do de proteger contra a infec¢do e eventualmente promover o
processo de cicatrizagdo. Entretanto, a resposta excessiva do sistema imunoldgico a estes
fatores toxicos, pode resultar na destruicdo dos tecidos periodontais. O processo inflamatorio
quando se restringe aos tecidos marginais, ¢ designado de gengivite, e quando evolui para
uma forma destrutiva que leva a perda do aparato de sustentacdo dos dentes, ¢ designado de
periodontite.

De acordo com a Academia Americana de Periodontia (ARMITAGE, 1999), a
periodontite pode ser classificada em periodontite cronica e periodontite agressiva. Embora a
periodontite cronica tenha inicio e continuidade através da placa bacteriana, mecanismos de
defesa do hospedeiro, inerentes ao paciente, exercem um papel decisivo na patogenia e na
suscetibilidade da doenca. Portanto, a acao de bactérias ndo pode ser considerada como causa
para a suscetibilidade de certos individuos para desenvolver periodontite em sua forma severa.
De acordo com Offenbacher (1996), a agdo bacteriana na doenga periodontal ¢ “necessaria,
mas nao suficiente para causar a doenga” e a doenga periodontal “é uma infec¢do mista que
causa destrui¢dao periodontal em individuos susceptiveis”. Esta énfase renovada na funcao da
resposta do hospedeiro na patogénese da doenca periodontal baseia-se em uma grande
variagdo na resposta inflamatéria de um individuo para outro (MOLVIG et al., 1988;
POCIOT et al., 1992), de estudos epidemiologicos em populagdes demonstrando que
parametros biologicos explicam em parte a prevaléncia e incidéncia da doenga. Outros
fatores, como o fumo, estresse, doencas sistémicas, fatores genéticos, e marcadores
bioquimicos da inflamacdo contribuem significativamente em modelos de doenca envolvendo
multivaridveis, independentemente da contribui¢do microbiana (BECK et al., 1990, 1992;

CRHISTERSSON et al., 1992). Esta énfase também se baseia em evidéncias de estudos em
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gémeos (MICHALOWICZ et al., 1991b) para a predisposicdo genética as doencas
periodontais. As desordens genéticas relacionadas a polimorfismos tém recebido maior
atencao, principalmente por terem capacidade de alterar localmente o processo inflamatoério.
Muitas pesquisas estdo sendo realizadas para identificar os genes e polimorfismos associados
com todas as formas de periodontite. Esses polimorfismos incluem os membros do complexo
genético IL-1 (gene IL-1A, IL-1B, IL-1RN) que controla os niveis de citocina multifuncional
(POCIOT et al., 1992).

1.2 Familia Interleucina-1 (IL-1)

A interleucina-1 (IL-1) é uma citocina multifuncional com papel central na regulacao
das respostas inflamatérias e imunoldgicas (ALEXANDER; DAMOULIS, 1994). Elas
mantém sua atividade bioldgica em concentragdes muito baixas, na ordem de picomolar a
fentomolar, uma vez que atuam sobre receptores de alta afinidade (TATAKIS, 1993).

A atividade biologica da IL-1 reside em duas espécies de polipeptidios, IL-1a e IL-18,
sintetizados na pro-forma de 33 kDa que posteriormente € clivada por enzimas especificas em
proteinas maduras e ativas de aproximadamente 17 kDa (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
1998; DINARELLO, 1996). As duas formas moleculares possuem 25 a 35% de homologia
estrutural (TATAKIS, 1993). A interleucina -1lalfa (IL-1a) tem 159 aminoécidos, enquanto a
interleucina -1beta (IL-1P) tem 153 aminoacidos. Ambas tém propriedades pro-inflamatorias,
porém a IL-1P € mais potente que a [L-1a (STASHENKO et al., 1987). Um terceiro membro
da familia IL-1, denominado IL-1ra (receptor antagonista de interleucina 1), ¢ uma proteina
de 18 kDa que compete com os receptores das demais IL-1 (a e B), interferindo em suas
fungdes (ISHIHARA et al., 1993).

Os macrofagos e monodcitos sao os maiores produtores de IL-1, porém outras células
também podem produzi-la (MATSUKI; YAMAMOTO; HARA, 1992), tais como neutrofilos,
algumas células B, células T, células endoteliais, fibroblastos, osteoblastos, queratindcitos,
células dendriticas e células dos musculos lisos (DINARELLO, 1988; TATAKIS, 1993).

As IL-1 ndo parecem ser parte constituinte da célula e sim resultante de um estimulo.
Sua expressdo génica e liberacdo ocorrem como resposta a muitos estimulos exogenos e
endogenos, incluindo a presenga de componentes do complemento, proteinas da matriz

extracelular, colageno, trombina, citocinas (TNF e a propria IL-1) e produtos bacterianos, em
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particular o lipopolissacarideo bacteriano que ¢ um estimulo potente para a producao de IL-1
(SALVI et al., 1997). A sintese de IL-1 ¢ suprimida por varios fatores enddgenos, tais como
corticosteroides, prostaglandinas, interferon y (IFN-y), interleucina-4 (IL-4) (TATAKIS,
1993).

As IL-1 tém papel central nas reagdes pro-inflamatdrias, provocando alteragcdes nas
células endoteliais, promovendo coagulacdo e aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo que medeiam a adesdo de monocitos e neutrdfilos para facilitar a passagem destes do
interior dos vasos para a area do tecido agredido (OFFENBACKER, 1996). A IL-1 nio ativa
diretamente os neutrofilos, mas faz com que os fagdcitos mononucleares e as células
endoteliais sintetizem quimiocinas que ativam os neutr6filos (BRANDOLINI et al., 1997).
Dessa forma, acontece a degranulacdo de neutrofilos e a produgdo de produtos reativos de
oxigénio (DINARELLO, 1988). As IL-1 também participam como potentes estimuladores do
catabolismo do tecido conjuntivo, aumentando a produ¢do de colagenases e outras proteinases
(NAKAYA et al., 1997).

As IL-1 o e B aumentam a expressdo das moléculas de histocompatibilidade (MHC)
para facilitar a apresenta¢do dos antigenos e ativar os linfocitos T e B, com um consequente
aumento da producdo de anticorpos (OFFENBACKER, 1996). Na reabsorcao Ossea, essas
citocinas atuam de forma direta, aumentando a atividade dos osteoclastos e inibindo nova
formacao 6ssea (DEWHIRST; MOLE; TSURUMACHI, 1985; STASHENKO et al., 1987), e
de forma indireta, aumentando a sintese de prostaglandinas que sdo potentes mediadores da

destrui¢cdo o6ssea (TATAKIS, 1993).

1.3 Polimorfismos genéticos das IL-1

O polimorfismo ¢ uma variagdo genética, caracterizada por substitui¢do, delecao ou
insergdo de nucleotideos contidos no segmento de Acido desoxirribonucleico (DNA), que
ocorre numa populacdo com uma frequéncia maior que 1% (TAYLOR; PRESHAW;
DONALDSON, 2004).

De acordo com Duff (1993), existem evidéncias que suportam a associagdo do
polimorfismo genético e doencas humanas que envolvem a patogénese inflamatéria. Com
relacdo a doenga periodontal, varios estudos tém investigado a importancia dos polimorfismos

genéticos de IL-1 na imunorregulagdo da doenca periodontal (ANUSAKSATHIEN et al.,
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2003; ARMITAGE et al., 2000; DIEHL et al., 1999; KORMAN et al., 1997; LOPEZ; JARA;
VELENZUELA, 2005; SAKELLARI et al., 2003; TREVILATTO et al., 2003; WAGNER et
al., 2007).

A familia IL-1 apresenta pelo menos trés genes que regulam a produgao de IL-1: IL-
1B, IL-1A, IL-1RN. Estes genes estdo localizados proximos um dos outros no cromossomo
2q13. Os genes IL-1A e IL-1B codificam as proteinas pré-inflamatorias IL-1a e IL-1,
respectivamente. O gene IL-1RN codifica uma proteina antagonista que impede a agado da IL-
la e IL-1pB. Os polimorfismos genéticos do gene IL-1B sdo caracterizados pela substituicdo de
um Unico nucleotideo (Polimorfismo de um tunico nucleotideo (SNP)) (TAYLOR;
PRESHAW; DONALDSON, 2004). O polimorfismo de IL-1B mais estudado na literatura
periodontal € bialélico e estd presente na regido codificadora, na posicdo +3954, sendo
caracterizado pela substitui¢do de C (alelo 1) para T (alelo 2). Alguns estudos t€ém analisado
também o polimorfismo presente no locus — 511 (TREVILLATO et al., 2002). De uma forma
geral, os polimorfismos tém sido analisados de forma isolada ou associada. A andlise do
gendtipo de IL-1B tem sido feita comumente em associacdo a do gendtipo de IL-1A, em
particular os polimorfismos localizados nas posi¢des -889 e +4845. O polimorfismo mais
comumente estudado de IL-1RN esta localizado no intron 2 e ¢ do tipo que apresenta nimero
variavel de repeti¢des in tandem (VNTR), podendo apresentar 5 formas alélicas. Esse gene
também apresenta polimorfismos do tipo SNP (TAYLOR; PRESHAW; DONALDSON,
2004).

1.4 Polimorfismo genético IL-1B (+3954) e sua importancia para a periodontite cronica

Quando os monocitos sao desafiados, in vitro, por endotoxinas (POCIOT et al., 1992),
os individuos que possuem o alelo 2 de IL-1B (+3954) produzem uma maior quantidade de
IL-18 do que pacientes sem este alelo (GALBRAITH et al., 1999). Esse resultado foi
comprovado posteriormente, quando se observou que os mondcitos do sangue periférico de
individuos portadores do alelo 2 de IL-1B, produziam duas vezes no caso de heterozigotos
(portadores de um alelo 1 e um alelo 2) ou quatro vezes, nos casos dos homozigotos para o
alelo 2, mais IL-1f em resposta a mesma agressdao bacteriana, quando comparados aos

individuos homozigotos para o alelo 1 (DI GIOVINI et al., 1995).
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A associagdo entre os fatores genéticos e o quadro clinico periodontal foi demonstrada
em um estudo envolvendo uma amostra de 87 pacientes ndo fumantes (KORNMAN et al.,
1997). Nessa populagdo o risco calculado para pacientes com genotipo positivo para IL-1B
(portadores de pelo menos um alelo 2) desenvolverem destruicao periodontal, avaliado pelo
percentual de sitios com sangramento a sondagem, foi de 6,8, o que significa que esses
pacientes t€ém cerca de 7 vezes mais chance de apresentarem perda de inser¢do do que os
pacientes sem o gendtipo positivo para IL-1B. Entretanto, Mark et al. (2000) ndo observaram
diferenga significativa em profundidade de bolsa a sondagem ou nivel de inser¢ao entre 10
pacientes com periodontite cronica e gendtipo positivo e 10 pacientes com periodontite
cronica e gendtipo negativo, assim como nao observaram também diferenga na expressdo de
IL-1PB pelos mondcitos do sangue periférico entre os dois grupos.

Associagdes entre determinados genes e a doenca periodontal foram demonstradas
somente em certas populacdes ou grupos é€tnicos o que pode refletir diferengas entre as
prevaléncias destes gendtipos de acordo com a etnia. Na China, Duan, J. Zhang e Y. Zhang
(2002) investigaram a relacdo entre o polimorfismo do gene da IL-1 e a suscetibilidade a
periodontite cronica severa. Foram selecionados 144 pacientes, dos quais 30, com
periodontite cronica severa, 20 com periodontite agressiva e¢ 94 pacientes saudaveis. Os
resultados mostraram que a frequéncia da IL-1B (+3954) foi significativamente alta nos
pacientes com periodontite cronica severa € nos pacientes com periodontite de progressao
rapida quando comparada com o grupo controle (C). Da mesma forma, estudos realizados nos
Estados Unidos (GALBRAITH et al., 1999), na China (DUAN et al., 2004; ZHONG et al.,
2002), no Brasil (MOREIRA et al., 2005) e na Alemanha (WAGNER et al., 2007) revelaram
que a frequéncia no alelo 2 para a IL-1B (+3954) foi significativamente mais alta nos
pacientes com periodontite cronica severa quando comparado ao grupo controle. De acordo
com os resultados encontrados, os autores sugeriram que o alelo 2 referente ao polimorfismo
genético IL-1B (+3954) poderia ser considerado um indicador de risco para maior
suscetibilidade a periodontite cronica severa nos individuos destas localidades. Armitage
(1999) e Armitage et al. (2000) seguiram a mesma linha de trabalho em um grupo de 300
chineses, e concluiram que somente 2,3% dos individuos tinham periodontite associada ao
genotipo, ou seja, o numero pequeno de individuos com gendtipo positivo comprometeu o
estabelecimento de uma relagao com a suscetibilidade para a periodontite cronica.

Em pacientes caucasianos ndo fumantes, foi demonstrada uma frequéncia do alelo 2 de
IL-1B (+3954) significativamente maior no grupo de pacientes com periodontite cronica

severa (67%) do que no grupo de periodontite cronica moderada ou incipiente (22%) (GORE
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et al., 1998). Embora nesse estudo, a periodontite cronica tenha sido correlacionada com a
severidade da doenga em ndo fumantes, nao foi feita qualquer avaliacdo em fumantes ou ex-
fumantes. No entanto, ¢ bem estabelecido que o tabagismo ¢ o principal fator de risco para a
periodontite (KINANE; CHESTNUTT, 2000), e estudos epidemiologicos recentes (TOMAR;
ASMA, 2000) tém estimado que o habito de fumar e a presencga do gendtipo composto de /L-
1B (alelo 2 de IL-1B +3954) e de IL-1A (alelo 2 de IL-1A +4845) (LAINE et al., 2002;
MCDEVITT et al., 2000) representam fatores de risco para o desenvolvimento e a severidade
da periodontite. Em um estudo transversal realizado na Alemanha, Meisel et al. (2002)
confirmaram que os genotipos compostos se mostram relevantes em fumantes. Neste trabalho,
0s pacientes nao-fumantes ndo apresentaram risco aumentado para doenga periodontal,
mesmo quando apresentavam gendtipo composto positivo.

O impacto do genotipo na doenga periodontal foi tema de estudo longitudinal, no qual
a perda dentéria foi cuidadosamente monitorada por 14 anos apo6s tratamento (MCGUIRE;
NUNN, 1999). Nesse estudo, verificou-se que o cigarro ¢ o gendtipo positivo para IL-1B
eram fatores significativos de previsdo da perda dentdria nos pacientes periodontais. Os
resultados demonstraram que do total de 42 pacientes, os fumantes apresentavam um risco
aumentado de 2,88 vezes de perder os dentes apds tratamento quando comparados com o0s
ndo-fumantes ou fumantes comedidos. Os pacientes com genotipo positivo para [L-1B
(+3954) apresentaram risco aumentado para perda de dente em 2,66 vezes. Os pacientes que
fumavam muito e tinham genotipo positivo para IL-1 apresentaram 7,7 vezes mais
probabilidade de perda dental apds o tratamento periodontal do que todos os outros pacientes.
Foi evidenciado, que mesmo o0s pacientes com genotipo positivo, submetidos a tratamento
convencional e com uma boa terapia periodontal de suporte tiveram sucesso quanto a
preservacao da maioria dos dentes.

Foram realizados inimeros estudos associando combinagdes de genotipos IL-1 com a
doenca periodontal. Lang et al. (2000) realizaram um estudo prospectivo para avaliar a
relacdo do polimorfismo para a IL-1 e o sangramento a sondagem. Apos cirurgia periodontal,
os pacientes foram submetidos a manuten¢do com avaliacdo do sangramento a sondagem e ao
teste para o alelo 2 de ambos os genes de IL-1A na posicdo +4845 e IL-1B na posi¢ao +3954.
Nao foi observada qualquer relagdo significativa entre o sangramento a sondagem e o
polimorfismo para IL-1 na populacao estudada (333 individuos, incluindo fumantes e nao-
fumantes).

Para a avaliacdo da progressdo da doenga periodontal, Cullinan et al. (2001) estudaram

295 pacientes australianos em um periodo de 5 anos e revelaram uma significativa relagao
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entre o gendtipo composto (alelo 2 da IL-1A +4845 e alelo 2 da IL-1B +3954) ¢ o aumento
da profundidade de bolsa em ndo fumantes com mais de 50 anos. Além disso, os fumantes
com periodontite associada ao gendtipo (PAG) positivos e os pacientes PAG-positivos com
placa contendo Phorphyromonas gingivalis também tiveram profundidade de bolsa
aumentada.

Apesar de nos estudos mencionados anteriormente ter sido evidenciada a contribui¢ao
do PAG para a progressao da doenca periodontal e/ou a resposta ao tratamento, alguns
estudos tém falhado em fornecer qualquer evidéncia. Na Itdlia, Cattabriga et al. (2001)
verificaram que o PAG ndo estava relacionado a perda dentaria apos 10 anos em 60 pacientes
caucasianos ndo fumantes com periodontite cronica. Parametros de progressdo da doenca
periodontal se mostraram independentes da PAG em 33 pacientes com periodontite cronica
por dois anos, embora nao tenha havido estratificagdo dos pacientes em relacao ao habito de
fumar (EHMKE et al., 1999).

Thomson et al. (2001) analisaram um grupo de 861 pacientes com periodontite
cronica, e concluiram que pacientes com polimorfismo genético nos alelos 2 dos genes de IL-
1A (+4845) e IL-1B (+3953) apresentavam 12 vezes mais chances de ter pelo menos um
dente com 5 mm de profundidade de sondagem. Da mesma forma, Lopez, Jara e Velenzuela
(2005) determinaram a prevaléncia dos SNPs da IL-la (-889) e da IL-1B (+3954) na
populagdo chilena e sua associagdo com periodontite cronica. Um estudo caso-controle de 330
individuos com periodontite cronica e de 101 individuos controle foi executado com a coleta
de sangue venoso periférico para a extracdo do DNA. Foi encontrada uma frequéncia mais
elevada de heterozigotos da IL-la (-889) em individuos com periodontite do que nos
controles, mas a diferenca ndo foi significativa. Os heterozigotos da IL-1B (+3954) foram
significativamente mais elevados em individuos com periodontite do que nos individuos do
grupo controle. O homozigoto para o alelo 2 da IL-1B (+3954) foi considerado um fator
preditivo para a periodontite crénica. A prevaléncia do gendtipo positivo foi
significativamente mais elevada em casos de periodontite cronica (26,06%) do que no grupo
controle (9,9%). Respeitando as limitagdes do estudo, os autores concluiram que individuos
genotipo positivo tem um risco significativamente maior de desenvolver periodontite cronica.

Outros estudos (ANUSAKSATHIEN et al., 2003; SAKELLARI et al., 2003, 2006;
TREVILATTO et al., 2003) geraram resultados conflitantes com relagdo a importancia da
PAG, ndo estabelecendo associa¢do entre o polimorfismo do gene de /L-1B (+3953) e IL-14

(-889) com a periodontite cronica severa no Brasil, na Tailandia e na Grécia respectivamente.
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Em uma revisdo sistemdtica com estudos clinicos longitudinais, Huynh-ba et al.
(2007) evidenciaram a associag¢do entre o genotipo composto da IL-1, presente no alelo 2 do
gene IL-1A (-889) e IL-1B (+3954) e a progressdo da periodontite e/ou tratamento e
concluiram que ha uma associagdo do genodtipo positivo com a periodontite, contribuindo

para a progressao da doenga.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar associagdes entre o polimorfismo genético IL -1f3
(+3954) e o desenvolvimento da periodontite cronica. Os objetivos especificos incluiram uma
analise molecular, nos grupos de estudo, do polimorfismo +3954 (C>T) do gene IL-1B,
determinagdo das frequéncias alélicas e genotipicas referentes ao polimorfismo IL-1B (+
3954) nos diferentes grupos de estudo e analise dos dados moleculares e clinicos, visando

avaliar a importancia desses polimorfismos para a periodontite cronica severa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sele¢ao da amostra

Participaram 186 individuos residentes no Estado do Rio de Janeiro. Para o estudo
caso-controle, 50 apresentavam periodontite cronica severa (grupo PC) e 35 eram saudaveis
(grupo controle C), tendo sido selecionados a partir de prontuarios odontolégicos da
Faculdade de Odontologia do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Faculdade Estacio de Sa
(UNESA) e Pontificia Catdlica do Rio de Janeiro (PUC), com base na histéria médica e nas
radiografias periapicais (conforme item 3.3). Os 101 individuos restantes, com historia de
doenca periodontal desconhecida, constituiram o grupo de populacdo geral (PG). Estes foram
selecionados a partir de um banco de amostras de DNA gendmico extraido de sangue
periférico de pacientes atendidos no Laboratorio Central do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE/UERJ), recrutados por ndo serem portadores de doencas cronicas ou
degenerativas. As informacdes sobre os individuos foram obtidas a partir de entrevista na qual

foram abordados diversos parametros epidemiologicos.

3.2 Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa teve aprovagio do Comité de Etica em pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE), conforme carta apresentada no ANEXO. Os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (APENDICE A) antes de serem

examinados.

3.3 Questionario, exame clinico e radiografico

Apenas os individuos pertencentes aos grupos PC e controle foram avaliados através

de anamnese, exame clinico periodontal, exames radiograficos e exames laboratoriais. No
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questionario de anamnese (APENDICE B) constavam os seguintes dados: nome, género,
idade, e cor de pele (branco ou ndo branco), tabagismo (fumante atual ou ndo), medicamentos
em uso, dados de doencas sistémicas ¢ condi¢dao socioecondmica.

O exame periodontal incluiu todos os dentes, avaliando quatro faces: mesial,
vestibular, distal, palatina ou lingual com o objetivo de selecionar os participantes dos grupos

PC e C. Os parametros clinicos avaliados foram os seguintes:

a) Indice de placa (IP), presenca ou auséncia de placa, expresso em
percentual;

b) Indice de sangramento a sondagem (ISS), presenca ou auséncia de
sangramento, expresso em percentual;

c) Medida de profundidade de bolsa a sondagem (PBS), representada pela
distancia da margem gengival ao fundo da bolsa;

d) Medida do nivel de inser¢do a sondagem (NIC), representada pela distancia

da juncdo amelocementaria ao fundo da bolsa.

As medidas de PBS e NIC foram realizadas utilizando sonda periodontal do tipo
Carolina do Norte (HU-FRIEDY®, EUA). Todas as medidas foram realizadas pelo mesmo
examinador e aproximadas para o milimetro mais proximo quando necessario.

A partir de exame radiografico periapical completo foi realizada a medida de perda
Ossea com auxilio de uma régua milimetrada. As distancias de referéncia foram: a) juncgao
amelocementaria até o apice radicular, para medir o comprimento aproximado da raiz; b)
distancia da jun¢do amelocementaria até a crista O0ssea, para medir a perda Ossea. Essas
medic¢des foram realizadas em todas as areas interproximais e foi feita uma média desses
valores obtidos para estabelecer a perda dssea no dente.

A partir da anélise dos dados clinicos e radiograficos os participantes foram divididos

em dois grupos:

a) Grupo Periodontite Cronica Severa (PC), 50 pacientes, com idade que
apresentaram no exame periodontal perda de insercdo clinica > 6mm e
perda ossea radiografica > 50% do comprimento da estrutura radicular
(FLEMMIG, 1999) em pelo menos 5 sitios interproximais;

b) Grupo Saudavel (Controle), 35 pacientes, sem perda de inser¢ao clinica e

radiografica em sitios interproximais > 3mm e com pelo menos 25 dentes
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na boca. Os pacientes ndo deveriam apresentar mais do que dois dentes
ausentes com excecdo de dentes extraidos de terceiros molares, com
propositos ortodonticos, como resultado de trauma extraoral ou caries

extensas.

Tabela 1 - Dados gerais da populagdo estudada

Grupo de estudo

Caracteristica Periodontite Controle Populacio geral
cronica (n = 50) (n =50) (n=101)

Idade (Média + DP) 51,16 £ 5,37 43,97 £ 9,60 51,06 £ 15,52
Género Masculino (n) 24 12 25

Feminino (n) 26 23 76
Raca Branca (n) 36 29 55

Nao branca (n) 14 06 46
Fumante atual Sim (n) 09 24 37

Nio (n) 41 11 67
Condicao socioeconémica Baixa (n) 31 19

Meédia (n) 19 16

Legenda: Desvio Padréo (DP).
Nota: ¥*P<0,05 — media de idade do grupo controle em relagéo a periodontite cronica.
Fonte: A autora, 2008.

3.4 Coleta de células epiteliais e extracado de DNA genomico

Ap0s os exames clinicos os individuos foram submetidos a coleta de células epiteliais
bucais raspadas da parte interna da bochecha com swab. A haste do swab foi descartada e a
parte coletora acondicionada em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo tampao TE (Tris-
HCI 10 mM; EDTA 1 mM pH 8,0).

O sedimento contendo as células epiteliais foi utilizado para a extracdo de DNA
gendmico (MAHONY et al., 1993).

Os DNAs gendmicos constituiram os bancos de DNAs, que foram organizados de

acordo com o numero dos pacientes para que se possa ter acesso aos dados clinicos e
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epidemioldgicos. Esses bancos de amostras de DNA gendmico foram estocados a 4°C e

utilizados na andlise dos polimorfismos genéticos.

3.5 Analise do polimorfismo (+3954) do gene IL-1B

3.5.1 Amplificacdo da regido do gene de IL-1B contendo o polimorfismo +3954 (C>T) por

reacdo em cadeia da polimerase (Reacdo em cadeia da polimerase - PCR)

A regido do DNA genomico contendo o polimorfismo de interesse foi amplificada por
PCR, utilizando um par de oligonucleotideos especificos descritos por Parkhill et al. (2000),
cujas  sequéncias sdo 57 CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3° e 5’-
GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’. A mistura reacional foi constituida de tampao de PCR
1X (Biotools), 5 pmoles de cada oligonucleotideo, (WMed), 80 uM de mistura ANTPs (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP — Amersham), 3 U de Tag DNA polimerase (Biotools), e cerca de 200
mg de DNA gendmico em um volume final de 25 puL ajustado com agua deionizada estéril.
Os tubos contendo a mistura reacional foram colocados em um termociclador THERMO
HYBAID modelo PCR Express. A reagdo de amplificacdo consistiu nas seguintes etapas: a)
pré-desnaturacdo (5 minutos a 95°C); b) 38 ciclos consistindo em trés etapas: desnaturagdo
(95°C por 45 segundos), anelamento (55°C por 45 segundos) e extensdo (72°C por 45
segundos); ¢) um ciclo adicional de 10 minutos a 72°C. O tamanho do produto de PCR
esperado foi 250 pb, como descrito previamente (KORNMAN et al., 1997). Em todos os
experimentos foi feito um controle negativo, que consistiu em uma mistura reacional sem
adicdo de DNA, para confirmacdo da auséncia de DNA contaminante presente na solugao
utilizada. Também foi feito um controle positivo, utilizando uma amostra de DNA

previamente analisada.
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3.5.2 Confirmacdo da amplificacdo da regido contendo o polimorfismo IL-1B (+3954)

Para confirmar se a regido de interesse foi amplificada preparou-se o gel de
poliacrilamida a 8%. A solugdo final de acrilamida constituiu-se de: 3,2 mL de solugdo de
acrilamida: bis-acrilamida 30% (29:1 - Pharmacia); 2,4 mL de TBE 5X (54g de Tris base,
27,5 g de acido borico, 20 ml de EDTA, 0,5 M pH 8,0 — Mecrk — em 1 litro de solugdo), 6,3
de agua destilada desmineralizada estéril, 100 uL. de APS 10% (Merck) e 10 uL de TEMED
(Pharmacia). Esta solug¢do foi despejada por entre duas placas previamente montadas com
espacador, tomando o cuidado de ndo haver formacdo de bolhas e o pente foi posicionador.
Apos a polimerizacdo do gel (aproximadamente 1 hora), o pente foi retirado e os pocinhos
foram lavados com TBE 1X. As placas foram colocadas na cuba vertical (modelo Mini-V
8.10 da Gibco BRL), tendo o cuidado de colocar tampao TBE 1X em quantidade suficiente
para cobrir os eletrodos. As amostras de DNAs a serem analisadas foram misturadas com 1
uL de tampao de amostras 10X (azul de bromofenol 0,25%, xileno citanol 0,25% - USB — e
glicerol 50% - MERCK — em agua destilada) e aplicadas nos pogos, tomando o devido
cuidado para ndo deforma-los com a ponteira da pipeta e nem permitir que as amostras
extravasassem. A corrida eletroforetica foi realizada a 120 V, a temperatura ambiente, por
1:30-2:00 horas. Ao final da corrida, as placas foram separadas cuidadosamente e o gel
transferido para um recipiente contendo brometo de etideo (5 pg/mL). Apds 3 min as bandas
correspondentes ao DNA foram analisadas em transiluminador de luz UV e o gel fotografado
por um sistema de registro de imagens (Kodak Digital Science Eletrophoresis Documentation

and Analysis System).

3.5.3 Analise do polimorfismo (+3954) do gene IL-1B por Tag I RFLP (Polimorfismo no

comprimento do fragmento de restricdo)

Esta metodologia ¢ baseada na diferenca de mobilidade eletroforetica dos fragmentos
gerados pela acdo de enzimas de restri¢do. Desta forma, para analise do polimorfismo +3954
(C>T) do gene da IL-IB, os produtos de PCR foram digeridos com a enzima Taql e analisados

por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (conforme descrito no item 3.3.2). O volume
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final da mistura reacional de digestao foi de 12 pL, 1,2 de pL de tampao Taql (10X -0
Fermentas), 0,3 uLL de enzima de restricdo Taql (10U/uL — Fermentas), 5,0 mL de produto de
PCR, 5,5 mL de agua milli Q. Os tubos contendo as amostras foram incubados a 37°C por
1:30 hora. Para cada conjunto de reacdes foi preparado também um controle negativo, onde
foi substituido o mesmo volume da enzima por agua.

Ao final da reacdo, os produtos de digestao foram analisados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 8% (conforme descrito no item 3.3.2), visando a observacao do tamanho

dos fragmentos gerados.

3.6 Analise estatistica

Para determinar se a distribuicdo genotipica IL-1B, encontrada na nossa populagdo,
difere de forma significativa dos valores calculados pelo principio de Hardy-Weinberg,
utilizou-se o teste de qui-quadrado (%2). A populacdo estudada estd em equilibrio quando o
valor de P ¢ maior que 0,05.

O teste de Fisher foi utilizado para analisarmos estatisticamente a diferenga entre os
valores das frequéncias alélica e genotipica nos grupos de estudo. Este teste ¢ considerado
significativo quando o valor de P e menor ou igual a 0,05. Também a odds ratio (OR) e o
intervalo de confianga (IC) calculado para um nivel de 95% sdo expressos. Quando o valor da
OR e maior do que 1 e o intervalo de confian¢a ndo inclui o nimero 1, o teste estatistico e
considerado significativo.

O teste de 2 foi calculado utilizando um programa disponivel na pagina da Royal
Veterinary & Agriculture University (2001), e o teste de Fisher foi realizado através do
programa GraphPad Instant 3.0 (CA, USA). As analises estatisticas dos dados clinicos foram
realizadas no programa SPSS for Windows, versdo 11.0 (Lead Technologies, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio do grupo de estudo

As caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de periodontite cronica e grupo
controle estdo descritas na Tabela 2. Houve uma diferenca estatisticamente significativa do
numero de dentes presentes, IP, indice gengival (IG) do grupo PC (periodontite cronica
severa) em relagdo ao grupo controle. A média do nimero de sitios com perda de inser¢ao

clinica e perda dssea no grupo PC foi alta, o que caracteriza a severidade da doenca.

Tabela 2 - Parametros periodontais nos grupos periodontite cronica severa (n = 50) e controle

(n=135)
Caracteristicas® Periodontite cronica severa Controle
X (DP) X (DP)

Dentes (n) 21,6 (4,7) 28,3 (2,4)*
1P (%) 55,4 (3,4) 46 (4,4)*
1G (%) 57 (3,3) 24 (16,7)*
NIC > 6 (n) 22 (11) —
Perda 6ssea > 50% (n) 13 (6) —

Legenda: Desvio Padrao (DP).

Nota: * Parametros periodontais: Numero de dentes presentes (n); indice de placa visivel — IP (%), indice
gengival (IG) (%); nivel de insercdo clinica (NIC) (n — numero de sitios); perda 6ssea (n — nimero de
sitios) - T test para amostras independentes; * estatisticamente diferente do grupo PC.

Fonte: A autora, 2008.

4.2 Distribuicdes genotipica e alélica do gene IL-1B com relacio a alteracio C>T na

populacio geral separados de acordo com a cor da pele

Através da analise molecular do polimorfismo +3954 (C>P) do gene IL-IB pela
técnica Taql PCR-RFLP foi possivel identificar os trés possiveis genotipos (Figura, a seguir).

O genotipo homozigoto ndo polimoérfico (CC) apresenta dois alelos com sitios de
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reconhecimento da enzima Taql, apresentando um padrio eletroforetico composto por dois
fragmentos de 136 e 114 bp (pista 3). J& o genotipo homozigoto polimédrfico (TT) apresenta
dois alelos caracterizados pela auséncia do sitio de restricdo da enzima Taql, apresentando na
analise eletroforetica apenas um fragmento de 250bp (pista 1). O genotipo heterozigoto (CT)

apresenta os dois alelos e um padrdo composto por trés bandas correspondentes a 250, 136 e
114 bp (pista 2).

Figura — Perfis eletroforeticos obtidos com a andlise
molecular do polimorfismo +3954 (C>T) do
gene IL-1B

Nota: Fotografia de um gel de poliacrilamida 8% corado com brometo
de etideo. Analise da digestdo de produtos de Reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com a enzima Taql conforme descrito no
item 3.5.3.

Pista 1. Amostra representativa do gendtipo homozigoto
polimérfico TT (dois alelos sem sitio de reconhecimento da
enzima Taql).

Pista 2. Amostra representativa do gendtipo heterozigoto
polimorfico CT (um alelo sem sitio de reconhecimento da
enzima Taql e um com o sitio de reconhecimento).

Pista 3. Amostra representativa do gendtipo homozigoto néo-
polimérfico CC (dois alelos com sitio de reconhecimento da
enzima Taql).

Fonte: A autora, 2008.

Na Tabela 3, encontram-se as distribui¢des genotipicas do gene IL-1B com relagdo a
alteracdo C>T (+3954) observadas no grupo de populagdo geral, separados de acordo com a
cor de pele. O teste qui-quadrado (%%) demonstrou que nossa populagio estd em equilibrio de

Hardy-Weinberg (x> = 1,1897 P = 0,279) com relaciio a essa substitui¢do. O teste de Fisher
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(CC versus CT+TT) n3o demonstrou uma associacdo estatisticamente significativa entre

brancos e ndo brancos.

Tabela 3 - Distribuicao genotipica do gene IL-1B com relagdo a alteracdo C>T na populagao
geral separados de acordo com a raca

Individuo de acordo Gendtipo —n*
com a raca CC (%) CT (%) TT (%)
Branco (n = 55) 21 (38) 26 (47) 8 (15)
Nao branco (n = 46) 12 (26) 28 (61) 6 (13)
Total (n=101) 33 (33) 54 (53) 14 (14)

Legenda: Alelo (C>T); Gendtipo homozigoto ndo-polimoérfico (CC); Genotipo heterozigoto polimérfico (CT);
Genotipo homozigoto polimorfico (TT); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).
Nota: * n — n° de individuos.

Teste de qui-quadrado do grupo total: x%>=1,1897; P =0,279.

Teste de Fisher (ndo brancos em relagéo a brancos; CC versus CT+TT): P =0,2102; OR = 0,5714; 95% IC
0,2433 — 1,342.
Fonte: A autora, 2008.

Do total de alelos analisados, 41% apresentam a alteragao C>T (Tabela 4). Quando os
individuos sdo separados de acordo com a cor de pele, a frequéncia do alelo com alteracao no
grupo de brancos (0,38), ndo ¢ significativamente diferente da observada no grupo de ndo

brancos (0,41) (Fisher — P =0,4742; OR = 0,8029; 95% IC 0,4568 — 1,411).

Tabela 4 - Frequéncia alélica do gene IL-1B com relagdo a alteragdo C>T na populagdo geral
separados de acordo com a raca

Alelo —n (f) *
Individuo de acordo com a raca
C T
Branco 68 (0,62) 42 (0,38)
Nao branco 52 (0,57) 40 (0,43)
Total 120 (0,59) 82 (0,41)

Legenda: Alelo (C); Alelo (T); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).
Nota: * n —n° de alelos; f— frequéncia alélica.

Teste de Fisher (ndo brancos em relagdo a brancos; C versus T): P = 0,4742; OR = 0,8029; 95% IC 0,4568
—1,411.

Fonte: A autora, 2008.
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4.3 Distribuicoes genotipica e alélica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle

e periodontite cronica severa (PC)

Na Tabela 5, encontram-se as distribuigdes genotipicas do polimorfismo IL-1B
(+3954) observadas no grupo de periodontite cronica severa e grupo controle. O teste qui-
quadrado (%) demonstrou que o grupo controle obedece ao principio de Hardy-Weinberg,
mas o grupo PC nio estd em equilibrio (3> =4,1180 P = 0,046).

O teste de Fisher (PC em relacdo ao controle; CC versus CT+TT) ndo demonstrou uma

associacgdo estatisticamente significativa.

Tabela 5 - Distribui¢do genotipica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica severa (PC)

Grupo Genotipo Fisher®
CC(%) CT(%) TT(%) P OR (IC)
Controle (n = 35) 24 (69) 11 (31) 0(0)
PC (n = 50) 25(50) 16(32)  9(18) 01191 04583 (0,1856-1,132)

Legenda: Gendtipo homozigoto ndo-polimoérfico (CC); Gendtipo heterozigoto polimérfico (CT); Genotipo
homozigoto polimorfico (TT); Significancia (P); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).

Nota: ? Teste de Fisher (PC em relagdo ao controle; CC versus CT + TT).

Fonte: A autora, 2008.

Nao foi demonstrada associacdo estatisticamente significativa entre as distribui¢des
genotipicas do polimorfismo IL-1B (+3954), observadas no grupo de periodontite cronica

severa e grupo controle, separados de acordo com a cor de pele (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribui¢do genotipica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica severa (PC) separados de acordo com a raga

L. Genoétipo Fisher?
Caracteristica
CC (%) CT (%) TT (%) P OR (IC)

Branca

Controle (n =29) 20(69) 9 (31) 0 (0)

PC (n=36) 18 (50) 13(36) 5(14)  0,1383  0,4500 (0,1618-1,252)
Nao-branca

Controle (n =6) 4(67) 2(33) 0(5)

PC (n=14) 7(50) 3@21) 49 0,6424 0,5000 (0,068000-3,6777)

Legenda: Gendtipo homozigoto ndo-polimérfico (CC); Gendtipo heterozigoto polimodrfico (CT); Genotipo
homozigoto polimoérfico (TT); Padrao (P); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).

Nota: ? Teste de Fisher (PC em relacdo ao controle; CC versus CT + TT).

Fonte: A autora, 2008.
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Na Tabela 7, encontram-se as distribui¢cdes genotipicas do polimorfismo IL-1B
(+3954) observadas no grupo de periodontite cronica severa e grupo controle, separados pelo

habito de fumar. Nao houve uma associacao estatisticamente significativa.

Tabela 7 - Distribui¢do genotipica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica severa (PC) separados pelo hébito de fumar

Genotipo Fisher?
Caracteristica® CC CT TT
@) (P ORUTO

Sim

Controle (n=11) 7(64) 436) 0(0)

PC (n=9) 3(33) 3(33) 3(33) 03698 0,857 (0,04481-1,822)
Nao

Controle (n =24) 17(71) 729 0(0)

PC (n=41) 22(53) 13(32) 6(15) 0,199 04768 (0,16300-1,395)

Legenda: Gendtipo homozigoto ndo-polimoérfico (CC); Gendtipo heterozigoto polimérfico (CT); Genotipo
homozigoto polimérfico (TT); (P); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).
Nota: * Sim — foram considerados os individuos que fumam atualmente; Nao — foram considerados os individuos
que ndo fumam atualmente.
b Teste de Fisher (PC em relagdo ao controle; CC versus CT + TT).
Fonte: A autora, 2008.

Foi observada uma frequéncia maior do alelo T no grupo de periodontite cronica
severa quando comparado ao grupo controle (Tabela 8), que corresponde a uma diferenca

estatisticamente significativa.

Tabela 8 - Frequéncia alélica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica severa (PC)

Grupo Alelo Fisher?
C T P OR (I10)
Controle (n = 70) 59 11
PC (n=100) 66 34 0,0083 2,763 (1,285-5,940)

Legenda: Alelo (C); Alelo (T); Significancia (P); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).
Nota: ? Teste de Fisher (PC em relacdo a controle; T versus C).
Fonte: A autora, 2008.

Com relagdo a cor de pele, houve uma frequéncia do alelo T significativamente maior
em brancos do grupo de periodontite cronica quando comparado ao grupo controle (Tabela 9),

o que nao foi observado no subgrupo de nao brancos.
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Tabela 9 - Frequéncia alélica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica (PC) separados de acordo com a raca

. Alelo Fisher?
Caracteristica
C T p OR (IC)

Branca

Controle (n = 58) 49 9

PC (n="72) 49 23 0,0403 2,556 (1,074-6,079)
Nao-branca

Controle (n =12) 10 2

PC (n=28) 17 11 0,2714 3,235 (0,59250-17,666)

Legenda: Alelo (C); Alelo (T); significancia (p); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).
Nota: ® Teste de Fisher (T versus C).
Fonte: A autora, 2008.

Nos fumantes houve uma frequéncia do alelo T significativamente maior no grupo de
periodontite cronica severa quando comparado ao grupo controle (Tabela 10), o que ndo foi

observado nos individuos ndo fumantes.

Tabela 10 - Frequéncia alélica do polimorfismo IL-1B (+3954) nos grupos controle e
periodontite cronica (PC) separados pelo habito de fumar

. Alelo Fisher?
Caracteristica?
C T p OR (10)

Sim

Controle (n = 22) 18 4

PC (n=18) 9 9 0,0458 4,500 (1,083-18,696)
Nao

Controle (n =48) 41 7

PC (n=282) 57 25 0,0571 0,2569 (1,014-6,508)

Legenda: Alelo (C); Alelo (T); Significancia (P); odds ratio (OR); intervalo de confianga (IC).

Nota: * Sim — foram considerados os individuos que fumam atualmente; Nao — foram considerados os individuos
que ndo fumam atualmente.
b Teste de Fisher (T versus C).

Fonte: A autora, 2008.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do estudo caso-controle mostraram uma frequéncia significativamente
maior do alelo T nos pacientes com periodontite cronica severa quando comparado ao grupo
controle. Esta frequéncia maior também foi encontrada nos subgrupos de brancos e fumantes
portadores de periodontite cronica severa. Estudos iniciais de Kornman et al. (1997) e de
Gore et al. (1998) também mostraram essa associagdo em pacientes ndo fumantes, nao tendo
sido feita qualquer avaliagdo em fumantes ou ex-fumantes. No entanto, ¢ bem estabelecido
que o tabagismo ¢ o principal fator de risco para a periodontite (KINANE; CHESTNUTT,
2000), e estudos epidemiologicos recentes (TOMAR; ASMA, 2000) tém estimado que o
habito de fumar e a presenga do genoétipo composto de IL-1B (alelo 2 de IL-1B +3954) e de
IL-1A (alelo 2 de IL-1A +4845) (LAINE, ef al, 2002; MCDEVITT et al., 2000) representam
fatores de risco para o desenvolvimento e a severidade da periodontite. Em um estudo
transversal realizado na Alemanha, Meisel et al. (2002) confirmaram que os gendtipos
compostos se mostram relevantes em fumantes. Neste trabalho, os pacientes ndo-fumantes,
mesmo que portadores do gendtipo composto positivo ndo apresentaram risco aumentado para
doenca periodontal, o que esta de acordo com os nossos resultados.

Estudos de investigacdo da relacdo do polimorfosmo do gene IL-1B e a suscetibilidade
a periodontite cronica severa em populagdes ou grupos éEtnicos diferentes mostraram
resultados semelhantes aos nossos. Na China (DUAN; ZHANG, J.; ZHANG, Y., 2002;
ZHONG et al., 2002), nos Estados Unidos (GALBRAITH et al., 1999), no Brasil
(MOREIRA et al., 2005) e na Alemanha (WAGNER et al., 2007) a frequéncia no alelo 2 para
a IL-1B (+3954) foi significativamente mais alta nos pacientes com periodontite cronica
severa quando comparado ao grupo controle. Os autores sugeriram que o alelo 2 referente ao
polimorfismo genético IL-1B (+3954) poderia ser considerado um indicador de risco para
maior suscetibilidade a periodontite cronica severa nos individuos destas localidades. Di
Giovani et al. (1995), Galbraith et al. (1999) e Pociot et al. (1992) observaram que individuos
que possuem o alelo 2 de IL-1B (+3954) produzem uma maior quantidade de IL-18 do que
pacientes sem este alelo. Por outro lado, nos Estados Unidos, Mark et al. (2000) nao
observaram diferenca significativa com relagdo a profundidade de bolsa a sondagem ou ao
nivel de inser¢ao entre 10 pacientes com periodontite cronica e gendtipo positivo e 10

pacientes com periodontite cronica € genotipo negativo, assim como nao observaram também
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diferenga na expressdo de IL-1B pelos mondcitos do sangue periférico entre os dois grupos.
Na China (ARMITAGE et al., 2000) e na Italia (CATTABRIGA et al., 2001) nao foi possivel
estabelecer uma associagao entre a periodontite associada ao gendtipo e a suscetibilidade para
a periodontite cronica. Em estudos realizados no Brasil (TREVILATTO et al., 2003), na
Tailandia (ANUSAKSATHIEN et al., 2003), na Grécia (SAKELLARI et al., 2003, 2006)
também ndo foi estabelecida associag¢do entre o polimorfismo do gene de IL-1B (+3953) e IL-
1A (-889) com a periodontite cronica severa.

Deve ser dito, entretanto, que muitos estudos sofrem a influéncia de populagdes
pequenas e dos desenhos transversais e, além disso, tém utilizado critérios variados para o
diagnéstico da presenca da periodontite. Ha dificuldades também na identificagdo de um
grupo controle, devido a variabilidade continua da periodontite cronica e das diferencas de
idade dos individuos em relagdo ao inicio da doenga. O tamanho da amostra ¢ fundamental,
sendo a razdo principal para a auséncia de reprodutibilidade nos estudos de associacdo tipo
caso-controle (CARDON; BELL, 2001).

De uma forma geral, os polimorfismos tém sido analisados de forma isolada ou
associada. Os estudos associados se mostram mais adequados quando se trata de genes de
baixa penetrancia, como os normalmente analisados na associacdo com as doencas
periodontais. Particularmente, a analise do genotipo de IL-1B tem sido feita comumente em
associacao a do genotipo de IL-1A (polimorfismos localizados nas posi¢des -889 e + 4845).
Para a avaliacdo da progressdo da doenca periodontal, Cullinan et al. (2001) estudaram 295
pacientes australianos em um periodo de 5 anos e revelaram uma significativa relagdo entre o
genotipo composto (alelo 2 da IL-1A +4845 e alelo 2 da IL-1B +3954) e o aumento da
profundidade de bolsa em ndo fumantes com mais de 50 anos. Thomsom et al. (2001)
analisaram um grupo de 861 pacientes com periodontite cronica, € concluiram que pacientes
com polimorfismo genético de IL-1A (+4845) e IL-1B (+3953) apresentavam 12 vezes mais
risco de ter pelo menos um dente com 5 mm de profundidade de sondagem. Apesar de nos
estudos mencionados anteriormente ter sido evidenciada a contribuicdo do PAG para a
progressdo da doenga periodontal e/ou a resposta ao tratamento, Lang et al. (2000) ndo
forneceram qualquer evidéncia de associag¢do entre o polimorfismo do gene de IL-1B (+3953)
e IL-1A (+4845) com a periodontite cronica severa

Da mesma forma, Lopez, Jara e Velenzuela (2005) determinaram a prevaléncia dos
SNPs da IL-1A (-889) e da IL-1B (+3954) na populacdo chilena e sua associacdo com
periodontite cronica. Foi encontrada uma frequéncia mais elevada de heterozigotos da IL-1A

(-889) em individuos com periodontite do que nos controles, mas a diferenca nao foi
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significativa. O nimero de heterozigotos da IL-1B (+3954) foi significativamente mais
elevado em individuos com periodontite (26,06%) do que em individuos do grupo controle
(9,9%). Respeitando as limitagdes do estudo, os autores concluiram que individuos genotipo
positivo tem um risco significativamente maior de desenvolver periodontite cronica. Mais
recentemente, em uma revisdo sistematica, foi evidenciada a associa¢do entre o genotipo
composto da IL-1, presente no alelo 2 do gene IL-1A (-889) e IL-1B (+3954) e a progressao
da periodontite e/ou tratamento € concluiu-se que ha uma associacdo do gendtipo positivo
com a periodontite, contribuindo para a progressao da doenca (HUYNH-BA et al., 2007).

O impacto do genotipo na doenga periodontal foi tema de estudo longitudinal, no qual
a perda dentéria foi cuidadosamente monitorada por 14 anos apés tratamento (MCGUIRE;
NUNN, 1999). Nesse estudo, verificou-se que o cigarro e o gendtipo positivo para IL-1B
eram fatores significativos de previsdo da perda dentaria nos pacientes periodontais e que os
pacientes que fumavam muito e tinham gendtipo positivo para IL-1 apresentaram 7,7 vezes
mais probabilidade de perda dental ap6s o tratamento periodontal do que todos os outros
pacientes. Foi evidenciado que mesmo os pacientes com genotipo positivo, submetidos a
tratamento convencional e com uma boa terapia periodontal de suporte tiveram sucesso

quanto a preservacao da maioria dos dentes.
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CONCLUSAO

A populacdo geral se encontra em equilibrio com prevaléncia do gendtipo CT (53%) e
do alelo C (0,59), ndo tendo sido observada qualquer diferenca nos subgrupos de brancos e
nao brancos.

O alelo T*** de IL-1B foi mais frequente no grupo de periodontite cronica severa
quando comparado ao grupo controle, particularmente em brancos e tabagistas, o que
evidencia a sua importancia como indicador de risco para a ocorréncia de periodontite cronica

severa em individuos do Estado do Rio de Janeiro.
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APENDICE A - Termo de Consentimento assinado pelo paciente

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROPOSTA E SITUACAO PROBLEMA

A doenca periodontal ¢ uma doenga que atinge a gengiva ¢ os tecidos de suporte dos dentes (cemento
radicular, ligamento periodontal e osso alveolar) podendo levar a perda precoce dos dentes.

Embora a maioria das evidéncias de que as bactérias sdo os agentes etiologicos primarios da doenca
periodontal, as pesquisas vém evoluindo durante os tltimos anos e atualmente acredita-se que o
desenvolvimento da doenca periodontal seja em grande parte determinada pelos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Fatores de risco podem predispor o individuo a contrair a doenca ou até mesmo
desenvolvé-la de forma mais severa. Fatores genéticos tém demonstrado estar relacionado a maior
suscetibilidade a doenga periodontal, logo diferentes estudos nesta area estdo sendo realizados ¢ mais
estudos s@o precisos para melhor compreender esta relacao.

Vocé estd sendo convidado a participar desta pesquisa para verificar se ¢ portador desta doenca. O
sangue sera coletado e serdo analisados os fatores genéticos. Também sera informado sobre possiveis

problemas odontoldgicos importantes para sua satide bucal e sistémica.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA
e Questionario padronizado
e Exame clinico e radiografico completo da boca

e Pungdo venosa. Serdo coletados aproximadamente 6 ml de sangue periférico em tubos

contendo EDTA para extragdo do DNA.

LOCAL DO ESTUDO
e Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro

CUSTOS PARA OS ENTREVISTADOS
e Os exames realizados, citados nos procedimentos deste contrato, serdo totalmente gratuitos, e
vocé em caso de necessidade de tratamento periodontal ou outros tratamentos odontologicos
necessarios poderdo ser realizados nesta Faculdade mediante pagamento das taxas pré-
estabelecidas pela Institui¢do e discutidas com a assistente social. Os tratamentos serdo de

acordo com a disponibilidade de vagas de cada especialidade ou clinica destinada.
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BENEFICIOS DO ESTUDO
e A doenca periodontal ¢ considerada uma doenca multifatorial que leva a destrui¢do dos
tecidos periodontais em hospedeiros apropriadamente susceptiveis e cujo desenvolvimento
pode ser modificado por fatores locais, fatores sistémicos e por fatores genéticos. Fatores de
risco como diabetes e fumo ja foram adequadamente estudados e associados com um maior
grau de destruigdo periodontal. No entanto, fatores genéticos parecem estar relacionados a
maior suscetibilidade & doenga periodontal, como também a progressdo dessa enfermidade.
Estudos em populagdes distintas t€ém indicado diferencas nas frequéncias das variantes
polimorficas, o que sugere a importancia de estudos locais para melhor compreender essa

relagdo.

CONFIDENCIABILIDADE DOS DADOS
e FEsta garantida a confidenciabilidade das informagdes que vocé fornecer. As informagdes serdo
codificadas e mantidas em local reservado, o tempo todo. Somente os pesquisadores terdo

acesso as informagoes e questionarios.

TERMO DE CONCORDANCIA
Caso vocé concorde em participar deste estudo, devera assinar este termo e também o ja estabelecido
pela Faculdade de Odontologia da UERJ. E importante informar que caso deseje desistir da pesquisa,
podera fazer a qualquer momento.

e Declaro ter lido e entendido os termos da pesquisa a ser realizada na FOUERJ.

Assinatura do entrevistado

Assinatura do entrevistador

Rio de Janeiro, de de 2004.
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APENDICE B - Questionario utilizado para coletar dados referentes ao paciente

NOME:

ENDERECO RESIDENCIAL:

TEL. TEL. CEL.

ENDERECO COMERCIAL:

TEL.

PROFISSAO: RENDA FAMILIAR:

ESCOLARIDADE: ( ) 1° GRAU INCOMPLETO ( ) 1° GRAU COMPLETO ( ) 2° GRAU INCOMPLETO

( )2° GRAU COMPLETO ( ) 3° GRAU INCOMPLETO ( ) 3°. GRAU COMPLETO ( ) POS GRADUACAO

OBS.

ESTADO CIVIL ( ) SOLTEIRO ( ) CASADO ( ) DIVORCIADO ( ) VIUVO

NUMERO FILHOS: NUMERO IRMAOS:
DATA DE NASCIMENTO: IDADE:
NACIONALIDADE: NATURALIDADE:
RACA:

TIPO SANGUINEO: FATOR Rh:

SIM | NAO

Tem algum problema grave de saude?

Esta sob tratamento médico?

Faz uso frequente de algum medicamento?

Tem alguma alergia?

Hipertensao?

Ja fez tratamento psiquiatrico?

Vive alguma situacio de estresse no momento?

Vocé fuma?

Consome bebidas alcodlicas?

Consome drogas?

Tem historia familiar de cancer, diabetes, ou cardiopatias?

Gravida?

Problema respiratorio?

Problema cardiovascular?

Diabetes?

Problema endocrino?

Problema neurolégico?

Insuficiéncia renal?

Anemia?

Artrite ou artrose?
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ANEXO - Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE)

{ g\ UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO =
uEhs HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO :
Yol ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 08 de novembro de 2006

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof. Paulo José D'Albuquerque Medeiros
Para: Aut. Magali Silveira M. Ribeiro e
Renata Botelho A. Pacheco
Orient. Prof, Ricardo Fischer

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Emesto, apés avaliagio,
considerou o projeto (1635-CEP/HUPE) " ESTUDO DA DISTRIBUICKO DE VARIANTES
POLIMORFICAS DOS GENES IL-1B, IL-1A, IL-1RN, IL-6, IL-10, IL-18 E TNF-a, EM PACIENTES
COM SAUDE PERIODONT, AL, PERIODONTITE AGRESSIVA E PERIODONTITE CRONICA * aprovado,
encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme
Resolugdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do
Conselho Nacional de Satide, bem como o consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

0O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissio

um sumarno dOS |e5ums dO plDfeto.
/ ' {

Membro do Conlité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREQ - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



