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RESUMO

A doenca periodontal cronica (DPC) caracteriza-se como uma condicdo inflamatoria recorrente
nos tecidos de sustentacdo dos dentes, causada por infeccGes bacterianas e processos
autodestrutivos de atividade imune mediados por citocinas pré-inflamatérias, das quais se
destacam as interleucinas 1B, 6 ¢ 8 que, juntamente com outras biomoléculas, compdem 0s
mecanismos iniciais da imunidade inata. Essas moléculas podem ter variacbes em seus genes,
como polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) que em conjunto com fatores ambientais,
representam pardmetros potenciais nas analises de suscetibilidade a doenga. O objetivo deste
estudo foi avaliar o envolvimento de variantes genéticas dos genes IL1B (rs1143634), IL6
(rs1800795, rs1800796) e CXCL8 (rs4073, rs2227306 e rs2227539), assim como aspectos
sociodemogréaficos e de estilo de vida, com a suscetibilidade a DPC em um grupo de voluntarios
goianienses. Amostras de sangue periférico de 152 voluntarios foram obtidas via puncéo
venosa, constituindo em 101 controles e 51 casos (DPC), agrupados segundo o resultado do
periograma, previamente executado em conjunto com o questionario de habitos e estilo de vida.
O DNA das amostras foi extraido utilizando kits comerciais e genotipado por técnicas de PCR-
RFLP e qPCR, conforme a estratégia adotada para o marcador molecular empregado. Os dados
foram tabulados e submetidos aos testes estatisticos, todos a 5% de significancia. Os resultados
evidenciaram uma tendéncia significativa no acometimento a DPC nos individuos que escovam
os dentes menos de duas vezes por dia. Os alelos de menor frequéncia das variantes rs1143634,
rs1800796 e rs2227539 estiveram associados a DPC, detectando-se um efeito preditivo
significativo (p<0,05). Destaque para os alelos T (rs1143634) e C (rs1800796), que foram
associados ao aumento do risco, quando inferidos individualmente e em conjunto. Os aspectos
multifatoriais da doenca foram confirmados, relatando-se a influéncia de componentes
genéticos e ambientais na suscetibilidade, uma vez que os alelos de menor frequéncia dos genes
IL1B (rs1143634 T), IL6 (rs1800796 C), CXCL8 (rs2227539 A) e a baixa frequéncia de

escovacao estiveram, respectivamente, associados com a predicéo e tendéncia a DPC.

PALAVRAS-CHAVE: Interleucina. Periodontite. Polimorfismo Genético. Predisposicéo
Genetica para Doenca.



ABSTRACT

Chronic periodontal disease (CPD) is described as a recurrent inflammatory condition in the
tooth supporting tissues, caused by bacterial infections and self-destructive processes of
immune activity mediated by pro-inflammatory cytokines, of which the interleukins 1p, 6 and
8 that, together with other biomolecules, makes up the initial mechanisms of innate immunity.
These molecules may have variations in their genes, such as single nucleotide polymorphisms
(SNP), which together with environmental factors represent potential parameters in analyzes of
susceptibility to the disease. The aim of this study was to investigate the involvement of
polymorphisms of the IL1B, IL6 and CXCL8 genes, as well as sociodemographic and lifestyle
aspects, with susceptibility to chronic periodontal disease in a group of volunteers from Goiania
city. Peripheral blood samples from 152 volunteers were obtained via venipuncture and grouped
into controls and a case group (CPD), according to the result of the periogram, previously
performed together with the questionnaire of habits and life style. The DNA of the samples was
extracted through commercial Kits and genotyped using the PCR-RFLP and gPCR techniques,
according to the strategy adopted for the molecular marker used. The data were tabulated and
submitted to the adequate statistical tests, all at 5% significance. A significant trend to develop
CPD was detected for individuals who brush their teeth less than twice a day. The allele of
minor frequency of the variants rs1143634, rs1800796, and rs2227539 were associated with
CPD, revealing a significant predictive effect (p<0.05). Highlight for the T (rs1143634) and C
(rs1800796) alleles, which were associated with increased risk, when inferred individually and
together. Multifactorial aspects of disease have been confirmed, reporting the influence of
genetic and environmental components on susceptibility, since minor frequency alleles of IL1B
(rs1143634 T), IL6 (rs1800796 C), CXCLS8 (rs2227539 A) genes and a low brushing frequency

were associated, respectively, with the prediction and tendency to CPD.

KEYWORDS: Interleukin. Periodontitis. Genetic Polymorphism. Genetic Predisposition to

Disease.
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1 INTRODUCAO

Na década de 2000, ocorreram diversos avancos na area da genetica humana, os quais
proporcionaram o conhecimento amplo das variantes de sequéncia de DNA, gue se relacionam
ao aumento do risco de uma variedade de doencas complexas comuns (ARNAR; PALSSON,
2017). Durante esse periodo, o Projeto Genoma Humano e Projeto HapMap procederam com o
objetivo de comunicar os seus respectivos dados, os quais foram disponibilizados publicamente.
Esses bancos de dados, contribuiram com diversas informagfes como o mapa da variacao
genética humana, sequéncias de referéncia do genoma humano, além do desenvolvimento de
metodologias que viabilizaram andlises mais concisas e acuradas de amostras do genoma
(KRASSOWSKI et al., 2018; INTERNATIONAL, 2005; HUMAN, 2004).

Os progressos na area de genética permitiram a compreensdo da estrutura haplotipica
do genoma humano, de forma que as anélises de gene candidato e o implemento de analises em
microarray, a qual possibilita a obtencdo rapida de gendtipos, beneficiaram estudos baseados
na suscetibilidade genética. Dessa forma, variantes genéticas comuns passaram a Ser
investigadas tanto por genotipagem simultanea quanto por métodos convencionais (ARNAR;
PALSSON, 2017; MACARTHUR et al., 2017; TABA; SOUZA; MARIGUELA, 2012).

Diferente dos subtipos monogénicos ou distirbios mendelianos, as doengas complexas
se caracterizam como uma classe de enfermidades, nas quais tanto a suscetibilidade genética
guanto os elementos ambientais estdo envolvidos na etiologia da condicdo. Nessas situagdes,
0s aspectos genéticos ndo sdo determinantes, mas inferidos como fatores de propensdo para a
doenca (BIJANZADEH, 2017; BECKER et al., 2011; DEBRET et al., 2011). Os elementos
genéticos e os fatores ambientais tém sido relacionados com o risco de afec¢do para condicbes
comuns (MULLER et al., 2016; LANDER; SCHORK, 1994) como: diabetes, cancer, doengas
cardiacas, entre outras (BURTON et al., 2007; HIRSCHHORN et al., 2002).

A partir desta concepgéo se incluem as doengas periodontais (DPs), as quais consistem
em doencas complexas. As DPs possuem um conjunto de diversos fatores que atuam no
desenvolvimento da patologia (LAINE; CRIELAARD; LOQS, 2012). Entre esses, destaca-se
o biofilme (placa dentéria), o qual é apontado como um fator necessario, mas nao determinante
na causa patologica da doenca (MARK BARTOLD; VAN DYKE, 2013; LAINE;
CRIELAARD; LOQS, 2012).

A DP segue os padrdes das enfermidades complexas, para as quais 0 processo patologico
esta vinculado a interacdo ambiente/hospedeiro, com variagdo continua. Desse modo, os fatores

genéticos apresentam um papel modulador que influencia na inflamagéo crénica das mucosas
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e a consequente perda do 0sso alveolar. Isto posto, subentende-se que a suscetibilidade genética
pode estar relacionada com os agravos da doenca, os quais podem influenciar na prevencéao e
terapia da DP (TETTAMANTI et al., 2017).

A doenca periodontal cronica (DPC) € considerada a forma mais prevalente das
patologias periodontais (NAZIR, 2017; PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).
Esta condi¢do ocorre em distribuicdo desigual, incide somente em alguns individuos de uma
populacdo e em dentes especificos, os quais passam por destruicdo avancada (NUTO,;
NATIONS; COSTA, 2007), apresentando-se como uma doenca inflamatdria, iniciada por
bactérias patoldgicas presentes na placa subgengival (biofilme) (CHOLEWA;
MADZIARSKA; RADWAN-OCZKO, 2018; PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON,
2005).

Os processos inflamatorios se constituem em uma caracteristica proeminente das
doencas cronicas, sendo descritos como componentes fundamentais no decurso patoldgico,
implicados no envolvimento de mediadores proteicos de baixo peso molecular (citocinas), que
atuam no principio e no controle da resposta imune e inflamatdria. Devido aos diferentes papéis
imunoinflamatdrios, muitos mediadores sdo cotados na suscetibilidade a DP, pressupondo que
variantes alélicas de diferentes loci, incluindo genes de citocinas, estariam influenciando no
desempenho de seus produtos proteicos e consequentemente na atividade imunolégica
(CANTORE et al., 2014).

O implemento de estudos epidemioldgicos e pesquisas clinicas longitudinais
contribuiram para as analises relacionadas com a suscetibilidade genética da doenca periodontal
cronica e agressiva (DPA). Esses estudos permitiram a descricao de individuos de alto risco de
maneira que colaboraram para o reconhecimento dos parametros genéticos relacionados com
essas condi¢cdes (NAZIR, 2017; LAINE; CRIELAARD; LOQS, 2012).

Diversas pesquisas foram realizadas acerca da associacdo de SNPs com o
desenvolvimento da DP (MAZUREK-MOCHOL et al., 2019; SHI, 2017; AMIRISETTY etal.,
2015; SONG et al., 2013; SHAO et al., 2009; FERREIRA et al., 2008; HOLLA et al., 2004).
Resultados positivos foram obtidos embora se questione a validade dos mesmos (KINANE;
SHIBA; HART, 2005), em funcdo da auséncia de sobreposi¢do dos dados entre os estudos
(GREENSTEIN; HART, 2002). Além disso, alguns pesquisadores tém levantado discussoes
sobre as limitagcGes dessas pesquisas, pondera-se que o nimero amostral, baixo nimero de
controles e a auséncia de casos homogéneos em relacdo ao perfil clinico, étnico e idade dos
participantes estejam relacionados com os resultados dispares entre as pesquisas realizadas (DE
COO et al., 2018; VAITHILINGAM et al., 2014; SCHAFER; JEPSEN; LOOS, 2011).
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Por conseguinte, ndo ha um consenso a respeito dos polimorfismos de sequéncia Unica
ou quais genes estdo associados a DP. No entanto, a comunidade cientifica aceita o
envolvimento de fatores genéticos relacionados ao desenvolvimento da doenca, refletindo a
importancia de se obter mais informacdes relacionadas ao papel, em especial, de genes de
citocinas pro-inflamatdrias no desenvolvimento da condigdo. Acredita-se que o conhecimento
dos genes envolvidos na predisposicdo possibilitara um melhor entendimento da evolugdo da
doenca, além de propor testes de suscetibilidade para contribuir na assisténcia a saude,
prevencdo e controle adequado a DP. Diante disso, este estudo teve 0 escopo de investigar o
envolvimento de SNPs de alguns genes de interleucinas, assim como alguns aspectos

sociodemogréficos e de estilo de vida, com a suscetibilidade a doenca periodontal crénica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A proposicdo de que as doencas periodontais possuem fatores hereditarios tem sido
discutida ao longo de décadas, dado que desde 1930 ha relatos de constatagdes. Contudo, ainda
ndo esta claro como os fatores ambientais e genéticos contribuem para a suscetibilidade que, a
priori, pode ser influenciada por uma quantidade determinada de ambos os elementos
(RAZZOUK; TERMECHI, 2013; MICHALOWICZ, 1994).

Muitas pesquisas que avaliaram fatores de risco genético focaram suas analises em
individuos com a DPA, antes denominada como periodontite de inicio precoce, pois
consideraram que as interferéncias dos aspectos ambientais sdo menores, em relacdo a DPC.
Além disso, presume-se que o0s portadores da DPA representam uma populacdo mais
homogénea, visto que os enfermos apresentam padrfes de progressao semelhantes, 0s quais se
demonstram mais acentuados nesta condicio (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2011;
MICHALOWICZ, 1994).

Apesar das diferencas, semelhancas ainda sdo observadas entre DPA e DPC, visto que
ambas exibem os mesmos padrbes de resposta imune frente aos antigenos (PICOLOS et al.,
2005; MICHALOWICZ, 1994). Durante o processo, o reconhecimento dos lipopolissacarideos
(LPS) estimulam os mondcitos a liberarem mais prostaglandina-E2 (PGEZ2), o qual consiste em
um poderoso mediador da destruicdo dos tecidos, uma vez que promove perda de insercao
conjuntiva (ZOU; BAR-SHAVIT, 2002; GARRISON; NICHOLS, 1989).

Referente aos aspectos hereditarios observados nas DPs, reportava-se uma maior
atencdo para DPA, até o inicio da década de 1990, a qual era mais fundamentada nesse quesito.
Em se tratando da DPC, relatava-se algumas iniciativas de pesquisas que incluiam desde
estudos com populacdes até pesquisa entre gémeos (MICHALOWICZ, 1993; SOFAER, 1990).

Os primeiros estudos a respeito da DPC atribuiram-na como o resultado quase universal
do envelhecimento. Contudo, este conceito tem sido questionado no decorrer dos anos
(BAKER; ROOPENIAN, 2002), por consequéncia de estudos longitudinais e transversais, 0S
quais observaram a reducdo dos niveis 6sseos com 0 aumento da idade, mas que apenas uma
pequena parcela dos individuos progride para uma perda severa consideravel, a qual
comprometeria a funcdo e a longevidade dos dentes (TOMASI; WENNSTROM;
BERGLUNDH, 2008; PAULANDER et al., 2004; LINDHE; HAFFAJEE; SOCRANSKY,
1983).

Pesquisas concomitantes também foram implementadas com intuito de verificar a

incidéncia da doenca em individuos que vivem em condi¢cdes ambientais desfavoraveis
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(caréncia de atendimento odontoldgico e higiene oral inadequada). Foram obtidos resultados
que contrapuseram a hipétese que vincula a patologia com o envelhecimento, de modo que 0s
individuos desenvolveram a enfermidade em diferentes taxas (OFFENBACHER; BARROS;
BECK, 2008; JOHNSON et al., 1988; LOE et al., 1986).

O paralelo observado entre as pesquisas mencionadas anteriormente demonstra
concordéncia no sentido de n&o atribuir o desenvolvimento da DPC apenas como consequéncia
do envelhecimento e/ou da falta da higiene oral adequada (JOHNSON et al., 1988), uma vez
que nem todas as pessoas se demonstraram propensas para a doencga. Desse modo, estas
constatacdes levantam o questionamento da origem da suscetibilidade que alguns individuos
apresentam em relacdo a DPC (BAKER; ROOPENIAN, 2002).

Adicionalmente, ainda se ressaltam as dificuldades ou até mesmo as inconsisténcias
acerca dos parametros de classificacdo e diagndstico das doencas periodontais. Os mesmos,
defrontam-se por diversas vezes com questionamentos em relacdo aos aspectos etimologicos

que ainda n&o se encontram totalmente esclarecidos (ARMITAGE, 2004).

2.1 Classificacéo

Referente a classificacdo da DP, verificam-se mudancas consideraveis ao longo dos
anos, uma vez que de 1977 a 1989, mediante a orientacdo da Academia Americana de
Periodontologia (AAP — do inglés: American Academy of Periodontology), as doencas
periodontais passaram de duas para cinco categorias. Ressaltou-se o reconhecimento dos efeitos
de doencas sistémicas sobre a satde periodontal, que resultou na criagdo de uma nova categoria,
a periodontite sistémica (WIEBE; PUTNINS, 2000).

A classificacdo de 1989 da AAP apresentou diversas limitacdes que foram percebidas
durante o passar dos anos, na medida em que confusdes eram relatadas durante o diagndstico.
Entre essas se destacam: a auséncia de uma categoria que abrangesse estritamente doencas
gengivais; sobreposi¢do entre categorias de doencas; impedimento da inclusédo de certos
pacientes em qualquer uma das categorias; similaridade da resposta do hospedeiro em distlrbios
supostamente dispares; destaque maior para a idade de inicio; além dos critérios de classificagdo
imprecisos (WIEBE; PUTNINS, 2000).

Em fungdo dessas deficiéncias houve a necessidade de outra classificacdo, a qual
sucedeu em 1999, sendo recomendada pelo Workshop Internacional para a Classificagcdo das
Doencas e CondicOes Periodontais e aceito pela AAP (CATON, 1999). A relacdo conteve a

adicdo de novas subcategorias como no caso das doencas gengivais (gengivites); exclusao de
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outras (subcategorias) que se sobrepunham; renomeagdo, como no caso da “Periodontite do
Adulto” que passou a ser “Periodontite Cronica” (CASTRO; DUARTE, 2002).

A classificacdo de 1999 esteve em vigor por quase duas décadas, permeando até a edi¢édo
de 2018 do Proceedings do Workshop Mundial para a Classificacdo das Doencas e Condicdes
Periodontais e Peri-Implantares, que ocorreu durante o més de novembro no ano de 2017 em
Chicago, nos Estados Unidos, mediante o empenho da AAP e da Federacdo Europeia de
Periodontologia (EFP - do inglés: European Federation of Periodontology). A classificacdo
vigente se organizou em duas frentes: a primeira é relacionada as condigcdes e doencas
periodontais; que abrange gengivites, periodontites e demais condi¢fes que afetam o
periodonto, a segunda é referente as condi¢des e doengas peri-implantares; que envolve a satde
peri-implantar, mucosite peri-implantar, peri-implantite e deficiéncias nos tecidos
peri-implantares moles e duros (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN; 2018; CATON et
al., 2018; STEFFENS; MARCANTONIO, 2018).

2.2 Caracterizagdo e Epidemiologia da Doenca Periodontal Crénica

A DPC consiste na inflamacéo recorrente e progressiva dos tecidos de sustentacdo dos
dentes, possui niveis de prevaléncia elevados sendo a segunda maior causa patologica dentaria
no mundo. E causada, inicialmente, por infeccbes bacterianas (gram-negativas), que
clinicamente se apresentam como inflamagdes gengivais, sangramento a sondagem, debilitacdo
dos tecidos a sondagem (bolsas periodontais), perda de inser¢do gengival e do 0sso alveolar.
Adicionalmente, ainda se verificam aspectos irregulares, os quais podem variar entre 0s
individuos doentes como a hiperplasia ou recessao gengival, furca em evidéncia (exposicao da
raiz de um dente molar), aumento da mobilidade, inclinacdo dos dentes e esfoliacdo dentéria
(ARORA; MISHRA; CHUGH, 2014; NUTO; NATIONS; COSTA, 2007; ALMEIDA et al.,
2006; FLEMMIG, 1999).

Em funcéo do processo patoldgico progressivo, de natureza crénica, distingue-se a DPC
como uma enfermidade complexa (LAINE; CRIELAARD; LOOS, 2012), uma vez que as
caracteristicas mencionadas sdo comuns em doencas humanas complexas como no caso da
doenca de Alzheimer, doenga de Crohn e doencas cardiovasculares. As condi¢cdes mencionadas,
assim como a DPC, partilham, em principio, de um fendtipo relativamente “leve”, o qual pode
ocorrer em comorbidade com outras doencas (MAZIAK, 2015; ALMEIDA et al., 2006;
TABOR; RISCH; MYERS, 2002).
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A progressdo da doenca ocorre por meio de processos inflamatdrios sucessivos nos
tecidos conjuntivos, os quais promovem o aprofundamento do sulco gengival que consiste na
formacéo de bolsas de tecido mole ou fendas aprofundadas entre a gengiva e a raiz do dente.
Em se tratando da DPC severa, podera acarretar na mobilidade dos dentes, desconforto, dores,
perturbagdes durante a mastigagdo, além da eventual perda do elemento dentéario (PRESHAW;
BISSETT, 2013; PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005;). Entre os parametros
seguidos para a andlise de prevaléncia da DPC, observa-se a profundidade da bolsa ou nivel de
insercdo clinica e a quantidade de dentes implicados (BROWN; LOE, 1993).

Referente aos dados epidemioldgicos, pesquisas tém verificado diferencas na
distribuicdo mundial da DPC, atribuindo-se a desigualdade a aspectos socioeconémicos,
divergéncias etimoldgicas e metodoldgicas entre os pesquisadores (WILLIAMS, 2014,
ARAUJO; SUKEKAVA, 2007; LOE et al., 1986, 1978). Relata-se que a mesma afete entre
20% e 50% da populagdo mundial (NAZIR, 2017). Todavia, a DPC tem sido demonstrada como
mais prevalente em paises subdesenvolvidos (NAZIR, 2017; VAN PALENSTEIN
HELDERMAN; JOARDER; BEGUM, 1996;), apesar de ndo ser obrigatoriamente extensa ou
severa em populagdes indigenas (RONDEROS; PIHLSTROM; HODGES, 2001).

Nos Estados Unidos, um estudo epidemioldgico, realizado entre 2009 e 2010, reportou
uma prevaléncia de 47% para individuos adultos, destes 38% tinham 30 anos ou mais, e 64%
apresentavam mais de 65 anos (EKE et al., 2012), que compreende a uma estimativa abaixo
dos niveis observados em populactes europeias (HOLTFRETER et al., 2010; BOURGEOIS;
BOUCHARD; MATTOUT, 2007). Em relacio aos dados da Africa e do Oriente Médio,
pesquisadores mencionam o acesso limitado a higiene oral adequada e ao tratamento
odontolégico especializado em paises subdesenvolvidos. Assume-se que a DPC seja mais
prevalente nesses paises (WILLIAMS, 2014).

No Brasil, dados da Pesquisa Nacional da Saude Bucal (BRASIL, 2012) reportaram a
presenca da doenca periodontal em 37% das criangas com até 12 anos, 49% entre jovens de 15
a 19 anos, 82% entre adultos de 35 a 44 anos e 98% entre idosos de 65 a 74 anos. Os resultados
também revelaram que o comparecimento de calculo e sangramento em individuos de 12 anos
é mais comum, além disso, reportou-se uma frequéncia de 19% referente a periodontite severa
em individuos de meia idade. Adicionalmente, também foi observado que complicacdes
gengivais sdo pouco expressivas em individuos idosos em funcdo de pouca quantidade de
dentes.

Segundo a OMS (2012), 15 a 20% dos adultos de meia idade (35-44 anos) apresentam
a doenca periodontal grave, a qual é uma das principais causas de perda dentaria. Todavia,
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também se reporta que a perda completa ou generalizada dos dentes afete mais as pessoas
idosas, visto que, globalmente, aproximadamente 30% das pessoas entre 65 e 74 anos nao
possuem dentes naturais.

Estudos epidemioldgicos foram realizados ao longo dos anos em diversas populacoes,
mas ainda se verifica uma caréncia de dados, sobretudo em paises da América Latina, uma vez
que os modelos de diagndsticos empregados ndo descrevem com exatiddo o perfil de
dominéncia da doenca, em funcdo da simplificacio metodologica, a qual subestima a
prevaléncia da condicdo. Todavia, a comunidade cientifica assume que a DPC tenha uma
prevaléncia elevada nos paises latino-americanos (NAZIR, 2017; ARAUJO; SUKEKAVA,
2007).

O fato de haver modelos metodoldgicos simplificados pode estar relacionando com
algumas limitacGes que inevitavelmente ocorrem. Isso se apresenta, por exemplo, durante a
analise dos parametros clinicos que se exibem nas medic6es bioldgicas; como perda de insercao
e perda 6ssea, estas que sdo passivas de variagcdes biologicas temporais ou até mesmo erros de
medicdo (TELES et al., 2016).

Somado a isso, também se inclui a especificidade dos sitios, que consiste na
caracteristica da patologia de se manifestar em um ou varios dentes, além da possibilidade de
outras superficies dentérias se apresentarem isentas dos aspectos clinicos. Posto isso, evidencia-
se a necessidade, ndo apenas, da analise da magnitude (severidade) como também da extensdo
da doenca, embora estes pardmetros possam ser simplificados, em alguns modelos
metodoldgicos, uma vez que o padrdo universal, o qual envolve valores de gravidade e
extensdo, necessarios para se designar como DPC, ainda ndo foram definidos. Em funcéo disso
se atribui arbitrariamente valores limiares (threshold) para as medicdes, os quais tém por
finalidade evidenciar a destruicdo dos tecidos de sustentacdo, mas por outro lado também
explicam o fato de haver divergéncias nas estimativas de prevaléncia da DPC entre os estudos
(PAPAPANOU; SUSIN, 2017; ARAUJO; SUKEKAVA, 2007).

2.3 Patogénese

Por se tratar de uma doenca infeciosa se atribui as bactérias a condi¢do de agente
etioldgico primario, em fungédo da resposta imunologica e o quadro inflamatério que os seus
produtos geram no hospedeiro. Contudo, diferente da maioria das infecgdes se verifica a
presenca de Varios tipos de bactérias, as quais conferem um quadro de infeccdo mista que causa

o0 desequilibrio ecologico em razdo do crescimento excessivo de microrganismos comensais, 0S
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quais consistem em fatores de causa da DPC. Os microrganismos se desenvolvem nos tecidos
requerendo do hospedeiro uma resposta, de modo que 0os mecanismos imunologicos articulam
acOes para manter a homeostase ou equilibrio ecologico (HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI,
2015; HAJISHENGALLIS, 2015; ARORA, MISHRA, CHUGH, 2014; GEMMELL;
MARSHALL; SEYMOUR, 1997).

E importante ressaltar que a inflamagdo pode ser caracterizada como uma resposta
fisioldgica aos diferentes tipos de lesGes ou agressdes, as quais abrangem calor, agentes
quimicos e infeccbes bacterianas. As inflamacGes ainda podem se apresentar como aguda,
quando a resposta € rapida ou de pouca duracéo, ou cronica, quando a agressdo ndo € resolvida,
mantendo a condicdo inflamatdria, a qual podera progredir para uma resposta imune adaptativa.
Ambas as respostas coordenam a retomada da homeostase dos tecidos (XU; LARBI, 2018;
TROWBRIDGE; EMLING, 1997).

Desse modo se torna evidente a relevancia e a necessidade da compreensao dos
mecanismos imunolégicos e das respostas inflamatorias, que por sua vez sdo fundamentais no
entendimento da patogénese de doencas complexas como a DPC, tendo em vista que a mesma
é intermediada pela resposta inflamatéria ao biofilme no local da infec¢do. Contudo, apesar de
ser uma infeccdo mista, existem constatacGes de que micro-organismos especificos estariam
relacionados com as formas progressivas da doenca, embora a presenca dos mesmos em
individuos nos quais a progressdo é ausente, atribua um papel preponderante a resposta imune
e aos processos inflamatdrios, uma vez que a presenca da bactéria é insuficiente para a
progressividade da doenca (CEKICI et al., 2014), sugerindo que a regulacdo dos mecanismos
imunoinflamatérios, juntamente com fatores ambientais, seriam 0s responsaveis pela
suscetibilidade a DPC (RETTORI et al., 2014; UITTO; OVERALL; MCCULLOCH, 2003;
SEYMOUR; GEMMELL, 2001; SEYMOUR, 1991).

Durante a infeccdo bacteriana se verifica o comparecimento de mediadores
imunolégicos, 0s quais atuam no desencadeamento dos processos inflamatorios mediante o
reconhecimento de produtos de micro-organismos gram-negativos como os LPS (VIEIRA,
2014), que estdo presentes no biofilme e induzem a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
como: interleucina 1p (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), fator de necrose
tumoral o (TNF-0) entre outros (PUMKLIN; BHALANG; PAVASANT, 2016; DI
BENEDETTO et al., 2013; LOOS et al., 2000).

Os processos imunoldgicos também recebem o apoio de outras moléculas como no caso
da familia de receptores Toll-Like (TLR - do Inglés: Toll-like Receptors - Receptores do Tipo

Toll), os quais sdo proteinas transmembrana de celulas fagocitérias. Esses receptores
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reconhecem o0s LPS em funcdo da capacidade de identificacdo de padrdes de moléculas
associados aos patdgenos (PAMPS - do inglés: Pathogen-associated Molecular Pattern) que
leva a expressao de genes relevantes para a defesa do hospedeiro (TSUKAMOTO et al., 2018;
TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003).

Desse modo, os LPS, TLRs e complexos proteicos atuam em uma cascata de sinalizacéo
para expressdo de genes de moléculas inflamatorias, por meio da ativacdo de uma transdugéo
de sinal indutora do fator nuclear kappa B (NFxB — do inglés: nuclear factor kappa B), que
desempenha funcio de fator de transcricio de mediadores inflamatérios (SEFORA-SOUSA;
DE ANGELIS-PEREIRA, 2013; JURK et al., 2002). E dessa forma, promove a coexisténcia de
inimeros moduladores imunoldgicos que atuam na mobilizagdo, na migracdo e na exsudagdo
de celulas fagocitarias no epitélio juncional e no sulco gengival (DI BENEDETTO et al., 2013;
TENG, 2003).

Em meio a variedade de mediadores se ressalta a presenca de citocinas pro-
inflamatorias, as quais se demonstram como um parametro em potencial a ser analisado, em
decorréncia de maior concentracdo das mesmas nos fluidos gengivais e no periodonto de
individuos doentes (TANAKA et al., 2014; EBADIAN et al., 2013). Entre essas, muitas tém
sido analisadas em relacdo a suscetibilidade para as doen¢as complexas, incluindo a DPC, visto
que se percebe um relativo interesse pela IL-1p, IL-6, IL-8, entre outras, as quais colaboram na
mobilizagdo de células de defesa (KORNMAN; PAGE; TONETTI, 1997) e, consequentemente,
na atividade proteolitica (IZADI BORUJENI; MAYER; EICKHOLZ, 2015) que ocorre na
auséncia dos inibidores enzimaticos reguladores, em funcdo do desequilibrio homeostatico, o
qual possibilita a degradacédo dos tecidos por enzimas proteoliticas (DE MORAIS et al., 2017).

Em sintese, entende-se que a resposta imunoldgica aos patégenos ocorre por meio de
mediadores inflamatérios que promovem a mobilizacdo de células de defesa, as quais
combatem a proliferacdo bacteriana. As citocinas também estimulam a producdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs - do inglés: Matrix Metalloproteinases) (HIENZ;
PALIWAL; IVANOVSKI, 2015; STABHOLZ, SOSKOLNE, 2010; MENG et al., 2007), assim
como a diferenciacgdo e ativacao osteoclastica (LEE et al., 2010; MIYAZAKI et al., 2000; JIMI
et al., 1999), de modo que possibilita a destruicdo tecidual e a reabsorcdo déssea (Figura 1).
Logo, se reconhece a relevancia dos mediadores pro-inflamatorios em doengas complexas
como a DPC, na qual se evidencia a destruicdo dos tecidos de sustentacdo dos dentes e a
reabsorcao 6ssea, que se estabelecem por intermédio da inflamacé&o crénica, a qual caracteriza
niveis elevados de mediadores pré-inflamatorios, que atuam em conjunto com a imunidade

adquirida e promovem a manutencéo e a progressao do quadro clinico.
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FIGURA 1. Progressdo dos eventos de patogénese que encaminham o quadro clinico da doenca periodontal
crénica.

2.4 Interleucina 1 beta

A IL-1p consiste em um polipeptidio ndo estrutural com cerca de 17kDa, precedido por
uma molécula de aproximadamente 35kDa (interleucina pro-inflamatoria prototipica 1)
codificado pelo gene IL1B, o qual possui 7 exons, localizados no bra¢o longo do cromossomo
2 (2914.1) (NATIONAL, 2020; HERZYK et al., 1992). Pertence a uma familia de citocinas
(IL-1F) composta por 11 representantes, dos quais se inclui a interleucina 1 Alfa (IL-1a) e 0
receptor antagonista (IL-1Ra) (DINARELLO, 2009). E considerada como um dos principais
mediadores da inflamacdo em funcéo da intensa participacdo nos processos pré-inflamatorios
da imunidade inata, possui atua¢do em varios tipos celulares, dos quais se incluem as células
que realizam reabsorgdo 0ssea, além de induzir um grande portfélio de genes (CANTORE et
al., 2014; DINARELLO, 2005; GEMMELL; MARSHALL; SEYMOUR, 1997).

A producéo da IL-1B ocorre devido a ativacao de processos da imunidade inata, de modo
gue o reconhecimento de patdgenos induz a sintese de citocinas pro-inflamatdrias. Subprodutos
dos microrganismos sdo reconhecidos por células inatas do sistema imune como macroéfago e
células dendriticas por meio dos receptores TLRs, 0s quais desencadeiam vias de sinalizagédo
que ativam NFkB que, por sua vez, estimula a produ¢ao dos mediadores pro-inflamatérios (1L-

1B, TNFa, IL-6 e IL-8) e regulacao positiva de moléculas co-estimulatorias (KYOTO, 2020a).



28

Conforme foi descrito, a sintese da IL-1p, dentre outras citocinas pro-inflamatorias,
ocorre por intermédio da expressdo de NFkB, ressaltando que em determinadas condi¢des 0
processo reverso acontece, de maneira que a IL-1p induz NFkB para amplificagdo da
inflamacéo. Considera-se que a via candnica para NFkB seja mediada pela IL-1p, TNFa ou
subprodutos bacterianos como os LPS, embora diferentes componentes possam induzir a sua
sintese. A interleucina 17, por exemplo, corresponde a um amplificador da resposta imune, de
maneira que estimula a producdo de NFxB em células TH17 (do inglés: Type 17 Helper
Lymphocyte — Linfocito Auxiliar Tipo 17) que, por sua vez, induz a sintese de citocinas pro-
inflamatorias. A interleucina 18 também colabora nos processos inflamatérios, sendo liberada
por células dendriticas, de modo que induz a liberagdo de NFkB em células TH1 (do inglés:
Type 1 Helper Lymphocyte — Linfdcito Auxiliar Tipo 1) (KYOTO, 2020a).

A IL-1p tem sido proposta como fator de risco em condigdes inflamatorias progressivas,
devido a sua participagéo efetiva na indugédo de mecanismos de destruigéo tecidual e reabsorgao
6ssea. Condi¢Bes como a artrite reumatoide, doenca inflamatéria intestinal e a DP caracterizam-
se pela desregulacdo do sistema imunoldgico, de forma que a ativacdo anormal de citocinas
pré-inflamatorias colabora com a destruicdo tecidual desempenhada por células imunologicas,
além da reabsorcdo 6ssea, no caso da artrite reumatoide e a DP (KYOTO, 2020a; HIENZ;
PALIWAL; IVANOVSKI, 2015; BENATTI et al., 2009).

O processo de reabsorcao 6ssea € desempenhando pelos osteoclastos, que consistem em
células multinucleadas formadas a partir da linhagem hematopoiética, mediante a diferenciacéo
de mondcitos e macrofagos. A expressdo dos fatores de diferenciacdo pode ser regulada por
diferentes vias e moléculas, contudo, os principais meios de sinalizacéo ocorrem por intermedio
da ativacdo de RANK (do Inglés: Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B - Receptor
Ativador do Fator Nuclear Kappa- B) ou pelo estimulo de mediadores imunolégicos (KYOTO,
2020a).

A IL-1p tém recebido destaque dentre os mediadores imunoldgicos reguladores da
osteoclastogenese, devido a sua participacdo direta, independente da ativacdo de RANK.
Anélises in vitro e in vivo tém demonstrado a integracdo da IL-1B com o desenvolvimento e
ativacdo do osteoclasto, de modo que induz a multinucleacdo e maturacdo de celulas
precursoras, as quais serdo potencialmente ativas para a reabsorcao éssea (LEE et al., 2010;
PARK, YIM, 2007; NUKAGA et al., 2004; MIYAZAKI et al., 2000; JIMI et al., 1999).
Adicionalmente, ressalta-se a capacidade indutora da IL-1p na produgdo de proteases que, em

se tratando da DPC, degradam os tecidos de sustentacdo dos dentes e a matriz extracelular
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(HIENZ; PALIWAL,; IVANOVSKI, 2015; TREVILATTO et al., 2011; BENATTI et al., 2009;
GENCO, 1992).

Estudos tém sido realizados com finalidade investigativa acerca da suscetibilidade
induzida por polimorfismos de genes da familia IL1 em individuos com doencas crénicas
inflamatorias. Pondera-se que variantes genéticas interfiram na regulacdo das citocinas
contribuindo para um perfil de suscetibilidade para condi¢des progressivas como a DPC
(MOREIRA et al., 2005; GALBRAITH et al., 1999; KORNMAN et al., 1997).

2.5 Interleucina 6

A IL-6 é uma proteina com cerca de 28kDa, expressa pelo gene IL6, o qual possui 6
exons, localizados no braco curto do cromossomo 7 (7p15.3) (NATIONAL, 2020;
REIHMANE; DELA, 2014; SNYDER et al., 2004). Apresenta uma caracteristica pleiotropica
que consiste em desempenhar diversas fungdes em diferentes tecidos como a producgédo de
proteinas de fase aguda, regulacéo da reabsorcao 0ssea, entre outras. Em condic¢des de infeccdo
ou reparo tecidual, a IL-6 desempenha papeis pro-inflamatorios, sendo expressa em varios tipos
celulares durante o desencadear das lesdes nos tecidos (KYOTO, 2020b; ZHANG et al., 2013;
MORINHA etal. 2011; IRWIN; MYRILLAS, 1998; MATSUKI, Y; YAMAMOTO, T; HARA,
K, 1992).

O processo de sintese da IL-6 ocorre em macrofagos ou em células T por intermédio de
uma transducdo de sinal desencadeada pelos TLRs de mondcitos ou macréfagos que
reconheceram a “assinatura biologica” de um patdégeno (PAMPS). Por fim, o processo estimula
diversas vias de sinalizagéo, inclusive a do NF«B, que constitui em um fator de producéo para
citocinas inflamatdrias como, por exemplo, a IL-6. Moléculas como TNF-a e a IL-1B também
ativam fatores de transcricdo para IL-6 (KYOTO, 2020b; TANAKA; NARAZAKI,;
KISHIMOTO, 2014).

Durante o processo inflamatorio, a sintese de moléculas como a proteina C reativa,
amiloide sérico A, fibrinogénio, hepcidina, RANKL (do Inglés, Receptor Activator of Nuclear
Factor Kappa-B Ligand - Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa-B Ligante), entre outras,
conferem a versatilidade da IL-6 e representam a capacidade ampla de acdo da mesma, que
inclui a sinalizacdo para a atividade imunologica, diferenciacéo e proliferacéo de células imunes
e ndo imunes, inibicdo de substancias, producdo de anticorpos (imunidade adquirida) e

desenvolvimento de células T efetoras. Contudo, a atividade pleiotrdpica da IL-6 podera causar
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o0 desenvolvimento de varias doengas, quando se tem uma producdo continua ou desregulada
desta citocina (TANAKA; NARAZAKI, M.; KISHIMOTO, 2014).

O aumento das concentragdes da IL-6 nos tecidos intensifica a sintese de diversas
moléculas que, por sua vez, desencadeiam o desregulamento de diferentes processos
correlacionados ou ndo, os quais poderdo gerar um quadro patoldgico. Isso se mostra factivel
ao considerarmos que o excesso de fibrinogénio é relacionado com o risco cardiovascular; e
que a hepcidina, em grandes concentracfes, poderd causar anemia de inflamacédo; e que o
RANKL, em guantidade elevada, podera causar osteoporose, em funcédo de alta diferenciacéao
de osteocléstos (TANAKA; NARAZAKI, M.; KISHIMOTO, 2014).

Muitos estudos tém avaliado a associacdo dos SNPs do gene IL6 com o desenvolvimento
de varias enfermidades com o perfil autoinflamatério, incluindo a DPC (CHATZOPQULOS et
al., 2018; SOUZA et al., 2008; SAINZ et al., 2008; IRWIN; MYRILLAS 1998). Acredita-se
que o dano tecidual observado na doenca esteja associado com os niveis elevados da IL-6, e
que o perfil genético individual estaria relacionado com o aumento da expressdo do gene IL6.

2.6 Interleucina 8

A IL-8 é um mediador quimiotatico de 8kDa, codificado pelo gene CXCL8 e localizado
no cromossomo 4 (4q13.3) (NATIONAL, 2016; LI JEON et al., 2002). E responsavel pela
migracdo e ativacdo de leucdcitos e, principalmente, neutrofilos (UNIPROT, 2020;
KAWASHIMA et al., 2013; LARSEN et al., 1989). Figura-se como um membro da familia das
qguimiocinas que constitui um grupo de pequenas citocinas com peso molecular entre 7 e 15kDa
(PALOMINO; MARTI, 2015).

Durante as reacdes imunologicas, a IL-8 desempenha um papel importante na inicia¢ao
e amplificacdo de reacdes inflamatorias agudas, processos de inflamacéo crénica (BORILOVA
LINHARTOVA et al., 2013) e na promogdo do metabolismo oxidativo (KYOTO, 2020c;
SHEN et al., 2013; ZWAHLEN; WALZ; ROT, 1993). E produzida principalmente por
mondcitos e macrdfagos estimulados pela IL-1, TNF-a, NF«kB, entre outros (NOLAN et al.,
2013; ELLIOTT et al., 2001; BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1994).

Em condi¢Ges como artrite reumatoide, psoriase, assim como doengas pulmonares,
ocorre uma expressdo demasiada da IL-8 que, em conjunto com outros mediadores, causam 0
quadro inflamatério cronico (KYOTO, 2020c; PALOMINO; MARTI, 2015). Neste contexto,

IL-8 representa um risco, em fungéo do recrutamento de neutrofilos, os quais denotam um dano
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potencial dos tecidos, em razdo da expresséo de proteases que degradam a matriz conjuntiva
dos tecidos (HIRSCHFELD, 2020).

Em se tratando da DP, a IL-8 se mostra como um objeto relevante de estudo, uma vez
que se trata de uma condicdo inflamatoria recorrente que exibe dano tecidual progressivo, o
qual poderia se relacionar com o numero elevado de neutréfilos nos tecidos gengivais e a
consequente atividade proteolitica associada aos mesmos, em decorréncia do aumento da
concentracdo de proteases (HIRSCHFELD, 2020). Desse modo, em funcéo das particularidades
mencionadas, estudos tém sido realizados com a finalidade de avaliar a relagdo do perfil
genético para o gene CXCL8 com o desenvolvimento e/ou progressdo de condi¢fes cronicas
inflamatorias como, por exemplo, as doengas periodontais (BISHU et al., 2018; FINOT] et al.,
2017; CUI; ZHAO; GUO, 2016; KANG et al., 2009).

2.7 Aspectos Genéticos

Conforme as informacdes descritas ao longo do texto, as doencas periodontais se
caracterizam etiologicamente como enfermidades multifatoriais e de variacdo continua, que
envolvem uma série de fatores em sua suscetibilidade e expressdo do quadro clinico como 0s
fatores microbioldgicos, comportamentais, ambientais, sistémicos e genéticos (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; LAINE et al., 2013; MORINHA et al., 2011,
MENG et al., 2007). Contudo, ainda ndo se tem uma plena compreensdao dos mecanismos
subjacentes a doenca, uma vez que as analises que relacionam os fatores entre si sao ausentes
ou escassas (YOSHIE et al., 2007; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006).

Considera-se que pesquisas voltadas para a identificacdo antecipada dos fatores
poderiam colaborar no reconhecimento de individuos propensos, sendo 0s aspectos genéticos e
epigenéticos sugestivos, em funcao da possibilidade de adequacdo aos parametros descritos.
Acredita-se que estes estudos viabilizem o diagndstico preventivo e modelos de terapia
personalizados (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; KINANE; HART,
2003).

Pesquisas em biologia molecular tém reportado o papel preponderante dos genes que
regulam mediadores inflamatdrios sobre a propensdo e progressdo da DP em humanos
(DIVARIS et al., 2013; MENG et al., 2007;). Variantes alélicas, que alteram a suscetibilidade
as doencas, tém sido observadas, de modo que se constituem como um dos principais fatores
de causa para as enfermidades complexas, as quais se manifestam como mudancas suaves que

alteram levemente a expressdo ou funcdo de um produto genético (GOICOECHEA DE JORGE
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et al. 2018; RESEARCH, 2005; KINANE; HART, 2003). Essas variantes sao denominadas de
polimorfismo genético quando representam uma frequéncia maior ou igual a 1% em uma
populacédo (VIJAYALAKSHMI et al., 2010).

As variantes polimorficas sdo resultantes de diferentes tipos de mutacGes e podem se
manifestar em formas distintas, as quais sdo usualmente referidas, conforme a alteragéo que
sofreram. O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) é considerado a forma mais comum,
sendo também o mais simples, em funcgéo de ocorréncia de uma Gnica mutacdo de base em uma
sequéncia de DNA, a qual substitui um nucleotideo por outro (TABA; SOUZA; MARIGUELA,
2012). Essas variantes genéticas se demonstram relativamente frequentes nas populacdes,
apesar dos perfis baixos de penetréncia, sendo frequentemente avaliados em estudos de
associacdo ampla do genoma (PEREIRA et al., 2018).

Os SNPs se demonstram como potenciais marcadores de suscetibilidade, uma vez que
as frequéncias de genotipos ou alelos podem destoar entre um grupo doente e um grupo
saudavel em um conjunto amostral ou populacional de individuos. Considera-se que exista a
possibilidade do emprego de analises funcionais para os genes relacionados com a doenca, com
0 propdsito de investigar o papel dos mesmos na etiologia e patogénese da enfermidade
(SCHAFER; JEPSEN; LOOS, 2011; VIJAYALAKSHMI et al., 2010; LOOS; JOHN; LAINE,
2005).

Pesquisadores sugerem que varios SNPs estdo relacionados com o desenvolvimento de
doencas comuns, as quais também demonstram um perfil genético complexo como no caso da
DPC (CHATZOPOQULOS et al., 2018; AMAYA et al., 2013; TREVILATTO et al., 2011).
Presume-se que um Unico SNP ndo seria determinante na suscetibilidade a doenca, em razdo de
que 0 mesmo pode ser detectado em individuos saudaveis ou de baixo risco (TABA; SOUZA,;
MARIGUELA, 2012; SCHAFER; JEPSEN; LOOS, 2011; MICHALOWICZ, 1994).

Os polimorfismos também podem ser distinguidos entre variantes alélicas de diferentes
loci, as quais podem ocorrer em proximidade fisica em um cromossomo, 0 que caracteriza um
haplo-grupo (haplotipo), uma vez que estes, sdo herdados em conjunto e sem permuta, entre oS
cromossomos parentais (SCAREL-CAMINAGA et al., 2011). Adicionalmente, ainda existe a
possibilidade de haplétipos de SNPs em genes ou seguimentos de DNA, 0s quais também
demonstram a auséncia de permuta, decorrente da proximidade dos polimorfismos. Portanto,
implica-se que os polimorfismos ou alelos também possam atuar em conjunto na predisposi¢éo
a doenca, por intermédio de um ou mais haplotipos de suscetibilidade (HASHIMOTO et al.,
2005).
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Complementarmente, também se verifica outras possibilidades de combinages, as
quais podem ocorrer entre loci de diferentes cromossomos, ou seja, loci separados, uma vez
que cada variante por si SO €, geralmente, incapaz de causar a doenca. Entende-se que algumas
combinagbes possam gerar genotipos que aumentem a probabilidade de desenvolver um
fendtipo caracteristico para determinada condicdo. Isso decorre da formacdo de arranjos
especificos entre os polimorfismos (VIJAYALAKSHMI et al., 2010; GONZALES et al., 2004).

Considera-se pertinente o envolvimento dos mediadores mencionados ao longo do texto,
com a DPC, uma vez que 0s mesmos, possuem genes polimorficos em suas sequencias de DNA
(SCAREL-CAMINAGA et al., 2011; PARKHILL et al., 2000; HART; KORNMAN, 1997,
MICHALOWICZ, 1994). Pressupde-se que os polimorfismos ou haplétipos de SNPs de genes
como o IL1B, IL6 e CXCL8 (SCAREL-CAMINAGA et al., 2011; DE BARROS;
FIGUEREDO; FISCHER, 2006) estariam causando alteraces nos padrdes de regulacdo e
fungéo de seus produtos proteicos, os quais poderiam influenciar na inflamag&o crénica dos
tecidos de sustentacdo dos dentes (DE BARROS; FIGUEREDO; FISCHER, 2006).

Um dos polimorfismos mais inferidos é o rs1143634 do gene IL1B (IL-1pB), o qual foi
objeto de estudo das primeiras pesquisas que analisaram a associa¢do de SNPs com a DPC. O
mesmo esteve relacionado com a suscetibilidade a DPC em alguns trabalhos (MOREIRA et al.,
2005; GALBRAITH et al.,, 1999; KORNMAN et al., 1997). Contudo, dados de estudos
posteriores contrapuseram as constatagfes das publicagdes mais antigas, 0 que gerou
desacordos entre os pesquisadores, uma vez que nao houve associacao entre o polimorfismo e
a doenca (SAKELLARI et al., 2006; ANUSAKSATHIEN et al., 2003).

Em razdo disso, outros SNPs foram pesquisados em nivel de associacdo com diferentes
tipos de doengas periodontais como o rs1800795 (PRAKASH et al., 2014) e rs1800796
(HANAI et al., 2015), ambos localizados no gene IL6, os quais se demonstraram relacionados
com as enfermidades (DE BARROS; FIGUEREDO; FISCHER, 2006; TREVILATTO et al.,
2003). Todavia, estas constatacfes ndo se mostraram resilientes entre os pesquisadores, em
funcdo dos resultados dispares de outros estudos, 0s quais ndo se sobrepunham
(CHATZOPOULOS et al., 2018; ZHANG et al., 2013; HOLLA et al., 2004).

Publicagdes que inferiam outras variantes, sejam essas com o0 gene IL6 ou em outros
genes de citocinas, continuaram a ocorrer de modo que se estabeleceu um plantel de marcadores
moleculares plausiveis para a DPC (BISHU et al., 2018; CUI; ZHAO; GUO, 2016; KANG et
al., 2009; HOLLA et al., 2004). Entre os possiveis genes candidatos, verificou-se o gene CXCL8
(IL-8), o qual também tem sido objeto de pesquisas, mediante a analise de seus polimorfismos

em relagdo a predisposi¢cdo com as doencas periodontais (ANDIA et al., 2013; BORILOVA
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LINHARTOVA et al., 2013) como no caso rs4073 e do rs2227306 (NI et al., 2017). Contudo,
nem todos os SNPs do gene CXCL8 tém sido empregados em anélises de suscetibilidade a
doengas comuns como no caso do rs2227539, o qual se localiza em uma regido intronica que,
possivelmente, desempenha um papel regulatorio na expressao de genes mediante 0s processos
de Splicing alternativo. Considera-se que a presenca do polimorfismo poderia gerar alelos
diferentes, semelhante a outras pesquisas que envolveram outros genes e polimorfismos
(QADDOURAH et al., 2014; WANG et al., 2011; JU et al., 2010; GREENWOOD; KELSOE,
2003).

Desse modo, a continuidade de novas investigagdes direcionadas a analise de
marcadores genéticos de susceptibilidade para doencas comuns, incluindo a DPC, ainda se
fazem necessarias. Salienta-se que estes marcadores bioldgicos se constituem como uma
ferramenta biotecnoldgica que podem contribuir para a consolidacdo de novos servigos na area

da saude, além de colaborar na compreensao da diversidade genética da populagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Investigar o envolvimento de polimorfismos dos genes IL1B, IL6 e CXCLS8, assim
como aspectos sociodemogréaficos e de estilo de vida, com a suscetibilidade a doenca

periodontal crénica em um grupo de voluntérios goianienses.

3.2 Objetivos Especificos

e Observar se ocorrem diferencas na distribuicdo genotipica dos SNPs rs1143634,
rs1800795, rs1800796, rs4073, rs2227306 e rs2227539 nos grupos estudados;

e Verificar se existem diferencas na distribuicdo das variantes alélicas dos SNPs
rs1143634, rs1800795, rs1800796, rs4073, rs2227306 e rs2227539 nos grupos
estudados;

e Auvaliar a distribuicdo haplotipica dos SNPs dos genes IL6 e CXCL8 entre 0s grupos
estudados;

e Investigar a existéncia de relacdo dos aspectos sociodemograficos e/ou de estilo de
vida com a suscetibilidade a doenca periodontal crénica;

e Analisar a influéncia das variaveis genéticas na predicdo e aumento do risco para

doenca periodontal crénica.
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4 MATERIAS E METODOS

O presente estudo consistiu em uma investigacdo observacional do tipo caso-controle,
realizada no Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da Escola de Ciéncias Agrarias e Biologicas
da Pontificia Universidade Catélica de Goids (PUC Goias) e no Laboratério de Mutagénese
(LABMUT) da Universidade Federal de Goias (UFG), que foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa da PUC Goids (N° de protocolo: 201210267001140). Os individuos, que se
dispuseram voluntariamente em participar, assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE 1), e responderam um questionario sobre o estilo de vida
(APENDICE II).

4.1 Descricédo do Grupo Amostral

A amostragem foi de carater ndo probabilistico, constituida por amostras de
conveniéncia oriundas de cinquenta e um individuos com DPC (caso) e cento e um individuos
saudaveis (controle), os quais residiam no municipio Goiania. Os participantes que se
voluntariaram foram catalogados segundo o sexo, a idade, o consumo de alcool e a higiene oral.
A menoridade civil e o tabagismo foram adotados como critérios de exclus&o.

A restricdo dos individuos tabagistas foi realizada com o proposito de filtrar a analise,
uma vez que consiste em uma caracteristica indutora ou pertinente com o risco de afeccéo
(OJIMA; HANIOKA, 2010). Isso permitiu avaliar os aspectos genéticos sem a interferéncia de
um fator indutor, embora ocorram limitacGes para tal tentativa, em funcdo de impedimento da

restricdo de outras caracteristicas como, por exemplo, o etilismo.

4.2 Avaliacdo pelo Exame Periodontal

Os voluntarios deste estudo foram submetidos ao exame clinico denominado de
periograma, o qual foi realizado por um odontologista especializado em periodontia, que
utilizou uma sonda periodontal milimetrada (modelo semelhante ao 621 da OMS) e espelhos
bucais. Empregou-se o modelo de indice periodontal comunitério (IPC) (BRASIL, 2001) como
parametro de diagndstico.

As sondas periodontais utilizadas possuiam uma ponta esférica com 0,5mm de diametro
e uma faixa preta entre 3,5 e 5,5mm, além de anéis com marcacgdes de 8,5 e 11,5mm. Durante

a sondagem, a boca foi delineada em seis sextantes para verificacdo de cada dente (dos
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sextantes), os sitios com maior profundidade foram priorizados para o diagndstico da doenca
(OLIVEIRA et al. 2015; MOIMAZ et al. 2006).

A perda de insercdo clinica de dois ou mais sitios se caracteriza como um dos principais
critérios de diagnostico para periodontite, a qual foi classificada em até trés estagios ou niveis
de severidade, conforme a profundidade de sondagem, sendo: de até 4mm para o Estégio I,
5mm para o Estigio Il e >6mm para o Estagio Il e para o Estagio IV (STEFFENS;
MARCANTONIO, 2018). E importante ressaltar que no diagndstico para Estagio IV se inclui
a avaliacdo de outros aspectos, 0s quais ndo puderam ser empregados no presente estudo em

funcdo de limitacGes logisticas.

4.3 Obtencao das Amostras e o Isolamento do DNA Gendmico

As amostras bioldgicas foram obtidas via coleta de 4mL de sangue periférico em tubos
contendo etilenodiamino tetra-acético (EDTA), realizada por profissional habilitado. O DNA
foi extraido a partir do sangue total, utilizando os kits Ilustra Bloond Genomic Mini Spin® (GE
healthcare, UK) e AxyPrep Blood Genomic PrepTM (Axygen Biosciences, EUA), conforme as
orientacOes dos fabricantes.

4.4 ldentificacdo do Polimorfismo rs1143634 - PCR-RFLP

A partir do DNA extraido foi realizada a reacdo de PCR (do inglés: Polymerase Chain
Reaction - Reacdo em Cadeia da Polimerase) e, posteriormente, a de RFLP (do inglés:
Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos
de Restricdo), conforme o método descrito por Moreira e colaboradores (2005). Durante o
método, o DNA isolado foi amplificado por intermédio da PCR, e o0s seus produtos de reacao
foram fragmentados pelo método de RFLP, em um momento posterior. As sequéncias dos
primers usados para a PCR e os sitios de restricdo para a RFLP, utilizados neste estudo, estdo
presentes na Tabela 1. E importante ressaltar que a sequéncia alvo encontra-se no sentido
3’—-5’.
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TABELA 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) e os fragmentos de restricdo do amplicon de
194pb, referente ao SNP rs1143634 do gene IL1B.

IL1B Sequéncia (5" — 3’) Fragmentos
Primers 5’-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3
51143634 194pb
5’-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’
RELP Alelo 1 TCGA 97, 85, 12pb
Alelo 2 TCGA 182, 12pb

As reacdes de PCR ocorreram nas seguintes condigdes: tampdo de PCR (10mM Tris-
HCI [pH 8,8], 1,5mM MgClz, 50mM KCly, 0,1% Triton X-100); 1mM MgCl,; 0,2mM de
dNTPs; 2,0U de Tag DNA polimerase e 2M de primers. As condi¢bes de termociclagem da
PCR foram de um ciclo de desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C
por 30 segundos, uma extensdo final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos da reacdo foram submetidos a separacdo, em campo elétrico, constante de
10V/cm em um gel de agarose a 1,5% em Tri-Acido-Borico-EDTA (TBE). A visualizagdo do
DNA foi possivel mediante a coloracdo do gel de agarose (Figura 2) em solucéo de brometo de
etidio a Spug/mL. As imagens foram obtidas por meio da captura em video documentador Gel
Doc XR+ Gel Documentation System (BioRad, EUA).

FIGURA 2. Produtos de PCR de 194pb em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio.

Os produtos da PCR foram encaminhados para a rea¢do de RFLP, sendo tratados com a
enzima Tagql® (Invitrogen, EUA) a 65°C por 1 hora, para digestio enzimatica. Posteriormente,
os fragmentos de 12pb + 85pb + 97pb (alelo 1) e 12pb + 182pb (alelo 2) foram obtidos por
meio de separacédo eletroforética em gel de poliacrilamida a 8% e, em seguida, corados com

nitrato de prata a 0,1% (Figura 3).
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FIGURA 3. Gel de poliacrilamida a 8%, expondo os fragmentos de restricdo do produto de PCR. Alelo 1 (Al) =
12pb + 85pb + 97pb e alelo 2 (A2) = 12pb + 182pb, correspondendo a C e T, respectivamente. O fragmento de
12pb n&o foi detectado para esta metodologia.

4.5 Rastreamento dos SNPs rs1800795, rs1800796, rs4073, rs2227306 e rs2227539

A genotipagem dos SNPs rs1800795, rs1800796, rs4073, rs2227306 e rs2227539
ocorreu por meio do método de PCR quantitativa em tempo real (QPCR), que compreende um
procedimento de alta sensibilidade para determinar a presenca ou auséncia de regides
especificas (HOLLAND et al., 1991). No decurso do método, empregou-se sondas Tagman® e
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), seguindo a orientacdo do
fabricante.

Durante a qPCR, sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) rastreiam a
regido polimorfica de interesse, enquanto que as sondas TagMan®, confeccionadas para cada
variante alélica, competem pelo anelamento com os alelos da regido, em um mix de reacdo. A
sonda que anelar com a sequéncia alvo é degradada por intervencdo da atividade exonuclease
5’— 3’ da DNA polimerase, a qual gera a emissdo de um sinal de fluorescéncia, decorrente da
composic¢do da sonda. O sinal emitido é detectado pelo filtro optico do termociclador, o qual
possibilita a quantificacdo em tempo real da amplificacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).
A Figura 4 mostra um exemplo da discriminacéo de alelos com a marcacdo VIC e FAM e a
genotipagem realizada em um termociclador Applied Biosystems StepOnePlus™ Real Time
PCR Systems (Applied Biosystems, EUA).
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Os parametros de termociclagem foram preestabelecidos pelo fabricante por meio do
manual Custom TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystem®). A reacio configurou-
se em uma desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 1 minuto a 60° para anelamento e extensdo, empregando 0s componentes

apresentados na Tabela 2.
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FIGURA 4. Representacdo grafica da distribuicdo dos gendétipos de rs1800795 do gene IL6 ap6s a reacdo de gPCR.
Legenda: Circulos vermelhos = Homozigotos para citosina; Circulos verdes = Heterozigotos guanina/citosina;
Circulos azuis = Homozigotos para guanina; Quadrado Preto = Controle Negativo.
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TABELA 2. Componentes da reacdo de qPCR, volume e concentracéo final na mistura.

Componentes Volume Concentracéo Final
TagMan Master Mix 5,0uL 1X
SNP Genotyping Assay 0,5uL 10X
H20 Milli-Q 3,5uL NA
Amostra de DNA 1,0pL 20ng/pL
Volume Final 10pL

As sequéncias de oligonucleotideos marcadas com fluoréforos (sondas) para as reacdes
de gPCR estdo disponiveis para a visualizacdo na Tabela 3. Vale ressaltar que todas as sondas

foram construidas no sentido 5°—3’.

TABELA 3. Relacéo das sondas usadas nas rea¢des de qPCR para a obten¢éo do padréo polimérfico das variantes.

Gene SNP Sequéncia contexto [VIC®/FAM®]

ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTT
IL6 rs1800795 GC[C/G]ATGCTAAAGGACGTCA
CATTGCACA
ATGGCCAGGCAGTTCTACAAC
IL6 rs1800796 AGCC[C/G]JCTCACAGGGAGAGC
CAGAACACAGA
TTATCTAGAAATAAAAAAGCA
CXCL8 rs4073 TACA[A/TITTGATAATTCACCA
AATTGTGGAGC
AACTCTAACTCTTTATATAGGA
CXCL8 rs2227306 AGT[C/T]GTTCAATGTTGTCAGT
TATGACTGT
ATCTTAGCAGTCAATTAATGTT
CXCL8 rs2227539 AAA[AITITGAAGATTTAGAAAA
AACTATATAT

VIC®/FAM® - fluordforos de aproximadamente 551 e 517nm, respectivamente.

4.6 Andlise dos Dados e Interpretacdo dos Resultados

Os dados obtidos foram tabulados no Microsoft Office Excel, 2016, e submetidos aos
testes estatisticos nos softwares IBM SPSS®, versdo 21.0.0 (IBM Corporation, EUA) e o BioEstat,
versdo 5.3. As analises foram realizadas em um intervalo de confianca (IC) de 95%, em um
nivel de significancia de <0,05. Em razéo do perfil das varidveis, testes ndo paramétricos foram

empregados, quando necessarios.
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Os gendtipos foram submetidos ao célculo de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
para verificar a hipotese de equilibrio génico. Os mesmos foram, posteriormente, ajustados em
funcdo do alelo de menor frequéncia (alelo de risco), segundo o banco de dados de SNPs
(NATIONAL, 2020), para os célculos de inferéncia. A distribuicdo dos dados genéticos,
sociodemogréficos e de estilo de vida foram inferidas entre os grupos estudados mediante ao
teste Qui-Quadrado.

Os testes de Proporcdo e odds ratio foram calculados. No caso do primeiro, para a
comparacdo de uma ou mais partes de uma determinada variavel entre os grupos, via Qui-
quadrado. Em se tratando do segundo, para estimar associagdo positiva entre um fator e o evento
da doenca, com base no incremento observado no risco.

A Regressdo Logistica Binaria foi empregada para obtencdo de modelos equacionais
explicativos da relacdo dos fatores genéticos com a doenca, verificando-se a predicdo de
genotipos, que continham os SNPs avaliados neste estudo, sobre a varidvel dependente (DPC).
As abordagens incluiram tanto modelos com uma Unica varidvel independente (Gnico SNP) por
vez, assim como uma modelagem combinada entre duas variaveis independentes (fator
interacdo entre dois SNPs), quando necessario.

Por fim, as frequéncias haplotipicas foram obtidas por meio do software Arlequin,
versdo 3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) e submetidas a analise do Qui-Quadrado
(comparacdo entre os grupos). A andlise de desequilibrio de ligacédo foi realizada por meio do
software Haploview versdo 4.2 (BARRETT et al., 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados clinicos e sociodemogréaficos obtidos se encontram disponiveis na Tabela 4, a
qual mostra as frequéncias e distribuicdes das variaveis entre os controles e os individuos com
DPC. O parametro clinico utilizado descreveu o nivel da perda de inser¢do e o estagio da
doenca.

TABELA 4. Valores quantificados das variaveis sociodemograficas, estilo de vida, aspectos clinicos entre os
grupos estudados e seus respectivos valores de p (quando aplicéveis).

Caracteristicas Grupos
Controle DPC
n (%) n (%) P
Masculino 47 (46,5%) 23 (45,1%)
Sexo o 1,00
Feminino 54 (53,5%) 28 (54,9%)
<20 20 (19,8%) 14 (27,5%)
20-30 51 (50,5%) 28 (43,1%)
Idade 0,50¢
31-40 11 (10,9%) 8 (15,7%)
>41 19 (18,8%) 7 (13,7%)
) Etilista 62 (61,4%) 27 (52,9%)
Consumo de Alcool o 0,40¢
Néo Etilista 39 (38,6%) 24 (47,1%)
_ Sim 62 (82,7%) 15 (65,2%)
Uso do Fio Dental B} 0,08¢
Néo 13 (17,3%) 8 (34,8%)
) 1x/dia 1(1,4%) 1 3 (14,3%) » 0,04¢
Freq. Escovagdo .
>2x/dia 68 (98,6%) 1 18 (85,7%) » 0,01
Nivel Clinico de perda de 1-2mm (4mm)* i 26 (51,0%) i
Insercéo (Profundidade de
Sondagem) 3 - 4mm (5mm)°® - 20 (39,2%) -
> 5mm (6mm)° - 5 (9,8%) -

a: Estégio I; b: Estagio Il; c Estagio I11; d: valor de p da analise da distribui¢do (Qui-Quadrado); e: valor de p do
teste de proporg¢do (Qui-Quadrado), onde cada numero subscrito(s, 2) indica um subconjunto de grupo; n: valores
contados entre os grupos referente as variaveis analisadas; p: probabilidade das diferencas (ou efeito) observadas
entre 0s grupos serem devido ao acaso.

Os resultados indicaram a auséncia de efeito das variaveis sexo, idade, etilismo e uso do
fio dental na causalidade & DPC. Diferengas significativas foram observadas em se tratando da
distribuicdo das frequéncias de escovagdo (p=0.04), detectando-se uma tendéncia significativa
(p=0.01) no acometimento da doenga por parte dos individuos, que escovam menos de duas
vezes ao dia. Desse modo, entende-se que a frequéncia de escovagdo maior ou igual a duas
vezes ao dia influencia na diferenciacéo entre 0s grupos, se mostrando uma variavel importante
na DPC.
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O impacto dos fatores ambientais na propensdo a DPC é amplamente reconhecido.
Aspectos como condicGes de higiene bucal (placa bacteriana), tabagismo, estresse e fatores
sistémicos podem intensificar o quadro inflamatério da doenca (STABHOLZ et al, 2010). A
visdo difundida na comunidade cientifica reconhece o papel relevante da higiene oral na
prevencdo da DPC, sendo a placa bacteriana resultante da higiene oral limitada e pouco
frequente (DEVJI, 2017). Vale ressaltar que os niveis de placa tém sido relacionados a
propensdo a doenca, embora isso ndo se aplique, de forma restrita, a todos os tipos de
periodontite (STABHOLZ et al, 2010).

No presente estudo, os parametros de higiene bucal utilizados foram categéricos, de
forma que foram avaliadas as taxas de frequéncia de escovacao e uso do fio dental, obtendo-se
resultados que corroboraram com pensamento cientifico vigente. Os dados obtidos reforcaram
a importancia dos habitos de higiene oral na preven¢do a DPC, posto que a escovagdo pouco
frequente esteve estatisticamente associada a doenca, conforme os resultados de outros
trabalhos, os quais obtiveram constatacdes semelhantes, além da deteccdo do aumento do risco
entre duas a cinco vezes mais, referente a higiene oral pobre (LERTPIMONCHAI et al., 2017;
ZIMMERMANN et al., 2015).

E importante ressaltar o papel da higiene oral na progressdo a DPC, uma vez que 0
avanco acelerado da perda Ossea pode decorrer de uma baixa regularidade nos habitos de
escovacao e uso do fio dental, que reflete na longevidade e sucesso dos tratamentos (AMOO-
ACHAMPONG et al., 2018; DEVJI, 2017; GREENE, 1963). Reporta-se que a reducao do risco
foi observada em consequéncia de uma escovacao regular por Lertpimonchai e colaboradores
(2017).

Em relacdo a investigacdo dos aspectos genéticos, a distribuicdo das frequéncias
genotipicas (ndo ajustada) e alélicas foram estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
grupos para 0s SNPs rs1143634 (IL1B) e rs2227539 (CXCL8). Estes apresentaram maiores
frequéncias dos gendtipos contendo o alelo de risco no grupo DPC. A Tabela 5 expde os
resultados das andlises de distribuicdo (gendtipos e alelos) e do HWE.



TABELA 5. Frequéncia genotipica e alélica dos grupos para cada SNP estudado, valores de p referente a analise

do HWE e ao teste Qui-Quadrado (analise da distribuicéo).

Grupos
Controle DPC
SNP n (%) n (%) P
rs1143634
Genotipo
CC 68 (67,3%) 25 (49,0%)
CT 26 (25,7%) 23 (45,1%) 0,05*
TT 7 (6,9%) 3 (5,9%)
Alelos
C 162 (80,2%) 73 (71,6%) 0.08
T 40 (19,8%) 29 (28,4%) '
HWE (p) 0,06 0,73
rs1800795
Gendtipo
GG 39 (38,6%) 13 (25,5%)
GC 55 (54,5%) 34(66,7%) 0,27
CcC 7 (6,9%) 4 (7,8%)
Alelos
G 133 (65,8%) 58 (58,8%) 021
C 69 (34,2%) 41 (41,2%) ’
HWE (p) 0,05* <0,05*
rs1800796
Genétipo
GG 60 (59,4%) 21 (41,2%)
CG 40 (39,6%) 30 (58,8%) 0,07
CC 1 (1,0%) 0 (0,0%)
Alelos
G 160 (79,2) 72 (70,6) 0.10
C 42 (20,8) 30 (29,4) '
HWE (p) 0,06 <0,05*
rs4073
Genétipo
AA 25 (24,8%) 17 (33,3%)
AT 50 (49,5%) 22 (43,1%) 0,53
TT 26 (25,7%) 12 (23,5%)
Alelos
A 100 (49,5%) 56 (54,9%) 0.40
T 102 (50,5%) 46 (45,1%) ’
HWE (p) 1,00 0,40
rs2227306
Gendtipo
CcC 53 (52,5%) 22 (43,1%)
CT 41 (40,06%) 24 (47,1%) 0,52
TT 7 (6,9%) 5 (9,8%)
Alelos
C 147 (72,8%) 68 (66,7%) 0,30
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T 55 (27,2%) 34 (33,3%)
HWE (p) <0,05* <0,05*
rs2227539
Gendétipo
TT 79 (78,2%) 32 (62,7%) 0.04*
TA 22 (21,8%) 19 (37,3%) '
Alelos
T 180 (89,1%) 83 (81,4%) 0.06
A 22 (10,9%) 19 (18,6%) ’
HWE (p) 0,60 0,18

n: valores contados entre os grupos referente aos gendtipos de cada SNP analisado; p: probabilidade das diferencas
(ou efeito) observadas entre os grupos serem devido ao acaso; *: valor de p significativo (<0,05).

Os gendtipos ajustados em funcdo do alelo de risco das variantes rs1143634 (IL1B),
rs1800796 (IL6) e rs2227539 (CXCL8) também apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05)
na distribuicdo entre os grupos. As frequéncias se dispuseram semelhante as analises nao
ajustadas (genotipos), de maneira que os gendtipos que continham os alelos de risco mostraram-
se prevalentes no grupo DPC. Esses resultados se fazem relevantes, visto que 0s genotipos sdo
de individuos da mesma populacéo, e foram agrupados segundo o diagndstico para DPC. Desse
modo, colaborando com a possibilidade de associacéo de gen6tipos e/ou alelos com a propensédo
a doenca. Os dados de distribuicdo e frequéncia dos genotipos (ajustados em funcéo do alelo de

risco) encontram-se na Tabela 6.

TABELA 6. Frequéncia genotipica ajustada em funcdo do alelo de risco e valor de p obtido da andlise de
distribuicdo (Qui-Quadrado).

Grupos
" Controle DPC
SNP Genotipo n (%) n (%) p

cC 68 (67,3%) 25 (49,0%)

rs1143634 0,03*
CT/T 33 (32,7%) 26 (51,0%)
GG 39 (38,6%) 13 (25,5%)

rs1800795 0,11
GC/CC 62 (61,4%) 38 (74,5%)
GG 60 (54,4%) 21 (41,2%)

rs1800796 0,03*
GC/CC 41 (40,6%) 30 (58,8%)
AA 25 (24,8%) 17 (33,3%)

rs4073 0,26
AT/TT 76 (75,2%) 34 (66,7%)
CcC 53 (52,5%) 22 (43,1%)

rs2227306 0,27
CT/aT 48 (47,5%) 29 (56,9%)

1s2227539 TT 79 (78,2%) 32 (62,7%) 0.04*

TA/- 22 (21,8%) 19 (37,3%) ’

n: valores contados entre os grupos referente aos gendtipos de cada SNP analisado; p: probabilidade das diferencas
(ou efeito) observadas serem devido ao acaso.
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As frequéncias de haplotipos do gene IL6 (rs1800795 e rs1800796), assim como para 0
gene CXCL8 (rs4073, rs2227306 e rs2227539) ndo demonstraram diferencas na distribuicéo
(p>0,05) entre os grupos. O desequilibrio de ligacdo também nédo foi constatado entre as
variantes mencionadas. Assim, ndo houve deteccdo de indicios com a hipéGtese de
suscetibilidade genética por intermédio de haplogrupos para os individuos goianienses
avaliados. A Tabela 7 expBe os dados das frequéncias haplotipicas e valores de p obtidos da

analise do Qui-Quadrado.

TABELA 7. Frequéncias dos Haplétipos dos genes 1L6 (rs1800795 e rs1800796), CXCL8 (rs4073, rs2227306 e
rs2227539) resultados da anélise de distribuicdo, entre os grupos, mediante o teste Qui-Quadrado.

Grupos
Haplétipos Controle DPC b
n (%) n (%)
IL6
CcC 28 (13,9%) 26 (25,5%)
GG 119 (58,9%) 56 (54,9%) 007
CG 41 (20,3%) 16 (15,7%) ’
GC 14 (6,9%) 4 (3,9%)
CXCL8
TTC 87 (43,1%) 36 (35,3%)
AAT 19 (9,4%) 14 (13,7%)
TAT 2 (1,0%) 4 (3,9%)
ATT 55 (27,2%) 27 (26,5%) 0,53
ATC 26 (12,9%) 15 (14,7%)
TAC 1 (0,5%) 1 (1,0%)
TTT 12 (5,9%) 5 (4,9%)

n: valores contados entre 0s grupos referente aos haplétipos anélisados; p: probabilidade das diferencas (ou efeito)
observadas serem devido ao acaso.

A anélise de Regressdo Logistica Binaria detectou (p<0,05) coeficientes de 80% para o
alelo T (rs1143634), 70% para o C (rs1800796) e 80% para 0 A (rs2227539) na predigéo para
a doenga. A estimativa do odds ratio obteve valores significativos para os SNPs rs1143634 e
rs1800796. Detectou-se para cada alelo T (rs1143634) e C (rs1800796), quando presente em
seus respectivos loci, um incremento de 2,1 veze mais no risco para DPC, com intervalos de
confianca de 1,1-4,3 e 1,1-4,1, respectivamente. O alelo A (rs2227539) também apresentou um
incremento 2,1 vezes mais no risco a DPC, mas néo significativo (1C=1,0-4,5).

Adicionalmente, 0 modelo de Regressédo Logistica Binaria que combina duas variaveis

independentes (interacdo de fatores) foi empregado para os polimorfismos rs1143634 e



48

rs1800796, devido ao incremento no risco, detectado anteriormente para ambos. Os resultados
foram significativos (p<0,05) obtendo-se um coeficiente de regressao de 1,2 e o0 odds ratio de
3,4 (IC=1,4-8,4), que por sua vez, indica o efeito aditivo das variaveis mencionadas, quando
combinadas, no aumento da predicdo e do risco para a DPC. As Tabelas 8 e 9 mostram o0s

resultados das analises de Regressao Logistica e do odds ratio.

TABELA 8. Resultados da analise de Regressdo Logistica Binaria, onde a variavel dependente, grupos, foi
calculada em funcédo dos gendtipos ajustados (SNPs). A andlise inclui o calculo do odds ratio.

Grupos
- Controle DPC o
SNP Gendtipo n (%) n (%) B p Exp(B) 1C 95%
cC 68 (67,3%) 25 (49,0%)
rs1143634 0,8 0,03* 2,1 1.1-4.3*

CTT  33(32,7%) 26 (51,0%)

GG 39 (38,6%) 13 (25,5%)
rs1800795 0,6 0,11 18 0,9-3,9
GC/CC 62 (61,4%) 38 (74,5%)

GG 60 (54,4%) 21 (41,2%)
rs1800796 0,7 0,03* 2,1 1,1-4,1*
GC/CC 41 (40,6%) 30 (58,8%)
AA 25 (24,8%) 17 (33,3%)
rs4073 -4,0 0,27 0,7 0,3-14
AT/TT 76 (75,2%) 34 (66,7%)
CcC 53 (52,5%) 22 (43,1%)
rs2227306 0,4 0,28 1,5 0,7-2,9
CTmT 48 (47,5%) 29 (56,9%)
TT 79 (78,2%) 32 (62,7%)
rs2227539 0,8 0,04* 2,1 1,0-4,5
TA/- 22 (21,8%) 19 (37,3%)
n: valores contados entre os grupos referente aos genétipos de cada SNP analisado; p: probabilidade das diferencas
(ou efeito) observadas entre os grupos serem devido ao acaso; *: valor de p significativo (<0,05); B: Coeficiente
de Regressdo; Exp(B): Exponencial do coeficiente de Regressdo ou odds ratio; IC: Intervalo de Confianca do odds
ratio.

TABELA 9. Resultados da andlise de Regressdo Logistica Binaria (fatores interagdo), onde a varidvel dependente,
grupos, foi calculada em fungdo dos SNPs rs1143634 e rs1800796 combinados.

SNPs B p Exp(B) 1C 95%

rs1143634 e rs1800796 1.2 0.01* 3.4 1.4-8.4%

n: valores contados entre os grupos referente aos genétipos de cada SNP analisado; p: probabilidade das diferencas
(ou efeito) observadas entre os grupos serem devido ao acaso; *: valor de p significativo (<0,05); B: Coeficiente
de Regressdo; Ex(B): Exponencial do coeficiente de Regressdo ou odds ratio; IC: Intervalo de Confianca do odds
ratio.

Os resultados descritos indicaram o envolvimento de polimorfismos genéticos na
casuistica da DPC. Os alelos de menor frequéncia das variantes rs1143634 (IL1B), rs1800796
(IL6) e 2227539 (CXCL8) apresentaram distribuigdes significativas entre 0s grupos e uma

maior prevaléncia nos individuos doentes.
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A IL-1B (IL1B) é um mediador pré-inflamatdrio indutor na expressdo dos genes da IL-
6 e IL-8, além de outros mediadores imunoldgicos que, em inflamagdo recorrente, colaboram
na destruicdo da matriz conjuntiva dos tecidos de sustentacdo dos dentes e reabsorcdo Ossea
(SONG et al., 2019). Maiores concentracdes da IL-1p em fluido salivar tém sido quantificadas
em individuos com DPC, conforme o nivel de severidade da doenca (SANCHEZ et al., 2013),
além de taxas elevadas de transcritos do gene IL1B em pacientes com DPC e a doenca crénica
renal (BRAOSI et al., 2012). O aumento de secre¢do da IL-1P esteve associado com o alelo T
do polimorfismo rs1143634 em uma analise in vitro, de modo que foi observado um efeito
alelo-dosagem, no qual os heterozigotos (CT) produziram mais IL-1p do que os homozigotos
selvagens (CC) e menos que os homozigotos mutantes (TT) (POCIOT et al., 1992).

No presente estudo, 0s genétipos com o alelo T (rs1143634) estiveram associados na
suscetibilidade a DPC, de maneira que o incremento do risco e o efeito preditivo foram
observados para a doenca. Estes resultados corroboraram com os dados de Moreira e
colaboradores (2005), o qual analisou uma populacao brasileira no Estado de Minas Gerais e
detectou o alelo T como um fator de risco para DPC. Outras pesquisas avaliaram a
suscetibilidade a DPC sob o efeito do alelo T (rs1143634), como no estudo de Lopez et al.
(2009), que reportou a associacdo significativa dos genétipos CT e TT em uma populacdo
chilena, assim como Lavu e colaboradores (2015), em uma populacdo do Sul da india, o qual
obteve uma frequéncia elevada do alelo T em individuos com DPC.

O papel do alelo T (rs1143634) na avaliacdo de risco para a DPC ainda é controverso,
visto que alguns estudos tém destacado a sua implicacdo na suscetibilidade a doenca
(MAJUMDER et al., 2019; MANSO et al., 2017; AMIRISETTY et al., 2015; FERREIRA et
al., 2008; GALBRAITH et al., 1999), enquanto outros tém reportado a auséncia de relagdo do
mesmo com a condicdo (SETTY etal., 2018; TREVILATTO et al., 2011; SAKELLARI et al.,
2006). Estas divergéncias tém sido atribuidas as variacdes da frequéncia de polimorfismos
genéticos de acordo com o perfil étnico da populagdo estudada, assim como 0s parametros
empregados durante o diagnostico (LOPEZ et al., 2005, KINANE; HART, 2003;
GREENSTEIN; HART, 2002).

Abordagens alternativas tém ganhado notoriedade, como o trabalho realizado por Yin e
colaboradores (2016), que realizou um estudo de metanalise com dados disponiveis na literatura
entre 2008 a 2014, no qual se avaliou a heterogeneidade entre as publicacdes e obteve uma
significativa associacdo do alelo T (rs1143634) a DPC, com um aumento de 1,5 vezes mais no
risco. Semelhantemente, a metanalise realizada por Da Silva e colaboradores (2018), entre 1998

a 2016, reportou um aumento significativo do risco em 1,4 vezes mais para DPC em decorréncia



50

do alelo T, o qual foi indicado como fator de risco. O estudo também incluiu uma abordagem
estratificada, a qual demonstrou uma relagdo significativa do referido alelo com etnias
caucasianas, asiaticas e populac@es mistas (miscigenadas).

Diferentes polimorfismos da interleucina 1 tém sido estudados em relacdo a
suscetibilidade genética em se tratando das doencas periodontais. As primeiras analises
envolveram um conjunto amplo de variantes ndo funcionais (LAINE; CRIELAARD; LOQOS,
2012), embora a influéncia de polimorfismos da regido promotora na gravidade da doenca
(DPC), em diferentes grupos étnicos, tenha sido relatada, posteriormente (WU et al., 2015).
Segundo Loos e colaboradores (2005), as primeiras pesquisas com variantes dos genes IL1B e
TNFA reportaram que os polimorfismos genéticos aumentam a expressdo de suas respectivas
proteinas, contribuindo para a inflamacao crénica da periodontite. Sabe-se que, de acordo com
0 banco de dados de SNPs (NATIONAL, 2020), o rs1143634 representa uma variante genética
de codificacdo sindbnima que, por sua vez, sugere a auséncia de interferéncia no comportamento
e funcdo da proteina IL-1p. No entanto, foi reportado por outras pesquisas que polimorfismos
sinbnimos podem causar inativacdo do sitio de splicing do doador nativo, ocasionando um
cddon de parada precoce ou um salto do exon, o qual resulta em um mRNA (do inglés:
Messager Ribonucleic Acid - Acido Ribonucleico Mensageiro) mais curto e,
consequentemente, uma proteina truncada que, provavelmente, serd degradada ou
funcionalmente inativa (KATNENI et al., 2019; BELLONE et al., 2006; THI TRAN et al.,
2005). Desse modo, corroborando com o cenario em que 0 rs1143634 teria impacto no
funcionamento da IL-1B, sendo capaz de influenciar no acometimento de condicGes
progressivas.

Assim como a IL-1p, a citocina IL-6 também participa da resposta imune a DPC, uma
vez que se apresenta em grandes concentracdes no fluido crevicular gengival (NOH et al., 2013)
com efeitos pleiotropicos na inflamacdo que, possivelmente, estimulam a reabsorcdo dssea
osteoclastica (TANAKA; NARAZAKI, M.; KISHIMOTO, 2014). Estudos tém reportado o
aumento do risco e a suscetibilidade a doencas inflamatdrias, condicionados por polimorfismos
da regido promotora do gene IL6 (BARARTABAR etal., 2018; Ll etal., 2015; TREVILATTO
et al. 2003) que, por sua vez, reforga o conceito de participagdo de variantes genéticas na
progressao e no quadro inflamatorio cronico da DPC (XIAO et al., 2009).

Entre os polimorfismos, o rs1800796 possui ampla notoriedade entre pesquisas que
avaliam a associacdo da IL-6 com as condi¢bes periodontais. O alelo G (rs1800796) é
reconhecido como um possivel fator de risco, de maneira que um modelo genético recessivo do

mesmo é perfilado na participacdo da patogénese (SHI, 2017; SONG et al., 2013; SHAO et al.,
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2009; HOLLA et al., 2004). Contudo, essas constatagdes contrapdem os dados do presente
estudo, o qual quantificou uma frequéncia significativa de genétipos contendo o alelo C
associado ao incremento no risco e a predicdo de 70% para a DPC.

Xiao e colaboradores (2009) salientam que ainda ndo ha evidéncias suficientes para
atribuir ao alelo C (rs1800796) um papel protetor, decorrente da distribui¢do nédo significativa
do mesmo, em pesquisas realizadas com populacdes da Asia e da Europa que incluiram
individuos com DPC (CHATZOPOULOS et al., 2018; ZHANG et al., 2013). Ressalta-se,
também, a andlise de Ferrari e colaboradores (2003) que detectou o aumento da atividade da
IL-6 in vitro, condicionada pelo alelo C (rs1800796), a qual influencia no incremento dos niveis
de proteina C reativa que, por sua vez, constitui um marcador de reabsorcao dssea. Segundo 0
mesmo (FERRARI et al., 2003), sugere-se que a variante mencionada esteja implicada com
doencas cronicas.

Algumas analises demonstraram a influéncia do alelo C (rs1800796) em doencas
progressivas, como no estudo de Giampietro e colaboradores (2010), no qual os gendtipos GC
e CC foram associados a osteoporose com um incremento 2,5 vezes mais no risco, e Melo et al.
(2020) que, por sua vez, detectaram o envolvimento do alelo C com o aumento dos niveis da
IL-6 em pacientes com artrite reumatoide, além da associacdo dos gendtipos GC e CC com a
condigdo. Contudo, dados de outras pesquisas tém evidenciado a disparidade de perspectiva
quanto a influéncia do papel do alelo C nas condicGes inflamatdrias, como no estudo de Fragoso
et al. (2010), que reportou um papel protetor de gendtipos CC em individuos com a doenca
corondria aguda, assim como Zhao, Li e Li (2019), que detectaram a associacdo do genotipo
GG com o0 aumento do risco para DPC. Desse modo, 0 impacto do rs1800796 nas condicdes
inflamatorias, incluindo a DPC, ainda € inconclusivo em funcdo das controversas entre as
pesquisas, embora se reconheca que o perfil genético ou a distribuicdo dos genes dos grupos
estudados seja a razdo dos resultados dispares (HOLLA et al., 2004).

N&o menos importante, a quimiocina IL-8 desempenha um papel pré-inflamatério
quimiotatico que mobiliza leucdocitos e células inflamatorias para os sitios de inflamagdo em
condicBes autoimunes, inclusive as de carater crénico. Estudos tém reportado o efeito de
quimiocinas no dano conjuntivo de condic¢bes inflamatdrias crénicas, em decorréncia ao
aumento observado nos niveis de concentragdes teciduais da proteina IL-8 (DALDEGAN;
TEIXEIRA; TALVANI, 2005; BOLSTER et al., 1997; PANTELIDIS et al., 1997).

O incremento dos niveis da IL-8 nos tecidos gengivais também tem sido reportado
durante a progresséo da DPC (FINOTI et al.,, 2017; JACOB; NATH; PATEL, 2014,

GAMONAL et al., 2001). Em razao disso, presume-se que a mesma potencialize 0s processos
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inflamatorios e cause destruicdo tecidual (PAUL; VICTOR; PRAKASH, 2012), visto que 0s
polimorfismos genéticos em regides reguladoras implicariam no aumento da producgdo e
atividade dos produtos proteicos (ORR; CHANOCK, 2008).

Os polimorfismos do gene CXCL8 tém sido relacionados com a suscetibilidade a
condic@es cronicas e inflamatorias em estudos com grupos populacionais brasileiros e chineses
(BISHU et al., 2018; CUI; ZHAO; GUOQ, 2016; KANG et al., 2009). O rs4073 é um dos SNPs
mais analisados quanto a propenséao a doencas periodontais, em funcdo de um amplo respaldo
de associacdo em pesquisas que envolveram as condi¢fes mencionadas (CHEN et al., 2016;
ZHANG et al., 2014; ANDIA et al., 2011; HOCOYA; JARDINI, 2010), embora isso ndo se
tenha repetido no presente estudo.

Por outro lado, o rs2227539 é uma variante intrénica do gene CXCL8 pouco abordada
em pesquisas que avaliam gene candidato em relacéo as patogenias. Neste estudo, 0 mesmo se
mostrou associado a DPC em razdo da detecgdo significativa de gendtipos contendo o alelo A
em individuos doentes, com predicdo de 80%, embora o0 incremento no risco ndo tenha sido
estatisticamente significativo. Acredita-se que a auséncia do genotipo AA, Nnos grupos
estudados, tenha influenciado na significancia dos resultados, em se tratando do incremento no
risco, uma vez que cada alelo A poderia ter efeito aditivo na suscetibilidade a DPC.

Desse modo, conjectura-se que o alelo A (rs2227539) contribua no desequilibrio
homeostatico mediante a regulacdo positiva do gene CXCL8, a qual aumenta os niveis do
produto proteico. Finoti e colaboradores (2017) ponderam que os niveis elevados da IL-8
estariam relacionados com o dano tecidual, decorrente de mobilizacdo desproporcional dos
neutréfilos, que resulta na atividade proteolitica e a consequente destruicdo conjuntiva
(ROSALES; QUEROL, 2017).

As constatacdes obtidas permitem um paralelo com andlises que envolveram outros
genes e polimorfismos, as quais reportaram a interferéncia de variantes intrénicas na regulacédo
de transcritos com implicagdo na homeostase em condicBes patolégicas, como também no
metabolismo de substancias exogenas (QADDOURAMH et al., 2014; WANG et al., 2011; JU et
al., 2010; GREENWOOD; KELSOE, 2003). Desse modo, contribuindo para novas pesquisas e
discusses acerca da participacdo do rs2227539 na suscetibilidade e desfecho da DPC e demais
condig¢Bes complexas, uma vez que € uma variante pouco estudada.

Em resumo, o presente estudo reforca a participacdo dos fatores genéticos na
suscetibilidade a DPC, devido a associacdo de alelos de menor frequéncia dos genes 1L1B
(rs1143634 T), IL6 (rs1800796 C) e CXCL8 (rs2227539 A), os quais foram constatados como
preditores da doenca. Destaque para os alelos T (rs1143634) e C (rs1800796), os quais foram
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associados com o aumento do risco, quando inferidos individualmente e em conjunto.
Conjectura-se que o efeito das variantes mutantes na regulagdo génica colabore com o
desequilibrio homeostatico mediante o quadro autoimune de inflamacdo recorrente (crénica), o
qual promove a perda conjuntiva e 0ssea dos tecidos de sustentacdo dos dentes. Ressalta-se,
ainda, o impacto da higiene oral na propenséo e controle da periodontite, visto que houve
associacao da escovacdo pouco frequente com a tendéncia de acometimento a condi¢do, embora
a auséncia de significancia estatistica das outras variaveis e demais polimorfismos genéticos

tenham sido relatados nesta pesquisa.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

As variantes genéticas rs1143634 (T), rs1800796 (C) e rs2227539 (A) mostraram-se
associadas com a DPC. Os demais polimorfismos rs1800795, rs2227306 e rs4073 nao
apresentaram relagdo com a condigéo;

Os haplétipos dos SNPs do gene IL6 (rs1800795 e rs1800796) e do gene CXCLS8
(rs4073, rs2227306 e rs2227539) ndo demonstraram associacdo com a DPC;

A escovacdo dos dentes esta relacionada com a patologia, visto que foi relatada uma
frequéncia significativa de individuos doentes que escovam menos de duas vezes por
dia, a qual condicionou uma propensdo ao desenvolvimento da DPC. Os demais
parametros sociodemograficos e de estilo de vida ndo demonstraram associa¢do com a
doenga no presente estudo;

Cada unidade do alelo T (rs1143634) e C (rs1800796) causa um incremento no risco
para doenca em cerca de duas vezes mais, e trés vezes mais quando combinados (uma
unidade de cada em seus respectivos loci);

Os polimorfismos genéticos rs1143634 (T), rs1800796 (C) e rs2227539 (A)
apresentaram efeito preditivo para DPC. O aumento da predicdo foi observado quando
0S SNPs rs1143634 (T) e rs1800796 (C) foram combinados.
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APENDICE |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo “Doenca Periodontal Cronica em Adultos — A Relacdo do
Polimorfismo das Interleucinas1p, 8 e 16”. Meu nome é Renato Hannum sou o pesquisador
responsavel. Apds receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias, sendo a primeira de
guarda e confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé ndo sera penalizado (a) de forma
alguma. Em caso de ddvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Renato Hannum nos telefones: (62) 8457-9798 ou (62) 3946-1443 ou atraves do e-
mail: hannumm@hotmail.com . Em caso de ddvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catdlica de Goiés, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida Universitaria, N° 1069,
Setor Universitario, Goiania-Goiés.

A doenca periodontal é uma doenca multifatorial que ataca os tecidos gengivais. Entre
os fatores causais se acredita que ha participacdo do fator genético. Este estudo tentara
demonstrar que a doenca periodontal (periodontite) esta associada a um carater genético em seu
desenvolvimento.

Serdo formados dois grupos: pacientes com periodontite (em sua fase ativa) e
pacientes sem periodontite (grupo controle). O sangue periférico sera colhido por
profissionais treinados e serd retirado da veia na regidao do braco. O material do
participante serd armazenado e estocado no banco de dados do Nucleo de Pesquisas
Replicon, localizado no departamento de Biologia da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias. Todo procedimento sera realizado com cautela para evitar qualquer dano ao
voluntario, incluindo assepsia local, uso de agulhas e seringas descartaveis. A punc¢ao de
vasos periféricos esta associada a um risco muito pequeno e é quase livre de complicacdes.
Podendo ocorrer hematoma local (coleccdo (ou seja, acumulo) de sangue no tecido), na
maioria dos casos a situacdo reverte espontaneamente e dor ao toque no local, que
desaparecera espontaneamente. Serd extraido o DNA das células sanguineas (leucécitos)
para a pesquisa do fator genético.

Riscos e Beneficio do Estudo: O sangue periférico serd obtido por profissionais
treinados e sera retirado por puncao venosa na regido do antebraco. Todo o procedimento
seguird as precaucdes de rotina estabelecidas pela Organizagdo Mundial de Saude e pelo
Ministério da Saude do Brasil. Todo o material usado sera esteril e descartavel. A puncéo
de vasos periféricos esta associada a um risco muito pequeno, com raros episodios de
complicacBes graves, como a septicemia. Sendo mais frequente a ocorréncia de
hematomas locais subcuténeos, que se reverte espontaneamente. A percepcado de dor é
variada para cada paciente, embora seja relatada como dor discreta e ao toque. A
sensacdo desaparece espontaneamente. O benéfico do presente estudo encontra-se
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descrito na justificativa acima. A priori, a compreensao dos mecanismos bioldgicos
subjacentes a evolucéo da periodontite promovera uma melhor abordagem de diagndstico
e prognostico, que direcionara a terapéutica e a prevencao. Assim, contribuindo para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados.

O Senhor (a) voluntario tera toda garantia de acompanhamento e assisténcia, caso
necessite durante o periodo do estudo, tendo a liberdade em se recusar a participar ou retirar
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem penalidades ou prejuizo ao cuidado com
a sua saude. Ha também a garantia do sigilo de dados, que assegura a privacidade dos
participantes voluntarios quanto as informac6es confidenciais envolvidas na pesquisa.

Eu , RG , abaixo
assinado, discuti com o Dr. Renato Hannum sobre a minha deciséo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacéo € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servico.

Goiania, , de , de 201 .
Data / /
Assinatura do paciente/representante legal
Data / /

Assinatura da testemunha

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Data [/ [/

Assinatura do responsavel pelo estudo
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APENDICE II

Questionario

Titulo do projeto: Doenca Periodontal Cronica em Adultos — A Relacdo do Polimorfismo
das Interleucinasif, 8 e 16

| IDENTIFICACAO |
Data de Nascimento:  / /  |ldade: anos| Peso: Ko|
Altura: m Sexo: |_ M |_|F

Endereco:
NO
Bairro: Cidade: Estado:

Telefone: ) Celular: )

Email:

Estado Civil:

|| Solteiro || Casado || Vidavo || Separado ||
Outro:

Escolaridade:

| | E. Fundamental | | E. Médio | | E.Superior | | E. Técnico | __|
Outros:

Profissdo:

| ESTILO DE VIDA \

1-Possui Alguma Doenca?: || Sim || Nao
Quais:

2-Possui algum defeito de nascimento/ desordem genética hereditaria?: | |Sim |__ |N&o
Quais:

3-Histérico Familiar de: | |Diabetes | |Alergias | | Hipertensdo |___| Cancer ||
Aborto || AlteracGes Congénitas|__|
Outros:

6-Possuli Filho(s)?: || Sim || Né&o. Se sim guantos?:
Se sim, algum apresenta problemas de saude?: |___| Sim|___| N&o.

Se sim, qual(is):
7-Teve algum filho com nascimento prematuro: | | Sim|__| Ndo

8-0O (A) Sr. (a) fuma ou ja fumou em média 1 cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente pelo
menos por 1 ano?|___ |Sim|___|N&o. Se sim, quantos por dia?:
9-Parou faz quanto tempo?:
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10-Faz consumo de bebidas alcoolicas?:|___ | Sim|___| No.

Se sim, com qual frequéncia em ndmeros (1X,2X,3X):

|| Diariamente; | |dias na semana; |___|dias no més; | | Sazonalmente(datas
especiais).

Quantidade em copos, latas, garrafas:

11-Ex-etilista (alcodlatra)?:|___ | Sim|___ | N&do

Se sim, fazia uso de bebida? :

|___ | Diariamente; | |dias na semana; |___|dias no més; | | Sazonalmente(datas

especiais). Quantidade em copos, latas, garrafas:

12-Pratica exercicios fisicos?: |___ | Sempre |___ | Asvezes| | Nunca
13-Faz uso de algum medicamento?: |___ | Sim | __ | Ndo.

Se Sim

qual(is)?:

14-Possui dependéncia Quimica? (Uso de algum tipo de Drogas ilicitas): | | Sim | | Nao.
Se Sim

qual(is)?:

15-Possui historico de dependéncia Quimica na Familia?:|___ | Sim | | Nao.
16- O (A) Sr. (Sra.) faz uso do fio dental?: || Sim|___ | Né&o.

Se sim, com qual frequéncia (1X, 2X, 3X):

|| Aodia;|__ | Nasemana; | | Només;| _ |Esporadicamente (pouco).

17- Quantas vezes ao dia realiza a escovacgdo dos dentes (1X, 2X, 3X)? :|_|
18- Com que frequéncia comparece a clinica odontoldgica para consultas?

| |Umavezaoano;|__ | Duas vezes ao ano; |___ | Regularmente; | |Esporadicamente
(pouco).
19- Ja realizou algum tratamento odontologico? | | Sim | |Néo.

Se sim, para qual finalidade? :

20- Algum relato recente de sangramento gengival durante a higienizacdo oral? : | ___ | Sim
|___ | Néo.
21- Possui historico de gengivite? | | Sim |___ | N&o.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi verificar a frequéncia do polimorfismo rs1143634 do gene /L/B em individuos com a
doenca periodontal crénica (DPC) e a relacdo do mesmo com o risco de afeccao. Foram analisadas 39 amostras de um
grupo de individuos diagnosticados com DPC, sendo 77% com nivel leve, 21% com o nivel moderado e 3% com o nivel
severo, apresentando uma média de idade de 43,26. Durante o estudo foram utilizadas as técnicas de PCR e RFLP para
o rastreamento do SNP (Do Inglés, Single nucleotide polymorphism - Polimorfismo de Nuicleotideo Unico) rs1143634,
verificando-se diferencas significativas (p<0,0001) e uma reducdo absoluta de risco de 53,8% referente a presenca do
alelo C, indicando o alelo T como um fator de risco. No entanto, este resultado também sugere a possibilidade da
participacao de outros fatores, uma vez que a reducao obtida foi pouco acima de 50%, e deste modo, poderia apontar
para o envolvimento de elementos relacionados aos habitos de vida (higiene bucal, tabagismo e etilismo) e/ou outros
aspectos geneticos, considerando que o gene /L/B entre outros mediadores implicados com a patogénese da DPC

possuem varias regioes polimorficas.

UNITERMOS: Interleucina-1beta, Polimorfismo Genético, Periodontite Crénica.. R Periodontia 2017; 27: 27-33.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tém se visto a importancia do
papel da genética na Medicina por meio das alteracoes na
pratica médica que sdo influenciadas pelo esclarecimento
de genomas caracteristicos para doengas, assim como
em funcdo do uso de ferramentas para o diagnostico e
previsao de risco abrangendo enfermidades raras e comuns
(Varmus, 2002). Além disto, tem sido constatado que
uma parcela consideravel das doencas possui uma base
genética, incluindo-se entre estas a periodontite (doenca
periodontal crénica) e, devido a isso, conjectura-se que um
maior entendimento dos fundamentos genéticos envolvidos
em uma patologia possam contribuir para 0 aumento da
compreensdo dos aspectos etiolégicos de uma doenca
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(Kinane et al., 2005; Price et al., 2015).

Dentre as manifestacoes clinicas que acometem a salide
bucal, a doenca periodontal cronica (DPC) € uma das mais
comuns apresentando uma classificacao dificil devido a
quantidade de fatores a serem observados. Estima-se que a
DPC acometa entre 40 a 60% da populacao adulta, quando
se considera o nivel moderado de severidade (Preshaw et
al, 2012) e que a mesma, incluindo os seus trés niveis de
gravidade cause um impacto negativo na qualidade de vida
das pessoas (Meusel et al, 2015), podendo atuar como fator
de risco para outras doencas (Pessoa et al, 2011; Preshaw
et al, 2012; Braosi et al., 2012).

A doenca periodontal (DP) caracteriza-se como um
fendmeno complexo multifatorial de etiologia microbiana
envolvendo fatores genéticos e ambientais, os quais poderao
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modular a infeccao gengival, ocasionando um grupo de
doencas inflamatdrias, incluindo periodontite e gengivite,
uma vez que a placa bacteriana que acumula entre os dentes,
penetra o suco gengival afetando os tecidos de sustentagao
causando inflamacdes recorrentes (Socransky & Haffajee,
1992; Arora et al., 2014).

Atualmente, a classificacao empregada para as doencas
periodontais, € a de 1999, que por sua vez abrange novas
categorias como no caso das doencas gengivais, mas
havendo exclusées de doencas que se sobrepunham, além
da renomeacao de outras, COmo no caso da “Periodontite do
Adulto”, a qual passou a ser “Periodontite Crénica”, que exibe
trés niveis de severidade: leve, moderada e severa (Armitage,
1999; Highfield, 2009).

Em se tratando do curso do processo patoldgico da
DPC, observa-se que a resposta clinica ao tratamento difere
entre os pacientes, pois, existe uma variabilidade individual
na resposta inflamataria diante do desafio microbiolégico, a
qual é determinada por fatores genéticos ou por sua interacao
com fatores ambientais, assim como aqueles relacionados
com os habitos do individuo, por exemplo, a higiene bucal
(Offenbacher et al., 2008).

As citocinas sao os agentes funcionais mediadores
da resposta inflamatdria, contudo, reporta-se que as
interleucinas (citocinas) contribuem na patogénese de diversas
doencas cronicas, inclusive nos processos de reabsor¢ao
6ssea, observados na periodontite, estimulando a atividade
osteoclastica (Burgener et al, 2010; Preshaw & Taylor, 2011).
Pociot e colaboradores (1992) relataram a associacao do alelo
2 (T)do gene /L1B(posicao +3954) com o potencial aumento
da producao de interleucina 1 (IL-1B), descrevendo uma
relacao entre o polimorfismo do gene que codifica a IL-18
(+3954) e a crescente severidade da periodontite. A IL-13
desempenha funcoes importantes na ativacao € maturagao
dos osteoclastos, desencadeando acoes sistémicas em todo
organismo e potencializando os efeitos da reabsorcao dssea
(Dewnhirst et al, 1985; Al-Qawasmi et al., 2003; Lee et al.,
2010; Trevilatto et al, 2011).

De acordo com Page (1991) o aumento do nuimero de
bactérias periodontais na superficie dento-gengival pode
resultar na penetracao destas e de seus subprodutos Nnos
tecidos gengivais, provocando uma resposta inflamatoria
com producao de mediadores inflamatorios (Finoti et al.,
2013). Estudos realizados por Guzman e colaboradores (2003)
confirmaram que o genotipo contendo o alelo (T) para o
polimorfismo rs1 143634 referente ao gene /L] Besta associado
com a DPC. Contudo esta enfermidade é considerada
multifatorial e ainda ndo é totalmente compreendida (Page,
1991; Guzman et al, 2003; Genco & Borgnakke, 2013).
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Ao investigar a potencial relacao entre DPC e sua
susceptibilidade genética decorrente do gendtipo da IL-
1B, espera-se obter resultados que permitam estabelecer
tal associacdo. Além disso, tem-se demostrado que a
susceptibilidade da DPC podera favorecer um indicador
de prognostico real para o paciente, proporcionando uma
melhor qualidade de vida, que possibilita um atendimento
customizado ao paciente (Kinane & Hart, 2003).

O objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia do
polimorfismo rs1143634 em individuos portadores da doenca
periodontal crénica avaliando a possibilidade de um alelo de
risco para doenca.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi de carater transversal e descritivo,
sendo conduzida no Nucleo de Pesquisa Replicon, Escola
de Ciéncias Agrarias e Bioldgicas da Pontificia Universidade
Catdlica de Goias.

Descricao do grupo amostral

Referente ao delineamento, devido a dificuldade de
se conseguir uma quantidade razoavel de participantes
que atendessem 0s requisitos minimos, optou-se por uma
amostragem ndo probabilistica, constituida por amostras
de conveniéncia oriundas de 39 individuos portadores da
doenca periodontal crénica (DPC), sendo estes, pacientes
de uma clinica odontoldgica de Goiania, residentes da
regiao metropolitana da mesma cidade, que por sua vez se
voluntariaram. Estes participantes foram catalogados segundo
sexo e idade (30 - 55 anos), adotando a menoridade civil, o
tabagismo e o diabetes como critérios de exclusao.

A eliminacao mediante os dois Ultimos aspectos citados,
foi adotada com a intensao de filtrar a analise, uma vez que
constituem como caracteristicas indutoras (Ojima & Hanioka,
2010) ou relacionadas com o risco de afeccao (Preshaw er
al., 2012), sendo que, para este estudo uma das finalidades
prioritarias foi avaliar os aspectos genéticos de modo a tentar
isola-los, embora ocorram limitacoes para tal tentativa, devido
a impossibilidade de cancelamento de outras caracteristicas,
como por exemplo, o etilismo.

Os participantes deste estudo foram submetidos a
avaliacao do periograma, o qual foi realizado por profissional
especializado em periodontia, que por sua vez utilizou uma
sonda periodontal milimetrada, empregando-se o modelo
de indice periodontal comunitario (IPC) (Brasil. Ministério da
Salde, 2001), sendo cada dente dos sextantes avaliados, mas
priorizando os sftios de maior profundidade para diagnosticar
e classificar os niveis de severidade da doenca, além disso, 0s
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voluntarios também foram submetidos a coleta de sangue
periférico.

No tocante aos dados descritivos, 0 grupo amostral
apresentou uma media de idade de 43,26 (= 6,88), atabela 1
exibe outras informacoes, referentes as variaveis: sexo, idade,
nivel clinico de insercao (nivel de severidade).

Extracao e Isolamento do DNA genémico

O DNA foi extraido através de amostras bioldgicas obtidas
mediante a coleta de 4mL de sangue periférico em EDTA, a
extracao ocorreu a partir do sangue total, utilizando o kit
llustra Bloond Genomic Mini Spin® (GE healthcare, EUA),
seguindo-se as instrucdes do fabricante.
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Descricao dos métodos de Amplificacao e RFLP

O DNA isolado foi amplificado por PCR (Do inglés:
Polymerase Chain Reaction - Reacao em Cadeia da
Polimerase). Os protocolos para as reacoes de PCR foram
otimizados a partir dos métodos sugeridos na literatura
(Mellati et al., 2007). Depois de amplificados, os produtos de
PCR foram fragmentados pelo método de RFLP (Do inglés:
Restriction Fragment Length Folymorphism - Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricao), cujos protocolos
foram descritos por Drozdzik e colaboradores (2006).

As sequéncias dos primers usados para a PCR e os sftios de
restricao para a RFLP utilizados neste estudo, estao presentes
na Tabela 2.

TABELA 1. DISTRIBUIGAO DOS VOLUNTARIOS EM RELAGAO AS VARIAVEIS: SEXO, IDADE E NIVEL CLINICO DE INSERGAO (NIVEL DE SEVERIDADE).

Variavel N %

Sexo
Masculino 27 69
Feminino 12 31

ldade
30-35 7 18
35-40 8 21
40 - 45 8 Z!
45 - 50 8 A
50 - 55 8 21

Nivel clinico de insercao (Nivel da doenca)

1 a2mm (Leve) 30 77
3 a 4mm (Moderada) 8 21
> 5mm (Severa) 1 3

TABELA 2. SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES E O SITIO DE RESTRICAO DO SNP RS1143634 USADO NO ESTUDO SOBRE A SUSCEPTIBILIDADE GENETICA
A DPC, USANDO COMO MARCADOR O GENE /L7B.

IL1B Sequéncia (5" — 3’) Fragmentos
-CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-
Primersrs1143634 > -CICAGGIGICCTCEAMG ¢ 3 194pb
5-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’
RELP Alelo 1 TCGA 97,85, 12 pb
Alelo 2 TCGA 182, 12 pb

Protocolos de Amplificacao da PCR e de RFLP

As reacoes de PCR foram realizadas, seguindo as
condicoes: tampao de PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8,8], 1,5 mM
MgCl, 50 mM KCl,, 0,19 Triton X-100); TmM MgCl,; 0,2 mM
de dNTPs; 2,0 U de Tag DNA polimerase e 2M de primers.

As condigbes de termociclagem da PCR foram de um ciclo
de desnaturacao inicial de 95°C (368, 15K) por 5 minutos (300
segundos), 35 ciclos de desnaturacao a 94°C (367,15K) por
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30 segundos, anelamento a 55°C (328, 15K) por 30 seqgundos,
extensao a 72°C (345, 15K) por 30 segundos, uma extensao
final de 72°C (345, 15K) por 5 minutos (300 segundos).

Os produtos de PCR foram avaliados submetendo-se o
amplicom a separacao em campo elétrico constante de 10V/
¢m em um gel de agarose a 1,5% em Tri-Acido-Borico-EDTA
(TBE). A visualizacao do DNA foi possivel mediante a coloracao
do gel em solucao de brometo de etidio a 5ug/mL (0,005kg/
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m3). As imagens foram capturadas com a utilizagao do sistema
de video-documentacao-VDS® (Amersham Bioscience, EUA).
Os produtos da PCR foram submetidos a reacdo de RFLP
digeridos com Taql® (Invitrogen, EUA) a 65°C (338,15K) por
1 hora (3600 segundos). Os produtos resultantes de 12pb
+ 85pb + 97pb (alelo 1) e 12pb + 182pb (alelo 2) foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%,
corados com nitrato de prata.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias (N° de
protocolo: 201210267001 140). As pessoas que concordaram
voluntariamente em participar, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

As frequéncias foram obtidas por meio de contagem
direta, posteriormente, os dados foram avaliados através do
teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg e do teste de Risco
Relativo utilizando o software BioEstat 5.3®.

RESULTADOS
Neste estudo, todos 0s amplicons apresentaram-se

de acordo com o tamanho esperado. A Figura 1 mostra
0 conjunto de 12 individuos participantes do estudo, e os
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resultados da PCR.

Durante este estudo, 39 amostras foram amplificadas
por PCR, em duplicatas. Apds a PCR, as amostras foram
submetidas a reacdo de RFLP para a identificacao do
polimorfismo rs1143634 (C/T) do gene /L1B (IL-1B). Os
produtos resultantes desta reacao, 12pb + 85pb + 97pb
(Alelo 1 corresponde a C selvagem) e 12pb + 182pb (Alelo 2
corresponde a T mutante) podem ser observados conforme
a Figura 2.

ApPOs a reacao de RFLR as 39 amostras apresentaram
fragmentos conforme o esperado para ambos os alelos,
porém, com a excecdo do fragmento de 12pb, o qual ndo
pode ser observado devido ao estabelecimento de uma
otimizacao minima para genotipagem, que por sua vez
permitiu o reconhecimento dos alelos, de forma legitima,
sem a necessidade de obter todos os fragmentos de restricao,
uma vez que os fragmentos de 97pb e 85pb do alelo 1 e
o fragmento de 182 do alelo 2 j& eram suficientes para a
distingao entre as formas alternativas do gene /L1B5.

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
rs1143634 (C/T) dainterleucina 1 estao descritas na Tabela 3,
estando consistentes com a hipotese de equilibrio de Haray-
Weinberg (HWE). A Tabela 4 apresenta a distribuicdo alélica e

FIGURA 1. IMAGEM DE UM GEL DE AGAROSE A 1,5% EM TBE'X. OS AMPLICONS
(194PB) CONTINHAM O SITIO POLIMORFICO NO GENE DA IL-1B QUE FOI USADO
COMO MARCADOR DE SUSCEPTIBILIDADE A DPC EM ADULTOS GOIANOS.

‘ 194pb

FIGURA 2. GEL DE POLIACRILAMIDA A 8%, APRESENTANDO OS PRODUTOS DE
RESTRICAO DOS AMPLICONS POR RFPL. ALELO 1 (A1)= 12PB + 85PB + 97PB E
ALELO 2 (A2)= 12PB + 182PB, CORRESPONDENDO A C E T, RESPECTIVAMENTE. O
FRAGMENTO DE 12PB NAQ FOI DETECTADO PARA ESTA METODOLOGIA.

TABELA 3. FREQUENCIA ALELICA, GENOTIPICA E VALOR DE p OBTIDO ATRAVES DO TESTE QUI-QUADRADO (x?) EMPREGADO NA ANALISE DE HWE,
Fr. Alelica Fr. Genotipica HWE
C T cC cT T 0
60/78 (77%) 18/78 (23%) 22/39 (56%) 16/39 (41%) 1/39 (3%) 0,33
Legenda: HWE — equilibrio de Hardy-Weinberg, p — valor de p
TABELA 4. ANALISE DA FREQUENCIA ALELICA SEGUNDO O TESTE DE RISCO RELATIVO.
Alelos Eventos Total RR IC RAR P
T 18
c 60 78 0,30 0,20-0,46 53,84% <0,0001

Legenda: RR — risco relativo, IC — intervalo de confianca, RAR — reducdo absoluta do risco, p— valor de p
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a analise do Risco Relativo (RR).

A andlise de RR demonstrou diferencas significativas
(0<0,0001), apresentando uma reducao absoluta do risco
(RAR) 53,84% referente a presenca do alelo C na regido
polimorfica para ao SNP rs1443634, ou seja, individuos
portadores do alelo 1 (C) apresentam um fator de protecao
para desenvolvimento da DPC, sugerindo uma possivel
susceptibilidade a DPC para as pessoas que possuem o alelo
2 (T) em seu genotipo.

DISCUSSAO

Por se tratar de uma doenca multifatorial e complexa
a associacao de um marcador genético de susceptibilidade
a DPC contribui para os individuos em funcao dos alelos
polimarficos. Segundo Morsani e colaboradores (2011),
individuos homozigotos para o alelo T produzem quatro vezes
mais IL-1 em suas células fagocitarias, sendo duas vezes mais
em heterozigotos (CT) em relacao aos individuos homozigotos
para o alelo C. Deste modo, o polimorfismo rs1143634 pode
estar relacionado com a progressao e severidade da DPC.

Os estudos de Archana e colaboradores (2012)
demostraram que o alelo 2 (T) da IL-1B (rs1143634)
esta relacionado com os niveis de agressividade sendo
estatisticamente significativos entre os genotipos avaliados
na populacao no Sul da india em 60 Individuos com DPC.
Em outros paises, estudos populacionais demostraram
que a prevaléncia do polimorfismo rs1143634 em relacao
a suscetibilidade a DPC apresenta ampla variacao nas
populacdes, sendo menos frequente, por exemplo, a
incidéncia deste SNP na populacao chinesa do que na
populacdo europeia (Armitage et al., 2000; Hodge et al.,
2001).

Entre outros estudos, nao foi possivel demonstrar a
associacao entre os polimorfismos alélicos da IL-1B e o
desenvolvimento da DPC, sobretudo para periodontite apical.
Alguns destes estudos foram conduzidos em pacientes
brasileiros (Moreira et al., 2005; Sakellari et al., 2006; Trevilatto
etal,2011). No entanto, o estudo de Morsani e colaboradores
(2011) relatou diferencas estatisticamente significativas na
distribuicao dos polimorfismos genéticos da IL-1p entre
0s pacientes com periodontite apical crénica (70,6%) e os
controles com periapice saudavel (24,6%) para a populacao
estadunidense avaliada.

ASsim, como observado no presente estudo, outras
pesquisas tém corroborado com resultados que atribuem o
envolvimento do alelo 2 (T) para o polimorfismo rs1143634,
encontrando diferencas significativas na distribuicao alélica e
genotipica, em populacoes brasileiras e estrangeiras (Galbraith
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et al, 1999; Moreira et al, 2005; Lavu et al., 2015).

Alguns pesquisadores tém atribuido as discrepancias
nos resultados ao perfil étnico das populacoes, uma vez
que a auséncia de sobreposicao dos dados € observada
entre muitos dos trabalhos publicados. Acredita-se que tais
discordancias sejam oriundas da miscigenacao exclusiva de
cada populagdo, uma vez que sao pertencentes a dareas
geogrdficas distintas (Greenstein & Hart, 2002; Godinho et al.,
2008; Ebadian et al, 2013). Deste modo, considera-se que um
ou mais elementos atuem individualmente como fator de risco
em cada populacao, de modo a elucidar a distribuicao desigual
da DPC e embora a IL-1B tenha um papel relevante na
patogenia, compreende-se que fatores ambientais e sociais,
habitos de vidas e a auséncia de atendimento odontoldgico
especializado, colaborem para o aumento da suscetibilidade
individual e severidade da doenca. E importante ainda ressaltar
que ha uma variedade de genes que podem estar envolvidos
nos mecanismoas fisiopatoldgicos da DPC, estando alguns no
cluster do gene da IL-1B e também que a doenca pode ser
uma patogenia poligénica (Trevilatto et al., 2011).

CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo indica o alelo T (rs1143634)
como possivel fator de risco para DPC, uma vez que a
constatagdo da reducao do risco relativo foi atribuida a
presenca do alelo C. Acredita-se que outros genes, assim
como, diferentes polimorfismos, estejam envolvidos na
patogénese da DPC, devido a existéncia de diversos
mediadores atuando nos processos inflamatdrios.
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ABSTRACT

The current work aimed to determine the allelic frequency
regarding the SNP rs1143634 in the /L/B gene of individuals
with chronic periodontal disease (CPD) and the potential to
predict the relative risk for the condition. Thus, 39 patients,
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with a mean age of 43.26, diagnosed with CPD were clinically
distributed according the level of disease in low level (77%),
moderate (21%), and severe (3%). In order to genotype the
SNR PCR and RFLP methodologies were used. Allele C in
rs1143634 was related to an absolute relative risk reduction of
53.8%, showing statistically significant difference (p <0.0001).
On the other hand, the presence of T in rs1143634 can be
considered a risk factor for CPD. Additional to the results
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from the current study, the participation of other factors,
since reduction obtained was slightly above 50%, suggested
to involvement others elements including and life style (oral
hygiene, smoking, and alcoholism) and the genetic risk when
considering the roll of /L 1B gene in the pathogenesis of CPD.

UNITERMS: Interleukin-Tbeta, Polymorphism, Genetic,
Chronic Periodontitis
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RESUMO

As doencas periodontais compreendem a um grupo de patologias orais infecciosas,
inflamatdrias e comuns: incluindo gengivite e periodontite, sendo altamente prevalentes na
populagdo humana. No caso da periodontite, caracteriza-se pela a perda progressiva de
inser¢do conjuntiva, ocasionando-se o detrimento do elemento dentério. Dentre os diversos
fatores envolvidos, destaca-se a atividade de agentes patoldgicos primarios gram-negativos
que desencadeiam os processos inflamatdrios mediante a resposta imunoldgica do hospedeiro
por meio da liberacédo de citocinas como a IL-1, a qual participa da imunidade inata. Contudo,
tem se discutido a interferéncia de fatores genéticos, uma vez que muitas citocinas possuem
genes polimorficos, o que levanta a hipotese de que a variabilidade genética estaria relacionada
com a suscetibilidade para o desenvolvimento da periodontite, atuando em conjunto com 0s
fatores ambientais. O objetivo deste estudo foi investigar a relagdo do polimorfismo genético
rs1143634 (IL1B), além de diferentes fatores ambientais na suscetibilidade a doenca
periodontal cronica. No presente estudo, foram avaliados 94 individuos, destes, 35
apresentavam a condicao e 59 eram saudaveis. O DNA extraido foi submetido a técnica de
PCR-RFLP para amplificagdo da regido de interesse e tratamento posterior com a enzima de
restricdo especifica, permitindo a obtencdo dos fragmentos de restricdo (genotipagem). Os
genotipos se demonstraram em concordancia com a hipo6tese de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Foram detectadas diferengas significativas (p < 0,05) entre 0s grupos considerando
0s gendtipos e a frequéncia de consultas odontoldgicas, constatando-se 0 aumento do risco e
predicdo para ambas as varidveis. Os resultados reforcam a participacdo de fatores genéticos
e ambientais na suscetibilidade a doenca periodontal crénica.

Palavras-Chave: Interleucina-lbeta; Variacdo Genética; Doencas crbnicas;, Tecido
Periapical.

ABSTRACT

Periodontal diseases comprise a group of infectious, inflammatory and common oral
pathologies: including gingivitis and periodontitis, being highly prevalent in the human
population. In the case of periodontitis, it is characterized by the progressive loss of
conjunctive insertion, causing the detriment of the dental element. Among the various factors
involved, the activity of gram-negative primary pathological agents that trigger inflammatory
processes through the host's immune response through the release of cytokines such as IL-1J,
which participates in innate immunity, stands out. However, the interference of genetic factors
has been discussed, since many cytokines have polymorphic genes, which raises the
hypothesis that genetic variability would be related to susceptibility to the development of
periodontitis, acting in conjunction with environmental factors. The aim of this study was to
investigate the relationship of rs1143634 (IL1B) genetic polymorphism, in addition to
different environmental factors in susceptibility to chronic periodontal disease. In the present
study, 94 individuals were evaluated, of these, 35 had the condition and 59 were healthy. The
extracted DNA was submitted to the PCR-RFLP technique for amplification of the region of
interest and subsequent treatment with the specific restriction enzyme, allowing the obtaining
of the restriction fragments (genotyping). The genotypes were shown to be in agreement with
the Hardy-Weinberg equilibrium hypothesis. Significant differences (p < 0.05) were detected
between the groups considering the genotypes and the frequency of dental consultations, with
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an increase in risk and prediction for both variables. The results reinforce the participation of
genetic and environmental factors in the susceptibility to chronic periodontal disease.

Keywords: Interleukin-1beta; Genetic Variation; Chronic Disease; Periapical Tissue.

1 INTRODUCAO

No decorrer das ultimas décadas, os grupos de pesquisadores em genética e gendmica
voltaram suas atencdes para o entendimento dos mecanismos de doengas comuns, uma vez
gue as mesmas possuem uma ampla insercdo na area da saude (BECKER et al., 2011;
ARNAR; PALSSON, 2017).

As doengas periodontais caracterizam-se como um grupo de enfermidades
inflamatorias comuns que inclui a gengivite e a periodontite, acometendo até 90% da
populacdo humana. Apresenta origem multifatorial, embora a infec¢do por microrganismos
seja a causa primaria mediante o acimulo da placa bacteriana na regido do sulco gengival,
acompanhada da resposta imunolégica do hospedeiro. Em individuos suscetiveis, esta situacao
poderd progredir para condicdo inflamatéria crénica destrutiva (SOCRANSKY; HAFFAJEE,
1992; KINANE; HART, 2003; PIHLSTROM et al., 2005; HUGOSON; NORDERYD, 2008;
PRESHAW et al., 2012; OFFENBACHER et al., 2016).

A doenca periodontal crénica (DPC) é uma das condi¢Ges mais comuns que acometem
0 periodonto, a qual ocorre em distribuicdo desigual com incidéncia somente em alguns
individuos e em sitios especificos, 0s quais passam por destruicdo tecidual avancada (LINDHE
et al., 2005; MEUSEL et al., 2015). Durante a patogénese, verifica-se a presenca do biofilme,
devido ao comparecimento de bactérias e a consequente producdo de lipopolissacarideos
(LPS) que induzem as células a produzirem citocinas como a interleucina 1 (IL-1), a qual
desencadeia respostas inflamatorias ativadoras de pre-clastos que promovem o acionamento
de osteoclastos, os quais fardo a reabsorcéo do tecido 6sseo, ocasionando a perda do elemento
dentario (ROSKAMP et al., 2006; TREVILATTO etal., 2011; AMEIJEIRA et al., 2017).

Estudos tém mencionado a alta sensibilidade dos ossos a IL-1 que, por sua vez,
participa tanto na formagao quanto na reabsorcdo desses tecidos e também atua como fator de
ativacdo de osteoclasto, integrando etapas distintas do desenvolvimento desta célula, in vitro
e in vivo. A formacgdo do osteoclasto é mediada pela IL-1, a qual estimula a sintese de
prostaglandinas E2 (PGE2) em osteoblasto de modo que aumenta a expressao do receptor

ativador do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL), o qual poderéa causar a maturagdo do
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osteoclasto e a reabsorcdo dssea subsequente (NUKAGA et al., 2004; PARK; YIM, 2007,
LEE et al., 2010).

Segundo Roskamp e colaboradores (2006), a interleucina 1 beta (IL-1p) é a citocina
mais operante envolvida no processo de reabsor¢do dssea, mediando os sinais de reabsorcao
para os osteoclastos e segundo os estudos de Nukaga e colaboradores (2004), estimulando a
expressdo de RANKL (COSTA et al., 2018).

O papel da IL-1 na patogénese da DPC tem sido apresentado como preponderante,
caracterizando-a como indutor mais potente da reabsorcdo 6ssea. Reporta-se 0 aumento dos
niveis de IL-1B no fluido crevicular gengival e no periodonto de pacientes com DPC,
presumindo-se que a variacdo nos niveis de citocinas poderia contribuir na suscetibilidade a
doenca. Estas diferencas podem ser parcialmente originadas, por alelos de genes de citocinas,
visto que existem varios polimorfismos genéticos dos genes do cluster da IL-1 (POCIOT et
al., 1992; KORNMAN et al., 1997; GORE et al., 1998; GALBRAITH et al., 1999; MOREIRA
et al., 2005; JING; ZHANG, 2015).

Variantes genéticas na sequéncia de bases nucleotidicas ocorrem em uma frequéncia
maior que 1% nas populagBes. Os polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide
polimorphism - SNPs) consistem na variacdo de uma Unica base nitrogenada ou nucleotideo
em um sitio particular (TAYLOR et al., 2004; CONSORTIUM, 2012; MA; GAO, 2018). Os
SNPs podem causar alterac6es no codigo genético, o qual consiste na relacdo da sequéncia do
acido desoxirribonucleico (DNA) e a proteina correspondente, e deste modo, a modificacao
do gendtipo pode interferir no fen6tipo, quando se tem transformac6es na funcéo proteica.
Essas alteracGes podem ter influéncia no nivel de secrecdo de substancias, gerando variagdes
na resposta imunoldgica frente a uma contaminacéo bacteriana (KORNMAN; DI GIOVINE,
1998; HE et al., 2014).

De acordo com Xu e colaboradores (2013), o alelo T do polimorfismo rs1143634
(+3954 C > T) esta relacionado com vérias doencas inflamatdrias, de modo que promove 0
aumento de secrecéo da IL-1p, presumindo que o mesmo também possa estar envolvido na
DPC. Em vista disso, considera-se 0 rs1143634 como um parametro em potencial para a
andlise da suscetibilidade genética a DPC.

2 OBJETIVO
Investigar a relagdo do SNP rs1143634 (+3954 C > T) do gene IL1B (IL-1pB), além de
aspectos ambientais na suscetibilidade a doenca periodontal cronica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1GRUPO AMOSTRAL

O presente estudo consisti em uma analise de caso-controle, a qual optou-se por uma
amostragem ndo probabilistica composta por 94 amostras de conveniéncia de voluntarios,
distribuindo-se em 35 para o grupo caso (DPC) e 59 para grupo controle (saudaveis), os quais
foram procedentes dos municipios da regido metropolitana de Goiania, Goias, Brasil. Aspectos
como a menoridade (menos de 18 anos) e tabagismo foram considerados como critérios de
exclusdo para os grupos. Os individuos dos dois grupos foram submetidos a exame clinico
denominado periograma, realizado por um profissional capacitado, utilizando a sonda
periodontal milimetrada, seguindo o indice periodontal comunitario (IPC) (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2001), sendo cada dente dos sextantes avaliado, mas priorizando
os locais de maior profundidade para diagnosticar e classificar os niveis de gravidade da

doenca.

3.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

As amostras bioldgicas foram obtidas mediante a coleta de 4 mL de sangue periférico
por puncao venosa, sendo armazenadas em tubos com EDTA (Etilenodiaminotetracético). O
DNA gendmico foi extraido e purificado a partir de 300uL de sangue total, utilizando o kit
comercial ilustra blood® mini colun (GE Healthcare, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante. A quantificacdo ocorreu através da analise em espectrofotometria de luz por meio
do uso do quantificador NanoVue Plus® Spectrophotometer (GE Healthcare, EUA),

conforme as orientacdes do fabricante.

3.3 REACAO DE PCR-RFLP

O rastreamento do polimorfismo rs1143634 (+3954 C > T) do gene IL1B, foi realizado
mediante a técnica de PCR-RFLP, também conhecida como sequéncia clivada polimdrfica
amplificada (RASMUSSEN, 2012), a qual foi adaptada da metodologia de Moreira et al.
(2005). O método também recebeu a inclusdo dos primers descritos por Gore e colaboradores
(1998) para amplificacdo de um fragmento de 194pb na fita reversa de DNA (3°—5’).

Para a reacdo de PCR (polymerase chain reaction), foram adicionados 5puL do DNA
extraido em uma mistura contendo: 5uL de tampédo de PCR 10X, 1uL de um Mix de d’NTPs
a 10mM (cada), 1pL de cada primer a 10 uM (cada), 0,4uL de Taq DNA Polimerase
Platinum® (Invitrogem, EUA) 5U/uL, completando volume até 50uL com H20 Mili-Q

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 3,p 10190-10205 mar. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

autoclavada. A termociclagem ocorreu em seguida mediante o aparelho Veriti® 96-Well Fast
Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢Ges: um ciclo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min; seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30
seg, anelamento a 53°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 30 seg; por fim um ciclo referente a
extensdo final a 72°C por 5 min. Logo ap0s, os produtos de PCR foram separados em gel de
agarose e corados com brometo de etidio (0,05%) para analise em video documentador.
Posteriormente, aliquotas de 2,5uL dos produtos de PCR foram submetidas a técnica
de RFLP (restriction fragment length polymorphism) com 5U de Taq | (cada) (Invitrogen,
EUA) a 65°C por uma hora, sendo os produtos separados em gel de poliacrilamida (8%) e
corados com nitrato de prata (0,1%), com o propdsito de originar os fragmentos 97, 85,12 e

182 e 12 (pb), referindo-se aos alelos C e T respectivamente para 0 SNP rs1443634.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tabulados mediante ao uso do programa Microsoft Office Excel
2016. A andlise estatistica dos dados ocorreu, empregando-se inicialmente o teste de
Equilibrio de Hard Weinberg, o qual avaliou o equilibrio dos genoétipos e a frequéncia dos
alelos para os grupos estudados. Os testes Qui-Quadrado ([J ) e Exato de Fisher foram
empregados para a analise inferencial das variaveis entre os grupos. As analises de Odds Ratio
(OR) e Regressdo Logistica Binaria (RLB) foram empregadas conforme a necessidade,
utilizadas para inferir o risco e a predi¢do das varidveis, respectivamente. Foi considerada
diferenca estatisticamente significativa quando p < 0,05 (5% de significancia). Os testes
estatisticos utilizados fazem parte do sistema computacional Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para Windows 10 e do software BioEstat v.5.3%.

4 RESULTADOS
Dentre as 94 amostras estudadas, 57% foram provenientes de individuos do sexo
feminino e 43% do sexo masculino, a tabela 1 expdes a frequéncia dos sexos entre 0s grupos,

mais a média e o desvio padréo da idade dos voluntarios.
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Tabela 1. Frequéncia entre 0s sex0s nos grupos controle e caso, além da média e desvio padrdo para ambos.

Grupo Sexo Total Idade
Feminino (%) Masculino (%) (%) Média + DP

Controle 62,7 37,3 100,0 246+79

Caso 48,6 51,4 100,0 25,6 £8,4

DP: desvio padro.
Fonte: O Autor (2020).

Os genotipos dos grupos caso e controle demonstraram-se consistentes com a hipotese
de equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). Durante a anélise inferencial, o alelo de menor
frequéncia, segundo os bancos de dados de SNPs, foi admitido como possivel fator de risco,
de modo que os gendtipos CT e TT foram agrupados e confrontados com CC. A distribuicao
dos genotipos mostrou-se estatisticamente distinta (p < 0,05) entre os grupos, verificando-se
uma frequéncia maior dos genétipos CT e TT em individuos doentes, embora ndo se tenha
detectado diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) para as frequéncias alélicas.

A distribuicdo das frequéncias das demais variaveis apresentaram-se, em sua maioria,
uniformes (p > 0,05), detectando-se diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05),
somente, quando considerado as consultas odontoldgicas, de modo que o grupo controle
apresentou uma frequéncia maior. A distribuicdo das frequéncias genotipicas e demais

varigveis encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Distribuicédo das frequéncias das variaveis estudadas e valores de p obtidos mediante os testes 3’ e

Exato de Fisher.

Variavel Controle Caso P
cc 42 (71,2%) 17 (48,6%)

Genétipo CT/TT 17 (28,8%) 18 (51,4%) 0,05
Total 59 (100,0%) 35 (100,0%)
c 97 (82,2%) 51 (72,9%)

Alelos T 21 (17,8%) 19 (27,1%) 0,13
Total 118 (100,0%) 70 (100,0%)
1x por ano 24 (72,7%) 4 (30,8%)
> 1X por ano 6 (18,2%) 2 (15,4%)

Consultas Odontoldgicas 0,03
< 1xX por ano 3(9,1%) 7 (53,8%)
Total 33 (100,0%) 13 (100,0%)
Nunca 3(9,4%) 1(9,1%)

Uso do Fio dental < 1x por dia 7 (21,9%) 2 (18,2%) 0,96
> Ix por dia 22 (68,8%) 8 (72,7%)
Total 32 (100,0%) 11 (100,0%)
1x por dia 1 (3,2%) 2 (16,7%)

Escovagdo < 1x por dia 30 (96,8%) 10 (83,3%) 0,08
Total 31 (100,0) 12 (100,0%)
NZo 33 (55,9%) 21 (60,0%)

Consumo de Alcool Sim 26 (44,1%) 14 (40,0%) 0,83
Total 59 (100,0%) 35 (100,0%)

p: probabilidade das diferencas (ou efeito) observadas entre os grupos serem devido ao acaso.
Fonte: O Autor (2020).

A estimativa OR detectou um aumento significativo do risco de 1,6 (2,6; IC: 1,1 + 6,2)
vezes para o alelo T, o qual foi observado em maior frequéncia em individuos doentes.
Diferencas estatisticamente significativas também foram observadas em relacéo a frequéncia

de consultas odontoldgicas, evidenciando-se o aumento do risco 2,6 (3,6) vezes e um intervalo
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de confianga de 1,5 + 8,5. Todavia ndo foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas quando se inferiu as frequéncias das outras variaveis observadas, no presente
estudo.

Adicionalmente, a analise de RLB detectou uma predicéo significativa (p < 0,05) da
doenca por efeito dos geno6tipos contendo o alelo T, obtendo-se um coeficiente de regressao
de 0,96. De modo semelhante, a frequéncia de consultas odontoldgicas também apresentou
dados significativos (p < 0,05) verificando-se um coeficiente de regresséo de 1,29. Os dados

completos da analise de RLB encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Resultados da anélise de Regressdo Logistica Binaria, incluindo o célculo de risco (OR).

Variavel B P Exp(B) IC (95%)
rs1143634 0,96 0,03 2,6 1,1+6,2
Consulta Odontoldgica 1,29 <0,01 3,6 1,1+£85

B: Coeficiente de Regressdo (predigdo); p: probabilidade das diferencgas (ou efeito) observadas entre 0s grupos
serem devido ao acaso; Exp (B): valor Odds ratio (chance de risco); IC: Intervalo de Confianca.
Fonte: O Autor (2020).

5 DISCUSSAO

Durante o final da década de 90, pesquisas com finalidade investigativa acerca das
doencas periodontais em associacdo com fatores de riscos genéticos do sistema imune inato
ganharam uma maior notoriedade (KORNMAN et al.,, 1997; GORE et al.,, 1998;
GALBRAITH et al., 1999). Contudo, isso ocorreu de modo a considerar os fatores ambientais
em conjunto com os elementos genéticos, supondo que a suscetibilidade pode ser influenciada
por uma quantidade determinada de ambos os elementos (MICHALOWICZ, 1994).

Foi avaliado no presente estudo, a associa¢do do polimorfismo do gene funcional da
IL-1B, o rs1143634 (+3954 C > T), com a DPC, além também das varidveis
sociodemograficas, que caracterizam-se como um parametro ambiental de analise na
casuistica da doenca. Os dados obtidos evidenciaram diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos estudados, quanto a distribuicdo dos genotipos e a frequéncia de visitas ao

consultdrio odontolégico. Para ambas as variaveis, observou-se valores significativos para o

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 3,p 10190-10205 mar. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

aumento do risco, quando comparada as distribuigdes entre 0s grupos (caso e controle), além
da predicéo significativa para a doenca.

O presente estudo reforca a participacao da IL-1p na suscetibilidade a DPC por meio
da associacgéo do alelo T do rs1143634 com a condicédo, constatando-se 0 aumento do risco de
2,6 vezes e uma predicdo de 96%. Conjectura-se que as variantes genéticas interfiram na
regulacdo génica, conforme relatado por Pociot et al. (1992), promovendo o aumento dos
niveis da IL-1P, que colabora para o quadro cronico autodestrutivo mediante a indugdo de
atividades proteoliticas nos tecidos de sustentacdo dos dentes (NASCIMENTO et al., 2006).

Os genotipos contendo o alelo T apresentaram uma frequéncia de 37% (35/94) na
distribuicdo geral, mostrando-se mais prevalentes no grupo composto por individuos doentes.
Frequéncia aproximada ao estudo de Moreira e colaboradores (2005), que quantificou uma
percentagem de 33% (18/54) de gendtipos CT e TT, o qual obteve-se diferencas significativas
na distribuicao, além de uma maior prevaléncia no grupo caso, indicando o alelo T como fator
de risco. No estudo de Trevilatto e colaboradores (2011), os gendtipos contendo o alelo T
foram quantificados em 31% (35/113) da amostragem, mas ndo houve diferencas
significativas na distribuig&o.

Em se tratando de pesquisas mais recentes, o estudo de Lavu e colaboradores (2015)
reportou diferencas significativas na distribuicdo dos genotipos em uma populacgéo indiana, a
qual foi observada uma frequéncia de 55% (220/400) de CT e TT, além de uma maior
prevaléncia no grupo composto por individuos doentes. Em um outro estudo, realizado na
Pol6nia, Mazurek-Mochol e colaboradores (2019) reportou uma frequéncia de 44% (158/356)
dos genotipos GA e AA (corresponde a CT e TT na fita reversa), ndo detectando-se diferencas
significativas.

Mediante ao que foi relatado por este e outros estudos, percebe-se que ainda existem
dissonancias que se contrapdem. Segundo Ebadian et al. (2013), isso pode ser atribuido a
variedade (tipos) de doencas periodontais existentes; aos tamanhos de amostras desiguais; e
as variacOes de frequéncia de gendtipos em populacdes de diferentes origens, considerando
que pesquisas realizadas pelo mundo tém verificado uma prevaléncia variavel do alelo T.
Acredita-se que os fatores de risco atuem de modo isolado em cada populacéo (TREVILATTO
et al, 2011) esclarecendo-se a distribuicdo desigual dos gendtipos entre os estudos realizados,
embora estes considerem, de modo geral, 0 mesmo fen6tipo (DPC).

A participagdo dos elementos ambientais também se mostrou relevante no presente

estudo. Relata-se que o atendimento (consulta) odontoldgico esteve associado a DPC, devido
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a deteccdo do aumento do risco 3,6 vezes e uma predicdo de 129% para a doenga. Constatacdes
que sdo coesas com levantamentos realizados por outras pesquisas que, de modo geral,
destacam a necessidade da assisténcia odontologica entre outras, em se tratando de condicdes
patologicas orais (KATSOULIS e tal., 2012; OGAWA et al., 2013).

Deste modo, ressalta-se a participagdo ndo menos importante dos fatores ambientais
no desfecho da DPC, visto que aspectos como classes sociais, higiene oral inadequada e a
caréncia de atendimento odontoldgico especializado potencialmente contribuem para o
aumento da suscetibilidade individual e severidade da doenga (TREVILATTO et al., 2011),
embora o presente estudo ndo relate significAncia para a maioria das variaveis ambientais
testadas.

Acredita-se que o alelo T (rs1143634), assim como a baixa regularidade nos cuidados
odontoldgicos especializados, estejam envolvidos com a causa e progressao da doenga,
consistindo, ambos, em fatores de risco. Contudo, a analise de outras variantes genéticas
aspirantes, além outras variaveis ambientais, como cooperadoras da doenca, sdo
imprescindiveis, uma vez que multiplos fatores encontram-se envolvidos, inclusive a poligenia
(Trevilatto et al., 2011; ISAZA-GUZMAN et al. 2016). Ressalta-se que a compreensio do
potencial de envolvimento dos fatores genéticos na DPC ainda se demonstra como relevante,
uma vez que podem contribuir no desenvolvimento de diagnésticos de maior eficiéncia
(HANNUM et al., 2015).

6 CONCLUSAO

Conclui-se que os geno6tipos contendo o alelo T do polimorfismo rs1143634 (+3954 C
> T) e a baixa frequéncia de acompanhamento odontoldgico especializado relacionam-se com
a suscetibilidade para a DPC, visto que o aumento do risco e predi¢do foram constados para a
condicdo. Ressalta-se que outros genes com diferentes polimorfismos podem estar envolvidos
na patogénese da doenga periodontal crbnica, uma vez que existem diversos mediadores
atuando nos processos inflamatorios. A necessidade de mais estudos na identificacdo de
polimorfismos de genes da resposta do hospedeiro, assim como anélise de expressao dos
mesmos e da influéncia das condi¢cGes ambientais, podem contribuir para uma melhor

compreensdo dos mecanismos envolvidos na suscetibilidade genética e ambiental a DPC.
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