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RESUMO

O polimorfismo no gene das citocinas pode influenciar a susceptibilidade e progresséo da
periodontite. Duas importantes citocinas, IL-2 e IL-4 foram recentemente associadas a
periodontite cronica. Correlagdo genética entre polimorfismos e caracteristicas clinicas da
doenca periodontal pode identificar marcadores bioldgicos e determinar o risco individual
de cada paciente, além de estabelecer novas estratégias de tratamento. O objetivo deste
trabalho foi associar o polimorfismo dos genes G-330T IL-2 e C-590T IL-4 com a
periodontite cronica através de DNA extraido de células sanguineas. Os pacientes foram
distribuidos em dois grupos, 51 portadores de periodontite crénica e 68 controles. O
polimorfismo foi analisado pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase, eletroforese em
géis de agarose e sequenciamento do DNA. O resultados ndo mostraram diferencas entre
casos e controles em frequéncia dos alelos e genotipos na IL-2. Na IL-4 houve diferengas
estatisticas (p<0.01) nos alelos e gen6tipo, o hapldtipo mais presente T(-590) e o gendtipo -
590 T/T foram significativamente mais frequentes no grupo controle (risco relativo 0.5). Os
resultados sugerem que a alta producdo de haplétipo (T) no gene IL-4 esta associado com a
diminuicdo do risco a periodontite crénica, enquanto o polimorfismo da IL-2 foram

distribuidos uniformemente entre casos e controles.



ABSTRACT

Cytokine gene polymorphisms may influence the susceptibility and progression of
periodontitis. Two important cytokine genes, interleukin IL-2 and IL-4 recently were
associated with chronic periodontitis. Correlation of genetic SNP with stable characteristics
of periodontal disease may provide critical information for identifying molecular
biomarkers to be incorporated into individual risk profiles and also to establish new
treatment strategies. The aim of this study was to associate the G-330T IL -2 and C-590T
IL-4 gene polymorphisms with chronic periodontitis. DNA was obtained from blood cells.
The cases consisted of 51 patients with chronic periodontitis and were compared to 68
control subjects. The SNP were analyzed by polymerase chain reaction, agarose gel
electrophoresis, and DNA sequencing. While no significant differences between cases and
controls were found in allele and genotype frequencies of IL-2. We found significant
differences (p<0.01) in the allele and genotype of IL-4, the haplotype T(-590) and genotype
-590 T/T was significantly more frequent in controls (odds ratio 0.5). The results suggest
that the high-production IL-4 haplotype (T) was associated with a decreased risk for
chronic periodontitis, whereas the 1L-2 polymorphisms were similarly distributed among

cases and controls.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O periodonto compreende os seguintes tecidos: gengiva, ligamento periodontal,
cemento radicular e 0sso alveolar. Sua principal funcdo € inserir o dente no tecido 0sseo
dos maxilares e manter a integridade da superficie da mucosa mastigatéria na cavidade oral

(Lindhe, 1999).

A gengiva é a porcao da mucosa bucal que envolve o dente e cobre 0 0sso alveolar,
e por meio da formacgéo de uma conexdo com o dente protege os tecidos subjacentes contra
0 ambiente bucal. Em direcdo a coroa, a gengiva termina na margem gengival livre, que
possui contorno parabdlico, enquanto que, em sentido apical, € continua com a mucosa
alveolar, da qual é separada pela jun¢cdo mucogengival (Manson & Eley, 1999; Lindhe,
1999). A aparéncia da gengiva e da mucosa alveolar e os diferentes tipos de tecido gengival

(Figura 1).



Figura 1: Aparéncia in vivo da gengiva superior.
A= mucosa alveolar, B= jun¢do mucogengival, C= gengiva
inserida, D= gengiva livre, E= papila interdentéria.

A gengi\ uperficie pode
apresentar um pontilhado delicado que Ihe confere o aspecto de casca de laranja. Este tipo
de mucosa estd firmemente inserido no osso alveolar subjacente e cemento por meio de
fibras do tecido conjuntivo, sendo imovel em relacdo aos tecidos subjacentes. A mucosa
alveolar, de cor vermelha mais escura, esté localizada apicalmente a juncdo mucogengival e
possui uma ligagdo frouxa com 0 0sso subjacente. Em contraste com a gengiva inserida, a

mucosa alveolar é movel em relagdo ao osso subjacente (Lindhe, 1999).

O ligamento periodontal é o tecido conjuntivo denso que circunda as raizes dos
dentes e une o cemento radicular ao osso alveolar. Acima da crista alveolar o ligamento
periodontal é continuo com o tecido conjuntivo gengival, esta continuidade é importante
quando se considera a progressdo de periodontites a partir de gengivite. Este ligamento
localiza-se no espaco entre as raizes dos dentes e 0sso alveolar que circunda o dente até o
nivel aproximado de 1 mm apical a juncdo amelocementéaria. A presenga do ligamento

periodontal é essencial & mobilidade do dente, pois a mobilidade dentaria é, em grande



parte, determinada pela largura, altura e qualidade do ligamento periodontal (Berkovitzs et

al., 2004).

As fibras do tecido conjuntivo sdo principalmente colagenas (tipo | e IlI),
compreendendo mais de 90% das fibras do ligamento periodontal. Embora as células
predominantes no tecido conjuntivo do ligamento periodontal sejam os fibroblastos, este
tecido apresenta uma populacdo heterogénea. Células formadoras recobrindo a superficie
do cemento (cementoblastos) e osso alveolar (osteoblastos) sdo consideradas parte do
ligamento periodontal. As células de reabsorcéo na superficie do 0sso e do cemento sdo 0s
osteoclastos e o0s cementoclastos, respectivamente. Adicionalmente, o ligamento
periodontal contém células indiferenciadas, células de defesa e ceélulas epiteliais

(Berkovitzs et al., 2004).

O cemento é a fina camada de tecido calcificado que recobre a dentina radicular,
este tecido varia em espessura em diferentes niveis da raiz, variando de 10-200 um. O
cemento apresenta continuidade com o ligamento periodontal em sua superficie externa e
esta aderido a dentina na superficie externa. Sua principal fungdo é fornecer insercdo as

fibras coldgenas do ligamento periodontal (Berkovitzs et al., 2004).

Em conjunto com o cemento radicular e as fibras do ligamento periodontal, 0 0sso
alveolar constitui os tecidos de sustentacdo dos dentes e distribui as forgas geradas durante
a mastigacao e outras formas de contato entre os dentes. O 0sso que recobre as superficies
radiculares é consideravelmente mais grosso na parte palatina do que na parte bucal da

maxila (Lindhe, 1999).



As paredes dos alvéolos sdo revestidas por 0sso compacto que interproximalmente
estd em relacdo com 0 0sso esponjoso. O 0sso esponjoso contéem trabéculas Gsseas cujo
tamanho e arquitetura sdo em parte, determinados geneticamente, e de outra parte sdo o

resultado das forgas a que os dentes estdo expostos durante a fungdo (Lindhe, 1999).

Grossi et al., 2004 afirmam que uma das propriedades mais importantes do 0sso
refere-se & sua capacidade de remodelacéo e adaptacéo a situagdes funcionais diferentes de
forma continua. Isso esta relacionado aos diferentes tipos de células désseas, algumas
possuindo a propriedade de formar 0sso (osteoblastos) ou detectar as pressdes e tensdes
mecanicas as quais 0 0sso esta sujeito (osteoblastos e ostedcitos), enquanto outras possuem

a capacidade de reabsorver 0sso (osteoclastos).

1.2 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal (DP) é caracterizada por uma destruicdo inflamatéria dos
tecidos de suporte dos dentes, como: ligamento periodontal, cemento e 0sso alveolar. As
doencas periodontais incluem diversas alteragcdes inflamatorias, a gengivite é uma alteracdo
inflamatdria envolvendo somente o tecido gengival. Quando o processo inflamatério
destr6i 0 0sso e 0 cemento, a patologia € chamada de periodontite (Clarke & Hirsch,

1995).



O agente etiologico priméario da doenga periodontal é a placa bacteriana, esta €
composta principalmente por bactérias colonizadoras da superficie dentéria dispostas sob a
forma de biofilmes microbianos. Esta organizacdo confere condi¢des favoréveis ao
desenvolvimento microbiano, uma vez que atuam como barreira, retendo substéncias
produzidas pelas proprias bactérias e, a0 mesmo tempo, protegendo-as de fatores de defesa
do organismo hospedeiro e de agentes antimicrobianos externos. (Haffajee & Socransky,
1994; Listgarten, 1994). A quantidade de placa na superficie dental pode ser mensurada
clinicamente através do Indice de Placa. O indice utilizado nesta pesquisa foi preconizado
por O’Leary e colaboradores em 1972, sua mensuracdo € realizada pela avaliagdo da
presenca ou auséncia de placa bacteriana nas superficies vestibular, mesial, distal e lingual
de todos os elementos dentarios presentes; o resultado é fornecido em percentuais de
superficies com placa em relacdo ao total das superficies examinadas (ver Ficha Clinica em

Anexo).

O sangramento gengival geralmente é o primeiro sinal clinico observado, porém o
sangramento ndo é um instrumento perfeito de diagndstico. Um estudo de Lang et al.
(1990) indicou doenga progressiva em somente 6% das areas com sangramento. Uma
regido examinada sem sangramento, entretanto, é um indicador real de saude periodontal, ja
que em 98% dos lugares sem sangramento ndo houve destrui¢do periodontal. A quantidade
de sangramento pode ser mensurada clinicamente através do Indice de Sangramento
Gengival. O indice adotado nesta pesquisa foi elaborado por Ainamo e Bay em 1975, sua
quantificacdo se baseia na contagem do nimero de faces dentais com sangramento gengival
apos 10 segundos da sondagem periodontal, este valor é dividido pelo numero total de faces

e multiplicado por cem (ver Ficha Clinica em Anexo).



O exame clinico periodontal consiste na mensura¢do dos parametros periodontais
como: Indice de Placa, Indice de Sangramento Gengival, profundidade de sondagem e
perda de inser¢do clinica. Na profundidade de sondagem a mensuragdo é realizada
quando uma sonda periodontal é inserida entre o dente e a gengiva (Figura 2), esta
invaginacdo é forcada apicalmente na direcdo da juncdo cemento-esmalte, no espaco
correspondente ao sulco gengival. Dependendo do grau de destrui¢do tecidual encontrada
no periodonto, a sonda pode penetrar de 0.5 mm a 12 mm no sulco gengival, mensurando
assim a profundidade do sulco gengival (fisioldégico) ou da bolsa periodontal (patolégico),
medidas > 3mm. A perda de insercdo clinica é definida como a distancia entre a juncéo
cemento-esmalte e o fundo do sulco/bolsa e € calculada como a soma das medidas de

profundidade de sondagem e recesséo gengival (Manson & Eley, 1999).

Figura 2: Sondagem periodontal

A perda de osso alveolar é um dos sinais caracteristicos da doenca periodontal
destrutiva e, geralmente, considera-se representar uma sequela anatdmica do avanco da
periodontite do sentido apical. A extensdo e severidade da perda Ossea alveolar sdo
usualmente medidas pela combinagdo de meios clinicos (profundidade de sondagem e

perda de insercdo clinica) e radiograficos e sdo importantes adjuntos para o cirurgido-



dentista no diagnostico, plano de tratamento e avaliagdo do prognostico do paciente

(Papapanou & Tonetti, 2000).

A periodontite cronica é caracterizada por apresentar lenta e progressiva destruicdo
do osso alveolar. Clinicamente observamos presenca de célculo, profundidade dés
sondagem superior a 5 mm em pelo menos 6 faces dentais, presenca de sangramento e
inflamacdo no tecido gengival (Lindhe et al., 1999). Ja a periodontite agressiva € um tipo
mais severo de DP caracterizado por répida perda de insercdo e intensa destruicdo do 0sso
alveolar, este tipo de periodontite é subdividido em periodontites: pré-puberal, juvenil,

rapida progressao ou periodontite de inicio precoce (Yoshie et al., 2007).

1.2.1 Epidemiologia

Estudos epidemiolégicos mundiais afirmam que a cérie e a doenca periodontal s&o
as patologias mais prevalentes na cavidade oral. A doenca periodontal acomete de 15 a
20% da populacdo com mais de 35 anos de idade. A periodontite estd presente na
populacdo adulta em diferentes graus de acometimento, representando a maior causa de

perda de dentes nessa faixa etaria (Albandar & Rams, 2002; Brown & Lde, 1993).

O levantamento epidemioldgico em satde bucal, realizado em 1986 na zona urbana
do Brasil, € o Unico levantamento de carater nacional existente. Neste levantamento o
estado de saude periodontal foi mensurado de acordo com o indice Periodontal
Comunitario de Necessidades de Tratamento, o qual divide a arcada dentaria em sextantes,

sendo que a presenca de dois ou mais dentes sem indicagdo de exodontia € pré-requisito ao



exame, caso contrario o sextante é considerado nulo. Na faixa etaria de 15-19 anos foram
observados 53.08% de sextantes sadios, 22.34% com sangramento, 20.6% com tartaro,
2.32% com bolsas de 4 a 5 mm, 18% com bolsas de 6 ou mais mm e 3.58% nulos para 0s

sextantes superiores.

Em adultos na faixa etaria de 35-44 anos foram encontrados 16.86% de sextante
sadios, 11.46% com sangramento, 17.96% com tartaro, 6.17% com bolsas de 4 a 5 mm,
1.49% com bolsas de 6 ou mais mm e 46% nulos para sextantes superiores. Ja na faixa
etaria de 50-59 anos, os resultados foram de 5.43% de sextantes sadios, 4.29% com
sangramento, 8.09% com tartaro, 4.07% com bolsas de 4 a 5 mm, 1.74% com bolsas de 4 a

5 mm, 2.80% com bholsas de 6 ou mais mm e 64.67% de sextantes nulos.

Segundo Araujo (2003), quando observada a pior situacdo periodontal encontrada
na populacdo de Belém, verificou-se que o maior nimero de individuos estava concentrado
em sextantes excluidos Quando observada a pior situacdo periodontal encontrada na
amostra, pode verificar-se que o maior nimero de individuos estava concentrado em
sextantes excluidos, com predominéncia das faixas etérias de 35 a 44 anos e 65 a 74 anos,
onde ja foram extraidos grande quantidade de elementos dentérios, seguido de 37

individuos com presenga de célculo e 23 com bolsa de 4 a 5 mm.

Tabela 1 -Distribuigdo do nimero de individuos, segundo a pior condicdo
periodontal encontrada na populagdo de Belém.

Sextante [12anos (15al19anos |35a44anos |65a 74 anos Total
Higido 1 1 0 0 2
Sangramento 11 5 0 0 16
Calculo 17 13 6 1 37
Bolsade 4 a5 mm 0 11 9 3 23
Bolsa > 6 mm 0 0 0 1 1
Excluido 1 0 15 25 41




Total | 30| 30 | 30 | 30 | 120

Arauljo, 2003.

O aparecimento da gengivite estd diretamente relacionado com o nivel de higiene
oral da populacdo, porém os dados epidemioldégicos mundiais s&o menos pronunciados ao
relacionar periodontite e placa dental. Severas formas de periodontite humana
freqlentemente afetam uma pequena parte da populacdo mundial, mesmo sabendo que
gengivite e formas de periodontite leve a moderada atingem essa populagdo. Acredita-se
que a baixa ocorréncia de periodontite severa, registrados nos estudos populacionais, pode
ser em parte atribuida a falta de padronizagdo dos estudos ou aliados a dificuldade de
mensurar se os dentes foram perdidos em virtude da DP. Fator esse que contribui para

reducdo da prevaléncia de periodontite severa em pacientes edéntulos (Albandar, 2002).

1.2.2 Etiologia e Patogénese

A periodontite € uma doenca infecciosa iniciada e sustentada pela placa bacteriana,
caracterizada pela presenca de bolsa periodontal (aprofundamento do sulco gengival)
formada em conseqiiéncia da perda 6ssea e migracdo do epitélio juncional. Clinicamente,
observamos sangramento a sondagem, exsudato inflamatdrio, alteracdo na cor, forma e
textura gengival e em casos mais avangados, pode haver presenca de mobilidade dentéria

(Lindhe et al., 1999).




Figura 3: Progressdo da Doenga Periodontal (A), Periodontite Cronica Severa (B) - Cortesia
Dr. Adriano Corréa.

A resposta individual de natureza inflamatdria, induzida por bactérias presentes no
biofilme, parece exercer uma fungdo fundamental no desenvolvimento da DP. A microbiota
periodontal encontra-se em um estado de fluxo continuo, podendo conter mais de 400
espécies diferentes de microrganismos, cada uma apresentando potenciais diferentes para a

inducdo da doenca (Genco & Slots, 1984).

Algumas bactérias especificas que podem destruir os tecidos periodontais estdo
sendo identificadas e caracterizadas, como Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia e Porphyromona gingivalis que sdo patdgenos periodontais
altamente virulentos que demonstram induzir respostas imunol6gicas elevadas em varias

formas de periodontite, como no caso da periodontite crénica (Tinoco et al., 1997).

O processo inflamatério gengival inicia com edema, seguido de infiltrado celular
com predominéncia de leucdcitos polimorfonucleares. H& uma intensificacdo do estado
inflamatorio & medida que a placa bacteriana persiste, ocorrendo um aumento na exsudacao
do fluido gengival e na migracdo dos leucdcitos para os tecidos e sulco gengival. Os

linfocitos e neutrofilos sdo as células predominantes no infiltrado inflamatério nesta fase e



uma quantidade muito pequena de plasmdécitos é observada no interior da lesdo (Listgarten

& Ellegaard, 1973; Brecx et al., 1987).

Na gengivite estabelecida observa-se infiltrado composto de linfocitos, neutrofilos e
plasmadcitos, a medida que o infiltrado celular sofre expansdo ha necessidade de espaco no
periodonto para abriga-lo. O estdgio mais avancado desse processo & conhecido como
periodontite, caracterizado por destruicdo avancada, ocasionando migracdo apical do
epitélio, dano extenso as fibras periodontais e perda de 0sso alveolar, podendo até resultar

em mobilidade ou perda dentéarias (Lindhe et al., 1999).

A gengivite induzida por placa bacteriana, ndo envolve perda de insergéo
periodontal e é reversivel perante a remog¢édo da placa dentobacteriana. Microscopicamente,
as alteracOes teciduais incluem proliferagdo da camada basal do epitélio juncional, levando
a migracdo celular apical e lateral, vasculite dos vasos sanguineos adjacentes ao epitélio
juncional, destruicdo progressiva de fibras colagenas, alteragdes citopatoldgicas nos
fibroblastos residentes e infiltrado inflamatério/imune progressivo (Page & Schroeder,

1976).

A persisténcia dos biofilmes microbianos em intima proximidade aos tecidos
periodontais torna a resposta inflamatéria em lesdo crénica, com proliferacdo do epitélio
juncional abaixo da juncdo cemento-esmalte, formando-se uma bolsa periodontal, além de
continua destruicdo de colageno, ativacdo de fibroblastos e fagocitos, acumulo de PMN nos
epitélios juncional e da bolsa periodontal, denso infiltrado inflamatério mononuclear e
perda de osso alveolar, caracterizando a periodontite crénica. (Page & Schroeder, 1976;

Jeffcoat & Reddy, 1991).



Em achados microscopicos da periodontite, foi observado que a migragdo apical do
epitélio juncional ocorre simultaneamente com a dissolucdo de fibras periodontais mais
coronalmente dispostas. Para ocorrer migracao celular, os queratindcitos devem se destacar
da membrana basal do epitélio, processo provavelmente mediado por degradagdo
enzimatica. O movimento ativo de células epiteliais envolve adesdo as moléculas da matriz
extracelular em locais de contato e subsequente contracdo do citoesqueleto, o que gera
forgas locomotivas. A motilidade celular tambem requer a liberagéo da célula dos locais de
adesdo, o que € diretamente, pelo menos em parte, limitado pela protedlise das moléculas
da matriz pela metaloproteinases (MMP). Entdo, periodos de progressiva destruicdo
tecidual da periodontite envolvem atividade proteolitica tais como as colagenases MMP-1 e
MMP-8, e as gelatinases MMP-2 e MMP-9 (Golub et al, 1995; Sorsa et al, 1988).

Os linfécitos T sdo predominantes em lesfes periodontais estaveis, enquanto que 0s
linfocitos B e plasmdcitos estdo mais abundantes em lesdes periodontais em progressao
(Lindhe et al, 1980; Reinhardt et al., 1988). O que sugere que células Thl que expressam
células T sdo os principais reguladores inflamatérios em lesBGes inicias ou estaveis.
Produgdo de interferon-gama (IFN-y) pode aumentar fagocitose dos neutrofilos e
macrofagos, inibindo a progressdo da infeccdo. A predominancia de linfocitos B e
plasmécitos em lesdes avancadas em progressao evidenciam o papel das células Th2 na

destruicéo do tecido periodontal (Tsai et al. 2007).

1.2.3 Resposta Imunoldgica
A periodontite crbnica é resultado da resposta inflamatoria da placa

bacteriana, podendo afetar os tecidos gengivais e progredir para destruicdo do epitélio



juncional, colocando assim em risco a longevidade da denticdo. A progressao da doenga é
devido a combinagdo de fatores como presenca de bactérias periodontopatogénicas, altos
niveis de citocinas pro-inflamatérias, matriz de metaloproteinases, prostaglandinas E;
(PGE;) e baixos niveis de inibidores inflamatérios como interleucina-10, fator de
transformagdo de crescimento-beta (TGF-f) e tecidos inibidores de metaloproteinases

(Page et al., 1997).

Nas doencas inflamatdrias crénicas hé fatores que ndo causam a doenga, mas
amplificam alguns mecanismos que a tornam mais severa. Quando um determinado tecido
apresenta uma resposta inflamatoria, a expressdo de varias citocinas torna-se aumentada e
posteriormente, na tentativa de controlar essa mesma resposta inflamatoria local, a
expressdo de citocinas tende a diminuir. Desta maneira, ha uma complexa interagéo entre
citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias atuando nos tecidos periodontais inflamados
(Okada & Murakami, 1998). Nos ultimos anos varios estudos tém procurado esclarecer
como as citocinas interferem na progressdo da DP (Wilson et al., 1996; Yamamoto et al.,
1997; Seymour et al., 2007; Okada & Murakami, 1998; Loos et al., 2005; Holla et al.,

2008).

As citocinas tém sido investigadas com relacdo a doenca periodontal, buscando

entender o papel que desempenham. Alguns dados séo referidos a seguir:

Citocinas sdo polipeptideos que atuam de forma ndo-enzimatica, em concentracfes
nanomolares ou picomolares, regulando crescimento, diferenciagdo e fungdo de varias
celulas e linhagens celulares. Essas moléculas foram originalmente identificadas, descritas

e denominadas de acordo com seu papel sobre células linfo-hematopoéticas (Metcalf et al.,



1989), mas, sabe-se que estas apresentam uma variedade de fungGes, atuando em processos
fisioldgicos e fisiopatoldgicos. O termo citocina se restringe as moléculas originalmente
denominadas interleucinas (IL), linfocinas, monocinas, fatores estimuladores de colbnias,
ou interferons, com base na sua origem ou acdo sobre células do sistema hematopoético

(Robertson et al., 1994).

Ha& numerosas propriedades compartilhadas por essas moléculas:

* as citocinas sdo produzidas durante a fase efetora da imunidade inata e adaptativa,

atuando como mediadoras e reguladoras da resposta imune e inflamatéria;

« atuam sobre muitos tipos celulares diferentes (efeito pleiotropico);

« costumam ter multiplos e diferentes efeitos sobre a mesma célula-alvo;

* as acdes das citocinas costumam ser redundantes;

« influenciam a fungdo e sintese de outras citocinas;

* iniciam sua acdo por ligacdo a receptores na superficie da célula-alvo;

* 0s niveis de producgdo das citocinas sdo controlados geneticamente (Pociot et al.,

1993).

As citocinas podem ser geralmente caracterizadas como tendo efeitos estimulantes
(pré-inflamatérios) ou inibidores (anti-inflamatérios), ndo se limitando ao sistema
hematopoético, e exercem papel essencial em muitos outros sistemas fisioldgicos, incluindo

0 sistema reprodutor (Hauser,1995; Robertson et al., 1994).



A célula-alvo pode ser a mesma célula que secreta a citocina (acdo autdcrina), uma
celula vizinha (acdo paracrina) ou uma célula distante estimulada por meio de citocinas

secretadas na circulacdo (a¢do enddcrina) (Abbas et al., 2000).

A maioria das respostas imunes envolve principalmente respostas do tipo humoral
ou mediadas por células, e had evidéncias de que essas duas respostas nao sdo
frequentemente mutuamente exclusivas (Parish, 1972; Katsura,1977). A descoberta de dois
subtipos de clones de células T auxiliares (Th) CD4+, Thl e Th2, derivadas de um terceiro
fendtipo, ThO, em camundongos e em humanos, fornece algumas explicacbes para a

expressao reciproca das duas respostas (Mosmann et al., 1986; Del Prete et al., 1991).

Quando ativadas por antigenos ou células apresentadoras de antigenos, as células
Thl produzem IL-2, IFN-y ¢ LT-a (Mosmann et al., 1986; Cherwinski et al. 1987;
Coffman et al.,, 1988; Mosmann & Coffman, 1989). O padrdo de citocinas Thl esta
freqlientemente associado com resposta mediada por células, particularmente apropriadas
para destruir intracelularmente patdgenos extracelulares endocitados por células fagociticas
ou patdgenos que se multiplicam no citoplasma das células infectadas, estando, também,
associado a hipersensibilidade do tipo tardia e ativacdo das células TCD8+, e pela producao
de anticorpos opsonizantes, podendo estar associado com estimulo inflamatério e dano

tissular (Mosmann et al., 1989).

Em contraste, o padrdo de citocinas Th2, que inclui IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10,
IL-13, inibe as respostas mediadas por células fagociticas, mas estimula respostas de
anticorpos, promovendo a producdo de quantidades relativamente elevadas de IgM, IgE, e

isotipos de lgG ndo-ativadores do complemento, além de estimular a ativagdo e



diferenciacdo de eosinéfilos e atua nas reacdes alérgicas (Cherwinski et al., 1987; Brown et

al., 1989).

A secregédo das diferentes citocinas contribui de forma eficaz para a diferenciagéo
entre os subtipos de células T. Assim, a regulacdo das respostas humoral € mediada por
celulas pode ser explicada, em parte, pela regulacdo cruzada da diferenciacédo e ativacdo das
células Thl e Th2 no decorrer de uma resposta imune. Algumas dessas respostas
reguladoras sdo conhecidas, como por exemplo, o IFN-y, que é produzido pelas células Thl
e inibe a proliferacdo de clones Th2 (Gajewski & Fitch, 1988; Fernandez-Botran et al.,
1988), enquanto a IL-4, que é produzida pelas células Th2, inibe a diferenciacdo e
proliferacdo de células Thl (Le Gros et al., 1990; Swain et al., 1990). Um terceiro tipo de
célula T foi identificado, as chamadas células Th3 CD4+ que secretam TGF-f mas ndo
secretam IL-2, IFN-y, IL-4 ou IL-10, e parecem ser o Unico subtipo de célula T que age nas
mucosas, atuando na regulacdo negativa de células Thl e de outras células do sistema

imune (Mosmann & Sad, 1996; Raghupathy, 2001).

No periodonto as citocinas sdo produzidas por varios tipos celulares como:
leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais, macréfagos, osteoclastos, células epiteliais,
mondcitos, linfocitos e mastdcitos que atuam como importantes mediadores quimicos que

regulam a duracdo e a intensidade da reposta imune (Abbas et al., 2002; Silva et al. 2007).

O desenvolvimento e regulacdo da resposta imunolégica dependem
quantidade da producdo local de citocina, fato que ir4 determinar se a resposta sera
protetora ou ndo para o organismo. A resposta imunoldgica frente a infeccdo é regulada

pelo balanco entre citocinas Thl e Th2. O principal efeito de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) é



aumentar a resposta mediada por células, enquanto as citocinas Th2 (IL4) tem objetivo de
suprimir resposta mediada por células e consequentemente aumentar a resisténcia associada

a resposta imunoldgica humoral (Modlin & Nutman, 1993).

A periodontite envolve resposta imune inata e adaptativa, sendo que o papel da
resposta do hospedeiro na perda Ossea é muito complexo. Estudos sugerem que a
deficiéncia na resposta do hospedeiro aumenta a destruicdo periodontal, ao mesmo tempo
resposta muito vigorosa também contribui para a destruicdo da &rea. A importancia das
citocinas foi mostrada através de estudos que comprovaram inibicdo de IL-1 e fator de
necrose tumoral (TNF) na progressdo de perda de insercdo e perda Ossea periodontal em
primatas ndo-humanos (Assuma et al, 1998) e na reducdo da perda 6ssea (Williams, et al.

1985).

As interleucinas compdem um grande grupo de citocinas denominadas por IL-1 a
IL-15, produzidas principalmente por células T, embora algumas sejam sintetizadas
também por macréfagos e células teciduais. As interleucinas possuem uma variedade no
mecanismo de acdo (Tabela 2), mas a maioria delas esta envolvida na inducéo da divisdo de
outras células, sua atuacdo se da em um grupo limitado e especifico de células que
expressam receptores adequados para cada interleucina (Sim, 1993). Atualmente o grupo de

citocinas vem aumentando sendo composto por IL-1 a IL-35 (Collison & Vignali, 2008).



Tabela 2: Interleucinas, sintese e acéo.

Interceucina Sintese Aciao
IL - 1cx Macréfagos, célula epitelial Ativacio do linfocito T, células
tronco e Macrofagos. Febre.
IL- 13 idem idem
IL-2 Linfécito T Proliferacdo e ativacio e hinfoeito T,
CD4, CD 6 e NL
IL-3 Linfocito T, células timica Inicio da hematopoiese
epitelial
. -4 Linfacito T e mastocito Ativacio de linfocito B
Diferenciagdo das CAA (*)
IL -5 Linfocita T e mastéeito Crescimento e diferenciacio
de eosinofilos
IL-6 Linfocito T ¢ macrofago Crescimento ¢ diferenciagio de
linfécitos T e B
Produgio de proteinas de fase aguda
Ativagio das células tronco
IL-7 Estroma da medula dssea Maturagio de linfocitos Pré-B e Pre-T
IL-8 Macrofago Quimiotaticos para neutrtilos
e linfocito T
IL -9 Linfécito T Ativagio dos mastocitos
IL — 10 Linfacito T, macréfago, virus Supressor das fungdes dos macrifagos.
Epstein-Barr Ativagdo de linfocito B
IL - 11 Fibroblasto do estroma Sinergia com IL-3 e [L-4 na
Medular hematopoiese
IL-12 Linfocito B ¢ macrofago Ativa células NK ¢ induz diferenciagio
da célula
T CD4 emeélula T hl
IL-13 Linfocita T Crescimetito e diferenciacio de
linfocite B inibe agio de macrofagos
IL— 14 Linfacito T, alguns linfocitos B Fator de crescimento para células B,
Inibe a sintese de Ig.
IL-15 Linfécito T Ativa células NK, células T NK, CD» 87,

CD 4% linfocito B, macrofagos e
células T intestinais ye &

CAA = Célula apresentadara de antigeno




A IL-1 pertence a familia de proteinas correlatas que atuam como protétipo de
citocina multifuncional, estando localizada no cromossomo 2g13-21. IL-lbeta é um
precursor de 31 kDa que é glicosilado e clivado para molécula de pro-1L-1beta. A principal
funcdo da IL-1, juntamente com a IL-6 e 0 TNF-a, € mediar a resposta inflamatdria do
hospedeiro na imunidade inata, desempenhando atividades pré-inflamatérias. Como a
principal citocina pré-inflamatoéria, aumentos nos niveis de IL-1p tém sido ligados a artrite
reumatoéide, malignidades invasivas, infeccdes virais e bacterianas, mal de Alzheimer,
insuficiéncia cardiaca congestiva e periodontite cronica (Nisengard & Newman, 1997;

Kornman et al., 1997; Gore et al. 1998).

A IL-2 possui um papel critico na mediacdo da resposta imune, atuando como um
fator de crescimento e de diferenciacdo para as células T, células B, células natural killer,
linfocitos infiltrantes de tumores, mondcitos, macrofagos e oligodentrocitos. Estudos tém
demonstrado que a IL-2 causa a regressdo de alguns tipos de tumores e pode ter
implicacbes em imunoterapia, tratamento de doengas infecciosas e deficiéncias imunes. A
IL-2 estd associada a estimulacdo da atividade osteoclastica na reabsor¢do do osso alveolar
(Ries et al., 1989). Apesar do papel pré-inflamatério da IL-2, seu envolvimento na
influencia e progressdo da DP é pobremente entendido. Existem estudos conflitantes sobre
0s niveis da IL-2 no soro de individuos com periodontite (McFarlane & Meikle, 1992) e
niveis da IL-2 presentes em cultura de células mononucleares de gengiva e sangue
periférico (Fujihashi et al., 1993; Takahashi et al., 1997). Porém, evidéncias indicam que a

IL-2 pode ser um fator relevante na patogénese da periodontite, em virtude de tecidos



periodontais com inflamagdo cronica apresentaram culturas de linfocitos e perda déssea

alveolar produzirem IL-2 (Seymour et al., 1985).

A IL-3 estd envolvida no crescimento dos precursores das linhagens
hematopoiéticas e a IL-5 induz a producéo de IgA por linfocitos B e estimula o crescimento

e diferenciacdo de eosinofilos (Nisengard & Newman, 1997).

A IL-4 é uma glicoproteina que apresenta propriedades pré-inflamatérias e anti-
inflamatéria. Ela € um fator sollvel produzido por linfocitos T ativados, que determina a
proliferacéo e a diferenciacdo das celulas B. Esta citocina induz, nas células B, a expressdo
do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il, e os receptores Fc. A IL-4
também age nos linfocitos T, nas linhagens de mastocitos, e em vérias outras células da
linhagem hematopoiética, inclusive os granuldcitos, 0s megacaridcitos e 0s precursores
eritrocitos, bem como os macrdfagos (Seymour et al., 1985). Um dos papéis bioldgicos da
IL-4 é promover supressdo de citocinas pré-inflamatdrias com a IL-1 e TNFa (Essner et

al., 1989; Hart et al., 1989).

A IL-4 controla a produgdo de citocinas, seu efeito inibidor na produgéo de
citocinas faz do IL-4 um candidato potencial para ser utilizado em doencas inflamatorias
cronicas. Como caracteristicas pré-inflamatorias, a IL-4 induz a proliferacéo de linfocitos B
e a liberacdo de 1gG e IgE apds a estimulagdo por lipopolissacarideos de bactérias
periodontopatogénicas (Snapper & Paul, 1987; Tew et al., 1989). Em sitios com periodonto
inflamado foram encontrados niveis elevados de 1gG e IgE (Reinhardt et al., 1989; Michel

et al., 2001; Hyypp4, 1984). Foi sugerido que a auséncia de IL-4 nos tecidos gengivais com



periodontite poderia ser responsavel pelo acumulo de macréfagos na regido, devido a IL-4

induzir a apoptose em macréfagos nos tecidos gengivais (Yamamoto et al.,1997).

A IL-4 e IL-10 tém sido consideradas inibidoras de IL-1 e TNF-a e estimuladoras
de reabsorcéo Ossea in vitro. IL-1 estimula a reabsor¢do diretamente e indiretamente via
expressdo de ciclooxigenases-2 através dos osteoblastos. Ambos os mediadores inibem a
reabsorcdo Ossea através da suspensdo da ciclooxigenase-2-dependente sintese da
prostaglandina E,. A IL-4 também inibem o recrutamento de osteoclastos percussores e a

sua diferenciacdo para maturacdo de osteoclastos multinucleados (Sasaki et al., 2000).

A resposta do hospedeiro é essencialmente de protecdo, contudo uma resposta
inflamatoria exacerbada pode levar a uma destruicdo tecidual mais severa, indicando uma
contribuig&o critica da resposta do individuo no desenvolvimento da periodontite (Kornman
et al., 1997; Reinhardt et al., 1993).

A complexidade da resposta imune e sua regulacdo tém levado grandes avangos nos
estudos das citocinas e genética molecular, sendo as citocinas consideradas reguladoras
chaves dos mecanismos homeostaticos. As varia¢fes nas citocinas tanto quantitativa como
qualitativa podem ser associadas com susceptibilidade do hospedeiro as doencas, dessa
forma, estabelecem critérios que irdo contribuir no estudo da patogénese da periodontite
(Ollier, 2004). Justificando assim o grande nimero de estudos de polimorfismos genéticos

em citocinas.

1.2.4 Fatores de Risco Periodontais
Por muitas décadas foi predominante o pensamento que a DP era causada

predominantemente pelo acimulo de placa bacteriana. A manifestacdo inicial da doenca



seria uma gengivite marginal, a qual, sem uma higiene oral adequada progredia lentamente
e inexoravelmente para a periodontite (Manson & Eley, 1999). Eram escassas as
informacOes a respeito da susceptibilidade do hospedeiro e da existéncia de fatores de
riscos, como: fumo, diabetes, gravidez, sexo, idade, osteoporose, estresse; sendo que hoje
sabemos que estes fatores podem determinar e/ou influenciar o0 modo de progressao,

interferindo na progressao da DP (Lindhe et al, 1996; Mealey, 2000).

O habito de fumar cigarros é um fator de risco para a periodontite (Bergstrom, 1989;
Haber et al., 1993). Fumantes aumentam a prevaléncia e a severidade da DP, bem como
aumenta a prevaléncia de perda dentaria e edentulismo quando comparados com ndo-
fumantes. Estudos afirmam que o cigarro aparenta interferir na resposta cicatricial durante
0 tratamento periodontal e na recorréncia da periodontite durante fases de manutengéo do
tratamento (Tonetti et al, 1995). No mesmo estudo, foi comprovado que ex-fumantes
apresentaram riscos diminuidos para desenvolver periodontite quando comparados com
fumantes ativos, este achado é considerado uma forte evidéncia que a interrupcéo do fumo

pode contribuir na melhora da satde periodontal (Tonetti, 1998).

O Diabetes Mellitus pode influenciar na prevaléncia e na gravidade da periodontite
como também no progresso da doenca (Taylor et al., 1996). Em relagdo ao grau de
comprometimento dos tecidos periodontais entre diabéticos e ndo diabéticos, estudos
demonstraram que o0s pacientes diabéticos apresentavam valores mais elevados na
profundidade de sondagem, perda de insercdo, niveis de perda 0ssea e prevaléncia mais

acentuada de periodontite severa (Oliver & Tervonen, 1994).



Durante a gravidez, com muita frequéncia, tém-se relatado mudancas no aspecto
gengival das pacientes, com uma tendéncia ao agravamento da DP, tornando-se mais
perceptivel frente a presenca de irritantes locais. Tais mudancgas, como hiperemia, edema e
sangramento gengival, estdo relacionadas a fatores como deficiéncias nutricionais, altos
niveis hormonais, presenca de placa bacteriana, assim como o estado transitorio de
imunodepressdao (Amar & Chung, et al., 1994). Também sdo observadas alteracdes na
microbiota bucal e no metabolismo celular. O aumento nos niveis de estrogenos,
especialmente progesterona, resulta em mudangas na permeabilidade vascular. Na cavidade
bucal, isto pode resultar em edema gengival e aumento nos niveis de fluido gengival
(Machuca et al., 1999). Somando-se a isto, a producdo de prostaglandina é estimulada,
possibilitando exacerbagdo do processo inflamatério gengival. Assim, a gestante pode ser
considerada uma paciente com risco temporario, maior que o normal, para desenvolver

complicacOes periodontais (Zachariasen, 1993).

As mulheres demonstraram menor frequéncia de DP do que os homens, ainda que
apresentem periodo de susceptibilidade aumentada. Sugere-se que esta diferenca estaria
mais relacionada com a pobre higiene bucal dos homens e com sua menor frequéncia ao
dentista do que com qualquer outro fator genético (Neville et al., 2004). Em 1990, Brown
teve como resultado o aumento de 1,5 vezes no numero de bolsas periodontais encontrado

em pacientes do sexo masculino, em todas as faixas etarias analisadas.

Grossi et al., 1994 afirmam que a idade esta associada com o aumento da DP. Mas
tem sido observado que o aumento da lesdo periodontal observada em idades elevadas é
resultado da destruicdo cumulativa ao invés de aumento do nivel da agressividade da

periodontite. Logo, a idade ndo é um fator de risco por si s6 (Genco, 1996).



Lopes et al. 2008 revelaram ser semelhante a situacdo periodontal, no grupo de
mulheres na pds-menopausa com densidade mineral 6ssea normal no exame inicial e apos
um ano, indicando que a idade neste caso ndo poderia ser considerada um fator de risco
para o0 aumento da profundidade de sondagem e do nivel de inser¢do clinica. No entanto, a
maior perda no nivel de inser¢do periodontal observada entre as mulheres com osteopenia e
com osteoporose, analisadas no presente estudo, ratifica a associagdo entre a osteoporose e
um dos parametros de avaliagdo da doenca periodontal, ou seja, o nivel de insercédo clinica.
Isto pode ser explicado, pois hd uma hipdtese de que a deficiéncia de estrogénio influencia
na remodelacdo Gssea em sitios com processos inflamatorios, como observados na doenca
periodontal. Confirmando assim a hipotese de que as mulheres na pds-menopausa com
osteoporose apresentaram maior probabilidade de ter doenca periodontal do que as

mulheres sem osteoporose.

Individuos que sofrem estresse psicolégico estdo mais predispostos a apresentarem
perda de insercdo clinica e perda de osso alveolar. Um possivel fator seria 0 aumento da
producdo de IL-6 em resposta ao aumento do nivel de estresse (Hugoson et al., 2002;
Kiecolt-Glaser et al., 2003). Outros estudos sugerem que a resposta do hospedeiro frente a
infeccbes com Porphyromonas gingivalis pode ser comprometida pelo estresse (Houri-
Haddad et al., 2003). Varios estudos foram publicados afirmando que o estresse é um fator
de risco para a DP, porém a relacdo pode ser simplesmente pelo fato que pessoas

estressadas normalmente ndo apresenta bons habitos de higiene oral (Croucher et al., 1997).

VariagOes genéticas podem ter papel protetor ou ser um fator de risco para
periodontite, diferencas genéticas no desenvolvimento imuno-celular e na apresentacdo do

antigeno podem contribuir na susceptibilidade de doengas autoimune e infecciosas (Van der



Pol & Van de Winkel, 1998). Fatores de riscos genéticos tém sido relacionados a influéncia
natural da histéria da periodontite (Fig.4) (Michalowicz et al. 1991; Hart, 1994; Page,

1999; Page & Sturdivant, 2002).

FATORES'DE RISCO FATORES DE RISCO
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Figura 4: Fatores de Risco para Doenga Periodontal

1.2.5 Genética em Periodontia

A periodontite é considerada uma doenca humana complexa, assim como Mal de
Alzheimer e doengas cardiovasculares, por apresentar progressdo lenta e natureza cronica.
Estas doencas séo relativamente freqlientes e aparecem na idade adulta, sendo normalmente
doencas complexas de carater multigénica, por apresentarem uma fungdo cumulativa de
multiplos genes e influéncias ambientais (Hart & Kornman, 1997, Tabor et al., 2002).
Fazendo analogia a outras doencas complexas, estima-se que a periodontite envolve pelo

menos 10 a 20 genes modificadores da doenca periodontal (Tabela 3). Porém, é importante



ressaltar que o nimero e tipo de genes modificadores da doenga para a mesma condicao

podem ndo ser igual para diferentes populagdes étnicas, devido as influéncias dos fatores

ambientais (Loos et al., 2005).

Tabela 3: Genes associados com periodontite cronica.

Genes
IL-1o
IL-1B

TNF-a

TNF-B

IL-6

IL-10

TNFR2
IFN-yR1

Locus/ Alelo
+4845 G/T
+3954 C/T
-1031 T/C

-863 C/A

-857 CIT

+252 A/G

-572 G/IC

-373 (microsatélite)

-1082 A/G
-819 C/T
-592 C/A
+857 T/G

Microsatélite (intron)

Etnia

Caucasiano

Caucasiano
Japonés

Japonés

Japonés

Caucasiano

Caucasiano
Japonés
Caucasiano
Caucasiano
Caucasiano
Japonés
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Doencas cronicas que tem alta frequéncia populacional tende a ser agregada em

familias. Essa agregacdo familiar

é frequente devido ao ambiente, condicbes

socioecondmicas e aos fatores hereditarios. O mecanismo genético de como ocorre a

doenca crbnica é desconhecido devido sua etiologia complexa, sendo que a suscetibilidade

genética pode ser importante para desvendar sobre a expressdo da DP (Kornman et al.,



1997). Agregacédo familiar tem sido suspeita devido ao desenvolvimento de periodontites de
acometimento precoce (Marazita et al., 1994; Saxen & Nevalinna, 1984). Em contraste com
a periodontite agressiva, a periodontite crénica ndo segue tipicamente o padrdo familiar de
transmissdo ou distribuicdo. Estudos em gémeos é o método mais popular para suportar

aspectos genéticos da periodontite cronica ('Yoshie et al, 2007).

O polimorfismo genético pode ser associado com diferentes formas clinicas de
periodontite (Kornman et al., 1997). A periodontite agressiva sofre forte influéncia dos
fatores genéticos (Hart, 1994). No que se refere a periodontite cronica, certos estudos
afirmam que a mesma é aparentemente pouco influenciada por esses fatores. Entretanto,
tem-se demonstrado que a susceptibilidade a periodontite crénica também pode estar
relacionada com o componente hereditario em 50% dos casos (Kornman et al., 1997;

Michalowicz et al., 2000).

Evidéncias genéticas foram observadas através da comparacdo da periodontite
crbnica em gémeos monozigoticos (MZ) e dizigbticos (DZ). Os autores assumiram nessa
pesquisa que, como um dado grupo de gémeos cresceram no mesmo ambiente, existe uma
razdo para acreditar que eles compartilham a maior parte dos habitos e praticas. Dessa
forma, a similaridade desses fatores como habitos pessoais, estilo de vida e acesso a
cuidados de saude ndo devem ser diferentes, na média, em membros de pares de gémeos
sendo MZ ou DZ. Ao avaliar os parametros periodontais (perda de inserc¢do, profundidade
de sondagem, indice gengival e indice de placa) foi observada que a populacdo apresentou
diferentes perda de insercdo nos gémeos DZ quando comparados com os MZ. O resultado
indicou que cerca de 50% da variacdo da perda de insercdo é hereditaria (Michalowicz et

al. 1991, 2000).



Estudos epidemiol6gicos e moleculares da microbiota oral sugerem que apesar de
fatores microbianos serem necessarios para o desenvolvimento da DP, quando se
apresentam de forma isolada ndo sdo capazes de prognosticar quanto a presenga ou
severidade da periodontite. Atualmente, a susceptibilidade do hospedeiro (resposta imune e
estado da doenca sistémica) e outros fatores ambientais ndo microbianos (fumo) tem
mostrado importantes contribuicdes na expressdo da doenca. Estudos sugerem que menos
de 20% da variabilidade da expressdo da DP pode ser explicada pelo nivel de
microorganismos especificos. Por exemplo, estudo sobre a contribuigdo estatistica do fumo

na doenca foi similar a atribuida a bactéria (Hart & Kornman, 1997).

Fatores desencadeadores, como bactéria especifica, podem ndo estar fortemente
associado com a destruicdo tecidual caso os fatores modificadores, como o fumo, ndo
estejam presentes. Os autores afirmam que o reconhecimento da bactéria é essencial para a
iniciacdo e progressdo da periodontite, mas fatores como o fumo e genética, podem

influenciar significativamente a severidade da DP (Schenkein et al., 1995).

1.3 POLIMORFISMO DOS GENES IL-2 E IL-4

Polimorfismo de base Unica (SNP) surge como resultado de mutagdes genéticas,
sendo a forma mais abundante de variacdo no acido desoxirribonucléico (DNA). Todos 0s
organismos sofrem mutagdes espontaneas como resultado normal da funcéo celular ou

através de interacOes aleatorias com o ambiente. Uma alteracdo que modifica somente um



par de base é conhecido como mutagcdo em ponto, nem todas muta¢es em ponto podem ser
reparadas e podem ser transmitidas por heranga genética. As trocas de nucleotideos, por
transicdo (a troca de uma purina por outra ou de uma pirimidina por outra) ou por
transversdo (de uma pirimidina por uma purina ou vice-versa), s6 podem ser consideradas

SNPs se sua prevaléncia for maior que 1% na populacéo (Collins, 1991).

O SNP pode apresentar ou ndo efeitos bioldgicos no organismo. Se a transicdo
ocorrer numa regido codificante do gene, ird resultar numa substituicdo de aminoacidos e
alterar a estrutura protéica, podendo alterar conseqlientemente a funcdo. Em casos em que a
mutacdo ocorre em regido promotora do gene, pode haver uma alteragdo na regulagdo
génica resultando na inibicdo ou reducdo da expressdo génica, ou até mesmo a
superexpressdo génica, talvez acarretando alguma consequéncia bioldgica (Loos et al.,

2005).

VariagOes individuais no risco a uma determinada doenga tém sido associadas com
variacdo alélica especifica de diferentes genes que estdo presentes em uma proporcao
significante da populacdo. Polimorfismo em um grande nimero de genes pode afetar o
efeito de fatores ambientais, e essas interacdes podem explicar a grande variacdo na
incidéncia de doencas na populacdo mundial (Gonzalez et al., 2002). O fato de que
polimorfismos genéticos podem estar associados ou podem ser funcionalmente
responsaveis pela aparente diferenca na resposta imune frente a infec¢bes nos diversos
individuos, contribui para aumentar o interesse em identificar genes relacionados a

periodontite (Walker et al., 2000, Kornman et al., 1997).



Assim como outras doencas complexas, a variagdo génica associada a multiplo
I6cus em portadores de periodontite pode ser utilizada para localizar genes candidatos a
doenca periodontal. Por isso que a maioria das pesquisas genéticas em periodontia tem
direcionado estudos para polimorfismo génico imunoregulatério ou metabdlico, como as
citocinas, receptores de superficie celular, enzimas entre outras relacionadas com o

reconhecimento de antigeno (Yoshie et al., 2007).

O balango entre niveis locais de algumas citocinas estimula a resposta de bactérias
periodontopatogénicas e liberacdo de seus produtos, sendo um importante fator que

determinara a resposta imunoldgica ao patdgeno (Jiang et al., 1999).

A associacdo de SNP a doencas estd primeiramente ligada aos efeitos do
polimorfismo na posi¢do no gene pela modificacdo da expressédo ou da funcdo do produto
génico, além de demonstrar o desequilibrio de ligacdo com outros genes implicados
(Collins et al., 1997). O estudo de SNPs em doencas complexas podem ser utilizados como
marcadores em mapeamento de genes candidatos em clonagem posicional ou como

polimorfismos a serem testados (Kruglyak, 1997).

Em 1997, Kornman et al. publicaram o primeiro artigo sobre a associagdo entre
genotipo IL-1 e a progressdo da periodontite, observaram que pacientes genotipos positivos
apresentam aumento de exsudato inflamatorio e de sangramento gengival. O risco
calculado para pacientes com genotipo positivo para a IL-1 desenvolverem a DP é de 6.8.
Os autores concluiram que um paciente gene positivo tem uma probabilidade quase sete
vezes maior de desenvolver ou ter uma progressdo na periodontite do que um paciente gene

negativo.



Outros estudos evidenciaram que genotipos positivos para IL-1 poderiam ser mais
suscetiveis a perda dentéria quando comparados com paciente genotipo negativo para IL-1
(McGuire & Nunn, 1999). Posteriores investigagdes mostraram que pacientes ndo fumantes
e gendtipo positivo para IL-1 com idade superior a 50 anos apresentaram profundidade de
sondagem periodontais significativamente mais elevadas do que paciente gendtipo negativo
(Cullinan et al, 2001). Resultados contraditérios também foram publicados demonstrando
que ndo houve diferencas periodontais entre pacientes gendtipos negativo e positivo para a

IL-1 (Papapanou et al., 2001; Trevilatto et al., 2002).

Estudos recentes tém analisado polimorfismos em genes de mediadores pro-
inflamatdrios, como os reguladores da intensidade da resposta do hospedeiro ou do risco a
doenca periodontal, como as citocinas IL-1 o e B (Kornman et al. 1997; Diehl et al., 1999;
McGuire et al., 1999), IL-6 (Trevilatto et al., 2003), IL-4 (Scarel-Caminaga et al., 2003),
MMP-1 (Souza et al., 2003), IL-2 (Scarel-Caminaga et al., 2002), TGF-B1 (Souza et al.,
2003), receptor de vitamina D (Hennig et al., 1999), TNF o e os genes classe Il do
complexo de histocompatibilidade principal, envolvidos na patogénese da doenga que sdo

apontados como agentes de risco a progressao da periodontite (Takashiba et al., 1999)

O gene da IL-2 se encontra localizado no braco longo do cromossomo 4, regido
4026-927, o polimorfismo em destaque é a substituicdo da T/G na posigdo -330 apresentam
estudos com cancer de préstata e doadores de sangue (Reynard et al., 2000). Evidéncias
indicam que IL-2 também pode ser um fator relevante na patogénese da DP. Culturas de
linfocitos provenientes de tecido periodontal inflamatdrio cronico de pacientes com perda
Ossea alveolar produzem IL-2 (Seymour et al., 1985). Portadores de periodontite

apresentam nivel elevado IL-2 no soro sanguineo quando comparados com pacientes sem



DP, sugerindo que a IL-2 pode ser um marcador patologico inflamatério em DP

(McFarlane & Meikle, 1991; John et al, 1998).

O SNP na posicédo -330 (T/G) na regiédo da IL-2 humana foi caracterizada por John
et al. (1998), que avaliaram as frequéncias dos alelos G e T em 79 caucasianos saudaveis
em na Inglaterra. Os autores sugeriram que este polimorfismo pode ser Gtil como marcador
diagndstico para susceptibilidade de doengas inflamatdérias. O mesmo polimorfismo foi

investigado em 76 doadores de sangue do sudeste Inglés (Reynard et al., 2000).

Scarel-Caminaga et al. (2002) analisaram SNP do gene da IL-2 (-330) em
populacdo do sudeste do Brasil, predominantemente caucasiana. Os resultados mostraram
que a comparacdo entre os trés grupos (controle, periodontite moderada e severa) nao
houve diferencas significantes entre os genotipos (p= 0.191). Porém ap0s analise estatistica
dos grupos controle e periodontite moderada em relacdo a periodontite severa, observou-se
que individuos com genétipo TT pareceram ser 2.5 vezes menos provaveis a desenvolver
doenca periodontal que pacientes heterozigotos ou com homozigose GG (OR=2.57; 95%

IC=1.15-5.73).

O gene da IL-4 se encontra localizado no braco longo do cromossomo 5, regido 5q
31.1, os polimorfismo mais comuns estd na posicdo C-590T e tem sido associados com
asma, artrite reumatdide, Doenga de Crohn e periodontite crénica (Rosenwasser et al.,
1995, Takabayashi et al., 1999, Aithal et al., 2001, Moreno et al., 2006, Scarel-Caminaga et
al., 2003). Este SNP tem mostrado aumentar a fungdo do gene e estd associado a niveis

elevados de IgE em familias asméticas (Noguchi et al., 1998).



A IL-4 inibe a persisténcia de macrofagos e diminui da acdo dos receptores CD4 em
lesbes periodontais, este Ultimo é um dos maiores receptores periodontopatogénicos de
lipopolissacarideos presente na membrana de bactérias com Porphyromona gingivalis,
causando conseqlientemente a diminuicdo da destruicdo dos tecidos periodontais (Lauener

et al., 1990; Yamamoto et al., 1996).

A IL-4 suprime a sintese de citocina pro-inflamatéria, incluindo IL-1 e TNFa que
induzem varios eventos associados a inflamacédo, destrui¢do tecidual, reabsor¢do 6ssea e
producdo de matriz metaloproteinase PGE,. Portanto, a falta de IL-4 pode aumentar a
susceptibilidade a periodontite (Shapira et al., 1992). Em concordancia com esses achados,
Scarel-Caminaga et al. (2003) propuseram que a auséncia local da IL-4 aumentaria a

atividade da periodontite cronica.

Em 2003, Kang et al. investigaram a relacdo do polimorfismo no gene IL-4
em 32 adultos coreanos com periodontite e 150 controles. Os resultados ndo mostraram
diferencas significativas na distribuicdo dos alelos, gendtipos e haplétipos entre casos e
controle. Os autores sugerem que o gene IL-4 contribui de forma restrita na suscetibilidade

inter-individual de adultos portadores desta doenga.

Hooshmand et al. (2008) avaliaram a possivel correlacdo ente I1L-4 (C-590T) e IFN-
v (G5644A) com a susceptibilidade a periodontite em 109 Iranianos, porém seus resultados
ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas entre alelos e gendtipos entre

casos e controles.

Holla et al. (2008) testaram a distribui¢do de alelos, genotipos e hapl6tipos no gene

da IL-4 entre pacientes com periodontite cronica e controles na populacdo da Republica



Tcheca. Os resultados ndo mostraram nenhuma diferenga significativa entre casos e
controles, porém o haplotipo T(-590) foi significativamente mais freqiiente em portadores
de periodontite cronica que controles (17% X 11%; risco relativo:1,85%). Os autores
sugerem que a alta producéo do haplétipo T no gene IL-4 estd associada com aumento do

risco a periodontite nesta populacao.

Gonzales et al. (2007) avaliaram SNP na regido promotora da IL-4 em 58 pacientes
com periodontite agressiva. Os resultados mostraram frequéncia alélica uniformemente
distribuida, porém diferengas entre os genotipos entre caso e controle. Houve alta
frequéncia do gendtipo IL-4 -590T/T e IL-4 -34T/T em pacientes com periodontite
agressiva quando foi comparado com o grupo controle. Os autores afirmam que é
necessario futuras pesquisa para provar esta associagdo do SNP com a periodontite

agressiva.

Michel et al. (2001) investigaram a relagéo entre o polimorfismo da IL-4 (-590T/C)
e 0s niveis séricos de IL-4 em controles e portadores de periodontite precoce. No grupo
com DP 27.8% dos pacientes apresentaram genotipo -590T/T (SNP positivo). Os pacientes
com periodontite foram distribuidos em subgrupos: SNP negativo e SNP positivo. Os niveis
de IL-4 foram mensurados em toda amostra e observaram que individuos SNP positivo
portadores de periodontite apresentaram niveis de 1L-4 t&o reduzidos que o teste Elisa ndo
pOde detectar e quantifica-los. No grupo controle e o subgrupo SNP negativo apresentaram
niveis séricos de 1 pg /ml e 1.2 pg /ml, respectivamente. Os autores concluiram que o
genotipo -590T/T contribui na redugdo dos niveis de IL-4 (p <0.01), predispondo um

aumento da suscetibilidade a periodontite precoce.



Poucos estudos foram realizados sobre o polimorfismo dos genes das IL-2 e IL-4,
logo uma avaliagdo mais profunda se faz necesséario para analisar a influéncia dessas

interleucinas na progressao da periodontite crénica da nossa populagéo.



2 OBJETIVOS

. Avaliar a frequéncia dos polimorfismos nos genes da IL-2 (G-330T) e IL-4
(C-590T) em pacientes portadores de periodontite crénica e comparar o padrdo de
distribuicdo destes polimorfismos entre os pacientes portadores de periodontite cronica e

grupo controle.

. Investigar pardmetros clinicos da cavidade oral, através da mensuracdo do
indice de placa bacteriana, Indice de sangramento gengival, profundidade de sondagem

periodontal e perda de insercdo clinica em ambos 0s grupos.



3 MATERIAIS E METODOS

Foi preenchida uma ficha clinica mediante o consentimento dos pacientes, através
de assinatura do Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa (em anexo),
conforme orientagio Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Salde da
UFPA. Os dados da ficha foram coletados através de perguntas diretas ao paciente e por

meio de exame clinico. A ficha foi preenchida por um auxiliar devidamente orientado.

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Um estudo comparativo (caso-controle) foi desenvolvido com pacientes 119
individuos de ambos os sexos (40.33+0.5), com idade superior a 22 anos (45.21+10.8),

selecionados na Clinica Odontoldgica da Faculdade de Odontologia da UFPA.

Para minimizar a influéncia de outros fatores de risco ambientais e sistémicos,
foram excluidos da pesquisa: diabéticos, fumantes, portadores de osteoporose, pacientes
imunodeprimidos, gravidas, pacientes que fizeram uso de antibidticos um més prévio e

paciente com alteracdo sistémica que comprometa a fun¢éo imunoldgica.

O diagndstico e classificacdo da doenca periodontal foram realizados atraves da
mensuracio do indice de placa bacteriana, indice de sangramento gengival, profundidade

de sondagem periodontal (sonda periodontal de Williams- Hu-Friedy®, EUA) e perda de



insercdo clinica. A amostra foi distribuida em dois grupos: (1) grupo controle, com 68
pacientes sem sangramento gengival e nenhum dente com profundidade de sondagem
superior a 3 mm (2) grupo com periodontite crénica, 51 pacientes com dentes exibindo
perda de insercdo clinica superior a5 mm em pelo menos 6 &reas, presenca de sangramento

e inflamacéo no tecido gengival.

3.2 OBTENCAO DO MATERIAL

Foi coletado 5ml de sangue através de puncdo venosa. Este material foi
armazenado em tubos de ensaio com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e levados a
temperatura de -20° C no freezer do Laboratério de Citogenética Humana na UFPA, para

posterior extracdo do DNA.

3.3 EXTRACAO DO DNA

O material genético foi extraido a partir da fracdo celular pelo método convencional

com fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol, conforme Sambrook et al. (1989).

Ap0s a separacdo das trés camadas, eritrocitaria, leucocitéaria e plasmatica, o sangue
foi processado para as primeiras etapas da extracdo que se refere a lavagem com PBS
(tampéo fosfato salino), NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; Na,HPO, 5,4 M; KH,PO, 1,8 mM; pH
8,4, sendo proporcionalmente duas partes de tampédo para uma parte da camada celular,
agitando a mistura suavemente. Em seguida o material foi centrifugado a 4.000 r.p.m por

10 minutos.



Apo0s desprezar o sobrenadante (solucdo + restos organicos indesejaveis) foram
adicionados 5 ml solucéo de lise celular (NaCl 0,3 M; EDTA 100 mM com pH 7,5 e uréia
7,0 M) para promover a ruptura dos leucdécitos. Essa solucdo foi homogeneizada e a ela foi
adicionado 500 pL de dodecilsulfato de sodio a 20%, incubando a solu¢do em banho-maria

a 37°C por 16 horas.

Apols a retirada do material do banho-maria foi adicionado 5 ml de fenol-
cloroférmio (1:1), agitando a mistura suavemente por 10 minutos e, posteriormente, foi
centrifugada a 4.000 r.p.m. pelo mesmo tempo. A primeira fase foi transferida para outro

tubo e "lavada™ mais uma vez com a solucéo de fenol-cloroformio.

O sobrenadante obtido foi adicionado a uma solugdo de cloroférmio-isopropanol
(24:1), homogeneizado por 10 minutos e centrifugado nas mesmas condi¢Oes anteriores. O

procedimento foi repetido por mais uma vez.

Apos o tratamento com cloroformio-isopropanol foi transferida a primeira fase para
outro tubo, adicionando apenas 10% do volume do DNA obtido a uma solucéo de acetato
de sddio a 3,0 M (pH: 5,2). Esta solucdo precipitou o DNA juntamente com Etanol absoluto
gelado 2,5 vezes o volume da mistura, agitou-se suavemente até o momento em que foi
observada a precipitacdo de DNA. Este precipitado foi diluido em &gua deionizada estéril
agitando-se até a completa diluicdo do material. O material extraido foi deixado em

temperatura ambiente por 4 a 6 horas para completa diluicéo.

Ap6s a extracdo foi processada a quantificagdo do DNA, realizada no
espectrofotometro Bio Photometer da Eppendorf, na faixa de leitura de 260nm. O DNA

apos o processo de quantificacdo foi diluido para 100 ng/pl.



O DNA obtido foi liofilizado em tubos eppendorf e acondicionados a temperatura
ambiente para posterior envio para o laboratorio Dr. Frank Roberts na Universidade de

Washington- EUA.

3.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Para a analise dos segmentos estudados foi empregada a técnica da PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) que usa iniciadores ou iniciadores especificos para cada gene

estudado.

As reacOes de amplificacdo das regibes analisadas foram otimizadas para um
volume final de 25 uL, uma aliquota de 0.125 uL de Tag DNA Polimerase, 1.5 uL de
50mM MgCly, 2.5 uL de 10X PCR Buffer-Mg Cl,, 0.5 dNTP 10mM, 0.5 de cada primer e
2.5 uL do DNA extraido, os reagentes eram da Invitrogen® (Califérnia, EUA). Os reagentes
foram incubados em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf®, Alemanha) sob o
seguinte parametro: denaturacdo inicial por 2 minutos a 95°C seguido de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos (denaturacdo), 60°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 2 minutos
(extensdo) seguidos de 72°C por 5 minutos (extensdo final). Os segmentos dos iniciadores
estdo descritos na tabela abaixo:

Tabela 4: Iniciadores que foram utilizados na reagdo em cadeia da polimerase.

SNP Sequéncia Especificas de Iniciadores

IL-2 5 TAT TCA CAT GTT CAG TGT AGT TCT 3° (FORWARD)



-330 T/G 5 CAT TGT GGC AGG AGT TGA GGT 3" (REVERSE)

IL-4 5 TAA ACT TGG GAG AAC ATG GT 3° (FORWARD)

-590 T/C 5 TGG GGA AAG ATA GAC TAA TA 3 (REVERSE)

Com o auxilio do termociclador, a técnica de PCR foi utilizada para a amplificacdo
de fragmentos especificos dos genes da IL-2 e IL-4. Em seguida, a amostra foi submetida a
eletroforese em géis verticais de agarose a 2 % sob corrente elétrica de 150 v e 400 mA por
45 minutos. Posteriormente, os géis foram corados por brometo de etidio possibilitando as
analises que foram realizadas mediante comparacdo com padrdo de massa molecular. Apés
a confirmacdo do comprimento das bandas de DNA (IL-2: 249pb, IL4 188pb) realizamos o
sequenciamento do DNA através de capilares de eletroforese pela ABI PRISM 3100

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, EUA).

3.5 SEQUENCIAMENTO DO DNA

O DNA purificado foi sequenciado pelo método de terminagdo de cadeia, descrito
por Sanger et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems®) e os mesmos iniciadores da
PCR. A reacdo foi diluida em 10 pL de agua; contendo 2 uL de 5x Buffer, 1.2 uL de H;0,
0.8 uL de primer a 10 uM e uma aliquota de 1uL de Big Dye. O volume total de 15 pL
foram incubados em termociclador e submetidos a 25 ciclos sob o seguinte parametro 96°C

por 10 s, 50°C por 5 s, 60°C por 4 min.



Apos o término dos ciclos, a temperatura se estabilizou em 4°C, e a amostra foi
imediatamente purificada. Para isso, adicionou-se 26 ul de etanol a 95% ao produto da

reacdo de sequenciamento.

A solucdo, apds homogeneizada brevemente por vortex, foi incubada a temperatura
de -20°C por 15 min; e entdo centrifugada por 30 min a 3.000 r.p.m. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 125 pl de etanol a 70%. A solucdo foi centrifugada por 10
minutos a 3.000 r.p.m., e 0 sobrenadante completamente descartado e submetido a
centrifugacdo da placa invertida por 1 min a 700 r.p.m. Deixamos os precipitados de DNA
purificado secar por 5 min e a ele foi adicionado 10 ul de A&gua para iniciar o

sequenciamento do DNA através de capilares de eletroforese.

As amostras sequenciadas foram submetidas a eletroforese no ABI PRISM 3100
Genetic Analyser. Como resultado, obtemos as sequéncias na forma de cromatografia

visualizadas pelo 3100 data collection software,version 1.1.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste t de Student para analisar a diferenca entre os parametros
periodontais entre casos e controles. A distribui¢do dos alelos, gendtipos e haplotipos foram
analisadas pelo teste qui-quadrado. O risco a doenga associado a alelos ou gendtipos foi
calculado por niveis proporcionais com intervalo de confianca de 95%. E também o teste

Wilcoxon (Mann-Whitney) foi empregado para comparar as diferengas entre o0s



polimorfismos dos genes IL-2 e IL-4 no grupo controle e no grupo com periodontite

cronica.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A periodontite € uma doenca de etiologia multifatorial, de natureza crénica e sua
patogénese consiste de uma complexa interacdo entre o biofilme dental, resposta do
hospedeiro modificada por fatores ambientais, podendo ser influenciada por uma variedade
de genes que determinam diferentes aspectos da patologia da doenca. Citocinas podem
representar um fator de risco, embora haja controvérsias, alguns polimorfismos nos genes

das interleucinas influenciam a susceptibilidade e progresséo da DP.

O biofilme dental € uma condicdo necessaria para que a DP se desenvolva,
embora a quantidade e as espécies bacterianas ndo sejam suficientes para explicar o
complexo processo desta doenca (Kornman et al., 1997). Quadros graves de DP podem
ocorrer na auséncia de biofilme dental expressivo, sugerindo uma resposta inflamatoria
exagerada do individuo (Reinhardt et al., 1993) o que indica uma contribuigdo importante
da resposta do hospedeiro em relacdo & patogénese da DP (Page 1999; Kornman & Loe,

2000).

Diferentes estudos tém demonstrado que fatores genéticos podem influenciar
a severidade e progressao da periodontite. (Hart & Kornman, 1997; Tabor et al., 2002;
Saxen & Nevalinna, 1984; Michalowicz et al. 1991; Gonzélez et al., 2002; Walker et al.,
2000; Yoshie et al., 2007; Papapanou et al., 2001; Trevilatto et al., 2002). Demonstrou-se

que polimorfismos nos genes da IL-1 (Kornman et al., 1997), TNFa (Endo et al., 2001;

Soga et al., 2003), TNFB (Fassmann et al., 2003; Galbraith et al., 1998), IL-6 (Trevillato et



al., 2003), IL-10 (Scarel-Caminaga et al., 2004) est&o associados com um aumento no risco

a periodontite cronica.

O presente estudo analisou dois polimorfismos na regido promotora dos
genes IL-2 e IL-4 em populacdo ndo-fumante no estado do Para, sendo que somente 0 gene

da IL-4 foi considerado um fator de risco genético na progressao da periodontite crénica.

Em relacdo ao polimorfismo IL-2 G-330T, foram encontrados no grupo com
periodontite crénica 4 (8.5%) homozigotos para o alelo G, 26 (54%) homozigotos para o
alelo T e 18 (37.5%) heterozigotos GT. No grupo controle foi encontrado 7 (16%)
homozigotos para o alelo G, 23 (52%) para o alelo T e 14 (32%) heterozigotos GT. Apenas
0 grupo caso se encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg (x°= 0.12; p= 0.73; GL= 1 e x*=
3.89; p= 0.048 ; GL= 1), respectivamente. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre casos e controle em relacéo a frequéncia do alelo e a do gen6tipo na IL-2 (p= 0.74) e

periodontite crénica.

Estes achados estdo em concordancia com o trabalho de Scarel-Caminaga (2002),
inclusive as frequéncias encontradas no presente trabalho foram bem proximas aos valores
de Scarel-Caminaga; grupo controle (4% GG, 59%TT, 36% GT) e grupo com periodontite
moderada (4% GG, 67%TT, 29% GT). Entretanto, evidéncias indicam que IL-2 pode ser
um fator relevante na patogénese da periodontite cronica segundo achados de McFarlane &

Meikle, 1991 e John et al, 1998.

Para o polimorfismo IL-4 C-590T foram observados no grupo com DP 19
(39%) homozigotos para o alelo C, 10 (20%) para o alelo T e 20 (41%) heterozigotos CT.

No grupo controle foi encontrado 11 (24%) homozigotos para o alelo C, 19 (41%) para o



alelo T e 16 (35%) heterozigotos CT. Os grupos se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg (x°= 1.7, p= 0.19, GL= 1 e x’= 3.7, p= 0.054 , GL= 1). As frequéncias obtidas
nos dois grupos sdo estatisticamente significantes (p= 0.013), sugerindo que ha uma relagéo

entre o gene da IL-4 e a periodontite cronica na populacéo estudada.

A frequéncia de muitos alelos varia entre os grupos étnicos, e muitos estudos tém
mostrado resultados contraditorios quando sdo feitas comparacbes entre populacfes
distintas (Papapanou et al., 2001; Soga et al., 2003). Multiplos genes podem influenciar a
susceptibilidade ou severidade a DP (Soga et al., 2003). A presenga do gene polimorfico

pode aumentar ou diminuir o risco de uma populacdo desenvolver o fenétipo para a doenca.

O genotipo para diversas interleucinas pode influenciar diretamente na patogénese
da periodontite (Michalowicz, 1994; Reynard et al, 2000). No entanto, 0s autores ndo séo
undnimes em suportar uma relacdo positiva entre a composicdo genotipica e a
suscetibilidade ou severidade a DP (Gonzales et al., 2004). Talvez isso ocorra porque
muitos dos polimorfismos podem depender da presenca de outros genes polimdrficas ou de
fatores ambientais para manifestar uma contribuicdo no risco para desenvolver a doenca

(Gonzales et al., 2004).

A distribuicdo dos alelos e gendtipos do presente estudo estd apresentada nos
graficos 1 e 2. O haplétipo mais frequente no gene IL-4, grupo controle, foi T(-590) e
gendtipo 590 T/T foram significativamente mais freqlientes no grupo controle (risco
relativo 0.5). Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle e
periodontite cronica (p<0.01) mostrando que a alta producédo de hapldtipo (T) em IL-4 esté

associada a diminuicdo do risco ao desenvolvimento da periodontite cronica.
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Figura 5: Padrdes polimorficos dos genes (IL-2 e IL-4, respectivamente) em controle e
portadores de periodontite cronica.

O polimorfismo no gene da IL-4 (-590) sugere um papel dessa citocina na
patogénese da DP (p= 0.0037). A frequéncia do polimorfismo do alelo T do gene IL-4 na

posicdo -590 esteve significativamente diminuida em pacientes com periodontite quando



comparados com o grupo controle. O gendtipo -590 T/T foi mais freqliente em pacientes

sem periodontite (risco relativo 0.5).

As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo apresentadas na tabela 5, os valores
obtidos mostram que o grupo controle apresentou uma média dos parametros periodontais
inferior ao grupo dos pacientes com periodontite cronica. As diferencas entre caso e

controle estdo de acordo com os resultados esperados.

Tabela 5. Caracteristicas clinicas, idade e género nos grupos com periodontite e
controle.

Caracteristicas Controle (n=68) Periodontite (n=51)
Idade (anos) 41.73+11.17 49.86 +8.52
Género (%) 36.76 + 0.48 45.09 + 0.50
indice de Placa (%) 39.98 + 0.19 80.01 + 0.20
indice de Sangramento (%) 11.39+0.11 60.84 + 0.28
Profundidade de Sondagem (mm)  1.39 + 0.20 3.03 +0.84
Perda de Insercéo (mm) 1.43+0.21 4.05 +1.44

A comparacdo da media da idade, indice de placa, indice de sangramento,
profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica revelou ndo ser estatisticamente
diferente entre casos e controles (p< 0.01). No entanto, quando analisamos o género entre
0s dois grupos observamos que a média de homens € significativamente menor (p= 0.18) no
grupo controle que nos portadores de periodontite cronica (36.76 + 0.48; 45.09 + 0.50,

respectivamente).



Apenas poucos estudos avaliaram o polimorfismo da IL-4 no promotor -590C/T,
Scarel-Caminaga et al. (2003) avaliaram o SNP em pacientes brasileiros com periodontite
cronica, mas ndo observaram nenhuma diferenca estatisticamente significante em alelos ou
genotipo em relacdo a doenga. Achados similares, como o0s de Kang et al. (2003),
Hooshmand et al. (2008) e Holla et al. (2008) ndo encontraram correlagéo entre o risco de
desenvolver periodontite com o polimorfismo deste promotor em populagfes coreanas,
iranianas, turcas e tchecas, respectivamente. No entanto, Gonzales et al. (2007) e Michel et
al. (2001) investigaram a relagéo entre -590C/T e a periodontite agressiva, observando que

0s genotipos estavam significativamente associados com a DP.

O polimorfismo do gene IL-2 demonstrou distribuicdo uniforme entre casos e
controles. A falta de associagdo indica que mutagdes polimorficas ocorridas neste gene ndo
apresentaram relacdo com a DP, sugerindo que esse polimorfismo ndo é um marcador de

risco quanto a susceptibilidade a periodontite cronica na populacéo estudada.

Achados negativos ndo excluem a possibilidade de que o gene IL-2 possa estar
envolvido com a patogénese da periodontite cronica. Contudo, mais estudos com diferentes
origens étnicas também precisam realizados para elucidar o papel das interleucinas e outros

genes envolvidos na susceptibilidade e na patogénese da doencga periodontal.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

o Os polimorfismos nos genes da IL-2 (G-330T) ndo demonstraram ser um

bom marcador para periodontite cronica na populacdo do Estado do Para.

o Estudos dos polimorfismos nos genes da IL-4 (C-590T) sugerem uma
diminuicdo do risco a periodontite para portadores do genotipo -590 T/T, podendo ser um

marcador de risco quanto a susceptibilidade a periodontite crénica na populacdo estudada.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
DA PESQUISA INTITULADA: “AVALIACAO DO POLIMORFISMO DOS GENES
IL-2, IL-4 EM PACIENTES COM PERIODONTITE CRONICA ATENDIDOS EM
BELEM DO PARA”.

Por meio deste eu, ,

idade de anos, RG n.° , morador(a) da rua

, na cidade de

autorizo minha participacdo na pesquisa que serd realizada pela

cirurgid-dentista Carolina Haber de Souza, RG n.° 2895863, sob orientagcdo do Prof. Dr.
Rommel Mario Rodriguez Burbano. Estou consciente de que esta pesquisa tem finalidade
de estudo da doenca periodontal, clinica e geneticamente, ndo representando risco a minha
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sondagem periodontal (medir inflamacdo gengival) e coleta de 5ml de sangue venoso, o
qual serd analisado no Laboratorio de Citogenética Humana da UFPA, a fim de avaliar a
minha susceptibilidade genética ao desenvolvimento da doenca periodontal. A minha
privacidade serd totalmente preservada quanto a utilizacdo das informacdes obtidas. Para
meu beneficio recebi informagdes sobre a importancia dos cuidados com higiene e saude
bucal e tratamento desta doenca, € de meu conhecimento que estou participando como
voluntario(a), sem receber nenhum ganho financeiro. Fui informado(a) que tenho total
liberdade de recusar a participar desta ou retirar meu consentimento em qualquer fase da

pesquisa, sem penalizagdo ou prejuizo.

Declaro que entendo todos os termos acima expostos e aceito voluntariamente
participar deste estudo.
Qualquer duvida, entrar em contato pelo telefone: (91) 3266-1142 ou (91) 3201-7495
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FICHA CLINICA

DADOS DO PACIENTE — Grupo
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Profissdo: ldade: Género: Etnia: Estado Civil:

Endereco:

CEP: Tel: Cel.: e-mail:

ANALISE DA SAUDE

e Esta ou esteve sob tratamento médico ou cirurgico? (S) (N) Por que?
e Esteve hospitalizado? (S) (N) Motivo ?
e Sofre de distdrbios cardiovasculares? (S) (N)

e Alteracéo de pressdo arterial (S) (N)

e Portador de protese cardiaca (S) (N)

Sofre de algum disturbio sangliineo? (S) (N)
Hemorragia (S) (N) Anemia (S) (N)
Apresenta histdria de febre reumatica? (S) (N)

Sofre de algum disturbio gastrointestinal?

e Gastrite (S) (N) Hepatite (S) (N)
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e Faz uso de alguma medicagdo ou droga? (S) (N) Qual?
e Sofre de algum disturbio renal? (S) (N)

Sofre de algum disturbio neurolégico? (S) (N)

e Convulsdo (S) (N) Desmaios (S) (N)
Teve ou tem alguma doenca infecto-contagiosa? (S) (N) Qual?
Esté gravida ou amamentando? (S) (N)

Vocé é alérgico? (S) (N) A que?
Teve ou tem alguma doenca ndo listada acima que deva ser comunicado? (S) (N)

DECLARO QUE AS INFORMACOES DESTE PRONTUARIO POR MIM PRESTADAS SAO
VERDADEIRAS .
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Estimativa de mistura interétnica homogénea entre grupo controle e grupo
com periodontite cronica do presente estudo.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov

TCTATCTTAT TGTATGCAAT TAGCTCATTG TGTGGATAAA AAGGTAAAAC 123735712
CATTCTGAAA CAGGAAACCA ATACACTTCC TGTTTTATCA ACAAATCTAA 123735662
ACATTTATTC TTTTCATCTG TTTACTCTTG CTCTTGTCCA CCACAATATG 123735612
CTATTCACAT GTTCAGTGTA GTTTTA[T]JGAC AAAGAAAATT TTCTGAGTTA
123735562

CTTTTGTATC CCCACCCCCT TAAAGAAAGG AGGAAAAACT GTTTCATACA 123735512
GAAGGCGTTA ATTGCATGAA TTAGAGCTAT CACCTAAGTG TGGGCTAATG 123735462
TAACAAAGAG GGATTTCACC TACATCCATT CAGTCAGTCT TTGGGGGTTT 123735412
AAAGAAATTC CAAAGAGTCA TCAGAA

Iniciador Direito: GCTCATTGTGTGGATAAAAAGGT
Iniciador Esquerdo: ATTCATGCAATTAACGCCTTCT
Tamanho da sequéncia: 426
Tamanho do produto 249
*xsxxxx Ao >>>>>> iniciador esquerdo <<<<<< iniciador direito
1
TTTTAAGTATTCTAATCTTAGTATTTCTCTAGCTGACATGTAAGAAGCAATCTATCTTAT

61
TGTATGCAATTAGCTCATTGTGTGGATAAAAAGGTAAAACCATTCTGAAACAGGAAAC
CA

SSSSSSSSSSSSS>SSSSSS>>>

121
ATACACTTCCTGTTTTATCAACAAATCTAAACATTTATTCTTTTCATCTGTTTACTCTTG

181
CTCTTGTCCACCACAATATGCTATTCACATGTTCAGTGTAGTTTTATGACAAAGAAAAT
T

*

241
TTCTGAGTTACTTTTGTATCCCCACCCCCTTAAAGAAAGGAGGAAAAACTGTTTCATAC
A

<

301
GAAGGCGTTAATTGCATGAATTAGAGCTATCACCTAAGTGTGGGCTAATGTAACAAAG
AG

<LLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL
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GGATTTCACCTACATCCATTCAGTCAGTCTTTGGGGGTTTAAAGAAATTCCAAAGAGTC
A

421 TCAGAA
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ACAGAGTGAG ACCCTGTCTC AGAAAAAAAA AAAAAAAAGT CATTCCTGAA
132036920

ACCTCAGAAT AGACCTACCT TGCCAAGGGC TTCCTTATGG GTAAGGACCT 132036970
TATGGACCTG CTGGGACCCA AACTAGGCCT CACCTGATAC GACCTGTCCT 132037020
TCTCAAAACA CCTAAACTTG GGAGAACATT G[T]CCCCCAGT GCTGGGGTAG
132037070

GAGAGTCTGC CTGTTATTCT GCCTCTATGC AGAGAAGGAG CCCCAGATCA 132037120
GCTTTTCCAT GACAGGACAG TTTCCAAGAT GCCACCTGTA CTTGGAAGAA 132037170
GCCAGGTTAA AATACTTTTC AAGTAAAACT TTCTTGATAT TACTCTATCT 132037220
TTCCCCAGGA GGACTGCATT ACAACAAATTC

Iniciador Direito: AACCTGGCTTCTTCCAAGTACA
Iniciador Esquerdo: AACTAGGCCTCACCTGATACGA
Tamanho da sequéncia: 431
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1
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AG

61
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T
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