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RESUMO

A periodontite € considerada uma desordem inflamatéria de etiologia bacteriana que resulta
em danos ao tecido periodontal, devido a complexa interacao entre os periodontopatégenos e
o sistema de defesa do hospedeiro. Mecanismos genéticos podem modular a resposta de um
individuo uma vez que podem interferir na expressao génica de importantes mediadores da
inflamacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo do polimorfismo do SNP -
1082G/A no promotor do gene da interleucina-10 com a doenga periodontal em 36 casos e 30
controles. Foi utilizada a estratégia de ARMS-PCR para a discriminacdo alélica. Dos
individuos com doenga periodontal, 16 (44%) apresentaram o gendtipo AG, seguidos de 13
(36%) com o gendtipo GG e 7 (20%) com o gendtipo AA, destacando uma maior prevaléncia
de heterozigotos para o loco da IL-10, principalmente nos individuos da faixa etdria de 30 a
35 anos , no grupo controle, 13 (43%) dos individuos apresentaram o genétipo AG, 12 (40%)
apresentaram GG e apenas 5 (17%) foram classificados como AA, destacando uma maior
prevaléncia de heterozigotos para o loco da IL-10, principalmente nos individuos da faixa
etaria de 40 a 45 anos . Os dados indicaram que as populagdes estudadas encontravam-se em
equilibrio, segundo o Teorema de Hardy-Weinberg. A andlise das frequéncia dos genétipos e
das frequéncias alélicas permitiram concluir que ndo encontramos relacdo causal entre a
presenca do gendtipo G ou A e o desenvolvimento da doenca periodontal em adultos. O SNP
-1082G/A do gene da IL-10 ndo mostrou valor preditivo para a doenga periodontal e,
portanto, ndo podemos usa-lo com valor prognostico.

Palavras-chaves: periodontite, SNP, -1082G/A, interleucina-10.



ABSTRACT

Periodontitis is considered an inflammatory disorder of bacterial etiology that results in
damage to the periodontal tissue, due to complex interactions between periodontal pathogens
and host defense system. Genetic mechanisms may modulate the response of an individual
because they can interfere with gene expression of important mediators of inflammation. The
objective of this study was to evaluate the association of the polymorphism of SNP-1082G /
A gene promoter in interleukin-10 with periodontal disease in 36 cases and 30 controls.
Strategy was used ARMS-PCR for allelic discrimination. Of individuals with periodontal
disease, 16 (44%) had genotype AG, followed by 13 (36%) with genotype GG and 7 (20%)
with genotype AA, highlighting a greater prevalence of heterozygotes for locus of IL-10,
especially in individuals aged from 30 to 35 years in the control group, 13 (43%) of subjects
had the genotype AG, 12 (40%) had GG and only 5 (17%) were classified as AA, highlighting
a higher prevalence of heterozygotes for locus of IL-10, especially in individuals aged from
40 to 45 years. The data indicated that the study populations were in equilibrium according to
Hardy-Weinberg Theorem. The analysis of the frequency of genotypes and allele frequencies
concluded that no causal relationship found between the presence of genotype G or A and the
development of periodontal disease in adults. The SNP-1082G / A IL-10 gene showed no
predictive value for periodontal disease and therefore can not use it with prognostic value.

Keywords: periodontitis, SNP,-1082G / and interleukin-10.
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INTRODUCAO

A doenga periodontal € um dos problemas de satide bucal que mais acomete a
populacdo brasileira. A periodontite € o termo utilizado para denominar um grupo de doengas
cronicas infecciosas multifatorial. A periodontite tem a sua origem associada a vdrios fatores
complexos e ainda ndo bem definidos quanto a sua progressao e severidade (Kornman, 1997).

Loe e colaboradores (1965), comprovaram a importancia da placa bacteriana para o
inicio da instalacdo e para a progressdo da doenca periodontal, que caracteriza-se por ser
infecciosa, desenvolvendo processo inflamatério destrutivo que afeta os tecidos de protecdo e
suporte dos elementos dentdrios. O processo inflamatério envolve a gengiva em resposta a
antigenos bacterianos especificos da placa dentdria que se acumulam ao longo da margem
gengival livre. Em conseqiiéncia da inflamac¢ao, podem ocorrer bolsas periodontais, recessoes
gengivais, reabsorc¢do do osso alveolar e eventual perda do elemento dental.

As doengas periodontais sdo infeccdes cronicas associadas a microorganismos
anaerdbicos que resultam em aprofundamento patolégico do sulco gengival por meio da
migracdo apical do epitélio juncional e da destruicio do ligamento periodontal e do osso
alveolar. A etiologia primdria se deve a presenca da placa bacteriana (biofilme) que se
acumula nos tecidos dentdrios (Souza et al., 2006). A presenga desses microoganimos no
biofilme dental desencadeia uma série de eventos inflamatérios e imunolégicos nos tecidos
periodontais, capaz de levar a destruicdo das estruturas de suporte dental (Socransky e
Haffajee, 1992).

A caracteristica especifica do biofilme, a resposta imuno inflamatéria e outros fatores
inerentes ao hospedeiro, tais como o tabagismo e a condi¢do sist€mica, interferem no curso da
doenca periodontal. Individuos com caracteristicas clinicas e fatores de risco semelhantes
respondem de formas diferentes as terapias empregadas, o que ressalta a importancia dos
componentes genéticos e epigenéticos no desfecho da doenca (Offenbacher et al., 2008).
Muitos estudos se empenharam em identificar polimorfismos genéticos em mediadores da
resposta imune, como as que vém sendo consideradas fatores potenciais de susceptibilidade
em relacdo a doenca periodontal (Tervonen et al., 2007; Moreira et al., 2007; Kornman et al.,
1997; Offenbacher, 1996).

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina antiinflamatéria produzida por linfécitos T
reguladores 1, células T helper 2 e macréfago. A IL-10 pode atuar sobre diferentes tipos
celulares, induzindo a supressao da resposta inflamatdria nos mais variados tecidos (Melefyt,

1999). Além disso, a IL-10 tem sido postulada como a principal molécula responsdvel pelo
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orquestramento de reacdes inflamatdrias, em particular a inibi¢do das alteracdes mediadas
pelo TNF-a (Melefyt, 1999; Moore et al., 2001). Sua acdo inibe a sintese de citocinas pro-
inflamatoérias e estimula a proliferacdo e a diferenciagao das células especializadas na defesa
do organismo (Hajeer et al, 1998).

Genes de citocinas sdo alvos de multiplos eventos epigenéticos, como a metilacdo do
DNA e a desacetilac@o de histonas. Tais eventos afetam o padrdo de expressao génica sem, no
entanto, promover alteragdes na seqiiéncia de nucleotideos que constituem os organismos
(Feinberg, 2008). O polimorfismo da IL-10 pode modular a sua expressdao, diminuindo sua
acdo antiinflamatéria, levando a pior resposta do sistema de defesa (Claudino et al., 2008).
Estudos recentes sugerem que mecanismos genéticos sejam capazes de influenciar a produgao
de citocinas e, conseqiientemente, alterar o padrao clinico da doenca inflamatéria (Gomez et
al., 2009; Nile et al., 2008; Fitzpatrick e Wilson, 2003; Adcock et al., 2002).

Diante da importancia dos eventos genéticos epigenéticos na regulacdo da expressao
génica é importante investigara associacdo destes eventos com a gravidade das doencas, em
particular, a associacdo do polimorfismo da IL-10 com a doenga periodontal. Devido ao
grande nimero de estudos que relacionaram o papel das citocinas pré-inflamatérias com a
patogénese e progressao da doenca periodontal, tem sido sugerida a possibilidade de
intervengdes com a manipulacdo de citocinas antiinflamatdrias como adjuvantes nas terapias
em pacientes com a doenga periodontal. Por outro lado, apesar desse potencial terapéutico, o
papel de IL-10 na progressdo da doenga periodontal tem merecido destaque (Melefyt, 1999;
Yamazaki et al, 2001).

Sabe-se que na doenga periodontal ainda existe alguns pontos do seu aparecimento e
desenvolvimento a serem desvendados. O cardter genético da doenca periodontal ainda nao é
muito estudado. Porém, dados publicados na literatura sugerem a existéncia de uma forte
ligacdo entre a ocorréncia da doenca a susceptibilidade genética individual (Mellati et al.,
2007; Drozdzik et al., 2006; Folwaczny et al., 2004; Kornman, 1997). No entanto, ainda
prevalece muitos questionamentos acerca desta associagdo e a relacdo entre doenca
periodontal e seus aspectos genéticos. Se a patologia é desenvolvida por patégenos
especificos, porque pessoas do mesmo grupo de risco desenvolvem condi¢des cuja
agressividade sao diferentes. Ao se investigar a relacdo potencial entre doenca periodontal ao
fator genético, os resultados poderdo apontar para o desenvolvimento de melhores métodos de
diagnéstico e para a expansdo da fronteira do conhecimento sobre a doencga periodontal, e

assim proporcionar uma melhor qualidade de vida.



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doenca Periodontal

A doenca periodontal é uma patologia multifatorial que apresenta como agente
etiol6gico primdrio o biofilme dentdrio. Sua progressdo e severidade sdo determinadas por
diversos fatores de risco. A periodontite é o termo utilizado para denominar um grupo de
doencas cronicas infecciosas multifatoriais. A periodontite tem a sua origem associada a
vérios fatores complexos e ainda ndo bem definidos quanto a sua progressdao e severidade.
Loe et al. (1965) comprovaram a importancia da placa bacteriana para o inicio da instalagcdo e
para a progressio da doenca periodontal, que, caracteriza-se por ser infecciosa,
desenvolvendo processo inflamatério destrutivo que afeta os tecidos de protecao e suporte dos
elementos dentdrios. O processo inflamatério envolve a gengiva em resposta a antigenos
bacterianos especificos da placa dentdria que se acumulam ao longo da margem gengival
livie. Em consequéncia da inflamacdo, podem ocorrer bolsas periodontais, recessoes
gengivais, reabsorcdo do osso alveolar e eventual perda do elemento dental (Albandar, 2002;
Loe et al., 1965).

A doenga periodontal destrutiva atinge uma percentagem considerdvel de individuos
em varias populacdes, sendo a forma cronica da doenga. A doencga periodontal é multifatorial.
Portanto, a presenca dos microrganismos isoladamente caracteriza fator de risco suficiente
para desenvolver o problema. Fatores biologicos e ambientais associados a resposta do
paciente estdo diretamente ligados a susceptibilidade individual e ao aumento do risco relativo
para o desenvolvimento da doenca (Page e Kornman, 1997). Entretanto, a Federacao Européia
de Periodontia concluiu que ainda ndo existem dados suficientes para determinar se um fator,
responsavel pelo inicio da doenga, difere de outro relacionado a sua progressdo. A distingdao
de varidveis de risco e de progressao € desejavel, pois as estratégias de prevencdo delineadas
para reduzir o risco de ocorréncia da periodontite podem ser diferentes daquelas
desenvolvidas para prevenir a sua progressao (Tonetti e Claffey, 2005). Com o avango do
conhecimento acerca da variabilidade genética entre os individuos e seu impacto na
susceptibilidade as diversas condicoes de agravo a saide humana, fatores genéticos,
geralmente associados ao polimorfismo gendmico tém sido largamente estudados nas diversas
e distintas populagdes, com o objetivo de se compreender melhor o processo da doenca

(Moreira et. al, 2007; Tonetti e Claffey, 2005).
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Alguns estudos t€ém mostrado que a distribuicdio da doenca periodontal ndo ¢é
semelhante se forem comparados paises desenvolvidos e em desenvolvimento ou populag¢des
urbanas e isoladas. Dentre as varidveis associadas ao risco para a periodontite, destacam-se:
uso cronico do fumo, idade, nivel socioecondmico, raga, género, nivel de instrugdo,

frequéncia de atendimento odontoldgico, dentre outras (Hogoya e Jardini, 2010).

Histologicamente a periodontite € caracterizada por um acuimulo de células
inflamatdérias na porcdo extra vascular do tecido conjuntivo gengival (Flemming, 1994).
Numerosas espécies bacterianas tém sido isoladas da placa subgengival, sendo algumas
estreitamente relacionadas ao inicio e progressao da doenca (Socransky et al., 1998). Devido
a maioria das bactérias periodontopatogénicas residir nas bolsas periodontais, o sistema imune
ndo consegue eliminar os microrganismos, a permanéncia bacteriana no local agrava a
inflamacdo, favorecendo a instalacio de um fenomeno crdnico, caracterizada por uma

resposta continua e exacerbada do paciente (Okada e Murakami, 1998).

A disponibilidade de componentes do fluido gengival e de sangue promove o
crescimento de espécies bacterianas gram-negativas no local afetado, aumentando o potencial
periodontopatogénico. Dessa forma, devido a infec¢do microbiana ndo contida, a resposta
imunolégica do hospedeiro promoverd uma seqiiéncia de eventos, culminando com a
destruicao do tecido conjuntivo e do osso alveolar, responsdveis pela prote¢dao e sustentacao
do elemento dentario (Okada e Murakami, 1998).

Os meios pelos quais as bactérias periodontopatogénicas iniciam e perpetuam a
inflamacdo e a destruicdo tecidual caracteristicas da periodontite tem sido uma drea de
interesse investigativo nos dltimos anos (Salvi e Lang, 2005; Socransky et al., 1998). Dois
mecanismos propostos concorrem para explicar a doenca periodontal em decorréncia da
presenca bacteriana no local da les@o. No primeiro mecanismo sugere que hd acdo direta dos
subprodutos de metabolismo e enzimas bacterianas. O segundo mecanismo propde a
ocorréncia de estimulos para a liberacdo de mediadores inflamatérios de células hospedeiras,
que promovem a autodestruicdo tecidual (Trevilatto et al., 2003). Assim, tanto bactérias com
potencial patogénico quanto a qualidade da resposta do hospedeiro parecem constituir duas
faces da etiologia da periodontite (Salvi e Lang, 2005; Kinane e Hart, 2003 e Socransky et al.,
1998). A doenga periodontal pode ser considerada como uma das diversas patologias nas
quais a suscetibilidade individual tem um papel relativamente importante no incremento do
risco de ocorréncia da doenca (Johnson ef al., 1988). Como a periodontite tem cardter
multifatorial, sua ocorréncia recebe influéncia do fumo, stress psicossocial e doencas

sist€émicas como diabetes (Renzoni et al 2000; Michalowicz 1994). Portanto, nos grupos de
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pacientes de alto risco, fatores bioldgicos individuais apresentam um importante papel na
susceptibilidade a doenca periodontal. Neste contexto, o risco pode ser avaliado e modificado
na perspectiva de fatores genéticos individuais (Johnson et al., 1988). Confirmando a relacdo
de fatores genéticos na evolucao da doenca periodontal, um estudo em gémeos revelou cerca
de 50% de concordancia em relagdo a periodontite (Schneider et al., 2000).

Evidentes consideracdes sugerem que a doenca periodontal agressiva consistem em
uma doencga genética que envolve apenas um Unico gene de cardter hereditario. Por outro
lado, a susceptibilidade genética individual da forma mais comum da periodontite cronica
refor¢a a sua evolu¢do como uma doenga multifatorial padrao. Estudos de associa¢dao do tipo
caso controle, de andlise de agregacdo familiar, e outros envolvendo gémeos também tém
investigado a influéncia genética na periodontite. Atualmente, acredita-se que fatores
genéticos possam influenciar a suscetibilidade, progressdo e/ou a resposta ao tratamento da
doenca periodontal. Essas hipdteses t€m sido bastante investigadas e discutidas (Kornman,
2001; Wilson & Kalmar, 1996; Potter, 1991).

O polimorfismo genético corresponde a variagdo genética de uma seqiiéncia de
nucleotideos do genoma ou na estrutura cromossdmica. Para ser polimorfica, a variagdo deve
ocorrer com uma freqiiéncia maior que 1% na populacdo (Strachan, 2002). Para a doenca
periodontal, o tipo de polimorfismo em evidéncia é o de base unica, conhecido como
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polimorphism - SNP), que consiste na
variacdo da identidade de um tnico nucleotideo num sitio particular do genoma, em geral
associado a genes de mediadores da inflamacao (Taylor et al., 2000).

A presenca de um polimorfismo pode implicar em mudanca no cédigo genético, que é
a relacdo entre a seqii€ncia de acido desoxirribonucléico (DNA) e a seqiiéncia da proteina
correspondente, levando a alteracdes no genétipo (seqiiéncia de bases), afetando ou nao o
fenétipo, determinado pela funcao protéica (Lewin, 2001). Assim, um SNP pode influenciar o
nivel de secrecdo de substincias e variacOes nas respostas imunoldgica e inflamatdria
individuais frente a uma agressao bacteriana (Kornman e di Giovine, 1998).

Diferencas individuais nos niveis de interleucinas relacionados aos diferentes graus de
susceptibilidade a periodontite podem ser atribuidas, entre outros fatores, a polimorfismos em
seus respectivos genes. Diversos estudos tém procurado identificar marcadores genéticos,
especialmente em genes de citocinas, que determinariam a predisposicao individual a
periodontite (Moreira et al., 2005; Hodge, 2001; Gore 1998; Kornman et al., 1997). As
citocinas constituem um grupo diverso de pequenas proteinas e glicoproteinas que regulam as

respostas imunes, inflamatérias e de reparo. A maioria das citocinas tem sido agrupada de
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acordo com a fungdo a elas atribuida em seis grupos: interleucinas, citocinas, fatores
estimulantes de colonia, interferons, fatores de crescimento e quimiocinas. Algumas citocinas
tém sido caracterizadas como pro-inflamatérias, como a interleucinas IL-1, IL-2 e IL-8, e
antiinflamatérias, como a IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento tipo beta (TGF-
B) (Yamamoto et al., 2006).

Doencas inflamatérias podem ser induzidas e perpetuadas por producdo excessiva de
citocinas pré inflamatérias ou possivelmente por diminui¢do na producdo adequada de
citocinas anti inflamatorias, sendo que uma falha no equilibrio destas situacdes parece ocorrer
na periodontite (Kinane, 2003; Van e Vaik, 1994). Foi demonstrado que pacientes com
periodontite possuem maior nivel de interleucinas nos tecidos gengivais do que pacientes sem
periodontite. Adicionalmente, a concentracio de interleucinas é maior nos sitios com doenca
ativa do que nos sitios inativos. Pesquisadores observaram também que a concentracdo
gengival de IL-1 tende a diminuir com o tratamento periodontal (Gemmell e Seymour, 1994;
Okada e Murakami,1998).

Atualmente, no Brasil, t€ém sido estimuladas pesquisas para se definir e compreender o
perfil dos marcadores genéticos dos brasileiros e a relacdo destes com a doenca periodontal,

tanto na forma cronica como na agressiva (Moreira et al., 2007; Astolfi et al., 2006).

1.2 Patogénese da Doenca Periodontal

A periodontite € considerada uma desordem inflamatdria de etiologia bacteriana que
resulta em danos ao tecido periodontal, devido a complexa interagdo entre os periodonto
patégenose o sistema de defesa do hospedeiro (Socransky e Haffajee, 1992). Os processos
inflamatérios e imunoldgicos, apesar de agirem nos tecidos periodontais para proteger o
hospedeiro contra o ataque microbiano, podem ser prejudiciais, pois danificam as células e as
estruturas do tecido conjuntivo (Page e Kornman, 1997).

Fatores genéticos causam destrui¢do periodontal indiretamente, em decorréncia da
ativacdo de varios componentes do sistema de defesa do hospedeiro (Ishikawa, 2007). O
processo inflamatério € inicialmente induzido pela liberacdo de produtos bacterianos
ecitocinas pré-inflamatdérias que ativam o recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares
(PMNL), principalmente os neutréfilos, para a regido do sulco gengival. A liberacao
decitocinas pro-inflamatdrias € capaz de regular a acdo das moléculas de adesdo das células

endoteliais, estimulando os leucdcitos a migrarem através dos vasos para a regidao do

sulcogengival (Korman et al., 1997).
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Os PMNL, apesar de estarem aumentados na presenca de doenga, sdo também os
leucdcitos predominantes na gengiva clinicamente sadia, sendo considerados a primeira linha
de defesa contra os patdgenos periodontais. A sua resposta inflamatéria, quando eficaz, pode
garantir a interrup¢ao ou a resolucao do processo da doenga (Dennison e Vandyke, 1997).

O aumento do infiltrado de PMNL para a regido do sulco gengival, na presenga de
inflamacao, é acompanhado por alteracdes vasculares, tais como dilatacdo dos capilares e
elevacdo da pressdao hidrostidtica com conseqiiente aumento do exsudado de fluidos e
proteinas para os tecidos. Além dos leucdécitos, observa-se nessa fase a presenca de linfocitos
retidos no tecido conjuntivo quando em contato com antigenos. Para garantir espago
suficiente para esse intenso infiltrado inflamatdério, observa-se também a destruicdo do
coldgeno e a degeneracdo de fibroblastos no tecido gengival (Kornman et al., 1997). Segundo
Page e Schroeder (1976), caracteristicas histolégicas acima descritas, permitem classificar a
lesdo gengival como inicial e precoce, correspondendo clinicamente a gengivite.

A evolucgio das caracteristicas histopatoldgicas de lesdo inicial para lesdo estabelecida
e avancada marca a progressdo da gengivite para a periodontite. A lesdo estabelecida
caracteriza-se pelo predominio de plasmdcitos e intensificacdo da perda de coldgeno. O
epitélio sulcular e o juncional tornam-se permedveis a penetracdo dos patdgenos e seus
produtos. Na lesdo avancada ocorre a migracdo do epitélio juncional, com conseqiiente
aumento da profundidade do sulco, caracterizando a presenga da bolsa periodontal, o que
favorece a migracao do biofilme em dire¢do apical. H4 também perda do osso alveolar, dano
extenso as fibras do ligamento periodontal, danos inflamatérios e imunopatolégicos. A lesao
ndo estd mais restrita ao tecido gengival e o infiltrado inflamatério estende-se por todo o
tecido conjuntivo (Page e Schroeder, 1976; Korman, Page e Tonetti, 1997; Kinane, 2001).

Diversas citocinas estdo presentes no cendrio da doenca periodontal (Silva et al., 2007,
Gemmelet al.,1997). Estas moléculas sdao produzidas por células no microambiente
inflamatério e irdo, pelo controle das funcdes de diversos tipos celulares e da
migracdo/recrutamento celular, determinar o destino do processo inflamatério. Enquanto
citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-8 promovem direta ou indiretamente a
atividade inflamatoria, IL-4, IL-10 e IL-13 estdo relacionadas a atividade anti-inflamatéria. O
equilibrio entre estas citocinas e, conseqiientemente, o equilibrio entre a representatividade
das atividades coordenadas por elas, pode definir estagios diferentes da inflamacao (Moreira,
2007). A expressdo de diferentes citocinas pode representar fendtipos e estdgios de
desenvolvimento da doenga ou transicdo de fases das doencgas periodontais (Gemmel et al.,

1997).
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1.3 Imunologia da Doenca Periodontal

As citocinas s3o proteinas de baixo peso molecular envolvidas no processo
inflamatério e imune. Sao reguladoras celulares e produzidas principalmente por linfécitos T
e macréfagos (Gemmell et al., 1997). Realizam diversas acdes na resposta imunoinflamatdria,
na regulacdo do crescimento e diferenciacdo das células (Offenbacker, 1996), sendo
consideradas reguladoras do processo imunoinflamatdrio na periodontite (Ishikawa, 2007).

O componente microbiano desencadeia a producdo e liberagao de citocinas, ativacio
do sistema do complemento e quimiocinas (Ishkawa, 2007). Tanto as citocinas pro
inflamatérias quantos as anti-inflamatérias podem ser detectadas em tecidos periodontais
acometidos por periodontite, bem como nos tecidos de granulacdo (Kinane e Lappin, 2002).

Diferencgas nas citocinas secretadas pelas células Thl e Th2 determinam as diferentes
funcdes bioldgicas dos subgrupos: linfécitos Thl produzem primariamente IL-2; IFN-y; TNF-
B, enquanto linfécitos Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Altos niveis de atividade
Th1 promovem inflamagdo excessiva e injuria tecidual, funcdes mediadas por célula como a
reacdo de hipersensibilidade tardia. Células Th2 estdo mais associadas com forte resposta
mediada por anticorpos, e reacdes alérgicas (Goldsby et al., 2000).

Células Thl e Th2 podem individualmente ou combinadas regular a defesa do
hospedeiro contra a infec¢do periodontal. Inversamente, a expressdo de citocinas Th1/Th2
pode ser originada de caracteristicas especificas de patogenos periodontais durante a infec¢ao
(Gemmell et al., 2002). Tem sido sugerido que citocinas inflamatérias produzidas por células
Thl estariam mais associadas a um processo de destruicdo tecidual ativo, enquanto citocinas
com caracteristicas antiinflamatérias produzidas por células Th2 estariam envolvidas na
homeostasia tecidual e no subseqiiente processo de reparo tecidual (Kinane; Lappin, 2001).
Provavelmente, considerando a dinamica da resposta imune, um perfil de citocinas nos
tecidos periodontais seria alternado entre Th1 e Th2 dependendo do estdgio da doenca (Teng,
2002). Salvi et al (1998) mostram que a anélise do FG de pacientes com periodontite cronica
e agressiva na “denticdo terminal” apresentava elevados niveis dos mediadores inflamatdrios
Thl (IL-2 e INFy) quando comparados aos mediadores da resposta Th2 (IL-4 e IL-6).

A resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro ao biofilme localizado no sulco gengival
¢ caracterizada pela produgdo excessiva de citocinas inflamatdérias e enzimas, que sao
responsaveis pela maioria de destruicao periodontal, no local, que provoca os sinais clinicos
observéveis na doenca (Seymour & Gemmell, 2001; Preshaw, 2008). Niveis aumentados de

citocinas pré-inflamatérias no fluido gengival, como IL-1B (Figueredo et al, 1999;
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Giannopoulou et al., 2003; Goutoudi et al., 2004; Toker et al., 2008) e IL-8 (Gamonal et al.,
2000; Jin et al., 2002; Kamma et al., 2004; Teles et al., 2009) tém sido associados as
periodontites cronica e agressiva. Entretanto, ainda ndo esta claro se a quantidade total ou a
simples presenca da citocina no fluido gengival tem papel importante para a progressao da
doenca.

A IL-1p é um dos mediadores mais investigados no fluido crevicular gengival (FCG)
(Mathur et al., 1996; Yoshimura et al., 1997; Figueredo et al., 1999; Bostromet al., 2000;
Gamonal et al., 2000; Giannopoulouet al., 2003; Goutoudiet al., 2004; Tokeret al., 2008). Em
modelos de gengivite experimental os niveis de IL-1B apresentam-se elevadas, caracterizado
por um aumento gradual com o passar do tempo (Gonzales et al., 2001; Zhang; et al.,2002).
Os niveis da IL-1p também apresentam-se elevados em pacientes com periodontite quando
comparados com pacientes sauddveis e com gengivite (Houer al., 1995; Giannopoulouet al.,
2003). Adicionalmente, nos niveis da IL-1p estdo mais elevados em sitios ativos quando
comparados aos inativos (Gamonal et al., 2000) e mostram declinio apds tratamento
(Reinhardt er al., 1993; Alexander et al., 1996; Lamster et al., 1996; Holmlund; Hanstrom,;
Lerner, 2004). Além disso, foi observado em um modelo primata que quando a IL-1B é
bloqueada in vivo, ocorre uma reducdo da perda Ossea alveolar detectada por radiografia
(Oates et al., 2002).

Giannopoulou et al. (2003) constataram que pacientes com periodontite agressiva
apresentaram maiores niveis de IL-1 em seu (FG), em comparagdo com a periodontite
cronica. Os resultados daquele estudo indicaram que os niveis de IL-1pB, quando comparados
aos sitios do grupo sauddvel, mostraram um aumento 6 vezes maior para os pacientes com
periodontite cronica e 9 vezes maior para o grupo de periodontite agressiva. Os autores
sugeriram que as diferencas na quantidade de IL-1p estdo envolvidos na progressdo rapida da
periodontite agressiva quando comparada com a forma cronica. No entanto, Suzuki er al.
(2008) nao encontraram diferencga significativa entre as concentracdes de IL-1B em sitios
profundos em pacientes com periodontite agressiva e cronica.

A presenca de hiper-atividade neutrofilica pode estar associada a uma maior
destruicao periodontal. Foi observado que neutréfilos periféricos de pacientes com
periodontite cronica e agressiva encontravam-se hiper-responsivos apds a estimulagao in vitro
quando comparados a controles saudédveis (Fredriksson et al., 2003). Altas concentracdes de
citocinas pro-inflamatdrias sdo responsaveis pela ativagdo de neutréfilos que podem levar a

uma excessiva liberagdo local de enzimas proteoliticas como a elastase, resultando em
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destruicdo dos tecidos periodontais (Gustafsson; Asman; Bergstrom, 1994; Figueredo,
Gustafsson et al., 1999).

A elastase € a enzima neutrofilica encontrada em maior quantidade no FG durante o
processo de inflamacd@o periodontal (Cox; Eley, 1989). Foi sugerido que a elastase pode ser
um indicador potencial para periodontite e para progressao da doenca (Palcanis et al., 1992;
Armitage et al., 1994). Em um estudo longitudinal, Jin e colaboradores, (1995) encontraram
niveis de elastase significativamente elevados em individuos com periodontite refratdria
quando comparados aqueles com grau similar de periodontite no inicio do estudo. No entanto,
ocorreu redugdo favoravel apds o tratamento.

A IL-2 € uma citocina pré-inflamatdria que tem acdo na regulacao de células B e atua
na reabsorcdo Ossea na doenca periodontal (Seymour et al., 1985; Lee et al., 1995)
concluiram que os niveis de IL-2 estavam significativamente elevados em sitios ativos de
pacientes com periodontite refratdria quando comparados a sitios inativos apos
acompanhamento por 3 meses. Além disso, eles encontram correlacdo positiva entre niveis
elevados da IL-2 com perda de inser¢do do dente e reabsorcao dssea da gengiva.

A presenca da citocina anti-inflamatéria IL-4 tem sido associada com a remissdo ou a
melhoria de ambas as formas de periodontite cronica e agressiva (Giannopoulou et al., 2003;
Pradeep et al., 2008; Bastos et al., 2009). Estudos anteriores demonstraram que baixos niveis
de IL-4 em tecidos periodontais doentes estdo associados a atividade e a progressao de doenca
periodontal (Shapira et al., 1992; Giannopoulou et al., 2003; Tsai et al., 2007). A diminui¢ao
da produgdo da IL-4 por células T CD4+ gengivais pode levar ao acimulo de macréfagos
ativados nos tecidos periodontais inflamados. A IL-4 inibe a produ¢do IL-1B e IFN-y pelos
mondcitos. Assim, baixos niveis de IL-4 mdédula a fungdo dos mondcitos que passam a
secretar altos niveis de mediadores pré-inflamatoérios, que promovem a destrui¢do tecidual
observada no local da inflamacao(Te Velde et al., 1990; Lee et al., 1995).

A patogénese da doenca periodontal € caracterizada pelo constante influxo de
leucécitos em direcdo ao sulco gengival (Kornman et al., 1997). Um grupo especial de
citocinas, chamadas de quimiocinas é responsavel pelo fendmeno migratério dos leucécitos
para os tecidos e fluidos gengivais (Mukaida et al., 1992). Em particular, a IL-8 garante o
recrutamento seletivo de neutrdfilos (Bickel, 1993). Ela pode ser secretada por diferentes
células do paciente, como macréfagos, linfdcitos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais
(Baggiolini et al., 1989).

Alguns estudos sugerem uma relagdo entre os niveis de IL-8 e atividade de doenca

periodontal. Foi demonstrado que a quantidade total de IL-8 estava significativamente
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aumentada no FG de sitios doentes de pacientes com periodontite cronica, quando
comparadas com sitios sauddveis ou com gengivite de pacientes controles (Tsai et al., 1995;
Mathur et al., 1996; Gamonal et al., 2000; Giannopoulou et al., 2003). Gamonal e
colaboradores (2000) encontraram niveis mais elevados IL-8 deste mediador em pacientes
com periodontite, quando comparados aos individuos saudaveis. Cabe ressaltar que no mesmo
grupo de pacientes, sitios ativos apresentavam maiores concentracdes de 1L-8 (247,1 ng/ml)
se comparados a sitios estaveis (163,6 ng/ml). A reducdo dos niveis de IL-8 apds terapia
periodontal também foi relatada (Tsai; Ho; Chen, 1995; Gamonal et al., 2000; Jin et al.,
2002). Entretanto, alguns estudos mostraram uma rela¢do inversa entre IL-8 e atividade de
doenca (Chung; Grbic; Lamster, 1997; Jin; Soder; Corbet, 2000).

A interleucina 10 (IL-10) € um polipeptidio homodimérico de 17 kDa, que foi
inicialmente descrito como um fator produzido por linfécitos T auxiliadores (tipo 2) com
propriedades inibitérias em clones de linfécitos T auxiliadores (tipo 1), notadamente na
resposta proliferativa e na producdo de citocinas (Melefyt, 1999). Essa citocina € produzida
por uma série de diferentes tipos celulares, em especial pelas células inflamatérias como
macréfagos e linfécitos T. A IL-10 € o principal inibidor da sintese de citocinas e da atividade
funcional de macr6fagos, além de inibir a producdo das citocinas pré-inflamatorias e das
metaloproteinases da matriz extracelular (Melefyt, 1999; Anker e Von Haehling, 2004).

A atividade bioldgica da IL-10 € mediada pelo seu receptor de membrana (IL-10R), o
qual pertence ao subgrupo de receptores similares ao interferon (INF), da familia dos
receptores de citocinas classe II (Melefyt, 1999; Moore et al., 2001). Dessa forma, a IL-10
pode inibir a producdo de varias citocinas, tais como TNF-q, IL-1p e IL-6, em uma variedade
de tipos celulares, além de se automodular (Yamaoka et al., 1999; Melefyt, 1999). Também
inibe a geracdo de espécies reativas do oxigénio (intermedidria) e aumenta a liberacao dos
receptores RsTNF, os quais podem antagonizar os efeitos do TNF-a (Gullestad et al., 2002.).
Além disso, estudos tém demonstrado que a IL-10 tem sua produ¢do aumentada em processos
inflamatérios (Yamaoka et al., 1999). A IL-10 atua predominantemente de maneira
antiinflamatéria e modulatdria na resposta inflamatdria, condicdo que parece ser ainda mais
evidente em condi¢des inflamatérias cronicas, principalmente naquelas em que o TNF-a
parece atuar de maneira significativa (Bolger et al., 2002; Denys, et al., 2002; Kaur et al.,
2006).

Tomados em conjunto, estudos sugerem um papel de suma importancia da IL-10 na
fisiopatologia da doenca periodontal, principalmente devido ao seu efeito modulador da

sintese e secrecdo do TNF-a. Dessa forma, essa citocina vem ganhando um papel de destaque
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como possibilidade terapéutica. Ainda nesse contexto, a taxa IL-10/ TNF-a pode contribuir
para a avaliacdo da deterioracdo e progressdo da doenca periodontal. Portanto, mais estudos
sd0 necessarios para se compreender os mecanismos moleculares que modulam os eventos

supracitados.

1.4 Susceptibilidade Genética a Doenca Periodontal

O sistema imune inato tem papel importante na inicia¢do, progressao e retencao do
processo inflamatério. Consequentemente variagdes genéticas que possam alterar
componentes deste sistema podem explicar as diferencas individuais na resposta a inflamacgado
e ao tratamento clinico (Tamura et al., 1992). Portanto, hd um grande interesse em estudar
polimorfismos de base tnica (SNPs) em genes que codificam moléculas envolvidas na cascata
inflamatéria. Estes poderiam ser utilizados potencialmente como marcadores para
suscetibilidade, severidade e/ou tratamento clinico de doencas inflamatérias (Kornman, 1997,
Tamura et al., 1992).

A susceptibilidade genética na doenca periodontal compreende um processo de
multiplas origem. A associacdo da suceptibilidade genética a doencga periodontal deveu-se aos
estudos: de agregacdo familiar, da condi¢do observada em estudo genéticos formais para a
periodontia, e da prevaléncia da periodontite cronica em gémeos.

Desde a década de 90, os estudos envolvendo gémeos tém sugerido que o perfil
genético individual possui um componente significante para o risco relativo de periodontite. A
identificacdo de fatores genéticos que controlam a resposta imune as infeccdes microbianas,
tanto em roedores quanto em humanos, tem aumentado a énfase da determinacio genética na
variabilidade da resposta do hospedeiro (Hassel & Harris, 1995). Um suporte adicional para a
contribuicdo genética na periodontite revelou a identificacdo de certos polimorfismos
genéticos que estdo relacionados com os fendtipos da resposta imune achados em certos

grupos de pacientes periodontais (Malo & Skamene, 1994; Malo et al., 1994).

1.5 Mecanismos Epigenéticos

Os mecanismos epigenéticos se referem a modificagcdes génicas que ndo sio
resultantes de alteragdes na seqiiéncia de nucleotideos. Tais modificacoes podem ser
hereditarias ou adquiridas ao longo da vida de um individuo. Fatores como tabagismo,

obesidade, diabetes, envelhecimento e presenca/exposicdo a toxinas podem contribuir para
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alteracdes dinamicas na modulagdo epigenética (Offenbacheret al., 2008, Gomezet al., 2009).
A presenca dessas modificagdes epigenéticas pode resultar em mudancas nas vias que
mantém a homeostase celular (Ha & Califano, 2006) e interferir no desenvolvimento das
doencas bucais. Fatores epigenéticos podem interferir na resposta do hospedeiro frente ao
desafio bacteriano, contribuindo para alterar as caracteristicas da doenga periodontal em cada
individuo (Gomez et al., 2009).

Embora as alteracOes epigenéticas, tais como a metilacdo do DNA e a acetilacdo de
histonas sejam consideradas importantes na carcinogénese humana (Armenanteeta.l., 1999;
Kishier al., 2005; Feinberg, 2008), estes eventos ainda ndao foram bem estabelecidos na
doenca periodontal. A partir de 2009 apareceram os primeiros relatos sobre as investigacoes
do papel da metilacdo na periodontite (Oliveira et al., 2009, Vianaet al., 2010; Zhangetal.,
2010).

1.6 Mecanismos Genéticos - Polimorfismo

As alteragdes genéticas s@o caracterizadas por alteracdes na seqiiéncia genOmica,
podendo alterar a transcri¢ao de proteinas, sendo exemplificadas pelas mutag¢des esporddicas e
pelo polimorfismo. Mutagdes foram identificadas em sindromes hereditarias com
significantes alteracdes no periodonto, indicando que um defeito génico pode predispor a

periodontite (Kinane et al., 2005).

O polimorfismo genético € definido como a ocorréncia de multiplos alelos num locus,
no qual pelo menos dois alelos aparecem com freqiiéncias superiores a 1% (Milleret al.,
2001). O polimorfismo em unico nucleotideo (SNP) é o tipo mais comum, e a sua ocorréncia
¢ estimada em 10 milhdes de SNP no genoma humano. Quando um polimorfismo ndo altera o
aminodcido, a alteracdo genética € dita silenciosa. Quando ha alteracdo na expressdo e/ou

funcdo da proteina, € denominado polimorfismo funcional (Kinane, 2005).

Influéncias genéticas e ambientais t€ém papel importante na suscetibilidade do
hospedeiro (Albandar, 2002; Kinane e Lappin, 2002), uma vez que a variacdo genética
influencia a resposta imune e inflamatéria frente a agressdo bacteriana, podendo assim

aumentar ou reduzir o risco individual para determinada doenca (Kinaneet al., 2005).

Estudos de polimorfismos genéticos nas doencas periodontais, com énfase em genes
de citocinas, vém sendo realizados na tentativa de elucidar a suscetibilidade do hospedeiro

frente ao desafio bacteriano (Kinane, 2000; Schenkein, 2002). O primeiro estudo de
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polimorfismo relacionado a doenga periodontal foi descrito por Kornman et al. (1997),

associando o polimorfismo da citocina IL-1 com a periodontite grave em ndo fumantes.

Posteriormente, polimorfismos em diversas citocinas foram associados a doencga

periodontal como IL-1B (+3953), TNFa (-308), IL-10, entre outros (Schenkein, 2002).

Devido ao importante papel da IL-10 no metabolismo 6sseo, estudos sugerem um
papel de suma importancia da IL-10 na fisiopatologia da doenga periodontal, principalmente
devido ao seu efeito modulador da sintese e secrecdo do TNF-a. Dessa forma, essa citocina
vem ganhando um papel de destaque como possibilidade terapéutica (Hennig et al., 2000;

Yamazaki et al., 2001).

» OBIJETIVO

- QGeral

v Avaliar o polimorfismo do gene da interleucina 10 e associar com a doenga periodontal

cronica em adultos.

- Especifico

v" Relacionar o polimorfismo da interleucina 10 com a doenga periodontal cronica em
pacientes adultos.
v’ Atuar preventivamente com os pacientes que ji manifestaram a doenga ou que ainda

Nnao € seus sucessores.

» JUSTIFICATIVA

Sabe-se que na doenga periodontal ainda existem alguns pontos do seu aparecimento e
desenvolvimento a serem desvendados. O cardter genético da doenca periodontal ainda € nao
muito estudado. Porém, dados publicados na literatura sugerem fortemente a existéncia de
uma forte ligacdo entre a ocorréncia da doenca a susceptibilidade genética (Mellati et al.,
2007; Drozdzik et al., 2006; Folwaczny et al., 2006; Kornman, 2005; ). No entanto, ainda
prevalece muitos questionamentos acerca desta associagdo e a relacdo entre doenca

periodontal e seus aspectos genéticos ainda carecem de elucidagdo. Se a patologia €
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desenvolvida por patégenos especificos, porque pessoas do mesmo grupo de risco
desenvolvem condi¢des cuja agressividade sdo diferentes? Ao se investigar a potencial
relacdo entre doenca periodontal ao fator genético, os resultados poderdo apontar para o
desenvolvimento de melhores métodos de diagndstico e para a expansdo da fronteira do
conhecimento sobre a doenga periodontal, e assim proporcionar uma melhor qualidade de

vida a estes pacientes.



2 MATERIAL E METODO

A proposta do presente estudo foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica de Goids (PUC-Goids) e aprovada sob o nimero CAAE
0073.0.168.000-10(ANEXO A). Os participantes foram devidamente informados sobre a
pesquisa, seus métodos e objetivos. Apds a adesdo voluntdria, os participantes foram
incluidos no grupo amostral mediante a assinatura de um termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO B). As entrevistas de triagem dos participantes aconteceram em

consultério odontolégico particular ou no Nicleo de Pesquisas Replicon da PUC Goids.

2.1 Grupo Amostral

Foram avaliados 36 casos de pacientes com doenca periodontal cronica e nao
agressiva e 30 controles. Casos e controles foram agrupados em faixas etdrias que variaram de
30 a 55 anos em qiiinqiiénios. Foram considerados como casos, os individuos de ambos os
sexos diagnosticados com doenca periodontal independente da sua severidade (leve,
moderada ou severa) identificada clinicamente durante o exame fisico com uma sonda
periodontal milimetrada, definida como sonda “O” da Universidade de Michigan-EUA, com
marcacdes de 3, 6 e 8 mm. Os controles corresponderam a individuos sauddveis e sem sinais

clinicos de doenga periodontal.

2.2 Amostras Biolégicas, Isolamento e Quantificacao do DNA

O gene da IL-10 estd localizado no cromossomo 1 (1q31-32) e um polimorfismo de um
unico nucleotideo, identificado no promotor do gene, correspondendo a substituicdo de base
de guanina por adenina na posi¢do -1082 (-1082G/A), que tem sido associado a produc¢do
diferencial da IL-10. Para a identificacdo dos polimorfismos -1082G/A da IL-10, amostras
bioldgicas foram obtidas mediante a coleta de 5 mL de sangue periférico em EDTA. O DNA
genomico foi isolado a partir de 300 pl. do sangue total, usando-se um kit comercial de
extracdo de DNA Invisorb® Spin Blood Miniki (Invitec, Alemanha), seguindo-se as instrucdes
do fabricante.

A quantificagdo da concentracdo de DNA existente em cada amostra foi realizada

mediante uma andlise comparativa em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio
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(10pug/mL) e padronizado com o marcador de peso molecular Low DNA Mass® (Invitrogen,

EUA).

2.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de PCR seguiram os protocolos e a termociclagem propostos e otimizados
por Mellatiet al. (2007). Segundo os autores, os genétipos da IL-10 poderiam ser obtidos
mediante um método de amplificagdo por PCR em um sistema refratirio a mutacdo (ARMS-
PCR). Por este método é realizada separadamente uma PCR para cada um dos alelos, que
contém nucleotideos de adenina (A) ou uma guanina (G), respectivamente. ARMS-PCR
difere de uma PCR convencional para determinagdo de alelos, pois ndo requer o uso de uma
enzima de restricdo para clivar o DNA amplificado. A amplificacdo de uma alelo depende do
uso do seu oligonucleotideo iniciador especifico, assim o alelo contendo A somente foi

amplificado na reac@o que se utilizou o primer correspondente aquele alelo.

Tanto o primer sense (A ou G) e o primer antisense (genérico) amplificam a mesma
regido do promotor gene da IL-10. O amplicom produzido correspondia a um fragmento de
aproximadadmente de 258 - pares de bases (pb). Primers de controle interno foram utilizados
para verificacdo de sucesso amplificacdo por PCR, correspondendo a um amplicom de 429 pb

da sequéncia do gene do hormonio do crescimento humano.

Condicoes da PCR. As reacdes de amplificagdo foram preparadas para um volume
final de reacdo de 50 uL de solu¢do contendo aproximadamente 100 ng de DNA, 7 uL de
tampdo Gold STR 10X® (Promega Corporation, EUA) , 2 uL cloreto de magnésio a 50 mM,
5U de Taq DNA polimerase (Promega Corporation, EUA) e 1uL de uma solugao contendo os
primer A sense/primer B sense, primer genérico, primer controle interno 1 e primer controle

Interno 2 (Tabela 1).

Tabela 1. Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores e as concentracdes usadas na reacao
de ARMS-PCR para a determinag¢do do polimorfismo -1082G/A na regiao do promotor do
gene da IL-10.

Primer genérico 5’- CAGTGCCAACTGAGAATTTGG -3" | 10 uM
Primer A sense 5’- ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA -3° | 10 uM
Primer G sense 5’- CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG -3* | 10 uM
Primer controle interno 1 5’- GCCTTCCCAACCATTCCCTTA -3 | 1 uM
Primer controle interno 2 5’- TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC -3° | 1 uM




29

Condicoes de termociclagem: Para as reacdes de amplificacdo foi usado o

termociclador DNA IQ5® (Biorad, EUA). O protocolo de termociclagem utilizado estd

descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Protocolo de termociclagem usado na reacdo de ARMS-PCR para a
determinagdo do polimorfismo -1082G/A na regiao do promotor do gene da IL-10.

Etapas Quantidade de ciclos Condicoes

Desnaturacdo Inicial 1 95°C por 1 min
Desnaturacao 95°C por 15 seg
Anelamento 20 65°C por 50 seg
Extensdo 72°C por 40 sec
Desnaturacao 95° por 20 sec
Anelamento 20 59°C por 20 seg
Extensao 72°C p6 20seg

Extensdo final 1 72° por 5 min

Fonte: Mellati et al., (2007).

2.4 Analise e Documentacio dos Produtos de PCR

Os produtos de PCR foram avaliados, submetendo-se o DNA a um campo elétrico
constante de 10 V/cm em um gel de agarose a 2% em TBE. A visualizacdo dos fragmentos
amplificados de DNA foi possivel mediante a coloracdo do gel em solucdo de brometo de
etidio 0,5 mg/mL. Como marcador de peso molecular/tamanho foi usado o 100 pb DNA
ladder (Invitrogen, EUA). Um sistema de video-documentagdo (VDS®, Amersham
Bioscience, EUA) interligado a um microcomputador com um sistema de captura e andlise de
imagens ( Imagemaster®, Amersham Bioscience, EUA) foi usado para o registro e andlise dos

fragmentos obtidos por PCR.
2.5 Analise Estatistica

Visando avaliar as freqii€ncias alélicas e genotipicas associadas ao polimorfismo -
1082G/A do gene da IL-10, dos pacientes com doenga periodontal e seus controles, foi usado
o programa Arlequin (versdo 3.11). Com o auxilio desse programa, o equilibrio de Hardy-
Weinberg foi analisado, além das heterozigosidades esperada e observada. Para essas andlises,
os 36 pacientes foram subdivididos em cinco faixas etdrias, descritas a seguir, pacientes entre
30 a 35 anos; pacientes entre 35 a 40 anos; pacientes entre 40 a 45 anos; pacientes entre 45 a

50 anos e finalmente, pacientes de 50 a 55 anos. No grupo controle, os 30 individuos
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selecionados, sem doenca periodontal, foram selecionados, da populagdo goianiense, com a
mesma distribuicao por sexo e idade dos casos.

Como essa pesquisa se trata de um estudo caso-controle, as freqiiéncias genotipicas
da IL-10, nos portadores de doenga periodontal, foram comparadas com as freqiiéncias
genotipicas encontradas no grupo controle. Estes estudos sdo chamados de estudos
retrospectivos, pois a partir da doenca-dano se busca retrospectivamente fatores de exposi¢ao.
Para essa analise, foi utilizado um estimador indireto do risco relativo, denominado razao de
chance, do inglés, odds ratio. Uma vez calculada a OR, € preciso estimar o seu intervalo de
confianca de 95%. Nesse caso, se o extremo inferior deste exceder o valor de 1, pode—se

considerar igual a um teste de significacdo estatistica.

2.6 Resultados

Dos 36 pacientes analisados, quanto a distribuicdo por género, 24 (67%) eram do
sexo masculino e 12 (33%) eram do sexo feminino. A média de idade dos pacientes foi de 43
anos (DP=%7,3). As faixas etdrias predominantes, nesse grupo, foram as de 30 a 35 anos e 50
a 55 anos, perfazendo um total de 16 (44%) dos pacientes. No grupo controle, dos 30
pacientes selecionados, 19 (63%) eram do sexo masculino e 11 (37%) eram do sexo feminino.
A média de idade do grupo controle foi de 39,5 anos (DP=%7,5 anos). Nos dois grupos houve
uma predominancia do sexo masculino. A distribuicdo dos grupos por faixa etdria e sexo pode

ser observada na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicao percentual dos portadores de doencga periodontal e seus controles,
de acordo com o sexo e faixa etdria, correspondentes ao grupo amostral no estudo de
associacdo entre o polimorfismo do gene da IL-10 e periodontite.
Grupos Casos Controles
Faixa etaria Sexo (%) Sexo (%)
M F Total M F Total
30-/35 6(75) | 2(25) 8(22)| 8(67)| 4(@33) 12 (40)
35-/40 2(33)| 4(67) 6(18) | 4(80) 1 (20) 507)
40-/ 45 3(43) 407 719 3@7 | 327 6 (66)
45-/ 50 51| 2(29) 7(19)| 3(60)| 2(40) 5(17)
50-/ 55 8 (100) 0(0) 8 (22) 1 (50) 1 (50) 2(7)
Total 24(67) | 12(33) | 36 (100) | 19(63) | 11 (37) | 30 (100)




31

Os genoétipos dos grupos caso e controle, apds as andlises moleculares, foram
classificados em AA, AG e GG, quanto ao loco da IL-10. De acordo com a Tabela 4, 16
(44%) dos individuos com doenga periodontal apresentaram o gendtipo AG, seguidos de 13
(36%) com o gendtipo GG e 7 (20%) com o gendtipo AA, destacando uma maior prevaléncia
de heterozigotos para o loco da IL-10, principalmente nos individuos da faixa etdria de 30 a
35 anos. Conforme pode ser observado na Tabela 2, no grupo controle, 13 (43%) dos
individuos apresentaram o genétipo AG, 12 (40%) apresentaram GG e apenas 5 (17%) foram

classificados como AA.

Tabela 4. Distribuicao dos gendtipos de IL1-0 dos pacientes portadores de doenca
periodontal e seus controles, de acordo com o sexo e faixa etdria, no estudo de associa¢ao
entre o polimorfismo do gene da IL-10 e periodontite.

Gendtipos (%) |
Faixa Casos Controles
etaria AA AG GG Total AA AG GG Total
30-/35 — 6 (75) 2 (25) 8(22) | 3(25) | 325 | 6(50) | 12(40)
35-/40 1(17) | 4(66) 1(17) | 6(18) 0 (0) 3(60) | 2(40) 5(17)
40-/45 | 3(43) | 1(14) 3 (43) 7(9) | 1(17) | 4(66) | 1(17) 5 (66)
45 -/ 50 1(14) | 3(43) 3 (43) 7(19) | 1(0) | 2(40) | 2(40) 507)
50 -/55 2(25) | 225 4 (50) 8 (22) 0 1(50) | 1(50) 2(7)
Total 7 (20) 16 (44) | 13(36) | 36(100) | 5(17) | 13(43) | 12 (40) | 30 (100)

As freqiiéncias genotipicas dos grupos caso e controle foram comparadas pelo teste

do X* (Tabela 5), ndo sendo detectadas diferencas estatisticamente significativas (p =0,96),

quanto a distribui¢ao dessas freqiiéncias, no loco da IL-10.

Tabela 5. Distribuicao dos genétipos associados ao gene da IL-10, nos grupos caso e
controle, no estudo de associacdo entre o polimorfismo do gene da IL-10 e doenga
periodontal.
Genoétipos Caso (%) Controle (%) X2 GL p
AA 7 (20) 507)
AG 16 (44) 13 (43)
0,85 2 0,96
GG 13 (36) 12 (40)
Total 36 (100) 30 (100)

As freqiiéncias dos alelos A e G, também foram comparadas pelo teste do X? (Tabela
6), entre os grupos caso e controle, nao sendo detectadas diferencas estatisticamente

significativas (p=0,92).
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Tabela 6. Distribuicdo dos alelos A e G, localizados no cédon da IL-10, nos grupos caso e
controle, no estudo de associagdo entre o polimorfismo do gene da IL-10 e doenca
periodontal.

Alelos Casos (%) Controle (%) X2 GL )4

A 14 (40)% 12 (40)

G 22 (60) 18 (60) 0,008 1 0,9267
Total 36 (100) 30 (100)

Os dados das heterozigosidades observada e esperada, quanto ao loco da IL-10,
agrupados por faixa etdria, nos 36 pacientes selecionados, podem ser visualizados na Tabela
5. A faixa etdria de 30 a 35 anos foi a que apresentou maiores niveis de heterozigosidade
observada e as faixas etdrias 35 a 40 e 40 a 45 apresentaram os maiores niveis de
heterozigosidade esperada, quando comparada com a demais faixas etdrias. As
heterozigosidades esperada e observada por faixa etdria o nimero de cOpias de genes € o
resultado, quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg, no loco da IL-10, indicaram que os

grupos se encontram em equilibrio (p>0,05).

Tabela 7. Heterozigosidade do 16cus da IL-10 em relagdo ao SNP -1082G/A para os grupos
caso e controle, no estudo de associagdo entre o polimorfismo do gene da IL-10 e doenga
periodontal.

Faixa etaria HO* HE** Valor de p
30-35 0,75 0,50 0,44
35-40 0,67 0,54 1,0
40-45 0,14 0,54 0,12
45-50 0,43 0,49 1,0
50-55 0,25 0,50 0,22
Média 0,45 0,51

* Heterozigosidade observada; ** Heterozigosidade esperada.

Quanto ao grupo controle, as heterozigosidades observada e esperada foram de 0,43 e
0,48, respectivamente. De acordo com os resultados obtidos, as freqiiéncias genotipicas se
ajustam ao esperado sendo, portanto, indicativo de que esse grupo também se encontrava em
equilibrio (p =0,7).

Finalmente, apds as andlises da razdo de chance (odds ratio), como os extremos
inferiores dos intervalos de confianca nao excederam o valor de 1 e os indices de OR foram
aproximadamente iguais a 1 (Tabela 8), os trés genotipos de IL-10 provavelmente ndo estdao

relacionados com a doenga periodontal, nos grupos de individuos amostrados nesse estudo.



33

Tabela 8. Anélise de risco nos grupos caso e controle, quanto aos genétipos de IL-10.

Genétipo Casos Controle OR IC (95%) P
AA 7 5 1,2 0,34-4,3 0,9
AG 15 13 0,9 0,35-2,5 0,9
GG 14 12 0,9 0,35-2,6 0,9

Total 36 30

Os pacientes selecionados para esse estudo apresentaram a doenga periodontal em

graus classificados como leve, moderado e severo (Figura 1).

Frequéncia

'/ SEVERO
MODERADO

LEVE

50-55

Figura 1. Distribui¢cao da severidade da doenca periodontal por faixa etaria

Na faixa etdria de 30 a 35 anos, 5 (71%) pacientes apresentaram periodontite leve, e os
demais, 2 (29%), a doencga periodontal foi classificada como severa. Na faixa etdria de 35 a 40
anos, a maioria dos pacientes, 5 (71%), apresentou doencga periodontal moderada. J4 nas
faixas etdrias de 40 a 50 anos, houve uma maior prevaléncia da doenca periodontal leve,
sendo de 100% nos pacientes de 40 a 45 anos e de 62,5% nos pacientes com idades variando
entre 45 a 50 anos. Finalmente, na faixa etaria de 50 a 55 anos, 4 (75%) dos pacientes
apresentaram a doenca periodontal moderada. No geral, dos 36 pacientes com doenca
periodontal, 22 (61%) apresentaram doenca periodontal leve, 9 (25%) eram portadores da
forma moderada e 5 (14%) da forma severa da periodontite.

Quanto a distribuicdo por sexo, em relagdo ao grau de severidade da doenca
periodontal (Figura 2). Das mulheres, 8 (67%) apresentaram doenca periodontal leve, 3 (25%)
desenvolveram a forma moderada da doenca e em apenas 1 (8%) a forma severa foi detectada.

Nos homens, 14 (58%) apresentaram a forma leve da periodontite, 6 (25%) a forma moderada
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e 4 (16%) a forma severa. Nesse caso, os homens apresentaram 2 vezes mais a forma severa

da doencga periodontal, em relagdo a mulheres, 16% versus 8%, respectivamente.
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Figura 2. Distribui¢do dos graus de severidade da doenga periodontal quanto ao sexo.

A distribuicdo dos genétipos da IL-10 também foi associada aos graus de severidade
da doenca periodontal (Figura 3). Do grupo de pacientes, 6 (27%) casos apresentaram a forma
leve da doenca e o genétipo AA, 11 (50%) apresentaram o gendtipo AG e 5 (23%), a o
gendtipo GG. Na forma moderada, o gendtipo AG, foi o mais prevalente, sendo detectado em

6 (67%) casos. Na forma severa, o genétipo AG foi encontrado em apenas 1 (20%) caso.
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Figura 3. Distribui¢cdo dos gendtipos da IL-10, de acordo com a severidade da doenga

periodontal.
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O teste de regressao linear (Ayres & Ayres, 2007) mostrou que a gravidade da doenca
periodontal ndo estd associada pela distribuicdo dos genétipos da IL-10 (p=0,61), nas

diferentes faixas etdrias, no grupo amostrado.



3 DISCUSSAO

A periodontite cronica € caracterizada pela inflamacao nos tecidos gengivais, seguida
de perda do osso alveolar, decorrente de agressdo bacteriana (Armitage, 1999). Embora o
biofilme bacteriano seja considerado a causa primdria das doengas periodontais, estudos
recentes enfatizam a importancia do sistema imune no desenvolvimento da doenga. A resposta
imunolégica desencadeada pelos periodontopatégenos, os niveis das citocinas produzidas e a
suscetibilidade do paciente determinam o desfecho da doenga (Gemmell ef al. 1997, Kinane et
al., 2005; Offenbacher et al., 2008). Logo, a presenca de alteracdes epigenéticas e genéticas,
que determinam a expressdo dos genes do sistema imune, podem interferir diretamente na
patogénese da doenca periodontal.

Recentemente, foi sugerido que, na periodontite, a alta variabilidade dos niveis de
citocinas e a baixa frequéncia de sua deteccdo, pode contribuir para determinar a presenca
e/ou severidade da doenca (Queiroz et al., 2008). No presente estudo, foi avaliado o SNP -
1082G/A localizado no promotor do gene da IL-10 em pacientes portadores de doenca
periodontal e controles. A andlise das frequéncia dos gendtipos e das frequéncias alélicas
permitiram concluir que nao encontrado relacao causal entre a presenca do genétipo G ou A e
o desenvolvimento da doenga periodontal em adultos. Em relacdo a faixa etéria, os casos mais
severos se concentraram apds os 45 anos, enquanto os casos mais leves foram encontrados em
faixas etdrias mais jovens. No entanto, nenhuma associa¢do entre a ocorréncia do SPN e a
doenca periodontal. Embora o nimero de casos tenha sido mais prevalente entre os homens,
nao foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa na distribui¢cao dos genétipos
e da severidade da doenga no grupo estudado. No presente estudo, a auséncia de significado
estatistico no teste de regressao linear permite concluir que o SNP -1082G/A do gene da IL-
10 ndo tem valor preditivo para a doenca periodontal e, portanto, nao deve ser usado com
valor de prognostico.

Os resultado do presente estudo ndo estdo em conformidade com diversos estudos que
investigaram o papel deste SNP e de outras moléculas inflamatérias no desenvolvimento das
doencas periodontais (Moreira et al., 2007; Holla et al., 2002, Tervonen et al., 2007).
Entretanto, Trevilatto et al. (2003), Moreira et al. (2007) e Tervonen et al. (2007)
descreveram maior freqiiéncia do gendtipo GG nos individuos com periodontite, sugerindo
que o alelo G tenha um papel importante no curso da doenga periodontal. Ao considerarmos a
gravidade da doenga, nao observamos a maior freqiiéncia do genétipo GG entre os pacientes

doentes. Por outro lado, os achados do presente estudo estdo em concordancia com Yamazaki
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et al. (2001) e Kinane et al. (1999), que ndo encontraram associac¢ao entre o SNP -1082G/A e
a ocorréncia e/ou severidade da doenca periodontal. No trabalho recente de Portela (2011),
que avaliou a associacdo do SNP -592C/A da IL-10 na doenga peri-implantar, ndo encontrou
correlagdo significativa entre o polimorfismo e a condi¢ao de agravo a saide, pds-implante
dentario.

E importante ressaltar que o presente estudo foi proposto para a observagio do
polimorfismo IL-10 nos individuos doentes e ndo doentes. Assim, o tamanho do grupo
amostral pode ter contribuido para que a associagdo entre a ocorréncia do SNP e o
desenvolvimento da doenga periodontal nao tenha sido percebida. Estudos envolvendo um
maior ndmero de individuos poderia ampliar as possibilidades investigativas acerca desta
potencial associagdo.

Em conjunto, os dados deste estudo indicam que o SNP -1082G/A no gene IL-10 ndo
mostrou-se envolvido com o desenvolvimento da doenga periodontal. Nesse contexto, esse
polimorfismo genético deve ser melhor avaliado para ser usado como marcador diagndstico
da doenca periodontal em adultos. Além disso, a IL-10 ndo apresentou valor progndstico, o
que poderia auxiliar o profissional da satide a optar pela melhor conduta de tratamento, uma
vez que a escolha da terapia é baseada ndao s6 na destrui¢do periodontal que o paciente

apresenta, mas também no seu risco de desenvolver problemas periodontais mais severos

(Nevins & Nevins, 1998).



CONCLUSAO

O SNP -1082G/A no gene IL-10 ndo estd relacionado com o desenvolvimento da

doenca periodontal;

O polimorfismo genético ndo foi considerado como marcador diagndstico da doenca
periodontal cronica em adultos.

O SNP -1082G/A do gene da IL-10 ndo mostrou valor preditivo para a doenga

periodontal e, portanto, ndo podemos usar com valor prognostico.
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Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A doenca periodontal é uma doenga multifatorial que ataca os tecidos gengivais.
Dentre os fatores causais acredita-se que ha participacdo do fator genético. Este estudo tentard
demonstrar que a doenca periodontal (periodontite) estd associada a um cardter genético em
seu desenvolvimento.

O (a) Senhor (a) doadores de sangue periférico. Serao formados dois grupos:
pacientes com periodontite (em sua fase ativa) e pacientes sem periodontite (grupo
controle). Das células de sangue sera extraido o DNA para a pesquisa do fator genético.
O sangue periférico sera colhido por profissionais treinados e sera retirado da veia na
regiao do braco. O material do participante sera armazenado e estocado no banco de
dados do Nucleo Replicon, localizado no departamento de Biologia da Pontificia
Universidade Catélica de Goias. Todo procedimento sera realizado com cautela para
evitar qualquer dano ao voluntario, incluindo assepsia local, uso de agulhas e seringas
descartaveis. A puncio de vasos periféricos esta associada a um risco muito pequeno e é
quase livre de complicacoes. Podendo ocorrer hematoma local (coleccao (ou seja,

acamulo) de sangue no tecido), na maioria dos casos a situacao reverte espontaneamente

e dor ao toque no local, que desaparecera espontaneamente.

Riscos e Beneficio do Estudo: O sangue periférico sera obtido por profissionais
treinados e sera retirado por puncio venosa na regido do antebraco. Todo o
procedimento seguira as precaucoes de rotina estabelecidas pela Organizacao Mundial
de Saide e pelo Ministério da Satide do Brasil. Todo o material usado sera estéril e
descartavel. A puncio de vasos periféricos esta associada a um risco muito pequeno,
com raros episodios de complicacdes graves, como a septicemia. Sendo mais freqiiente a
ocorréncia de hematomas locais subcutineos, que se reverte espontaneamente. A
percepcao de dor é variada para cada paciente, embora seja relatada como dor discreta
e ao toque. A sensacao desaparece espontaneamente. O benéfico do presente estudo
encontra-se descrito na justificativa acima. A priori, a compreensao dos mecanismos
biolégicos subjacentes a evolucio da periodontite promovera uma melhor abordagem de
diagndstico e prognédstico, que direcionara a terapéutica e a prevencao. Assim,

contribuindo para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados.
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Senhor (a) voluntdrio terd toda garantia de acompanhamento e assisténcia caso
necessite durante o periodo do estudo, tendo a liberdade em recusar-se a participar ou retirar
seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem penalidades ou prejuizo ao cuidado
com a sua saude. H4 também a garantia do sigilo de dados, que assegura a privacidade dos
participantes voluntarios quanto as informag¢des confidenciais envolvidas na pesquisa.

Declaro ter sido suficientemente esclarecido sobre os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Estou ciente de que todas as
informacdes prestadas durante a entrevista serdo de carater confidencial e os dados colhidos
serdo utilizados somente para fins cientificos. Concordo voluntariamente em participar desta
pesquisa, sendo que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido

durante o atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

(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 participacdo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /



