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N&o so isso, mas também nos
gloriamos nas tribulacdes, porque
sabemos que a tribulacdo produz

perseveranca,; a perseveranca, um
carater aprovado; e o carater

aprovado, esperancga.
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RESUMO

Dentre os diversos problemas que atingem a saude bucal, a doenca periodontal
cronica é a que mais acomete as populagbes, alcancando proporgdes globais.
Caracteriza-se por ser uma patogenia multifatorial, havendo em sua progressao,
eventos de inflamacgé&o e destruicdo dos tecidos de protecdo e sustentacdo dos
elementos dentarios. Muitos dos fatores que condicionam a severidade da doenca
ainda ndo sao compreendidos, estando possivelmente relacionados com aspectos
genéticos. A interleucina 1B € uma citocina mediadora da resposta inflamatéria e
contribui na patogénese da doenca periodontal crbnica, a qual é caracterizada por
processos de reabsorcdo 6ssea. Acredita-se que os polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) podem estar associados com a progressdo e severidade da doenca,
demonstrado fendtipos discriminativos. O objetivo desse estudo foi investigar a
relacdo do SNP rs1143634 posi¢cdo +3954 C/T do gene IL1B (IL-1B) com a doenca
periodontal crénica. No presente estudo, foram avaliados 51 individuos, divididos em
dois grupos, 26 com doenca periodontal cronica e 25 saudaveis. As amostras de
sangue foram obtidas através de puncdo venosa e armazenadas em tubos com
EDTA para a extragcdo do DNA a partir do sangue total. O DNA extraido foi
submetido a técnica de PCR para amplificacdo da regido de interesse, sendo
posteriormente tratado com a enzima de restricAo especifica para clivagem e
obtencdo dos fragmentos visando a genotipagem. Os dados obtidos foram
submetidos, incialmente ao teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg e posteriormente
a outros testes, como o Qui-Quadrado, Odds ratio e Risco Relativo, sendo todos a
5% de significAncia. Os gendtipos se demonstraram em concordancia com a
hipotese de equilibrio de Hardy-Weinberg. N&o foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) referentes a distribuicdo genotipica e alélica entre os grupos.
A presenca do alelo C referente ao polimorfismo rs1443634 reduz significativamente
(p<0,05) o risco relativo, principalmente em homens, enquanto que o alelo T
aumenta o risco para doenca periodontal crénica.

Palavras-Chave: Periodontite. Genética. Polimorfismo. Suscetibilidade. Citocina



ABSTRACT

Among the many problems that affect oral health, chronic periodontal disease is the
most commonly that affects populations, reaching global proportions. It is
characterized by a multifactorial pathogenesis presenting, in its progression,
inflammation events and destruction of protective and supporting tissues of dental
elements. Interleukin-1B is a cytokine mediator of inflammatory response and
contributes to the pathogenesis of chronic periodontal disease, which is
characterized by bone resorption process. It is believed that single nucleotide
polymorphisms (SNPs) may be associated with the progression and severity of the
disease, showing discriminative phenotypes. The aim of this study was to investigate
the relationship of SNP rs1143634 position +3954 C/T of IL1B (IL-1B) gene with
chronic periodontal disease. In the present study, we evaluated 51 individuals,
divided into two groups, 26 individuals with chronic periodontal disease and 25
healthy individuals. Blood samples were obtained by venipuncture and stored in
tubes with EDTA for DNA extraction from whole blood. The extracted DNA was
subjected to PCR technique to amplify the region of interest, and subsequently
treated with specific restriction enzyme for cleavage and achievement of fragments
aiming genotyping. The data were submitted initially to the Hardy-Weinberg
equilibrium Test and then the other tests, such as Chi-Square, Odds Ratio and
Relative Risk, all of the 5% significance level. The genotypes were demonstrated in
agreement with the hypothesis of Hardy-Weinberg equilibrium. No significant
differences were observed (p> 0.05) concerning the genotype distribution and allele
between groups. The presence of the C allele polymorphism rs1443634 referring to
reduce significantly (p <0.05) relative risk, especially in males, while the T allele
increases the risk of chronic periodontal disease.

Keywords: Periodontitis. Genetics. Polymorphism. Susceptibility. Cytokine



Figura 1 -

LISTA DE FIGURAS

Perfil da restricdo do amplicon (194 pb) do gene IL1B (IL-1B)
utilizando um marcador molecular de 100 pb (1) e um controle
negativo (12). Os individuos homozigotos para o alelo C (5, 6, 7,
8, 11) apresentam trés fragmentos de restricdo: 97, 85 e 12 pb.
Os individuos heterozigotos (2, 3, 4, 9, 10) apresentam quatro
fragmentos de restricdo: 182, 97, 85 e 12 pb. Na imagem nao se
observa o fragmento de 12 pb.

21



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

LISTA DE TABELAS

Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores da amplificacdo do
gene IL1B, Goiania, Goias, 2015.

Componentes da reacédo de PCR, volume e concentracao final
na mistura, Goiania, Goias, 2015.

Condigbes de termociclagem, utilizadas na reagao de PCR para
a amplificacdo da regido de interesse, Goiania, Goias, 2015.
Componentes da reacdo de RFLP, volumes e concentracfes
finais, Goiania, Goias, 2015.

Frequéncia entre sexos, média de idade e frequéncia dos niveis
de severidade referente aos grupos caso e controle, Goiania,
Goiés, 2015.

Andlise inferencial da frequéncia alélica entre os grupos caso e
controle e o valor de p obtido por meio teste x?, Goiania, Goias,
2015.

Andlise da distribuicdo dos gendtipos nos grupos estudados e
valor de p obtido através do x?, Goiania, Goias, 2015.

Andlise da frequéncia alélica segundo a presenca do alelo de
risco T (rs1143634) em pacientes caso e controle, Goiania,
Goiés, 2015.

Andlise da relacdo da frequéncia alélica entre pacientes caso e
controle, segundo o teste de Risco Relativo, Goiania, Goias,
2015.

Andlise comparativa entre 0s sexos referente ao grupo caso,

segundo a analise de Risco Relativo, Goiania, Goias, 2015.

18

19

19

21

23

23

24

25

25

26



DNA
DP
DPC
EDTA

EUA

GM-CSF

IL- 10
IL-1
IL1IA
IL1B
IL-1F
IL-1Ra
IL-1a
IL-1B
IL-6
INF-y
LPS
M-CSF

MMPS

mMRNA
NF- kB

NPR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenina

Citosina

Do inglés, Deoxyribonucleic acid - Acido Desoxirribonucleico
Doenca Periodontal

Doencga Periodontal Cronica

Do ingés, Ethylenediamine tetraacetic acid - Acido Etilenodiamino
Tetra-Acético

Estados Unidos da América
Guanina

Do Inglés, Granulocyte macrophage colony-stimulating fator - Fator
estimulador de coldnia granuldcito macréfago

Intervalo de Confianca
Interleucina 10

Interleucina 1
Gene da Interleucina 1 Alfa

Gene da Interleucina 1 Beta
Familia da Interleucina 1
Interleucina 1 Receptor Antagonista

Interleucina 1 Alfa

Interleucina 1 Beta
Interleucina 6

Interferon Gama

Lipopolissacarideos

Do Inglés, Macrophage Colony-Stimulating - Fator Estimulador de
Colbnia de Macréfagos

Do Inglés, Matrix Metalloproteinases - Metaloproteinases de Matriz

Do Inglés, Messenger RNA - RNA Mensageiro

Do Inglés - Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B
Cells - Fator Nuclear Kappa de Cadeia Leve Potenciador de Células B
Ativadas

Nucleo de Pesquisas Replicon



OPG
OR
PAMPs

PCR

PGE2

PGH

PTH
PUC-Goias
RANK

RANKL

RAR
RFLP

RR

SNP

TBE

TGF- B

TLR
TNF-a

Osteoprotegerina

Odds Ratio

Do Inglés, Pathogen-associated molecular pattern - Padrdes
moleculares associados a patégenos

Do Inglés, Polymerase Chain Reaction - Reaccdo em cadeia da
polimerase

Prostaglandina E2

Projeto Genoma Humano

Paratormdnio ou Hormonio da Paratireoide

Pontificia Universidade Catdlica de Goias

Do Inglés, Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B - Receptor
Ativador do Fator Nuclear Kappa-B

Do Inglés, Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B ligand -
Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa-B ligante

Reducédo Absoluta do Risco

Do Inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos de Restricdo

Risco Relativo

Do Inglés, Single nucleotide polymorphism - Polimorfismo de
Nucleotideo Unico

Timina

Tris Borato de EDTA

Do Inglés, Transforming Growth Factor Beta - Fator de Transformacao
do Crescimento Beta

Do Inglés, Toll-like Receptors - Receptores do Tipo Toll

Fator de Necrose Tumoral Alfa



SUMARIO

(N RS0 ] 510070 T 1
2 REFERENCIAL TEORICO.......cciiiieeteeteee e ee e ee e e e ete e ee ettt ste e sae e eae s 4
2.1 D0enca Periodontal ......ccccoeeiiiiiiiiie e 4
2.2 Patogénese da Doenca Periodontal .............oeiiiiiiiiiiiiiiici e 7
2.3 INterleucina B ... ... ———————— 10
G OBUIETIVOS ..t e e e r e e e 16
R 1T o | PP PPPPPPPON 16
3.2 ESPECITICOS coeeiiieieieeeeee e 16
4 MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt eteare e ane e 17
4.1 GrupO AMOSEIAl..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 17
4.2 Amostras bioldgicas, Extracdo e Quantificagcdo do DNA .........cccccceeeeiennns 18
4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) .......coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee 18

4.4 Reacgao de RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de

(=153 (o> o ) RPN 20
4.5 ANALISE ESTAtiSTICA ..oeieviiiieiiiie e 22
B RESULTADOS........ooiieeeeeeeeteecee ettt ee ettt en st aes st n st neanaeaean s 23
B DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt eae e 27
7 CONCLUSAOD ...ttt 31
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 32

D APENDICES ...oooeee oo e 44



1 INTRODUCAO

Durante o periodo em que ocorria o Projeto Genoma Humano (PGH), os
pesquisadores idealizaram como meta a identificagcdo dos genes responsaveis pelas
caracteristicas normais e patologicas dos seres humanos. Ao longo desse projeto,
aconteceram diversos estudos investigativos, os quais avaliaram associagdes entre
caracteristicas fenotipicas e o perfil genético individual. Aspectos como o
comportamento, suscetibilidade a doencas, aptiddes fisicas entre outros, foram
analisados, havendo constatacdes positivas, negativas e indiferentes em se tratando
da qualidade de vida das pessoas (FERRARIS, 2015; WHITFIELD, MCCLEARN,
2005; SANKAR et al., 2004; DI FIORE, 2003; ZATZ, 2000; BOUCHARD et al., 1999;
WOOD, 1998; LEVY-LAHAD, BIRD, 1996).

O PGH juntamente com outros projetos, contribuiu para o entendimento inicial
do genoma humano por meio da caracterizagdo de aspectos fundamentais,
introduzindo a perspectiva de que a compreenséo elementar da estrutura e fungao
dos genes seria a base para um melhor entendimento das doencas, e assim
colaborando no desenvolvimento de testes de suscetibilidade para a avaliacdo de
genes associados a doencas e estratégias melhores de tratamento (HYMAN, 2011;
KINANE, HART, 2003; VARMUS, 2002).

A realizacdo do PGH colaborou para o surgimento de uma nova era na
medicina, a qual se caracteriza por apresentar um papel mais preventivo do que
curativo, tendo inicio a medicina gendmica. Neste contexto os métodos genéticos
preventivos apresentaram um papel relevante, mediante o screening de mutacées
de um individuo, possibilitando o conhecimento dos riscos especificos de
desenvolver patologias peculiares no futuro (ALCANTARA, 2004).

No decorrer dos ultimos anos, 0os grupos de pesquisadores em genética e
gendmica voltaram suas atengfes para 0 entendimento dos mecanismos de
doencas comuns, uma vez que estas possuem uma ampla inser¢do na area da
saude. Estes disturbios comuns distinguem-se por diversas maneiras, havendo
casos que existem influencias de mutacdes na linhagem germinativa em um Unico
gene, constituindo entdo os subtipos monogénicos. Todavia, existem casos de

doencas comuns que possuem uma etiologia multifatorial, envolvendo participacéo



de vérios genes e fatores ambientais, ocorrendo interacdes génicas (entre genes)
e/ou em meio ao ambiente e os genes (BECKER et al., 2011).

Segundo Hirschhorn e colaboradores (2002) ha diversos fatores genéticos e
ambientais que influenciam no risco de afeccéo de individuos para doencas comuns,
das quais consistem as doencas cardiacas, diabetes, hipertenséo e cancer.

A doenca periodontal (DP) caracteriza-se pela inflamacédo dos tecidos de
suporte dos dentes, as quais promovem a perda progressiva de insercao conjuntiva.
E conceituada como uma das doencas cronicas mais comuns nas populacfes e
considerada, mediante a grande quantidade de evidéncias, associada ao aumento
do risco de mortalidade em populagbes, constituindo um fator de risco agravante
para uma diversidade de enfermidades, como as doencas cardiovasculares,
doencas respiratorias, canceres, doenca de Alzheimer, obesidade, diabetes, doenca
renal e osteoporose (PRESHAW et al., 2012; DEWITTE, 2012; SURESH, 2011,
DURSUN et al., 2011; PRESHAW, 2009; PIHLSTROM et al., 2005).

Diversas doencas orais, incluindo, céarie dental e doenca periodontal,
compdem a um relevante problema de saude em escala global, e mesmo perante
essas constatacOes, verifica-se que as decisdes sobre os cuidados da saude,
incluindo o da saude bucal, ainda sao realizadas na auséncia de uma base sélida de
evidéncias de pesquisa (WILLIAMS, 2014; PANG, TERRY, 2011).

A comunidade cientifica ainda ndo demonstra completo entendimento sobre a
etiologia da periodontite crénica, admitindo as bactérias como o agente causador
primario, porém, percebendo que a suscetibilidade as doencas infeciosas, depende
de um nivel variavel de fatores genéticos do hospedeiro (DOWSETT et al., 2002).

Michalowicz e colaboradores (2000) relatam que a heranc¢a genética individual
e os fatores ambientais influenciam na patogénese da doenca periodontal cronica
(DPC), atribuindo que aproximadamente metade da variacdo da DP pode estar
relacionada aos fatores genéticos.

De acordo com Kinane e colaboradores (2005), a maior parte das doencas,
incluindo a periodontite possui uma base genética, sendo que a elucidacdo deste
fundamento € importante para uma melhor compreensédo da etiologia da doenca,
que por sua vez, contribuiria em aspectos como o diagnostico, tratamento e
classificagdo. Em vista disso, muito se tem feito para identificar os polimorfismos de

genes associados ao risco para o desenvolvimento das doencas periodontais, visto



0 aumento de publicacdes que relatam a associacéo entre polimorfismos genéticos e
a DP, embora as limitagdes desses estudos ndo sejam amplamente reconhecidas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2 .1 Doenca Periodontal

As doengas periodontais compreendem um grupo de enfermidades
inflamatorias comuns de origem infecciosa, incluindo gengivite e periodontite
acometendo mais de 30% da populacdo humana. Essas inflamacfes sédo causadas
pelo acimulo da placa bacteriana na regido do sulco gengival, acompanhada da
resposta imunolégica do individuo, caracterizando-se como gengivite. Em individuos
suscetiveis, esta situacdo podera progredir para condi¢do inflamatoria crénica
destrutiva denominada periodontite (PRESHAW et al., 2012; HUGOSON,
NORDERYD, 2008; PIHLSTROM et al., 2005; KINANE, HART, 2003; SOCRANSKY,
HAFFAJEE, 1992).

Elaborada em 1999 a atual classificacdo das doencas periodontais,
apresentou o acréscimo de novas categorias como, 0 exemplo das doencas
gengivais (gengivites) havendo, a exclusdo de algumas que se sobrepunham e
renomeacédo de outras, como no caso da “Periodontite do Adulto” que passou a ser
“Periodontite Cronica”, tal qual exibe trés niveis de severidade (leve, moderada,
severa) (CASTRO, DUARTE, 2002).

A gengivite caracteriza-se pela presenca de edema, vermelhiddo,
sangramento (a sondagem), alteracbes no contorno e na consisténcia da gengiva.
Na periodontite, verifica-se a possibilidade da destruicdo dos tecidos de suporte do
dente (cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar), podendo haver
perda de insercdo e formacdo de bolsa periodontal. Em situacdes raras, o
agravamento da condicdo leve da DP (gengivite) podera progredir para conformacéo
cronica destrutiva (PRESHAW et al., 2012; LAPP et al.,, 2003; KINANE, HART,
2003).

Segundo Hannum (2011), as doencas periodontais consistem em processos
infecciosos recorrentes, caracterizados pelo aprofundamento do sulco gengival
mediante o desprendimento apical do epitélio juncional, ocorrendo a destruicdo do
ligamento periodontal e do osso alveolar.

Entre os adultos a DPC tem se evidenciado como um problema expressivo de

saude publica, sendo muito mais prevalente do que se esperava. Na populacdo dos



EUA, foi observada uma prevaléncia de 47% para individuos com mais de 30 anos,
e 64% para individuos acima de 65 anos com DPC moderada a grave. Nos paises
em desenvolvimento, dados de boa qualidade ainda sdo escassos, embora seja
plausivel assumir que os resultados sejam no minimo mais elevados do que o0s
obtidos nos paises desenvolvidos, considerando que a higiene oral adequada em
geral seja menos acessivel em paises em desenvolvimento (WILLIAMS, 2014; EKE
et al., 2012).

Segundo a Organizacdo mundial da saude (2012) 15-20% dos adultos de
meia idade (35-44 anos) apresentam a DPC severa. Estima-se que 25% da
populacdo norte americana com idade superior a 60 anos percam o0s seus dentes
(endentulismo), sendo metade por consequéncia da DP (BELTRAN-AGUILAR et al.,
2005). No Brasil, os resultados da Pesquisa Nacional de Saude Bucal (2010)
reportam que o percentual de individuos que n&o apresentam DP é de 68% para a
idade de 12 anos, 51% entre 15 e 19 anos, 17% para adultos de 35 a 44 anos e
apenas 1,8% nos idosos de 65 a 74 anos.

Araujo e Sukekava (2007) relatam em uma revisdo epidemiolégica que a
prevaléncia de doencas periodontais € alta em paises da América Latina, embora
exista uma caréncia de dados que descrevem o perfil de dominancia da doenca com
exatiddo, uma vez que o emprego de modelos de diagnésticos simplificados por
parte de algumas pesquisas tem subestimado a prevaléncia da DP, gerando
resultados dispares entre os estudos.

Apesar da alta prevaléncia, denota-se que as populacbes podem apresentar
um nivel de conhecimento razoavel sobre as doencas periodontais, que por sua vez,
é fundamental em se tratando de aspectos motivacionais relacionados as decisbes
gue envolvem o tratamento e os habitos de vida. Contudo, a tomada de consciéncia
ainda é limitada, visto que a capacidade de autodiagnostico, ainda € uma realidade
distante (MARIN et al., 2012).

Um fator desencadeador da patologia é a formacdo do biofilme, o qual é
decorrente do acimulo e metabolismo de bactérias sobre os elementos dentarios
(LINDHE, 2005). A presenga da placa bacteriana (biofilme) caracteriza-se também
pela liberacéo de lipopolissacarideos (endotoxinas), os quais estimulam a formacao

de citocinas e Proteinas C-Reativas que atuam na resposta imediata do organismo a



algum tipo de agressao, desencadeando assim em um evento inflamatorio (LOOS,
2000).

Arora (2014) descreve a DPC como um fendémeno complexo de etiologia
microbiana envolvendo multiplos fatores, como as caracteristicas genéticas e as
condi¢des de higiene bucal.

Diversas condicfes sistémicas e alterac6es no sistema imunolégico também
podem estar relacionadas com o aparecimento de modificacdes periodontais, que
compreendem desde inflamacGes gengivais, até manifestacbes mais destrutivas
como a periodontite agressiva (VIEIRA et al., 2010)

As patrticularidades do biofilme, a resposta imunoldgica e os diversos fatores
individuais, como habitos de vida e condicbes sistémicas, podem intervir no
andamento da DP. Aspectos sintomatologicos semelhantes entre os individuos,
seguidos de respostas diferentes aos modelos terapéuticos empregados, sugerem a
interferéncia de elementos genéticos e epigenéticos no desfecho da doenca
(OFFENBACHER et al., 2008).

Em doencas inflamatorias crbénicas, as citocinas parecem realizar um papel
central, onde os polimorfismos de nucleotideo Unico, para genes que codificam
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a) s&o potenciais candidatos para a
modulacéo destas condi¢bes (TRIFUNOVIC et al., 2015; OIKONOMOU et al., 2014;
LANGE et al., 2006; KORNMAN et al., 1997).

Lang e colaboradores (2000) afirmam que a interleucina 1 (IL-1) apresenta
funcdes relevantes em diversas doencas cronicas, atuando na ativacdo de outras
citocinas, na expressdo de moléculas de adesdo que auxiliam a migracdo de
leucdcitos nos tecidos e na estimulacdo frequente da reabsorcdo éssea
osteoclastica.

Variantes genéticas na sequéncia de bases nucleotidicas ocorrem em uma
frequéncia maior que 1% na populacdo. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(single nucleotide polimorphism - SNPs) consistem na variacdo de uma Unica base
nitrogenada ou nucleotideo em um sitio particular (THE 1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM, 2012; TAYLOR et al., 2004).

Os SNPs podem causar alteracbes no codigo genético, o qual consiste na
relacio da sequéncia do acido desoxirribonucleico (DNA) e a proteina

correspondente, e assim, a modificacdo do gendtipo pode interferir no fendtipo,



guando se tem transformacdes na funcdo proteica. Essas alteracdes podem ter
influéncia no nivel de secrecdo de substancias, gerando variacdes na resposta
imunologica frente a uma contaminacéo bacteriana (HE et al., 2014; KORNMAN, DI
GIOVINE, 1998).

Portanto, compreende-se que a variacdo genética pode exercer influéncia na
resposta inata, inflamatéria e imunologica em diferentes populagdes acometidas por
infeccbes microbianas, e deste modo, colaborando para a susceptibilidade genética
para DP. Estudos avaliativos da relacdo de eficacia para os SNPs de citocinas e a
periodontite tém sido realizados; havendo resultados que indicaram efeito positivo e
outros que mostraram nenhuma relacado (EBADIAN et al., 2013).

Alguns aspectos relacionados ao aparecimento e desenvolvimento da DP
ainda sdo desconhecidos, sendo do ponto de vista genético ndo muito estudados.
Todavia, existem trabalhos publicados indicando a existéncia de uma relagéo entre a
ocorréncia da DP com a suscetibilidade genética individual (LAINE et al., 2013;
HENNIG, PARKHILL, 2000; GORE et al., 1998; KORNMAN et al., 1997).

2.2 Patogénese da Doenca Periodontal

Inicialmente, as periodontites cronicas manifestam-se por meio de
inflamacdes gengivais e a posteriori, pela formacao de bolsas periodontais, as quais
causam o crescimento e desenvolvimento de bactérias Gram negativas como;
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans entre outras, que por sua vez conduzem as infeccdes
bucais cronicas atingindo a superficie das unidades dentarias e dos tecidos
adjacentes (SOCRANSKY, HAFFAJEE, 2005).

Durante os processos inflamatorios, verifica-se o aparecimento de citocinas
as quais compreende a um aspecto importante na atividade imunoldgica, mostrando-
se como um parametro em potencial, devido a maior concentracdo desses
mediadores nos fluidos gengivais e no periodonto de individuos doentes (EBADIAN
et al., 2013).

A presenca de mediadores inflamatérios na microflora periodontal é o reflexo
de uma grande concentragao bacteriana, e, por fim associadas com a liberagéo de

lipopolissacarideos (LPS) de suas membranas externas Gram negativas (VIEIRA,



2014). Loos e colaboradores (2000) afirmam que os LPS induzem a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) que desencadeiam 0S processos
inflamatorios.

A presenca do biofilme aponta o comparecimento de bactérias, e a
consequente producdo de LPS, que ativa as células a produzirem citocinas como a
IL-1, gerando respostas inflamatérias ativadoras de pré-clastos, promovendo o
acionamento de osteoclastos, os quais farédo a reabsorcéo do tecido 6sseo e podera
gerar a perda do elemento dentario (TREVILATTO et al., 2011; ROSKAMP et al.,
2006).

O processo de reabsor¢cao dos dentes ocorre de forma parecida com a dos
0sso0s, podendo ser por consequéncia de eventos inflamatorios no local, como
também, através da remodelacdo que acontece ao longo da vida. A reabsorcéo é
realizada principalmente por osteoclastos, mas também tem sido relatada em outras
células: como os mondécitos, macréfagos e osteécitos (GUNRAJ, 1999).

Nascimento e colaboradores (2006) descrevem o processo de reabsorcéo
como resultado da interacéo entre células tipo clasto com os fatores moduladores da
resposta imune, sobrevindos de células inflamatérias e horménios sistémicos como:
esteroides sexuais e o paratorménio (PTH).

Fatores como as baixas tensdes de O, acidez do meio, citocinas
inflamatodrias e derivadas dos blastos, tais como fator estimulador de coldnias de
macrofagos (M-CSF) e de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), interleucinas 1 (IL-1)
e 6 (IL-6), fator de necrose tumoral Alfa (TNF-a), prostaglandinas E2 (PGE2),
osteopotina, proteases e endotoxinas de origem bacteriana atuam como reguladores
locais ativadores da reabsor¢cédo 6ssea (NASCIMENTO et al., 2006).

O osteoclasto € uma célula do tecido 0sseo, volumosa e multinucleada
possuindo em média 10 a 20 nucleos por célula, localizando-se em contato com a
matriz do tecido Osseo, apresentando dobras (“bordas em escova”) na regido de
contato. Esta célula é capaz de sintetizar enzimas lisossomais como: fosfatase acida
tartarato resistente, cisteina-proteinases e entre outras ndo lisossomais como a
colagenase, anidrase carbonica tipo Il e algumas metaloproteinases de matriz
extracelular (MMPs) (ANDERSEN et al., 2004; RAMALHO et al. 2000).

O processo de diferenciacéo do osteoclasto envolve a participacdo de muitos

componentes, havendo a colaboracdo de pre-clastos (linhagem monocitica-



macrofégica), células estromais e/ou osteoblastos para o suporte fisico, producéo de
fatores de membrana sollveis, citocinas para a diferenciagéo e proliferagdo como o
M-CSF e a proteina RANKL (receptor activator of nuclear factor Kappa-B ligand) a
qual se liga no receptor RANK (receptor activator of nuclear factor Kappa-B) da
célula precursora induzindo a formacéo do osteoclasto (GUNRAJ, 1999; YASUDA et
al., 1998; SUDA et al., 1995; KODAMA et al., 1991).

Durante os processos de defesa do hospedeiro, uma familia de receptores
transmembréanicos para patdgenos, denominado de Toll- Like (TLR), séo essenciais
para a identificagdo dos LPS, devido a uma capacidade de reconhecimento para
pathogen-associated molecular pattern (PAMPs). Os TLRs reconhecem os PAMPs
e induzem a expressao de genes importantes para a defesa do hospedeiro, incluindo
citocinas ligadas ao sistema imunologico inflamatorio e adaptativo (TAKEDA et al.,
2003).

As moléculas inflamatérias serdo expressas através de uma cascata de
sinalizacao envolvendo LPS, TLRs e complexos proteicos, que por sua vez iniciaram
a ativacdo de um sinal transmembranico (transducao de sinal) indutor de NF- kB que
atuard como fator de transcricio de moléculas inflamatorias (SEFORA-SOUSA,
ANGELIS-PEREIRA, 2013; JURK et al., 2002).

Com o advento da inflamacao coexistem diversos moduladores imunologicos,
0S quais estdo associados com a migracdo e exsudacdo de células fagocitarias no
epitélio juncional e no sulco gengival (TENG, 2003).

Dinarello (2005) descreve que a producao da interleucina 13 (IL-1B) ocorre
por meio de macr6fagos em uma via néo classica de secrecao de proteinas, a qual
0s receptores agonistas TLR, tal como os LPS iniciam a sintese do precursor inativo
de IL-1P3, que é processado pela caspase-1 originado a forma madura da IL-1B para
a secrecao.

Diversos estudos tém mencionado a alta sensibilidade dos ossos a IL-1, que
por sua vez condiciona tanto a formacdo quanto a reabsorcdo Ossea, atuando
também como fator de ativacdo de osteoclasto, integrando etapas distintas do
desenvolvimento desta célula, in vitro e in vivo. A formacdo do osteoclasto é
mediada pela IL-1 estimulando indiretamente a sintese de PGE2 em osteoblasto
aumentando a expressao de RANKL por estas células e suprimindo a expressao do

inibidor do receptor RANK a osteoprotegerina (OPG), ocasionando o acionamento
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de RANK, resultando na maturacdo de osteoclasto e a reabsor¢cdo subsequente
(LEE et al., 2010; PARK, YIM, 2007; NUKAGA et al., 2004).

A IL-1 também pode desempenhar outros papéis relacionados as células de
reabsorcdo Ossea: como a fusdo de osteoclastos mononucleares induzindo a
multinucleacéo; (a) ativacdo das funcbes dos osteoclastos de forma direta
independente de RANKL, ou indireta, por meio do auxilio de osteoblasto
(dependente de RANKL); e (b) estimulando a sobrevivéncia dos osteoclastos (LEE
et al., 2010; MIYAZAKI et al., 2000; JIMI et al., 1999).

Roskamp e colaboradores (2006) afirmam que a IL-13 é a citocina mais
operante envolvida no processo de reabsor¢cdo 6ssea, mediando os sinais de
reabsorcdo para os osteoclastos, e segundo os estudos de Nukaga e colaboradores
(2004), estimulando a expressédo de RANKL.

Em sintese, presume-se que as defesas do hospedeiro, as quais sao
efetuadas pelo recrutamento de células inflamatorias, ser8o responsaveis pela
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-13, TNF-a e o interferon y (INF-y),
as quais promovem o aumento na producdo de PGE2 e concomitantemente com a
IL-1 poderéo estimular a atividade proteolitica de MMPS entre outras enzimas, que
por sua vez, causardo a destruicdo da matriz extracelular do tecido gengival,
ligamento periodontal e reabsor¢édo do osso alveolar (NASCIMENTO et al., 2006;
JIMI et al., 1999; PAGE, 1998).

2.3 Interleucina 1B

A Interleucina-1 (IL-1) compreende a uma familia de citocinas (IL-1F)
composta por 11 representantes, incluindo as citocinas pro-inflamatérias;
interleucina 1 Alfa (IL-1a) e a IL-1B, as quais apresentam 26% de semelhanga,
embora possuam 0 mesmo receptor antagonista (IL-1Ra). Seus genes estdo
localizados no brago longo do cromossomo 2 (2q13-14) (CANTORE et al. 2014,
REYNA et al., 2011; WEBER, KRACHT, 2010; DINARELLO, 2009).

Dinarello (2005) descreve a IL-18 como um polipeptidio ndo estrutural de
massa molecular de 15.000 Da, apresentando participacdo na expressdo de uma
série de genes, entre eles os de TNF-q, IL-6 e quimiocinas.

A sintese da IL-1B ocorre principalmente por macrofagos e fibroblastos

ativados, que liberam a proteina para o meio extracelular. O processo de formagéo é
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desencadeado pela transcricio do mRNA (Messenger RNA) , resultando na
producdo da proteina prolL-1B, sendo que este produto imaturo é clivado pela
enzima caspase-1, originando a sua forma bioativa (CATORE et al. 2014; BUFFEN
et al., 2013).

O estudo realizado por Gemmell (1997) relata a IL-1 como o mediador
principal da resposta inflamatoria, possuindo atua¢cdes em varios tipos celulares,
sendo também produzida por diferentes células, como: células B, fibroblastos,
osteoblastos e outros. Estes estudos também descreveram a IL-1 como um indutor
da reabsorcdo Ossea, estimulando a proliferacdo e diferenciacdo de células
progenitoras de osteoclastos, assim como também sua ativagédo.

No caso das doencas periodontais, pesquisadores assumem que as
Interleucinas 1a e 1B sado responsaveis por desencadear a producao de proteases
que degradam a matriz extracelular, atuando também na reabsor¢do do 0sso
alveolar, resultando na destruicdo dos tecidos (TREVILATTO et al., 2011; GENCO,
1992).

Bartold e colaboradores (2005) alegam que a periodontite apresenta perfis de
citocinas semelhantes ao da artrite reumatoide, exibindo niveis duraveis de citocinas
pro-inflamatérias, incluindo IL-18, TNF-a, e baixos niveis de citocinas que suprimem
a resposta imunoinflamatéria como a Interleucina 10 (IL- 10) e o fator de crescimento
Beta (TGF- B), sugerindo que o desajuste da atividade desses mediadores esta
associado com a destruicao dos tecidos.

O papel da IL-1 na patogénese da DP tem sido apresentado como
preponderante por alguns estudos, consentindo-a como o indutor mais potente da
reabsorcdo 6ssea. Além disso, tem-se constatado que o aumento dos niveis de IL-
18 no fluido crevicular gengival e nos tecidos gengivais de pacientes com
periodontite, entendendo que a variacdo nos niveis de citocinas pode contribuir para
a suscetibilidade a doenca (GORE et al., 1998).

Verifica-se que estas diferencas podem ser parcialmente originadas, por
alelos de genes de citocinas, visto que existem varios polimorfismos genéticos dos
genes no cluster da IL-1. Diversas publicagdes associam as variantes genéticas com
0 aumento dos niveis de citocinas, ocorrendo, além disso, relagdes com 0 aumento
da gravidade de varias doencas inflamatorias cronicas (GORE et al., 1998;
KORNMAN et al., 1997).
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2.4 Variacao Genética

Embora os fatores microbianos entre outros ambientais, iniciem e modulem
respectivamente, a DP, observa-se que os individuos reagem de maneira diferente
aos desafios ambientais partilhados, indicando a influéncia do perfil genético
individual, e que a variacao genética é um dos principais determinantes de risco para
muitas doengas humanas (KINANE et al., 2005; KHOURY et al., 2003; FRIEDRICH,
2000; COLOMBO et al., 1998).

O conceito de que os fatores genéticos influenciam na suscetibilidade e
progressdo para periodontite € sustentado mediante os estudos realizados em
humanos e animais, considerando as diferencas de resposta a doenca em relagcéo
ao acumulo de placa, que por sua vez envolve reacdes inflamatodrias e imunolégicas
sugerindo a interferéncia de elementos genéticos, que atuam de modo a predispor
para o desenvolvimento de doencas periodontais (KINANE et al., 2005; HODGE,
MICHALOWICZ, 2001; HART, 1996; HASSELL, HARRIS, 1995; MICHALOWICZ,
1994; LINDHE et al. 1975).

Muitos estudos tém sido direcionados em catalogar variantes de nucleotideo
anico, buscando correlacionar tais variacdes genotipicas especificas, com variacdes
fenotipicas particularmente relacionadas a sautde (GUTTMACHER, COLLINS, 2002).

Grande parte das diferencas observadas entre os individuos, das quais se
inclui a suscetibilidade as doencas, sdo decorrentes de variacdes do DNA, que por
sua vez se manifestam na maioria das situacdes através da substituicdo de um
Unico par de bases, sendo referidas como polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
e possuindo uma alta frequéncia no genoma humano (TREVILATTO et al., 2011,
PATIL et al., 2001).

Segundo Taylor (2004) e colaboradores, um SNP define dois alelos para o
qual havera trés genoétipos entre os individuos numa dada populacdo, a qual
possuira uma variacdo da identidade de um nucleotideo para um sitio particular no
genoma. Os SNPs podem incluir variantes no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLPs), embora ndo se limite a alteracdes que criam ou desfazem sitios
para endonucleases de restricdo da molécula de DNA.

O projeto genoma humano, catalogou aproximadamente 5,3 milhdes de
SNPs, ponderando-se que a cada 600 pb ocorra um SNP e deste modo, quando se
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examina as informacdes de tipagem para um SNP € possivel investigar genes
associados a doengas e analisar a estrutura genética da populagdo (XIAO et al.,
2006; PATIL et al., 2001).

Acredita-se que os alelos que apresentarem variantes, originardo produtos
proteicos com efeitos fisiologicos diferentes, os quais sofrem interferéncias de
fatores ambientais, como por exemplo, a resposta inflamatéria a um agente
microbiano, e deste modo, presumindo que os polimorfismos podem aumentar ou
diminuir o risco de um fendétipo (KINANE, HART, 2003).

A influéncia da expressao de genes de citocinas que comportam SNPs, frente
a diversos estimulos, tem sido observada, demostrando-se relacionada a uma maior
suscetibilidade a severidade sintomatica em algumas doencas infecciosas e
autoimunes (CHENG et al., 2010).

De acordo com Ebadian e colaboradores (2013) os SNPs de citocinas podem
do ponto de vista tedrico, exercer um papel na patogénese da periodontite, tendo
implicacdes significativas sobre a producédo e funcéo de citocinas. Diversos estudos
apontam que as variacdes nas doencas periodontais podem ser influenciadas por
polimorfismos do gene da IL-18 (PARKHILL et al,. 2000; GORE et al., 1998;
KORNMAN et al., 1997).

Hwang e colaboradores (2002) descrevem que foram identificados trés
polimorfismos dialélicos no gene IL1B (IL-1B), dispostos nas posi¢cbes -511, -31 e
+3954; estando estes associados com o aumento da producédo da IL-13. De acordo
com Xu e colaboradores (2013) o alelo T para o polimorfismo rs1143634 posicéo
+3954 (C/T) esta associado com varias doencas inflamatérias, de modo que
promove o aumento de secrecéo da IL-1(.

O estudo de Kornman e colaboradores (1997) foi o pioneiro envolvendo
polimorfismos de genes de citocinas com a DPC, avaliando os SNPs IL1B (IL-18)
+3953 e IL1A (IL-1a) -889 constatando-se uma associacao significativa entre o0s
gendtipos de IL-1 e a periodontite adulta avancada em pacientes ndo fumantes.
Entretanto, o estudo de Gore e colaboradores (1998) demonstrou uma associagao
significativa considerando somente o alelo 2 da IL-1B +3953, para periodontite
severa em uma populacdo pequena de adultos, da qual se incluia individuos

fumantes.
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O polimorfismo antes referido como IL1B (+3953) passou a ser IL1B (+3954)
devido uma nova convencdo, a qual considera que a numeragcdo de inicio da
transcricao inicia-se a partir de 1 e ndo de zero (MCDEVITT et al., 2000).

Desde 1997 diversos estudos investigaram a relacdo dos SNPs da IL-1 com
as doencas periodontais, havendo, porém contradi¢cdes entre os resultados obtidos,
devido a existéncia de relatos; que reportaram associacao entre os SNPs e a DP, e
outros em que esta situacdo € ausente, tendo-se, por conseguinte informacdes
inconsistentes (TANAKA et al., 2014; AYAZI et al., 2013; EBADIAN et al., 2013;
TREVILATTO et al.,, 2011; KARASNEH et al.,, 2011; SAKELLARI et al., 2006;
MOREIRA et al.,2005; PAPAPANOU et al., 2001; PARKHILL et al,. 2000;
MCDEVITT et al., 2000; GALBRAITH et al., 1999; GORE et al., 1998; KORNMAN et
al., 1997).

Laine (2012) e colaboradores (2012) alegam em uma revisao sistematica, que
os polimorfismos do gene IL1 ndo podem ser estimados como fatores de risco e
suscetibilidade para a periodontite. Entretanto, Greenstein e Hart (2002) relatam que
pesquisadores tém demonstrado diferencas raciais na suscetibilidade a DP,
compatibilizando com a percepgdo obtida, por meio da comparacdo entre 0s
primeiros estudos, em que se observou uma dissimilaridade na prevaléncia de
genotipos-positivos entre diferentes grupos étnicos, a qual impede a sobreposi¢céao
dos dados entre os grupos impossibilitando a extrapolacdo de um grupo para outro.

Em se tratando de populacbes miscigenadas, pesquisadores nao tém
recomendado a segregacdo em grupos étnicos, considerando que exista a
sobreposicao de gendtipos entre as racas (FERREIRA et al., 2008; DRUMMOND et
al., 2004; PARRA et al., 2003)

Poucos estudos tém avaliado a associacdo de SNPs de genes com as
Doencgas Periodontais na populacdo brasileira (TREVILATTO et al., 2011). Todavia,
o estudo realizado por Moreira e colaboradores (2005) constatou diferencas
estatisticas significantes, considerando a frequéncia e distribuicdo do alelo T
(rs1143634) entre 0s grupos caso e controle na populacdo do estado de Minas
Gerais, sudeste do Brasil.

Por meio das consideracdes descritas ao longo do texto, percebe-se que

ainda ndo se tem um consenso sobre o papel dos polimorfismos da IL-1 em relacéo
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a doenca periodontal, clarificando que a reunido de novas evidéncias é de grande
relevancia, mediante a necessidade de elucidar os aspectos genéticos envolvidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a relacdo do SNP rs1143634 do gene IL1B (IL-1B) com a doenca

periodontal cronica.

3.2 Especificos

- Descrever a distribuicdo dos alelos e genétipos do grupo amostral estudado;

« Comparar o nivel de severidade da doenca periodontal crénica com o peffil
genético individual;

« Avaliar o risco relativo e odds ratio entre as varidveis: sexo, severidade,
frequéncia alélica e grupos;

« Contribuir para a compreenséao da relacdo dos polimorfismos genéticos com a
doenca periodontal cronica.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo consistiu em uma analise de caso-controle, tendo sua
proposta submetida e aprovada pelo comité de ética e pesquisa da Pontificia
Universidade Catolica de Goias (PUC-Goias), sob o registro de numero CAAE
0073.0.168.000-10. Os individuos que colaboraram em participar, mediante a
adeséao voluntaria, foram adequadamente esclarecidos sobre 0s assuntos e demais
aspectos envolvidos na pesquisa, incluindo objetivos, métodos e riscos. Estando os
mesmos, inclusos no grupo amostral por meio da assinatura do termo de
consentimento livre esclarecido (APENDICE A), o qual, previamente foi submetido,
sendo a etapa de triagem subsequente (APENDICE B). As entrevistas ocorreram no
Laboratério Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da PUC-Goias ou em consultério
odontoldgico particular, sendo toda parte experimental desenvolvida no NPR, no

periodo de 8 meses, tendo seu inicio em maio de 2014.
4.1 Grupo Amostral

O grupo amostral foi composto por um total de 51 participantes, distribuindo-
se em 26 individuos para o grupo caso e 25 individuos para o grupo controle, os
quais foram procedentes de municipios da regidao metropolitana de Goiania, Goias,
Brasil. As amostras do grupo caso foram provenientes de pacientes de ambos os
sexos diagnosticados com a DPC em diferentes niveis de severidade abrangendo as
condicodes: leve, moderada e severa. O grupo controle também foi composto por
individuos de ambos os sexos considerados saudaveis, uma vez que nao
apresentavam sinais clinicos da DPC. Aspectos como a menoridade (menos de 18
anos) e habitos tabagistas foram considerados como critérios de exclusao para os
grupos. Individuos de ambos os grupos foram submetidos ao exame clinico
denominado de periograma, realizado por profissional especializado, utilizando uma
sonda periodontal milimetrada (sonda “O” de Michigan) para diagnosticar a doenca,
identificando o nivel de severidade através das marcacdes de 3, 6 e 8 mm, as quais
mensuram a profundidade de sondagem correspondendo aos niveis leve, moderada

e severa, respectivamente.
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4.2 Amostras bioldgicas, Extracdo e Quantificacdo do DNA

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

conforme as orientacdes do fabricante.

4.3 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

O rastreamento do polimorfismo rs1143634 do gene IL1B, posicdo +3954
(CIT), foi realizado com base no método de PCR, que por sua vez, permite a sintese
de &cidos nucleicos in vitro, através da replicacdo semiconservativa de um segmento
especifico do DNA, permitindo a deteccdo de regides ou genes de interesse no
genoma (FLEMMIG et al., 1995). Foram utilizados os primers descritos (Tabela 01)
por Gore e colaboradores (1998), os quais amplificam um fragmento de 194 pb,
partindo da posicdo +3816 até a +4066 (SALAZAR-PELAEZ et al., 2012).

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores da amplificacdo do gene
IL1B, Goiania, Goias, 2015.

Primer Forward Amplicon (pb)
5- CTCAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA -3

194
Primer Reverse
5 —GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG - 3

As reacoes foram realizadas em tubos de 0,2 ml, preparando-se misturas
(Tabela 2) para cada amostra, contendo o DNA extraido e os componentes que
reproduzem um meio para a amplificacdo do mesmo, completando o volume final de
50 pL.
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Tabela 2 - Componentes da reacdo de PCR, volume e concentracdo final na
mistura, Goiania, Goias, 2015.

Componentes Volume Concentracgao Final
Tampé&o de PCR 10X 5,0 pL 1X
10 mM de Mix de dNTP 1,0 uL 0,2 mM cada
50 mM de MgCl, 1,5puL 1,5mM
Primers (10 uM cada) 1,0 L 0,2 uM cada
DNA molde 5,0 uL <500 ng
Tag DNA Polimerase Platinum® 0,4 uL 2U
H20 Milli-Q Autoclavada 36,1 uL NA
Volume Final 50 pL

Legenda: NA — N&o se aplica

ApOs o preparo, as misturas foram submetidas ao procedimento de
termociclagem, utilizando o termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems, EUA) nas condicdes descritas na Tabela 3, para a amplificacdo

do gene IL1B.

Tabela 3 - Condicbes de termociclagem, utilizadas na reacdo de PCR para a
amplificacdo da regido de interesse, Goiania, Goias, 2015.

Etapas Quantidade de Ciclos Condicdes
Desnaturacéo Inicial 1 95°C por 5 min
Desnaturacéo 94°C por 30 seg
Anelamento 35 53°C por 30 seg
Extensao 72°C por 30 seg
Extensao Final 1 72°C por 5 min

Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos a corrida eletroforética
em cuba horizontal a 10 V/cm em gel de agarose a 1,5%, imerso em TBE 1X. Para
analise visual dos amplicons, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,05
%) por 20 minutos e logo em seguida analisado em um sistema de video
documentacdo Gel Doc™ XR+ Molecular Imager® (Bio-Rad, EUA) utilizando o
software Image Lab™ (Bio-Rad, EUA). A identificagdo de cada banda foi inferida por

comparacgao com um marcador de 100 pb (Invitrogen, EUA).
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4.4 Reacdo de RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restricao)

A técnica de RFLP aplicada em conjunto com método de PCR (PCR-RFLP),
também é conhecida como sequéncia clivada polimorfica amplificada, consiste em
um método que se avalia o comprimento dos amplicons (produtos de PCR) clivados
por endonucleases de restricdo, permitindo a andlise de SNPs e microdelecbes,
frequentemente associadas com a criacdo ou supressdo de sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo (RASMUSSEN, 2012).

Durante as reacdes de RFLP a enzima de restrigcdo efetua a digestéo de sitios
especificos ao longo da extensdo do genoma, conforme o ajuste da temperatura de
ativacdo. Em se tratando do gene IL1B, este possui na regido que envolve a posi¢cao
+3954, um sitio de restricdo da enzima Taqg |, que compreende a sequéncia 5' TCGA
ou 3’ AGCT, havendo clivagem entre T (timina) e C (citosina). Considerando que o
alelo alternativo possui uma base T na posi¢cdo +3954 no lugar de C e, que por sua
vez encontra-se no alelo selvagem, pode-se inferir que o alelo alternativo perde um
sitio de restricdo, possuindo comprimentos de fragmentos de restricdo distintos do
alelo selvagem, permitindo identificar o perfil genético dos individuos, quanto ao
SNP da posicéo +3954.

Os produtos de PCR de 194 pb referentes ao gene IL1B, séo clivados pela
enzima Tag | (Invitrogen, EUA) originando fragmentos de 97, 85 e 12 pb que
corresponde ao gendtipo selvagem (CC); 182, 97, 85 e 12 pb para os heterozigotos
(CT); 182 e 12 pb para o gendtipo mutante ou alternativo (TT) (FERREIRA et al.,
2008).

Para a reacdo de RFLP foram preparadas misturas, contendo os produtos de
PCR e os componentes descritos na Tabela 4, exibindo as condi¢des para digestéao

(clivagem) dos sitios de restricdo mediante o ajuste de temperatura 6tima da enzima.
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Tabela 4 - Componentes da reacdo de RFLP, volumes e concentracfes finais,
Goiania, Goias, 2015.

Componentes Volume Concentracao Final
Tampao 10X 2,0 uL 1x
BSA 0,1% 2,0 L 0,01%
Taqg | 10 U/uL 0,5 uL 5 Unidades
Amplicons 2,5uL <0,5 ug
H20 Milli-Q Autoclavada 13 uL NA
Volume Final 20 pL

Legenda: NA — Nao se aplica

A digestdo dos produtos de PCR ocorreu em temperatura constante de 65°C
por uma hora. Os fragmentos de restricdo foram analisados em gel de poliacrilamida
a 8%, submetido a eletroforese em cuba vertical com corrente elétrica constante de
20 mA, sendo corado com nitrato de prata (0,1%) e analisado visualmente por auxilio

de um negatoscopio.

300 pb

200 pb

100 pb

Figura 1 — Perfil da restricdo do amplicon (194 pb) do gene IL1B (IL-1pB) utilizando
um marcador molecular de 100 pb (1) e um controle negativo (12). Os individuos
homozigotos para o alelo C (5, 6, 7, 8, 11) apresentam trés fragmentos de restri¢ao:
97, 85 e 12 pb. Os individuos heterozigotos (2, 3, 4, 9, 10) apresentam quatro
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fragmentos de restricdo: 182, 97, 85 e 12 pb. Na imagem nao se observa o
fragmento de 12 pb.

4.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2010 e expressados em percentagem (frequéncia). A analise estatistica dos
dados ocorreu, empregando-se inicialmente o teste de Equilibrio de Hard Weinberg,
0 qual se avaliou o equilibrio dos gendtipos e a frequéncia dos alelos para 0s grupos
estudados, aplicando-se individualmente para 0 grupo caso € 0 grupo controle.

Posteriormente, foi utilizado o teste Qui-Quadrado (x°) para a anélise
inferencial das frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos estudados,
adiante, o teste Exato de Fisher foi aplicado em outras analises comparativas.
Adicionalmente, o teste de Regressao Logistica Binaria foi empregado para avaliar
as distribuicdes dos genotipos e dos niveis de severidade (grupo caso) entre os
grupos estudados.

Os testes de Risco Relativo (RR), Correlacdo Linear de Pearson e Odds ratio
(OR) foram utilizados para comparar diferencas entre as variaveis: sexo, severidade,
genatipo, frequéncia alélica e grupos (caso e controle). Foi considerada diferenca
estatisticamente significativa quando p<0,05 (5% de significancia). Os testes
estatisticos utilizados fazem parte do sistema computacional Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS) para Windows 10 e do software BioEstat v.5.3%.
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5 RESULTADOS

Dentre as 51 amostras estudadas, 31 foram provenientes de individuos do
sexo feminino e 20 do sexo masculino, sendo 17 mulheres e 9 homens para o0 grupo
caso e 14 mulheres e 11 homens para o grupo controle. Do total de pacientes
diagnosticados com DPC, 65% apresentaram a forma leve, 31% a forma moderada
e 4% forma severa da doenca. A Tabela 5 indica a estatistica descritiva dos

resultados obtidos neste estudo.

Tabela 5 — Frequéncia entre sexos, média de idade e frequéncia dos niveis de
severidade referente aos grupos caso e controle, Goiania, Goias, 2015.

Grupo Sexo Total Idade Severidade
Mas (%) Fem (%) (%) (Média + DP) L (%) M%) G (%)

Caso (n=26) 34,6 65,4 100,0 23,73+6,04 650 31,0 4,0

Controle (n=25) 44,0 56,0 100,0 25,2+ 7,69 NA NA NA

Legenda: Mas — Masculino, Fem — Feminino, L — Leve, M — Moderada, S — Severa, DP — Desvio
Padrao

A frequéncia alélica e a distribuicdo genotipica dos polimorfismos nos grupos
caso e controle sdo mostradas na Tabela 6 e 7 respectivamente, estando

consistentes com a hipotese de equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).

Tabela 6 — Andlise inferencial da frequéncia alélica entre os grupos caso e controle
e o valor de p obtido por meio teste x*, Goiania, Goias, 2015.

Fr. Alélica Grupo Caso Grupo Controle Valor de p
n (%) n (%)
C 40 (76,9) 45 (90,0)
0,13
T 12 (23,1) 5 (10,0)
Total (%) 52 (100,0) 50 (100,0)

Em ambos os grupos, o genétipo contendo o alelo alternativo em homozigose
nao foi observado, deste modo, durante as analises estatisticas inferenciais
utilizadas, foram comparados somente as frequéncias genotipicas contendo o alelo

selvagem em homozigose (CC), e as frequéncias genotipicas em heterozigose (CT).
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Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas na
distribuicdo dos gendtipos entre os controles saudaveis (grupo controle) e o0s
individuos com DPC (grupo caso) para o polimorfismo rs1143634 (p=0,09), e do
mesmo modo para a frequéncia dos alelos (p=0,13).

Tabela 7 — Analise da distribuicdo dos gendtipos nos grupos estudados e valor de p
obtido através do x?, Goiania, Goias, 2015.

Gendotipo Grupo Caso Grupo Controle Valor de p
n (%) n (%)
(CIC) 14 (53,8) 20 (80,0) 0.09
(CIM) 12 (46,2) 5 (20,0) ’
Total (%) 26 (100,0) 25 (100,0)

Posteriormente, outras analises estatisticas foram realizadas, avaliando-se a
frequéncia dos genoétipos entre 0s sexos isoladamente para cada grupo (caso e
controle), ndo havendo diferencas significativas (p>0,05) para ambos. Em seguida,
foram realizadas analises comparando-se as frequéncias dos genoétipos entre 0s
grupos para o conjunto de individuos de um determinado sexo, avaliando-se
isoladamente tanto o sexo feminino quanto o masculino, ndo havendo também
diferencas estatisticamente significativa (p>0,05) em ambas as situagdes.

Andlises Estatisticas que avaliaram os gendétipos em relacdo ao nivel de
severidade da DPC também foram realizadas, excluindo a forma severa da doenca
por ter sido diagnosticada em apenas um individuo. Nestas analises, as frequéncias
genotipicas foram comparadas com o0s niveis de severidade (leve e moderada)
isoladamente para cada sexo e em seguida a andlise da totalidade a partir da soma
de ambos, obtendo-se em todas estas um valor de p>0,05.

Conjuntamente, o teste de Regressao Logistica Binaria foi realizado avaliando
novamente a distribuicdo dos genétipos com a DPC, porém incluindo também os
niveis de severidade da doenca, constituindo em uma Unica andlise inferencial.
Contudo, n&o foram observadas diferencgas estatisticamente significativas (p=0,787).

A respeito das andlises de incidéncia, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) referentes ao teste OR, no qual, confronta-se
0 numero de individuos com DPC (grupo caso) e o numero de individuos saudaveis

(grupo controle) isoladamente, em relacédo aos genotipos (OR=0,29 e 1C=0,08-1,01),
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a frequéncia de alelos (OR=0,37 e 1C=0,12-1,14) e os géneros (sexo) (OR=0,67 e
IC=0,22-2,1). Do mesmo modo, considera-se a frequéncia dos alelos (C e T), em
relacdo aos grupos (caso e controle) (OR=0,37 e IC= 0,12-1,14), severidade
(OR=0,42 e I1C=0,07-2,4) e géneros (sexo) (OR=0,53 e 1C=0,15-1,83) (p>0,05). A
Tabela 8 apresenta a comparacdo da frequéncia alélica entre 0os grupos caso e

controle, segundo o teste RR.

Tabela 8 - Andlise da frequéncia alélica segundo a presenca do alelo de risco T
(rs1143634) em pacientes caso e controle, Goiania, Goias, 2015.

Alelos Grupo Caso Grupo Controle RR IC Valor de p
n (%) n (%)
C 40 (77,0) 45 (90,0) 0,85 0,72-1,02 0,06
T 12 (23,0) 5(10,0) 2,31 0,88-6,08 0,06
Total (%) 52 (100,0) 50 (100,0)

Legenda: RR — Risco Relativo, IC — Intervalo de Confianca

Tabela 9 - Andlise da relacao da frequéncia alélica entre pacientes caso e controle,
segundo o teste de Risco Relativo, Goiania, Goias, 2015.

Valor de
Variavel T C Total RR IC p RRR RAR
n (%) n (%)
Sexo
Masculino 5(29,4) 15 (44,1) 20 0,33 0,15-0,74 0,002 67% 50,00%
Feminino 12 (70,6) 19 (55,9) 31 0,63 0,37-1,07 0,06 37% 22,50%
Total (%) 17 (100,0) 34 (100,0) 51
Severidade
Leve 7 (58,3) 10 (71,4) 17 0,7 0,35-1,40 0,25 30% 17,60%
Moderada 5(41,7) 3(21,4) 8 1,67 - 0,31 67% 25,00%
Severa 0(0,0) 1(7,2) 1 NA NA NA NA NA
Total (%) 12 (100,0) 14 (100,0)
Grupos
Controle 5(29,4) 45 (52,9) 50 0,11 0,05-0,26  <0,0001 89% 80,00%
Caso 12 (70,6) 40 (47,1) 52 0,3 0,18-0,5  <0,0001 70% 53,80%

Total (%) 17 (100,0) 85 (100,0)

Legenda: RR — Risco relativo, IC — intervalo de confianga, RRR — Reduc¢éo do Risco Relativo, RAR —
Reducédo Absoluta do Risco, NA — N&o se Aplica

Segundo os dados obtidos na Tabela 8 ndo houve diferenca na distribuicao
de frequéncias alélicas entre os pacientes caso e controle (p=0,06). Por outro lado, a

Tabela 9, apresenta a distribuicédo alélica segundo o sexo, severidade e grupos caso
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e controle. A andlise de RR apresentou uma Reduc¢édo Absoluta do Risco (RAR) de
50%, para o sexo masculino (p=0,002), 80% para grupo controle (p<0,0001) e 53,8%
para o grupo caso (p<0,0001). Nao foi observada diferenga estatisticamente
significativa quando comparamos o sexo feminino entre os alelos T e C (p=0,06);
severidade: leve (p=0,25), moderada (p=0,31) e grave (severa) (p=NA). Por fim, a
andlise de RR apresentou RAR de 30,70% para o sexo masculino referente ao

grupo caso (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise comparativa entre os sexos referente ao grupo caso, segundo a
andlise de Risco Relativo, Goiania, Goias, 2015.

Sexo Grupo Caso Total RR IC p RRR RAR
n (%)
Masculino 9 (34,6) 26
_ 0,53 0,29-0,96 0,03 47% 30,7%
Feminino 17 (65,4) 26

Legenda: RR — Risco relativo, IC — intervalo de confian¢ga, RRR — Redug¢éo do Risco Relativo, RAR —
Reducédo Absoluta do Risco.
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6 DISCUSSAO

Desde o final da década de 90, diversos estudos foram realizados com
finalidade investigativa acerca das doencas periodontais em associacao a fatores de
riscos genéticos conhecidos do sistema imune inato. Isso se atribuiu a variacao
genética ser um dos aspectos primordiais para o desenvolvimento das doencas
complexas comuns, como a periodontite. Embora patégenos microbianos iniciem a
doenca, os individuos enfermos sao conhecidos por demostrarem respostas
distintas aos fatores ambientais partilhados. Ponderando que os polimorfismos de
genes de citocinas tém consequéncias sobre a resposta imune, gerando o
desequilibrio de funcdes, que por sua vez, podem supostamente influenciar o
estabelecimento e evolucao da periodontite (DUTRA et al., 2009).

No presente estudo foi avaliado o polimorfismo do gene funcional da IL-13
(rs1143634, +3954 C/T) e o seu envolvimento com a DPC. Os dados obtidos néo
demostraram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos caso e
controle quanto a distribuicdo dos gendtipos e a frequéncia alélica, embora o alelo C
(rs1143634) tenha sido associado com reducao do risco da doenca.

O alelo T referente o polimorfismo rs1143634 foi menos frequente, estando
presente em 33% (17/51) dos gendtipos e ndo sendo encontrado em homozigose.
Em outras pesquisas realizadas no Brasil, verificam-se semelhancas na frequéncia
do alelo T (rs1143634) nos genoétipos, como nos estudos de Trevilatto e
colaboradores (2011), em que o mesmo esteve presente em 31% (35/113) dos
gendtipos, sendo 3,5% (4/113) em homozigose, ndo havendo também diferencas
estatisticamente significativa na distribuicdo dos gendtipos entre 0s controles
saudaveis e os pacientes com periodontite. No estudo de Moreira e colaboradores
(2005), a frequéncia do alelo T (rs1143634) foi equivalente, ocorrendo também em
33% (18/54) dos gendtipos, estando 2% (1/54) em homozigose, contudo,
apresentando diferencas estatisticamente significativas, entre o grupo controle e o
de pacientes com DPC, considerando apenas individuos ndo fumantes.

Em se tratando de pesquisas realizadas em outros paises, 0 estudo de
Sakellari e colaboradores (2006), envolvendo diversos marcadores além do gene
IL1B +3954 (rs1143634) em individuos da populacdo da Grécia, ndo reportaram

diferencas significativas para a distribuicAo dos gendtipos, e considerando a
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frequéncia do alelo T, e em relacdo ao polimorfismo rs1143634, verificou-se que o
mesmo, esteve em 36% (53/146) dos gendtipos avaliados, estando 7% (10/146) em
homozigose, sendo que o numero de participantes no estudo foi de 90 para os
pacientes saudaveis (controle) e 56 para os individuos com DPC. Todavia o estudo
realizado por Gore e colaboradores (1998) em individuos caucasianos e fumantes,
observou diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de periodontite
leve, moderada e o grupo de periodontite severa, estando o alelo T (rs1143634) com
frequéncias de 41% (26/64) nos gendtipos, sendo 8% (5/64) em homozigose.

De modo geral, as pesquisas citadas demonstraram que alelo T (rs1143634)
€ pouco frequente nas populacdes descritas, principalmente em homozigose,
ressaltando a necessidade de avaliar um niumero maior de individuos. Nem todos os
estudos mencionados apresentaram diferencas na distribuicdo dos genotipos,
embora tenham exibido valores similares para a frequéncia do alelo T (rs1143634).
Moreira e colaboradores (2005), demostraram o alelo T para o polimorfismo
rs1143634 como fator de risco para DPC, de modo que, foram constatadas
diferencas na distribuicdo dos gendtipos e frequéncias alélicas entre os grupos,
estando o alelo T (rs1143634), significativamente mais frequente no grupo de
pacientes com DPC. No estudo de Galbraith e colaboradores (1999), foi observada
uma frequéncia significativamente maior do alelo T (rs1143634) para o grupo de
individuos com periodontite do adulto (DPC).

No entanto, o estudo de Parkhill e colaboradores (2000) reportou diferencas
na distribuicdo dos genotipos, e foi associada a presenca do alelo C (rs1143634)
com a doenca periodontal de inicio precoce (periodontite agressiva) entre fumantes
e nao fumantes, sugerindo a possibilidade de interferéncia de outros fatores
genéticos e ambientais para esta patogenia. De modo parecido, Ebadian e
colaboradores (2013), também ndo demonstraram associacdo do alelo T para o
polimorfismo rs1143634 com a doenca periodontal agressiva, supondo o
envolvimento do mesmo, apenas com a DPC.

Em se tratando do estudo vigente, verificou-se que a frequéncia do alelo T
para o polimorfismo rs1143634 se encontra em similaridade com alguns estudos
comentados, sugerindo que 0 pequeno numero de amostras, possivelmente
interferiu na significancia dos dados, quanto a distribuicdo do genétipo e da

frequéncia alélica. Contudo, o gene IL1B para o alelo T no polimorfismo rs1143634
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pode ser indicado como fator de risco, visto que o alelo C (rs1143634) reduziu
significativamente o risco absoluto relativo referente ao sexo masculino, grupos caso
(53,8%) e controle (80,0%), o que também indica a participacdo de outros elementos
no desfecho da doenca. Além disso, também foi observada a reducéo significativa
do risco absoluto relativo para o sexo masculino, em relacdo a DPC, propondo uma
maior incidéncia para os individuos do sexo feminino.

Conquanto, observa-se que o alelo T (rs1143634) pode estar envolvido com a
gravidade da DPC, visto que nos estudos de Gore e colaboradores (1998), houve
diferengas significativas na distribuicdo do mesmo entre os niveis de severidade da
doenca. Alias, outras pesquisas indicaram o envolvimento do alelo T (rs1143634)
apenas com a DPC, através de estudos que avaliaram a distribuicdo genotipica e a
frequéncia alélica em diferentes tipos de periodontite, ou que consideraram apenas
um Unico tipo de DP (GUZELDEMIR et al., 2008; MOREIRA et al., 2005; PARKHILL
et al., 2000).

Mediante ao que foi relatado por este e outros estudos, percebe-se que ainda
existem muitas dissonancias que se contrapfem e segundo Ebadian e
colaboradores (2013), isso pode ser atribuido; a variedade (tipos) de doencas
periodontais existentes, aos tamanhos de amostras desiguais e as variacbes de
frequéncia de gendtipos em populacbes de diferentes origens, uma vez que,
pesquisas realizadas pelo mundo, tem verificado a prevaléncia do alelo T
(rs1443634), apresentando perfis variaveis, sendo de 18 a 89%.

Eke e colaboradores (2012) relataram para a populacdo dos EUA, um
predominio maior da periodontite em homens do que em mulheres. Segundo
Albandar e Rams (2002), a prevaléncia se altera significativamente em outras
regides do mundo. No presente estudo foi observada uma frequéncia maior para
mulheres (55%) do que para homens (45%), porém, estes dados ndo representam
os de uma populacdo. No Brasil, apesar da caréncia de estudos epidemiol6gicos,
verifica-se a prevaléncia abaixo de 70% para DPC leve a moderada, tendo uma
incidéncia maior para o sexo feminino em algumas popula¢gées (ROMITO, 2012), e
de acordo com Segundo e colaboradores (2004) uma prevaléncia maior em homens
do que em mulheres, embora este também tenha relatado em sua pesquisa, um
percentual elevado de sangramento gengival (100%) para mulheres em uma

comunidade negra do estado de Minas Gerais, Brasil.
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A vista disso, acredita-se que um fator de risco atue individualmente em cada
populacdo, de modo a elucidar a distribuicdo desigual da DPC e embora a IL-1p
realize um papel expressivo na patogenia, compreende-se que fatores ambientais
como as classes sociais, tabagismo, higiene oral inadequada e a caréncia de
atendimento odontolégico especializado, contribuem para 0 aumento da
suscetibilidade individual e severidade da doenga. E mesmo que, 0s possiveis genes
candidatos do cluster IL1 estejam envolvidos com os mecanismos fisiopatoldgicos, a
analise de outros genes aspirantes como cooperadores da doenca, € imprescindivel,
uma vez que, a existéncia de um gene singular de consequéncia principal ainda néo
foi reconhecida e é importante considerar que a DPC pode supostamente ser uma
doenca poligénica (TREVILATTO et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

O polimorfismo rs1143634 do gene IL1B (+3954) influencia na
susceptibilidade do desenvolvimento da doenca periodontal cronica;

A presenca do alelo T para o polimorfismo rs1143634 é considerada de
risco para o desenvolvimento da periodontite cronica mediante a
constatacdo da reducéo do risco relativo atribuido a presenca do alelo
G,

Os individuos do sexo feminino apresentaram maior risco para o
desenvolvimento da DPC, a qual foi demonstrada, por meio da reducéo
do risco relativo para os individuos do sexo masculino;

N&o foram observadas diferencas significativas entre as distribuicdes
dos gendtipos e das frequéncias alélicas no polimorfismo rs1143634 do
gene IL1B (+3954);

Adicionalmente, outros genes com diferentes polimorfismos podem
estar envolvidos na patogénese da doenca periodontal crénica, uma
vez que, existem diversos mediadores atuando noOs processos
inflamatorios;

Deste modo, ha a necessidade de mais estudos na identificacdo de
polimorfismos de genes da resposta do hospedeiro, assim como
andlise de expressdo dos mesmos e da influéncia das condi¢cbes
ambientais, que podem contribuir para um melhor entendimento dos

mecanismos envolvidos na suscetibilidade genética da DPC.
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9 APENDICES

APENDICE A — TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto: Doenca Periodontal Cronica em Adultos — A Relacdo do

Polimorfismo das Interleucinas1f3, 8 e 16

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntéario (a), do Projeto
de Pesquisa sob o titulo “Doenca Periodontal Crénica em Adultos — A Relacao do
Polimorfismo das Interleucinas1B, 8 e 16" Meu nome é Renato Hannum sou o
pesquisador responsavel. ApOs receber os esclarecimentos e as informacdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser
assinado em duas vias, sendo a primeira de guarda e confidencialidade do
Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara sob sua responsabilidade para
quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé ndo serd penalizado (a) de forma alguma.

Em caso de davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
pesquisador responsavel Renato Hannum nos telefones: (62) 8457-9798 ou (62)
3946-1443 ou através do e-mail: hannumm@hotmail.com. Em caso de duvida sobre
a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, telefone: (62) 3946-1512,
localizado na Avenida Universitaria, N° 1069, Setor Universitario, Goiania-Goiés.

A doenca periodontal € uma doenca multifatorial que ataca os tecidos
gengivais. Dentre os fatores causais acredita-se que h& participacdo do fator
genético. Este estudo tentara demonstrar que a doenca periodontal (periodontite)
estd associada a um carater genético em seu desenvolvimento.

Serédo formados dois grupos: pacientes com periodontite (em sua fase ativa) e
pacientes sem periodontite (grupo controle). O sangue periférico sera colhido por
profissionais treinados e serd retirado da veia na regido do braco. O material do
participante serd armazenado e estocado no banco de dados do Nucleo de
Pesquisas Replicon, localizado no departamento de Biologia da Pontificia
Universidade 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 puncdo de vasos periféricos esta associada a um risco
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muito pequeno e € quase livre de complicagcbes. Podendo ocorrer hematoma local
(coleccdo (ou seja, acumulo) de sangue no tecido), na maioria dos casos a situagao
reverte espontaneamente e dor ao toque no local, que desaparecera
espontaneamente. Sera extraido o DNA das células sanguineas (leucécitos) para a
pesquisa do fator genético.

Riscos e Beneficio do Estudo: O sangue periférico sera obtido por
profissionais treinados e sera retirado por puncdo venosa na regido do antebraco.
Todo o procedimento seguira as precaucbes de rotina estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Saude e pelo Ministério da Saude do Brasil. Todo o
material usado sera estéril e descartavel. A puncdo de vasos periféricos esta
associada a um risco muito pequeno, com raros episodios de complicacdes graves,
como a septicemia. Sendo mais frequente a ocorréncia de hematomas locais
subcutaneos, que se reverte espontaneamente. A percep¢ado 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 compreensdo dos mecanismos biologicos
subjacentes a evolucdo da periodontite promoverd uma melhor abordagem de
diagnostico e prognéstico, que direcionara a terapéutica e a prevencdo. Assim,
contribuindo para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados.

O Senhor (a) voluntario tera toda garantia de acompanhamento e assisténcia,
caso necessite durante o periodo do estudo, tendo a liberdade em 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

informacdes confidenciais envolvidas na pesquisa.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Renato Hannum sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo o0s propositos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a

tratamento quando necesséario. Concordo voluntariamente em participar deste
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estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante
0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Goiania, , de , de 201 _.

Data [/ [/

Assinatura do paciente/representante legal

Data [/ /

Assinatura da testemunha

(Somente para o responséavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Data [/ /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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APENDICE B - QUESTIONARIO

IDENTIFICACAO
Data de Nascimento:_ [/  / |ldade: anos| Peso: Ka|

Altura: m

Endereco:

No
Bairro: Cidade: Es

tado:

Telefone: ( ) Celular: ( )

E-mail:

Estado Civil:
| | Solteiro | | Casado | __ | Viovo |_ | Separado |__ |
Outro:

Escolaridade:
| | E. Fundamental | | E. Médio |___| E. Superior | __ | E. Técnico |__ |

Outros:

Profissao:

ESTILO DE VIDA

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

|__ |N&o,



48

Quais:

3-Histérico Familiar de: | |Diabetes | |Alergias || Hipertensdo || Cancer
[ Aborto | Alteracdes Congénitas|___|
Outros:

6-Possui Filho(s)?: || Sim || N&o. Se sim quantos?:
Se sim, algum apresenta problemas de saude?: | | Sim|___| Nao.

Se sim, qual(is):
7-Teve algum filho com nascimento prematuro: | | Sim|___ | N&do

8-O (A) Sr. (a) fuma ou ja fumou em meédia 1 cigarro, charuto ou cachimbo,

diariamente pelo menos por 1 ano?|__ |Sim | __ |[Ndo. Se sim, quantos por
dia?:

9-J4 fumou?:|___ | Sim|___ | N&o.

Se sim, quantos fumava por dia?: Parou faz quanto tempo?:
10-Faz consumo de bebidas alcoolicas?:| | Sim | | Nao.

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

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

Quantidade em copos, latas, garrafas:

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

Se sim, fazia uso de bebida? :
| | Diariamente; | __|dias na semana; |__ |dias no més; |__ |

Sazonalmente(datas especiais). Quantidade em copos, latas, garrafas:

12-Pratica exercicios fisicos?: |__| Sempre | ___ | Asvezes |___ | Nunca

13-Faz uso de algum medicamento?: |__ | Sim |__| N&o.
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Se Sim
qual(is)?:

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

Se Sim
qual(is)?:

15-Possui historico de dependéncia Quimica na Familia?:|___ | Sim |___| Nao.




