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RESUMO

A doenca periodontal € um dos principais problemas de saude bucal, apresenta
caracteristicas inflamatérias e destrutivas e possui um prevalécia superior a 90%,
sendo mais comum em individuos = 50 anos tornando-se um caso de saude publica,
porém, pouco visibilizada. O objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de
polimorfismos de mediadores inflamatorios em diferentes condi¢cbes periodontais/
peri-implantares. 111 individuos portadores ou ndo de implantes dentarios foram
submetidos a exame clinico periodontal e coleta de amostras de saliva. Os
participantes foram divididos em 3 grupos: Saude (n=36); Gengivite/Mucosite peri-
implantar (n=40); e Periodontite/Peri-implantite (n=35). Foi avaliado o polimorfismo em
interleucinas (/L-1B, variante rs13032029; /L-6, variante rs2069837; e IL-8, variante
rs4073) e no fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a, variantes rs1799724, rs1800630 e
rs1799964) através do PCR em Tempo Real e PCR-RFLP, respectivamente. Foram
calculadas a distribuicdo genotipica e a alélica, assim como os valores de OR para a
Periodontite/Peri-implantite. Na comparacdo entre Saude e Periodontite/Peri-
implantite, foram encontradas diferengas significativas na distribuigdo alélica somente
para a variante rs13032029, pacientes portadores do alelo C possuem uma chance 2
vezes maior de desenvolvimento da Periodontite/Peri-implantite (OR = 2,24; IC 95%:
1,09-4,57). Em comparagdes entre os grupos Periodontite/ Peri-implantite e
Gengivite/Mucosite, foi observado que ha maior chance de Periodontite/ Peri-
implantite quando o individuo apresenta o gendétipo CC (OR = 3,84; IC 95%: 1,5-9,9)
comparado com os genotipos CT+TT, e, na presencga do alelo C, ha chance maior de
duas vezes de Periodontite/ Peri-implantite (OR = 2,45; IC 95%: 1,21-4,9). A
comparacgao entre esses dois grupos mostrou também que, para a variante rs4073, o
gendtipo AA leva a uma maior chance de Periodontite/Peri-implantite (OR = 3,34; IC
95%: 1,03-10,76) em relacdo ao grupo Gengivite/ Mucosite; além disto, a variante
rs1800630 demonstrou que a presencga do alelo C diminui a chance do individuo ser
portador de Periodontite/Peri-implantite (OR=0,40; IC 95%: 0,16-0,97). Conclui-se que
na populacdo estudada, houve associagdo entre variantes para 0s genes que
codificam IL-1B rs13032029 alelo C, IL-8 rs4073 gendtipo AA e TNF-a rs1800630 alelo

C e a susceptibilidade a doenca periodontal destrutiva.

Palavras-chave: interleucina; fator de necrose tumoral;, doencga periodontal,

periodontite; peri-implantite.



ABSTRACT

Periodontal disease is one of the main oral health problems, has inflammatory
and destructive characteristics and has a prevalence above 90%, more common in
individuals = 50 years old, making it a public health case, however, little visible. The
aim of this study was to investigate the occurrence of genetic polymorphisms of
inflammatory mediators in different periodontal/ peri-implant conditions. 111
individuals with or without dental implants were subjected to periodontal examination
and saliva sampling. Participants were divided in 3 groups: Health (n=36);
Gingivitis/Peri-implant Mucositis (n=40); and Periodontitis/Peri-implantitis (n=35). The
polymorphism of interleukins (/L-18, variant rs13032029; IL-6, variant rs2069837; and
IL-8, variant rs4073) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a TNF-a, variants rs1799724,
rs1800630 and rs1799964), was evaluated using Real-Time PCR and PCR-RFLP
techniques, respectively. Genotyping and allelic distribution were calculated, as well
as OR values for Periodontitis/Peri-implantitis. Analysis between Health and
Periodontitis/ Peri-implantitis, significant differences were found in the allelic
distribution for variant rs13032029, and individuals with allele C were twice more prone
to have Periodontitis/Peri-implantitis (OR = 2.24; IC 95%: 1.09-4.57). Comparisons
between Periodontitis/Peri-implantitis and Gingivitis/ Mucositis groups showed that it
is higher the chance to Periodontitis/ Peri-implantitis when there is the presence of wild
genotype CC (OR = 3.84; IC 95%: 1.5-9.9) compared to CT+TT; and, in the presence
of the allele C, there is a chance more than twice for Periodontitis/ Peri-implantitis (OR
=2.45;1C 95%: 1.21-4.9). Further analysis between those two groups have also shown
that, for variant rs4073, wild genotype AA represents a higher chance of
Periodontitis/Peri-implantitis (OR = 3.34; IC 95%: 1.03-10.76) compared to
Gingivitis/Mucositis group; moreover, variant rs1800630 has shown that the presence
of the wild allele C leads to a decrease in the chances of Periodontitis/ Peri-implantitis
(OR=0.40; IC 95%: 0.16-0.97). In the studied population, associations between
polymorphism variants code IL-1B rs13032029 allele C, IL-8 rs4073 genotype AA and
TNF-a rs1800630 allele C and susceptibility to destructive periodontal disease.

Keywords: interleukin; tumor necrosis fator; periodontal disease; periodontitis; peri-

implantitis.
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1. INTRODUGAO

O periodonto é constituido pelos tecidos moles que envolvem os dentes, o osso
alveolar e o ligamento periodontal. Essa estrutura pode ser acometida por uma
patologia com caracteristica infecto-inflamatéria, a doenga periodontal (DP), que é
relativamente frequente na populacdo (TE VELDE et al., 2016). Suas caracteristicas
envolvem uma série de quadros inflamatérios cronicos e pode ser especificado, de
modo geral, da seguinte maneira quando afeta dentes: gengivite (ndo destrutiva) e
periodontite (destrutiva). Quando esta doencga afeta implantes dentarios, pode ser do
tipo ndo destrutiva (mucosite peri-implantar) ou destrutiva (peri-implantite) (KINANE et
al., 2017).

A placa bacteriana dentaria € um biofilme que se forma nas superficies néo
descamativas da cavidade oral e é o fator etioldgico das doengas periodontais/ peri-
implantares. O acumulo de placa culmina com a formag¢ao de um biofilme maduro
patogénico, que com o passar do tempo, leva ao inicio de uma gengivite, uma
condigao inflamatadria reversivel nos tecidos marginais do periodonto. A gengivite néo
tratada, em alguns individuos, desencadeia a periodontite. Na periodontite, a resposta
inflamatéria leva a perda do tecido periodontal de sustentacdo dos dentes.
Clinicamente, ha a formacéao de "bolsas" periodontais e perda de inser¢ao periodontal.
Assim, a perda de insergdo 0ssea e conjuntiva continua, que sao caracteristicas da
doencga, pode levar a perda do dente (GOTSMAN et al., 2007; KHADER et al., 2006).
Ja em implantes, a mucosite peri-implantar se assemelha a gengivite, pois ha apenas
inflamagdo no tecido mole marginal. Na peri-implantite, semelhantemente a
periodontite, além de existir a inflamacéo no tecido mole peri-implanta, ha perda 6ssea
ao redor do implante (BERGLUNDH et al. 2018; AAP, 2013; MOMBELLI et al., 2012).

Ha alguma variacdo na prevaléncia da DP entre populagdes. Isto é
primeiramente devido a definicdo de casos, pois se baseia na combinacido de perda
de insergéo clinica e profundidade de sondagem ou de bolsa. Estudos baseados
nessas medi¢cdes levaram a estimativas de prevaléncia superiores a 50% nos na
populagao dos Estados Unidos. Além disto, as formas avangadas de periodontite, ou
seja, perda grave de estruturas de suporte e perda dentaria significativa, afetam 20 a
50% da populagéo globalmente (NAZIR, 2017).
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As buscas na literatura revelou uma caréncia de dados sobre a epidemiologia
das doencas periodontais no Brasil. Uma reviséo da literatura realizou o levantamento
de dados epidemiolégicos para avaliar a prevaléncia de doenga periodontal através
de uma revisdo critica da literatura odontolégica referente a diversos estudos
epidemioldgicos independentes realizados e publicados no Brasil entre 1993 e 2003,
concluiu-se que a prevaléncia geral de doenga periodontal encontrada foi de 92,92%
(CHAMBRONE et al., 2008).

Como mencionado acima, a presencga de biofilme dentario patogénico é o fator
etiologico das DP. Porém, a manifestagdo da doenca dependera de uma série de
fatores comportamentais, como o tabagismo, e inerentes do individuo, como a
resposta imunoldgica (PAGE & KORNMAN, 1997; ALBANDAR & RAMS, 2000). A
resposta imunolégica, por sua vez, € modulada por mecanismos epigenéticos e
genéticos. Dentre os genéticos, podem ser incluidos os polimorfismos de citocinas
inflamatorias. Ha uma tendéncia mundial em identificar marcadores genéticos de
suscetibilidade a DP focando em genes relacionados ao sistema imunoinflamatério,
em particular as citocinas, essas sao pequenas proteinas secretadas pelas células de
defesa, sdo de grande importantes na regulagdo imune e ja foi comprovada a sua
relacdo com o processo de inflamacdo (HODGE et al., 2001; LOPEZ et al., 2005).
Estudos realizados anteriormente, demonstraram que variagdes alélicas, como os
polimorfismos em genes que codificam citocinas, podem afetar a progressédo e a
suscetibilidade da DP (FRANCH et al., 2010; GRIGORIADOU et al., 2010; LOPEZ et
al., 2005; KIM et al., 2009). Diversos polimorfismos tém sido relacionados com a
intensidade da reposta do hospedeiro ao biofilme, uma grande quantidade de genes
de citocinas que foram alvo de estudos anteriores (IL1, IL4, IL6, IL8, IL10, IL18, Fator
de Necrose Tumoral tipo Alfa - TNFa), foram selecionados para o presente estudo
somente genes com maior frequéncia de estudos encontrados na literatura abordando
DP em outras pulagdes. Este estudo investigou a distribuicdo de polimorfismos de
citocinas inflamatoérias (/IL1, IL6, IL8, IL10, e Fator de Necrose Tumoral tipo Alfa —
TNFa) em pacientes com quadro de doengas do periodonto/ peri-implante. Os genes
selecionados para este estudo tiveram base na literatura, em que se verifica a
associacdo dessas variantes com a DP em outros paises com populacoes
homogéneas como Asia, india e Europa. Entretanto, poucos estudos foram vistos em

uma populacédo miscigenada como a brasileira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Doenga periodontal/ peri-implantar

As doencas do periodonto/ peri-implante sdo de natureza inflamatdria
multifatorial, resultado da interagéo entre patdégenos e a resposta imune do hospedeiro
(CHATZOPOULOQOS et al., 2018). Assim, podem apresentar agao destrutiva, com
caracteristica inflamatéria estimulada por bactérias presentes nos tecidos de
sustentacdo dos dentes (Figura 1), o que pode levar a perda dentaria devido a
progressao da reabsorgdo do osso alveolar e destruicdo das fibras conjuntivas (TE
VELDE et al., 2016). Nos implantes, a doencga inflamatéria dos tecidos peri-
implantares pode acometer somente os tecidos marginais, quando ha presenga de
mucosite peri-implantar, ou pode induzir a perda do osso alveolar ao redor dos
implantes, sendo chamada de peri-implantite (Figura 2) (BARTOLD & VAN DYKE,
2013).

Figura 1- Desenho esquematico das caracteristicas periodontais.

1 2 3 4

BOLSA PERIODONTAL
BOLsSA
PERIODONTAL PROFUNDA

INFLAMAGAO PERDA OSSEA
GENGIVAL

ACENTUADA
PERDA OSSEA

Fonte: Adaptado de http://www.arcodontologia.com.br/tratamento-periodontal.

Acessado em 01 de agosto de 2018

1) Periodonto saudavel; 2) Gengivite; 3) Periodontite; 4) Periodontite avancada.

O papel dos microrganismos como fator etioldgico nas doengas periodontais
ganhou novas perspectivas nas ultimas décadas (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).
Principalmente na compreensdo de que ha um grupo bacteriano, o chamado
‘complexo vermelho”, formado pelas espécies: Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Tannerella forsythia, que sao agentes etiologicos da periodontite.
Dependendo dos niveis e das interagdes com o hospedeiro, pode indicar alto risco de

perda de estrutura periodontal, pois esses microrganismos estao relacionados com o
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aumento de profundidade de bolsa e da presenga de sangramento a sondagem
(TELES et al., 2013; COCHRAN, 2008; DAMGAARD et al., 2017).

Figura 2- Desenho esquematico das caracteristicas peri-implantares.

Fonte: Adaptado de https://lohcus.com.br/implantes-que-geram-complicacoes/peri-

implantite/._ Acessado em 01 de agosto de 2018

1) Peri-implante saudavel; 2) Mucosite peri-implantar; 3) Peri-implantite; 4) Peri-

implantite avangada.

A microbiota periodontal é considerada o fator essencial, mas nao determinante
da DP, pois a interagdo patdogeno-hospedeiro pode ser muito diversa e considerada
unica (TELES et al.,, 2013). Além disto, ha que se considerar a quantidade e a
qualidade das bactérias dentro do biofilme (TELES et al., 2013). Por outro lado, é
entendido que a resposta inflamatéria envolvida na patogénese da DP é modulada
por varios fatores pertinentes ao hospedeiro, tanto intrinsecos (por exemplo, genética)
quanto induzidos (por exemplo, tabagismo) (COCHRAN, 2008; KORNMAN et al.,
1997a; TELES et al., 2013). Assim, a destruicdo associada a DP € o resultado da
ativacdo do sistema imuno-inflamatério do hospedeiro em resposta ao estimulo
bacteriano (TELES et al., 2013).

As espécies bacterianas patogénicas presentes no biofilme dentario tém
diferentes fatores de viruléncia, que permitem colonizar a area subgengival e induzir
dano ao hospedeiro (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005). A presenca destas bactérias
leva a producdo de citocinas e outros mediadores quimicos pro-inflamatoérios nos

tecidos periodontais, gerando uma resposta inflamatoria que pode ser destrutiva,
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como na periodontite e peri-implantite (KORNMAN & PAGE, 1997; QUIRYNEN et al.,
2002; QUIRYNEN et al., 2006).

Em termos de colonizagao do espaco peri-implantar, tem-se demonstrado que
ha uma semelhanga no perfil microbiano com a doenga do periodonto, contribuindo
assim como fator etiolégico (QUIRYNEN et al., 2002; QUIRYNEN et al., 2006). Isto é
especialmente preocupante quando implantes dentarios sao instalados em individuos
que tém histérico de perda dentaria devido a DP ou individuos com higiene bucal
inadequada. Estes individuos podem apresentar grandes chances de desenvolverem
peri-implantite (ZHENG et al., 2015; ELEMEK et al., 2014)

Do ponto de vista microbioldgico, ndo existem diferengas significativas entre os
perfis microbianos subgengivais ao redor de implantes e de dentes, o que indica que,
ao longo do tempo, a microbiota peri-implantar apresenta uma tendéncia a se igualar
aos perfis encontrados em dentes (RENVERT et al., 2007).

2.1.2 Fatores de risco para doenca periodontal/ peri-implantar

O biofilme dentario abrange uma ampla diversidade de espécie bacterianas. No
entanto, as espécies Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis e Tannerella forsythia sdo consideradas patogenos periodontais classicos e
podem ser um fator de risco para a destruigdo periodontal (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 1992).

Além do risco microbiano, podem ser subdivididos em fatores de risco
modificaveis, como tabagismo, falta de higiene bucal, diabetes e gravidez e fatores de
risco ndo modificaveis, como idade e hereditariedade, incluindo doengas genéticas
(BERGSTROM, 2004).0 tabagismo estd entre os principais fatores para o
desenvolvimento de DP/ peri-implantar destrutiva. Individuos que tem o habito de
fumar pode aumentar de 5 a 20 vezes o risco de doencgas periodontais, com uma razao
de chances (OR) de 5,4 entre o tabagismo e a periodontite. (KINANE et al., 2006;
NOCITI et al., 2014; BERGSTROM, 2004). Quando comparados a individuos que
nunca fumaram, os fumantes exibem pior condi¢cdo periodontal e apresentam maior
indice de perda dentaria (HELAL et al., 2019). Além disto, observa-se sinais de
inflamacéo tecidual mais ativa em fumantes quando comparada a nao fumantes, que

€ devido ao aumento da vasoconstricdo e aumento da queratinizacdo do tecido
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gengival nos fumantes (KINANE et al., 2006). O tabagismo possui associacdo com
niveis elevados de perda éssea, bolsas periodontais profundas e a perda dentaria,
quando comparado a individuos nao fumantes. Além do aumento da gravidade das
doengas periodontais, o tabagismo também estd associado a uma diminui¢do
significativa na eficacia dos tratamentos (HILGERS et al., 2004; BROTHWELL, 2001).

Com relagao as desordens metabdlicas, o diabetes mellitus também € um dos
principais contribuintes para as doencas periodontais, atualmente, a doenca sistémica
mais pesquisada e comprovada como fator de predisposicdo a periodontite.
Demonstra-se que os niveis de recorréncia e a gravidade da periodontite sdo muito
maiores em individuos diagnosticados com diabetes mellitus e, especificamente, em
pacientes que nao possui a doenga controlada (WU et al., 2015). Em contrapartida, a
periodontite cronica tem uma contribuicdo negativa em pacientes portadores de
diabetes, pois ela contribui para um aumento da carga inflamatéria e aumento da
resisténcia a insulina (LALLA & PAPAPANOU, 2011). O diabetes esta associado a
determinados processos patolégicos acentuam a ruptura periodontal, prejudicando a
cicatrizacdo. Pacientes portadores de diabetes mellitus possuem um quadro de
doenca periodontal mais grave e se correlaciona a um maior risco de mortalidade em
comparagdo com pacientes com a auséncia da doenga ou leve (NAZIR, 2017,
DOUGLASS, 2006).

A gravidez esta associada a alteragdo nos niveis hormonais, que demonstram
promover uma resposta inflamataéria ligada a gengivite e periodontite. Embora n&o seja
claramente entendido, os hormdnios maternos se mostraram correlacionados com os
niveis de Porphyromonas gingivalis, um patégeno essencial na progressao da DP.
Demonstrou-se que o hipoestrogenismo e o hiperestrogenismo contribuem para a
gengivite (DAALDERORP et al., 2018; UWITONZE et al., 2018; CARRILLO et al., 2010;
WU et al., 2015).

A idade €& um fator de risco ndo modificavel para DP muito discutido na
literatura. Demonstrou-se que individuos mais velhos tém uma resposta inflamatoria
mais grave a deposi¢cédo de placas, com a resposta contendo um numero maior de
células inflamatérias, fato devido ao fendbmeno de imunossenescéncia (PERSSON,
2018). Essa agregacéo de células inflamatodrias faz com que os coloca os idosos

tenham maior risco de sofrer destruicdo do periodonto. Além disso, a pesquisa
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demonstrou aumento da perda de insergéo clinica (CAL) em individuos com idades
entre 60 e 90 anos, em comparagao com aqueles com menos de 50 anos (NAZIR,
2017; GRODSTEIN et al.,1996; RHEU et al., 2011.)

Assim, as predisposi¢des genéticas para o inicio e, também, para o avango da
periodontite vém sendo investigadas (BORRELL & PAPAPANOU, 2005), com
estimativas de heranga genéticas de 50% (MICHALOWICZ et al., 2000). No entanto,
existem alguns estudos de associagdo gendmica que até hoje nao obtiveram éxito em
identificar de maneira consistente polimorfismos em nucleotideo unico (SNP) entre as
populagdes para as doengas periodontais (SCHAEFER et al., 2010; SANDERS et al.,
2017). Diferente das doengas mendelianas, em que o fenétipo patologico é decorrente
de uma anormalidade que afeta apenas um gene, a predisposi¢gdo genética a
periodontite crénica é, possivelmente, determinada por centenas de genes. Por sua
vez, o fendtipo clinico é estabelecido pela interacdo entre fatores ambientais,
genéticos e epigenéticos (KORNMAN et al., 1997a).

2.1.3 A genética da doencga periodontal/ peri-implantar

As variagbes em determinados locais dentro do genoma sdo chamadas de
polimorfismos genéticos, conhecidos como SNPs (polimorfismos de nucleotideo
unico) (YOSHIE et al., 2007). Essas variagbes podem ou ndo modificar a proteina a
ser codificada e/ ou sua expressao e com isso podem levar a alteragcdes na resposta
imune (KINANE et al., 2005), por outro lado, variagbes genéticas também pode
exercer papel preventivo contra determinadas doengas (CHATZOPOULOS et al.,
2018). Assim, grande parte dos estudos genéticos em periodontia sdo voltados aos

SNPs relacionados ao metabolismo ou imunidade (YOSHIE et al., 2007).

A resposta imune apresentada pelo hospedeiro no combate de uma infecgao é
regulada por inumeros genes. Desta forma, € a variagdo dos genes as responsaveis
pela regulacdo da atividade do sistema imunolégico que determina o grau e a
predisposicdo a DP. Isto se da porque determinadas altera¢gdes no codigo genético
podem acabar resultando em mudancas na funcionalidade ou na liberagcdo das
proteinas , causando uma resposta imune desregulada que pode caracterizar um perfil
hiper inflamatorio (KINANE et al., 2005).
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A DP é uma doenga virulenta que pode progredir rapidamente, principalmente
em pacientes imunossuprimidos, como aqueles com imunodeficiéncia humana.
(BABAY et al., 2019; TODESCAN et al., 2013), mas possuem a capacidade de
desenvolver uma reposta inflamatéria desregulada ou mesmo exacerbada, o que
acarreta destruicdo da matriz tecidual em resposta aos microrganismos patogénicos
(BABAY et al., 2019; PAGE & KORNMAN, 1997).

No intuito de compreender mais amplamente os mecanismos da DP
relacionados a patogénese, a presencga de polimorfismos no DNA e a susceptibilidade
a doenga, esta ligagédo tem sido muito estudada na periodontia (CASADO et al., 2013;
CHATZOPOULOS et al., 2018; CHATZOPOULOS et al., 2017; WU et al., 2013;).
Estes estudos exploram o risco de desenvolvimento de DP destrutiva ou sua chance
de progressao na tentativa de serem determinados biomarcadores genéticos para a
DP. Dentre estes estudos, podemos citar a identificagdo dos polimorfismos no gene
do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e sua associagdo com o risco aumentado
para o desenvolvimento de periodontite cronica e periodontite agressiva em asiaticos
e caucasianos (DING et al., 2014).

Assim, a importancia dos biomarcadores (definidor da presenca ou gravidade
de uma doenga) em periodontite pode ser exemplificada com os estudos direcionados
aos SNPs do DNA e a sua capacidade de alterar a expressao de um gene associado
com a resposta do organismo ao crescimento bacteriano (LINDROTH & PARK, 2013).
De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, quase todas as mensuragdes que
reflitam a interagcdo entre o sistema bioldgico e uma ameacga potencial pode ser um
biomarcador, incluindo agentes quimicos, fisicos ou biolégicos (WHO, 1993). Quando
descoberto, e devidamente validado, proporciona um alto valor como um sinalizador
prognostico ou diagnostico para a manifestagdo da doenga, progressao ou ambos
(STRIMBU et al., 2010).

2.1.4 Biomarcadores moleculares na periodontia

Apesar da DP ser biofilme-dependentes em sua esséncia, a agressividade
destas doencgas pode ser modulada pelo perfil genético de cada individuo. Assim, as
técnicas moleculares para a identificacdo de biomarcadores podem auxiliar na

predicdo do desenvolvimento da doenca ou na predicdo de doenga ja existente
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(CHAMPAGNE et al., 2003; GRANT, 2011). O fluido gengival e a saliva tém sido
utilizados como fonte de material para estes estudos moleculares (DE SOUZA &
COLOMBO, 2006; SILVA-BOGHOSSIAN et al., 2013). A saliva € um fluido de facil
acesso e sua coleta ocorre de maneira nao invasiva (RAMSEIER et al., 2009). Além
de conter material genético humano e bacteriano, é rica em compostos organicos e
quimicos (COSTA et al., 2010b; RAMSEIER et al., 2009; DE SOUZA & COLOMBO,
2006).

Um aspecto extremamente relevante a ser apontado € que o diagndstico das
doencas periodontais e peri-implantares somente é possivel apds o estabelecimento
do quadro inflamatério ao redor dos dentes ou implantes dentarios. Portanto, através
do estudo de polimorfismos genéticos de citocinas pro-inflamatoérias seria possivel a
identificacdo de biomarcadores para suscetibilidade a estas doencas. Desta forma,
seria viavel determinar quais individuos seriam mais suscetiveis a vir a desenvolver
estas patologias no futuro e atuar no sentido da prevencgao, permitindo a reducao de
custos com o tratamento, além da reducdo da morbidade nos individuos suscetiveis
(CASADO et al., 2013; CHATZOPOULOS et al., 2018; CULLINAN et al., 2008; Graves
& Cochran, 2003).

2.2 Processo inflamatério da doenga periodontal/ peri-implantar

Além de suas implicagdes locais, a DP/peri-implantar, como outras infecgdes
cronicas, pode contribuir para uma carga inflamatéria sistémica de baixo grau. Esta
carga inflamatoria esta relacionada com a liberagcdo de fatores bacterianos e de
viruléncia e/ ou mediadores inflamatodrios dos tecidos periodontais na corrente
sanguinea. Por sua vez, esses fatores podem alterar niveis circulantes de citocinas e
aumentar o risco de doencgas sistémicas, como doencga cardiovascular, resisténcia a
insulina e complicagdes relacionadas ao diabetes (LOOS et al., 2000; CHEN et al.,
2015).

A resposta continua do hospedeiro devido ao estimulo bacteriano interrompe o
mecanismo homeostatico e resulta no recrutamento de neutroéfilos, macréfagos e na
liberacdo de mediadores inflamatérios como: IL -4, IL- 10, IL-11, IL-1, IL-6, TNF-q,
metaloproteinases de matriz (MMPs), metabdlitos do acido araquiddnico, espécies

reativas de oxigénio, bem como liberagdo de mediadores para reabsor¢cdo déssea
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osteoclastica (Figura 3). Estas citocinas s&o detectadas tanto nos tecidos periodontais
quanto no fluido gengival de pacientes com periodontite. A atividade catabdlica para
estas citocinas sdo executadas por inibidores endégenos, que incluem o receptor de
IL-1 e antagonistas de TNF (Graves & Cochran, 2003).

Figura 3- Resposta imune do hospedeiro na periodontite cronica. Interagéo

patogénica que ocorre no tecido gengival.
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Cascata de eventos que ocorrem diante da presenca do biofilme sub gengival, onde
ocorre a resposta imediata da nossa primeira linha de defesa que sdo os macréfagos
que recrutam outras células de defesa como cos neutréfilos, células dendridicas e

ativam citocinas que atuam como mediadoras da resposta imune
2.3 Genes candidatos

As doengas complexas sdo resultantes da interagcdo de fatores genéticos e
ambientais. Varios genes tém um determinado papel no desenvolvimento da doenca,
esses genes sao considerados genes de suscetibilidade (RISCH et al., 2000). Estima-
se uma meédia de mais de 20 variantes de genes que estdo relacionados a
suscetibilidade a periodontite, variando de acordo com o grau da doenga e com a etnia
(LAINE et al., 2000).
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2.3.1 Citocinas

As citocinas sao proteinas biologicamente ativas, secretadas em cascata
sequencial durante processos infecciosos e inflamatérios. Essas proteinas
desempenham um papel importante na comunicagao entre as células. A superfamilia
de citocinas inclui interleucinas (ILs), quimiocinas, fatores estimuladores de colénia,
interferons (IFNs), fator de crescimento transformador e TNF. Diferentes grupos de
citocinas sao produzidos localmente nos tecidos do periodonto, e desequilibrios
nessas moléculas estdo envolvidos na patogénese das doengas periodontais
(DAMGAARD et al., 2017; DING et al., 2014).

Varios polimorfismos em genes de citocinas foram estudados como indicadores
para predisposicdo a danos periodontais, evidenciando o papel da variabilidade
individual na patogénese destas doengas (LI et al., 2012; ZHANG et al., 2014).

2.3.1.1 Interleucina-1

O IL-1 é uma citocina pré-inflamatéria que possui uma ampla gama de
atividades biologicas e atua diretamente na regulagcdo de varios genes que sao
expressos durante o processo inflamatério (DINARELLO, 1996). Identificou-se que
quando ha uma deficiéncia de IL-1 ocorre uma resposta inflamatéria atenuada,
trazendo maior suscetibilidade a infecgdes (LABOW et al.,1997). Com isso,
demonstrou-se que, para proteger o hospedeiro da infecgao, esta interleucina é de

suma importancia ao evitar a disseminagao da infecgdo (GRAVES et al., 2000).

No periodonto, o IL-1 é encontrada em niveis mais elevados quando ha DP
(GRAVES et al., 2003; KINANE et al., 1992). Apesar de divergéncias quanto a variante
especifica, ha a possibilidade de polimorfismos do /L-1 estarem relacionados a
susceptibilidade a DP. Demonstrou-se que um polimorfismo na regido promotora do
IL-1 ocasiona niveis de expressdo mais altos desta interleucina em comparagéo com
outras variantes (GRAVES et al., 2003). Outros autores demonstram que a
identificacdo de polimorfismos no gene do /L-1, destacando o IL1a rs1800587 C/T,
IL1a rs17561 G/T e IL1B rs1143634 C/T interfere diretamente na gravidade da DP
(KARIMBUX et al., 2012) e da peri-implantite (LIAO et al., 2014). Além disto, pode
interferir no processo de osseointegracdo dos implantes (SHIMPUKU et al., 2003;
COSYN et al., 2014).
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2.3.1.2 Interleucina-6

O IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria, secretada pelas células do sistema
imunoldgico, do tecido adiposo e dos musculos, sendo responsavel pela regulagao da
reatividade imunoldgica e pela hemotopoiese (RIDKER et al., 2000). Essa interleucina
possui uma grande importancia no processo inflamatorio e tem sido frequentemente
associada com a perda de insercéo e destruicao tecidual periodontal por seu efeito na
diferenciacdo de osteoclastos (MCCAULEY & NOHUTCU, 2002; MOREIRA et al.,
2007a; HUGHES et al., 2006; CHATZOPOULOS et al., 2018).

Evidéncias ja mostraram que ha presenga aumentada de /L-6 em células
endoteliais, fibroblastos e macrofagos de individuos diagnosticados com periodontite
(TAKAHASHI et al, 1994). O aumento do nivel da produgao do /L-6 foi detectada apos
a agao de bactérias periodontopatogénicas, isto mostra que possivelmente ha uma
contribuigcdo para o desenvolvimento de uma lesao inflamatdria crénica, culminando
na perda do ligamento periodontal e do osso alveolar (NIBALI et al., 2009;
BELIBASAKIS et al., 2005; PATIL et al., 2006; ROGERS et al., 2007). Esse aumento
nos niveis locais de IL-6 também esta relacionado com a presenga de gengivite
(BECERIK et al., 2010; JOHANNSEN et al., 2010).

A acgao do IL-6 acontece através da degradacgao no tecido conjuntivo e no 0sso,
esse evento ocorre mediado por MMPs e osteoclastos, ativacdo de células T e
aumento da cascata inflamatoria, o que ocasiona danos aos tecidos (NIBALI et al.,
2009).

2.3.1.3 Interleucina-8

O IL-8 € um agente quimiotatico responsavel pela ativagado dos neutrofilos em
regides onde ha inflamacdo (BICKEL, 1993). Em estudos do /L-8 no processo
patolégico periodontal, foram observados niveis significativamente maiores desta /L
no fluido gengival de pacientes com DP, quando comparado com pacientes controles
saudaveis (BICKEL, 1993).

Em outro estudo, foi visto a expressdo génica desta citocina no ligamento
periodontal e nos fibroblastos gengivais (YAMAMOTO et al., 2006). Com isso, pode-

se supor que seu papel na inflamacao periodontal desencadeia reagcdes que podem
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resultar na destruigéo de tecidos periodontais (KIM et al., 2009). Com isso, sugere-se
estudos de SNPs no rs4073 do gene de /L-8, pois o alelo A tem mostrado estar

associado com maior produgéao de /L-8 (HULL et al., 2000).
2.3.1.5 Fator de necrose tumoral-alfa

O TNF contribui tanto para processos fisiolégicos como patologicos (CHU,
2013). Acredita-se que uma complexa rede de citocinas esteja envolvida na regulagao
da saude do tecido periodontal. Neste contexto, o TNF-a € uma citocina pro-
inflamatdria, que exerce um papel importante na lesido tecidual periodontal e leva a
reabsorgdo Ossea (SCAPOLI et al., 2011; LAINE et al.,, 2013). Esta citocina
desencadeia varios processos imunoldgicos e inflamatérios, atuando na ativagéo de
células, na adesdo de leucdcitos polimorfonucleares as células endoteliais, na
ativacdo de fagocitos e na expressdao de molécula de adesao intercelular-1
(HOFFMANN et al., 2001).

Os patdgenos bacterianos presentes na placa dentaria estimulam a secrecao
de TNF-q, o que leva a diferenciacido de osteoclastos para atuar na reabsorcao 6ssea,
além de causar a liberacdo de enzimas do tipo MMPs, que destroem a matriz
extracelular do conjuntivo do tecido gengival e da inicio a rapida progressao da doencga
(WEI et al., 2016). Analises genéticas demonstram grande numero de SNP dentro do
locus do TNF-a, que esta relacionado a periodontite como os rs1799724, rs1800630
e rs1799964, rs1800629 (BRENNER et al., 1989; TAYLOR et al., 2004; WEI et al.,
2016).

O gene TNF-a esta localizado no brago curto (p) do cromossomo 6 na posi¢cao
21.3, codificando uma citocina pro-inflamatéria multifuncional, que €& secretada
principalmente por macréfagos (COX et al., 1998). Estima-se que cerca de 50% das
diferencas clinicas da DP resultam de polimorfismos que também podem causar uma
mudanga na expresséo proteica (MICHALOWICZ et al., 2000). Esses polimorfismos
também podem causar uma mudancga na expressao proteica, resultando em possiveis
desfechos clinicos desta doenca, que determina a suscetibilidade a periodontite
(MAJUMDER et al., 2018; LAINE et al., 2010).
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Assim, a atividade do /IL-1 e do TNF deve ser regulada a fim de se evitar uma
resposta inflamatoria descontrolada e destruicdo excessiva dos tecidos. Isso é feito
naturalmente pelas citocinas anti-inflamatérias, como /L-10 e IL-4, ou antagonistas de
citocinas. As citocinas anti-inflamatérias podem inibir a produgcéo de IL-1 e TNF
(ESSNER et al., 1989, DE WAAL MALEFYT et al., 1991). Antagonistas de citocinas
como IL-1ra ou receptores de TNF soluveis podem inibir competitivamente o ligante
de se ligar a seus receptores cognatos e prevenir a sinalizagao celular (DINARELLO,
1996; COLOTTA et al., 1993). A importancia destes mediadores bloqueadores foi
demonstrada experimentalmente. Quando os receptores soluveis para IL-1 ou TNF
sdo aplicados in vivo, varios processos patolégicos sao inibidos, incluindo artrite,
choque séptico, inflamag¢ao dérmica e doenca autoimune (WECKMANN & ALCOCER-
VARELA, 1996; STEWART & MARSDEN, 1995; MULLARKEY et al., 1994).

Ha grande interesse em investigar polimorfismos em genes candidatos para o
desenvolvimento da DP (WANG & SADEE, 2006). Varios estudos demonstraram que
SNPs em genes de citocinas podem influenciar a suscetibilidade a doenga e sua
gravidade (SCAREL-CAMINAGA et al., 2002; MOREIRA et al., 2007a; MOREIRA et
al., 2007b; WAGNER et al., 2007).

Apesar da DP ser biofilme-dependente, € modulada por uma variedade de
fatores, incluindo o perfil genético de cada individuo. Logo, ha necessidade de estudos
que auxiliem na compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos dessa doenca. Isto se
torna especialmente relevante quando se busca medidas de prevencao, evitando-se
o estabelecimento de doencga destrutiva. Além disto, pode-se, indiretamente, levar a
prevencao de doencgas e/ ou disturbios sistémicos, ja que as DPs podem contribuir
para o estabelecimento de uma variedade de doencas do metabolismo
(OFFENBACHER & BECK, 2014; WILLIAMS & OFFENBACHER, 2000).
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3. JUSTIFICATIVA

A doenca periodontal é complexa e multifatorial, com isso, o estudo das citocinas
supracitadas podem contribuir fortemente para elucidagdo da etiopatogénese desta
doencga, contribuindo assim para uma possivel prevengdo e um possivel diagnostico
de susceptibilidade, antes de que se estabele¢ca um quadro inflamatoério no paciente,

através da identificagéo de biomarcadores para doenga periodontal.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estudar a ocorréncia de polimorfismos genéticos em mediadores inflamatoérios em

diferentes condi¢des periodontais/ peri-implantares.

4.2 Objetivos especificos

e Recrutamento de pacientes

e Coleta de dados anamnésicos

e Coleta de dados clinicos

e |dentificagdo de polimorfismos genéticos de interleucinas (IL-18, IL-6, IL- 8) e de
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), de acordo com técnicas especificas para
cada locus de estudo.

e Determinar e comparar as frequéncias genotipicas e alélicas entre os individuos
com periodonto saudavel, com gengivite/ mucosite peri-implantar e com

periodontite/ peri-implantite.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Populagao de estudo

A populacdo de estudo foi constituida por uma amostra de pacientes da
Policlinica Odontolégica do Curso de Odontologia da Universidade do Grande Rio
(UNIGRANRIO), que aceitaram o convite de participagdo voluntaria. Os pacientes
selecionados foram informados sobre os detalhes do projeto. Mediante os recursos
fisicos e humanos disponiveis para este estudo, ao longo de um ano foram incluidos
111 pacientes divididos em 3 grupos: 1. individuos com periodonto saudavel (Saude
periodontal; n = 36); 2. individuos com DP ndo destrutiva (Gengivite/ Mucosite; n =
40); e 3. individuos com DP destrutiva (Periodontite/ Peri-implantite; n = 35). Os
pacientes que participaram do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), explicando a natureza do estudo (Anexo 1). Este estudo foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Unigranrio, sendo aprovado com

parecer de numero 2.235.756 (Anexo 2).

Critérios de inclusao: Para participar do estudo, os individuos deveriam ser adultos

(>18 anos), ter pelo menos 14 dentes e/ ou implante(s) dentario(s) e ter no minimo 3

anos de implantagao (no caso de pacientes com implante).

Critérios de exclusao: Individuos com as seguintes condi¢gdes ndo foram incluidos

no estudo: periodontite agressiva; doengas conhecidas do sistema imunoldgico (ex.:
HIV-positivo); diabetes; gravidez ou amamentagao; necessitar de quimioprofilaxia
para o atendimento odontoldgico; ser fumante; ter recebido tratamento periodontal no

ultimo ano.

5.2 Dados anamnésicos

Foram registrados em questionario anamnésico o género, o nivel de escolaridade,

a ocupagao, a raga, a renda familiar, dados de saude geral e odontoldgica.

5.3 Avaliacao Clinica
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Os exames clinicos foram realizados por um examinador calibrado, e incluiram
registros dicotomizados da presenga de biofiime dental supragengival, do
sangramento a sondagem e/ ou supuragdo a sondagem e mensuragdo da
profundidade de sondagem (PS) e do nivel clinico de inser¢ao (NCI) em mm (figura
4). O exame clinico foi iniciado pelo registro de presenca de BD, que é realizado
através da visualizagédo das superficies dentarias/ implantares apds secas com jato
de ar em campo sob isolamento relativo. A seguir, foi realizada a sondagem
periodontal/ peri- implantar em seis sitios por elemento/ implante dentario com sonda
periodontal milimetrada da Carolina do Norte (Hu-Friedy; Chicago), sendo os sitios:
angulo disto- vestibular, face vestibular, angulo mésio-vestibular, angulo mésio-
palatino ou mésio-lingual, face palatina ou lingual e angulo disto- palatino ou disto-
lingual. Durante a sondagem periodontal foram registrados a PS para dentes e
implantes e o NCI simultaneamente para os dentes. Nos implantes, a PS foi registrada
e definida como a profundidade de penetragao da sonda a partir da base do sulco do
implante ao componente protético. Além disto, PS > 5 mm em implantes indicava a
necessidade de exame radiografico intraoral. Com base no exame clinico, os
individuos foram diagnosticados para as condigdes periodontais/ peri-implantares
citadas acima. Os terceiros molares foram excluidos da avaliagdo clinica. Os
individuos diagnosticados como doentes foram encaminhados para tratamento na
Clinica Odontoldgica do Curso de Odontologia da UNIGRANRIO.

Figura 4- Avaliac&o clinica da medi¢ao dos sulcos.
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5.4 Coleta da saliva

Durante a coleta de saliva os pacientes foram orientados a interromper a
ingestédo de liquidos ou alimentos uma hora antes do procedimento. No momento da
coleta os pacientes foram solicitados a bochechar com 10 mL de soro fisiologico estéril
por 1 min e, em seguida, cuspir em copo descartavel estéril. As amostras de saliva
foram transportadas em gelo para processamento. Em seguida, as amostras de saliva
foram submetidas a extragcdo de DNA gendmico através de um kit, segundo instru¢des

do fabricante (MasterPure™ DNA Purification Kit, Sinapse Biotecnologia Ltda).

5.4.1 Extragao do DNA Genémico

A extracdo de DNA das amostras de saliva foi realizada pelo kit comercial
MasterPure™ DNA Purification Kit, Sinapse Biotecnologia Ltda, segundo as
recomendacgdes do fabricante. Foi diluido 1 uL de Proteinase Kem 150 uyL de 2x T e
C Lysis Solution (para cada amostra); em seguida, foram adicionados 150 uL de
amostra ao tubo com Proteinase K e 2x T e C Lysis Solution; apds, houve encubagéao
a 65°C por 15 min e agitagdo com vortex a cada 5 min; as amostras foram resfriadas
a 37° C e adicionado as mesmas 1 yL de RNase (5 pg/ uL); em seguida, nova
encubacgdo a 37°C por 5 min; apds, as amostras eram colocadas em gelo por 3 a 5
min. A etapa seguinte consistiu na precipitacdo do DNA, para tanto, foram adicionados
175 uL de MPC Protein Precipitation a 300 uL da amostra anteriormente lisada. Apds,
misturava-se no vortex por 10 s; o debri era precipitado por centrifugagéo a 4° C por
10 min a = 10.000 x g; o sobrenadante era transferido para um microtubo limpo e o
precipitado era descartado. A seguir, era adicionado 500 uL de isopropanol ao
sobrenadante anteriormente recuperado e o tubo era invertido 30-40 vezes; o DNA
era centrifugado a 4° C por 10 min; o isopropanol era dispensado com cuidado para
nao desalojar o pellet de DNA. Em seguida, lavava-se 2 vezes com etanol 70% com
cuidado para nao soltar o pellet e, para finalizar, o DNA era ressuspenso com 35 L

de tampao TE.
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5.5 Andlise genético-molecular de polimorfismos

As analises foram realizadas através de técnicas de Biologia Molecular,
baseadas em Tempo Real (Real Time-PCR) e em PCR de Polimorfismo no

Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP).

Foram estudados os genes, IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a. Para o gene da IL-16:
rs13032029; para IL- 6: rs2069837; para IL-8:rs4073; e para TNF-a rs1799724 (CUI
etal., 2012), rs1800630 (ASIFA et al., 2013) e rs1799964 (GHAZOUANI et al., 2009).

As respectivas sequéncias estdo apresentadas na Tabela 1 e os primers/ iniciadores

para TNF-a apresentados na Tabela 2.

Tabela 1- Genes (/L) com sua respectiva variante (rs) e sondas empregadas no

estudo.

Gene SNP Sonda
IL-18  rs13032029  CCTCCTCTCCTATCCCACGCATCAA[C/TICTTTCCTGTCTATTTGCAGTTCCTT

IL-6 rs2069837 TATCTACTGTGTGCCAGGCACTTTA[A/C/IG]JATAAATATTGTGTCTAATCTTCAAA
IL-8 rs4073 TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACAIAITITTGATAATTCACCAAATTGTGGAGC

Tabela 2- Gene (TNF-a) com sua respectiva variante primers/ iniciadores

empregados no estudo.

Gene SNP Primer forward Primer reverse Referéncia
Cui et al.,
TNF-a rs1799724 5.CAGGGCTATGGAAGTCGAGTATG-3 5-CTCAGGGCCCCAGTGTGT-3 2012
Asifa et al,
TNF-a rs1800630  5-GGCTCTGAGGAATGGGTTAC-3  5-CTACATGGCCCTGTCTTCGTTACG-3 2013
Ghazouani et
TNF-a 1799964 5-TAT GTG ATG GAC TCACCAGGT-3  5-CCT CTA CAT GGCCCT GTC TT-3' al., 2009

5.5.1 PCR em tempo real

Para analise em Real Time-PCR, foram realizadas reagcbes com o emprego de
TagMan Genotyping Master Mix® (2x), sonda TagMan® (40x) especifica para cada

variante estudada, conforme exemplificado na Tabela 1, 10-30 ng de DNA genbémico
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e agua estéril, conforme protocolo estabelecido pelo fabricante. Para este trabalho o
protocolo estabelecido para todas as variantes (rs) estudadas consiste no uso de 5 pL
de Master mix TagMan®, 0,25 uL de sonda especifica para cada variante, 2,75 uL de
H20 e 1 yL DNA em casa reagao (Tabela 3). Para toda a reacédo foi incluido um
controle negativo para garantir auséncia de contaminagdo. A técnica de PCR em
tempo real foi realizada no aparelho QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System

(Thermo Fisher Scientific).

Tabela 3- Protocolo utilizado no PCR em tempo real.

Reagente Volume
1x
Master mix TagMan® 5uL
Sonda 0,25 uL
H2O 2,75 UL
DNA 1,5 uL

A técnica da PCR em tempo real, assim como a convencional, compreende-se
em 3 etapas: desnaturacdo, onde ocorre a desnaturacdo da dupla fita de DNA,;
Anelamento, quando primers se ligam a fita de DNA que se pretende amplificar e serdo
responsaveis por identificar o trecho de interesse do DNA devera ser copiado; e
polimerizacdo, quando depois de o ponto de partida estar identificado pelos primers,
a Taq polimerase liga-se a fita sinalizada, complementando-a. Comecga entdo a
extensdo do novo fragmento de DNA, formando novamente uma fita dupla de DNA.
Na PCR em tempo real (QPCR), o resultado é visualizado imediatamente, ndo sendo
necessario o uso da eletroforese para analise de resultados, isso, devido a adi¢ao de
sondas fluorescentes as reacdes de PCR. A amplificacdo do DNA-alvo € monitorada
durante o processo de gPCR. A medida que o DNA é amplificado, o nivel de
fluorescéncia cresce proporcionalmente. Esse processo € feito em repetidos ciclos
com objetivo de obter milhares de cépias da sequéncia molde de DNA. Os compostos
fluorescentes adicionados ao DNA, geram um sinal de fluorescéncia diretamente
proporcional a quantidade de produto amplificado ao longo das fases, sendo

representado graficamente (Figuras 5,6 e 7).



Figura 5- Ciclagem padréo utilizada para o PCR em tempo real.
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Figura 6- Imagem produzida a partir do PCR em Tempo Real do /L-6 rs2069837 A/G

que demonstra um resultado heterozigoto.
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Figura 7- Imagem produzida a partir do PCR em Tempo Real do /L-6 rs2069837 A/G

que demonstra um resultado para homozigoto selvagem.
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Figura 8- Imagem produzida a partir do PCR em Tempo Real do /L-6 rs2069837 A/G

que demonstra um resultado homozigoto mutado.
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5.5.2 PCR - RFLP

Para avaliagdo molecular do gene TNF-a, foram estudados os polimorfismos
rs1799724 C/T, rs1800630 C/A e rs1799964 C/T, e utilizou-se os primers/ iniciadores
descritos na Tabela 2. As amplificagcdes das regides foram realizadas em tubos de 0,2
mL em um volume total de 50 L de acordo com ASIFA et al., 2013. O mix de reagao
contendo 3 L de DNA gendmico, 2,5 puL de cada um dos primers (forward e reverse;
20 yM), 5 uL de tampéo de PCR 10X (200 mM de (NH4)2SQO4, 750 mM de Tris-HCI
(pH 8,8), e Tween 20 a 0,1%), 4 pL de MgCl> a 25mM, 1 yL de dNTPs de 10 mM, e
0,5 uL (5 U/uL) da enzima Taq DNA polimerase (Vivantis Technologies) em 31,5 uL
de agua para PCR. As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador Therm -
1000/ Maxygene (Axygen®). A PCR foi realizada com as ciclagens apresentadas nas

Figuras 8 e 9.



Figura 9- Ciclagem padrao para rs1799724.
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
X 1 X | 35 X | 1
94.0 94.0
72.0 72.0
59.0
12:00 0:30
2:00 2:00
1:00 4:00
o0
Passo1 Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 1 Passo 2
Figura 10- Ciclagem padrao para rs1800630 e rs1799964.
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
X1 X | 35 X | 1
94.0 94.0
72.0 72.0
60.0
2:00 0:30
0:30 10:00
0:30 4:00
o0
Passo1 Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 1 Passo 2

Os produtos da PCR foram analisados por um gel de agarose a 1% corado com

GerRedTM (Biotium), corrido em uma eletroforese e visualizados em transluminador

UV (Biometrix). Em seguida, foi feita a Restriction Fragments Length Polymorphism

(RFLP) com a endonuclease de restricdo Bbsl (New England Biolabs) foi usada para

a detecgédo de polimorfismo no gene TNF-a rs1799964 C/T; Hincll (New England



40

Biolabs) para polimorfismo no gene TNF-a rs1799724 C/T; HpyCH4lV para
polimorfismos no gene TNF-a rs1800630 C/A. A RFLP foi realizada em tubos de 0,5
mL em um volume total de 20 pL contendo 12 pL dos produtos amplificados, 2 pyL de
tampao G 10X (10mM Tris-HCI (pH 7,5), 10mM MgCI2, 50 mM NacCl, e 0,1mg/mL
BSA), 0,3 pL de enzima de restricdo, e 5,7uL de agua para PCR . Os produtos
digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 4%, corrido a 65v,

corados com GerRedTM e visualizados em transluminador UV (Figura 10).

Figura 11- Gel de agarose TNF-a rs1799964

Heterozigoto

T T

Homozigoto Homozigoto
mutado selvagem

Gel de agarose 4% do gene TNF-a rs1799964 C/T para identificagdo dos gendtipos
com ladder de 100pb. Enzima Bbsl, alelo C fragmentos 160 e 109 pb; alelo T
fragmento 270 pb. CC homozigoto selvagem; TT heterozigoto; CT homozigoto

mutado.

5.6 Fluxograma

Para melhor compreenséao das etapas metodoldgicas realizadas neste estudo,

0 esquema abaixo (Figura 11) exibe um resumo das etapas que foram desenvolvidas.

5.7 Analise estatistica

Os dados clinicos e demograficos foram analisados pelo pacote estatistico IBM-
SPSS (verséo 22, IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foi obtida a frequéncia de sitios
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com sangramento e com biofilme dental, assim como a média da PS e do NCI de cada
paciente, e posteriormente, para cada um dos grupos estudados. Foram também
calculadas a média de idade e a frequéncia do sexo nos grupos estudados. Diferengas
significativas nos parametros clinicos e sociodemograficos entre os grupos foram
avaliadas pelos testes Kruskal- Wallis e Mann-Whitney. Os dados categdricos foram
avaliados através do teste Qui-quadrado. Os polimorfismos estudados foram
apresentados sob a forma de frequéncia de identificacao na populacao estudada. Com
o teste de Hardy-Weinberg foram verificadas a homogeneidade entre as amostras e
diferencas alélicas significantes. Além disto, foi determinada a razdo de chances (OR).

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Figura 12- Fluxograma com as etapas metodologicas.
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6. RESULTADOS
6.1 Dados demograficos e clinicos

As caracteristicas demograficas e clinicas estdo apresentadas na Tabela 4.
Pode-se observar que a idade média foi de 27 + 13,7 anos no grupo Saude, 26 + 9,2
anos no grupo Gengivite/Mucosite e 49,8 + 15,3 anos no grupo Periodontite/peri-
implantite, com diferenga significativa entre os grupos (p < 0,0001; teste Kruskal-
Wallis). Houve predominio similar do sexo feminino nos 3 grupos (p > 0,05; teste do
Qui-quadrado). Quanto aos dados clinicos, os grupos gengivite/mucosite e
apresentaram significativamente piores resultados para biofilme dental (25,1% e
24,63% respectivamente), sangramento gengival 16,1% e 19,8% respectivamente),
sangramento e sondagem (26,2% e 21,9% respectivamente), exceto para calculo
dental (10,6% e 20,1% respectivamente) e de supuracdo que obteve uma
porcentagem significativamente maior no grupo de pacientes periodontite/peri-

implantite (21,9%), que foram semelhantes entre os participantes.
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Tabela 4- Dados demograficos e clinicos dos individuos estudados de acordo com o

diagndstico periodontal.

Saude Gengivite/ Periodontite/ Val
alor
Variaveis periodontal Mucosite peri-implantite de o*
e
(n = 36) (n = 40) (n = 35) P
Idade média (+ desvio padrao) 27 (13,7) 26 (9,2) 49,8 (15,3) <0,001
Género (% homens) 41,7 30 42,9 NSt
Raca (%)
Branca 37,5 37,8 32,1
NS T
Preta 25 18,9 50
Parda 37,5 43,2 17,9
%calculo dental (+ desvio 8,6 (11,2) 10,2 (10,6) 11,6 (20,1) NS
padrao)
%biofilme dental (+ desvio 16,9 (14,5) 29,5(25,1) 23,1 (24,3) 0,043
padrao)
%sangramento gengival (£ 3,8 (2,7) 26,2 (16,1) 26,1 (19,8) <0,001
desvio padrao)
%sangramento a sondagem 3,9 (2,7) 26,2 (16,2) 29,6 (21,9) <0,001
(x desvio padréo)
%supuracéo (£ desvio 0 0,3 (2,3) 5,6 (21,9) NS
padrao)
Média PS (+ desvio padrao) 1,9 (0,3) 2,2(0,4) 2,8 (0,9) <0,001
Média NIC (£ desvio padréao) 1,9 (0,1) 1,8 (0,5) 4,6 (2,3) <0,001

*teste Kruskal-Wallis; tteste do Qui-quadrado; NS: n&o significante.
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6.2 Analise genética

Com relagédo aos polimorfismos estudados, foram realizadas analises da

distribuicado alélica e genotipica para todos os polimorfismos descritos a seguir.

6.2 Interleucinas
6.2.1 IL-1B rs13032029

Na analise genotipica e alélica em que pacientes com Periodontite/ Peri-
implantite foram comparados ao grupo Saude (Tabela 5), observou-se uma maior
frequéncia do alelo C nos casos doentes. Além disto, foi observado que pacientes
portadores do alelo C possuem uma chance 2 vezes maior de desenvolvimento da
Periodontite/ Peri-implantite (OR = 2,24; IC 95%: 1,09-4,57).

Ja na analise em que o grupo Periodontite/ Peri-implantite foi comparado a
Gengivite/Mucosite (Tabela 6), foi detectada uma distribuigdo genotipica
significativamente diferente entre os grupos (p < 0,05). Além disto, houve indicagéo
de chance quase 4 vezes maior de Periodontite/ Peri-implantite quando o individuo
apresenta o gendtipo selvagem CC (OR = 3,84; IC 95%: 1,5-9,9) comparado com os
gendtipos CT+TT. Na analise alélica, foi constatado que na presencga do alelo C ha
chance maior de duas vezes de Periodontite/ Peri-implantite (OR =2,45; IC 95%: 1,21-
4,9).
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Tabela 5- Analise da associagdo dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs13032029

do gene IL-18 na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude

periodontal.
Periodontite/ Saude
Gene/SNP Gendtipo Peri-implantite Periodontal Total p’ OR (95% IC)
n (%) n (%)
CC 20 (57,1) 13 33
(36,1)
CT 14 (40,0) 17 31
> 0,05 -
(47,2)
TT 1(2,9) 6 7
(=]
S (16,7)
&
S Total 35 36 71
1 p (H-W) 0,42 0,02
$ Alelos p"
= C 54 (77,2) 43 97
(59,7) 2,24
<0,05
T 16 (22,8) 29 45 (1,09-4,57)
(40,3)
Total 70 72 142

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significancia no teste das diferengas alélicas.



46

Tabela 6- Analise da associagao dos genotipos e alelos do polimorfismo rs13032029

do gene IL-18 na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/

Mucosite peri-implantar.

Periodontite/

Gene/SNP Gendtipo Peri-implantite

n (%)
ccC 20 (57,1)
CT 14 (40)
TT 1(2,9)
Total 35
§ p (H-W) 0,42
§ cC 20 (57,4)
1 CT+TT 15 (42,8)
S Total 35
= Alelos
C 54 (77,1)
T 16 (22,8)
Total 70

Gengivite/

Mucosite

n (%)

10 (25)
26 (65)
4 (10)
40
0,03
10 (25)
30 (75)
40

46 (57,5)
34 (42,5)

80

Total p'
30
>
40
0,05
5
75
30 <
45 0,05
75
pII
100 <
50 0,05
150

OR (95% IC)

3,84
(1,49-9,90)

2,45
(1,02-4,20)

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” é o valor da significAncia no teste das diferengas alélicas.

6.2.2 IL-6 rs2069837

Na analise de polimorfismo do IL-6 (rs2069837), as distribuicdes genotipicas e

alélicas nao diferenciaram significativamente entre os grupos Periodontite/Peri-

implantite comparado a Saude periodontal (Tabela 7). Também ndo foram

encontradas diferengas significantes quando se comparou o grupo Periodontite/ Peri-

implantite com Gengivite/ Mucosite peri-implantar (Tabela 8).
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Tabela 7- Analise da associagao dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs2069837

do gene IL-6 na comparagéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude periodontal.

Periodontite/ Saude
Gene/SNP Gendétipo Peri-implantite Periodontal Total p’
n (%) n (%)
AA 32 (91,4) 32 (88,9) 64
AG 3(8,6) 4 (11,1) 7 >0,05
g GG 0 0
S Total 35 36 71
cfz Alelos p"
© A 67 (95,7) 68 (94,4) 135
= > 0,05
G 3 (4,3) 4 (5,6) 7
Total 70 72 142

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significAncia no teste das diferengas alélicas.
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Tabela 8- Analise da associagédo dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs2069837
do gene IL-6 na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/

Mucosite peri-implantar.

Periodontite/ Gengivite/

Gene/SNP Genétipo  Peri-implantite = Mucosite Total p’
n (%) n (%)
AA 32 (91,4) 33 (82,5) 65
AG 3(8,6) 6 (15,0) 9 >0,05
S GG 0 1(2,5) 1
S Total 35 40 75
% Alelos p"
© A 67 (95,7) 72 (90,0) 139
= >0,05
G 3(4,3) 8 (10,0) 11
Total 70 80 150

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significaAncia no teste das diferengas alélicas.



49

6.2.3 IL-8 rs4073

Na analise do rs4073, quando os grupos Periodontite/ Peri-implantite e Saude
foram comparados, ndo foram observadas diferengas significativas nas analises
genotipica e alélicas (Tabela 9). Entretanto, quando se comparou o grupo
Periodontite/ Peri-implantite com Gengivite/ Mucosite, diferengas significativas foram
encontradas na distribuigdo genotipica entre os grupos (Tabela 10). Além disto, foi
observado que o gendtipo selvagem AA leva a uma maior chance de periodontite (OR

= 3,34; IC 95%: 1,03-10,76) em relagao ao grupo Gengivite/ Mucosite.

Tabela 9- Analise da associagédo dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs4073 do

gene IL-8 na comparacéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude periodontal.

Periodontite/

Gene/SN  Gendétip Saude Periodontal Tota
Peri-implantite p'
P o n (%) |
n (%)
AA 10 (28,6) 10 (27,8) 19 0.0
>
AT 11 (31,4) 15 (41,6) 26 5
TT 14 (40,0) 12 (33,3) 26
g Total 35 36 71
® p (H-W) 0,03 0,33
% "
=|- Alelos p
A 31 (44,3) 33 (45,8) 64 >0,0
T 39 (55,7) 39 (54,2) 78 5
Total 70 72 142

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significaAncia no teste das diferengas alélicas.
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Tabela 10- Analise da associagao dos gendtipos e alelos do polimorfismo rs4073 do
gene IL-8 na comparacéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/ Mucosite

peri-implantar.

Periodontite/  Gengivite/
Gene/SNP Gendétipo Peri-Implantite Mucosite Total p' OR(95%IC)

n (%) n (%)
AA 10 (28,6) 4(10,0) 14
AT 11 (31,4) 18 (45,00 29 >0,05 -
TT 14 (40,0) 18 (45,0) 32
Total 35 40 75
o p (H-W) 0,03 0,08
S
? AfAJ:TT ;2 Ei?i; 346((1900’00)) :: <0.05 (1 02::1)’3 76)
% , : , ,
= Total 35 40 75
Alelos p"
A 31 (44,3) 26 (32,5) 57
T 39 (55,7) 54 (67,5) 93 ~0.05 _
Total 70 80 150

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ é o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” é o valor da significaAncia no teste das diferengas alélicas.
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6.3 Fator de necrose tumoral
6.3.1 TNF-a rs1799724

A variante rs1799724 n&o apresentou distribuicdo genotipica e alélicas
diferentes entre os grupos Periodontite/Per-implantite e Saude periodontal (Tabela 11)

e entre Periodontite/ Per-implantite e Gengivite/Mucosite (Tabela 12).

Tabela 11- Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1799724 do gene

TNF-a na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude periodontal.

Periodontite/
Saude Periodontal

Gene/SNP Gendétipo Peri-implantite Total p’
n (%)
n (%)
CC 8 (22,2) 9 (24,3) 17
CT 25 (69,4) 26 (70,3) 51 >0,05
3 TT 3(8,3) 2 (5,4) 5
S Total 36 37 73
= p (H-W) 0,01 0,00
2
g Alelos p"
E C 41 (56,9) 44 (59,5) 85
>0,05
T 31 (43,1) 30 (40,5) 61
Total 72 74 146

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ é o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significancia no teste das diferengas alélicas.
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Tabela 12- Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1799724 do gene

TNF-a na comparagéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/ Mucosite peri-

implantar.
Periodontite/ Gengivite/
Gene/SNP Gendétipo Peri-implantite Mucosite Total p’
n (%) n (%)
CC 8 (22,2) 10 (21,7) 18
CT 25 (69,4) 32 (69,6) 57 >0,05
Y, TT 3 (8,3) 4 (8,7) 7
S Total 36 46 82
= p (H-W) 0,01 0,00
2
g Alelos p"
E C 41(56,9) 52 (56,5) 93
>0,05
T 31 (43,1) 40 (43,5) 71
Total 72 92 164

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” é o valor da significAncia no teste das diferengas alélicas.

6.3.2 TNF-a rs1799964

As distribuigcbes genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1799964 do gene
TNF-a nao foram significativamente diferentes entre os grupos com Periodontite/ Peri-
implantite e Saude periodontal (Tabela 13). Da mesma forma, na comparagado do
grupo Periodontite/ Peri-implantite com o grupo Gengivite/Mucosite, nenhuma

diferenca significativa foi observada (Tabela 14).
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Tabela 13- Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1799964 do gene
TNF-a na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude periodontal.

Periodontite/

. Peri- Saude Periodontal
Gene/SNP Genétipo . . Total p’
implantite n (%)
n (%)
CcC 1(2,7) 0 1
CT 22 (61,1) 19 (51,3) 41 >0,05
3 TT 13 (36,1) 18 (48,7) 31
S Total 36 37 73
= p (H-W) 0,02 -
2
$ Alelos p"
2 C 24 (33,3) 19 (25,7) 43
>0,05
T 48 (66,7) 55 (74,3) 103
Total 72 74 146

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significAncia no teste das diferengas alélicas.

Tabela 14- Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1799964 do gene
TNF-a na comparacéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/ Mucosite peri-

implantar.
Periodontite/ Gengivite/
Gene/SN  Genétip . . .
= Peri-implantite Mucosite Total p'
o
n (%) n (%)
CcC 1(2,8) 0 1
>0,0
CT 22 (61,1) 20 (43,5) 42 5
3 TT 13 (36,1) 26 (56,5) 39
S Total 36 46 82
= p (H-W) 0,02 -
2
$ Alelos p"
g C 24 (33,3) 20 (21,7) 44 >0,0
T 48 (66,7) 72 (78,3) 120 5
Total 72 92 164

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significancia no teste das diferengas alélicas.
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6.3.3 TNF-a rs1800630

Nao foram observadas diferengas significativas nas distribuigdes genotipicas e
alélicas do polimorfismo rs1800630 na comparagao entre os grupos Periodontite/ Peri-
implantite e Saude periodontal (Tabela 15). Na comparagdo entre os grupos
Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/ Mucosite, também n&o foram observadas
diferencas significativas na distribuicdo genotipica. Entretanto, foi detectada uma
diferenga significativa na distribuicdo alélica entre estes dois grupos (Tabela 16),
sendo demonstrado, ainda, que a presenca do alelo C selvagem diminui a chance do
individuo ser portador de Periodontite/ Peri-implantite (OR=0,40; IC 95%: 0,16-0,97).

Tabela 15- Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1800630 do gene

TNF-a na comparagao entre Periodontite/ Peri-implantite e Saude periodontal.

Periodontite/
Saude Periodontal n

Gene/SNP Genétipo Peri-implantite Total p’
(%)
n (%)
cC 0 2 (5,4) 2
CA 7 (19,4) 7 (18,9) 25 >0,05
S AA 29 (80,5) 28 (75,7) 56
‘g° Total 36 37 82
= p (H-W) 0,81 0,12
R
$ Alelos p"
2 C 79,7 11 (11,9 27
S ©.7) (11.9) 20,05
A 65 (92,3) 63 (85,1) 137
Total 72 74 164

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ é o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significancia no teste das diferengas alélicas.
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Tabela 16- Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1800630 do gene
TNF-a na comparacéao entre Periodontite/ Peri-implantite e Gengivite/ Mucosite peri-

implantar.

Periodontite/ Gengivite/
Gene/SNP Gendétipo Peri-implantite Mucosite Total p’ OR(95%IC)

n (%) n (%)
cC 0 1(2,2) 1
CA 7 (19,4) 18 (39,1) 14  <0,05 -
S AA 29 (80,5) 27 (58,7) 57
‘g" Total 36 46 73
= p (H-W) 0,81 0,30
N
g Alelos p"
2 C 7(9,7) 20 (21,7) 27 < 0,40
A 65 (92,3) 72 (78,3) 137 (0,16-0,97)
Total 72 92 164

O valor de p é referente ao nivel de significancia no teste de Hardy-Weinberg. p’ € o valor da significancia no teste
de homogeneidade entre as amostras; p” € o valor da significaAncia no teste das diferengas alélicas.
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7. DISCUSSAO

A identificacdo de possiveis biomarcadores genéticos para DP possibilitaria a
selecéo de casos através de diagndstico precoce. Consequentemente, seria possivel
a reducao e a chance de casos severos na populacdo, o que leva a redugao de
morbidade e de custos em saude. O polimorfismo analisado no gene IL-1f variante
rs13032029 a prevaléncia do alelo C é de 66% na populacdo mundial, apresentando
uma maior frequéncia na populagdo africana (76%) e uma menor frequéncia na
populacao leste asiatica (55%). Em nosso estudo, a frequéncia do alelo C foi de 64%.
A importancia da regulagao desta citocina € baseada no fato de que o /L-7 atua como
mediadora no recrutamento das células inflamatdrias para os locais onde ha infecgao,
e € responsavel por promove a reabsorcdo Ossea, pois estimula a produgao de
fibroblastos, induz a sintese de prostaglandina E2 por macrofagos e fibroblastos,
estimula a produgdo de MMPs (MARIA DE FREITAS et al., 2007). Em estudos
anteriores, foram apresentados resultados conflitantes quanto a relagcédo entre o
gendtipo desses genes e a suscetibilidade a periodontite agressiva em diferentes
populagdes. Um estudo de 2004 ndo detectou associagao significativas dos genétipos
e/ou alelos para a suscetibilidade a periodontite em uma populagao chinesa (LI et al.,
2004). Entretanto, o estudo de KIANI et al. (2009) revelou uma significativa relagéo do
alelo T no IL-1B8 rs13032029 em grupos de pacientes portadores de periodontite
agressiva. Foi demonstrado por outros pesquisadores que a combinagéo do alelo T,
tanto do /L-1a quanto do /IL-18 em pacientes com tecidos periodontais ou peri-
implantares inflamados, aumenta o risco para maior destruicdo tecidual e pode
prejudicar o resultado do tratamento da peri-implantite (HAMDY & EBRAHEM, 2011).
Diferentemente dos estudos supracitados, no presente trabalho, foram encontradas
correlagdes genotipicas e alélicas significativas, onde foi observado que em uma
comparacao entre os grupos de Periodontite/Peri-implatite e Saude periodontal,
individuos portadores do alelo C possuem um risco de 2,24 vezes a mais ao
desenvolvimento de DP. Este dado também pode ser observado quando comparamos
os grupos de DP destrutiva e ndo destrutiva (Periodontite/Peri-implantite e
Gengivite/Mucosite) onde o alelo C se encontra em maior frequéncia quando
comparado ao T alelo foi observado que o alelo C aumenta a chance de

susceptibilidade em OR=2,45 mais chances.
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Na variante analisada do gene IL-6 foi a rs2069837 (A/G). De acordo com o
banco de dados Ensemble, a prevaléncia do alelo A é de 88% na populagéo mundial,
apresentando maior frequéncia em populagdo americana (92%) e menor frequéncia
em populagéo sul asiatica (84%). No presente estudo, a frequéncia alélica observada
foi de 93%, sendo similar a frequéncia da populagdo americana (92%). Isto pode ser
explicado pela caracteristica de colonizacido das américas, o que define um perfil
genético semelhante entre os povos. Foi observado em estudos que os niveis do /IL-6
aumentam nos tecidos periodontais inflamados quando comparados com os
saudaveis (TAKAHASHI et al., 1994). O IL-6 é expressa em situagbes que envolvem
respostas imunes e reagdes inflamatorias, como infec¢do e trauma por macréfagos,
neutrdfilos, queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais (MATSUKI ET AL., 1992).
Entretanto, alguns estudos indicam que ndo ha associagéo entre o polimorfismo do
IL-6 e DP (FAN et al., 2011; HOLLA et al., 2004; LOO et al., 2012; WOHLFAHRT et
al., 2006). Em FAN et al. (2011), observaram uma prevaléncia muito baixa do alelo G
em um estudo em uma populagao chinesa, o que esta parecido com o observado no
presente estudo. Outro estudo realizado, ndo observou uma diferencga significativa nos
alelos entre pacientes com periodontite e controles saudaveis, quando avaliaram uma
amostra da populagao caucasiana da Republica Tcheca (HOLLA et al., 2004). Outros
estudos como LOO et al. (2012), WOHLFAHRT et al. (2006), também ndo mostraram
associagao entre polimorfismos genéticos nos genes IL6 rs2069837 e a DP em
estudos realizado em populacdo chinesa e Norte americana respectivamente. Em
geral, estes dados estdo em consonancia como os achados do presente estudo,
realizado em uma amostra mista da populagédo brasileira, onde foi observada uma
maior prevaléncia do alelo A e n&do se obteve significancia estatistica quando
comparado os grupos Periodontite/Peri-implantite e Saude periodontal, da mesma
forma quando comparado os grupos de DP destrutiva e nao destrutiva
(Periodontite/Peri-implantite e Gengivite/Mucosite). Em contrapartida, um estudo
realizado em 2009, em uma amostra da populagado idosas brasileira mostrou uma
associagao entre o genoétipo GG e a periodontite crénica em caucasianos (COSTA et
al., 2009). Outros estudos em populagcbes homogéneas mostram uma diferencga
significativa na distribuicdo do gendtipo entre casos e controles, demostrando uma
associacado entre o polimorfismo do /L-6 e a periodontite como KALBURGI et al.,
(2010) que realizou o estudo em uma populagao indiana, SCAPOLI et al., (2012) em

populagao italiana. Os estudos feitos com o /L-6 ainda sdo bem controversos. Nossos
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resultados sao compativeis com a maioria achados em outras populagdes, com tudo,
pode-se sugerir que outros fatores, especialmente étnicos e / ou demograficos, podem
estar influenciando a relagao entre gendtipo e periodontite. Da mesma forma, tem-se
observado que a variagao genética também pode resultar em diferengas na expresséo
da citocina IL-6 que pode culminar em alteracdes na resposta inflamatéria individual
(LAINE et al., 2010; Balcerzyk et al., 2012).

O polimorfismo rs4073 do IL-8 afeta a fung&o da regido promotora e em casos
que apresentam o gendotipo AA produzem e liberam niveis mais altos do /L-8, quando
comparados com individuos com o gendtipo AT ou TT. Tendo-se isto em vista, esse
polimorfismo pode ser considerado de interesse para se estudar o papel de fatores
genéticos na incidéncia e gravidade de doencgas inflamatdrias (SAVAGE et al., 2006).
De acordo com o banco de dados Ensemble, a frequéncia do alelo A para o
polimorfismo rs4073 (A/T) do gene IL-8 é de 52% na populacdo mundial,
apresentando maior frequéncia na populagéo africana (84%) e uma menor frequéncia
na populacdo americana (39%). No presente estudo, a frequéncia observada foi de
79%, o que se aproxima mais da populagao africana, fato que pode ser explicado pela
intensa contribuicdo africana na populacao brasileira altamente miscigenagédo, uma
vez que os africanos foram trazidos para terras brasileiras para o trabalho escravo.
Em 2011, demonstrou-se, em uma populagdo mista brasileira, que o polimorfismo A/T
do IL-8 rs4073 estava associado a uma diminuicdo ao risco de DP. Outros estudos
mostram que, na populagao brasileira, o alelo A ou o gendtipo AA esta associado com
o aumento do risco para DP (KIM et al., 2009; SIPPERT et al., 2013). O que esta de
acordo com este estudo, que observou que ha um aumento acima de trés vezes na
chance de que o individuo homozigoto selvagem tenha DP (OR = 3,34) quando
comparado o grupo de DP n&o destrutiva (gengivite/mucosite). Diferentemente, outro
estudo transversal ndo observou correlagao significativa entre os diferentes gendtipos
do /L-8 e a gravidade da condigao periodontal (KHOSROPANAH et al., 2013). Essa
diferenca pode ser devido a populagdo de estudo ser homogénea, diferente da
populacdo brasileira que €& miscigenada. Deve-se considerar também que as
associagdes podem variar de acordo com a grande diferenga entre os ambientes e
origens genéticas. Baseado no que foi supracitado, parece ser evidente que o alelo A
esta associado a maior expressao do /L-8. No entanto, mais estudos devem ser

realizados para confirmar a associagao entre SNP rs4073 e periodontite.



59

De acordo com o banco de dados Ensemble a frequéncia do alelo C no
rs1799724 (C/T) do gene TNF-a é de 90% na populagdo mundial, apresentando uma
maior frequéncia na populagao africana (98%) e uma menor frequéncia na populagao
americana (82%). Em nosso estudo, a frequéncia do alelo C foi de 57%, fato este que
pode ser explicado pela intensa miscigenagao, presente em nosso territério. O SNP
rs179964 do gene TNF-a foi também foi avaliado no presente trabalho e de acordo
com o banco de dados Ensemble a prevaléncia do C para o polimorfismo rs1799964
(T/C) é de 22% na populagdo mundial, apresentando maior frequéncia na populagéo
sul asiatica (35%) e uma menor frequéncia na populagao africana (15%). Em nosso
estudo a frequéncia observada foi de 26%. O polimorfismo rs1800630 (C/A) também
do gene TNF-q, foi analisado e de acordo com o banco de dados Ensemble a
prevaléncia do alelo selvagem A é de 15% na populagdo mundial, apresentando maior
frequéncia na populagéo sul asiatica (24%) e uma menor frequéncia na populagao
africana (10%). Em nosso estudo a frequéncia observada foi de 16%, em
concordancia com a frequéncia mundial. O TNF-a é considerado um mediador crucial
durante o desenvolvimento da resposta inflamatéria e a remodelacdo do tecido
periodontal. Um grupo de pesquisa estudou a variante rs1800630 do gene TNF-a em
individuos caucasianos (LAINE et al., 2013), enquanto outros cinco estudos
estudaram populagbes asiaticas (SOGA et al., 2003, Kobayashi et al., 2009a,
Kobayashi et al., 2009b, Li e Cao, 2009, Zhang et al. 2011b). Estes estudos
demonstraram que individuos com gendtipo AA tiveram mais do que o dobro de risco
de desenvolver DP. Uma grande revisédo realizada em 2014, que contou com 46
estudos de diferentes populacdes, sendo que 33 estudos utilizaram a mesma técnica
do presente trabalho (PCR-RFLP) e demonstrou que gendtipo AA pode ser mais um
fator de risco importante em pacientes com DP (DING et al., 2014). Resultados
semelhantes foram apresentados em outros estudos com asiaticos (SOGA et al.,
2003; LI et al., 2009). O que esta em acordo com este estudo, que observou que a
presenga do gendtipo CC pode possuir um fator protetivo ao desenvolvimento da DP,
ou seja, pacientes portadores do gendtipo CC possuem chances relativamente
menores de desenvolver um DP. Foi observado uma maior frequéncia do alelo A em
pacientes portadores de DP. Com base nesse dado, pode-se inferir que a presenca
do gendtipo AA pode ser um indicador de risco para o aumento da suscetibilidade a
DP. Entretanto, resultados contrarios sdo relatados, em que ndo ha associagao entre
o polimorfismo rs1800630 (C/A) com suscetibilidade a DP (MAJUMDER et al., 2018).
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Este mesmo estudo relatou que os gendtipos rs1799724 (C/T) rs1799964 (T/C) foram
significativamente maiores em pacientes com DP em comparagdo com controles
saudaveis (MAJUMDER et al., 2018). Ja em LAVU et al. (2016) ndo observaram
associagao significativa para o polimorfismo rs1799724 em uma amostra da
populagdo Sul indiana e a DP. No presente estudo, ndo foi observada nenhuma
associagao significativa para os polimorfismos rs1799724 e rs1799964 quando foram
comparados os grupos de estudo. Para ambas as variantes, foi observado uma maior
frequéncia de gendtipos homozigotos sem diferengas significante entre os grupos.
Embora os polimorfismos rs1799724, rs 1799964 e rs1800630 tenham mostrado uma
associagdo com a DP em japoneses (SOGA et al.,, 2003), por exemplo, esse

comportamento parece ser diferente entre populacoes.

Como a periodontite € de natureza multifatorial, envolvendo interagdes entre os
genes, o ambiente e o estilo de vida, as avaliagdes dos genes de risco periodontal
podem ser valiosas em estratégias preventivas, diagnosticas e terapéuticas contra a
incidéncia e progressao da DP. Pensa-se que uma complexa rede de citocinas esteja
envolvida nessa doenga inflamatéria e desempenhe um papel crucial na regulagao da
saude do tecido periodontal e diversos estudos tém sido feito com intuito de elucidar
a doencga periodontal. Contudo, observa-se que ainda existe muita controversa a
respeito dos genes e sua susceptibilidade a DP. Estudos adicionais sdo necessarios
com populagbes étnicas diversificadas para validar possiveis variagbes de

polimorfismo genérico no risco de periodontite.
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8. CONCLUSAO

Com base no estudo das variantes dos genes supracitados, conclui-se que na
variante rs13032029 do gene IL-13 do, foi encontrada uma correlagéo genotipicas e
alélicas significativas, observou-se em comparagdo entre os grupos, individuos
portadores do alelo C possuem um risco de duas vezes a mais ao desenvolvimento
de DP.

Na variante rs2069837 analisada do gene IL-6 foi concluiu que uma maior
prevaléncia do alelo A nos grupos, porem, ndo se obteve significancia estatistica

quando comparado 0s grupos.

A variante rs4073 do IL-8 conclui-se que a presenca do gendtipo AA

apresentam um risco de trés vezes a mais no desenvolvimento de DP.

Baseando-se nos dados do gene TNF-q, a variante rs1800630 pode-se inferir
que a presencga do gendtipo AA pode ser um indicador de risco para o aumento da
suscetibilidade a DP. Nao observada nenhuma associagao significativa a DP para os
polimorfismos rs1799724 e rs1799964

Existem bastantes controversas na literatura quanto a biomarcadores a
suscetibilidade a doenca periodontal devido a diversos fatores étnicos, diferenca entre
os ambientes, estilo de vida das populagbes, origens genéticas que podem estar
influenciando a relagdo entre gendtipo e periodontite. Com tudo, sugere-se que
estudos adicionais sejam realizados em outras popula¢des diversificadas para validar

as possiveis variaveis como biomarcadores a DP.
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ANEXO | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

y UNIVYERSIDADE
€@, UNIGRANRIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comité de Etica em Pesquisa

(De acordo com as normas da Resolugao n° 466, do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Perfil genético e
epigenético de mediadores inflamatorios em saliva, gengiva e fluido gengival de
individuos com Periodontite e Peri-implantite”. Vocé foi selecionado por ordem de
atendimento e sua participagdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum
prejuizo em sua relagédo com o pesquisador ou com a instituigdo Unigranrio. O objetivo
do presente projeto € determinar a presenca de polimorfismos genéticos e o perfil de
microRNAs para mediadores inflamatorios na saliva, nos tecidos gengivais e no fluido
gengival em individuos com Doencga Periodontal e Peri-implantar. Sua participagéo
consistira no fornecimento de uma amostra de saliva, de tecido gengival e fluido
gengival durante o procedimento diagnostico nas Clinicas de Implantodontia e
Periodontia. Os riscos relacionados com sua participagao sao pequenos, porque todos
os procedimentos realizados sao rotineiros e seguem rigorosamente os protocolos de
biosseguranga. Ou seja, utilizamos materiais descartaveis e instrumentais
esterilizados. Caso vocé seja diagnosticado com Doenca Periodontal ou Peri-
implantar vocé recebera tratamento gratuito. As informagdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagao. Os dados
nao serao divulgados de forma a possibilitar sua identificagdo. Todas as amostras
coletadas serédo codificadas e os pesquisadores manteréo sigilo sobre seus dados
pessoais .Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o
senhor (a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participa¢do, agora ou a
qualquer momento com os pesquisadores responsaveis Carina Maciel da Silva
Boghossian (e-mail: carinabogho@yahoo.com.br; telefone: 21-97200-9913) , Claudia
Maria Pereira (e-mail: claudemarie_br@yahoo.com.br; telefone: 21-99911-3269) e e

Plinio Mendes Senna; e das alunas a Dayany Pereira Sehnem (e-
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mail:dayany_sehnem@hotmail.com ; telefone 21-97967-4801) e Juliana Rosa

(anarosaferreirado@gmail.com)

Claudia Maria Pereira

Pesquisador Responsavel

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagéo na

pesquisa e concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na R. Prof. José de Souza
Herdy, 1160 - CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733, ENDERECO
ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br.

Rio de Janeiro, de de 20

Sujeito da pesquisa

Pai / Mae ou Responsavel Legal
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SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

PARECER DO COLEGIADO

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesguisac ; Perfil genético & epigenético de mediadores inflamatdrios em saliva, gengiva « fluido
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Aprasentacio do Projoto:

Trata=se um estudo voliado para a descriglo simultinea de sventos gendlicos & epigendticos &am Peris
implantite. Esperasse com esia pesguisa, a idenfificacio de uma assinatura que permita s=lecionar
individuos mais susceptiveis & Doenga Periodontal & Perisimplantar, podendo assim estabslecermos
medidas preventivas volladas para a redugdo da morbidade provocada por estas doengas.

Objetive da Pesguisac

Objetiva Primaric:

O abjefvo do pres=nbe projeta & determinar a presenca de polimorfismos penéticos = o perfil de microRkis
para mediadores inflamaidricos na salva,

nos tedidos gengivais & no fuide pengival em individuos com Doengas Perodontsis & Perisimplantanes.
Obyetiva Secundano:

= Determinar a perfil epidemicligica dos padentes pofadores de Doenga Periodonial & Perisimplantite;-
Auvaliar a pres=nga de polimorfismos

genéticos nos marcadares imflamatérias THF=, [L=1=, IL=1, IL=5, IL-8 & IL=10 &em amosiras de saliva;-
Dieterminar o perfil de microRMNAS relacionados

Enderego: Flua Peoll Josd da Soura Haddy, 1980

Bairrec 35 de Agosin GEP: 2807300
LIF: R Menicipis: DUDUE DE CAXIAS
Telehosm: (212872-TTAE Face: {21)2872-TT33 E-mail:  copfunigranrio.coem by

Frigina i ca. i

79



UNIVERSIDADE DO GRANDE

RIO PROFESSOR JOSE DE W mo
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Confinesc s to Parecer: 2.133.7538

com & marcadores inflamatdios acima citadas em amostras de gengiva & fluido gengival;* Comelaganar o
dados sdoia demogrifioos & dinicos
corm 0% dadas maleculares

fvaliacio dos Riscos o Beneficios:

Reisores:

0= rmcos relacionados a este projeta serfio aqueles relacionadas 3 obtengda de amosiras leciduais
peEngivais, parém 580 08 mesmos abservados

em gualguer procedimenio cimdrgico adonfolégica. Entretanio, tais abordagens ji sdo muila bem
estabelecidos na rolina odontoldgica, de modo que
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