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Resumo

A doenca periodontal crénica (DPC) € iniciada por uma infeccao bacteriana e
culmina em carater destrutivo dos tecidos de suporte do dente. Um estudo
caso-controle foi realizado com o objetivo de investigar os polimorfismos em
genes das citocinas pro-inflamatérias TNF e IL1 e o risco de
desenvolvimento da DPC em pacientes do Noroeste do Parana. O DNA foi
extraido de amostras de sangue e genotipado por PCR-SSP. A analise
estatistica foi realizada por um software SNPStats para obter as frequéncias
alélicas, genotipicas e haplotipicas e avaliar a associacdo entre 0s
polimorfismos e a DPC. A frequéncia do gen6tipo GA no SNP do gene TNF -
308, que corresponde a producédo intermediaria de TNF-a, apresentou-se
menor em casos (14%) do que em controles (30%) revelando protecéo
frente a doenca. Para a distribuicdo das frequéncias na regido -238 G/A do
TNF e as regifes do gene IL1 nao foi observada significancia estatistica. O
polimorfismo de TNF -308 foi associado a DPC.

Introducéo

A doenca periodontal crénica (DPC) é uma doenca inflamatéria
multifatorial e progressiva que pode afetar até 90% da populacdo mundial
sendo que 10 a 15% desenvolvem formas graves e destrutivas da doenca
(PIHLSTROM et al, 2005). Ela acomete principalmente o tecido de suporte
do dente e 0 osso alveolar, sendo causa comum de perda de dentes.

A periodontite crénica decorre do desequilibrio entre a resposta imune e a
presenca da placa Dbacteriana, constituida principalmente  por
Porphyromonas gingivalis, e seus produtos antigénicos. Os fatores
inflamatorios sdo estimulados e a presenca de polimorfonucleares e
mondcitos no tecido periodontal caracterizam a fase aguda da doenca.
Quando héa persisténcia do estimulo, macrofagos e linfécitos T sé&o
responsaveis por apresentarem o antigeno e ativar a producdo de
anticorpos, estabelecendo um quadro crénico (RODRIGUES, 2009). O fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina -1 (IL-1) sdo fundamentais
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neste processo inflamatério e promoverem a ativacao e a diferenciacdo dos
osteoclastos. Estas células sdo responsaveis pela absorcdo e remodelacao
do tecido 6sseo na presenca dos microorganismos. Portanto, as citocinas
desempenham papel essencial para a ativacdo e recrutamento de células
imunes. Os polimorfismos em genes de citocinas podem regular a sua
funcéo e producgao (HART et al, 2000).

Vérios estudos relacionaram os fatores genéticos ao desenvolvimento da
DPC, a fim de explicar as diferencas na susceptibilidade nos individuos.
Polimorfismos no gene TNF, localizado no brago curto do cromossomo 6,
podem influenciar a producdo de TNF-q, induzindo a destruicdo tecidual e
reabsorcdo 6ssea mediada pelos osteoclastos. Outro gene de citocina pro-
inflamatoria bastante estudado € o da interleucina-1 (IL1), localizado no
braco longo do cromossomo 2. A IL-1 € produzida principalmente por
linfécitos e macrofagos ativados, sua funcdo é atuar no catabolismo da
matriz extracelular, na reabsorcédo do tecido 6ésseo quando em associacao
com o TNF-a e IL-8, bem como promover a regulagcdo de genes expressos
durante a inflamacéo, inclusive de outras citocinas, e atuar como um potente
estimulador da produgcéo de prostaglandinas (PGE;) e metaloproteinases
(MMPs) (FREITAS, 2007).

Novos dados a respeito dos polimorfismos em genes de citocinas podem
ajudar a contribuir para o entendimento da patogénese da DPC. Além disso,
auxilia no desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico, de terapia
e prevencao. Por isso € importante caracterizar estes polimorfismos nos
pacientes do estado do Parana, a fim de tracar um perfil da regido quanto a
susceptibilidade ou resisténcia a doenca.

Materiais e métodos

Estudo do tipo caso-controle realizado em uma populacdo mista
contou com um grupo de 50 pacientes com DPC e outro grupo controle
composto por 100 individuos, selecionados apds avaliacdo clinica nas
clinicas odontolégicas das instituicdes Universidade Estadual de Maringa
(UEM) e Universidade Inga (UNINGA). O grupo de pacientes com DPC
possuiam pelo menos cinco locais em diferentes dentes com profundidade
da bolsa periodontal (PPD) = 5 mm, nivel de insercéo clinica (CAL) 23 mm e
mais de 25% de sangramento na sondagem (BOP). O grupo de controles
foram formados por individuos com baixo CAL, PPD <4 mm e BOP < 25%.
Todos o0s pacientes que concordaram em participar da pesquisa foram
informados sobre a natureza do estudo e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa Humana da UEM (CAAE 61544916.4.000.0104).

Baseado em outros estudos, individuos portadores de doencas sistémicas
como: diabetes mellitus, osteoporose, reumatismo, bem como fumantes e
ex-fumantes com menos de 10 anos de abstinéncia, foram excluidos do
estudo para eliminar o risco de ocultar a relagéo polimorfismo-doenca.

De cada individuo coletou-se 4 mL de sangue periférico e, a partir dele,
extraido o DNA pelo método salting out. A concentracdo e a qualidade do
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DNA foram verificadas por densidade Optica( Nanodrop 2000™). O DNA foi
diluido a fim de obter a concentracéo ideal para a técnica de genotipagem.
Os polimorfismos nas regibes promotoras do TNF -238G/A (rs361525) e
TNF -308G/A (rs1800629), dos genes IL1A e IL1B, IL1A -889C/T
(rs1800587), IL1B -511C/T (rs16944) e regiao de transcricdo +3962C/T
(rs1143634) foram determinados por PCR-SSP utilizando-se kit de
genotipagem especifico (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). O DNA foi
amplificado e analisado o tamanho dos fragmentos das regifes de estudo
apos corrida de eletroforese em gel de agarose a 3%. A interpretacdo dos
resultados foi organizada em uma planilha que acompanha o kit. Para o
calculo das frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas utilizou-se o
software SNPStats. As comparacdes estatisticas entre os grupos foram
realizadas por Qui-quadrado e o risco de desenvolver a DPC foi calculado
por meio da determinacdo do Odds Ratio — (OR) e do intervalo de confiancga.
O p-valor (P) foi considerado significativo quando menor que 0,05.

Resultados e Discussao

A distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs
avaliados estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Os alelos
selvagens (C) dos polimorfismos de IL1 apresentaram-se em maior
frequéncia tanto em casos como em controles, assim como para 0s
polimorfismos de TNF o alelo (G) se manteve maior em ambos os grupos,
ndo havendo diferenca estatistica significativa. A frequéncia do genétipo GA
no gene TNF -308 foi menor nos casos (14%) do que nos controles (30%),
sendo possivel observar significAncia estatistica nesta regido. Desta
maneira, individuos que possuem a forma heterozigota foram mais
resistentes a desenvolverem a doencga em relagdo aos que portam a forma
homozigota (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia genotipica do polimorfismo no gene do TNF -308 G/A
em pacientes com doenca periodontal crénica e controles.

Casos Controles

Gendtipos n(f) n(f) P-valor OR (IC 95%)
N =50 N = 100
TNF -308
GG 43 (0,86) 70 (0,70)
GA 7 (0,14) 30 (0,30) 0,026 0,38 (0,15 -0,94)

n: nimero; f: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga.

Neste estudo caso-controle, investigamos o possivel papel do polimorfismo
nos genes TNF e IL1 no mecanismo imunopatogénico da DPC na populacéo
do Noroeste do Parana. Um polimorfismo na regido -308 G/A influencia o
nivel de secrecé@o desta citocina e a variagdo na resposta inflamatoria, ou
seja, quando acontece uma mutacao do alelo G pelo A alaera a transcri¢ao
levando ao aumento em até cinco vezes na sintese de TNF-a, logo
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pacientes que possuem a forma homozigota GG e AA apresentam uma
baixa e uma alta produgéo da citocina, respectivamente e o heterozigoto GA
uma producao intermediaria (YUCEL, 2015). O polimorfismo na regido -238
do TNF, bem como na IL1A -889, IL1B -511 e +3962 também altera o nivel
de producéo das citocinas como observado em outros estudos, porém na
populacao deste trabalho ndo foi encontrado associacao entre esses outros
polimorfismos e a DPC. Em relacédo a distribuicdo da frequéncia haplotipica
dos SNPs avaliados néo foi observado diferenca entre a populacao caso e
controle associado a DPC.

Conclusodes

Os individuos portadores da forma heterozigota (GA) do TNF -308,
que corresponde a producdo intermediaria de TNF-a, apresentam uma
resisténcia ao desenvolvimento da imunopatogénese da DPC. Contudo, para
os polimorfismos da regido -238 G/A do TNF e nas regides estudadas do
gene IL1 n&o foram observadas associacdo com a DPC.
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