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Resumo

A doenca periodontal crénica (DPC) é uma doenca polimicrobiana
multifatorial. DPC é causada por estimulos de bactérias Gram-negativas que
se acumulam no sulco gengival e tem uma propagacao intimamente ligada a
resposta imunoinflamatoria do hospedeiro. Receptores semelhantes a Toll
(TLRs) sao proteinas de membranas que funcionam como mediadores-
chave da imunidade inata. O objetivo desse estudo foi avaliar a possivel
influéncia dos polimorfismos de nucleotideo Unico de receptores Toll-like 4
(TLR4) e o desenvolvimento da doenca periodontal cronica. Estudo caso-
controle foi conduzido com 50 pacientes com DPC e controles. Os genétipos
de TLR4 foram determinados por PCR-RFLP. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando os programas OpenEpi e SNPStats. Ndo houve
diferenca significativa ao se comparar os alelos e gendtipos dos
polimorfismos de TLR4 entre pacientes e controles. Porém, houve tendéncia
ao risco em desenvolver a DPC em pacientes com o genotipo AG TLR4
896A/G (Asp299Gly) e um risco de duas vezes em desenvolver a DPC em
pacientes do sexo masculino com os haplétipos raros GC ou AT.

Introducao

A doenca periodontal crénica (DPC) é polimicrobiana, multifatorial e
causada por estimulos de bactérias Gram-negativas que se acumulam no
sulco gengival. DPC tem uma propagacao intimamente ligada a resposta
imunoinflamétoria do hospedeiro. O processo inflamatorio na DPC é um dos
fatores responsaveis pelo dano tecidual, resultando na formacgédo de bolsa
periodontal e destruicdo do ligamento periodontal e suporte do tecido 6sseo
adjacente e consequente perda dos dentes (SUSIN et al., 2005).

Receptores semelhantes a Toll (Toll-like Receptors — TLRs) séo proteinas de
membranas que funcionam como mediadores-chave de imunidade inata.
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Estes receptores se ligam a diversos padrdes moleculares associados a
patdogenos (PAMPSs) e a produtos enddgenos induzidos por leséo e, a partir
dai, ocorre o envio de sinais intracitoplasmaticos para a ativacao celular.
Desta forma, TLR é crucial na ativagdo da cascata molecular inflamatoria.
TLR4 estdo presentes e expressos principalmente nas células endoteliais,
macrofagos e células epiteliais de vias aéreas (ZAREMBER et al., 2002).
Arbour et al. (2000) demonstraram que as mutagdes comuns em TLR4 estao
associadas com diferencas na resposta a lipopolissacarideos (LPS) e
sugeriram que as alteracbes de sequéncias nos genes podem alterar a
capacidade do hospedeiro em responder ao estresse ambiental. As
mutacOes Asp299Gly (rs4986790 896A/G) e Thr399lle (rs4986791 1196C/T)
no gene TLR4 afetam o dominio extracelular da proteina. Ambas levam a
acentuada eficacia de resposta a sinalizacdo ao LPS e reduzem a
capacidade de induzir a inflamacao.

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos de
nucleotideo Unico de TLR4 nas posicbes Asp299Gly e Thr399Ile na
patogenia da doenca periodontal cronica.

Materiais e métodos

Um total de 150 individuos foi selecionado para participar deste
estudo. Pacientes com DPC (N=50) e controles (N=100) foram avaliados e
selecionados nas Clinicas Odontolégicas da Universidade Estadual de
Maringad (UEM) e do Centro Universitario Inga, ambas localizadas na cidade
de Maring&4-PR. Os seguintes critérios de selecdo foram considerados:
Critérios de Incluséo: idade entre 30 e 65 anos; arcada dentaria com no
minimo 20 dentes; pacientes com DPC com pelo menos cinco sitios em
diferentes dentes, presenca de bolsa periodontal > 5 mm e perda de
insercdo >3 mm; controles apresentaram menos que 30% de sangramento a
sondagem e nenhuma bolsa periodontal >4 mm.

Critérios de Exclusdo: individuos com doenca periodontal agressiva,
infeccdo aguda, diabetes ou que fizeram tratamento periodontal nos ultimos
seis meses; individuos do grupo controles ndo poderiam ter apresentado
nenhum quadro de doenca periodontal anteriormente.

De cada individuo, cerca de 10 ml de sangue periférico foram coletados em
tubo contendo EDTA e a extracdo de DNA foi realizada pelo método de
salting out. As genotipagens dos polimorfismos de TLR foram realizadas por
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) de acordo com
Folwaczny et al. (2004).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas OpenEpi e
SNPStats para os calculos de qui-quadrado, odds ratio (OR) com intervalo
de confianca de 95% e equilibrio de Hardy-Weinberg. Considerou-se o valor
de p<0,05 com significancia estatistica.

Resultados e Discussao
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Os polimorfismos de TLR4 Asp299Gly e TLR4 Thr399lle foram

analisados em 50 pacientes com DPC e 100 controles pareados quanto a
sexo e idade. A média de idade no grupo dos pacientes foi de 47,52 +9,94 e
do grupo controle 46,91 +9,02. A distribuicdo dos gendtipos dos SNP
analisados encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Comparando-se as frequéncias alélicas e genotipicas entre os pacientes
com DPC e grupo controle para os polimorfismos de TLR4 Asp299Gly e
TLR4 Thr399lle ndo foram observadas diferencas estatisticas (tabela 1). No
entanto, a frequéncia genotipica de AG TLR4 (896A/G, Asp299Gly) foi
aumentada em pacientes (18% vs 8%, P = 0,06) evidenciando tendéncia ao
desenvolvimento da DPC.

Tabela 1: Distribuicdo das frequéncias dos alelos e genoétipos, comparando
0s grupos de pacientes com doenca periodontal crbnica e controles.
Pacientes DPC N=50 Controle N= 100

n (%) n (%) P

TLR Asp299Gly

Alelos A 91 (91,0) 192 (96,0) 0,13
G 9 (9,0) 8 (4,0)

Genotipos AA 41 (82,0) 92 (92,0) 0,06
AG 9 (18,0) 8 (8,0)

TLR Thr399lle

Alelos C 92 (92,0) 192 (96,0) 0,23
T 8 (8,0) 8 (4,0)

Gendtipos CC 42 (84,0) 92 (92,0) 0,14
CT 8 (16,0) 8 (8,0)

n=numero; P=p-valor

As frequéncias genotipicas e alélicas de pacientes e controles foram
analisadas separadamente dentro dos géneros e diferencas significativas
nao foram observadas.

Folwaczny et al. (2004) n&o observaram associagdo entre os polimorfismos
de TLR4 e a DPC, corroborando com os resultados encontrados no presente
estudo.

Tabela 2: Distribuicdo da frequéncia dos haplétipos em pacientes com
doenca periodontal cronica e controles, estratificados por género.

Feminino Masculino
Haplotipos Frequéncia OR (IC=95%) OR (IC=95%)
AC 0,94 1 0,73 (0,35 - 1,56)
GT 0,05 1 0,74 (0,10 - 5,74)
Raro* 0,01 1 2,22 (1,05-4,71)

*Haplétipos raros: GC e AT
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Ao avaliar os haplotipos formados, observou-se um risco de duas vezes
(OR=2,22; IC 95%: 1,05 — 4,71) no desenvolvimento da DPC em individuos
do sexo masculino com os haplétipos raros (GC ou AT). Isso sugere uma
possivel associacdo dos polimorfismos de TLR4 e a DPC (tabela 2). No
entanto, perde importancia por serem raros. Outro dado observado foi que
os polimorfismos de TLR4 estdo em desequilibrio de ligacdo (D’= 0,93).

Conclusbes

Associacdo entre os polimorfismos e TLR4 e DPC nao foram
observados. No entanto, tendéncia no polimorfismo de TLR4 896
(Asp299Gly) e dos gendtipos raros em ambos SNPS foi constada. Estudos
adicionais sado necessarios para compreender o papel destes polimorfismos
na patogénese da DPC.
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