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Freitas NM. Avaliagdo da associacdo entre o polimorfismo dos genes IL-1A (-889) e
TNFA (-308) e a periodontite agressiva [Dissertacdo de Mestrado]. Sao Paulo:
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RESUMO

A periodontite agressiva (PAg) compreende um grupo de doengas periodontais raras
caracterizadas por rapida destruicdo dos tecidos periodontais, em individuos jovens
e que geralmente ndo apresentam doencas sistémicas. Estudos em populacdes e
em familias indicaram que fatores genéticos possuem influéncia na susceptibilidade
a periodontite agressiva. Os polimorfismos genéticos da interleucina-1 (IL-1) e do
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) foram associados com o aumento da severidade
da periodontite cronica. O objetivo deste estudo foi avaliar a associagao entre o
polimorfismo dos genes IL-1A (-889) e TNFA (-308) e a periodontite agressiva.
Foram selecionados 60 individuos nao fumantes, sendo 30 portadores de
periodontite agressiva e os outros 30 sem doenga periodontal. O polimorfismo
genético foi analisado utilizando-se a técnica da reagao em cadeia da polimerase e
analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao (PCR-RFLP).
Foi observado que a frequéncia do gendtipo 1/1 para IL-1A foi de 63,3% no grupo
controle e de 56,7% no grupo teste. A avaliagdo do gendtipo 1/2 mostrou uma
frequéncia de 26,7% no grupo controle e de 40% no grupo teste. O gendtipo 2/2
ocorreu com uma frequéncia de 10% no grupo controle e de 3,3% no grupo teste. O
gendtipo 1/1 para TNFA estava presente em 73,3% do grupo controle e em 80% do
grupo teste. O gendtipo 1/2 ocorreu com frequéncia de 20% em ambos os grupos. O

genotipo 2/2 foi encontrado em 6,7% dos controles e n&o foi detectado no grupo



teste. Em relagdo aos alelos, o alelo 1 apresentou frequéncia de 76,7% e o alelo 2
de 23,3% para ambos os grupos, para o gene IL-1A (-889). E para o gene TNFA (-
308) o alelo 1 ocorreu com frequéncia de 83,3% no grupo controle e de 90% no
grupo teste e o alelo 2 de 16,7% no grupo controle e 10% no grupo teste. A analise
estatistica revelou que ndo houve diferenga significativa na distribuicdo dos
gendtipos, para ambos o0s genes, entre os dois grupos estudados. Nao foi
encontrada associagao entre a periodontite agressiva e o polimorfismo dos genes IL-

1A (-889) e TNFA (-308) na populagao estudada.

Palavras-Chave: Periodontite agressiva, Interleucina-1, Fator de necrose tumoral-

alfa, polimorfismo genético



Freitas NM. Evaluation of IL-1A (-889) and TNFA (-308) gene polymorphisms in
aggressive periodontitis [Dissertacdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP; 2004.

ABSTRACT

Agressive periodontitis (AgP) is a relatively uncommon form of periodontal disease
characterized by a rapid destruction of the periodontal supporting tissues in young
adults who are usually systemically well. The results of population and family studies
indicate that genetic factors seem to have a strong influence on susceptibility to AP.
Genetic polymorphism at the interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor alpha
(TNFA) were associated with the increase on the severity of chronic periodontitis.
The aim of this study was to explore a possible association between IL-1A and TNFA
genotypes in Brazilian white Caucasian patients with aggressive periodontitis. Sixty
nonsmoking subjects, 30 patients and 30 periodontal healthy controls were included
in the study. All subjects were systemically healthy. Two polymorphisms, IL-1A (-889)
and TNFA (-308), were analyzed by means of polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism. The 1/1 genotype for IL-1A was present in 63.3% of
the controls and in 56.7% of the aggressive periodontitis patients. The genotype 1/2
was present in 26.7% of the controls and in 40% of the patients. The 2/2 genotype
was present in 10% of the controls and in 3.3% of the diseased subjects. The 1/1
genotype for the TNFA was present in 73.3% of the controls and in 80% of the
patients. The genotype 1/2 was present in the 20% of both groups. The genotype 2/2
was present in 6.7% of the controls and was not detected in the patients group. With

regard to the IL-1A (-889) genotype, 76.7% of controls and patients were positive for



allele 1. Allele 1 of the TNFA (-308) polymorphism was carried by 83.3% of the
controls and 90% of the patients and allele 2 was carried by 16.7% of the controls
and 10% of the patients. Statistical analysis revealed no significant difference in the
distribution of genotypes for both genes between the two groups. No association
was found between AgP and the IL-1A (-889) and TNFA (-308) polymorphisms

investigated in the population presented here.

Key-works: Aggressive periodontitis; interleukin-1, Tumor necrosis factor-alpha;

polymorphism
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1 INTRODUGAO

As doencas periodontais constituem uma variedade de condicbes
patolégicas que afetam os tecidos gengivais e os tecidos de suporte do dente
levando, eventualmente, a perda do elemento dental. Sdo de etiologia complexa,
mas esta bem documentado pela literatura, que o principal fator etiolégico é o
biofilme bacteriano.

Bactérias patogénicas sdo essenciais para iniciar as doengas periodontais,
mas cada paciente responde diferentemente a agressao bacteriana. Apenas 20% da
variabilidade na expressao das doencas periodontais pode ser explicada pelo
componente bacteriano da doenga (HART; KORNMAN, 1997). Segundo dados da
literatura, as diferencas clinicas na severidade e prevaléncia da periodontite podem
ser explicadas pela presenca de fatores ou indicadores de risco, tal como: idade,
padrdao de higiene bucal, fumo, diabetes, microrganismos periodontopatogénicos,
estresse, imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, fatores genéticos e outros
(NUNN, 2003).

A influéncia genética na periodontite tem sido determinada a partir de uma
variedade de fontes. Estudos em gémeos, de historia natural da doenca, de
anticorpos, de citocinas, e outros fatores apdiam o fato que existe um forte
componente genético na periodontite. Fatores genéticos modificam a resisténcia e

susceptibilidade para a doencga periodontal e estima-se que cerca de 38 a 82% da



variagdo ocorrida na progressao e severidade da doenga seja atribuida a fatores
genéticos (GONZALES et al., 2003).

A investigagao da relagao entre fatores genéticos e doencga periodontal é de
intenso valor, pois este conhecimento permitira a identificacdo de pacientes ou
populacbes com maior susceptibiidade de desenvolver a doenca e, por
consequéncia, o desenvolvimento de um programa de prevengao ou a antecipagao
do tratamento periodontal, aumentando as chances de resultados favoraveis.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a preseng¢a do polimorfismo nos
genes IL-1A (-889) e TNFA (-308), em pacientes com periodontite agressiva,
utilizando a técnica de PCR-RFLP, que se consistui em um método rapido e

eficiente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificagao, etiologia e prevaléncia da Periodontite Agressiva (PAg)

A PAg compreende um grupo de doencgas periodontais raras, com
manifestagbes clinicas frequentemente graves, que acometem individuos jovens,
progridem rapidamente e com distribuicdo familiar. O diagnéstico de uma PAg requer
a exclusdo da presenga de doencgas sistémicas que podem prejudicar gravemente as
defesas do hospedeiro e levar a perda prematura dos dentes.

A PAg é dividida em localizada ou generalizada, baseada na extensdo,
severidade e tipo de dente afetado. Na periodontite agressiva localizada (PAgL), os
individuos apresentam perda de inserg&o clinica nos primeiros molares e incisivos
permanentes, havendo necessariamente o comprometimento de, no minimo, um
primeiro molar. A classificacdo de doenca localizada implica que ndo mais que dois
dentes, além dos primeiros molares e incisivos, sejam afetados (American Academy
of Periodontology - AAP,1999).

Por outro lado, a periodontite agressiva generalizada (PAgG) caracteriza-
se por apresentar perda de insergao clinica severa e rapida, envolvendo primeiros
molares e incisivos e no minimo outros trés dentes permanentes. Geralmente afeta

individuos até 30 anos de idade (AAP, 1999). Ambas as formas de PAg mostram



uma progressao rapida e, na auséncia de diagndstico e tratamento, o dente afetado
mostra um aumento da mobilidade e pode eventualmente ser perdido. Embora
existam casos na literatura onde a doencga, aparentemente, comece como uma
forma generalizada, frequentemente este tipo de periodontite inicia-se como
localizada e progride para a forma generalizada (ALBANDAR et al., 1997a).

Certas formas de periodontite que atingem jovens eram agrupadas e
conhecidas como periodontite de incidéncia precoce (PIP). Classicamente, as varias
formas de PIP eram reconhecidas com base na idade de manifestacdo e na forma
como se distribuiam as lesdes na denticdo: periodontite pré-puberal (PPP),
periodontite juvenil localizada (PJL), periodontite juvenil generalizada (PJG) e
periodontite de progressao rapida (PPR). No World Workshop de 1999, a AAP
divulgou uma nova classificagdo das doengas periodontais, propondo a mudanga do
termo PIP para periodontite agressiva. Na sequéncia faremos referéncias as antigas
denominagdes para nao alterar as caracteristicas originais das publicagdes.

A microbiota associada a PIP € composta principalmente por bacilos Gram-
negativos, capnofilicos e anaerdbios (SLOTS, 1979). A presenca do bacilo Gram-
negativo Actinobacillus actinomycetemcomitans esta freqientemente associada a
PJL. A prevaléncia deste microrganismo em pacientes com PJL pode variar de 89%
a 100% (MANDELL; SOCRANSKY, 1981; SLOTS; REYNOLDS; GENCO, 1980). No
Brasil, a associagao entre PJL e a presenga da bactéria A. actinomycetemcomitans é
altamente significante (TINOCO et al., 1997). Este microrganismo é tido como
agente etiolégico primario na maioria dos casos de PJL. Esta indicagdo como agente
etiologico baseia-se no fato que pacientes com PAL possuem resposta humoral

elevada para o A. actinomycetemcomitans, quantidade elevada destes



microrganismos nas lesdes de PJL e auséncia ou numeros insignificantes dos
mesmos em sitios saudaveis (CHRISTERSSON et al., 1985).

As lesdes de PJG abrigam uma microbiota com composi¢ao diferente
daquela encontrada na PJL. A Porphyromonas gingivalis é a forma mais comumente
isolada e constitui 13 a 20% do total de células bacterianas. Outros microrganismos
comumente encontrados sdo F. nucleatum, C. rectus, T. denticola, Eikenella
corrodens, Prevotella intermedia, Capnocytophaga e Neisseria. O A.
actinomycetemcomitans também esta presente, porém em frequéncias mais baixas
do que na PJL.

A prevaléncia da PAg parece ser influenciada pela regiao geografica, pelo
grupo étnico, pela raga e pelo sexo. Estima-se que a prevaléncia de PAg seja de 0,4
a 0,8% na América do Norte, 0,3 a 1% na América do Sul, de 0,1 a 0,5% na Europa,
de 0,5 a 5% na Africa e de 0,4 a 1% na Asia (ALBANDAR; TINOCO, 2002).

No Brasil, verifica-se um numero reduzido de estudos epidemiologicos que
caracterizem dados prevalentes das periodontites em adolescentes e adultos jovens.
Gjermo et al. (1984) utilizaram uma amostra de 304 jovens de 15 anos de idade,
residentes em uma area de baixas condi¢cdes socio-econbmica de Belo Horizonte. A
avaliacado foi feita utilizando-se a medida da distédncia entre a jungdo cemento-
esmalte e a crista alveolar, através de radiografias interproximais. O diagnostico para
PJL foi definido como perda dssea vertical > 2mm em pelo menos trés primeiros-
molares. Os resultados mostraram que 2,6% dos adolescentes possuiam
periodontite juvenil localizada. Albandar; Buischi; Barbosa (1991) examinaram 222
criangas com idade de 13 anos de uma escola particular em uma area de condi¢cdes
socio-econdmica alta em S&o Paulo utilizando os mesmos critérios de Gjermo et al

(1984). Os resultados mostraram que 5,4% dos individuos tinham perda Ossea



vertical em um ou mais sitios e que 1,3% das criangas examinadas possuiam perda
Ossea vertical em pelo menos dois primeiros molares. Tinoco et al. (1997)
descreveram uma ampla variagao na prevaléncia de PJL em trés cidades brasileiras
(Belo Horizonte, Rio de Janeiro e Votorantim). Foram examinados 7843
adolescentes, com idade de 12 a 19 anos e de condigao sécio-econdmica baixa. Os
pacientes com PJL foram identificados através de um rigoroso exame clinico (PCS =
5mm) e de radiografias interproximais. A prevaléncia encontrada foi em média de
0,3% com uma variagao de 0,1 — 1,1% nas diferentes regides. Cortelli et al. (2002)
verificaram a prevaléncia de 1,66% de PAgL e de 3,66% de PAgG em pacientes de

15 a 25 anos de idade da regido do Vale do Paraiba — Sdo Paulo.

2.2 Aspectos genéticos associados a doenga periodontal

Embora a presenga da bactéria seja essencial para o inicio da doenga, a
quantidade e os tipos destas ndo sao suficientes para explicar as diferengcas nas
respostas inflamatérias e imunes e, consequentemente a severidade da doenca
periodontal (PAGE et al., 1997). Atualmente, tornou-se evidente que para a maioria
das doencgas crbnicas existem outros fatores que nao causam a doenga, mas que
modificam o seu curso tornando-as mais severas. Dentre estes fatores temos
algumas alteragdes genéticas denominadas de polimorfismo, que sdo comumente
encontrados na populagdo (KORNMAN; DI GIOVINE, 1998). O polimorfismo € uma

variagdo genética que pode ser caracterizada como a transigdo de um par de bases



de um nucleotideo contido no segmento de DNA que codifica uma citocina
(NEWMAN, 1997).

Estudos de agregacao familial, de analise de ligacdo e em gémeos
indicaram que fatores genéticos possuem uma forte influéncia na susceptibilidade a
PIP (HART, 1996; SCHENKEIN et al., 1995).

A detecgcdo e a avaliagdo da extensdo da agregagao familial sdo os
primeiros passos na analise genética de qualquer caracteristica. E sabido que esta
agregacao significa o compartilhamento, entre individuos de uma mesma familia, de
genes e fatores do ambiente. A existéncia desta agregacao € evidenciada pela maior
semelhancga fenotipica entre pares de parentes do que entre dois individuos nao-
aparentados (RICE; BORECKI, 2001).

A analise de segregacao € um método para estudar dados familiares com a
finalidade de se estabelecer o modo de heranca de uma determinada caracteristica,
quando o efeito de um gene ndo pode ser medido diretamente.

Embora todas as analises de segregacdo para PIP evidenciem uma
transmissdo genética (LONG et al.,, 1987) elas divergem quanto o padrdo de
heranga, mas atualmente o mais aceito é o autossémico dominante (MARAZITA et
al., 1994). Embora todas as analises de segregacéo para PIP mostrem um padr&o
de transmissdo Mendeliano, é provavel que cada populacdo possua um padrao de
transmissao diferente, por exemplo, na populacdo americana é possivel que a forma
de transmissdo seja autossémica dominante, na Europa e na América do Sul seja
autossbmica recessiva (LC)PEZ, 1992; MARAZITA et al., 1994; SAXEN;
NEVALINNA, 1984).

A posigcao cromossdmica de um gene de maior expressdo para um traco

como a susceptibilidade a PAg pode ser determinada pela analise de ligagdo. Uma



pesquisa utilizando esta metodologia descreve a articulagao da PIP com o local de
ligacdo da vitamina D na regido q do cromossomo 4 em uma grande familia da
populacdo de Brandywine (BOUGHMAN et al., 1986). Estes resultados, entretanto,
nao foram confirmados em estudos subseqlentes com utilizacdo de populagdes
afro-americanas e caucasianas (HART et al.,, 1993) e nem por Wang et al. (1996)
que sugeriram ligagcado genética com o antigeno leucocitario humano (HLA), regiao
do cromossomo 6 e cromossomo 9q32-33. Estes resultados sustentam a existéncia
de heterogeneidade nas formas de PIP.

Varios fatores genéticos tém sido sugeridos para a PAg, a maioria deles
baseados em dados que implicam em reagdes imunolégicas ou inflamatoérias
exageradas. Dentre estes fatores podemos citar: antigenos HLA (KASLICK et al.,
1975; SOAFER, 1990), variagcdo genética influenciando a produgdo de
imunoglobulinas, em particular, a produ¢ao de anticorpos IgG, herdados de forma
polimodrfica de um receptor para IgG; (FcyRIl ou CD32) (WILSON; KALMAR, 1996),
genes que promovem uma reagado quimiotatica exagerada dos leucocitos (Van
DYKE; VAIKUNTAM, 1994) e elevada produgdo de citocinas e prostaglandinas
(SHAPIRA; SOSKOLNE; VAN, 1996; SHAPIRA et al.,1994).

Na PIP, respostas inflamatorias locais s&o caracterizadas por altos niveis
de mediadores inflamatorios como as PgE2, IL-1a e IL-1f tanto no fluido do sulco
gengival quanto no tecido (MASSADA et al., 1990; OFENBACHER; HEASMAN;
COLLINS, 1993). A produgdo de PgE2, em particular, tem se mostrado muito
elevada em pacientes com PIP, quando comparados com individuos
periodontalmente saudaveis ou com periodontite do adulto (OFFENBACHER, 1996).

Outro aspecto importante foi que o aumento da concentragédo local de mediadores



inflamatdrios na PIP estava associado com uma redug¢ao na resposta dos mondcitos
circulantes.

Cox et al. (1998) revelaram que muitos genes responsaveis pela produgao
de citocinas abrigam pequenas alteragbes, denominadas de polimorfismo. Estas
alteracbes podem modificar a producdo de citocinas pro-inflamatérias como as
Interleucinas-1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral a (TNF-a) (ALEXANDER;
DAMOULIS, 1994; PAGE, 1991). Em todos os casos, € sugerido que a resposta do
hospedeiro frente a agentes etiolégicos bacterianos é exagerada ou deficiente,
resultando em problemas periodontais em idade precoce. Esta hipotese é suportada
pela observacdo que o numero de anormalidades genéticas associadas com uma
diminuicdo na fungdo dos fagocitos predispde pacientes a periodontite durante a
infancia (ANDERSON et al., 1985). Nenhum destes estudos foi repetido e muitos

avaliaram pequenas amostras, com resultados estatisticos pouco consistentes.

2.3 Associacgao entre Interleucina-1 (IL-1) e a PAg

O papel das citocinas na patogénese da periodontite tem sido o objetivo de
varias pesquisas (BIRKEDAL-HANSEN, 1993; GEMMEL, MARSHALL; SEYMOUR,
1997). A Interleucina 1 (IL-1) esta implicada na patogénese da doenga periodontal
devido as suas multiplas propriedades pro-inflamatérias (GEMMELL; MARSHALL,;
SEYMOUR, 1997).

A familia da IL-1 € um grupo de nove ou mais proteinas composta de IL-1q,

IL-18, IL-1ra, IL-18 (também chamada de IL-1y) e, recentemente, foram clonadas



IL19, IL1¢g, IL1/IL-1H4, IL1n e IL-1H1 (KUMAR et al., 2000; SMITH et al., 2000). Os
genes para todos os membros da familia, com excec¢ao da IL-18, estédo localizados
no brago longo do cromossomo 2 (AURON; WEBB, 1994; SMITH et al., 2000).

As IL-1 s&o citocinas pro-inflamatérias, multifuncionais, produzidas
predominantemente por macréfagos ativados por substédncias bacterianas,
complexos imunes, por outras citocinas ou por linfocitos, mas também sao
produzidas por plaquetas, fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais. A
producdao de IL-1 também pode ser ativada por TNF-a e a prépria IL-1 pode
estimular a sua producgao. Devido a sua auto-estimulacao, ela tem a capacidade de
ampliar e perpetuar a resposta inflamatéria e a destruicido tecidual. As varias
propriedades das interleucinas-1 sao decorrentes de seu efeito na regulagdo de
outros genes. A IL-1 age diretamente em um grupo de genes que sao expressos
durante a inflamagéo. Cerca de 90 genes sao afetados por IL-1 e entre estes estao:
genes para outras citocinas, para receptores de citocinas, para fatores de
crescimento, para enzimas de remodelacéo tecidual, para componentes da matriz
extracelular e para ades&do molecular (DINARELLO, 1996).

IL-1 é a citocina mais encontrada nos processos inflamatérios e esta
envolvida no inicio e na progressdo de destruicdo do tecido conjuntivo e Gsseo.
Produtos bacterianos como os lipopolissacarideos (LPS) aumentam a sintese de IL-
1 (AURON; WEBB, 1994). A IL-1 proporciona o ingresso de células inflamatérias em
sitios de infeccdo, promove reabsor¢ao 0ssea, estimula a producéo de fibroblastos,
induze a sintese de prostaglandinas E2 (PGEZ2) pelos macrofagos e fibroblastos,
estimula a produgdo de metalopreteinases que degradam as proteinas da matriz

extracelular e participa da resposta imune do hospedeiro (TATAKIS, 1993).



O polimorfismo de varios genes para citocinas pode influenciar o nivel de
secrecao destas substincias e explicar as variagcbes nas respostas imune-
inflamatadrias individuais frente a uma agressao bacteriana (KORNMAN; DI GIOVINE
1998). Recentes estudos tém indicado que o polimorfismo no gene IL-1 pode estar
associado a maior severidade da doenca em pacientes com periodontite cronica e
com periodontite agressiva (DIEHL et al., 1999; GALBRAITH et al., 1999; GORE et
al., 1998; KORNMAN et al., 1997; McDEVITT et al., 2000; PAPAPANOU et al., 2001;
PARKHILL et al., 2000).

O papel do polimorfismo genético da IL-1a e da IL-18 foi avaliado em
pacientes com PIP. Foram estudadas 28 familias afro-americanas, onde 94
individuos apresentavam PIP e 85 nao apresentavam doenca periodontal e 7
familias caucasianas com 31 sujeitos com PIP e 30 sem doenga. O alelo 1 do lécus
IL-1 a foi transmitido com mais frequéncia que o alelo 2 nos caso de PJG. O alelo 1
do gene IL-1 B (+3953) foi também transmitido com mais frequéncia que o alelo 2
para os caso de PJL. O alelo 1 do gene IL-1 B (+3953) é transmitido com mais
frequéncia que o alelo 1 do gene IL-1 a. Baseado nos resultados de desequilibrio de
ligacdo é sugerido que o polimorfismo para IL-13 é mais importante para a
associagao com a PJL. (DIEHL et al., 1999).

Walker et al. (2000) realizaram um estudo com a finalidade de determinar a
prevaléncia do polimorfismo genético para IL-1a e IL-18 em 104 individuos afro-
americanos sem doenca periodontal e em 37 pacientes afro-americanos com PJL.
Os resultados mostraram que o alelo 1 do gene IL-1B (+3953) aparece em 99% da
populacdo controle e em 100% dos pacientes com PJL. A prevaléncia do alelo 2

para ambos os genes foi de 14% para o grupo controle e de 8% para o grupo com



PJL. Dada a alta frequiéncia do alelo 1 para IL-13 é provavel que este alelo sozinho
seja um importante indicador de risco para a PIP.

Hodge; Riggio; Kinane (2001) investigaram a presenga do polimorfismo do
gene IL-1A(-889) em pacientes brancos de origem européia e portadores de PJG. O
estudo avaliou 56 pacientes com PJG com média de idade de 31,36 anos e 48%
destes pacientes eram fumantes. O grupo controle foi composto por 56 pacientes
com média de 34,39 anos de idade e 29% eram fumantes. N&o foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes entre pacientes com PJG e o grupo
controle. O alelo 1 ocorreu em 66,1% do grupo teste e em 65,2% do grupo controle e
alelo 2 em 33,9% do grupo teste e em 34,8% do grupo controle. O fato de alguns
individuos serem fumantes também nao influiu nos resultados, ou seja, ndo houve
diferenga entre o grupo controle e o teste.

Gonzales et al. (2003) exploraram a possivel associagao entre periodontite
agressiva em duas diferentes populagdes. Vinte e oito pacientes brancos de origem
européia, com meédia de idade de 28,9 anos e 16 pacientes da América Central, com
média de idade de 27,7 anos com periodontite agressiva generalizada faziam parte
do grupo teste. O grupo controle era formado por 33 pacientes brancos de origem
européia (média de idade de 25 anos) e 14 pacientes da América Central. Uma
similar distribuicdo de gendtipos entre os pacientes e o grupo controle foi encontrada
em ambas as populagdes. A presencga do alelo 1 ocorreu em 100% do grupo teste
em ambas as populagdes, enquanto 90,9% dos controles de origem européia e
92,9% dos de origem centro-americano foram positivos para o alelo 1. A frequéncia
do alelo 1 do gene IL-1A foi maior em pacientes com PAg de ambas as populag¢des
quando comparada com a populagédo controle, entretanto, esta diferenca nao foi

estatisticamente significante.



2.4 Associagao entre o Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a) e a PAg

O fator de necrose tumoral o (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatéria,
produzida principalmente por macrofagos, com papel biolégico similar as IL-1
(ALEXANDER; DAMOULIS, 1994). Induz a secrecéo de colagenase, prostaglandina
E2 (PGEZ2) e interleucina 6 (IL-6) por fibroblastos humanos e em cultura de células
osseas humanas. Possui importantes atividades imunoldgicas. Estimula, também, a
reabsorgédo 0ssea pelos osteoclastos, embora seja 500 vezes menos potente que a
IL-1 (STASHENKO et al., 1991; ALEXANDER; DAMOULIS, 1994). Esta presente no
fluido nos pacientes com gengivite e periodontite (ROSSOMANDO; KENNEDY;
HADJI-MICHAEL, 1990). Varios estudos relatam que o polimorfismo do gene TNFA
(alelo 2) estd associado a doengas infecciosas e autoimunes, incluindo malaria
cerebral, artrite reumatodide, lupus eritematoso e diabetes (WILSON et al., 1993).

Apods o sequenciamento da regido 5°(-595 a +390) do gene humano TNFA
(NEDOSPASOQV et al.,, 1986). Wilson et al. (1992) descreveram uma mudanga
(polimorfismo) de base de G para A na posigao -308. A digestdo do produto da PCR
com enzima de restricdo Ncol confirmou a presenca de dois alelos: alelo 1 com dois
fragmentos de 87 pb e 20 pb e o alelo 2 com um unico fragmento de 107 pb. A
freqUéncia do alelo 1 foi de 84% e do alelo 2 foi de 16%. Os estudos de McGuire et
al. (1994) e Warzocha et al. (1998) mostraram que a maior freqléncia na presenca
do alelo 2 provoca um aumento nos niveis da citocina TNF-a e este fato estaria
associado a um pior prognostico para as doengas infecciosas.

Na literatura ha poucos estudos sobre a associagao entre o polimorfismo de

gene TNFA e doencga periodontal. Galbraith et al. (1998) relataram que neutrofilos



de pacientes com periodontite crénica e que apresentavam o polimorfismo do TNFA
(-308) produziam maior quantidade de TNF-a, mas n&o houve diferenga significativa
na distribuicdo do gendtipo entre os pacientes doentes e os saudaveis.

Kinane et al. (1999) estudaram a associagao entre PIP e o polimorfismo dos
genes TNFA (-308) e IL-10. Foram incluidos neste estudo 79 pacientes com PJG,
com idade inferior a 35 anos, sistemicamente saudaveis e com perda de insergao
interproximal > 5mm em pelo menos 8 dentes permanentes e 91 pacientes sem
doencga periodontal (grupo controle). Os resultados mostraram que nao houve
associacao entre estes polimorfismos e a PJG.

Shapira et al. (2001) realizaram um trabalho com a finalidade de verificar a
associagao entre o polimorfismo do gene TNFA (-308) com periodontite agressiva.
Dos 43 pacientes jovens que participaram do estudo, 16 eram portadores de PAgL e
9 de PAQG. Foi colhido 5 mL de sangue de cada individuo e realizada a PCR. Os
resultados mostraram que 81% dos pacientes doentes apresentavam o alelo 1 e
19% o alelo 2 e entre os pacientes saudaveis 74% possuiam o alelo 1 e 26% o alelo
2. Portanto as diferengas entre os grupos nao foram estatisticamente significantes e
nao foi possivel demonstrar qualquer ligacdo entre o polimorfismo genético na
posicéo -308 do gene TNFA e periodontite agressiva.

A associagéo entre o polimorfismo do gene TNFA (-308) e a PJG em
pacientes japoneses foi estudada por Endo et al. (2001). Quarenta e seis pacientes
com PJG e 107 japoneses saudaveis foram incluidos neste trabalho. A detecgéo do
polimorfismo foi realizada pela técnica de PCR-SSOP. Os resultados mostraram que
nao houve diferenga na frequéncia do polimorfismo entre os pacientes doentes e os

saudaveis e que a frequéncia do polimorfismo é baixa na populagéo japonesa.



3 PROPOSICAO

Baseados nas consideragdes expostas anteriormente, a proposicao deste
estudo foi avaliar a associagédo entre o polimorfismo dos genes IL-1A (-889) e

TNFA (-308) e a periodontite agressiva.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sele¢ao da amostra

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo sob o parecer n° 140/01, protocolo
142/01 e todos os pacientes que participaram do estudo foram informados sobre a
natureza do trabalho e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO A).

Neste estudo caso-controle foram recrutados 60 individuos, sendo 30
pacientes com periodontite agressiva e com idade inferior ou igual a 30 anos. Para a
forma localizada de PAg, a perda de inser¢ao estava presente nos primeiros molares
e incisivos e nao envolvia mais do que dois dentes além dos citados acima. Para a
forma generalizada da doencga, a perda de insergcédo foi detectada em pelo menos
trés dentes permanentes além dos primeiros molares e incisivos. A perda de
insercao tanto para a forma localizada como para a generalizada foi > 4 mm por
dente afetado (AAP, 1999).

O grupo controle foi composto por 30 individuos com idade inferior ou igual a
30 anos e sem evidéncia clinica de perda de insercdo > 3 mm em nenhum dos

dentes (AAP, 1999). Estes sujeitos apresentaram no minimo 24 dentes.



A amostra foi pareada por sexo e idade.

Foi realizada uma completa investigacédo sobre a historia médica e dental dos
individuos, tanto do grupo teste como do controle e todos apresentaram boa saude
geral. Foram excluidos do trabalho os individuos com histéria de diabetes, mulheres
gravidas ou em periodo de lactagao, individuos que utilizavam antiinflamatérios de
forma cronica, fumantes, individuos com histéria de hepatite e infeccéo por HIV.

Todos os participantes do estudo foram avaliados clinicamente por um Unico
examinador e foram registrados os seguintes parametros clinicos: indice de
sangramento a sondagem (SS), profundidade clinica de sondagem (PCS) em 6
sitios/dente e o nivel clinico de insercdao (NCI). Foram tomadas 14 radiografias
periapicais para os pacientes com PAg. Os pacientes foram tratados
periodontalmente e mantidos em um programa de controle e manutencéo

periodontal.

4.1 Coleta de saliva

Foram coletadas amostras de saliva, ndo estimulada, em um coletor universal
estéril, sendo posteriormente transferidas para tubos eppendorf de 2mL. As
amostras foram conservadas em freezer a -20°C até a realizacdo da extracdo do
DNA. Para a coleta da saliva os pacientes foram instruidos para ndo comer ou

escovar os dentes 30 minutos antes do exame.



4.2 Digestao enzimatica

Saliva na quantidade de 500uL foi transferida para um tubo eppendorf com
capacidade de 2 mL. Este material foi centrifugado por 5 minutos a 1000rpm, o
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado, duas vezes, com 1000uL de PBS
1X. Centrifugou-se novamente o tubo por 5 minutos a 2000rpm e o sobrenadante foi
desprezado. O pellet no fundo do tubo foi novamente lavado com 1000uL de PBS
1X, centrifugado e o sobrenadante foi novamente desprezado. O pellet no fundo do
tubo foi submetido a digestdo enzimatica com proteinase K.

Foi adicionado ao corpo de fundo de 200 a 400uL de tampao de lise estéril
NaCl (cloreto de sodio) 1M; TRIS 1M [tris(hidroximetil)aminometanol], pH 8; EDTA
(acido etileno diamino tetracético) 0,5M, pH 8; SDS 10% (sulfato de dodecil sddio)
(Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) e proteinase K (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, USA) na concentracdo final de 500 pg/mL. Os tubos foram mantidos em
banho Maria a 55°C e sob agitagao por trés a sete dias até a completa dissolugéo do
corpo de fundo. Foi adicionada solugdo de proteinase K (200 — 400 pg/mL) em
intervalos de 24 horas e os tubos foram invertidos pelo menos uma vez ao dia.

Apos a completa dissolugdo do material, ou seja, quando a solugédo do tubo
eppendorf ficou praticamente transparente, os tubos foram incubados a 95°C

durante 10 minutos, para inativagdo da proteinase K.



4.4 Extracao do DNA

A extracdo de DNA dos casos estudados foi realizada pelo método do acetato
de amobnio e do isopropanol, padronizado no Laboratério de Biologia Molecular da
Faculdade De Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (NEVES et al., 2002).

Foram adicionados 200uL de acetato de amoénio a 4M (Synth, BR) no tubo
contendo o lisado, para precipitacdo da proteina. O tubo foi homogeneizado por 20
segundos, incubado em gelo durante 5 minutos e centrifugados a 13.000 x g por 3
minutos. A proteina precipitada foi observada como um corpo no fundo do tubo. O
sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para outro tubo. Para a precipitagao
do DNA, foram adicionados 600uL de isopropanol 100%, homogeneizado e
centrifugado a 16.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o corpo
de fundo de DNA foi lavado com 600 pL de etanol 70% e centrifugado a 16.000 x g
por 2 minutos. Foi removido o alcool e apds a evaporacdo do etanol 70% a
temperatura ambiente, o corpo de fundo de DNA foi dissolvido em 30 a 50 uL de
tampao TE (Tris-HCI 10mM, pH 7,4 e EDTA 1mM, ph 8) e mantido a 4 °C até a

quantificacdo em espectrofotdbmetro.

4.5 Quantificagao

Foi realizada a quantificacdo em espectrofotémetro Beckman DU® 640 com

leitura em 260/280nm utilizando uma aliquota de solugcdo de cada amostra de DNA.



A absorvéncia de 260nm equivale a quantidade de DNA e a de 280nm, a de
proteinas. A pureza dos extratos de DNA foi obtida pela razdao de absorvéncia

260nm/280nm. O valor considerado ideal foi de 1,8 a 2,0.

4.6 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA obtido foi amplificado pela técnica da PCR utilizando-se iniciadores
especificos para cada gene que se desejava estudar, com sequéncias obtidas da
literatura, compreendendo de 18 a 30 nucleotideos (Tabela 4.1).

Todas as reagdes foram feitas em tubos de 0,5 mL para PCR adicionando-se:
formamida 1% (Invitrogen), tamp&do de PCR 1X (Tris-HCI 200mM, ph 8,4; KCI
500mM) (Invitrogen), dNTP 0,3 mM (2’- deoxinucleotideos 5'- triosfato, dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) (Invitrogen), MgCl, (Invitrogen), iniciadores senso e antisenso
(Invitrogen), Tag DNA 2U (Invitrogen), 100 - 300ng de DNA gendmico e agua estéril
para um volume final de 25pL.

Para o gene IL-1A (-889) foi utilizado 2mM de MgCl,, e para o TNFA (-308) foi
utilizado 2,5 mM de MgCl,. As quantidades de iniciadores senso e antisenso foram
de 500pM para o gene IL-1A (-889) e de 250pM para o gene TNFA (-308).

As condicbes de ciclagem da PCR foram otimizadas para os diferentes
iniciadores e como base foi utilizado, um ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C por 3
minutos, seguido de 38 ciclos de desnaturagcédo a 94°C durante 1 minuto, associagao

a 50°C por 50 segundos para o gene IL-1A (-889) e a 61°C por 50 segundos para o



gene TNFA (-308), extensdo a 72°C por 1 minuto e um ciclo de extensao final a
72°C por 7 minutos finalizava a reacao.

Em todas as reacdes de PCR foi utilizado um controle positivo e um controle
negativo, constituido por todos os reagentes presentes na reacao e isento de DNA.
O controle positivo para ambos os genes foi um caso de hiperplasia fibrosa
inflamatdria, o qual foi utilizado para padronizagao dos iniciadores.

O resultado da reacdo foi visualizado através da eletroforese do DNA
amplificado (78 Volts por 20 minutos) em gel de agarose 2% contendo brometo de
etidio (0,5 g/mL) e utilizando-se uma cuba horizontal com tampéao de corrida TAE
(Tris-acetato) 1x, pH 8,1. Para a visualizagdo e documentagcdo do gel de
amplificagdo do DNA foi utilizado um transluminador de luz ultravioleta (UV)
(Fotodyne, Inc) e uma camara fotografica Polaroid modelo DS 4 (Fischer Biotech)
com filme Polaroid tipo 667. Em todos os géis foi colocado, juntamente com as
amostras a serem analisadas, um marcador de pares de base (Low DNA Mass
Ladder, Invitrogen), que representa uma mistura equimolar de fragmentos de DNA

de 2000 a 1000 pb.

Tabela 4.1 — Relagéo dos iniciadores, enzimas de restrigdo utilizadas e os fragmentos esperados

Gene Senso Anti-Senso Enzima de Fraamentos
(5° > 3’) (5° > 3’) restricao 9
83pb + 16pb
AAGCTTGTTCTACC TTACATATGAG (alelo 1) e 99pb
IL-1A (-889) | A\CCTGAACTAGGC  CCTTCCATG Ncol (alelo 2)
87pb + 20pb
AGGCAATAGGTTTT TCCTCCCTGCT
TNFA (-308) | GaggaCCAT CCGATTCCG Ncol (alelot) e
107pb (alelo 2)




4.7 Analise do polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrigao

(RFLP)

O RFLP é baseado no padrao de fragmentos de DNA produzidos pela
digestao do produto de PCR com uma endonuclease especifica para a determinagéo
de polimorfismos. A técnica do RFLP envolve a clivagem de moléculas de DNA por
enzimas de restricdo, a separagao por eletroforese em gel dos fragmentos gerados e

sua visualizacdo em forma de bandas.

Para a analise de RFLP, tanto do gene IL-A (-889) quanto do TNFA (-308),
foram utilizados 5uL do produto de PCR, digerido durante 5 horas, a 37°C, com 2U
da enzima de restricdo NCOI, na presenca do tampao especifico 1X e agua esteéril

para um volume de 20uL.

Os fragmentos resultantes foram separados por tamanho, através de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% contendo glicerol 5% (2,6 mL TAE 10X,
5,2 mL glicerol 50%, 25 mL de acrilamida 30%, 520 uL de APS 10% e 52 pL
TEMED, agua milli-Q g.s.p. 50 mL). O produto da PCR foi misturado a um tampé&o
de corrida (EDTA 10 mM, bromofenolblue 0,05% e xilenocyanol 0,05%). Foram
utilizados dois padrbes de pares de bases: Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e 10
pb DNA Ladder (Invitrogen), utilizados para determinacdo do tamanho dos
fragmentos. A corrida foi feita em tampao TAE 1x, durante aproximadamente 6 horas

em temperatura ambiente.

Apds o término da corrida, o gel foi entdo corado pela prata e revelado para
a visualizagao das bandas do DNA. Inicialmente foi realizada a fixagdo com solugao

de etanol 10% e acido acético 0,75% por 20 minutos, seguida pela impregnacgéao



pela prata 0,2% por 30 minutos, lavagem em agua milli-Q por 2 minutos e revelagao
com solucéo de Hidréxido de sodio 3% (NaOH) e formaldeido 0,03% por 20 minutos.
A reacéo foi finalizada com solugéo de acido acético 10% por 12 minutos e lavagem
com agua milli-Q por 12 minutos. Todos os procedimentos foram realizados no
escuro e sob agitacdo (método modificado de BASSAM; CAETANO-ANOLLES;

GRESSHOFF, 1991). Todos os géis foram escaneados para posterior analise.

4.8 Analise dos resultados

A andlise dos resultados foi feita de acordo com a literatura (KORNMAN et
al., 1997; McDOWELL et al., 1995; WILSON et al. 1992) onde sdo observadas trés

possibilidades de bandas:

A - A banda cortada em dois fragmentos: individuos eram homozigotos para

o alelo 1 (gendtipo 1/1) ou

B - uma banda ndo cortada e a banda cortada em dois fragmentos:

individuos eram heterozigotos (genaétipo 1/2 ) ou

C - Apenas a banda n&o cortada: individuos eram homozigotos para o alelo

2 (gendtipo 2/2 ou gendtipo positivo para o polimorfismo).



Aplicando-se os conceitos descritos acima, a analise do gel de poliacrilamida
a 15% mostrou fragmentos de bandas de aproximadamente 83 pb+ 16 pb (gendtipo
1/1), ou de 99 pb + 83 pb + 16 pb (gendtipo 1/2) ou ainda de 99 pb (gendtipo 2/2) em
relacdo ao gene IL-1A (-889). Para o gene TNFA (-308) observamos fragmentos de
bandas de aproximadamente 87 pb + 20 pb (gendtipo 1/1), ou de 107 pb + 87 pb +

20 pb (gendtipo 1/2) ou ainda de 107 pb (gendtipo 2/2). (Figuras 4.1 e 4.2)

Figura 4.1 — Possibilidades de fragmentos de bandas para o gene IL-1A (-889)

99 pb— I
83 pb— I

16 pb—p I
11 1/2 2/2

Figura 4.2 — Possibilidades de fragmentos de bandas para o gene TNFA (-308)

107 pb—p I
87 pb—> I

20 pb—» IS
11 1/2 2/2

Esta analise foi feita utilizando-se os géis escaneados, em formato TIFF,
RGB, 300 dpis. Apos a andlise dos géis as imagens foram passadas para preto e

branco e adicionados textos explicativos, no programa AdobePhotoshop 5.0.



4.8 Analise estatistica

Para caracterizar a amostra foram utilizadas as frequéncias relativas
(percentuais) e absoluta (N) das classes de cada variavel qualitativa. Para as
variaveis quantitativas foram utilizadas médias e medianas para resumir as
informacdes, e erros-padrao, desvio-padrdo, minimo e maximo para indicar a

variabilidade dos dados.

Para comparar as distribuicbes de frequéncias entre duas variaveis
qualitativas foi utilizado o teste Qui-Quadrado de Pearson. O teste exato de Fischer
foi utilizado nas situacbes onde os valores esperados foram inferiores a 5. Para
valores de p menores do que 0,05 (p-valor<0,05) consideramos a associagao

estatisticamente significativa entre as variaveis.

Para compararmos os grupos com relagdo a variavel quantitativa idade,
aplicamos o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Foi utilizado o teste n&o
parameétrico, pois a variavel idade nao apresentou distribuicdo normal. Para valores
de p abaixo de 0,05, consideramos que os dois grupos sao diferentes com relagdo a

idade.

Para descrevermos a intensidade da concordancia entre as alteragées nos
dois genes, utilizamos a medida Kappa que é baseada no numero de respostas
concordantes, ou seja, no numero de casos cujo resultado € o mesmo nos dois
meétodos. O Kappa corresponde a uma medida de concordancia onde o valor zero
indica nenhuma concordancia e o valor 1 representa total concordancia. Para avaliar
se a concordancia foi razoavel, fizemos um teste estatistico para avaliar a

significancia do Kappa. Neste caso a hipotese a ser testada é se o Kappa ¢é igual a



zero, o que indicaria concordancia nula. No caso de rejeicao da hipotese (Kappa=0)
temos a indicagdo de que a medida de concordancia é significantemente diferente

de zero, o que indicaria que existe alguma concordancia.

Em todas as analises foi calculado o P-Value associado a Hipotese de

Nulidade (Ho) adotada em cada teste.

Os dados foram armazenados no programa MSOffice Excel versao 2000. Os

dados foram analisados nos programas estatisticos: SPSS for Windows 10.0.



5 RESULTADOS

Este estudo caso-controle constou

agressiva (grupo teste) e 30 pacientes sem doenga periodontal (grupo
controle). A descricdo das caracteristicas demograficas e sua comparacgéao

em relagdo aos dois grupos experimentais analisados € apresentada nas

Tabelas 5.1 e 5.2.

de 30 pacientes com periodontite

Tabela 5.1- Resultado da comparagéo dos grupos com relagéo ao sexo

Grupo

Controle Teste Total

Feminino l\l 23 24 a7
(%)| (76,70) (80,00) (78,30)

Sexo . 7 6 13
Masculino o,y 93 30)  (20,00) (21,70)

Total 30 30 60
(%)) (100)  (100)  (100)

p-valor = 0,754 (teste Qui-Quadrado)

Tabela 5.2- Resultado da comparagéo dos grupos com relagao a idade

N  MédiaMediana =10 Desvio o Maximo
padrdo padrio
Controle 30 26,4 27 0,58 3,16 21 30
Teste 30 25,93 25 0,6 3,27 21 30
Total 60 26,17 26 0,41 3,2 21 30

p-valor = 0,685 (teste Mann-Whitney)



A média de idade dos pacientes com PAg (25,93) foi similar a dos
pacientes do grupo controle (26,4). A porcentagem total de mulheres foi de
78,3%, sendo que no grupo teste foi de 80% e no controle de 76,7%. Com
estes resultados, pode-se afirmar que os grupos controle e teste séo
homogéneos com relagdo ao sexo e idade (p-valor >0,05).

Os numeros de dentes e de dentes afetados pela doenga (NCI = 4mm)
sao mostrados na Tabela 5.3. Verificou-se que o grupo controle apresentou
em média 28,53 dentes e nenhum dente apresentou NCI = 3mm. O grupo

teste apresentou em média 29,53 dentes, com 15,53 dentes doentes.

Tabela 5.3- Numero de pacientes, média, mediana, erro padrao, desvio padréo, valores maximo e
minimo dos dois grupos quanto ao numero total de dentes e dentes afetados pela

doenga
Gupo | N Média Mediana E70  DESVIO i Maximo
padrdo padrio

Total de Controle| 30 28,53 28 0,23 1,28 28 32
Dentes Teste 30 29,53 30 0,39 2,11 26 32
Total 60 29,03 28 0,23 1,8 26 32
Dentes Controle| 30 0 0 0 0 0 0
com Teste 30 15,53 16 0,81 4,42 7 24
Doenca Total 60 7,77 3,5 1,09 8,42 0 24

Através da analise do gel de poliacrilamida a 15% foi possivel
observar fragmentos de aproximadamente 83 pb+ 16 pb (gendtipo 1/1), ou de
99 pb + 83 pb + 16 pb (gendtipo 1/2) ou ainda de 99 pb (genétipo 2/2) em
relacdo ao gene IL-1A (-889). Para o gene TNFA (-308) observamos
fragmentos de aproximadamente 87 pb + 20 pb (genétipo 1/1), ou de 107 pb
+ 87 pb + 20 pb (gendtipo 1/2) ou ainda de 107 pb (gendtipo 2/2). (Figuras

5.1€5.2)



As frequéncias de gendtipos e de alelos dos genes IL-1A (-889) e
TNFA (-308) dos grupos controle e dos pacientes com PA estédo

representadas nas Tabelas 5.4 e 5.5.

Tabela 5.4- FreqUéncia dos gendtipos para IL-1A (-889) e alelos nos grupos controle e teste

Grupo Controle Grupo Teste Total
N (%) N (%) N (%)
2 1/1 19 (63,30) 17 (56,70) 36 (60,00)
g 2/ 8 (26,70) 12 (40,00) 20 (33,30)
0
S 22 3 (10,00) 1 (3,30) 4 (6,70)
© Total 30 (100) 30 (100) 60 (100)
Alelo 1 46 (76,70) 46 (76,70) 92 (76,70)
n
5 Alelo 2 14 (23,30) 14 (23,30) 28 (23,30)
<
Total 60 (100) 60 (100) 120 (100)
Genotipos: p-valor = 0,381 (teste Exato de Fisher)
Alelos : p-valor > 0,999 (teste Qui-Quadrado de Pearson)

Tabela 5.5- Frequiéncia de gendtipos para TNFA (-308) e alelos nos grupos controle e teste

Grupo Controle Grupo Teste Total
N (%) N (%) N (%)

@ 11 22 (73,30) 24 (80,00) 46 (76,70)
2 2/ 6 (20,00) 6 (20,00) 12 (20,00)
‘0
S 22 2 (6,70) - - 2 (3,30)
© Total 30 (100) 30 (100) 60 (100)

Alelo 1 50 (83,30) 54 (90,00) 104 (86,70)
n
3 Alelo?2 10 (16,70) 6 (10,00) 16 (13,30)
<

Total 60 (100) 60 (100) 120 (100)

Gendtipos: p-valor = 0,660 (teste Exato de Fisher)

Alelos: p-valor = 0,283 (teste Qui-Quadrado de Pearson)



Analisando os resultados da comparagao dos grupos com relagédo as
alteracdes nos genes IL-1A (-889) e TNFA (-308), podemos afirmar que néao
existe associagao estatisticamente significante entre grupo e alteragao, ou
seja, os dois grupos (controle e teste) ndo se diferem com relagdo as
alteracdes nos genes pesquisados (p-valor > 0,05).

A freqUiéncia de associagao entre os genes IL-1A (-889) + TNFA (-308) é mostrada

na Tabela 5.6.

Tabela 5.6- Concordancia entre os resultados dos genes IL-1A (-889) e TNFA (-308)

TNFA
1/1 2/1 o 0@l

. N | 27 8 1 36
(%) | (58,70) (66,70) (50,00) (60,00)

N | 16 3 1 20
1A 21T oy | (34,80) (25,00) (50,00) (33,30)
s, N | 3 1 i 4

(%) | (6,50) (8,30) -  (6,70)

ol N | 46 12 2 60
oa (%) | (100)  (100)  (100)  (100)

Kappa = -0,061 (p-valor = 0,556)

Nao foi possivel considerar que exista concordancia entre os gendtipos analisados,
pois o valor Kappa n&o foi significativo.



IL-1A — gel 1
LM Li0Cc- C+ C+ 3 3 4 4 7 7 8 8 10 10 M 1 13 13
sld cd sid cd sid cd sid cid sid cid sid cid sid cld sid cid

E e w— — 99pb

00pb — — — — —— -
1!02:— = -t e s g,
10pb —

IL-1A — gel 2

LM L10 C- C+ C+ t4 t4 t9 t9 t13 t8 t14 t14 115 t15 9 9 14 14
sid cid sid cd sid c/d sid cd sid cid sid c/d sid cid sid cid

100ph —— S —— — — -t —— e ————— e —— 99pb
Bﬂpb —_— A~ —_— P o - il ssph
—
S—
10pb —

LM:marcador de pares de base

L10: marcador de pares de base

pb: padréo de pares de bases

t: grupo teste

c: grupo controle

s/d: sem digestdo enzimatica

c/d: com digestdo enzimatica

C-: controle negativo

C+: controle positivo

gendétipo 1/1: gel 1) 3,7, 13; gel 2) t4, 19, 8, 14
gendtipo 1/2: gel 1) 4, 8, 10, 11; gel 2) t14
genotipo 2/2: gel 2) t15, 9

Figura 5.1 — Gel de poliacrilamida 15%, mostrando PCR-RFLP para o gene IL-1A
(- 889)



TNFA - gel 1

LM Li0 ¢c- C+ C+ t4 4 t9 t9 t10  t10 t12 t12 13 13 t5 t15
sid cid sid cd sid cd sid cid sid cld s/d c/d sid cid

100pb e — rr—- - — e — W s W 107pb
| — - p— - — —— - 87pb
-
—
—
10pb — —
TNFA - gel 2
LM L0 c. G ¢+ 7 7 10 10 13 13 14 14 20 20 25 25
" sid cid sid cid sid cd sid cd sid cd sid cd sid cd
100ph —— e — —— — N — — P — 1:':9::
= v _ = e "
10pb —

LM:marcador de pares de base

L10: marcador de pares de base

pb: padrédo de pares de bases

t: grupo teste

c: grupo controle

s/d: sem digestdo enzimatica

c/d: com digestdo enzimatica

C-: controle negativo

C+: controle positivo

genotipo 1/1: gel 1) t4, 19, t12, t15; gel 2) 7, 10, 14, 20, 25
genoétipo 1/2: gel 1) t10, t13 ; gel 2) 13

Figura 5.2 — Gel de poliacrilamida 15%, mostrando PCR-RFLP para o gene TNFA
(- 308)



6 DISCUSSAO

A associacao entre o polimorfismo genético IL-1A (-889) e TNFA (-308) foi
analisada em um grupo de 30 pacientes brancos e nao fumantes com periodontite
agressiva. Como grupo controle foram examinados 30 pacientes brancos e néao
fumantes sem doenca periodontal.

Embora nao tenha sido proposital, todos os pacientes portadores de PAg
apresentavam a forma generalizada da doenga, com média de 15,53 dentes
doentes.

Um numero expressivo de estudos foi realizado para se determinar a
prevaléncia de doencga periodontal em individuos jovens e, ao se analisarem esses
dados, observa-se variagao de 0,1 a 15% na prevaléncia de periodontitis agressivas
localizada e generalizadas (LOE; BROWN, 1991; MARAZITA et al.,1994; HART et
al., 1993). No Brasil, os estudos tém mostrado resultados extremamente diferentes
na prevaléncia das PAg. Tinoco et al. (1997) relataram prevaléncia de 0,3%, Gjermo
et al. (1984) observaram 2,63% de pacientes com PJL e Cortelli et al. (2002)
encontraram prevaléncia de 1,66% para PAgL e de 3,66% para PAgQG. Estas
variagbes de resultados sao possivelmente decorrentes de caracteristicas regionais
e socioecondmicas dos diferentes locais onde os estudos foram realizados, dos

diferentes critérios de classificacdo da doenca, do tamanho da amostra e



principalmente da faixa etaria das populagdes estudadas, que em geral fica proxima
dos 15 anos de idade.

Um importante aspecto a ser considerado sao os diferentes tamanhos de
amostras utilizadas. No presente estudo a amostra foi pequena em comparacao aos
estudos de Hodge; Riggio; Kinane (2001) que avaliaram a relagao polimorfismo e a
PIP em 56 pacientes com PJG e em 56 controles, Endo et al. 2001 que utilizaram 44
pacientes com PAgG e 104 pacientes sem doenga periodontal e Walker et al. que
estudaram 37 pacientes com PJL e 104 pacientes saudaveis. Segundo Gunsolley et
al. (1995), estudos realizados em amostras pequenas podem néo indicar diferengas
estatisticamente significantes, que apareceriam observando-se populagdes maiores.

Também se deve salientar que foram utilizados critérios rigidos na selegao
da amostra deste estudo. O exame clinico foi realizado por um Unico examinador, a
sondagem clinica periodontal foi realizada em seis pontos em todos os dentes,
observando-se as medidas de profundidade a sondagem e nivel clinico de insergao.
Foram utilizados exames radiograficos periapicais, com o proposito de auxiliar o
estabelecimento do diagndstico periodontal. O critério de classificagdo da doencga foi
o definido pela AAP (1999). Nenhum paciente recebeu algum tipo de tratamento
periodontal previamente a realizagdo dos exames clinico e radiografico. Além disso,
nenhum paciente poderia ser fumante.

Para Walker et al. (2000), os resultados entre associagao de polimorfismos
genéticos e severidade da doencga periodontal, s6 podem ser extrapolados para uma
determinada populacdo quando a amostra for de aproximadamente 180 pacientes
com PAg e 540 controles. Entretanto, a realizacdo de um estudo com uma amostra
tdo grande pode ser inviavel devido a baixa prevaléncia da doenga na populagéo.

Gunsolley et al. (1995), demoraram 15 anos para diagnosticar 142 pacientes com



PJL e 185 com PJG. Isto se deve provavelmente a baixa prevaléncia destas
doencas na populacao.

Em nosso trabalho, os dois grupos experimentais foram homogéneos em
relagcdo as variaveis demograficas sexo e idade. Tanto no grupo teste como no
controle, havia mais mulheres do que homens. O predominio da populacido feminina
com PAg, também foi encontrado nos trabalhos de Endo et al. (2001) e de Hodge;
Riggio; Kinane (2001). Isto pode ser explicado por uma maior busca de terapia
periodontal por mulheres acarretando numero elevado de probandos do sexo
feminino (HART et al.,, 1991). Todavia, este fato ndo € comprovado quando se
analisam os descendentes diretos dos probandos, em que se verifica distribuicao
equivalente da doenca periodontal entre individuos do sexo feminino e masculino
(HART et al., 1991; BOUGHMAN et al., 1986).

Baseados em estudos anteriores (KORNMAN et al., 1997; SALVI;
LAWRENCE; OFFENBACHER, 1997) estabeleceram-se alguns critérios de excluséo
e pacientes que apresentavam indicadores ou fatores de risco sistémicos ou
comportamentais ndo foram incluidos neste trabalho. Um dos fatores de risco mais
relacionados com o aumento na incidéncia e na severidade da doencga periodontal é
o fumo (BECK; KOCH; OFFENBACHER, 1995; GROSSI et al., 1994; RIVERA-
HIDALGO, 2003). Pacientes fumantes n&o participaram deste estudo com o objetivo
de se eliminar este fator de risco da nossa amostra, pois o fumo poderia ocultar a
relacdo polimorfismo-doenga. A associagdo do polimorfismo genético com o
aumento da severidade da periodontite crénica encontrada por Kornman et al.
(1997), somente ocorreu em pacientes ndo fumantes.

Schenkein et al. (1995) mostraram que pacientes fumantes com PJG

tinham mais dentes afetados e maior perda de insercdo do que pacientes nao



fumantes, mas a perda de insergao nao foi afetada pelo cigarro em pacientes com
PJL. Fumantes com idade entre 19 e 30 anos tém em média 3,8 vezes mais chance
de desenvolver periodontite que um paciente nao fumante (HABER et al., 1993).

Ha fortes evidéncias mostrando que certos grupos raciais estdo associados
com um risco maior de desenvolver PIP (ALBANDAR et al., 1997). Lée; Brown
(1991) mostraram uma maior prevaléncia de PIP em negros e que estes possuem 15
vezes mais chance de desenvolver a doenca que os caucasianos. Mas quando
individuos de diferentes ragas (americanos caucasianos e negros) pertencentes ao
mesmo grupo soécio-econdmico foram comparados, ndo houve diferenga quanto a
susceptibilidade a destruicdo periodontal (GROSSI et al., 1994; GROSSI et al.,
1995).

Uma forte evidéncia entre a associagdo do polimorfismo genético IL-1A (-
889) e IL-1B (+3953) com a severidade da doenga periodontal foi mostrada através
do trabalho de Kornman et al. (1997), onde pacientes europeus, ndo fumantes, com
periodontite cronica e que carregam o alelo 2 apresentaram um risco 19 vezes maior

de desenvolver a doencga periodontal quando comparados aos portadores do alelo 1.

Poucos estudos tém avaliado esta associacdo em diferentes formas de
periodontite em diferentes paises do mundo (ARMITAGE et al.; 2000, TAI et al.,
2002; THOMSON et al., 2001; WALKER et al.,, 2000). Contraria as frequéncias
encontradas em pacientes caucasianos, a prevaléncia do genotipo positivo para IL-1
foi baixa (2,3%) em chineses portadores de periodontite cronica (TAI et al., 2002) e
de 22,5% para individuos afro-americanos, também portadores de periodontite

cronica (WALKER et al., 2000).



Embora a amostra deste estudo tenha sido pequena, os resultados
encontrados estdo de acordo com os descritos por outros autores que utilizaram
amostras de pacientes com periodontite agressiva. No grupo controle foi encontrado
a frequéncia de 63,3% para o gendtipo 1/1, 26,7% para o gendtipo 2/1 (heterozigoto)
e 10,0% para o gendtipo 2/2 do gene IL-1A (-308). A frequéncia dos mesmos
gendtipos no grupo teste pareceu nao ser estatisticamente diferente: 56,7% para o
gendtipo 1/1, 40% para o gendtipo 1/2 e 3,30% para o gendtipo 2/2. A frequéncia do
alelo1 para ambos os grupos foi de 76,7% e do alelo 2 foi de 23,3%, também para
ambos 0s grupos.

A transmissao do alelo 1 do gene IL-1A (-889) em individuos afro-
americanos e caucasianos com PIP foi mais freqliente do que a do alelo 2 (DIEHL
et al.,, 1999). Hodge; Riggio; Kinane (2001) também nao conseguiram mostrar a
associacao entre o polimorfismo genético IL-1A (-889) com periodontite juvenil
generalizada em pacientes europeus brancos. A frequéncia do alelo 2 foi de 33,9%
no grupo teste e de 34,8% no grupo controle. Os resultados de Gonzalez et al.
(2003) também nao conseguiram associar a presenga do polimorfismo para IL-1A (-
889) com periodontite agressiva generalizada em pacientes europeus e da América
Central. Todos os pacientes apresentaram o alelo 1, enquanto 90.9% dos controles
europeus e 92.2% dos controles da América Central foram positivos para o alelo 1.
O fumo nao alterou os resultados e pareceu n&o ser significante quando se
comparou pacientes com PJG e controles. Entretanto, Mc Guire; Nunn (1999)
relataram que um gendtipo positivo para polimorfismo IL-1 aumenta em 2,7 o risco
de perda dental, enquanto o fumo aumenta em 2,9 vezes. Quando ambos estao

combinados o risco é de 7,7 vezes.



Com o mesmo objetivo de se avaliar a susceptibilidade a doenca
periodontal, outros polimorfismos genéticos foram estudados; entre eles o TNFA.
Entretanto, poucos sao os estudos que avaliaram esta possivel associagao.

Shapira et al. (1994), demonstraram que mondcitos isolados do sangue de
pacientes com PIP secretavam mais TNF-a do que pacientes sem doenca
periodontal. Este resultado sugeriu que uma produgcédo aumentada deste mediador
quimico pode influenciar a patogénese da periodontite agressiva. Entretanto,
Shapira et al. (2001) ndo conseguiram demonstrar nenhuma associagao entre o
polimorfismo genético e a periodontite agressiva localizada.

Em relagcdo ao gene TNFA (-308) este estudo mostrou uma frequéncia de
73,3% para o gendtipo 1/1, 20% para o gendtipo 2/1 e 6,7% para o gendtipo 2/2 no
grupo controle e de 80% para o gendtipo 1/1 e 20% para o gendtipo 2/1 no grupo
teste. O alelo 1 ocorreu com frequéncia de 83,3% para o grupo controle e de 90%
para o grupo teste. O alelo 2 foi observado com frequéncia de 16,7% para o grupo
controle e de 10% para o grupo teste.

Este resultado esta de acordo com os de Kinane et al. (1999) que também
nao encontraram nenhuma associagdo entre o polimorfisno do gene TNFA e a
periodontite agressiva generalizada. Trabalhos em pacientes com periodontite
cronica também ndo conseguiram detectar diferencas entre a populagao doente e a
saudavel em relacdo a distribuicdo do genotipo TNFA (-308) (KORNMAN et al.,
1997). Galbraith et al. (1999) encontraram que o alelo 1 € mais frequente (95%) em
pacientes com doenga periodontal severa comparado com pacientes com gengivite
(65%). Entretanto, a prevaléncia do alelo 1 foi de 76%, sem nenhuma diferenca
entre as populagdes de pacientes com periodontite crénica e de individuos

saudaveis. O resultado de Shapira et al. (2001), mostrou um ligeiro aumento, mas



nao estatisticamente significante, na prevaléncia do gendétipo 1/1 em pacientes com
PA.

Quando se avaliou, neste estudo, a freqiéncia de gendtipos do IL-1A e
TNFA nao foi possivel considerar que exista concordancia entre os dois genes
estudados. Talvez fosse importante estudar outros genes para que seja possivel
avaliar a concordancia entre eles.

Para Schenkein (2002) se a informagao genética nao for importante para se
estabelecer um diagnéstico, prognéstico ou terapéutica, entdo o exercicio de se
definir o risco genético para periodontite ndo € muito praticavel. Além disso, os
clinicos sao treinados para identificar os fatores etiolégicos responsaveis pela
doenca e sugerir planos de tratamento dirigidos a modificar estes fatores. Entretanto,
pelo menos por enquanto, 0s genes sao inalteraveis e ndo podemos trata-los ou
modifica-los. Para Nevins, M; Nevins, ML (1998) a presenca de um polimorfismo
genético ndo deve ser considerada como diagndéstico para doenga periodontal. Ele
deve atuar como um indicador de prognoéstico, auxiliando um profissional a optar
pela melhor conduta de tratamento, pois a escolha da terapia é baseada n&o so6 na
destruicdo periodontal que o paciente apresenta, como também no seu risco futuro
de desenvolver problemas periodontais mais severos. O conhecimento do perfil
genético de individuos que sao susceptiveis a periodontite identificaria aqueles
individuos cuja exposi¢do ambiental deve ser modificada para prevenir a doenga.

Os dados apresentados mostram que as PA s&o consideradas doencas
multifatoriais, desenvolvidas como resultado de complexas interacbes entre o
hospedeiro, a microbiota e o ambiente. As dificuldades em se associar o
polimorfismo genético com a periodontite agressiva pode ser explicada pela

auséncia de um unico gene de maior expressao para a doenga. Talvez existam



outros genes que podem alterar a expressdo de outros genes e influenciar a
expressao clinica da doenga ou pode ser necessaria a associagao de multiplos
polimorfismos para que se possa ocorrer um aumento na severidade da doenca ou,
ainda, genes especificos podem ser diferentes em varias populagdes e/ou grupos
étnicos e uma verdadeira heterogeneidade na susceptibilidade a doenga pode estar
presente.

Dentro das limitagdes metodoldgicas, deve-se considerar a possibilidade de
realizagcao de avaliagdes microbioldgicas nos pacientes do nosso estudo. A detecgao
de microrganismos periodontopatogénicos com Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis poderia complementar uma
possivel avaliagdo de risco a periodontite agressiva nestes pacientes. Também nos
parece razoavel pensar no monitoramento clinico dos pacientes que nao
apresentaram um gendtipo positivo para a periodontite agressiva, a fim de
verificarmos se estes sujeitos ndo apresentardo a doenga periodontal. Além disso,
pesquisar o polimorfismo de outros genes como: IL-1B (-511), IL-1B (+3953), IL-
1RN, IL-6, IL-10, o que constitui a proxima etapa deste trabalho. Sendo assim,
poderemos avaliar de maneira mais precisa a influéncia dessas variaveis sobre a

doenca periodontal.



7 CONCLUSAO

Dentro das imitagdes do presente estudo, pode-se concluir que:
nao houve a associagdo entre o polimorfismo dos genes IL-1A (-889) e

TNFA (-308) e a periodontite agressiva.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER n° 140/01
Protocolo 142/01

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa,
APROVOU o protocolo de pesquisa "Associagdo do polimorfismo dos
genes IL-1A (-889), IL-1B (-511), IL-1B (+3953), IL-1RN e TNFa-308 com
periodontite de incidéncia precoce”, de responsabilidade da pesquisadora
Nivea Maria de Freitas, sob orientacdo do Professor Doutor Roberto Fraga

Moreira Lotufo.
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Sio Paulo - SP Diretoria Telefax(011) 3814 0062 - 3818 7817/60 Compras Telefax (011) 3814 9281
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APENDICE A

APENDICE A — Distribuicdo dos individuos do grupo controle segundo as
variaveis sexo, idade, total de dentes e total de dentes com

doenca periodontal

No. Sexo ldade Total de Dentes com
Dentes Doenga
1 F 30 28 0
2 F 24 30 0
3 M 29 28 0
4 F 28 28 0
5 F 30 28 0
6 F 30 28 0
7 M 24 28 0
8 F 28 28 0
9 F 25 28 0
10 F 30 28 0
11 F 22 28 0
12 F 28 32 0
13 F 25 28 0
14 M 30 28 0
15 F 30 28 0
16 F 30 28 0
17 F 29 28 0
18 M 30 28 0
19 F 22 28 0
20 M 27 28 0
21 F 23 28 0
22 F 25 28 0
23 F 22 32 0
24 F 28 30 0
25 M 27 28 0
26 F 22 28 0
27 F 24 32 0
28 F 21 28 0
29 F 22 28 0
30 M 27 28 0




APENDICE B

APENDICE B- Distribuicdo dos individuos do grupo teste segundo as
variaveis sexo, idade, total de dentes e total de dentes com

doenca periodontal

No. Sexo Idade Total de Dentes com
Dentes Doenga
1 F 25 32 18
2 F 22 28 12
3 F 30 32 22
4 F 23 30 20
5 F 25 26 11
6 F 22 30 12
7 F 21 30 17
8 F 30 28 14
9 F 27 28 15
10 M 30 30 20
11 M 23 28 16
12 F 25 31 7
13 M 22 32 13
14 M 30 30 15
15 F 28 28 24
16 M 28 32 12
17 F 30 27 19
18 F 24 26 18
19 F 30 32 22
20 F 28 32 22
21 F 22 32 14
22 F 25 27 8
23 F 30 27 8
24 F 22 32 17
25 F 25 28 17
26 F 30 28 13
27 F 30 28 17
28 M 25 32 10
29 F 22 32 17
30 F 24 28 16
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