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Resumo

Objetivo: Determinar a frequéncia de polimorfismos bialélicos em IL-14 (rs1800587, posicdo -889) e IL-1B
(rs1143634, posicao +3954) numa amostra de individuos da regido de Antioquia, Coldmbia, com diagnds-
tico de periodontite periapical cronica ou periapice saudavel; avaliando sua possivel associagdo, junto com
o habito de fumar, no desenvolvimento de periodontite perirradicular. Materiais e métodos: A amostra
incluida neste estudo consistiu em 54 individuos da regido de Antioquia, Coldmbia com diagnéstico clinico
e imaginolégico de periodontite periapical cronica (n = 27) ou com periapice saudavel (n = 27). O genétipo
dos individuos foi determinado utilizando-se andlises dos polimorfismos do comprimento de fragmentos
de restricdo (RFLPs), apos realizada a extragdo do DNA da mucosa oral. Resultados: Foi encontrada uma
associacdo, embora ndo estatisticamente significativa, entre o efeito combinado de fumar e apresentar pelo
menos um alelo mutante em /L-1B (rs1143634, posicdo +3954, C/T), com o desenvolvimento de periodon-
tite periapical (OR =4,8; 0,2 - 99,1). Isto mesmo ocorreu com as variaveis de fumar (OR = 3,7; 0,5 - 29,2), ou
apresentar pelo menos um alelo mutante em /L-14 (rs1800587, posi¢do -889, C/T) (OR = 3,2; 0,5 - 19,0).
Conclusio: A presenca de polimorfismos genéticos bialélicos em IL-1 parece constituir, junto com o habito
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Abstract

de fumar, fatores de risco para o desenvolvimento de periodontite apical cronica ap6s o desenvolvimento
de necrose pulpar.

Palavras-chave: Periodontite periapical. Citocinas. Polimorfismos de nucleotideo unico.

Objective: The aim of this study was to determine the frequency of biallelic polymorphismsin IL-1A (rs1800587,
position -889) and 1L-1B (rs1143634, position +3954) in a sample of individuals from Antioquia department,
diagnosed with chronic periapical periodontitis or healthy periapex, evaluating their possible association, to-
gether with tobacco habits, in the development of perirradicular periodontitis. Material and methods: The
sample consisted of 54 individuals with a clinical and imagenologic diagnosis of chronic periapical periodonti-
tis (n = 27) or healthy periapex (n = 27). The genotype of individuals was determined by using restriction frag-
ment length polymorphism (RFLPs), after the DNA extraction from buccal mucosa. Results: Association was
found, although not statistically significant, between the combined effect of smoking and having at least one
mutated allele in 1L-1B (+3954 position, C/T), with the development of periapical periodontitis (OR = 4.8, 0.2 -
99.1). Also, smoking (OR = 3.7, 0.5 - 29.2), or having at least one mutated allele in IL-1A (rs1800587, position
-889,C/T)(OR =232, 0.5-19.0), were associated with periapical periodontitis development, even though with
p values greater than 0.05. Conclusion: The presence of biallelic genetic polymorphisms in IL-1 appears to be,
along with smoking, risk factors for chronic apical periodontitis after the development of dental pulp necrosis.

Keywords: Periapical periodontitis. Cytokines. Single nucleotide polymorphisms.

Introducao

A periodontite periapical, uma sequela comum
apos a colonizagdo microbiana da polpa, ocorre como
uma resposta do hospedeiro a progressao dos mi-
crorganismos desde os sistemas de condutos radi-
culares ao tecido perirradicular, o que pode levar a
processos de remodelagdo tissular patolégica, cujo
resultado final, frequentemente, é a reabsorc¢ao 6s-
sea desse tecido (1-3). Tais mudancas patolégicas
se iniciam logo ap6s o desenvolvimento da necrose
pulpar, como resultado de um processo de carie ou
trauma, e depois da coloniza¢do do sistema de ca-
nais radiculares por microrganismos provenientes
da cavidade oral, principalmente bactérias, por meio
do estabelecimento de comunidades tipo biofilme
(3)- No entanto, o curso desse processo patoldgico e
a resposta clinica ao tratamento diferem entre pa-
cientes, pois existe uma variabilidade individual na
resposta inflamatéria diante do desafio microbio-
légico, a qual é determinada por fatores genéticos
ou por sua interacdao com fatores ambientais, como
aqueles relacionados com os habitos do individuo,
por exemplo, fumar (4).

O processo inflamatoério periapical ativo se ca-
racteriza por um infiltrado celular com predominio

de neutréfilos, macréfagos, linfécitos T (principal-
mente CD4+), linfécitos B e células plasmaticas (5-
8). Em conjunto, essas células produzem diversos
tipos de moléculas que regulam a resposta imune
do hospedeiro. As citocinas, por exemplo, sio mo-
léculas de sinalizacdo com estrutura peptidica e ca-
racteristicas pleiotrdpicas, as quais agem como me-
diadores e moduladores da resposta inflamatdria e
imune, além de cumprir papéis-chave na patogéne-
se de doencas inflamatérias (9, 10).

A interleucina-1 (IL-1), uma citocina funcional
que ¢ a principal mediadora da resposta inflama-
toria, contribui na patogénese de diversas doengas
cronicas caracterizadas por processos de reabsor-
¢do Ossea, como a periodontite, peri-implantite e
periodontite apical, ao estimular a atividade osteo-
clastica (1, 11-22). Essa citocina é secretada princi-
palmente por macréfagos e células endoteliais, em
resposta a antigenos bacterianos, e sua sintese é
determinada pelos genes IL-14, IL-1B e IL-1RA, os
quais codificam para as isoformas alfa (IL-1a), beta
(IL-1B) e o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra),
respectivamente (9, 13).

Os genes IL-1A e IL-1B, se encontram localizados
no brago longo do cromossomo dois e sdo conside-
rados genes polimdrficos (23-26). Isso significa que,
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em mais de 1% dos individuos da espécie, o gene
apresenta variagdes nas suas sequéncias codificantes
ou reguladoras, o que poderia traduzir-se em fendti-
pos diferentes. Alguns polimorfismos genéticos, cha-
mados polimorfismos de nucleotideo inico (SNPs),
constituem 90% das varia¢des encontradas no geno-
ma humano. Esses tipos de polimorfismos podem se
apresentar na regido codificante ou na regiao regula-
dora do gene, o que poderia introduzir mudancas na
sequéncia de aminoacidos da proteina codificada ou
na taxa de produgdo da proteina codificada.

De fato, tem sido reportado que a substituicao de
uma citosina (C) por uma tiamina (T) no promotor
de IL-1A (rs1800587, posicdo —889) e no éxon 5 de
IL-1B (rs1143634, posicdo +3954), se relaciona com
um incremento nos niveis de IL-1a e IL-1f3 no fluido
crevicular gengival (25, 27-29). Assim, seria factivel
especular que a presenca de tais polimorfismos pode-
ria exacerbar a resposta inflamatdria do tecido perir-
radicular perante o desafio microbiano, modificando
0 curso e a resposta ao tratamento da necrose pulpar,
tal e como tem sido demonstrado por Morsani et al.
(17). E assim que os polimorfismos antes menciona-
dos poderiam ser considerados como possiveis mar-
cadores de suscetibilidade a periodontite periapical.
No entanto, a prevaléncia desses polimorfismos va-
ria entre diferentes populacdes e o impacto que eles
tém em relacdo as lesdes perirradiculares, que no
caso da populacdo colombiana, ainda deve ser deter-
minado. Adicionalmente, ainda ndo se tem estudado
a interagao entre tais polimorfismos e o status de fu-
mante do paciente como fator de risco da doenca.

Por esse motivo, o objetivo deste estudo foi deter-
minar a frequéncia de polimorfismos bialélicos em
IL-1A (rs1800587, posicao —889) e IL-1B (rs1143634,
posicdo +3954), numa amostra de individuos com
periodontite periapical cronica, periapice saudavel
ou, avaliando sua possivel associacdo com o habito
do tabagismo, no desenvolvimento da periodontite
perirradicular.

Materiais e métodos
Amostra

Os sujeitos incluidos neste estudo (n = 54) foram
recrutados na Unidade de Servigos Odontoldgicos

da Universidad CES (Sabaneta-Colémbia), durante
os meses de Fevereiro a Junho de 2011. Todos os

sujeitos aceitaram participar voluntariamente na
pesquisa, depois de serem informados sobre seus
objetivos e protocolo, assinando um consentimento
informado aprovado pelo Comité de Etica da Uni-
versidade CES.

Incluiram-se somente aqueles pacientes com
diagndstico de necrose pulpar em um s6 dente e
com condicdo perirradicular de peridpice sauda-
vel ou periodontite apical crénica. O diagnéstico
foi feito mediante a avaliacdo clinica e imagenolé-
gica, realizando provas de sensibilidade térmica e
elétrica e com a obtenc¢do de imagens por radiovi-
siografia (GENDEX, KaVo Dentaria GmbH; Biberach
- Alemanha) e tomografia computadorizada Cone
Beam (Veraviewepocs 3D Digital Imaging System; J.
Morita USA, Inc.; Irvine, CA - USA). Foram excluidos
aqueles pacientes com diagnoéstico de abscesso pe-
riapical agudo.

Por outro lado, foi aplicado a cada paciente um
questionario no qual se perguntou o seu lugar de
nascimento e o de seus pais. S6 foram incluidos na
pesquisa aqueles pacientes que, igual a seus pais, ti-
vessem nascido na regido de Antioquia, Colédmbia.
Além do lugar de nascimento, também se questio-
nou ao paciente sobre alguns antecedentes médicos
e odontolégicos e o habito de fumar.

Amostragem

Foram tomadas amostras de enxague e de cotone-
tes usados por cada um dos pacientes, com o objetivo
de obter células da mucosa oral a partir das quais ex-
trair o acido desoxirribonucleico (DNA). O protocolo
empregado, constituiu uma modificacdo dos méto-
dos descritos por Lum e Le Marchand e Cozier et al.
(30, 31).

O procedimento de obten¢do das amostras acon-
teceu com o paciente sentado na cadeira odontolé-
gica. Dez mililitros de solug¢do salina isotonica esté-
ril (SSIE) foram empregados para irrigar a cavidade
oral do paciente, o qual realizou um enxague bucal
vigoroso durante um minuto. O enxague foi coletado
em tubos tipo Falcon™ de 50 mL (BD Biosciences).
Para a amostragem com o cotonete estéril, o pacien-
te o esfregou no interior de sua boca, em cada uma
de suas bochechas, por 30 segundos. O cotonete foi
depositado no mesmo tubo que continha o enxague
bucal. A amostra foi armazenada a 4 °C até ser pro-
cessada (em menos de uma semana).
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Extracdo de DNA

A amostra foi submetida a agitacdo com voértex
durante cinco segundos e centrifugada a 2000 rpm
durante cinco minutos, depois de retirar o cotone-
te. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de SSIA, para logo ser sub-
metido novamente a centrifugacdo. Este lavado foi
repetido outra vez. Logo apés o descarte do sobre-
nadante, o sedimento foi finalmente ressuspendido
em 150 pl de uma solugdo a 20% [w/v] da resina
Chelex®-100 (Sigma-Aldrich Co, LLC; St. Louis, MO -
USA), agitado com vortex e incubado a 56 °C durante
15 minutos. Mais tarde, a amostra se homogeneizou
e foi incubada a 96 °C durante dez minutos. Apos
permitir a sedimentacdo da resina e o tubo atingir
a temperatura ambiente, 50 uL. do sobrenadante fo-
ram transferidos para um tubo novo com 10 pL de
tampao Tris-Acetato-EDTA (Tampao TAE) [1X].

A concentracdo e o nivel de contaminacdo pro-
teica do DNA total extraido foram determinados
por espectrofotometria medindo a absorbancia no
comprimento de onda de 260 nm e por meio da rela-
¢d0 260/280, respectivamente, empregando o equi-
pamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific Inc;
Wilmington, DE - USA). Para avaliar a integridade do
DNA, se realizou uma eletroforese em gel de agarose

(Agarose ITM; Amresco®, Solon, Ohio - USA) ao 1%,
conducida a 8 V/cm em tampao TAE [1X]; empregan-
do uma cAmara de eletroforese Wide Mini-Sub® Cell
GT (Bio-Rad; Laboratories, Inc) e uma fonte de poder
PowerPac™ Basic (Bio-Rad; Laboratories, Inc). Logo,
o gel se coloriu com brometo de etidio (Amresco®,
Solon, Ohio - USA), com uma concentrac¢do final de
5 ug/ml. A visualizagdo desse gel ocorreu com a utili-
zagdo do transiluminador EpiChem?® Darkroom (UVP
Biolmaging Systems; Upland, CA - USA) e o software
de aquisicdo e andlise de imagens LabWorks™ (ver-
sdo 4.5).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de amplificagdo dos genes que codi-
ficam para as IL-1a e IL-1 humanas se realizaram
num termociclador C1000TM (Bio-Rad; Laboratories,
Inc.), empregando os primers relatados por Pociot
etal. (25).

Na PCR para IL-14, os primers amplificam um
fragmento de 99 pb (Figura 1). O primer forward (5'-
AAG CTT GTT CTA CCA CCT GAA CTA GG - 3") esta
localizado nas posi¢des 464 a 492 do gene humano
que codifica para a citocina pré-inflamatéria IL-
la (GenBank acesso n. X03833.1). O primer reverse

1000 pb

300 pb
200 pb

100 pb

50 pb

Figura 1 - Produto de amplificacdo da PCR para IL-1A. O fragmento amplificado corresponde a um fragmento de 99 pb. Os nime-
ros que aparecem acima dos pogos correspondem ao cédigo designado a diferentes pacientes
Legenda: MPM = marcador de peso molecular; CP = controle positivo; CN = controle negativo.

Fonte: Dados da pesquisa.
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(5'- TTA CAT ATG AGC CTT CCA TG - 3'") esta locali-
zado nas posi¢des 550 a 569 do mesmo gene.

No caso da PCR para IL-1B os primers amplifi-
cam um fragmento de 194 pb (Figura 2) (posi¢cdes
+3816 a +4066). O primer forward (5'-CTC AGG
TGT CCT CCA AGA AAT CAA A-3"), esta localizado
nas posi¢des 269 a 293 do gene humano que codi-
fica para a prolL-1f - éxon cinco e introns quatro e
cinco - (GenBank acceso n. X52430.1). O primer re-
verse (5'- GCT TTT TTG CTG TGA GTC CCG - 3') esta
localizado nas posi¢des 442 a 462 do mesmo gene.

A especificidade dos primers se confirmou usando
a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), disponivel online. O editor de alinhamento
das sequéncias bioldgicas BioEdit (Ibis Biosciences;
Carlsbad, CA - USA), foi empregado para estimar os
tamanhos de banda esperados, assim como o correto
alinhamento dos primers.

Cada mistura de reagdo de PCR, se realizou em
um volume final de 25 pL que continha 1X de tam-
pdo KCl, 1.5 uM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer,
0,2 mM de cada dNTP, 1U de Taq polimerase recom-
binante e 1 pL. de DNA. Todos os reagentes empre-
gados foram adquiridos com Fermentas (Fermentas
Inc, Glen Burnie, MA - USA).

0 perfil térmico das duas rea¢des de amplifica-
¢do consistiu em um passo inicial a 95 °C durante
cinco minutos e 35 ciclos de: 94 °C, durante 30 se-
gundos; 56 °C (para IL-1A) ou 53 °C (para IL-1B),
durante 30 segundos; e 72 °C, durante 30 segundos.

Finalmente, realizou-se um passo de extensido a 72 °C
durante cinco minutos.

Como controle negativo, empregou-se agua livre
de nucleases, estéril (Amresco®, Solon, Ohio — USA).

Os produtos de amplificacdo obtidos foram se-
parados mediante electroforese em gel de agarose
a 2%. A identidade de cada banda, foi inferida por
comparacdo com um marcador de peso molecular
de 100 pb (Fermentas Inc., Glen Burnie, MA - USA).

Digestdo dos produtos de amplificacao

Para IL-1A, cada mistura de reagao de digestdo se
realizou num volume final de 23 uL que continha:
2 pL de tampao Tango [10X], 10 pL do DNA amplifi-
cado e 1 pL. da enzima de restri¢ido Ncol [10000 U/
ml] (New England BioLabs Inc; Ipswich, MA - USA).
A reacdo de digestao se realizou a 37 °C durante duas
horas, enquanto a inativacdo foi realizada a 65 °C
por 20 minutos. Os fragmentos da digestdo foram
analisados num gel de agarose a 4%, observando-se
os seguintes perfis de restricao (5'-C/CATGG): alelo
1 (C), 83 + 16 pb; alelo 2 (T) (gendtipo positivo),
99 pb; alelos mistos, 99 + 83 + 16 pb (Figura 3).

Para IL-1B cada mistura de reagao de digestdo foi
realizada num volume final de 30 pL que continha: 3
uL de tampao 3 [10X], 0,3 pL de albumina de soro
bovino [100X], 6,5 pL de dgua livre de DNAses, 20 pL
do DNA amplificado e 0,2 pL da enzima de restri¢do

MPM 4 21 28

1000 pb

300 pb
200 pb

100 pb

29 30 31

W G G —

32 34 35 36 37 CP CN

194 pb

Figura 2 - Produto de amplificagdo da PCR para IL-1B. O fragmento amplificado corresponde a um fragmento de 194 pb. Os
ndmeros que aparecem acima dos pogos correspondem ao codigo designado a diferentes pacientes
Legenda: MPM = marcador de peso molecular; CP = controle positivo; CN = controle negativo.

Fonte: Dados da pesquisa.
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300 pb
200 pb

100 pb

Figura 3 - Perfil de restricdo do fragmento da IL-1A. Os individuos homozigotos para o alelo 1 (alelo selvagem) apresentam
dois fragmentos de digestdo: 83 + 16 pb. Na imagem sé se observa o fragmento de 83 pb. Os individuos homozi-
gotos para o alelo 2 (alelo mutante) evidenciam um Unico fragmento de 99 pb. Os individuos heterozigotos ou com
alelos mistos apresentam trés fragmentos de restricdo: 99 + 83 + 16 pb. Os pacientes com os codigos 11, 42, 45
e 50 correspondem a individuos homozigotos para o alelo 1. O paciente com o cédigo 7 corresponde a um sujeito
homozigoto para o alelo 2. Os pacientes com os codigos 33, 41 e 44, possuem alelos mistos

Legenda: MPM = marcador de peso molecular; CN = controle negativo.

Fonte: Dados da pesquisa.

Taqal) [20000 U/ml] (New England BioLabs Inc.;
Ipswich, MA - USA). A reacdo de digestdo aconteceu
a 65 °C durante duas horas, enquanto a inativacao foi
realizada a 80 °C por 20 minutos. Os fragmentos da
digestdo foram analisados num gel de agarose a 4%,
observando-se os seguintes perfis de restri¢ao (5'-T/
CGA): alelo 1 (C),97 + 85 + 12 pb; alelo 2 (T) (genod-
tipo positivo), 182 + 12 pb; alelos mistos, 182 + 97 +
85 + 12 pb (Figura 4).

Andlise estatistica

As variaveis qualitativas foram resumidas por
meio de proporcdes (frequéncias absolutas e rela-
tivas). A variavel idade foi expressada como média
+ desvio padrao (DP). O teste Kolmogorov-Smirnoff,
se empregou para avaliar a distribuicdo normal des-
sa variavel. O teste de Qui-quadrado para indepen-
déncia (x?) se utilizou para comparar as frequén-
cias alélicas para cada polimorfismo e o status de
fumante, entre o grupo de pacientes com periodon-
tite apical cronica e aqueles com peridpice saudavel.

Estabeleceu-se um nivel de significincia estatistica
de 5%. As frequéncias de gendtipo para cada poli-
morfismo foram comparadas com as relacdes de
Hardy-Weinberg, empregando o programa integra-
do para andlise de dados de genética de populagdes
Arlequin, versdo 3.5.1.3 (32). Adicionalmente, rea-
lizou-se uma analise de regressio logistica (mode-
lo enter), calculando relagdes de disparidade (OR)
com intervalos de confianca de 95%, para estimar
o risco de desenvolver periodontite apical cronica.
O programa estatistico STATA 10.0 se empregou para
realizar todas as andlises estatisticas.

Resultados

A amostra consistiu em 54 individuos da regiao
de Antioquia, Colombia, 36 mulheres e 18 homens,
com uma média de idade de 46,8 + 15,7 anos. Do
total de pacientes avaliados, 27 foram diagnostica-
dos com periodontite periapical cronica, enquanto
os 27 restantes apresentaram necrose pulpar com
periapice saudavel.
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MPM 4 21

28 29 30 31

1000 pb

300 pb

200 pb

100 pb

32 34

35 36 37 38 39 CP1 CP2 CN

Figura 4 - Perfil de restricdo do fragmento da IL-1B. Os individuos homozigotos para o alelo 1 (alelo selvagem) apresentam
trés fragmentos de digestdo: 97 + 85 + 12 pb. Na imagem nao se observa o fragmento de 12 pb. Os individuos
homozigotos para o alelo 2 (alelo mutante) evidenciam dois fragmentos de restrigdo: 182 + 12 pb. Os individuos
heterozigotos ou com alelos mistos apresentam quatro fragmentos de restrigdo: 192 + 97 + 85 + 12 pb. Os
pacientes com os cédigos 4, 29 a 35 e 37 a 39 correspondem a sujeitos homozigotos para o alelo 1. Os pacientes
com os codigos 21, 28 e 36, correspondem a individuos com alelos mistos

Legenda: MPM = marcador de peso molecular; GP = controle positivo; CN = controle negativo.

Fonte: Dados da pesquisa.

Quando os pacientes foram interrogados com res-
peito aos antecedentes odontolégicos, como a pre-
senc¢a de doenca periodontal, 11,1% dos pacientes
afirmou padecer de doenca periodontal. Com respei-
to ao habito de fumar, 11,1% dos pacientes manifes-
tou ser fumante ativo, enquanto o 16,7% manifestou
ter sido fumante ativo, embora ndo atualmente. Onze
por cento dos pacientes se declararam fumantes pas-
sivos. Na Tabela 1, mostra-se a distribui¢ao de géne-
ro, doenca periodontal e status de fumante nos indi-
viduos incluidos no estudo.

A frequéncia alélica e a distribuicdo do genétipo
de todos os polimorfismos nos pacientes com peria-
pice saudavel e periodontite apical cronica sdo mos-
trados na Tabela 2. Tais frequéncias alélicas foram
encontradas em equilibrio Hardy-Weinberg. Nao se
apresentaram diferencas estatisticamente significa-
tivas na distribuicdo dos polimorfismos avaliados,
entre ambos os grupos de individuos analisados.

Em que pese aos resultados anteriores, explo-
rou-se uma analise multivariada que empregou um
modelo de regressdo logistica, conforme descreve a
Tabela 3.

Neste modelo, os fumantes ativos que possuem
pelo menos um alelo tipo 2 (alelo mutante) em IL-
1B +3954 apresentam 4,8 vezes mais risco de sofrer
periodontite apical do que aqueles individuos ndo
fumantes e homozigotos para o alelo 1 (alelo selva-
gem). No entanto, essa associa¢do nao foi estatistica-
mente significativa (p = 0,313). Adicionalmente, os
fumantes ativos, assim como aqueles que possuem
pelo menos um alelo tipo 2 em IL-14 —889, apresen-
tam 3,9 e 3,2 vezes mais risco, respectivamente, de
desenvolverem periodontite apical apds sofrerem
necrose pulpar; porém, as associa¢des também ndo
foram estatisticamente significativas (p =0,191ep =
0,209, respectivamente).

Discussao

Neste estudo, encontrou-se associacdo, embora
ndo estatisticamente significativa, entre o efeito com-
binado de fumar e apresentar pelo menos um alelo
mutante em IL-1B (posi¢cdo +3954, C/T), com o de-
senvolvimento de periodontite periapical (OR = 4,8;
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Tabela 1 - Descri¢do de caracteristicas demograficas, antecedentes odontolégicos e habitos de tabagismo dos
individuos avaliados

Periapice saudavel

Periodontite apical cronica

Condicao (n = 37) (n = 37) Valor p
Género* Feminino 18 (66,7%) 18 (66,7%) 1000
Masculino 9 (33,3%) 9 (33,3%) ’
Doenca periodontal* Sim 1(3,7%) 5 (18,5%) 0.083
Nao 26 (96,3%) 22 (81,5%) ’
Fumante ativo* Sim 2 (7,4%) 4 (14,8%)
Nao atualmente 4 (14,8%) 5 (18,5%) 0,604
Nunca 21 (77,8%) 18 (66,7%)
Fumante passivo* Sim 3 (11,1%) 3 (11,1%) 1000
Nao 24 (88,9%) 24 (88,9%) ’
Legenda: * = Valores expressados como frequéncias absolutas e relativas (entre parénteses).
Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 2 - Distribuigdao do polimorfismo IL-1A —889 e IL-1B +3954 entre os pacientes com periodontite
apical cronica ou periapice saudavel
Periapice saudavel Periodontite apical cronica
Gene SNP (variante) Alelo (n = 37) (n = 37) Valor p
IL-1A* — 889 (C/T) 1 14 (51,9%) 12 (44,4%)
2 10 (37,0%) 13 (48,1%) 0,689
Misto 3 (11,1%) 2 (7,4%)
IL-1B* + 3954 (C/T) 1 17 (63,0%) 14 (51,9%)
2 1(3,7%) 3 (11,1%) 0,511
Misto 9 (33,3%) 10 (37,0%)
Legenda: * = Valores expressados como frequéncias absolutas e relativas (entre parénteses).
Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 3 - Regressao logistica com o modelo enter
Condicao OR (intervalo de confianca de 95%) Valor p
Fumante ativo 3,858 (0,510 — 29,173) 0,191
Presenca de pelo menos um alelo mutante em /L-74—889 3,162 (0,525 — 19,023) 0,209
Presenca de pelo menos um alelo mutante em /L-78+3954 0,958 (0,107 — 8,536) 0,969
Presenca de pelo menos um alelo mutante em /L-7A—889e IL-1B+3954 0,799 (0,058 — 11,063) 0,867
Fumante ativo e presenca de pelo menos um alelo mutante em /L-7A—889 0,083 (0,005 — 1,310) 0,077
Fumante ativo e presenca de pelo menos um alelo mutante em /L-7B+3954 4,764 (0,229 — 99,094) 0,313

Fonte: Dados da pesquisa.
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0,2 -99,1). 0 mesmo ocorreu com as variaveis fumar
(OR =3,9; 0,5 - 29,2), ou apresentar pelo menos um
alelo mutante em IL-1A (posi¢do -889, C/T) (OR =
3,7;0,5-29,2).

Desde a perspectiva patologica, as isoformas da IL-
1, junto com o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
e a IL-6, constituem alguns dos principais fatores es-
timuladores da ativagdo dos osteoclastos (33). Em ra-
zdo disso, durante o desenvolvimento de uma respos-
ta inflamatdria exacerbada ou persistente, é possivel
que exista um desequilibrio no metabolismo 6sseo
a favor dos processos de reabsorc¢do (33). As células
progenitoras de osteoclastos (OCPs), assim como os
osteoclastos, secretam IL-1, que é capaz de induzir ci-
clos de autoamplificacdo de maneira autdcrina ou pa-
racrina (18-21). Adicionalmente, essa citocina pode
estimular a diferenciacdo das OCPs em osteoclastos
maduros, especialmente quando estdo em contato
com proteinas de matriz extracelular; o mesmo que a
atividade osteoclastica, logo apés estimular a sintese
de prostaglandina E no osso (18-22, 34).

Dado o papel da IL-1 na patogénese de diversas
doengas inflamatoérias, onde uma resposta exacerba-
da resulta em processos de reabsorg¢ao 6ssea patolo-
gica, e a que gendtipos diferentes derivam em carac-
teristicas fenotipicas diferentes, numerosos estudos
tém sido realizados para tentar clarificar, para popu-
lacdes definidas, o papel de diferentes polimorfismos
genéticos na resposta bioldgica da IL-1 (4).

Por exemplo, Kornman et al. (35) reportaram a
associacao entre o alelo 2 - alelo mutante - do po-
limorfismo bialélico na posicdao +3954 do gene IL-1B
com a severidade da doenga periodontal, em indi-
viduos ndo fumantes de 40 a 60 anos de idade (OR
18,9). Funcionalmente, tal genétipo se associou com
um incremento de duas a quatro vezes na producio
de IL-1 (35). Tais achados, foram confirmados pelo
estudo realizado por Gore et al. (36), quem, além
disso, reportaram um desequilibrio de ligacdo entre
o alelo 2 do polimorfismo IL-1B +3954 e o alelo 2
(alelo mutante) do polimorfismo bialélico de IL-1A
na posicdo —889, em pacientes com periodontite e
controles saudaveis, sugerindo que tais polimorfis-
mos tém um papel na suscetibilidade a periodontite
do adulto. Logo, McGuire e Nunn (37) reportaram
que a presencga do genotipo positivo do polimorfis-
mo /L-1B +3954, ou o tabagismo, se associaram de
maneira significativa com a perda dentaria nos pa-
cientes com periodontite. E assim como esse genoti-
po incrementou o risco de perda dentaria 2,7 vezes,

enquanto o tabagismo o fez 2,9 vezes (37). O efeito
combinado de ambos os fatores, incrementou o ris-
co de perda dentaria 7,7 vezes (37). Os autores con-
cluem que, conhecer o genétipo +3954 de IL-1B e
o status de fumante do paciente, poderia ajudar ao
clinico a determinar o prognoéstico de sobrevivéncia
dos dentes com afetacdo periodontal, além de oti-
mizar a estratégia de tratamento (37).

Por outro lado, Siqueira et al. (38) reportaram que
nao existe associagio entre polimorfismos bialélicos
em IL-1A ou IL-1B e o desenvolvimento de periodon-
tite apical pds-tratamento de condutos, numa popu-
lacdo de pacientes brasileiros. No entanto, Morsani
et al. (17) demonstraram que existem diferencas es-
tatisticamente significativas na distribuicao de poli-
morfismos genéticos em IL-1B, entre pacientes com
periodontite apical crénica (70,6 %) e os controles
com periapice saudavel (24,6 %), para a populacdo
estadunidense avaliada. A inconsisténcia dos resulta-
dos entre ambos os estudos pode ser devida a varia-
¢Oes étnicas entre as duas amostras, pois se sabe que
a frequéncia dos polimorfismos genéticos varia entre
populagdes com diferentes grupos étnicos (39, 40).

Desde a perspectiva étnica, diversos autores tém
demonstrado que a populacdo de Antioquia esta for-
mada pela mesticagem entre espanhdis, indigenas e
africanos. Assim, haplogrupos do cromossomo Y mos-
tram uma ascendéncia masculina 94% europeia, 5%
africana e 1% indigena, enquanto os haplogrupos do
DNA mitocondrial revelam uma ascendéncia materna
90% indigena, 8% africana e 2% europeia (41, 42). Por
tal motivo, é relevante avaliar a presenca de diversos
polimorfismos genéticos e sua associagdo com diver-
sos processos patolégicos, em populagdes especificas.

Um problema notavel para a maioria de estudos
de associag¢do entre polimorfismos de IL-1 e diversos
contextos patolégicos é o tamanho relativamente pe-
queno da amostra, tal e como foi o caso no estudo aqui
apresentado (n = 54), o que limita a obtenc¢do de con-
clusdes robustas. Além disso, os desenhos de casos e
controles adquirem relevancia em estudos de asso-
ciacdo de polimorfismos genéticos com a periodonti-
te periapical, dado o fato de que esta € uma doenca
multifatorial. Neste estudo, os grupos de pacientes
avaliados ndo tiveram a mesma distribuicdo de idade
e outras variaveis de confusio, pelo que é totalmente
factivel que ambos os grupos tinham tido cargas di-
ferentes de exposicdo aos fatores de risco avaliados.

A epidemiologia genética tem sido definida por
Morton como “uma ciéncia que se ocupa da etiologia,
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distribuicdo e controle de doencas em grupos de pa-
rentes; igual que das causas herdadas de doeng¢a nas
populagdes” (43). Essa ciéncia combina os enfoques
diferentes da genética de populagdes e a epidemiolo-
gia, para calcular o risco de desenvolver uma doenga
determinada em relacdo ao genétipo e sua interagio
com fatores ambientais (44, 45).

No dmbito da epidemiologia genética, evitar o
fator de risco ambiental (por exemplo, o tabagismo)
que interage com a suscetibilidade genética (gendti-
po positivo para o marcador avaliado), com tendén-
cia a determinado processo patoldgico, constitui um
exemplo de prevencido primaria; procura-se, entao,
reduzir a incidéncia e, portanto, a prevaléncia de
uma doenca na populagao.

Conclusao

Parece existir uma associagao entre o efeito com-
binado de fumar e o alelo mutante do polimorfismo
IL-1B (rs1143634, posicao +3954), igual ao efeito
independente de fumar e o polimorfismo genético
em [L-1A (rs1800587, posicdo —889), e a periodon-
tite periapical cronica na populacdo de Antioquia,
Colombia. No entanto, sdo necessarios estudos adi-
cionais que incluam um tamanho de amostra maior
e que controlem o efeito de diversas variaveis de
confusdo entre os grupos avaliados.
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