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Resumo

Introdugao: Fatores genéticos contribuem para o risco de doenca periodontal
(DP) em idosos. Objetivo: Avaliar a associagao entre a perda de insercao e o po-
limorfismo no gene da interleucina-la em idosos. Métodos: Participaram do es-
tudo 110 idosos (idade média: 67,26 + 4,9 anos), sendo 52,7% do género feminino.
A presenca de DP foi diagnosticada por meio do indice de perda da insercéo pe-
riodontal, segundo critérios da Organizagdo Mundial de Satide. O polimorfismo
genético foi analisado por meio da reagdo em cadeia da polimerase, seguida da
clivagem por Ncol. Resultados: Nao foi encontrada associacdo estatisticamente
significante entre o polimorfismo no gene da IL-1a e a perda de insergao (teste do
Qui-quadrado p>0,05). Este achado sugere que este polimorfismo pode nao ser
um fator genético que contribua para o desenvolvimento da doenga periodontal.
Conclusées: O polimorfismo genético na posigao -899 do gene IL-la pode néo
influenciar a prevaléncia e/ou severidade da DP em idosos.

Descritores: Doencas periodontais; Idoso; Interleucina-1; Polimorfismo genético.

Abstract

Introduction: Genetic factors contribute to the risk of periodontal disease (PD)
in the elderly. Objective: This study aimed to evaluate the association between
periodontal disease and interleukin-le gene polymorphism in elderly. Methods:
The study included 110 elderly (mean age: 67.26 + 4.9 years), 52.7% female gen-
der. PD was diagnosed using the index PIP according to the World Health
Organization criteria. The genetic polymorphism was analyzed by polymera-
se chain reaction followed by cleavage with restriction enzyme Ncol. Results:
There was no statistically significant association between the polymorphism in
the gene for IL-1e and periodontal disease, according to Chi-square test (p>0.05).
This finding suggests that this polymorphism should not be a genetic factor lea-
ding to the development of PD. Conclusions: Genetic polymorphism at position
-899 of the IL-1a gene not influences the prevalence and / or severity of the DP
in the elderly.

Key words: Elderly; Interleukin-1; Periodontal diseases; Polymorphism, genetic.
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Introducéo

A doenga periodontal (DP) é a segunda pa-
tologia bucal mais prevalente no mundo, adicio-
nalmente a sua prevaléncia e gravidade tendem
a ser elevadas nos grupos etarios mais velhos,
em comparagdo aos mais jovens'. No Brasil, a in-
cidéncia da doenga periodontal mostrou-se alta
em todas as faixas etdrias, com menos de 22%
da populagdo adulta e menos de 8% dos idosos
apresentando gengivas sadias®.

A doenga periodontal consiste na quebra
da homeostasia do tecido periodontal mediante
agressao priméria do biofilme dentario®. O bio-
filme microbiano dentario é reconhecido como
uma comunidade de bactérias, instalada em uma
matriz constituida por polimeros extracelulares,
aderidos entre si ou a uma superficie sélida, como
esmalte, dentina, cemento, préteses e implantes®.

Quando as células epiteliais gengivais en-
tram em contato com os produtos bacterianos,
elas produzem mediadores inflamatérios deno-
minados citocinas®. Interleucinas (IL) e o fator de
necrose tumoral (TNF) sdo alguns dos mediado-
res inflamatoérios encontrados em niveis elevados
no fluido crevicular gengival e tecidos gengivais,
quando ha DP, o que os torna importantes nos
testes diagnosticos e de suscetibilidade®.

As doengas mais comuns, assim como a
DP, possuem uma etiologia genética complexa,
pois ndo sdo oriundas de um tnico defeito de
um tnico gene’. Além disso, os aspectos da res-
posta inflamatéria, ou seja, os mediadores infla-
matorios (citocinas) secretados pelos linfécitos T
helper (Th) tém atraido atencdo, tanto quanto as
suas variantes que tém potencial de influenciar
na resposta do hospedeiro a DP®. Estas substan-
cias sdo, portanto, consideradas marcadores bio-
l6gicos para esta doenga bucal’.

Apesar dos diversos estudos realizados
buscando estabelecer uma correlacdo entre os
polimorfismos genéticos e a doenga periodon-
tal, esta ainda nao se encontra totalmente escla-
recida. Em estudo anterior, foi encontrada uma
relagdo entre o polimorfismo genético da IL10 e
a doenca periodontal®.

Diante disto, o atual estudo se propde a
avaliar a possivel associagao entre o polimorfis-
mo no gene da IL1a e a perda de insergao perio-
dontal em idosos.

Materiais e métodos

Amostra

Trata-se de um estudo transversal, cuja
amostra de estudo consistiu em 110 idosos in-
dependentes, com idade média de 68 anos
(DP+5,02), cadastrados nas Unidades Bésicas de
Satide do municipio de Londrina- PR.

Os critérios de inclusdo do estudo con-
sistiram em idosos com idade igual ou supe-
rior a 60 anos, de ambos o0s sexos, fisicamente
independentes, classificados nos niveis 3 e 4 do
Status Funcional proposto por Spirduso' e que
aceitaram participar voluntariamente do estu-
do. Nao foram incluidos na amostra os sujeitos
que apresentaram alguma doencga ou limitacao,
como deficiéncias fisicas e mentais. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Norte do Parana e certificado
pelo Conselho Nacional de Satde (PP/0070/09).
Todos os participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido apds serem
informados sobre a proposta do estudo e os pro-
cedimentos de avaliagao do trabalho.

As caracteristicas socioecondmicas (gé-
nero, idade, etnia e classificacdo econdmica) e o
hébito tabagista foram investigados por meio de
um questiondrio autoaplicdvel. Para definigdo
das classes econdmicas, foi utilizado o Critério
de Classificacdo Econdmica Brasil (CCEB) da
Associacao Brasileira de Empresas de Pesquisa'.
Trata-se de um instrumento de segmentagao eco-
nomica que utiliza o levantamento de caracte-
risticas domiciliares (presenca e quantidade de
alguns itens domiciliares de conforto e grau de
escolaridade do chefe de familia) para diferenciar
a populagdo em oito estratos: Al, A2, Bl, B2, C1,
C2, D e E. Para fins de anélise, as classes econd-
micas Al, A2, Bl e B2 foram agrupadas em uma
categoria, e as classes C1, C2, D e E, em outra.



Avaliac@o das condig¢des bucais

A satide bucal foi avaliada quanto a pre-
senca de problemas periodontais. Os exames cli-
nicos foram conduzidos na clinica Odontolégica
da Universidade Norte do Parand, sob ilumina-
¢do com foco de luz em equipo odontoldgico,
realizados por um unico examinador utilizan-
do-se de um espelho bucal plano e uma sonda
CPI preconizada pela Organizacao Mundial da
Satide (OMS), ap6s a orientagdo e escovacdo dos
dentes e proteses. Previamente o examinador foi
capacitado pelo processo de calibragao intraexa-
minador. Os registros foram langados por um
unico anotador, devidamente treinado, em ficha
individualizada do idoso.

A perda de insergao foi avaliada com a
utilizagdo do indicador PIP (Indice de Perda
de Insercdo Periodontal) preconizado pela
Organizacao Mundial da Satde®. O indice PIP
permite avaliar a condi¢do da insergdo perio-
dontal, tomando como base a visibilidade da
juncdo cemento-esmalte (JCE). Para obtencao
deste indice, a cavidade bucal foi dividida em
sextantes, que receberam um escore segundo a
pior condig¢do observada. O valor dado ao sex-
tante foi definido ap6s o exame dos dentes indi-
ces: 16 e 17; 11; 26 e 27, 36 e 37; 31; 46 e 47. Na au-
séncia dos dentes indices, o sextante foi excluido
da avaliagdo.

Os sujeitos foram subdivididos em gru-
pos de acordo com a severidade da doenca pe-
riodontal: grupo sem doenca/periodontite leve:
pacientes que ndo apresentam sinais de doenga
periodontal, determinado pela auséncia de per-
da de insercdo clinica e com profundidade de
sondagem < 3 mm. Periodontite moderada: pa-
cientes com perda de insergdo periodontal de 4
mm a 8§ mm. Peridontite severa: individuos com
perda de insercao periodontal > 9 mm?™.

Extracdo do DNA

Para obtencdao do DNA de cada indivi-
duo, foram coletados 5 ml de sangue por pun-
¢do venosa e armazenados a 4 °C. A extragao de
DNA foi realizada por meio da utilizagao do kit

PureLink — Invitrogen (Sao Paulo, Brasil), segun-
do as instrucdes do fabricante.

Identificag¢do do polimortismo
genético

A amostra de DNA de cada idoso foi ana-
lisada para os polimorfismos nos genes IL1a na
posigdo -889™.

A mistura da reagao em cadeia da poli-
merase (PCR) consistiu em um volume final de
15 ul composto de: tampao pHS8 1x, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 20 pM de cada pri-
mer, 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Sdo
Paulo, Brasil) e 1 ul da solugao de DNA (100 ng/
ul). As condi¢des de amplificagdo foram: desna-
turagdo a 95 °C, por quatro minutos, seguida de
pareamento dos iniciadores (primers) a 55 °C por,
um minuto, e extensao a 70 °C, por um minuto,
repetida por 35 ciclos.

Apés a amplificagdo, 6 ul de cada amos-
tra do produto da PCR foram analisados pela
eletroforese em gel de agarose (1%), corados
por Syber-safe (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil),
e os fragmentos recém-sintetizados foram vi-
sualizados sob luz ultravioleta. O tamanho do
produto amplificado pela PCR foi estimado a
partir da migracao eletroforética do produto
relativo ao marcador de peso molecular 100pb
DNA Ladder (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil).
Para o polimorfismo da IL-la, 5U da enzima
de restricdo Ncol foram usados, e os produ-
tos de digestdo obtidos foram: alelo C (83
+ 16 pb) e alelo T (99 pb). A visualizagdo do
produto da digestdo foi feita em eletroforese
em gel de agarose a 2% corado por Syber-safe
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil).

Andlise estatistica

Os dados foram processados e analisados
utilizando-se o pacote estatistico Statistical
Package for Social Science — SPSS, versdo 17.
Primeiramente, foi feita a andalise descritiva,
obtendo-se as distribui¢des absoluta e per-
centual; a média, mediana, desvio-padrao,
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minimo e méximo de cada varidvel pesquisa-
da. Posteriormente, o teste Qui-quadrado foi
empregado para a andlise da possivel relacao
entre a severidade da DP e os polimorfismos
no gene da IL-la. O nivel de significancia foi
fixado em 5%.

Resultados

Foram investigados 110 idosos com ida-
de média de 67,26 anos (DP+ 4,9), sendo 58 do
género feminino (52,7%), e 52, do masculino
(47,3%). A maior parte da amostra pertencia
a etnia ndo branca (54,5%). Quanto ao habito
tabagista, 54,5% dos participantes relataram
nunca ter fumado, e 11,8% eram tabagistas.
Referente a escolaridade, 30,9% completaram
o primario. Na classificagdo econémica utili-
zada, 55,6% pertenciam as classes C, D e E. Em
relagdo a perda de insergdo, 70,9% eram por-
tadores da DP, e 29,1% apresentaram-se sadios
em relacdo a esta condi¢do. No que se refere a
severidade da DP, 29,1% da amostra apresen-
taram-se sadios; 54,5%, DP moderada, e 16,4%,
DP severa (Tabela 1).

Com relagao a frequéncia genotipica para
o polimorfismo no gene ILle, observou-se que
maior parcela dos idosos (60,9%) apresentou o
genodtipo CA, seguido pelo genétipo AA (29,1%).
Somente 11 idosos eram homozigotos para o ale-
lo C (10%). Quanto a frequéncia dos alelos para
este gene, pode-se observar maior porcentagem
(60%) do alelo A (Tabela 2).

Neste estudo, ndo se verificou associagdao
estatisticamente significante entre as varia-
veis género, habito tabagista, genétipo e a DP,
quando analisadas em relagao ao grupo de ido-
sos com e sem doenga periodontal (y* =3,012;
p=0,083. x*=2,244; p=0,192. ¥*= 0,314; p= 0,688,
respectivamente) (Tabela 3).

Analisando a relacdo entre a severidade da
DP e as variantes genotipicas, ndo foi observa-
da uma associagao estatisticamente significativa
para a interleucina IL-la averiguada (y* = 0,71;
p=0,649) (Tabela 4).

Tabela 1: Distribui¢do dos idosos segundo

as caracteristicas socioecondémicas, hdbito
tabagista, doenga periodontal e severidade
da doenca periodontal

Caracteristicas N %
Género
Masculino 52 47,3
Feminino b8 52,7
Idade
60-70 anos 84 76,4
71-80 anos 26 23,6
Etnia
Nao branca 60 54,5
Branca 50 45,5
Escolaridade
Analfabeto 30 27,3
Primario completo 34 30,9
Ginasio 13 11,8
Colegial 28 25,5
Superior 5 4,5
Classificacao social
A1, A2, B1, B2 49 44,4
C1,C2,D,E 61 55,6
Habito tabagista
Nunca fumou 60 54,5
Ex-fumante 37 33,6
Fumante 13 11,8
Doenca periodontal (DP)
Sem 32 291
Com 78 70,9
Severidade da doenca periodontal
Sem DP 32 29,1
DP moderada 60 54,5
DP severa 18 16,4

Tabela 2: Distribuicdo das varidveis
exploratoérias e alélicas para os
polimorfismos -889, no gene da ILle, nos
idosos de Londrina (PR)

Frequéncia N %

Genotipica

IL1a
CcC 1 10,0
AA 32 29,1
CA 67 60,9

Alélica

IL1a
C 89 40,0
A 131 60,0




Tabela 3: Associagdo entre a doenca
periodontal, hdbito tabagista e a variante
genotipica -889 ILla, nos idosos de
Londrina (PR)

. Doenca periodontal
Frequéncias

Qs Sem Com
enotipicas
genotip N (%) N (%)
Género®
Masculino 11 (34,4) 41 (52,6)
Feminino 21 (65,6) 37 (47,4)
Habito tabagista®
Nunca fumou 21 (65,5) 39 (50,0)
Ex-fumante 8 (25,0) 29 (37,2)
Fumante 3(9,4) 10 (12,8)
ILTac
cc 4 (12,5) 7 (09,0)
AA 9(28,1) 23 (29,5)
CA 19 (59,4) 48 (61,5)

2y? =3,012; p=0,083. ®y?=2,244; p=0,192. °y*= 0,314;
p=0,688.

Tabela 4: Associagdo entre a severidade
da doenca periodontal e as variantes
genotipicas -889 no gene da ILle nos idosos
de Londrina (PR)

Severidade da doenca

Frequéncias periodontal
genotipicas  Controle Moderada Severa
N (%) N (%) N (%)
I
cc 4(125)  6(10,00  1(05,6)
AA 9(28,1) 17(28,3) 6(33,3)
CA 19(59,4) 37(61,7) 11(61,1)

x?=0,71; p=0,649.

Discussdo

Nao se verificou associacdo estatistica-
mente significante entre as varidveis género,
hébito tabagista, gendtipo e a DP, quando ana-
lisadas em relagdo ao grupo de idosos com e
sem perda de inserc¢do periodontal. Contudo, de
acordo com Carranza e Newman', existe maior
prevaléncia e gravidade da DP em homens do
que em mulheres, fato também observado por
Machion et al.'®. Os autores, em seu estudo so-
bre a influéncia dos fatores de risco, como sexo

e idade, na prevaléncia de bolsas periodontais,
concluiram que estas foram mais prevalentes no
género masculino e que houve uma maior pre-
valéncia e um aumento da profundidade de son-
dagem com o avancar da idade. As razdes para
a disparidade da condigao periodontal entre ho-
mens e mulheres ainda ndo foram devidamente
esclarecidas; entretanto, sugere-se que esta dife-
renca esteja mais relacionada com a pior higiene
bucal dos homens e com sua menor frequéncia
ao dentista".

Dentre os fatores de risco para a doenga pe-
riodontal, destaca-se o tabagismo, que tem sido
amplamente discutido e associado a esta patolo-
gia. Confirmando esses dados, Hilgers e Kinane',
Medeiros, Silva e Botelho' encontraram uma for-
te associacdo entre a prevaléncia de fumantes e
individuos portadores de DP. A severidade da
DP em fumantes estéd relacionada a duragdo e a
quantidade de cigarros fumados'’. Entretanto, o
mecanismo de acdo entre ambos ainda nao é to-
talmente compreendido'®. Apesar da alta preva-
léncia da DP associada a individuos com habitos
tabagistas, neste estudo ndo houve um resultado
significante, pois a maior prevaléncia da Il-1 alfa
foi em idosos que nunca fumaram.

Em geral, uma falta de associagdo entre os
polimorfismos no gene da IL1e tem sido relata-
da®*. Em contrapartida, outras investigacdes
reportam a influéncia do polimorfismo na IL1«a
com esta comorbidade®. Estudando polimorfis-
mos na posigdo C-889T da IL1e, C+3954A da IL1B
e ILIRN, na populagéo brasileira, foi encontrada
associacao dos alelos da IL1$ e ILIRN e a sus-
cetibilidade para a DP*. Braosi et al.* conduzi-
ram um estudo investigando associacdo entre as
regides polimérficas C-889T IL1a e C511T IL1B,
porém nao houve associagdo significativa com a
periodontite cronica em brasileiros; contudo, a
IL1RN foi relacionada com a doenga periodontal
em brasileiros afro-descendentes®.

Quanto a severidade da DP em idosos, os
estudos apontam uma pior condicdo bucal com
o aumento da idade. Queiroz et al.®® avaliaram
a condigdo periodontal em idosos e verificaram
uma reducdo do nimero de sextantes, 73% dos
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participantes apresentavam menos de trés sex-
tantes. Uma pesquisa com idosos institucionali-
zados de Belo Horizonte mostrou um aumento
do ndamero de sextantes nulos, uma redugao dos
sextantes com bolsa de 4 a 5 mm ou > 6 mm e com
Plde4a5mm,de6a8mmede9all mmcom
o aumento da idade, sendo predominante a perda
de inser¢ao de 6 a 8 mm na populacado estudada®.

Estes resultados contraditérios podem ser
explicados em fungdo dos diferentes grupos ét-
nicos ou associagdo com outros tipos de citoci-
nas ou marcadores genéticos®.

Neste estudo, foi observada maior fre-
quéncia de idosos portadores do genétipo he-
terozigoto (60,9%) para ILle, porém nao foram
encontradas associagdes significantes, quando
analisados em relagdo a portadores de DP e gru-
po controle.

Devido a doenga periodontal ser multifa-
torial e complexa, hé varios estudos em que se
busca o melhor conhecimento do envolvimento
da citocinas pré-inflamatétias, tais como a IL1e
e IL1B, que desempenham um papel central na
resposta imune mediante inflamagao do tecido
periodontal, podendo ocorrer a perda de tecido
O0sseo e conjuntivo. Entretanto, existem outros
fatores que podem influenciar a DP sem que
tenha relagdo com a ILla, como, por exemplo,
fatores ambientais, situacdo econdmica, baixo
nivel de escolaridade ou higiene bucal precaria,
dieta rica em carboidratos, etc. Apesar dos re-
sultados deste estudo ndo apresentarem signifi-
cancia estatistica, acredita-se que a identificagao
da genética do hospedeiro mais suscetivel a DP
permitira a identificagdo precoce desta doenga,
refletindo em formas individualizadas de tera-
pias contra essa comorbidade.

Conclusodes

Neste estudo, o polimorfismo genético na
posicdo -899 do gene IL-la ndo mostrou asso-
ciacdo estatisticamente significante quanto a
presenca e/ou a severidade da perda de inser-
¢do em idosos.
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