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RESUMO

FREIRE, Rildo Batista. ASSOCIAC}AO DE POLIMORFISMOS NOS GENES IL1B,
IL6 E IL10 COM PERIODONTITE. 2023. Dissertacao (Mestrado) Programa de poés-
graduacdo em Imunologia - Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia.

Introducao: A periodontite envolve a perda 6ssea do tecido de sustentacdo e
consequente perda das unidades dentarias 0 que impacta significantemente na
qualidade de vida de individuos de todas as camadas sociais. A presenca de
comunidades microbianas disbiéticas e uma resposta imunoldgica exacerbada
podem acarretar na destruicdo da microarquitetura do periodonto de sustentacao.
Fatores ambientais e genéticos estdo associados ao desenvolvimento da doenca,
sendo necessario elucidar o papel da genética no seu desenvolvimento e
progressdo. Objetivo: Investigar a associacao de polimorfismos dos genes IL1B, IL6
e IL10 com a periodontite; e determinar as frequéncias alélicas dos polimorfismos
IL1B, IL6 e IL10 nas populagbes africana, americana e europeia. Materiais e
meétodos: Estudo transversal, realizado com 506 individuos adultos, classificados
com presenca (n=117) ou auséncia (n=389) de periodontite, participantes da coorte
do Programa de Controle da Asma da Bahia (ProAR) em Salvador/Bahia — Brasil. O
DNA genbmico foi extraido e genotipado utilizando-se a plataforma lllumina Multi-
Ethnic Global Array (MEGA, lllumina). As plataformas NCBI, RegulomeDB, ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements), Haploview 4.2 e rSNPBase foram consultadas. A
analise estatistica foi realizada no software PLINK 1.9 e a regressao logistica foi
ajustada por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental, asma
e ancestralidade. Para controle de qualidade utilizou-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg <0,05, taxa de genotipagem <0,98 e frequéncia do menor alelo (MAF)
<1%. Resultados: Dois polimorfismos foram associados a periodontite no gene
IL1B. O rs3136557 alelo A apresentou associacao negativa com a periodontite tanto
no modelo aditivo como no dominante, respectivamente (OR = 0,48; IC 95% = 0,24-
0,94) e (OR = 048; IC 95 % = 0,24-0,97). O rs1143630 alelo T apresentou
associacao positiva (OR =1,49; IC 95% = 1,02-2,18) no modelo aditivo, enquanto o
modelo dominante apresentou (OR = 1,61; IC 95% = 1,02-2,53). No gene IL6 o
polimorfismo rs2069841 alelo A foi associado positivamente a periodontite no modelo
aditivo (OR =2,61; IC 95% = 1,05-6,50) e no modelo dominante (OR = 2,61; IC 95%

= 1,05- 6,50). Na analise dos polimorfismos da IL10 ndo foram encontradas



associacOes significantes com a periodontite na populacéo estudada. A frequéncia
do menor alelo A do rs3136557 € de 8% na populacdo estudada de Salvador,
semelhante a populacdo americana que possui aproximadamente a mesma
frequéncia, enquanto a populacao africana possui 5%. O rs1143630 (alelo T) possui
frequéncia de 20% na populagdo estudada, enquanto a populacdo africana
apresenta 28%, a populacdo americana e a europeia apresentam 6%. O MAF do
rs2069841 (alelo A) foi de 2% no grupo estudado, semelhante a populacéo africana
que apresentou 3%. Concluséo: Polimorfismos nos genes das interleucinas IL-1B e
IL-6 foram associados positivamente e negativamente a periodontite. Nao foram
encontradas associacdes de polimorfismos do gene IL10 com a periodontite, nesta
populacao da cidade de Salvador. A frequéncia alélica dos polimorfismos mostra-se

semelhante aquelas encontradas em outras popula¢des, como a africana e europeia.

Palavras-chave: Periodontite; Interleucinas; gene candidato.



ABSTRACT

FREIRE, FREIRE, Rildo Batista. ASSOCIATION OF POLYMORPHISMS IN THE
IL1B, IL6 AND IL10 GENES WITH PERIODONTITIS. 2023. Dissertation (Master's
degree) Graduate Program in Immunology - Institute of Health Sciences, Federal
University of Bahia.

Introduction: Periodontitis involves bone loss of support tissue and
consequent loss of dental units, which significantly impacts the quality of life of
individuals from all walks of life. The presence of dysbiotic microbial communities and
an exacerbated immune response may result in the destruction of the
microarchitecture of the supporting periodontium. Environmental and genetic factors
are associated with the development of the disease, and it is necessary to elucidate
the role of genetics in its development and progression. Objective: To investigate the
association of polymorphisms of the IL1 B, IL6 and IL10 genes with periodontitis; and
to determine the allelic frequencies of IL1 B, IL6 and 1L10 polymorphisms in African,
American and European populations.  Materials and methods: Cross-sectional
study, conducted with 506 adult individuals, classified with presence (n=117) or
absence (n=389) of periodontitis, participants in the cohort of the Bahia Asthma
Control Program (ProAR) in Salvador/Bahia — Brazil. Genomic DNA was extracted
and genotyped using the lllumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina)
platform. The platforms NCBI, RegulomeDB, ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements), Haploview 4.2 and rSNPBase were consulted. Statistical analysis was
performed using the PLINK 1.9 software and logistic regression was adjusted for age,
obesity, mouth breathing habit, flossing, asthma and ancestry. For quality control,
Hardy-Weinberg equilibrium <0.05, genotyping rate <0.98 and frequency of the
lowest allele (MAF) <1% were used. Results: Two polymorphisms were associated
with periodontitis in the IL1B gene. The rs3136557 A allele showed a negative
association with periodontitis in both the additive and dominant models, respectively
(OR = 0.48; Cl 95% = 0.24-0.94) and (OR = 0.48; Cl 95 % = 0.24-0.97). The
rs1143630 T allele showed a positive association (OR = 1.49; Cl 95% = 1.02-2.18) in
the additive model, while the dominant model presented (OR = 1.61; Cl 95% = 1.02-
2.53). Inthe IL6 gene, the rs2069841 allele A polymorphism was positively associated
with periodontitis in the additive model (OR = 2.61; Cl 95% = 1.05-6.50) and in the
dominant model (OR = 2.61; ClI 95% = 1.05- 6.50). In the analysis of IL10

polymorphisms, no significant associations with periodontitis were found in the



population studied. The frequency of the lowest A allele of rs3136557 is 8% in the
studied population of Salvador, similar to the American population that has
approximately the same frequency, while the African population has 5%. The
rs1143630 (T allele) has a frequency of 20% in the population studied, while the
African population presents 28%, the American and European population present
6%. The MAF of rs2069841 (A allele) was 2% in the studied group, similar to the
African population that presented 3%. Conclusion: Polymorphisms in the genes of
interleukins IL-1B and IL-6 were positively and negatively associated with
periodontitis. No associations of IL10 gene polymorphisms with periodontitis were
found in this population of the city of Salvador. The allelic frequency of polymorphisms

is similar to those found in other populations, such as African and European.

Keywords: Periodontitis; Interleukins; candidate gene.
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1. INTRODUGAO GERAL

A doenca periodontal (DP) € um problema de saude publica tanto frequente como
grave, pois € encontrada em todos os paises e nas diversas camadas sociais (NAZIR
et al., 2020), e sua gravidade esta diretamente relacionada com a perda dos
elementos dentarios, e consequentes sequelas estéticas, funcionais, nutricionais,
fonéticas, entre outras (CALAU, 2019).

A doenca periodontal € um termo genérico para classificar as doencas que
acometem a gengiva e os tecidos adjacentes, como 0 0sso alveolar e os ligamentos
periodontais. E uma condic&o inflamatoria que pode se apresentar de forma aguda
ou cronica que acomete os tecidos de sustentacéo dos dentes. E uma das condicdes
patolégicas mais comuns da cavidade oral, sendo a doenga gengival mais frequente.
(KUMAR, 2019)

O desenvolvimento da doenca periodontal é caracterizado por um processo de
infeccdo e inflamacdo aguda ou cronica. E uma condicédo frequente e grave. O
sangramento gengival é frequente, e acomete aproximadamente de 10 a 15% dos
adultos de todo mundo. Ao mesmo tempo em que € uma doenga grave sendo
considerada um dos principais fatores de perda dos elementos dentarios
(PETERSEN, 2005).

Dentre os seus fatores etiolégicos estdo as condicBes sistémicas, fatores
comportamentais/ ambientais, bioldgicos e genéticos. Durante muito tempo, a
literatura atribuiu o biofilme como o principal fator de desencadeamento das
respostas inflamatorias periodontais, nas quais uma cascata de citocinas
mediadores inflamatérios é recrutada para combater o fator irritante local. Mas, o
biofilme sozinho ndo explica a diversidade do prognéstico da doenca. Sendo
atribuidas caracteristicas genéticas para estas (COUSO, 2017). Diversas pesquisas
estdo sendo desenvolvidas para elucidar a associacdo do perfil genético com a
doenca periodontal (SHADDOX et al., 2021).

E possivel que fatores genéticos promovam alteragdes significativas na resposta
do sistema imunoldgico, especialmente na producdo e atuacdo de IL-1B, IL-6 e IL-
10 que impactam na prevencdo, desenvolvimento e progressao das doencas
periodontais (INSTAVAN, 2009; SHADDOX et al., 2021). Essas alteracbes
evidenciam repercussodes relacionadas a saude do individuo a prética clinica dos

profissionais de saude.
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E possivel que polimorfismos genéticos dos genes das interleucinas IL-1B, IL-6 e
IL-10 estejam envolvidos com a severidade da resposta inflamatoria,
desenvolvimento e progressédo da doenca periodontal. Assim, esse estudo busca
elucidar o impacto de polimorfismos dos genes IL-1B, IL-6 e IL-10 em pacientes com

periodontite.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Conceito, Epidemiologia e Fisiopatologia da Periodontite

Estudo de Nazir e colaboradores (2020) mostrou a prevaléncia da doenca
periodontal em todo mundo, acometendo de diferentes formas as diferentes
camadas sociais. Um consenso em todas as populacbes € que a DP aumenta
conforme a idade. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de doenca periodontal foi de
42,2%. A DP moderada aumentou com a idade, enquanto a leve e a grave
apresentaram relevancia em todas as faixas etarias (EKE et al., 2020). Estudos de
Kvarnvik e colaboradores (2016), sobre a regido asiatica, evidenciou a periodontite
grave em 12,9% entre os individuos de 30-39 anos, 52% no grupo de adultos de 40-
49 anos, e 60% no grupo dos pacientes geriatricos. A populacdo africana possui
fatores genéticos que podem estar relacionados ao desenvolvimento e progressao
da doenca periodontal. Polimorfismos estdo associados, mas sofrem influéncia de
fatores ambientais (LIRA, 2019).

A expressdo Doenca Periodontal € um termo genérico utilizado para
caracterizar um conjunto de alteracdes patolégicas que acometem os tecidos de
protecdo e sustentacdo dos dentes. Ela é desencadeada por uma disbhiose entre o
complexo de agresséo e defesa, podendo atingir somente os tecidos gengivais, e
caracteriza-se como uma gengivite, e pode ou ndo progredir para os tecidos de

sustentacdo dos dentes e caracterizar a periodontite (OLIVEIRA et al., 2015).

A gengivite € a alteracdo mais comum, trata-se de uma condi¢do reversivel,
decorrente da disbiose do biofilme dental, que desencadeia uma resposta
inflamatoria branda. Porém, quando néo tratada, ela funciona como uma fase inicial
para o desenvolvimento da periodontite que € uma condicdo frequente e grave que
esta relacionada com a perda de tecido conjuntivo, do osso alveolar de suporte, e é
um dos principais fatores de perda dos elementos dentarios (SERRA, 2015;
PETERSEN 2005).

Segundo a nova classificacdo das doencas periodontais (STEFFENS e
MARCANTONIO, 2018), € dividida em trés grandes grupos. O primeiro corresponde
a saude gengival ou condi¢gfes gengivais que refletem sobre condigbes de auséncia

de doenca ou com presenca de gengivite, que é reversivel. O segundo grupo
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caracteriza a periodontite e suas atribuicbes. Enquanto o terceiro grupo faz
referéncia as condi¢cdes sistémicas que afetam a saude do tecido periodontal
(STEFFENS e MARCANTONIO, 2018).

A fisiopatologia da periodontite € complexa, caracterizada por um processo de
infeccdo e inflamacéo em resposta de um biofilme disbidtico, possuindo diversos
fatores associados ao desenvolvimento e gravidade da doenca (PETERSEN 2005).
O processo ocorre de forma dinamica e esta relacionado com fatores intrinsecos,
como influenciados pelo padrdo genético da resposta imune e outros fatores do
hospedeiro, como condi¢Bes sistémicas, hdbitos de saude e de higiene oral, como o

uso do fio dental.

7

Um biofilme disbidtico é caracterizado pela formacdo de comunidades
polimicrobianas com caracteristicas patogénicas. Estas podem ser influenciadas
pela associacdo de diversos fatores. Esta relacionada a condi¢des sistémicas, como
diabetes (REDDY E GOPALKRISHNA, 2022); a fatores ambientais, como
tabagismo, higiene oral e a fatores genéticos. Sendo assim, a presenca destes
fatores estd relacionada a composicdo do biofilme disbidtico, a alteragbes na
resposta inflamatéria do individuo (LINS, 2011), e um fendtipo caracteristico da

periodontite.

A resposta inflamatoéria e imunol6gica a um biofilme disbiético representa uma
importante caracteristica da periodontite. Essas alteracdes sao visiveis tanto
microscopicamente quanto clinicamente, pois a gengiva se caracteriza conforme a
resposta imune a microbiota do biofilme e seus metabdlitos, que tentam proteger e
debelar as agressfes microbianas. Mas, em alguns casos essa resposta €
exacerbada, e essa reacdo de defesa pode ter um efeito secundario, acometer
células saudaveis e estruturas adjacentes ao tecido conjuntivo (RAFFAELLI, 2016).

O complexo de Socransky (1998) classifica e organiza 0s microrganismos
presentes no biofilme subgengival, sendo observados 5 principais grandes
complexos. O primeiro complexo tem a presenca de Porphvromonas gingivalis e
Treponema denticola. O segundo registou a presenca de Prevotella intermedia e
Prevotella nigrescens, Fusobcterium nucleaturm/periodonticum. O terceiro grupo
temos Streptococcus sanguis. S. oralis, S. mitis e outros. O quarto complexo
evidencia a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo

a,Capnocytophaga, Eikenella corrodens. O quinto e ultimo complexo temos a
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presenca dos classicos Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Veillonella
parvula.

Posteriormente esse complexo foi dividido didaticamente em um sistema
hierdrquico e acompanhando de elementos de seis cores. A base da piramide
consiste no grupo amarelo, verde, violeta e azul. O grupo amarelo apresenta
elementos do tipo Streptococcus, verde Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotipo a, Eikenella corrodens e outros, o violeta marcado pela presenca de
Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus, e o azul com espécies de
Actinomyces. Esses elementos constituem a base da piramide pois sao os primeiros
colonizadores e que uma vez maduros, seguidos de replicacdes sucessivas podem
desencadear os complexos laranja e vermelho (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

O complexo laranja, que constitui a parte intermediaria da piramide, € formado
por um grupo de bactérias, das quais se destacam Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens, Streptococcus constellatus entre
outras. Ja o complexo vermelho, o mais agressivo, € marcado por Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
2002). E possivel verificar a reproducéo grafica desse complexo na figura abaixo.

B gingivalis
B. forsythus
. den ]
C. gracilis
é,‘. rectus
. Showse
- i
= .
gy
P. micros /
& s ens, / 5. mitis
5. ovralis
8. sanguls
Streplococcus sp.
Actinomyces . g;"‘ dont
species 5. intermedius

Figura 1. Sistema de colonizacdo de Socransky, S. S., & Haffajee. Classificacao e
organizacdo dos microrganismos presentes no biofilme subgengival, sendo
observados 5 principais grandes complexos.

Fonte: Darby I. (2009). Non-surgical management of periodontal disease. Australian
dental journal, 54 Suppl 1, S86—S95.
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Geng e colaboradores (2018) avaliaram os polimorfismos em IL10 e o
desenvolvimento da doenca periodontal em uma populacdo chinesa. O estudo
mostrou uma relacao significante entre o gene e o desenvolvimento da doenca e com
0 aumento da microbiota, como por exemplo o A. Actinomycetemcomitans.
Evidenciando uma relacdo do polimorfismo genético com o a microbiota no
desenvolvimento da periodontite do hospedeiro.

Para combater a presenca de micro-organismos presentes no biofilme
bacteriano disbiotico, uma resposta imune inata € organizada, e participa ativamente
do processo de instalacdo da periodontite. Posteriormente uma resposta imune
adquirida é elaborada através das células T CD4, que possuem um papel importante
no aumento exacerbado da reabsorcdo Ossea, que caracteriza a periodontite. Em
contrapartida, uma resposta humoral estd sendo associada a uma protecao
(BARBOSA, 2012).

Através de uma resposta inata, mesmo em condi¢cdes de saude, o sulco
gengival apresenta um infiltrado imune com presenca de neutréfilos, impedindo que
corpos estranhos adentrem a regido de sulco ou bolsa. Uma vez detectada a
presenca de micro-organismo patogénico na bolsa periodontal, novos neutrdfilos séo
recrutados, a medida em que bactérias vao produzindo peptideos quimiotaticos e
citocinas, que por sua vez, intensificam ainda mais sua atividade. Se essa resposta
for muito intensa, os neutrofilos desgranulam, liberando enzimas toxicas e
intensificando a defesa, que pode controlar a infeccdo, mas, se a atividade
bacteriana do biofilme estiver alta, os neutrofilos e as células epiteliais néo
conseguirdo sustentar uma reposta efetora (KINANE, 2001).

As células natural killers (NK) também participam da acdo, exercendo
influéncias pro-inflamatorias, como a producédo de citocinas, efeitos citotoxicos e
reacdes auto imunes (SEIDEL, et al., 2020).

Ainda sobre uma resposta inata, os tecidos epiteliais da mucosa possuem as
células de Langerhans, que sdo as ceélulas dendriticas em seu estado imaturo, que
posteriormente saem do seu local de origem e migram para os tecidos linfoides onde
irdo sofrer a diferenciacéo e expressar MHC de classe Il, para posterior apresentacéo
de peptideos para as células T; evidenciando um novo formato de resposta
imunolégica (STEINMAN et al., 1997; XIMENES FILHO, JOAO ARAGAO et
al.,2004). Através do papel das células dendriticas ocorrera a apresentacao dos
antigenos, através do complexo principal de histocompatibilidade, onde aqueles
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antigenos intracelulares sdo apresentados através da via de MHC de classe |, no
qual a célula dendritica apresenta diretamente para o linfécito T citotoxico, enquanto
0s antigenos extracelulares sdo eliminados via MHC de classe Il aos linfocitos T
auxiliares para efetivacdo de uma nova resposta imunologica (BARBOSA, 2012;
BANCHEREAU E STEINMAN, 1998).

Se o sistema imunolégico ndo conseguir debelar a infeccéo, a persisténcia do
micro-organismo contribuird para a sintese de citocinas pro-inflamatorias como a
interleucina 1B e macréfagos, promovendo a destruicdo da microarquitetura 0ssea,
perda do nivel de insercdo clinica e caracterizacdo da periodontite (O'BEIRNE,
1996). A presenca do macrofago é marcada nos quadros de gengivite e periodontite,
possuindo niveis mais elevados na gengivite quando comparado com a periodontite
(GARAICOA-PAZMINO et al., 2019).

Essa mudanca na reposta imunoldgica é marcada pela alteracédo de epitélio
juncional para a presenca de bolsa periodontal, desencadeando altera¢cdes clinicas.
A intensidade do ataque e posterior presenca de bolsa coloca o delicado sistema em
exaustdo, e 0 que antes era uma cascata organizada, passa a ser desequilibrada,
onde o organismo libera as células diretamente na bolsa na tentativa de debelar a
infeccdo, enquanto as células do epitélio enfrentam diretamente o0s micro-
organismos do biofilme dentario, que associados ao afinamento do epitélio e
ulceragdo perpetuam ainda mais a intensidade da resposta, ampliando as chances
de invasao e necessidade de defesa (BOSSHARDT, 2018).

Ja as células T de memoaria residentes em tecidos (Trm) representam um
conjunto de células T que protegem os tecidos contra infec¢des. Sendo verificado
um numero maior de Trm em pacientes com lesdes de periodontite. Por ser de
mem©éria, podem organizar uma reposta mais rapida, reativando a doenca
periodontal com a mesma rapidez (DELI, et al., 2020).

As Células natural killer T (NKT), promovem efeitos pro-inflamatoérios e
imunorreguladores, com uma resposta variavel podendo ser protetora através da
regulacéo de células B e producédo de imunoglobulinas, ou uma reposta destrutiva
através da producdo de citocinas, resposta cruzada de células dendriticas.

Possuindo, dessa forma, uma fungéo de imunomodulagéo (SEIDEL, et al., 2020).

A perda Ossea ocorre em consequéncia da resposta imunolégica e

inflamatoria na tentativa de debelar o micro-organismo. Apos a estimulacdo de
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células imunolégicas e inflamatérias do hospedeiro pelo contetdo do biofilme,
havera a ativacdo de células B e células T, marcando o inicio da resposta adaptativa,
gue juntamente com macréfagos e neutroéfilos levam a uma perda 6ssea através da
producdo exacerbada de mediadores proé-inflamatorios, com consequente
mobilizagdo da via de ativagao do sistema RANK-RANKL-OPG, relacionado com
aumento dos niveis de RANKL (Ligante do receptor-ativador do NF-kB), citocina proé-
osteoclastogénica, e inibicdo da atividade de OPG (osteoprotegerina) resultando na
diferenciacdo e ativagcdo dos osteoclastos, regulando as respostas celulares e
reabsorcdo Ossea, caracteristica da periodontite (HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI,
2015).

O metabolismo 6sseo € influenciado pela relacdo RANK (receptor-ativador do
NF-kB), RANKL e OPG, que podem estar relacionados com células Th17/Treg,
sugerido uma relacdo bidirecional entre o sistema imunologico e a doenca
periodontal (DENG et al., 2022). A microarquitetura 6ssea, bem como a sua
reabsorcdo € cadenciada pela relacdo RANKL e OPG. RANKL é secretado por
osteoblastos, fibroblastos, células T e B ativadas, em uma condicdo de disbiose,
RANK e RANKL se ligam e participam da maturacdo de osteoclastos, que sao
responsaveis pela destruicio da matriz 60ssea, a chamada osteoclastogénese.
Entretanto, esse eixo pode ser alterado na presenca de OPG, que por sua vez inibe,
a relacdo RANK/RANKL, através de sua propria ligagdo com RANKL, impedindo a
destruicdo 6ssea (BELIBASAKIS & BOSTANCI, 2012). O OPG atua inibindo a
osteoclastogénese, sendo relacionada a uma forma protetora contra a destruicdo do
0sso periodontal (GARCIA et al., 2022).

Na resposta humoral, a predominéancia de plasmadcitos tem sido associada a
uma maior probabilidade de desenvolvimento de doenga periodontal (KINANE,
2001). A presenca de niveis reduzidos de células B no periodonto tem sido
demonstrada como um fator de protecdo contra a perda 6ssea em pacientes
saudaveis. Em contrapartida estas células podem intensificar a resposta e gravidade
da periodontite e favorecer a atuacdo de RANKL, levando a perda oéssea
(FIGUEIREDO et al., 2019).
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2.2 Interleucinas e Periodontite

A interleucina 1 (IL-1B) € uma citocina de origem pré-infamatoria e tem seu
complexo de gene localizado no cromossomo 2. E sintetizada por fagécitos ativados,
podendo ser produzida por varios grupos de células como neutrofilos, células e
epiteliais (ZHU et al., 2022).

Considerada como uma citocina reguladora da resposta inflamatéria do
hospedeiro e, a IL-1B tem um papel importante na resposta imunologica e na
resisténcia a antigenos, tendo também sido relacionada com a exacerbacéo do dano,
leséo tecidual aguda e doengas crbnicas. A sua sintese ocorre de acordo com 0
estimulo e necessidade, influenciada fortemente pela presenca de padrdes
moleculares associados a patégenos (PMAPSs) e padrées moleculares associados a
danos (DAMPs) (LOPEZ & BROUGH, 2011).

A doenca gengival apresenta-se como um sitio de atuacdo e promocéo da IL-
1B, onde ela é produzida e liberada localmente no sitio de acéo, sendo possivel
mensurar os niveis de inflamacao tecidual e de reabsorcéo através de sua dosagem.
Evidenciando a IL-1 como um potencial marcador de destruicdo 6ssea periodontal
(MASADA et al., 1990).

Durante o processo da periodontite, a IL-1B é produzida pelo hospedeiro em
decorréncia ao estimulo levando a inflamacdo do periodonto de protecao, tendo
ainda sua regulacao influenciada pelos inflamassomas (ARAL et al., 2020).

Estudo de Bolyarova-Konova e colaboradores (2020) avaliou concentracdes
de IL-1B no fluido crevicular gengival e salivar. Os niveis de IL-1B foi maior no fluido
crevicular gengival de pacientes com gengivite e periodontite quando comparado
com pacientes saudaveis.

A interleucina 6 (IL-6) apresenta-se como uma citocina com acao pro-
inflamatéria na periodontite. Durante sua acdo como pro-inflamatéria, atua no
controle do estresse oxidativo no tecido lesado, bem como, na produgédo de
neutréfilos e proteinas da fase aguda (TERRA et al., 2012). Sua sintese também
pode ser influenciada por outras citocinas como a IL-1 e TNF (SOUZA et al., 2013).

A IL-6 tem um papel fundamental na inflamacéo, pois é sintetizada de forma
rapida para combater infeccbes teciduais, contribuindo assim para defesa do

hospedeiro através da ativacdo das repostas de fase aguda. Todavia, sua sintese
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desregulada pode desencadear um efeito patolégico na inflamacdo crénica
(TANAKA et al., 2014).

A producdo de IL-6, desencadeada por calprotectina nos fibroblastos
gengivais humanos, pode contribuir para o desenvolvimento e progressao da
periodontite em decorréncia crosstalk existente entre fibroblastos e macréfagos
(NARUISHI e NAGATA, 2018).

indices aumentados de IL-6 foram encontrados em bolsas periodontais
profundas em pacientes com composic¢ao lipidica desfavoravel (HARO et al., 2017).
Além disso, a quantidade de IL-6 na saliva foi significativamente superior em
pacientes com periodontite, quando comparados a pacientes saudaveis. Também foi
evidenciada uma tendéncia significante entre a presenca de IL-6 e doenca
periodontal e perda dentéria (ISOLA et al., 2021).

A interleucina 10 (IL-10) apresenta-se como uma das citocinas mais
importantes para a resposta anti-inflamatoria (SPERTTA, 2014). Ela pode ser
produzida a partir de células T, macrofagos, células dendriticas, entre outras células
do sistema imune (KYTTARIS et al., 2005). A IL-10 esta relacionada a reducéo da
capacidade de resposta do sistema imune pois inibe a capacidade de atuagéo dos
macrofagos e a producdo de células TCD4+, que desempenham papel importante
na resposta inflamatoria (JOOS et al., 2000).

Extremamente importante para o sistema imunolégico, a IL-10 desempenha
papel na supressao de respostas pré-inflamatérias nos mais diversos tipos de
respostas imunes, incluindo as respostas exacerbas e doencas autoimunes (WEI et
al., 2019). Desempenha um papel anti-inflamatério, limitando a reposta imunoldgica,
e evitando dando ao hospedeiro (Saraiva e O'Garra, 2010).

A interleucina 10 mostra-se como uma citocina importante, pois participa
ativamente da imunopatogénese das doencas com caracteristicas crbnicas, e a
resposta do organismo a periodontite € uma reposta essencialmente crénica,
inclusive sendo associada a polimorfismos genéticos (CULLINAN et al., 2008).
Alteracbes genéticas no gene da IL-10 podem estar associadas a alteracfes
imunologicas com consequente desenvolvimento de periodontite agressiva (Borilova
et al., 2020).

Assim, é possivel que polimorfismos genéticos nos genes que codificam as
interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-10) afetem, portanto, a saude geral desses individuos e

suas condi¢des periodontais.
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2.3 Fatores Genéticos e a Periodontite

O papel da genética para o desenvolvimento da periodontite tem sido bastante
estudado. Segundo Instavan (2009), variacbes genéticas possuem possibilidades de
modificacdo de reacdes imunoldgicas para caracterizarem diferencas individuais.
Dentro das variantes genéticas existentes, o polimorfismo € uma alteracao
encontrada em cromossomos homologos que garantem a variabilidade na sequéncia
de DNA, além de atuar como marcadores genéticos. Para ser considerado
polimorfismo essa variacdo precisa ser encontrada em uma frequéncia superior a
1% (BALASUBRAMANIAN et al., 2004). A maioria dos polimorfismos encontrados
na populagédo € denominada de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), e séo
responsaveis por 90% das variacbes presentes no genoma humano. Essas
alteracdes podem manifestar-se tanto na regido codificante do gene, quanto na
regido reguladora, o que pode acarretar alteracdes nas posi¢cdes dos aminoacidos
da proteina codificada ou na sintese da proteina codificada (SALAZAR et al., 2012).

Os genes candidatos que podem estar associados negativamente ou
positivamente a periodontite ainda ndo estéo totalmente definidos e podem variar de
populacdo para populacdo. Alguns estudos jA conseguiram associar alguns SNPs
mas sem elucidar a relacdo com manejo da condic¢éo clinica (TABA et al., 2012). Toy
e Usulo (2019), afirmam que a periodontite pode ser classificada como um tipo de
distarbio genético complexo que sofre influéncia de fatores ambientais no qual o
individuo esta inserido. Determinar 0 quanto uma pessoa pode ou nhdo esta
susceptivel ao desenvolvimento da doenca, pode propor novas técnicas para
diagndstico e tratamento. A relacdo dos genes candidatos com a periodontia ainda
€ um pouco esclarecida, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de novos
estudos. A predisposicao genética pode estar mais associada a periodontite aguda,
quando comparada com a cronica (COUSO, 2017). E evidenciado, entretanto, que
0S pacientes podem expressar respostas diferentes a determinado estimulo
ambiental comum, e essa expressdo € regulada pelo perfil genético. No caso da
periodontite, ela pode ser desencadeada por estimulos ambientais, mas sua
progressdo depende da resposta imunologica do individuo, com énfase na resposta
adquirida que é determinada pela genética. Essas respostas séo orquestradas por

genes que caracterizam a resposta do individuo, como por exemplo, 0s genes das
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inteleucinas: IL-1, IL-6, e IL-10, que podem estar relacionadas a ativagédo de vias
sinalizadoras de respostas imunes distintas (KOZAK, 2020).

Segundo Couso (2017), o biofilme é o fator etiolégico primario para o
desenvolvimento da doenga, mas apenas sua presenca nao consegue explicar a
enorme variacdo da doenca na populagdo. E necesséario o estudo do padrio
hereditario, pois o desdobramento de algumas desordens genéticas pode ajudar a
elucidar o papel dos fatores genéticos e desenvolvimento da doenca periodontal. No
caso da periodontite estima-se que exista aproximadamente 50% de envolvimento
de fatores genéticos. E necessario estabelecer um sistema de estratégia e vigilancia
para identificar e mensurar a prevencao, controle e progresso da doenca periodontal
no mundo (PETERSEN, 2005).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar a associacdo de polimorfismos nos genes IL1B, IL6 e IL10 e a

periodontite.

Objetivos Especificos
Estabelecer a associagao da periodontite com polimorfismos nos genes IL1 B,

IL6 e IL10;

Avaliar o impacto funcional in silico dos polimorfismos genéticos estudados
em IL1 B, IL,6 e IL10 no estudo de associacao com a periodontite.

Comparar frequéncias alélicas dos polimorfismos nos genes IL1 B, IL,6 e IL10

entre trés populacdes (africana, americana e europeia).
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4. MANUSCRITO 1: ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS NOS GENES IL1B, IL6
E IL710 COM PERIODONTITE

Autores: Freire, Rildo Batista; Cruz, Alvaro A.S; Barrientos, Marcia Otto; Gomes-
Filho, Isaac Suzart; Trindade, Soraya Castro Teixeira; Costa, Ryan dos Santos;
Figueiredo, Camila A; Oliveira, Tatiane Teixeira. M.C.

Introducé&o: A periodontite envolve a perda 6ssea do tecido de sustentacéo e
consequente perda das unidades dentarias 0 que impacta significantemente na
qualidade de vida de individuos de todas as camadas sociais. A presenca de
comunidades microbianas disbidticas e uma resposta imunolégica exacerbada
podem acarretar na destruicdo da microarquitetura do periodonto de sustentacéo.
Fatores ambientais e genéticos estdo associados ao desenvolvimento da doenca,
sendo necesséario elucidar o papel da genética no seu desenvolvimento e
progressédo. Objetivo: Investigar a associacao de polimorfismos dos genes IL1B, IL6
e IL10 com a periodontite; e determinar as frequéncias alélicas dos polimorfismos
IL1B, IL6 e IL10 nas populacdes africana, americana e europeia. Materiais e
meétodos: Estudo transversal, realizado com 506 individuos adultos, classificados
com presenca (n=117) ou auséncia (n=389) de periodontite, participantes da coorte
do Programa de Controle da Asma da Bahia (ProAR) em Salvador/Bahia — Brasil. O
DNA gendmico foi extraido e genotipado utilizando-se a plataforma Illlumina Multi-
Ethnic Global Array (MEGA, lllumina). As plataformas NCBI, RegulomeDB, ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements), Haploview 4.2 e rSNPBase foram consultadas. A
andlise estatistica foi realizada no software PLINK 1.9 e a regressao logistica foi
ajustada por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental, asma
e ancestralidade. Para controle de qualidade utilizou-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg <0,05, taxa de genotipagem <0,98 e frequéncia do menor alelo (MAF)
<1%. Resultados: Dois polimorfismos foram associados a periodontite no gene
IL1B. O rs3136557 alelo A apresentou associagao negativa com a periodontite tanto
no modelo aditivo como no dominante, respectivamente (OR = 0,48; IC 95% = 0,24-
0,94) e (OR = 0,48; IC 95 % = 0,24-0,97). O rs1143630 alelo T apresentou
associacao positiva (OR = 1,49; IC 95% = 1,02-2,18) no modelo aditivo, enquanto o
modelo dominante apresentou (OR = 1,61; IC 95% = 1,02-2,53). No gene IL6 0
polimorfismo rs2069841 alelo A foi associado positivamente a periodontite no modelo
aditivo (OR = 2,61; IC 95% = 1,05-6,50) e no modelo dominante (OR = 2,61; IC 95%
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= 1,05- 6,50). Na analise dos polimorfismos da IL10 ndo foram encontradas
associacOes significantes com a periodontite na populacdo estudada. A frequéncia
do menor alelo A do rs3136557 é de 8% na populacdo estudada de Salvador,
semelhante a populagcdo americana que possui aproximadamente a mesma
frequéncia, enquanto a populacao africana possui 5%. O rs1143630 (alelo T) possui
frequéncia de 20% na populacdo estudada, enquanto a populacdo africana
apresenta 28%, a populacdo americana e a europeia apresentam 6%. O MAF do
rs2069841 (alelo A) foi de 2% no grupo estudado, semelhante a populacéo africana
que apresentou 3%. Concluséo: Polimorfismos nos genes das interleucinas IL-1B e
IL-6 foram associados positivamente e negativamente a periodontite. Ndo foram
encontradas associacdes de polimorfismos do gene IL10 com a periodontite, nesta
populacdo da cidade de Salvador. A frequéncia alélica dos polimorfismos mostra-se

semelhante aquelas encontradas em outras populacdes, como a africana e europeia.

Palavras-chave: Periodontite; Interleucinas; gene candidato;
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ABSTRACT

ASSOCIATION OF POLYMORPHISMS IN THE IL1B, IL6 AND IL10 GENES WITH
PERIODONTITIS.

Introduction: Periodontitis involves bone loss of support tissue and
consequent loss of dental units, which significantly impacts the quality of life of
individuals from all walks of life. The presence of dysbiotic microbial communities and
an exacerbated immune response may result in the destruction of the
microarchitecture of the supporting periodontium. Environmental and genetic factors
are associated with the development of the disease, and it is necessary to elucidate
the role of genetics in its development and progression. Objective: To investigate the
association of polymorphisms of the IL1 B, IL6 and IL10 genes with periodontitis; and
to determine the allelic frequencies of IL1 B, IL6 and IL10 polymorphisms in African,
American and European populations.  Materials and methods: Cross-sectional
study, conducted with 506 adult individuals, classified with presence (n=117) or
absence (n=389) of periodontitis, participants in the cohort of the Bahia Asthma
Control Program (ProAR) in Salvador/Bahia — Brazil. Genomic DNA was extracted
and genotyped using the lllumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina)
platform. The platforms NCBI, RegulomeDB, ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements), Haploview 4.2 and rSNPBase were consulted. Statistical analysis was
performed using the PLINK 1.9 software and logistic regression was adjusted for age,
obesity, mouth breathing habit, flossing, asthma and ancestry. For quality control,
Hardy-Weinberg equilibrium <0.05, genotyping rate <0.98 and frequency of the
lowest allele (MAF) <1% were used. Results: Two polymorphisms were associated
with periodontitis in the IL1B gene. The rs3136557 A allele showed a negative
association with periodontitis in both the additive and dominant models, respectively
(OR = 0.48; Cl 95% = 0.24-0.94) and (OR = 0.48; Cl 95 % = 0.24-0.97). The
rs1143630 T allele showed a positive association (OR = 1.49; Cl 95% = 1.02-2.18) in
the additive model, while the dominant model presented (OR = 1.61; Cl 95% = 1.02-
2.53). Inthe IL6 gene, the rs2069841 allele A polymorphism was positively associated
with periodontitis in the additive model (OR = 2.61; Cl 95% = 1.05-6.50) and in the
dominant model (OR = 2.61; Cl 95% = 1.05- 6.50). In the analysis of IL10
polymorphisms, no significant associations with periodontitis were found in the

population studied. The frequency of the lowest A allele of rs3136557 is 8% n the
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studied population of Salvador, similar to the American population that has
approximately the same frequency, while the African population has 5%. The
rs1143630 (T allele) has a frequency of 20% in the population studied, while the
African population presents 28%, the American and European population present
6%. The MAF of rs2069841 (A allele) was 2% in the studied group, similar to the
African population that presented 3%. Conclusion: Polymorphisms in the genes of
interleukins IL-1B and IL-6 were positively and negatively associated with
periodontitis. No associations of IL10 gene polymorphisms with periodontitis were
found in this population of the city of Salvador. The allelic frequency of polymorphisms

is similar to those found in other populations, such as African and European.

Keywords: Periodontitis; Interleukins; candidate gene;
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4.1 INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma condig&o inflamatdria considerada como uma das
patologias que mais comprometem a saude oral, podendo levar a perda de unidades
dentarias (JUIZ et al.,, 2010). Caracterizada pelo acometimento dos tecidos de
protecao e sustentacdo dos dentes, com perda da microarquitetura 0ssea alveolar e
insercéo conjuntiva, decorrente da interagdo de multiplos fatores relacionados com
a resposta imunoldgica e a presenca de um biofilme dishiético (FERREIRA et al.,
2013; Antonini et al., 2013; LINDHE,2010). O processo ocorre de forma dinamica e
esta relacionado tanto com fatores intrinsecos, como influenciado pelo padréao
genético da resposta imune e outros fatores do hospedeiro, como condi¢des
sistémicas e habitos de saude e de higiene oral, como o uso do fio dental.

Para Costa e colaboradores (2021) a compreenséo da doenca periodontal vai
além da relacdo biofilme dependente, pois existe um papel imunolégico
extremamente importante, uma diversidade de resposta imunoldgica, que a
depender do estimulo pode influenciar na hemostasia do osso alveolar. Essa
resposta imunoldgica em estagio inicial é liderada por uma imunidade inata, quando
0 organismo ndo consegue debelar a infecdo, faz-se necessaria uma resposta
adaptativa, que prolongada, ativa exacerbadamente linfécitos que induzem a
destruicdo 6ssea.

A acédo bacteriana e seus componentes, como o lipopolissacarideo, modula
uma resposta imunoinflamatéria exacerbada, que desencadeia o metabolismo
osteoclastico e posterior perda 6éssea. Sendo assim, esses individuos apresentam
niveis elevados de proteinas da fase aguda, como a proteina C reativa e citocinas
como Fator de Necrose Tumoral e interleucinas como interleucina (IL) 1, IL-2 e IL-6
(HEGDE e AWAN, 2019).

A IL-1B tem sido associada ao desenvolvimento da periodontite, visto que sua
producéo € desencadeada por células envolvidas, como por exemplo, os linfocitos e
mondcitos (FROES et al., 2020). Além disso, existe um aumento de IL-6 durante o
processo de desenvolvimento da doenca, sendo essa citocina de possivel
verificacdo no tecido periodontal e na saliva dos portadores da condicdo (HOBBINS
et al.,, 2017). A presenca de IL-6 evidencia-se como um indicador de doenca
periodontal, podendo essa ser associada a presenca de sangramento, e aumento da
profundidade de sondagem (GEIVELIS et al., 1993). Os niveis de IL-10 aumentam
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com a terapia periodontal (ROSALEM et al.,, 2011). O que sugere um papel na
recuperacédo do paciente, visto que essa é uma citocina anti-inflamatéria.

Couso (2017) aponta que fatores com o biofilme disbidtico, isoladamente, ndo
€ capaz de explicar a variacdo de doenca periodontal na populacdo. Os fatores
genéticos possuem relevancia, pois modulam a reposta inflamatéria podendo tornar
o individuo mais susceptivel ou resistente ao desenvolvimento da doenca
(ALBUQUERQUE et al., 2013). Alguns fatores genéticos estdo sendo observados e
indicados com potencial de alterar a resposta inflamatéria e infeciosa, o que torna o
perfil genético valioso, pois elucidar essa relacdo pode contribuir para o
desenvolvimento de novas formas de diagnostico e terapéutica (MASMOUDI, 2020).

O papel da genética no desenvolvimento da periodontite tem sido bastante
estudado, porém os genes candidatos para determinar a susceptibilidade ainda ndo
estdo totalmente definidos e podem variar entre as populag@es. Alguns estudos ja
conseguiram associar alguns SNPs mas sem elucidar a relagdo com manejo da
condicdo clinica (TABA et al., 2012).

Diante do exposto, deve-se considerar a relevancia de conhecer as
caracteristicas dos polimorfismos e suas ligacbes com a periodontite na populagéo

deste estudo.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Populagéo do Estudo

Foi realizado um estudo transversal com 506 individuos adultos, participantes
de uma coorte do Programa de Controle da Asma da Bahia (ProAR) em
Salvador/Bahia — Brasil. Os dados para o estudo foram coletados de janeiro de 2013
a novembro de 2014. Os individuos foram subdivididos em dois grupos, individuos
diagnosticados com periodontite e individuos sem o diagnostico de periodontite
conforme classificagdo descrita no item 4.2.2. Como critérios de inclusdo foram
selecionados pacientes do sexo biolégico masculino e feminino e residentes da
cidade de Salvador. Como critérios de exclusdo, aqueles pacientes que
apresentaram comorbidades, consanguinidade, auséncia dentaria total ou inferior a
4 unidades. Nesse estudo todos os participantes responderam a um questionario

estruturado, por meio de entrevistas, com informacdes relacionadas as
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caracteristicas socioecondmicas e demograficas, estilo de vida, histéria médica e
tratamentos bucais anteriores (Soledade-Marques et al., 2018). O consentimento
Livre e Esclarecido foi obtido de todos os participantes. Esta pesquisa segue 0s
requisitos éticos e aprovada pela CONEP e pelo Comité de Etica em Pesquisa
Comité da Maternidade Climério de Oliveira, CAAE: 25000.013834/2010-96.

4.2.2 Avaliacdo e Diagndstico da Periodontite

A avaliacdo odontoldgica foi realizada por um unico profissional especialista e
calibrado que realizou todos os exames periodontais (SOLEDADE-MARQUES et al.,
2018). Foram examinados seis locais de cada dente, excluindo os terceiros molares,
e foram avaliados: recesséo, profundidade de sondagem, nivel de insercéo clinica e
sangramento a sondagem. Os individuos com periodontite apresentavam pelo
menos quatro dentes com um ou mais sitios com profundidade de sondagem =4 mm,
nivel de insergao clinica =2 3 mm e sangramento a sondagem em um mesmo local
(GOMES-FILHO et al., 2018).

4.2.3 Extracdo de DNA e Genotipagem

Para a realizacdo da extracdo do DNA foram utilizadas amostras de sangue
periférico seguindo o protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen). O
DNA genbmico extraido foi genotipado utilizando-se a plataforma Multi-Ethnic Global
Array, o Infinium Multi-Ethnic AMR/AFR-8 Bead Chip. As informacgdes genéticas dos
polimorfismos dos genes estudados foram extraidas nas posicbes: gene
IL1B:113587328-113594356 (GRCh37), no cromossomo 2; gene IL6: 22766819 —
2277161 (GRCh37), cromossomo 7. E para o gene IL10: localizacdo 206940947-
206945839 (GRCh37), cromossomo 1 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

4.2.4 Andlise in silico

A andlise de cada SNP foi obtida através do banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) e ENSEMBL

(https://www.ensembl.org). As fung¢des regulatérias no genoma humano foram

analisadas no RegulomeDB (www.regulomedb.org) e ENCODE (Encyclopedia of
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DNA Elements). A obtencdo dos dados da frequéncia dos alelos em outras
populacdes foi coletada através da plataforma HaploReg 4.0. que utiliza informacdes
do projeto 1000 Genomas, desenvolvido a partir de amostras que envolvem

populac6es de quatro continentes (Americano, Africano, Asiatico e Europeu).

4.2.5 Andlises estatisticas

Para investigar a associacdo dos polimorfismos genéticosgenéticas nos
genes IL1B, IL6 e IL10 e a periodontite, foram realizadas anéalises com banco de
dados imputados através do painel CAAPA, Michigan Imputation Server

(https://imputationserver.sph.umich.edu). O software PLINK foi utilizado para

estabelecimento das andlises das associacdes dos polimorfismos genéticos e a
periodontite através de regressao logistica nos modelos dominantes, recessivos e
aditivos, com ajustes para idade, obesidade, asma, respiracdo bucal, uso do fio
dental pelo menos uma vez ao dia e ancestralidade. O Desequilibrio de ligagao foi
considerado para determinar a associagao nao aleatéria dos alelos em locos distintos
pelo software Haploview 4.2, para calcular o valor r?. Para o controle de qualidade
foram utilizados equilibrio de Hardy-Weinberg <0,05, taxa de genotipagem <0,98 e
frequéncia do menor alelo (MAF) <1%. Os valores de p foram considerados
estatisticamente significativos quando <0,05, e p permutado em 10.000 vezes

também menor que <0,05

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Populacao do estudo

A populacdo do estudo foi composta por 506 individuos (n=506), sendo 421
mulheres (83,2%) e 85 homens (16,8%). Classificados como grupo com presenca
de periodontite (n=117), segundo a classificagcdo de Gomes Filho e colaboradores
(2018); e grupo sem o diagnostico de periodontite (n=389). A tabela 1 apresenta

informacgdes sobre as caracteristicas da amostra utilizada neste estudo.

Tabela 1: Frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas da amostra
utilizadas neste estudo para periodontite.
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Caracteristicas Classificacdo N (%) Presenca Auséncia
Periodontite Periodontite

117 389
Idade > 39 anos 341 67,4 88 (75,2) 253 (65,0)
Sexo Mulher 421 83,2 94 (80,3) 327 (84,1)
Escolaridade <4 anos 405 80 80 (68,4) 325 (83,5)
Raca Preto/Pardo 421 83,2 93 (79,5) 328 (84,3)
autorreferida
Obesidade IMC > 30 149 29,4 47 (40,2) 102 (26,2)
Asma Presenca 314 62,1 95 (81,2) 219 (56,3)
Fumante Sim 176 34,8 47 (40,2) 129 (33,2)
Respira pela Sim 319 63,0 91 (77,8) | 228 (58,6)
boca
Visita o dentista Sim 252 49,8 50 (42,7) 202 (51,9)
com frequéncia
Utilizacao do fio Sim 266 52,5 45 (38,5) 221 (56,8)
dental

4.3.2 Associagao dos Polimorfismos nos genes IL1B, IL6 e IL10e a
periodontite

Foram encontrados 3 SNPs significativos para periodontite. No gene IL1B
foram observados 24 SNPs, sendo dois polimorficos: rs3136557 (alelo A) e
rs1143630 (alelo T). Apos atualizacdo no NCBI o rs57171133 passou a ser
denominado o rs1143630. O rs3136557 alelo A (IL1B) foi negativamente associado
a periodontite nos modelos aditivo (OR 0,48, IC 95% 0,24-0,94) e dominante (OR
0,48, IC 95% 0,24-0,97). Neste mesmo gene, 0 rs1143630 alelo T foi positivamente
associado a doenca periodontal nos modelos aditivo (OR 1,49, IC 95% 1,02-2,18) e
dominante (OR 1,61, IC 95% 1,02-2,53).

No polimorfismo rs1143630 temos a presenca do alelo T no modelo aditivo
atribuindo um aumento da susceptibilidade de 49% para o desenvolvimento da
periodontite. Quando observado o modelo dominante esse valor é superior, podendo
chegar a 61% a predisposi¢cédo ao desenvolvimento da doenca periodontal.

No IL6 foi encontrado um total de 32 SNPs, um polimérfico rs2069841 (alelo
A) foi associado positivamente a periodontite nos modelos aditivo e dominante, pois
o alelo polimérfico (A) apresenta susceptibilidade de 161% de desenvolvimento da
doenca tanto no modelo aditivo quando no modelo dominante, (ambas apresentaram
OR =2,61). J4 no modelo recessivo ndo foram verificadas associa¢fes significantes.

No gene IL10 foram encontrados 23 SNPs, mas, ndo foram verificadas

associacoes significantes.
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As associagOes significantes dos polimorfismos dos genes IL1B e IL6 e a
periodontite estdo apresentadas na Tabela 3.

Todos 0s SNPs associados séo intrénicos e estdo relacionados com o controle
da expresséo génica. Os polimorfismos do IL1B obtiveram uma pontuacéo de 5; e o
rs206984, do IL6, pontuacao de 4 de acordo com o banco de dados do RegulomeDB.
A tabela 2 apresenta a analise funcional em IL1B e IL6.

Tabela 2: Analise funcional dos polimorfismos em IL1B e IL6.

SNP MAF Al A2 funcéo Regulome DB HWE*
IL1B Rank (escore)

rs3136557 0.084 A G Intron 5 (0.13454) 0.35

rs1143630 0.204 T G Intron 5 (0.13454) 1
SNP MAF** Al A2 funcéo Regulome DB HWE*
IL6 Rank (escore)

rs2069841 0.023 A G Intron 4 (0.60906) 1

Nota: SNP: Polimorfismo de nucleotideo Unico. MAF: frequéncia do alelo menor. Al: alelo menor. A2: alelo

ancestral. DBSNP: funcdo em DBSNP. Previsao para SNP do RegulomeDB. HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg
(*HWE<0.05, excluido *MAF>0.01).

Tabela 3: Associacdes significantes entre polimorfismos nos genes IL1 B, IL6 e IL10
e periodontite.

SNP Modelo Genotip Controle Caso (%) OR IC95%  valor p
IL1B o] (%) p Perm
GG 320(63,2%) 106(21%) 0.24
AIG ADD GA 64 (12,6%) 11(2,1%) 0.48 <" 0031 0.028
0.94
rs3136557 AA 5(1%) 0
GG 320(63,2%)  106(20,9%) 0.24-
AG DOM GA+AA 69(13,6%) 11(2,1%) 0.48 0.97 0.042 0043
GG 255(50,3%) 68(13,4%) 1.02-
TIG ADD GT 117(23,1%) 43(8,4%) 1.49 518 0.037 0.041
rs1143630 TT 17(3,3%) 6(1,1%) '
TG DOM GG 255(50,3%) 68(13,4%) 1.02-

GT+TT  134(26.4%)  49(9.6%) O 253 0040 0037

SNP A1/A2 Modelo  Genotipo  Controle (%) Caso (%) OR IC95% valor p
IL6 p Perm
GG 376(74,3%) 107(21,1%
)
AIG ADD GA 13 (2,5%) 10(1,9%) 2.61 1.05-6.50 0.040 0.021
rs2069841 AA 0 0
GG 376(74,3%) 107(21,1%
)
AIG DOM GA+AA 13(2,5%) 10(1,9%) 2.61 1.05-6.50 0.040 0.021
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Nota 1: Para a regressao logistica foi realizado ajuste por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de
fio dental (pelo menos uma vez ao dia), asma e principal componente de ancestralidade da amostra. Nota 2:
A1/A2- alelo polimérfico/alelo selvagem; ADD- modelo aditivo; modelo DOM-dominante; OR- razéo de chances;
IC95%-intervalo de confianga- 95%, valor p significAncia estatistica p < 0,05; perm-p valor p permutacional em

10.000 vezes.

4.3.3 Impacto Funcional dos polimorfismos associados a periodontite

A tabela 04 apresenta os 03 SNPs associados a periodontite. Todos eles
possuem funcdo intrénica, e estdo presentes em multiplos tecidos. A maioria
apresenta multiplos motifs changed, e apenas o0 rs3136557 ndo apresentou motifs.

Tabela 4. Analise regulatéria in silico dos polimorfismos em IL1B e IL6.

GENE SNP A1/A2 Annotation GERP Regulome Epigenomics Epigenomics Epigenomics Motifs
DB (Promoter) (Enhancer) (DNAse 1) changed
Rank
(score)
IL1B  rs3136557 A/G Intron -1.15 5 BLD 7 TISSUES 7 TISSUES NO DATA
(0.13454)
IL1B  rs1143630 TIG Intron -2.11 5 BLD 8 TISSUES BLD, SKIN, FOXA_discl;
(0.13454) BLD LXR_2;
LXR_3;
PPAR_3;
TCF12_disc2
IL6 rs2069841 A/G Intron -2.35 4 LNG ESDR, MUS, BLD BHLHEA4O0,
(0.60906) SKIN Rad21,
ZBTB33

Nota 1: A1/A2- alelo polimérfico/alelo selvagem; Nota 2: BLD- blood; LGN - lung; MUS — Muscle; Skin — Skin;
ESDR - embryonic stem cells derived; LXR - Liver X Receptor; PPAR - Peroxisome Proliferator Activated
Receptor; TCF12 - Transcription Factor 12; BHLHE40- Basic Helix-Loop-Helix Family Member E40; RAD21 -
Cohesin Complex Component; ZBTB33- Zinc Finger And BTB Domain Containing 33;

O grau de desequilibrio de ligacédo foi calculado para os SNP dos genes IL1B
e IL6. Foi encontrado um alto valor do D’ entre os SNP do gene IL1B rs1143630 e
rs3136557; e entre esses SNP e outros do gene, considerando D’=1 como forte
desequilibrio de ligacdo. Os valores encontrados foram apresentados nas figuras 1
e 2.
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Figura 1: Andlise do Desequilibrio de ligagdo em pares nos genes IL1B. Haploview utilizando o D’

onde a intensidade da cor dos quadrados e o valor mostram a forga dos valores de D’.



Figura 2: Andlise do Desequilibrio de ligagdo em pares nos genes IL6. Haploview utilizando o D’ onde
a intensidade da cor dos quadrados e o valor mostram a forga dos valores de D’.

4.3.4 .Frequéncias aI.éIicas dos genes IL1B, IL6 e IL10 nas populagdes africana,
americana e europeia

Quando observamos o rs3136557 verificamos que o MAF alelo (A) esta
presente em 8% da populacdo de Salvador. Esse resultado é semelhante ao de toda
populacdo americana que apresenta 0 mesmo numero de 8%. Numeros bem
préximos sdo encontrados na populacdo africana que possui frequéncia de 5% no
alelo (A), enquanto na populacéo europeia esse numero € de 18%.

O rs1143630 evidencia frequéncia de menor alelo (T) de 20% na populagao
estudada, enquanto a populacdo africana que apresenta 28%. Em contrapartida
esse numero é distinto quando comparado a toda populacdo americana e europeia,
gue apresentam a frequéncia do alelo (T) de 6%.

O rs2069841 da interleucina-6, apresenta frequéncia de menor alelo (A) de
2% na populacéo de Salvador. Quando comparado a outras populac¢des existe uma
semelhanca com a populagéo africana que apresenta 3%, e a populagdo americana
que apresenta 0%. Nao foram encontrados dados sobre a populacdo europeia. A

frequéncia alélica nas populac¢des pode ser verificada conforme Quadro 1.
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Quadro 1: Frequéncias alélicas entre trés populacdes diferentes do Projeto 1000 Genomas para 0s
marcadores genéticos do banco de dados do estudo.

INTELEUCINA 1B: INTELEUCINA 1B: INTELEUCINA 6:
Polimorfismo rs3136557 Polimorfismo rs1143630 Polimorfismo rs2069841
Populacéo Alelo Alelo Populacao Alelo Alelo Populacéo Alelo Alelo
AFR G:95% A:5% AFR T: 28% G:72% AFR G:97% A:3%
AMR G:92% A:8% AMR T: 6% G:94% AMR G:100% A:0%

no
EUR G:82% A:18% | |EUR T: 6% G:94% | |EUR G:100% data
ALL G:91% A:9% ALL T.16% G:84% ALL G:99% Al%
=20,
SALVADOR G:92% A8% | | SALVADOR G:80% T:20% | [saLvADOR Giogse  A2%

Polimorfismo: rs3136557
0

\

m MAF = ALELO G: = Alelo A:

Polimorfismo: rs1143630
0

=

= MAF = ALELOG: = Alelo A:

Polimorfismo: rs2069841
D

|

m MAF = ALELO G: = Alelo A:
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4.4 DISCUSSAO

O presente trabalho foi o primeiro a demonstrar a associa¢cdo da periodontite
com os polimorfismos rs3136557 e rs1143630 no gene da IL1B, rs2069841 no gene
IL6 em Salvador, Bahia, Brasil. A periodontite € uma doenca complexa, possuindo
diversos fatores associados ao desenvolvimento e gravidade; dentre eles, a
interacdo de multiplos fatores relacionados com a resposta imunoldgica, presenca
de um biofilme disbiético, e outros fatores do hospedeiro.

Estudos de Frées (2020), relacionaram a IL1B com a progressao da doenca
periodontal, pois o recrutamento de células para o local da inflamacéo, eleva os
niveis dessa citocina, devendo essa esta relaciona como aumento do sangramento
e profundidade de sondagem. No nosso estudo o alelo T do rs1143630 no modelo
aditivo aumenta em 49% a susceptibilidade do individuo desenvolver doenga
periodontal em um individuo heterozigoto, e 98% de probabilidade de
desenvolvimento da doenca periodontal em um individuo homozigoto, enquanto no
modelo dominante essa predisposi¢ao pode chegar a 61%.

Brodzikowska e colaboradores (2019) em uma meta-andlise avaliaram a
relacdo da IL1 com a periodontite, e verificaram que os polimorfismos rs1800587 e
rs1143634 estdo relacionados com o desenvolvimento da periodontite, sendo
positivamente associado a doenca.

Brodzikowska e colaboradores (2022) associaram a IL1B e a periodontite em
uma populagéo polonesa. Onde o genotipo 3953 C/T localizado em IL1B foi descrito
como sendo mais frequente nos individuos com periodontite, quando comparado ao
grupo sem periodontite. Verificaram também que a presenca de pelo menos um alelo

T do 3953 da IL1B esta relacionada uma alta prevaléncia em individuos com
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periodontite. Enquanto os pacientes que apresentaram genétipo C/C, apresentaram
baixa susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga periodontal.

Estudos de Caetano (2022) sobre a expressao de genes com susceptibilidade
para o desenvolvimento da periodontite, apresenta a IL1B como a principal citocina
relacionada a atividade macrofagos no sulco gengival.

Da Silva e colaboradores (2018) incluiram 54 estudos em uma meta-analise
na qual investigaram a relagdo do rs1143634 no IL1B e periodontite cronica.
Totalizaram um namero de 4924 pacientes no grupo caso e 4452 no grupo controle,
e evidenciaram uma associacao positiva para o desenvolvimento de periodontite
crdnica em uma populagéo asiatica, caucasiana e miscigenada.

Um estudo que relacionou o polimorfismo IL1B 3954 (rs1143634) com as
bactérias do complexo vermelho da periodontite, evidenciando uma associacao
independente entre as bactérias e os sitios de periodontite (PANI et al., 2021).

Segundo Mashhadiabbas (2021) o polimorfismo IL1 0592 C>A esté associado
positivamente ao desenvolvimento da periodontite em populagdes estudadas, sendo
evidenciado como uma ferramenta Util na identificacdo de pacientes com risco ou
nao. O polimorfismo em questéo néo foi analisado em nosso estudo.

Estudo de polimorfismos nos genes IL1B e IL6 foi realizado em Goiania, com
uma amostra de 152 pacientes, sendo esses 101 controles e 51 casos. Foram
avaliados os rs1143634 no gene da IL1B e rs1800795 e rs1800796 no IL6. O
rs1143634 em IL1B e rs1800796 em IL6 foram associadas a susceptibilidade para o
desenvolvimento da periodontite (MANSO, 2020). Nosso estudo analisou o
rs1143634 no IL1B, mas nao foram verificas associacdes. De forma semelhante no
IL6, rs1800795, foi avaliado no nosso estudo, mas nenhuma associacgao significante

foi encontrada.
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Liu e Li (2022) através de uma revisdo sistematica e meta-andlise de multiplos
polimorfismos de citocinas no desenvolvimento da periodontite, destacaram a IL1-B
como uma das principais citocinas no desenvolvimento e avango da periodontite,
enquanto a IL6 conferiu uma espécie de protecdo aos individuos estudados. Os
polimorfismos no IL1B 511 C/T (rs16944) e 3954 C/T (rs1143634) foram associados
a periodontite. J& o modelo 174G/CG da IL6 foi associado a prevencéo da doenca.

Uma meta analise sobre polimorfismos da Interleucina 6, demonstrou que o
polimorfismo -174 G/C (rs1800795) apresentou uma associacdo negativa com
periodontite (ZHAO e LI, 2018).

Mehar e colaboradores (2021) investigaram o polimorfismo da interleucina-6
174GC em uma populacéo brasileira através de uma meta-andlise. Foi verificado
que o alelo C IL6 174GC esta negativamente associado a periodontite na populagéo
brasileira.

Chatzopoulos e colaboradores (2018) avaliaram polimorfismos nos genes IL6
e IL10 através de uma coorte prospectiva. Foi observado que no gene IL10 o
rs1800872 foi associado ao aumento da chance de desenvolvimento e progresséao
da periodontite. Enquanto o rs1800796 no gene da IL6 e 0 rs1800872 na IL10, ndo
foram associados com a periodontite. O rs1800872 localizado no gene da IL10, n&o
foi analisado nesse estudo, enquanto o rs1800796 localizado no gene da IL-6
também nao foi associada significantemente a periodontite em nosso estudo.

Nosso estudo néo verificou associacdo de polimorfismos no gene da IL-10 e
periodontite. Em contrapartida uma meta-analise de 26 estudos, evidenciou uma
associacdo positiva para periodontite nos rs1800871 e rs1800872 em uma
populacao latino-americana. Ja no rs1800896 ndo foram verificadas associacoes

(YANG E HUANG, 2019).
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Nao foram verificados estudos associando o0s polimorfismos rs3136557 e
rs1143630 no gene da IL1B com a periodontite. De forma semelhante, nenhum
estudo foi encontrado avaliando o SNP rs2069841 do gene IL6 e periodontite,
evidenciando-as como novas possibilidades no auxilio da elucidacdo do perfil

genético no desenvolvimento da periodontite.
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4.5 CONCLUSAO

Polimorfismos nos genes das interleucinas IL-1B e IL-6 foram associados
positivamente e negativamente a periodontite. Ndo foram encontradas associagdes
de polimorfismos do gene IL10 e a periodontite, nesta populacdo da cidade de
Salvador. A frequéncia alélica dos polimorfismos reflete a miscigenacdo da

populacao estudada.
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5. CONCLUSAO GERAL

A literatura brasileira e internacional converge no diz respeito ao
estabelecimento do papel do perfil genético no desenvolvimento e progressdo da
periodontite, da mesma forma mostram-se favoraveis aos estudos que elucidem
essas vias.

No gene IL1B foram verificados 2 SNPs: rs3136557 (alelo A) e rs1143630
(alelo T). No primeiro foi evidenciado uma associagao negativa ao desenvolvimento
da periodontite, tanto no modelo aditivo quanto no modelo dominante. Ja no
segundo, é evidenciado um aumento da susceptibilidade no modelo aditivo e
dominante. O modelo recessivo ndo mostrou associacao.

O Gene da IL6 rs2069841 (alelo A) foi associado positivamente a periodontite
nos modelos aditivo e dominante. O modelo recessivo ndo mostrou associacao.

N&o foram encontradas associa¢des de polimorfismos no gene IL10 com a

periodontite, nesta populacéo da cidade de Salvador.
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