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RESUMO

Objetivos: Avaliar a possivel associacio dos polimorfismos genéticos IL-1A®% IL-
1B IL-1RN (intrdo 2) e o desenvolvimento de peri-implantite, através de um estudo
piloto efetuado numa populacdo de pacientes caucasianos da Clinica Dentaria Egas

Moniz.

Materiais e Métodos: Foram selecionados 20 pacientes, 10 com saude peri-implantar e
10 com peri-implantite. As amostras contendo células da mucosa jugal foram
armazenadas a -20°C e posteriormente submetidas ao processo de extragdo de DNA. A
analise genética foi realizada através da técnica de PCR (Polymerase chain reaction),
RFLP (Restriction fragment length polymorphism) e através de andlise eletroforética. A
andlise estatistica foi realizada através do programa Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS).

Resultados e Discussdo: Para o gene da IL-1A"%, observou-se que o alelo mutado foi
observado em maior percentagem no grupo peri-implantite comparativamente ao grupo
controlo (30% vs 15% respetivamente). Para o gene IL-1B**%**, observou-se também que
o alelo alterado estava presente em maior percentagem no grupo doenca
comparativamente ao grupo controlo (35% vs 10% respetivamente). O genotipo positivo
(presenga de pelo menos um alelo T em ambos os polimorfismos IL-1A e IL-1B*3%%%),
foi detetado em 6 pacientes, sendo que 5 pertenciam ao grupo doenga e 1 ao grupo satde.
Para o IL-1RN observou-se a presenca do alelo 1 em todos os pacientes, a exce¢do de um
paciente pertencente ao grupo saude, que apresentava o alelo 1 (VNTR de 412pb) e o
alelo 3 (VNTR de 326 pb). Nao se observou uma diferenga estatisticamente significativa

quanto a presenga dos polimorfismos nos genes da IL-1 e do IL-1RN entre os grupos.

Conclusio: Para o polimorfismo do gene IL-1RN ndo se verificaram diferengas entre os
grupos. Relativamente aos polimorfismos dos genes da IL-1 ndo se observou uma
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo satde e doenga, contudo uma
tendéncia deve ser realgada mostrando uma potencial ligacdo do genotipo da IL-1 e a

peri-implantite.

Palavras-chave: DNA; IL-1; Peri-implantite; Polimorfismos.






ABSTRACT

Objective: To evaluate the possible association of genetic polymorphisms IL-1A™, IL-
1B*3%34 IL-1RN (Intron 2) and the development of peri-implantitis, through a pilot study

carried out in a population of Caucasian patients from the Egas Moniz Dental Clinic.

Materials and Methods: 20 patients were selected, 10 with peri-implant health and 10
with peri-implantitis. Samples containing cells from the buccal mucosa were stored at
-20°C and later submitted to the DNA extraction process. Genetic analysis was performed
using the PCR (Polymerase chain reaction), RFLP (Restriction fragment length
polymorphism) and electrophoretic analysis. Statistical analysis was performed using the

Statistical Package for Social Sciences program (SPSS).

Results and Discussion: For the IL-1A®® gene, it was observed that the mutated allele
was observed in a higher percentage in the peri-implantitis group compared to the control

B*3%3* gene, it was also observed that the

group (30% vs 15% respectively). For the IL-1
altered allele was present in a higher percentage in the disease group compared to the
control group (35% vs 10% respectively). The positive genotype was detected in 6
patients, 5 belonging to the disease group and 1 to the health group. For IL-1RN, the
presence of allele 1 was observed in all patients, except for one patient belonging to the
health group, which had allele 1 and allele 3. There was no statistically significant
difference in the presence of polymorphisms in the IL-1 and IL-1RN genes between the

groups.

Conclusion: For the IL-1RN gene polymorphism there were no differences between
groups. Regarding IL-1 gene polymorphisms, there was no statistically significant
difference between the health and disease group, however a trend should be highlighted,
showing a potential link between the IL-1 genotype and peri-implantitis.

Keywords: DNA; IL-1; Peri-implantitis ; Polymorphisms.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1. Peri-implantite

1.1. Definicdo de Peri-implantite

A peri-implantite ¢ caracterizada por ser uma doenga complexa e progressiva, que
ocorre a nivel dos tecidos duros e moles que se encontram em redor dos implantes
dentarios osteointegrados em funcdo. Trata-se de uma condi¢do patologica definida pela
presenca de inflamacdo da mucosa peri-implantar, acompanhada por um processo
inflamatorio destrutivo a nivel dos tecidos moles e subsequente perda progressiva do osso
de suporte, detetada radiograficamente (Berglundh et al., 2018; Schwarz et al., 2018;
Smeets et al., 2014; Wilson, 2013). A presenca de alteragdes inflamatorias a nivel dos
tecidos que circundam os implantes e as modificagdes a nivel da crista 6ssea, devem-se a

acumulagdo microbiana e/ou fatores iatrogénicos (Berglundh et al., 2018).

1.2. Caracteristicas clinicas e histopatologicas

Relativamente as caracteristicas clinicas e, de acordo com Berglundh et al. (2018),
as zonas que apresentam peri-implantite, sdo caracterizadas pela presenca de sinais
clinicos de inflamagdo, hemorragia e/ou supuragdo a sondagem, bem como aumento da
profundidade de sondagem e/ou recessdao da margem gengival, juntamente com a
evolugdo da perda ossea radiografica quando comparada com exames anteriores.

E importante salientar que esta taxa de progressido pode variar entre pacientes.
Além disso, em locais que apresentam doenca peri-implantar, a profundidade de
sondagem constitui um indicador de severidade da mesma, uma vez que se encontra

relacionada com a perda ossea (Berglundh et al., 2018).
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Associagdo dos polimorfismos dos genes da IL-1 e do IL-1Ra com a peri-implantite — Estudo piloto

Tabela 1: Classificagdo dos graus de severidade da peri-implantite. Adaptado de (Froum & Rosen, 2012).

Profundidade de sondagem > 4 mm (hemorragia e/ou
Leve supuragdo na sondagem)

Perda 6ssea de <25% do comprimento do implante

Profundidade de sondagem >6 mm (hemorragia e/ou
Moderada supuracao na sondagem)

Perda 6ssea de 25%-50% do comprimento do implante

Profundidade de sondagem de > 8 mm (hemorragia e/ou
Severa supuracao na sondagem

Perda 6ssea de > 50% do comprimento do implante

Quando ndo existem registos de exames anteriores de doenca peri-implantar, o
diagnodstico da peri-implantite deve ser realizado através da combinacdo de 3 critérios
distintos: presenca de hemorragia e/ou supuragdo na realizagdo de uma sondagem suave;
presenga de uma profundidade de sondagem com valores maiores ou iguais a 6 mm;
presenca de niveis 0sseos com medi¢des maiores ou iguais a 3 mm para apical desde a
porcdo mais coronal da parte intradssea do implante, ou seja, existéncia de uma perda
Ossea que va para além do processo de remodelacao 6ssea inicial (Berglundh et al., 2018).

A sondagem peri-implantar, sob condi¢des apropriadas de pressdo, com valor de
0.25N, nao danifica o tecido mole e apresenta um papel fundamental para que seja
possivel estabelecer-se um diagndstico correto (Heitz-Mayfield, 2008; Renvert et al.,
2018).

A nivel das caracteristicas histoldgicas, as lesdes de peri-implantite sdo
caracterizadas por conterem um elevado nimero e densidade de células plasmaticas,
neutrdfilos e macrofagos e estendem-se apicalmente ao epitélio juncional (Berglundh et
al., 2018). Desta forma, histologicamente, as zonas de peri-implantite, normalmente
apresentam lesdes inflamatorias maiores quando comparado com locais de periodontite
(Schwarz et al., 2018).

Ao contrario dos tecidos periodontais, os tecidos peri-implantares ndo possuem
cemento radicular nem ligamento periodontal. A nivel do tecido conjuntivo ndo se
verifica a presenca de fibras aderidas a superficie do implante. Além disso, o epitélio peri-

implantar ¢ frequentemente mais longo, comparativamente ao dos tecidos periodontais
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Introducdo

(Berglundh et al., 2018). Desta forma, devido a auséncia de ligamento periodontal e a
presenca de um numero reduzido de fibroblastos e vasos sanguineos, os mecanismos de
defesa dos tecidos peri-implantares vao ser menores, comparativamente aos dos tecidos
periodontais (Berglundh et al., 2007; Henriques et al., 2016; Lang & Berglundh, 2011).
No que concerne a irrigacao, quando comparados a zona de tecido conjuntivo dos
tecidos periodontais, verifica-se que os tecidos peri-implantares, na regido localizada

entre o epitélio funcional e a crista 6ssea, sdo menos vascularizados (Berglundh et al.,
2018).

Tabela 2: Tabela com os critérios clinicos para satide e doenga nos tecidos peri-implantares com
base no workshop mundial de 2017 sobre a classificagdo das doencas periodontais e peri-

implantares. Adaptado de (Aldahlawi, 2018).

Saude Peri-implantar

Mucosite Peri-implantar

Peri-implantite

Auséncia de

inflamacao;

Rosado, tecido firme e

Sinais de inflamagao:

Edema localizado, eritema

e tecido mole friavel

Sinais de
inflamacao

dos tecidos

peri-
Tecido mole sem edema implantares:
Sensibilidade localizada a
area envolvida Edema,
eritema e
tecido mole
friavel
Hemorragia a - ++ ++
sondagem
Supuracao - + +
Profundidade | Profundidade de | Pode estar aumentada | Aumento da
de Sondagem | sondagem estavel, | devido a condicdo do | profundidade
similar a medicdo | tecido mole de sondagem
inicial em
comparacao

aos valores

1niciais
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ou
Na auséncia de
valores de PS

Iniciais a PS >

6mm
Auséncia de perda Auséncia de perda 6ssea Perda 6ssea
ossea apos a apo6s a remodelagao inicial | progressiva,
remodelagdo inicial (< (<2 mm) comparado
2 mm) com o valor
Perda 6ssea 6sseo inicial
radiografica radiografico
ou

Na auséncia de
imagem Ossea
radiografica
prévia: Nivel
0sseo > 3 mm
para apical a
porcao coronal
da zona
intradssea do

implante

1.3. Etiologia da Peri-implantite

A etiologia da peri-implantite ¢ multifatorial, ndo havendo apenas um, mas sim
varios fatores responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento da doenca (Petkovic-
Curcin et al., 2017). Fatores como a colonizacdo bacteriana, a resposta inflamatodria e a
resposta imunitaria do hospedeiro tém sido indicados como sendo os fatores etioldgicos

que mais contribuem para o desenvolvimento da peri-implantite (Berglundh et al., 2018).
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Na literatura, ¢ amplamente descrito o papel da colonizacdo bacteriana no
desenvolvimento da peri-implantite, enquanto fator necessario, mas ndo suficiente, para
a evolugdo desta patologia (Petkovic-Curcin et al., 2017).

Estudos revelam que pacientes que apresentem um deficiente controlo de placa
bacteriana, isto €, baixo nivel de higiene oral e que ndo se apresentem de forma regular
as consultas de controlo implantar, apresentam um maior risco para o desenvolvimento
desta doenca (Berglundh et al., 2018).

No que diz respeito ao perfil bacteriano associado a peri-implantite, este ¢
complexo, altamente variavel e heterogéneo (Petkovic-Curcin et al., 2017; Renvert &
Quirynen, 2015). Mombelli e Décaillet (2011), concluiram que a peri-implantite pode ser
vista como uma infe¢ao anaerobia polimicrobiota, uma vez que na maioria dos casos ¢
dominada por diversas bactérias anaerobias Gram negativas (-). As bactérias associadas
a periodontite sio comumente encontradas na peri-implantite, no entanto, comparando
ambas as doengas, na peri-implantite podemos encontrar concentragdes mais elevadas de
Porphyromonas gingivalis, Tannerella. Forsythia, Treponema Denticola (membros do
complexo vermelho), Prevotella intermedia (membro do complexo laranja) e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Alassy et al., 2019; Heitz-Mayfield & Lang,
2010; Hultin et al., 2002; Socransky et al., 1998). Porém, existem outras bactérias, como
¢ o caso da Staphylococcus aureus, a qual evidencia um papel importante no
desenvolvimento da PI, tendo sido encontrada em grandes concentracdes na mesma,
demonstrando grande afinidade para o titdnio, ndo estando, no entanto, associadas a
patologia periodontal (Persson & Renvert, 2014). Assim, embora o tipo da microflora que
se encontra presente seja importante, a composi¢ao quantitativa da mesma tem um papel
preponderante no desenvolvimento da peri-implantite (Rakic et al., 2016).

Estudos mais recentes indicam a possivel influéncia da genética no

desenvolvimento da peri-implantite (Petkovic-Curcin et al., 2017).

1.4. Fatores/indicadores de risco

Alguns individuos parecem ser mais propensos ao desenvolvimento de peri-
implantite que outros. A suscetibilidade especifica de um individuo pode aumentar o risco
de desenvolvimento desta doenga e, em ultima analise, levar a perda do implante dentério

(Renvert & Quirynen, 2015).
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Segundo Maney et al. (2020) e Dreyer et al. (2018), evidéncias recentes sugerem
que existem fatores/indicadores de risco que se encontram associados ao
desenvolvimento da peri-implantite, como € o caso da histéria prévia de periodontite,
habitos tabagicos, deficiente controlo de placa bacteriana caracteristico de uma ma
higiene oral, auséncia de terapia de manuten¢do regular, doengas sistémicas como a
diabetes mellitus ndo controlada, a ma qualidade do tecido mole peri-implantar e falta de
gengiva queratinizada.

Encontram-se na literatura outros estudos que sugerem que fatores como a idade,
o género, a vitamina D e a presenca de doengas autoimunes também desempenham um
papel no desenvolvimento da peri-implantite, contudo mais estudos sdo necessarios para
perceber o seu real efeito (Maney et al., 2020).

No que diz respeito a vertente genética, a sua influéncia no desenvolvimento da
peri-implantite ainda ndo estd bem clara, ndo existindo até¢ a data, investigagdes que
contenham uma dimensdo de amostra consideravel, nem estudos clinicos prospetivos
suficientes (Maney et al., 2020; Schwarz et al., 2018). Por este motivo, a relagdo da
genética com a peri-implantite, ¢ vista como uma area de pesquisa futura (Schwarz et al.,
2018). No entanto, com base nos estudos ja existentes, 0s mesmos mostram que
determinados polimorfismos podem estar associados a peri-implantite, evidenciando uma
potencial associacdo dos mesmos com a patogénese desta doenca (Maney et al., 2020;
Schwarz et al., 2018).

Por outro lado, fatores de risco protéticos, como ¢ o caso de um desenho
restaurador improprio, sobrecarga oclusal, microgap e causas iatrogénicos como cimento
residual e o seu extravasamento, o qual pode desencadear um processo inflamatdrio, sdo

também aspetos que aumentam o risco de peri-implantite (Maney et al., 2020).

1.5. Prevaléncia da Peri-implantite

A peri-implantite ¢ um achado frequente, no entanto as estimativas da sua
prevaléncia variam de forma bastante ampla entre os estudos (Shimchuk et al., 2020).

Os dados de prevaléncia da peri-implantite ndo sdo consensuais, em parte porque,
os critérios de defini¢do para o que ¢ verdadeiramente considerado como peri-implantite,
ndo sdo referidos da mesma forma nos diferentes estudos. Este facto verifica-se, devido

a inconsisténcia nos critérios usados para diagnosticar a doeng¢a (Tomasi & Derks, 2012).
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Além disso, uso de participantes versus implantes como unidade estatistica de
analise, permanece uma questdo de consideravel impacto, limitando as comparagdes de
dados entre as revisoes sistematicas (Shimchuk et al., 2020). Quem sofre da doenca peri-
implantar ¢ o doente e nao o implante de forma independente, pelo que, a unidade para
reportar a prevaléncia da mesma, deve ser o paciente e ndo implante em si. No entanto,
em varios estudos a taxa de prevaléncia ¢ analisada com base no implante e ndo no proprio
individuo, o que constitui outra das principais razdes para a controvérsia da prevaléncia
desta doencga. Os implantes que sdo colocados no mesmo doente dependem de fatores
comuns como a ecologia oral, fatores genéticos, sistema imunoldgico, higiene, tabaco e
supraestrutura protética, ndo devendo por isso, ser considerados independentes uns dos
outros. Deste modo, deve ter-se em conta que dados estatisticos recolhidos do mesmo
paciente se encontram inflacionados e podem subestimar a verdadeira prevaléncia da
condicdo (Koldsland et al., 2010). Por exemplo, num estudo realizado por Mir-Mari et al.
(2012), a prevaléncia de peri-implantite nos pacientes foi de 16,3%, enquanto que medida
com base nos implantes foi de 9,1%. J4 num estudo feito por Rokn et al. (2017) a
percentagem de peri-implantite observada foi de 20% nos pacientes e 8,8% nos implantes.

E igualmente importante realcar que existem grandes variagdes a nivel da
prevaléncia da doenca peri-implantar entre individuos que nao apresentam a doenga (os
considerados como “saudaveis”) e aqueles que apresentam varios fatores de risco de
desenvolvimento da mesma. Os resultados obtidos serdo influenciados conforme o tipo
de amostras existente, sendo que existe uma maior probabilidade de se vir a obter taxas
superiores de peri-implantite em pacientes que apresentem fatores de risco para a doenca
(Tomasi & Derks, 2012). Desta forma, a prevaléncia desta complexa doenga, apresenta
grandes variagdes, tendo também em conta a presenca de diferentes perfis de risco na
populacdo (Smeets et al., 2014).

Com a subida do nimero de implantes colocados no decorrer dos anos, € esperado
que exista um aumento em relacao a prevaléncia e incidéncia de doengas peri-implantares

(Derks et al., 2016).

21



Associagdo dos polimorfismos dos genes da IL-1 e do IL-1Ra com a peri-implantite — Estudo piloto

2. Marcadores inflamatorios na Peri-implantite

2.1. Interleucina-1 (IL-1)

A IL-1 ¢ uma citocina multifuncional com um papel central na patogénese de
doengas cronicas caracterizadas por processos de reabsor¢do dssea como € o caso da
periodontite e da peri-implantite, apresentando atividade em diversas vertentes,
nomeadamente a nivel da resposta imunitaria, na inflamag¢do, na hemostase e na
degradacao tecidular (Andreiotelli et al., 2008; Graves & Cochran, 2003; Kornman, 2006;
Tatakis, 1993).

A IL-1 regula diretamente a expressao de varios genes ¢ a sua atividade bioldgica
¢ um dos principais reguladores da inflamag¢do (Dinarello, 2002).

A familia das IL-1 ¢ constituida por uma grande variedade de genes, contento pelo
menos 11 genes (Liao et al., 2014). No entanto, existem trés bem definidos e que regulam
a sua produgdo, nomeadamente, IL-1A, IL-1B e IL-1RN (Nicklin et al., 1994).

O gene da IL-1A ¢ responsével pela sintese da proteina IL-la, o gene IL-1B pela
sintese de IL-1pB, enquanto que o gene da IL-1RN controla a sintese da proteina IL-1Ra
(Andreiotelli et al., 2008; Greenstein & Hart, 2002). A interleucina-1 ¢ sintetizada por
diversas células, tais como macrofagos, linfocitos, monocitos, células vasculares, células
cerebrais, células epiteliais e fibroblastos (Andreiotelli et al., 2008). A producdo de
citocinas IL-1 pro-inflamatorias, por macréfagos e mondcitos, ¢ estimulada por
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular de bactérias Gram - (Laine et al.,
2006).

A IL-loo é considerada como um mediador da inflamacdo local e ¢
maioritariamente produzida por queratindcitos do epitélio juncional ou que estejam
presentes na bolsa. Em contrapartida, a IL-1 € produzida e libertada predominantemente
por fibroblastos e macréfagos que se encontram ativos e atua a nivel extracelular
(Dinarello, 2002). Aquando da presen¢a de uma infecdo peri-implantar, ¢ produzida
localmente, em conjunto com outros fatores de resposta imune local, de forma a regular
as reagOes inflamatorias. A mesma também controla a atividade de degradacao da matriz
extracelular pelo sistema ativador do plasminogénio (sistema PA) durante a inflamacao e
cicatrizacdo de feridas, bem como a produgdo de prostaglandina E2 (PGE2) (Ransj6 et
al., 1998; Yin et al., 2000). A plasmina, enzima ativa resultante do sistema ativador de

plasminogénio, ativa a IL-1 (Syrovets et al., 2001).
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Diversos estudos relataram que, em tecidos periodontais doentes, os niveis de
IL-1 estdo aumentados, sendo considerados um determinante critico do resultado da
periodontite (Graves & Cochran, 2003).

A IL-1 tem variadas funcgdes entres elas, a ativagcdo das célula T e B, capacidade
de estimular o catabolismo do tecido conjuntivo bem como a reabsor¢do Ossea, ¢
ativadora da quimiotaxia de macréfagos e de leucocitos como os neutrofilos, facilitando
a sua migragdo, ¢ estimula a produgdo de outras citocinas, como ¢ o caso do Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Prostaglandinas E2 (PGE2) e Metaloproteinases de matriz
(MMPs) (Andreiotelli et al., 2008; Dinarello, 1994). As metaloproteinases de matriz sao
enzimas que tém como funcdo degradar a matriz extracelular (Grigoriadou et al., 2010).
As PGE2 foram associadas a reabsor¢do ¢ssea mediada por osteoclastos € encontram-se
em concentragdes elevadas em locais com periodontite e peri-implantite (Preshaw &

Heasman, 2002).

2.2. Antagonista do recetor da IL-1

O antagonista do recetor da IL-1 (IL-1Ra) ¢ uma citocina anti-inflamatdria, a qual
funciona como um inibidor competitivo das interleucinas-1, inibindo a sua bioatividade
(Hu et al., 2006). Esta citocina apresenta a capacidade de se ligar ao mesmo recetor da
IL-1 presente na superficie da célula hospedeira, bloqueando-o, inibindo
consequentemente a transdugdo do sinal (Laine et al., 2006).

A IL-1Ra, é um proteina codificada pelo gene IL-1RN e tem a tnica fungdo
conhecida de impedir a ativacao das células alvo (Graves & Cochran, 2003; Laine et al.,
2006). Com o seu papel anti-inflamatorio, vai evitar a transmissdo de sinais

pré-inflamatérios e a prevencao da resposta imune (Petkovic-Curcin et al., 2017).

3. Polimorfismos genéticos

3.1. Definic¢ao de polimorfismo

Polimorfismo genético corresponde a uma diferenca na sequéncia de DNA entre

individuos, grupos ou populagdo (Ismail & Essawi, 2012; Teama, 2018). O mesmo ¢
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definido como uma variagdo numa sequéncia especifica da molécula de DNA que ocorre
com uma frequéncia de pelo menos 1% na populagdo (Kinane & Hart, 2003).

Ao contrario das mutagdes, os polimorfismos genéticos sdo usualmente
considerados variantes normais na populacao (Kinane et al., 2005). No entanto, alguns
deles podem aumentar ou diminuir o risco de um individuo para um fenétipo de doenga,
devido a uma mudanga dramatica na sequéncia de nucleétidos (Grigoriadou et al., 2010).
Um polimorfismo genético pode ter um impacto variavel, nomeadamente, nao se observar
qualquer alteragcdo a nivel da funcdo da proteina, resultar numa pequena mudanca na
funcao da mesma, originar uma alteragao séria ou até, provocar a destrui¢cdo da sua fungao
(Kinane et al., 2005).

Os polimorfismos dos genes humanos podem estar presentes apenas em um ou em
mais que um local. Podem ser encontrados a nivel do promotor, a nivel dos exdes ou
regides codificadoras do gene, nos intrdes também designados de sequéncias
intervenientes do gene e ainda na 3 -untranslated region (3’-UTR) (Jaber et al., 2004).
As alteragdes genéticas que se possam vir a verificar vao depender da localizagdo onde
ocorre o polimorfismo. Caso envolva a regido promotora, a atividade transcricional pode
ser afetada, podendo apresentar uma relevancia funcional, expressa através de um
possivel impacto a nivel do nimero de proteinas que sdo sintetizadas por um determinado
gene (Kinane et al., 2005). Se o polimorfismo se verificar a nivel dos exdes, 0 mesmo
pode provocar uma alteracdo silenciosa, afetar a expressao ou a fungdo do gene. Por outro
lado, se o polimorfismo envolver o intrdo, pode desencadear defeitos a nivel do
processamento de pré-RNAm a RNA mensageiro. Em relagdo ao 3 -untranslated region,
a ocorréncia de um polimorfismo nesta regido pode afetar a expressdo genética através de
alteragdes provocadas a nivel da semi-vida do RNA ou influenciando a tradugdo que
ocorre nos ribossomas (Van Deventer, 2000).

Polimorfismos genéticos sdo um mecanismo, através do qual os individuos podem
apresentar variagdes, podendo estar associados a um aumento da suscetibilidade a
determinadas doencas (Montes et al., 2009). Podem encontrar-se sobre a forma de
polimorfismos de base unica (SNP), polimorfismos de inser¢do e delecdo, variagdes copy
number (CNV) e polimorfismos do tipo repetitivo em tandem, os quais se dividem em
dois tipos: os minissatélites de variable number of tandem repeats (VNTR) e os
microssatélites de short tandem repeat (STR) (Al-Koofee & Mubarak, 2020; Ismail &
Essawi, 2012; Teama, 2018).
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3.2. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Os SNPs sao definidos como a substituicao de um nico nucledtido que ocorre em
mais de 1% da populagdo geral (Yousefi et al., 2018).

Sdo o tipo polimorfismo mais comum no genoma humano, estando localizado
num local especifico do gene, envolvendo somente um nucleétido. Assim, o SNP
corresponde a presenga de dois alelos para os quais podem existir trés genotipos entre os
individuos da mesma populagdo (Ismail & Essawi, 2012).

Estimam-se que haja cerca de 10 milhdes de SNPs no genoma humano, ocorrendo
uma vez a cada 300 nucledtidos. Devido a sua grande abundancia e estabilidade, os
polimorfismos de base uUnica tornaram-se marcadores genéticos importantes no
mapeamento de doencas humanas, na genética de populacdes e em estudos evolutivos
(Brookes, 1999; Teama, 2018).

Os SNPs podem ser encontrados entre genes ou dentro do proprio gene. Quando
estdo presentes no interior de um gene, podem ocorrer quer nos exdes (regides
codificantes de proteinas), quer nos intrdes (regides ndo codificantes) (Kinane et al.,
2005).

Este tipo de polimorfismo pode ter um impacto forte adicional na doenca, através
da estimulagdo da fun¢do do gene em causa, no entanto, geralmente, ndo tém influéncia
no estado de satide geral do individuo (Al-Koofee & Mubarak, 2020).

Dentro das varias técnicas disponiveis para detetar SNPs, a maioria dos métodos,
envolve a andlise de padrdes de digestao através da aplicacdo de enzimas de restri¢do, as

quais reconhecem e cortam sequéncias especificas de DNA (Van Deventer, 2000).

3.3. Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)

Os numeros variaveis de repeticdes tandem (VNTR), também conhecidos como
minissatélites, sdo um tipo de polimorfismo, em que uma sequéncia de nucledtidos (a
partir de 10 nucleotidos) ¢ repetida um nimero varidvel de vezes em tandem. Os
minissatélites encontram-se espalhados por todo o DNA humano (Al-Koofee & Mubarak,
2020). Normalmente, o nimero de bases que sdo repetidas difere de individuo para

individuo, pelo que, consequentemente, a sua extensdo também sera varidvel. O
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polimorfismo VNTR pode ser amplificado com base da técnica de PCR e analisado

através da técnica de eletroforese em gel (Smittipat et al., 2005).

4. Associaciao dos polimorfismos genéticos e a Peri-implantite

Os genes da IL-1A, IL-1B e o IL-1RN, foram descritos como capazes de regular
a producado de Interleucina-1 (Nicklin et al., 1994). Estao localizados perto uns dos outros,
no brago longo do cromossoma 2, mais concretamente na posicdo 2ql3, sendo
considerados potenciais candidatos a marcadores genéticos na peri-implantite, uma vez
que as citocinas que os mesmos codificam, IL-1 e IL-1Ra, desempenham um papel crucial
no desenvolvimento da resposta inflamatéria (Greenstein & Hart, 2002).

A interleucina-1, é considerada um mediador importante de doengas cronicas
inflamatorias, tais como a periodontite e a peri-implantite, a colite ulcerativa, lapus
eritematoso sistémico (LES) e liquen escleroso (Dinarello, 1994; Kornman, 1997).

Ao longo dos ultimos anos, foi gerada a hipdtese de que a gravidade e o caréter
progressivo do processo de inflamagdo a nivel oral pode ser modulado pelo backround
genético de um individuo, por meio da expressdo de citocinas e dos respetivos
moduladores (Kornman, 1997).

O equilibrio existente entre as proteinas IL-la, IL-1P e IL-1Ra ¢ alcangado devido
a ligacao competitiva que € estabelecida entre a citocina IL-1Ra e o recetor da IL-1. Desta
forma, este equilibrio ¢ responsavel pelo efeito das IL-1 a nivel da resposta inflamatoéria
(Liao et al., 2014).

A IL-la e a IL-1p ativam o processo inflamatorio sendo que, uma desregulacdo a
nivel da sua sinalizagdo, provoca doencas inflamatérias manifestadas por inflamacao
aguda ou crénica grave (Brodzikowska et al., 2019; Di Paolo & Shayakhmetov, 2016).

Existem diversos estudos que indicam a presenga de uma possivel associagdo
entre os polimorfismos dos genes da IL-1 e do IL-1Ra com a presenca de doengas
peri-implantares, nas quais se incluem a peri-implantite, bem como a perda do implante
(Liao et al., 2014).

O polimorfismo localizado na regido -889, encontra-se na regido promotora do
gene da IL-1A e foi descrito como um polimorfismo bialélico, caracterizado pela troca

da base azotada citosina (C) por uma base timina (T) (Mcdowell et al., 1995). O

26



Introducdo

polimorfismo localizado na posicdo +3954, situa-se no exdo 5 do gene da IL-1B e
caracteriza-se por esta mesma transi¢do (C—T) (Pociot et al., 1992).

De acordo com o presente na literatura, em individuos que possuem o
polimorfismo localizado na posi¢do +3954 no gene IL-1B (presenga do alelo 2), t€m
apresentado um aumento da producao de IL-1B (Pociot et al., 1992). Foi sugerido
recentemente que, o facto de alguns pacientes possuirem uma resposta mais vigorosa em
relagdo a outros ao mesmo estimulo bacteriano, pode ser explicada pela presenca deste
polimorfismo (Greenstein & Hart, 2002).

Em doentes com peri-implantite, a presenca do alelo 2 (alelo alterado) a nivel da
IL-1A%% ¢ IL-1B™%** pode atuar como um fator de risco para o aumento da destrui¢io
tecidular (Hamdy & Ebrahem, 2011).

O polimorfismo do gene da IL-1RN ocorre a nivel do intrdo 2, sendo caracterizado
por nimeros variaveis de repeti¢des em tandem de 86pb (VNTR) (Tarlow et al., 1993).
De acordo com Kornman, et al. (1997), neste polimorfismo podem ser encontrados cinco
alelos diferentes, nomeadamente o alelo 1 de 412pb (4 repeticoes), alelo 2 de 240 pb (2
repeticoes), alelo 3 de 326 pb (3 repetigdes), alelo 4 de 498 pb (5 repeticdes) e alelo 5 de
584 pb (6 repetigoes).

Uma diminui¢ao na producgdo da proteina IL-1Ra, tem vindo a ser associada com
a presenga do alelo 2 no gene da IL-1RN. Foi ainda demonstrado que existe uma maior
producdo in vitro de IL-1p, por parte de células mononucleares portadoras do alelo 2 no
gene da IL-1RN (Santtila et al., 1998).

Um aumento da suscetibilidade ou a possivel ocorréncia de um desenvolvimento
mais exacerbado e severo de doengas inflamatorias, desencadeado pela presenca de um
desequilibrio verificado a nivel do racio IL-1B/IL-1Ra, foi considerado devido a
possibilidade do alelo 2 do gene IL-1RN aumentar os niveis de IL- 1B (Laine et al., 2006).

Kornman et al. (1997) demonstraram pela primeira vez uma associagdo entre a
presenca do alelo 2 no gene da IL-1A na posicao -889 e no gene da IL-1B na posicao
+3954 com o aumento do risco para desenvolver periodontite severa em pacientes
caucasianos nio fumadores. A presenca desta combinacio, IL-1A%(T) e IL-1B*%*(T),
isto ¢, a existéncia de pelo menos um alelo 2 na posicao -889 do gene da IL-1A e na
posicao +3954 do gene da IL-1B ¢ designada de gen6tipo positivo.

Dentro dos estudos realizados sobre a associagdo entre os polimorfismos da
IL1-A% C/T e IL-1B™%* C/T com o desenvolvimento da peri-implantite, os resultados

obtidos tém sido controversos (Liao et al., 2014). Existem estudos que ao investigarem
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esta relagdo ndo encontraram qualquer tipo de associa¢do (Lachmann et al., 2007; Melo
et al., 2011; Petkovic-Curcin et al., 2017). No entanto, foi descoberto que a presen¢a do
genotipo positivo em individuos fumadores pesados correspondeu a um aumento de perda
ossea peri-implantar (Feloutzis et al., 2003; Gruica et al., 2004).

Lachmann et al. (2007), elaborou um estudo que teve como objetivo avaliar a
possivel associagdo do gendtipo positivo com o volume do fluido crevicular em redor dos
implantes (PICF) e com a presenca de marcadores enzimaticos da resposta imune peri-
implantar. Foi concluido que ndo houve associacdo entre os pacientes portadores de
genotipo positivo e a presenca de peri-implantite. Laine et al. (2006), realizaram um
estudo que teve como principal objetivo verificar a possivel existéncia de uma associagdo
entre os polimorfismos dos genes da IL-1 e a peri-implantite. Para tal foram incluidos 120
individuos caucasianos e os resultados obtidos demonstraram diferengas no que diz
respeito a presenca do alelo 2 no gene da IL-1RN entre pacientes portadores de
peri-implantite (56,5%) e o grupo controlo (33,3%). Desta forma, os resultados do estudo
fornecem evidéncia de que o polimorfismo do gene da IL-1RN estd associado com a
peri-implantite e que podera representar um fator de risco para a mesma.

Um estudo realizado por Petkovic-Curcin et al. (2017), teve como objetivo
investigar se determinados polimorfismos que codificam para o cluster of diferentiation
14 (CD14), TNF-a, a IL-6, IL-10 e IL-1Ra estariam ou nao associados com um maior
risco de desenvolvimento de peri-implantite. Dentro dos polimorfismos avaliados,
conclui-se apenas que o tabagismo e a presenca dos genotipos TNFa-308 GA/AA podem
aumentar o risco de peri-implantite, enquanto que, em contrapartida, os gendtipos CD14-
159 CT/TT diminuem este risco.

Um estudo mais atual desenvolvido por He et al. (2019), no qual foram
selecionados 328 pacientes chineses ndo fumadores, teve como objetivo analisar se as
variacoes genéticas que poderdo regular as respostas inflamatdrias apresentam alguma
associacdo com o risco de peri-implantite. Desta forma, este estudo concluiu que
individuos portadores do alelo T no polimorfismo IL-1A®* C/T ou no polimorfismo
IL-1B*3* C/T apresentam um risco significativamente maior de desenvolver
peri-implantite e apresentam valores mais elevados de variaveis periodontais como a PS,
IP, IG e NIP, demonstrando que tanto o polimorfismo genético IL-1A% C/T, como o
polimorfismo IL-1B*¥** C/T estdo associados com um risco aumentado de

peri-implantite e periodontite nesta populagao.
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Numa revisdo sistematica realizada por Formousis e Vlachos (2019), embora
nenhuma conclusdo robusta possa ser tirada da literatura atual, os autores concluiram que
a identifica¢ao de biomarcadores genéticos associados ao risco de desenvolvimento de
peri-implantite pode ser uma componente valiosa na pratica clinica diéria.

Até a data, existe um numero limitado de estudos presentes na literatura que
tiveram como objetivo avaliar esta associacdo. Dentro dos estudos ja publicados, alguns
deles nao fazem referéncia a possiveis varidveis de confusdo tais como a situagao
periodontal dos pacientes selecionados, a etnia dos mesmos e presenga ou nao de habitos
tabagicos. Desta forma, e perante as desigualdades encontradas entre estudos, torna-se
necessario a realizagdo de novos estudos que utilizem metodologias adequadas, bem
como a sua realizagdo em diferentes grupos étnicos (Fourmousis & Vlachos, 2019;
Kinane et al., 2005; Rakic et al., 2016). O esclarecimento da base genética e identificagdo
de biomarcadores que se encontrem associados a peri-implantite ¢ extremamente
importante, na medida em que podem ser usados para prever a ocorréncia desta doenga e
para melhorar o tratamento da mesma. Além disso, também podem servir como um
auxiliar na monotorizacdo de pacientes que tenham implantes dentarios (Alassy et al.,

2019).

Tabela 3: Genes da IL-1A, IL-1B, IL-1RN, polimorfismos e produtos dos genes. Adaptado de (Greenstein
& Hart, 2002).

Gene Polimorfismo Produto do gene

IL-1A IL-1A8% IL-la

IL-1B IL-1B*39># IL-1pB
IL-1RN IL-1RN Intrao 2 IL-1Ra

5. Técnicas laboratoriais para a analise dos polimorfismos

5.1. Técnica de Polymerase chain reaction (PCR)

A técnica de PCR permite amplificar fragmentos especificos de DNA, através de

uma amostra pequena de material genético, mesmo quando a qualidade do proprio DNA
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recolhido ¢ relativamente baixa. E possivel, através de material genético danificado,
obter-se um novo nivel de precisdo e confiabilidade (Joshi & Deshpande, 2011). E
considerada como uma técnica simples, que permite a amplificacdo de forma rapida de
um fragmento de DNA ou um gene especifico a partir de um molécula complexa de DNA,
podendo obter-se um numero ilimitado de cdpias (Garibyan & Avashia, 2013).

Cada ensaio PCR requer a presenca de DNA, nucleodtidos, primers (que sao
pequenos fragmentos de DNA que apresentam uma sequéncia de nucledtidos
complementar a sequéncia que estd presente na molécula de DNA-alvo) e de DNA
polimerase. Esta ultima consiste numa enzima chave que € capaz de unir os nucledtidos
para dar origem ao produto de PCR. Cada um destes constituintes desempenha uma
funcdo especifica e fundamental para que seja possivel a realizagdo da técnica de PCR.
Por um lado, os nucledtidos vao funcionar como blocos de construgdo que a enzima DNA
polimerase vai usar para que seja possivel obter-se o produto de PCR. Por outro lado, de
forma a ser possivel especificar o produto que se pretende amplificar, os primers, vao
servir como um ponto de extensao da enzima, através do qual a mesma podera iniciar a
formagdo de copias (Garibyan & Avashia, 2013). Se estes trés constituintes estiverem
presentes (DNA modelo, primers, nucleotidos), a DNA polimerase ira proceder a
construcdo de copias exatas da molécula de DNA-alvo (Joshi & Deshpande, 2011).

Esta técnica ¢ formada por 3 fases distintas: desnaturacdo, hibrida¢do ou
annealing e extensdo. E constituida por diversos ciclos nos quais estas trés etapas sdo
repetidas pela mesma ordem para cada ciclo. Além disso, o nimero de copias de material
genético duplica por cada repeti¢do destas trés fases (Bermingham & Luettich, 2003;
Garibyan & Avashia, 2013).

No processo de desnaturagdo, que corresponde a primeira etapa da técnica, a
solucdo contendo estes componentes ¢ aquecida a uma temperatura de 94°C, temperatura
que fica acima do ponto de fusdo das duas cadeias complementares da molécula de DNA
que se pretende amplificar, provocando a sua desnaturacdo e consequentemente
separando-as em duas cadeias individuais. Na etapa da hibridacdo ou annealing, a
temperatura encontra-se entre os 37-55°C. A sua diminui¢do, tem como objetivo permitir
que os primers tenham a capacidade de se unirem aos fragmentos de DNA resultantes da
primeira etapa. Esta unido ocorre unicamente nos locais que apresentem sequéncias
complementares. Na extensdo, a semelhanga da primeira etapa e contrariamente a fase
anterior, a temperatura vai ser mais uma vez elevada. Esta tltima etapa € realizada a uma

temperatura de 72°C e consequentemente a enzima DNA polimerase, através da adi¢do
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de nucledtidos a nova cadeia de DNA que se estd a desenvolver, vai ter oportunidade de
provocar a extensao dos primers (Garibyan & Avashia, 2013; Templeton, 1992).

A escolha da enzima de DNA polimerase ¢ bastante importante para que haja uma
boa performance da técnica de PCR. A Taq DNA polimerase ¢ uma enzima termoestavel
recombinante, capaz de sintetizar DNA. Desde a sua descoberta, esta enzima tem sido
melhorada ao longo do tempo, existindo hoje em dia, uma grande variedade comercial no
mercado (Oliveira et al., 2015). A mesma pode suportar um aquecimento repetido com
temperaturas de 94°C e por isso, mantém-se na amostra, sem ser necessario reforgar a sua
quantidade devido a desnaturacdo (Bermingham & Luettich, 2003; Joshi & Deshpande,
2011).

5.2 Técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Restriction Fragment Length Polymorphism ¢ baseada na técnica de digestdo de
DNA a partir de endonucleases de restricdo. Trata-se de um método popular para a
realizacdo de genotipagens (Southern, 1975).

As enzimas de restricdo usadas nesta técnica, normalmente reconhecem
sequéncias de 4-6 pb e sdo designadas de endonucleases de restri¢ao do tipo II. Tém como
func¢do reduzir uma cadeia de DNA em fragmentos de menor tamanho, ao apresentarem
a capacidade de identificar e hidrolisar determinadas zonas da molécula de DNA
(Brettschneider, 1998).

Numa andlise PCR-RFLP, a primeira etapa consiste na amplificagdo do fragmento
de DNA que contém a variagdo que se pretende estudar, a qual € seguida por uma segunda
etapa em que o fragmento amplificado ¢ tratado com uma enzima de restricdo que seja
apropriada para o que se pretende visualizar, através da adi¢do da mesma a solugdo. Caso
a enzima reconhega o local, vai hidrolisar o fragmento presente nessa mesma zona de
reconhecimento, resultando na formagao de novos fragmentos de restricdo, que podem
apresentar diferentes tamanhos. Posteriormente, para se proceder a sua identificacdo, ¢
fundamental que o fragmento que se pretende analisar seja distinguido dos restantes que
apresentem tamanhos semelhantes. Para tal, recorre-se a técnica de eletroforese em gel
de agarose, uma vez que a mesma permite que ocorra uma separacdo com base no

tamanho molecular (Berg, 2012).
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II. OBJETIVOS E HIPOTESES DO ESTUDO

O presente estudo tem como objetivo avaliar, através da realizacdo de um estudo
piloto, a possivel relacdo entre a presenga dos polimorfismos genéticos IL-1A®%,
IL-1B** IL-1RN (intrdio 2) e o desenvolvimento de peri-implantite numa populacio de
pacientes caucasianos da Clinica Dentdria Egas Moniz.

As hipéteses do estudo sdo:

e HO: Nao se verifica uma associacdo entre os polimorfismos dos genes da

IL-1 e do IL-1Ra e o desenvolvimento da peri-implantite;
e HI: Verifica-se uma associagdo entre os polimorfismos dos genes da IL-1 e

do IL-1Ra e o desenvolvimento da peri-implantite.
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Consideracoes Eticas

A presente investigagdo obteve a aprovagio da Comissdo de Etica do Instituto
Universitario Egas Moniz (IUEM) (Ver anexo 1).

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios da Declaracdo de
Helsinquia (revista em 2013).

Foi distribuido e assinado, por todos os participantes deste estudo, um Termo de
Consentimento Informado (Ver anexo 3), sendo os objetivos do estudo previamente
explicados. Foram tomadas medidas apropriadas para a protecao dos dados do paciente,
sendo atribuido a cada paciente um nimero.

Foram mantidos o anonimato e a confidencialidade dos dados, sendo que todos as
amostras recolhidas foram descartadas apds a sua andlise e utilizadas exclusivamente para

a realizagdo deste estudo piloto.

2. Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo transversal controlado analitico — estudo Piloto. Quanto ao
seu tipo, ¢ uma investigacdo do tipo fundamental, de metodologia mista e com um
desenho de estudo experimental baseado na analise de material genético recolhido de
pacientes da Clinica Dentaria Egas Moniz, para posterior avaliacdo da possivel relagao
entre a existéncia dos polimorfismos genéticos IL-1A IL-1B™%* ¢ IL-IRN com a

peri-implantite.

3. Selecao da amostra

A amostra € constituida por 2 grupos. O primeiro grupo do estudo ¢ formado por
pacientes com peri-implantite diagnosticada (profundidade de sondagem igual ou

superior a 6 mm, hemorragia e/ou supuragdo a sondagem, e perda dssea igual ou superior
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a 3mm). O segundo, grupo controlo, ¢ formado por pacientes que apresentam satde
peri-implantar (mucosa peri-implantar sem sinais inflamatdrios e auséncia de perda 6ssea
peri-implantar). Esta selecao e distribui¢ao dos pacientes foi feita de acordo com a nova
classificagdo das Doencgas Periodontais e peri-implantares (Berglundh et al., 2018).

Para esta investigagdo foram recrutados um total de 20 pacientes (n=20), 10
pacientes com saude peri-implantar, os quais constituem o grupo controlo e 10 pacientes
com peri-implantite diagnosticada, que correspondem ao grupo teste.

A sele¢ao dos doentes foi feita com base nos critérios de inclusao do estudo. Para
tal foi elaborado previamente um questiondrio, o qual foi aplicado a todos os pacientes,
tanto do grupo controlo, como do grupo teste (Ver anexo 2). Procedeu-se a recolha de
amostras de todos os doentes que se incluiam nos requisitos do estudo e assinassem o
consentimento informado.

Cada paciente devia ter no minimo um implante em boca, podendo apresentar
mais que um implante. Nao foi definida uma faixa etéaria especifica, podendo participar
no estudo pacientes de todas as idades, desde que portadores de implantes em fungdo ha
pelo menos 1 ano. Também nao foram definidos numeros limites entre sexos.

Todas as avaliacdes clinicas foram realizadas por dois operadores (orientador e
orientanda) e como ¢ habitual nas consultas de manuten¢do periodontal, cada um dos
candidatos foi submetido a um exame de sondagem peri-implantar (6 localizagdes),
avaliacdo do indice de placa e gengival (4 localizagdes), bem como da presenca ou
auséncia de hemorragia a sondagem e/ou supuracao. Previamente ao estudo foi feita uma
calibracdo intra e inter-examinador. Nos casos em que se verificou uma profundidade de
sondagem superior a 6 mm foi realizada uma radiografia de controlo do implante, através
da técnica paralelométrica.

Todos os pacientes foram recrutados da consulta de periodontologia da Clinica
Dentéria Egas Moniz.

Foram excluidos 15 pacientes, por apresentarem um ou mais critérios de exclusao.

4. Critérios de inclusao

Como critérios de inclusdo fazem parte os pacientes com pais e avos de origem

caucasiana, que tenham implantes dentérios colocados na Clinica Dentaria do [IUEM ou
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numa clinica fora da faculdade, pacientes com peri-implantite diagnosticada, pacientes
com implantes em fun¢do ha pelo menos 1 ano, que aceitem participar no estudo e

assinem o Consentimento Informado.

5. Critérios de exclusao

Relativamente aos critérios de exclusdo os mesmos englobam pacientes que
apresentem qualquer condi¢do sistémica que afete o sistema imunoldgico, gravidas,
pacientes com implantes nao osteointegrados, reabilitagcdes totais em ambos os maxilares,
bem como aqueles que tenham sido submetidos a tratamento peri-implantar na zona a

avaliar.

6. Local de Realizacao do Estudo

A colheita de material genético foi realizada na Clinica Dentdria Egas Moniz no

IUEM. A anaélise laboratorial foi feita no Laboratdrio de Biologia Molecular do [IUEM.

7. Colheita de material genético

Foram recolhidas da mucosa jugal, com o auxilio de um omniswab (Whatman
FTA), células da mucosa oral e colocadas dentro de tubos “eppendorf” de 2 ml, os quais

foram inseridos em gelo (Figura 1).

Figura 1: Colheita de material genético da muscosa jugal com o auxilio de um omniswab (Whatman FTA).
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Apos a recolha das amostras, estas foram armazenadas no frio (-20°C) (Figura 2)
e posteriormente submetidas ao processo de extragdo de DNA e analise genética através
da técnica de PCR — RFLP (polymerase chain reaction seguida de restriction fragment
length polymorphism) no laboratério de Biologia Molecular do IUEM. As amostras
recolhidas foram utilizadas unica e exclusivamente para este estudo e descartadas apos a

realizacdo da analise em laboratorio.

Figura 2: Amostras recolhidas armazenadas no frio a -20°C

8. Extracdo de DNA

A extra¢ao de DNA foi realizada com base no “Protocol: Isolation of Total DNA
from Surface and Buccal Swabs” retirado do QIAamp DNA Investigator Handbook.

Através do uso de micropipetas, foram adicionados 20 pl de proteinase K e 600 pl
de Buffer ATL dentro dos tubos “eppendorf” de 2 ml que continham as omiswabs e de
seguida colocou-se a solugdo no vortex durante 10 segundos (Figura 3, 4 e 8).
Posteriormente colocaram-se as amostras dentro de uma incubadora de calor, a uma
temperatura de 56°C durante 1h, colocando-se no vortex em simultaneo durante 10s de

10 em 10 min (Figura 5).
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Figura 3: Solugdo de Proteinase K~ Figura 4: Buffer ATL Figura 5: Incubadora de calor

Centrifugaram-se as amostras de forma a remover gotas do interior dos tubos
“eppendorf” (Figura 7), adicionou-se 600 pl de Buffer AL (fornecido pelo fabricante)
(Figura 6) e voltou-se a colocar as amostras no vortex, durante 15 segundos. De forma a
assegurar uma correta lise, ¢ fundamental que a amostra e o tampao AL estejam

completamente misturados de forma a produzir uma solugdo homogénea.

Figura 6: Buffer AL

De seguida, utilizou-se novamente a incubadora de calor, durante 10 min a uma
temperatura de 70°C. A cada 3 min, os tubos foram colocados no vortex durante 10
segundos de forma a facilitar a lise. Apds nova centrifugacao, adicionaram-se 300 pl de
etanol (96%-100%), colocaram-se as amostras no vortex durante 15 segundos, e
posteriormente realizou-se uma nova centrifugacao.

O Buffer ATL (tampao de lise celular) e AL (tampao de lise), sdo ambos tampdes
de lise, pelo que ao serem adicionados a amostra vao provocar a rutura da membrana
celular. Desta forma, ao atuarem, vao-se obter moléculas de DNA e produtos lisados na

amostra presente no interior de cada tubo “eppendorf”.
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Figura 7: Amostras colocadas dentro da centrifugadora Figura 8: Vortex

Posteriormente, transferiu-se 700 pl da solugdo obtida para o interior de uma
coluna QIAamp MinElute (inserida num tubo coletor de 2 ml), sem tocar na membrana e
centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 min (Figura 9). Cuidadosamente, descartou-se o
remanescente e voltou-se a juntar a coluna QIAamp MinElute ao tubo coletor de 2 ml.
Repetiu-se este procedimento com o lisado remanescente presente nos tubos “eppendorf”
de 2 ml, até ndo haver mais amostra. Ap6s a ultima centrifugagdo descartou-se o tubo
coletor de 2 ml e colocou-se a coluna QIAamp MinElute num novo tubo coletor de 2 ml.
Neste procedimento, o DNA fica retido na membrana da coluna, enquanto os produtos

lisados se acumulam na parte inferior do tubo coletor de 2 ml, sendo por isso descartados.

Figura 9: QIAamp Mini Spin Column
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O Buffer AW1 e o Buffer AW2, funcionam como tampdes de lavagem, pelo que
a sequéncia dos restantes procedimentos vai servir para lavar a molécula de DNA,
retirando os produtos lisados que ainda se encontram presentes na amostra (Figura 10 e
11).

Desta forma, e seguindo o protocolo, adicionou-se 500 pl de Buffer AW1 sem
tocar na membrana e centrifugou-se a 8000 rpm durante 1 min. No fim da centrifugacao,
descartou-se novamente o tubo coletor de 2 ml contendo o remanescente obtido neste
passo e colocou-se a coluna QIAamp MinElute dentro de um novo tubo coletor de 2 ml.
De seguida, repetiu-se o mesmo procedimento realizado para o tampao AWI, mas
adicionando-se 700 pl de AW2. O tampao AW2, tampao de lavagem 2, apresenta a
mesma funcdo que o AW 1. O contacto entre a coluna QIAamp MinElute e o remanescente
obtido presente no fundo do tubo coletor deve ser evitado, pelo que se deve ter cuidado
na remoc¢ao destes do interior da centrifugadora, bem como quando se remove a coluna

do interior do tubo para se descartar o produto lisado.

Figura 10: Buffer AW1 Figura 11: Buffer AW2

De seguida, foram adicionados 700 pl de etanol (96%-100%), centrifugou-se a
8000 rpm durante 1 min, descartou-se o tubo coletor contendo solugdo resultante da
centrifugacao e colocou-se a coluna QIAamp MinElute num novo tubo coletor de 2 ml.
Procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 14,000 rpm durante 3 min de forma a secar
completamente a membrana. O etanol tem como fungao precipitar o DNA que ficou retido

na membrana (Figura 12).
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Figura 12: Etanol Absoluto

A coluna QIAamp MinElute foi transferida para um tubo de microcentrifugadora
de 1.5 ml (“eppendorf’) novo e descartou-se o tubo coletor contendo a solugdo
remanescente. Cuidadosamente abriu-se a tampa da coluna QIAamp MinElute e incubou-
se a 56°C durante 3 min.

Por fim, adicionou-se, no centro da membrana da coluna, 25 pl de Buffer ATE em
cada uma das amostras, fecharam-se as tampas dos tubos, procedeu-se a incubagdo dos
mesmo a temperatura ambiente (15°-25°C) durante 1 min e de seguida centrifugou-se a
14,000 rpm durante 1 min. Voltou-se a repetir este ultimo passo de forma a se obter um
volume final de 50 pyl em cada uma das amostras. A adicdo de ATE no centro da
membrana ¢ importante de forma a garantir uma eluicdo completa do DNA presente

(Figura 13).

Figura 13: Buffer ATE
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Os tubos “eppendorf” foram selados com Parafilm®M e armazenados novamente

no frio (-20°C) (Figura 14).

Figura 14: Tubos “eppendorf” contendo o produto final da extragdo de DNA, fechados com
Parafilm®M.

9. Técnica de Polymerase chain reaction (PCR)

O DNA obtido foi amplificado através da técnica de PCR, sendo que foram
utilizados iniciadores especificos para cada um dos genes que se pretendeu estudar. As
sequéncias dos iniciadores sense (direto) e anti-sense (indireto), isto €, dos primers
foward e reverse foram descritas por Kornman et al. (1997) (Tabela 4).

A preparacdo para PCR foi igual para todas as amostras, tendo-se realizado
inicialmente a preparagdo das mesmas para a analise do polimorfismo do tipo VNTR do
gene IL-1RN e de seguida para a analise dos polimorfismos IL-1A"3 e IL-1B™%** através
da técnica de RFLP. As técnicas de PCR foram realizadas de acordo com o descrito por
por Kornman et al. (1997).

Para o polimorfismo do gene IL-RN, procedeu-se a aliquotagem dos primers
numa concentracdo de 10 uM (Figura 15 e 16) e realizou-se a preparagdo de Master Mix.
O mesmo foi preparado para ser usado num volume de 22 amostras (20 amostras de DNA,

um controlo negativo € um volume extra para prevenir erros de volumes).
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Figura 15: Primers ILIRN F e Figura 16: Aliquotagem dos primers ILIRN_F
ILIRN_R respetivamente e ILIRN_R respetivamente

Para a preparacdo do Master Mix, em primeiro lugar adicionou-se a um tubo
“eppendorf”, 121 pl de RNase-free Water, seguido de 275 pl de Mytaq (contém taqg DNA
Polimerase, ANTP’s, MgCla, Buffer) e por fim 22 ul de primer foward e 22 pl de primer
reverse, correspondente ao polimorfismo a analisar.

Foram numerados microtubos “eppendorf” de 0,5 ml para PCR, e transferidos
para o interior dos mesmos 20 pl do Master Mix preparado na etapa anterior.
Posteriormente, adicionou-se 5 pyl de DNA de cada amostra, em cada tubo PCR
“eppendorf” de 0,5 ml, obtendo-se um volume final de 25 pl (Figura 17 e 18). Nos tubos
de controlo negativo adicionou-se 5 pl de RNase-free water, ao invés de DNA, para

perfazer um volume total de 25 pl.
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Figura 17: Suporte com tubos eppendorf numerados Figura 18: Microtubo “eppendorf” com

volume final de 25 pl
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Repetiu-se este procedimento para a analise dos polimorfismos IL-1A®% ¢

IL-1B*3%* (Figura 19, 20, 21 e 22).

Figura 19: Primers ILIA_ FelIL1A R Figura 20: Aliquotagem dos primers IL1IA_FeIL1A R

Figura 21: Primers ILIB FeIL1B R Figura 22: Aliquotagem dos primers IL1B_F e ILIB R

As reagdes de amplificagdo foram realizadas num termociclador (MJ MINI™
Personal Thermal Cycler). Seguindo o protocolo descrito por Kornman et al. (1997), para
o polimorfismo do gene IL-1A na posicao -889, foi realizado um ciclo de 96°C durante 2
minutos, seguido de 45 ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C durante 1 min e 72°C, 1
minuto. Por fim, foi realizado um ciclo de 72°C durante 5 minutos. Para o polimorfismo
do gene IL-1B na posicao +3954 foi realizado numa primeira etapa um ciclo de 94°C
durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 94°C 30 segundos, 54°C 35 segundos e 72°C 30

segundos. Posteriormente foi realizado um ciclo de 72°C durante 5 minutos. Para o gene
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IL-RN (intrao 2, VNTR) foi realizado um ciclo de 96°C durante 1 min, seguido de 35
ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C durante 1 min, 70°C durante 2 min. Para terminar, foi

realizado um ciclo de 70°C durante 5 minutos.

Tabela 4: Sequéncia dos primers escolhidos para cada um dos polimorfismos genéticos em estudo.

Adaptado de (Kornman, 1997).

Primers/Iniciadores Sequéncia
5'-
IL-1A3% (Primer Foward) AAGCTTGTTCTACCACCTGAACTAGGC-
3
IL-1A%% (Primers Reverse) 5'-TTACATATGAGCCTTCCATG-3’
IL-1B*3%* (Primer Foward) 5'-
CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3’
IL-1B%* (Primer Reverse) 5'-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG -3’
IL-1RN (intrdo 2, VNTR) (Primer 5'-CTCAGCAACACTCCTAT -3’
Foward)
IL-1RN (intrdo 2, VNTR) (Primer 5-TCCTGGTCTGCAGGTAA -3’
Reverse)

Figura 23: Amostras dos genes IL-1A e IL-1B apo6s técnica de PCR

10. Analise do polimorfismo Variable Number of Tandem Repeats (VNTR)

A verificagdo das regides polimorficas do tipo VNTR do gene IL-1RN (intrdo 2)
foi realizada por eletroforese do DNA amplificado em gel de agarose a 3%. Para a
preparagao do mesmo foram pesados 4,5g de agarose (SeaKem® LE Agarose) (Figura

24) num baldo de erlenmeyer, adicionou-se 150 ml de TAE 1X (Tris Acetato EDTA) e
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aqueceu-se 0 mesmo até se obter uma mistura homogénea. Apos o seu arrefecimento,
adicionou-se 5 pl de corante red-safe (Figura 23), colocou-se a solugdo dentro de uma
cuba horizontal e perfez-se o resto da cuba com TAE 1X. O TAE 1X (Tris Acetato EDTA)
funciona como um condutor de corrente elétrica/tampao. O corante red-safe ¢ um corante
de DNA, que penetra no interior das pontes de hidrogénio estabelecidas entre bases
azotadas, fazendo com que seja possivel a visualizacao das suas bandas no gel de agarose
com luz ultravioleta.

As amostras de DNA amplificadas, foram adicionados 5 pl de DNA loading dye
(Azul de Bromofenol a 0,05%), o qual confere peso a molécula de DNA e permite a
visualizac¢ao da velocidade de migragdo na eletroforese.

Adicionou-se 15 pl do marcador escolhido no primeiro pogo e 15 pul de DNA nos
restantes pogos, a correr a 100 mA. Para a visualizag¢do e documentacao do gel de agarose,

foi utilizado um transiluminador de luz ultravioleta e uma camara fotografica polaroid.

Figura 24: SEaKem® LE Agarose Figura 25: Corante red-safe

11. Analise do Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Para a andlise do polimorfismo IL-1A" foi realizada a técnica de RFLP. Para a
sua confecdo, foram colocados num novo tubo “eppendorf” de 1,5 ml, em primeiro lugar,
132 ul de RNase-free Water, de seguida 63 pl de NEBuffer™ r3.1 (Figura 27) e por fim,
15 pl de enzima de restricdo Ncol (Figura 26). Deste Master Mix, foram retirados 10 pl e
colocados em novos tubos “eppendorf” PCR de 0,5 ml, devidamente numerados. Apos a
analise de PCR, foram retirados 20 ul de cada solucao, obtendo-se um volume final em
cada tubo numerado de 30 pl. De seguida, as amostras foram armazenadas a uma

temperatura de 37°C overnight (Tabela 5).
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Figura 26: Enzima de restricao Ncol Figura 27: NEBuffer™ r.3.1

Os fragmentos resultantes foram separados por tamanho, através da eletroforese
em gel de agarose a MetaPhor a 5%. Para a confecdo do mesmo foram pesados 7,5g de
agarose num baldo de erlenmeyer e adicionados 150 ml de TAE 1X. Colocou-se o balao
de erlenmeyer sobre um agitador magnético (RTCbasic IKA LABORTECHNIK),
aquecendo-o, até se obter uma solu¢do homogénea. Apds o seu arrefecimento ligeiro,
adicionou-se 5 pl de corante red-safe, colocou-se a solugao dentro do molde do gel (cama)
horizontal e deixou-se solidificar. O gel solidificado foi colocado na tina eletroforética e
coberto com a solucao de TAE 1X.

Ap6s a digestdo enzimatica, foram adicionados as amostras 5 ul de DNA loading
dye (Azul de bromofenol 0,05%). Foram colocados 15 ul de marcador e de DNA nos
pocos. Estabeleceu-se a corrente elétrica a 100 mA para a realizagdo da eletroforese. Para
a visualizagdo e documentacdo do gel de agarose, foi utilizado um transiluminador de luz
ultravioleta e uma camara fotografica polaroid.

Este procedimento foi repetido para o polimorfismo da IL-1B™%* com a
diferenca de que neste caso, foi utilizada a enzima de restrigdo Taql (Figura 28) e o
CutSmart®Buffer (Figura 27) e as amostras foram armazenadas a 65°C overnight (Tabela

5).
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Figura 28: Enzima de restricdo Taql
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Figura 29: CutSmart®Buffer

Tabela 5: Relagdo das endonucleases de restrigdo, temperatura e fragmentos esperados Adaptado de

(Kornman, 1997).

Endonuclease de | Temperatura
Gene . ~ o Fragmentos
restricao °O)
TL-1 A% Neol 37°C 83pb + 16 pb (alelo 1)
99pb (alelo 2)
s 12pb + 85 pb+ 97pb
IL-1B* Taql 65°C (alelo 1)
12pb +182 pb (alelo 2)
412 pb (alelo 1)
IL-1RN (intrdo 2- 240 pb (alelo 2)
VNTR) 326 pb (alelo 3)
498 pb (alelo 4)
584 pb (alelo 5)

Tabela 6: Perfis de restrigdo das endonucleases.

Enzima de Restricao

Perfil de restricao

5’-C/CATGG-3’

Ncol
3-GGTAC/C-5’
5" T/CGA-3’
Taql 3-AGC/T-5'
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12. Analise estatistica

A analise estatistica foi feita através do programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS).

Para o tratamento e andlise dos dados foi realizada uma analise estatistica
descritiva e inferencial. A analise inferencial, permite testar se existe associagdo entre as
variaveis estudadas. Para tal e tendo em conta que as varidveis a relacionar sdao do tipo
qualitativo foi utilizado o teste do Qui-quadrado (y2) de Pearson e o teste exato de Fisher.
De forma a testar-se as hipdteses que foram formuladas, fixou-se um valor de referéncia
para se aceitar ou rejeitar a hipotese nula. Para tal, foi estabelecido que, para valores de
p < 0,05 existe uma associagdo estatisticamente significativa.

O pressuposto para o uso do teste do Qui-quadrado (y2), consiste no facto de que
nao devem existir mais de 20% das células com frequéncias menores que 5. Quando tal
ndo se verifica, a alternativa usada consiste no teste exato de Fisher, o qual ¢ utilizado em
tabelas 2x2. Tendo em conta que se obtiveram mais de 20% das células com uma
frequéncia menor que 5, o teste exato de Fisher foi usado como alternativa ao teste do

qui-quadrado.
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IV. RESULTADOS

1. Analise das técnicas de PCR e PCR-RFLP

Através da analise dos géis de agarose (gel de agarose a 3% e gel de agarose
MetaPhor a 5%) podem observar-se varias bandas, o que corresponde a diferentes
possibilidades de gendtipos para cada individuo.

No caso do polimorfismo da IL-1A® e IL-1B™%* quando as bandas observadas
correspondem apenas ao alelo 1 (alelo sem altera¢do), significa que esses individuos sdo
portadores do genétipo 1/1. Em contrapartida, quando as bandas visualizadas
correspondem apenas ao alelo 2 (alelo mutado), teremos a presenga de um genotipo 2/2.
Por outro lado, se no gel de agarose que foi confecionado (gel de agarose a 3%) for
possivel encontrar os pares de bases correspondentes tanto ao alelo 1 como ao alelo 2,
isto significa, que esse individuo ¢ portador de um gendtipo 1/2.

No intrdo 2 do gene IL-1RN ¢ possivel encontrar diferentes alelos de acordo com
a repeti¢do em tandem de uma sequéncia de 86 pb (Tabela 5). Para identificagdo das
bandas, foi usado o marcador de pares de bases NZYDNA ladder V1.

Na figura 30 podemos observar os resultados desta mesma andlise e concluir que,
o individuo correspondendo ao numero 5 apresenta 2 alelos diferentes, uma vez que ¢
possivel observar a presenga de 2 bandas distintas, uma banda de 412pb (alelo 1) e outra
banda de 326 pb (alelo 3). Para os restantes individuos, apenas se verifica a presenga de

uma banda de 412 pb, correspondente ao alelo 1.

500 gb
400 pb

300 gh
200 ph

100 pb

Figura 30: Gel de agarose a 3%, com os resultados para o gene IL-1RN (intrdo 2-VNTR). MPM: Marcador
de peso molecular, NZYDNA ladder VI; CN: controlo negativo; Grupo de controlo: pacientes n° 2, 3, 4, 5,
6,7,9,10, 11, 13; Grupo teste: pacientes n° 1, 8, 12, 16, 19, 20, 21, 24, 25, 26.
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Desta forma, todos os individuos foram considerados homozigoticos para o alelo
1 (gendtipo 1/1), com exce¢do do individuo numero 5, o qual foi considerado
heterozigotico, sendo portador de um genotipo 1/3.

De acordo com o observado no gel de agarose e avaliando a amostra no seu total
(n=20), ¢ possivel verificar que, no caso deste polimorfismo genético, existe uma maior

prevaléncia do alelo 1 em relagdo ao alelo 3 (Grafico 1).
IL-1RN (Intrio 2) VNTR

Alelo 4

Alelo 3 I

Alelo 2

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grafico 1: Frequéncia alélica do polimorfismo do gene IL-1RN

O SNP (Single Nucletotid Polymorphism) estudado ao nivel do polimorfismo
IL-1A% ¢ IL-1B*3%%4, caracteriza-se pela substitui¢do de uma base de citosina (C) por
uma base timina (T), originando dois possiveis alelos: alelo C e alelo T (Pociot et al.,
1992).

Para a IL-1A, os fragmentos de digestdo foram analisados num gel de agarose
MetaPhor™ Agarose 5%, observando-se os seguintes perfis de restri¢ao (5'-C/CATGG-
37): alelo 1 (C), 83pb + 16 pb e alelo 2 (T), 99pb (Figura 31). Para identificacdo das
bandas, foi usado o marcador de peso molecular NZYDNA ladder VI e o pUC19/Mspl
(Hpall).
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MPM1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MPM 2

b)

| 110/111 pb

100 pb
u - —l67pb

50 pb

Figura 31: Perfil de restrigio do fragmento do gene da IL-1A%” em gel de agarose MetaPhor™ Agarose
a 5%, (a) desde a amostra n°l até a amostra n°10 e (b) desde a amostra n°® 11 até a amostra n°26. MPM 1:
Marcador de peso molecular, NZYDNA ladder VI; MPM 2: Marcador de peso molecular, pUC19/Mspl
(Hpall) Marker; X: po¢o sem amostra; Os nimeros acima dos pogos correspondem ao codigo designado a
cada paciente; grupo controlo: n° 2, 3,4,5,6, 7,9, 10, 11, 13; grupo teste: n° 1, 8, 12, 16, 19, 20, 21, 24,
25, 26.

De acordo com a figura 31, os individuos que sdo homozigéticos para o alelo 1
(alelo selvagem) apresentam dois fragmentos de digestdo: 83 pb + 16 pb. Neste caso,
apenas se observa o fragmento de 83 pb. Para os individuos homozigoéticos para o alelo 2
(alelo mutado) verificamos a presenga de um Unico fragmento de 99 pb. Nas amostras
correspondentes aos numeros 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 19 e 25, apenas se observa a
presenga de uma banda de 83 pb, pelo que correspondem a pacientes homozigoticos para
o alelo 1 (gendtipo 1/1). Em relagdo aos individuos assinalados com os nimeros 6, 11, 16
e 26, ¢ possivel visualizar a presenga de um fragmente de 99pb, pelo que sao considerados
homozigoticos para o alelo 2, sendo portadores de um geno6tipo 2/2.

As bandas correspondentes as amostras 1, 2,20, 21, 24, ndo sdo bem claras no que
concerne ao seu peso molecular, pelo que foi realizado um novo gel de agarose utilizando

estas mesmas amostras, bem como as restantes que indicaram a presenca de 99pb (Figura
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32). Para tal, foi também utilizado um marcador diferente (GeneRuler™ Low Range

DNA Ladder), que apresenta bandas mais proximas das que se pretendem visualizar.

700 pb
500 pb
400 pb

300 pb

200 pb
150 pb

100 pb
75 pb

50 pb

25 pb

Figura 32: Repeticdo da restrigdo do fragmento do gene da IL-1A%” em gel de agarose MetaPhor™
Agarose a 5%, para as amostras 1, 2, 6, 11, 16, 20, 21, 24 e 26. MPM 3: Marcador de peso molecular
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder.

De acordo com a figura 32, verifica-se que as amostras analisadas apresentam
todas um fragmento de 99pb e outro fragmento de 83pb. Desta forma, concluiu-se que os
individuos 1, 2, 6, 11, 16, 20, 21, 24, 26 sdo heterozigoticos apresentando um gendtipo
1/2.

Avaliando a amostra no seu total, é possivel verificar que, no caso deste
polimorfismo genético, existe uma maior prevaléncia do alelo 1 (C) em relagdo ao alelo

2 (T) (Grafico 2).
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TL-1A (-889)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grifico 2: Prevaléncia dos alelos C e T no polimorfismo do gene da IL-1A, no total da amostra

Para o polimorfismo do gene da IL-1B (IL-1B™%%), os fragmentos obtidos da
restri¢gdo foram igualmente analisados num gel de agarose MetaPhor™ Agarose a 5%,
observando-se os seguintes perfis de restri¢cao (5 -T/CGA-3"): alelo 1 (C), 97 + 85 + 12
pb; alelo 2 (T), 182+ 12 pb (Figura 33).

Figura 33: Perfil de restri¢do do fragmento do gene da IL-1B****em gel de agarose MetaPhor™ Agarose
a 5%. MPM 3: Marcador de peso molecular GeneRuler™ Low Range DNA Ladder. Os niimeros acima dos
pocos correspondem ao codigo designado a cada paciente; grupo controlon®2, 3,4,5,6,7,9, 10, 11, 13;

grupo teste: n° 1, 8, 12, 16, 19, 20, 21, 24, 25, 26.

Na figura 33, ndo sdao visiveis os fragmentos de 12 pb. Os individuos
correspondentes aos numeros 1, 2, 3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 25, apresentam uma banda
de 97 pb e outra de 85 pb, sendo por isso homozigdticos para o alelo 1 (gendtipo 1/1). Em
relacdo a amostra nimero 24, apenas se observa um fragmento de 182 pb, pelo que se

trata de um paciente homozigotico para o alelo mutado e por isso portador de um genotipo
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2/2. As amostras 6, 13, 16, 19, 20, 21, 26, correspondem a pacientes heterozigotos, tendo
em conta que ¢ possivel observar a presenca de trés fragmentos, 97 pb e 85 pb
(correspondente ao alelo 1) e 182 pb (correspondente ao alelo 2). Desta forma, sdo
portadores de um genotipo 1/2.

Analisando todos os individuos (n=20), ¢ possivel verificar que, no caso do

B+3954

polimorfismos da IL-1 , existe uma maior frequéncia do alelo selvagem em relacao

ao alelo mutado (Gréfico 3).

IL-1B (+3954)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Grifico 3: Prevaléncia dos alelos C e T no polimorfismo do gene da IL-1B, no total da amostra

2. Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas obtidas para os genes da IL-1RN VNTR, IL-1A% IL-
1B*3%** no grupo satde peri-implantar, no grupo peri-implantite e para o total da amostra

estdo representadas na tabela 7.
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Tabela 7: Frequéncias alélicas dos polimorfismos da IL-1A"%%, IL-1B*** ¢ IL-1RN (intrdo 2), no grupo

saude peri-implantar e no grupo peri-implantite.

Saiide Peri-implantar  Peri-implantite Total
Alelos (=20) (=20) (n=40) p Value
IL-1RN VNTR
1 19 (95%) 20 (100%) 39 (97.5%) -
3 1(5%) 0 (0%) 1(2.5%)
IL-1A (-889)
C 17 (85%) 14 (70%) 31 (77.5%) p =0451
T 3 (15%) 6 (30%) 9 (22,5%)
IL-1B (+3954)
c 18 (90%) 13 (65%) 31 (77.5%) p =017
T 2 (10%) 7 (35%) 9 (22.5%)

No que diz respeito ao polimorfismo do gene da IL-1RN, no grupo saude a
frequéncia alélica para o alelo 1 foi de 95% e para o alelo 3 foi de 5%. No grupo doenca
as frequéncias alélicas foram de 100% e 0%, para o alelo 1 e 3 respetivamente (Tabela 7)
(Gréfico 4).

Considerando a amostra total de alelos presentes neste polimorfismo nos 20
pacientes (n=40), observaram-se 39 (97,5%) alelos 1 e apenas 1 (2,5%) alelo 3 (Grafico
4).

Para este polimorfismo ndo foi possivel realizar a andlise inferencial em virtude
da ndo aplicabilidade do teste, tendo em conta as caracteristicas das frequéncias

observadas (Tabela 7).

IL-1RN (Intrio 2) VNTR
120%

100%
80%

60%
m Alelo 1

Alelo 3

Frequéncia

40%
20%

0%
Sahde Peri-implantar Peri-implantite

Grupo

Grifico 4: Frequéncia alélica no polimorfismo do gene da IL-1RN, em ambos os grupos.
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No que diz respeito ao polimorfismo do gene da IL-1A, no grupo saude a
frequéncia alélica para o alelo C foi de 85% e para o alelo T foi de 15%. No grupo doenca
as frequéncias alélicas foram de 70% e 30%, para o alelo C e T respetivamente (Tabela
7) (Gréafico 5).

Considerando a amostra total de alelos presentes neste polimorfismo, nos 20
pacientes (n=40), observaram-se 31 (77,5%) alelos C e 9 (22,5%) alelos T (Tabela 7).

Foi possivel realizar-se a andlise inferencial, através da qual se obteve p=0,451

(p>0,05%), pelo que nao se rejeita a hipotese nula (Tabela 7).

IL-1A (-889)
90%

80%
70%
60%

50%

éncia

40% H Alelo C
Alelo T

Frequ

30%

20%

10%

0%
Saude Peri-implantar Peri-implantite

Grupo

Grafico 5: Frequéncia alélica no polimorfismo do gene da IL-1A, em ambos os grupos.

No que diz respeito ao polimorfismo do gene da IL-1B, no grupo saiude a
frequéncia alélica para o alelo C foi de 90% e para o alelo T foi de 10%. No grupo doenca
as frequéncias alélicas foram de 65% e 35%, para o alelo C e T respetivamente (Tabela
7) (Grafico 6).

Considerando o total de alelos presentes neste polimorfismo nos 20 pacientes
(n=40), observaram-se o mesmo numero de alelos C e T que aqueles registados para o
polimorfismo IL-1A®% (Tabela 7).

Foi possivel realizar a analise inferencial, no entanto ndo foi verificada associagao,

tendo em conta que o valor de p=0,127 (Tabela 7).
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IL-1B (+3954)
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Grafico 6: Frequéncia alélica no polimorfismo do gene da IL-1B, em ambos os grupos.

3. Frequéncias genotipicas

As frequéncias genotipicas obtidas para os genes da IL-IRN VNTR, IL-1A3%,
IL-1B** no grupo saude peri-implantar, no grupo peri-implantite e para o total da

amostra estdo representadas na tabela 8.

Tabela 8: Frequéncias genotipicas nos polimorfismos da IL-1A3% IL-1B*** ¢ IL-1RN (intrdo 2), no

grupo saude peri-implantar e no grupo peri-implantite.

L Saude Peri-implantar Peri-implantite Total
Genotipo (=1 0)p (n=I;0) (1=20) p Value
IL-1 RN (Intrdo 2) VNTR
1/1 9 (90%0) 10 (100%) 19 (95%) —
1/3 1 (10%) 0 (0%) 1 (5%)
IL-1A (-889)
cC 7(70%) 4 (40%) 11 (55%) p =0.370
CT 3 (30%) 6 (60%) 9 (45%)
IL-1B (+3954)
cC 8 (80%) 4 (40%) 12 (60%)
CT 2 (20%) 5 (50%) 7 (35%) -
TT 0 (0%) 1 (10%) 1 (5%)

Para o polimorfismo da IL-1RN (intrdo 2), considerando os individuos que
constituem o grupo saudavel, 9 (90%) apresentaram genoétipo 1/1, enquanto que apenas 1

(10%) apresentou genotipo 1/3. Relativamente aos restantes 10 individuos que estdo
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inseridos no grupo peri-implantite, todos eles (100%) sdo portadores do gendtipo 1/1
(Tabela 8) (Grafico 7). Analisando a amostra em simultdneo para os pacientes de ambos
os grupos sem se fazer distin¢do da sua condi¢ao (n=20), 19 (95,0%) sdo portadores de
gentopio 1/1 e apenas 1 (5%) apresentam gendtipo 1/3, pertencente ao grupo satde
(Tabela 8).

Para este polimorfismo, ndo foi possivel realizar a analise inferencial (Tabela 8).

IL-1RN (Intrao 2) VNTR
100%

90% B Genotipo 1/1
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< 60%
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Saide Peri-implantar Peri-implantite

Grupo

Grifico 7: Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene da IL-1RN (intrdo 2) VNTR, para o grupo

satude peri-implantar e grupo peri-implantite

Relativamente ao polimorfismo IL-1A%%- dos 10 pacientes do grupo saudavel, 7
(70%) apresentaram gendtipo CC, enquanto que os restantes 3 (30%) evidenciaram a
presenca de gendtipo CT. No grupo de peri-implantite, dos 10 pacientes que fazem parte
do mesmo, 4 (40%) apresentaram genotipo CC e 6 (60%) um genotipo CT. O gendtipo
TT nao foi observado em nenhum dos grupos (Tabela 8) (Grafico 8). Analisando os dados
obtidos para a amostra total, isto ¢, nos 20 pacientes envolvidos no estudos, cerca de
55,0% apresentaram um genotipo CC e 45,0% sdo portadores de um gendtipo CT (Tabela
8).

Ao se proceder a avaliagdo dos valores de p, obteve-se um p=0,370 (p>0,05%),
pelo que ndo se rejeita a hipdtese nula. Desta forma, conclui-se que ndo ha associacdo
estatisticamente significativa entre os genotipos apresentados para este polimorfismo e a

presenca de peri-implantite (Tabela 8).
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Grifico 8: Frequéncia genotipica do polimorfismo IL-1A-%%, para o grupo satide peri-implantar e grupo

peri-implantite

No que concerne ao polimorfismo IL-1B™%% no grupo saudavel as frequéncias
genotipicas foram de 80,0% para o genotipo CC, 20,0% para o gendtipo CT e 0% para o
genotipo TT. Para o grupo com peri-implantite diagnosticada, obteve-se uma frequéncia
de 40,0% para gendtipo CC, 50,0% para o genotipo CT e 10% para o gen6tipo TT (Tabela
8) (Grafico 9). Considerando todos os individuos envolvidos no estudo, as frequéncias
genotipicas observadas foram de 60,0% para o genotipo CC, 35,0% para o genotipo CT
e 5,00% para o gendtipo TT (Tabela 8). Para este polimorfismo, a semelhanga do que foi

constatado para o IL-1RN, ndo foi possivel realizar a andlise inferencial (Tabela 8).
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Grifico 9: Frequéncia genotipica do polimorfismo IL-1B*****, para o grupo saude peri-implantar e grupo

peri-implantite

4. Caracterizacdo da amostra de acordo com a presenc¢a de genotipo positivo

Dos 10 pacientes do grupo saudavel, apenas 1 (10%) apresenta genotipo positivo,
enquanto que os restantes 9 (90%) ndo sdo portadores deste tipo de gendtipo. No grupo
de peri-implantite, dos 10 pacientes que o constituem, 5 (50%) apresentam gendtipo
positivo e os restantes 5 (50%) genotipo negativo. Analisando os dados para a amostra
total (n=20), 6 (30%) dos pacientes apresenta genotipo positivo, enquanto que os restantes

14 (70%) apresentam genotipo negativo (Tabela 9).

Tabela 9: Genotipos positivos presentes na amostra

62



Resultados

Ao realizar-se a andlise inferencial, obteve-se um p=0,141 (p>0,05%), pelo que
se conclui que ndo ha associacdo entre a presenca de gendtipo positivo com a

peri-implantite.
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Grifico 10: Distribuigdo do genotipo positivo entre o grupo saude peri-implantar e o doenga (p>0,05)
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V. DISCUSSAO

A IL-1 ¢ dos principais reguladores da inflamagdo, sendo considerada um
mediador importante a nivel de doencas inflamatorias como € o caso da peri-implantite,
desempenhando um papel importante no processo de destrui¢do e reabsorcdo dssea
(Dinarello, 1994). Desta forma, os polimorfismos que se desenvolvam nestes genes e que
afetem a fung¢do e o nivel de expressdo das proteinas podem influenciar o
desenvolvimento de doengas como a peri-implantite (Dominici et al., 2002; Van
Deventer, 2000).

A maioria dos polimorfismos sao do tipo polimorfismos de base tinica (SNPs), os
quais apresentam uma frequéncia relativamente alta a nivel do genoma humano e podem
afetar a fun¢do dos genes onde ocorrem (Teama, 2018). Enquanto que o alelo T do
IL-1A% tem vindo a ser associado a um aumento da expressdo da interleucina-la, de
acordo com Pociot et al. (1992), o alelo T do IL-1B™%* e a presenca do alelo 2 no
IL-1RN, tém vindo a ser associados com um aumento da produg¢do de IL-} e diminui¢do
de IL-1Ra, respetivamente.

As duas variacdes genéticas mais amplamente estudadas, no que diz respeito a
possivel relagio com a peri-implantite e com a falha do implante s3o a IL- 1A% C/Te a
IL-1B "% C/T , as quais tém demonstrado estar associadas com alteracdes a nivel da
expressdo do gene e secre¢do de proteinas (Liao et al., 2014). O polimorfismo do
IL-1A% est4 localizado na regido promotora da IL-1A, sendo que a presenga do alelo T
tem sido associado a um aumento da atividade transcricional do gene. Em contrapartida
o genotipo CC tem vindo a ser associado a uma diminuicao da atividade transcricional e
consequentemente a niveis mais baixos de interleucina-la, quando comparado com o

gendtipo TT. Por outro lado, o IL-1B*%*

encontra-se localizado no exdo 5 do gene da
IL-1B, sendo que a substitui¢do do alelo C pelo alelo T vai provocar uma alteragao
semelhante a descrita anteriormente (Dominici et al., 2002)

Montes et al. (2009), realizou uma comparacao de diversos estudos que analisam

B7%* em diferentes

as frequéncias alélicas dos polimorfismos do IL-1RN e do IL-1
populacdes, nomeadamente chinesa, japonesa, italiana, sueca e brasileira. Analisando os
dados obtidos para os paises Europeus estudados, Suécia e Italia, no que diz respeito a

B+3954

frequéncia alélica para o polimorfismo da IL-1 , 0 alelo C foi mais prevalente que o

alelo T. Ja em rela¢do ao polimorfismo da IL-1RN (intrdo 2), o alelo 1 foi igualmente
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mais comum que o alelo 2. Desta forma, os resultados do presente estudo, a nivel da
distribuicdo alélica para o total da populagdo envolvida, vao ao encontro do que foi
reportado por Montes et al. (2009) para a populagdo Europeia Caucasiana estudada.

Além disso, no presente estudo a frequéncia do alelo mutado (alelo T) no
polimorfismo IL-1B™%foi de 22,5% o que est4 de acordo com a frequéncia encontrada
na populacdo italiana referida nesse estudo.

No entanto, comparando os dados de todas as populacdes, embora com algumas
discrepancias entre eles, todas os paises evidenciaram maior prevaléncia de alelo C no

polimorfismo [L-1B*39%4

e do alelo 1 para o polimorfismo IL-1RN (intrao 2), verificando-
se a mesma tendéncia a nivel global e ndo s6 a nivel Europeu (Montes et al., 2009).

Além disso, outro aspeto que se pode observar através da analise desses estudos,
foi o facto de que a presenca do alelo T do polimorfismo IL-1B™** e do alelo 2 do
polimorfismo da IL-1RN ¢ algo bastante raro nos individuos chineses e japoneses,
apresentando frequéncias consideravelmente baixas quando comparadas com os restantes
paises (Montes et al., 2009). Este facto pode servir de incentivo para a realiza¢ao de mais
estudos em diferentes grupos étnicos para se entender a real prevaléncia destes
polimorfismos em diferentes grupos populacionais.

De acordo com um estudo realizado por Kornman et al. (1997), que foi o primeiro
estudo que encontrou uma associagdo destes polimorfismos com a periodontite, existe a
referéncia que a frequéncia do genotipo positivo € de 29.1% em individuos caucasianos
do norte da Europa. Esse dado observado vai de encontro ao verificado no presente
estudo, no qual se verificou que 30% de todos os participantes apresentavam pelo menos
um alelo alterado nos dois genes IL-1A e IL-1B, nas posicdes -889 e +3954,
respetivamente. De acordo com Kornman et al. (1997), pacientes portadores deste
gendtipo foram referidos como sendo mais suscetiveis de apresentarem um aumento de
destruicao dos tecidos periodontais.

No estudo conduzido por He et al. (2019), fizeram parte 144 doentes com
peri-implantite diagnosticada e 174 doentes clinicamente saudéaveis. Este estudo teve
como objetivo analisar se as variagdes genéticas, que tém influéncia na regulacdo das
respostas inflamatdrias, tinham alguma associacdo com o risco do desenvolvimento de
peri-implantite. Para tal, tentou analisar-se se existia ou ndo uma relagdo entre
polimorfismos dos genes TNF-a, IL-1A e IL-1B e a peri-implantite, numa populagdo
chinesa ndo fumadora. No que diz respeito ao polimorfismo do gene da IL-1A, no grupo

doenca, a frequéncia do alelo C foi de 70,1% e a frequéncia do alelo T (alelo alterado) foi
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de 29,9%. No grupo controlo, as frequéncias foram de 84,2% e 15,8%, parao aleloCe T
respetivamente. Desta forma, as frequéncias alélicas observadas no estudo de He et al.
(2019), estao de acordo com as frequéncias alélicas obtidas no presente estudo, no qual,
se observou uma frequéncia de 70% para o alelo C e de 30% para o alelo T no grupo
peri-implantite e uma frequéncia de 85% e de 15% respetivamente, no grupo controlo.

No que diz respeito ao polimorfismo IL-1B™%4 He et al. (2019) observaram que,
no grupo peri-implantite, a frequéncia alélica para o alelo C foi de 68,8% e para o alelo
T de 31,2%, enquanto que no grupo saude a frequéncia alélica foi de 79,9% para o alelo
C e de 20,1% para o alelo T. Deste modo, verifica-se que estas frequéncias sdo similares
as observadas no presente estudo, no qual se observou, uma frequéncia de 65% para o
alelo C e 35% para o alelo T no grupo com peri-implantite e uma frequéncia de 90% para
o alelo C e 10% para o alelo T no grupo saude peri-implantar. Comparando ambos os
estudos, para ambos os polimorfismos IL-1A® e IL-1B*** verifica-se uma maior
percentagem de alelos T no grupo peri-implantite e uma maior percentagem de alelos C
no grupo saude.

He et al. (2019) concluiram que, tanto o polimorfismo genético IL-1A®% C/T
como o polimorfismo genético IL-1B*3*** C/T estdo associados com um maior risco de
desenvolvimento de peri-implantite. No presente estudo, ndo se observou uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo saide e o grupo doenca, pelo que ndo se
observou associagdo entre os polimorfismos IL-1A*% e IL-1B**%* com a peri-implantite.
No entanto, embora nao haja associagdo, verifica-se que existe uma possivel tendéncia
para que os individuos portadores destes polimorfismos genéticos sejam mais suscetiveis
a desenvolverem peri-implantite, na medida em que os pacientes portadores desta doenca,
tétm um maior numero de alelos mutados (alelo T) e de gendtipos CT e TT,
comparativamente aos individuos com satide peri-implantar.

Laine et al. (2006), elaboraram um estudo em que o principal objetivo consistiu
em verificar a possivel existéncia de uma associagao entre polimorfismos dos genes da
IL-1 e a peri-implantite. Foram incluidos 120 individuos caucasianos, 71 pacientes com
peri-implantite (grupo teste) e 49 individuos com uma mucosa oral saudavel e auséncia
de perda 6ssea em redor dos implantes (grupo controlo). De acordo com os dados obtidos,
nos pacientes pertencentes ao grupo doenca, observou-se uma frequéncia de 47,8% de
gendtipo positivo (IL-1A alelo 2 e IL-1B*%
gendtipos com variante alélica IL-1A3% (T) e IL-1B™%* (T) e IL-IRN VNTR alelo 2.

alelo 2) e uma frequéncia de 26,2% dos

Para os pacientes do grupo controlo, foram obtidas frequéncias de 44,9% e 8,3%,
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respetivamente. Nos individuos que apresentaram unicamente a presenga do alelo 2 no
IL-1A%% ¢ alelo 2 no IL-1B™%*, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os grupos saude e doenca. Para a variante IL-1A%% alelo T, IL-1B***** alelo T e IL-1RN
VNTR alelo 2, foi demonstrada uma associa¢ao significativa da mesma com o
desenvolvimento de peri-implantite. Relativamente a presencga de pelo menos um alelo 2
no gene da IL-1RN, foi observada uma frequéncia de 56,5% no grupo doenga e uma
frequéncia de 33,3% no grupo controlo. Desta forma, enquanto que em relagdo aos
polimorfismos do gene IL-1A e IL-1B, nao foi detetada associacao dos mesmos, quer de
forma isolada quer combinada, com a peri-implantite, Laine et al. (2006) concluiram, que
os resultados obtidos no seu estudo fornecem evidéncia de que o polimorfismo do gene
da IL-1RN esta associado a peri-implantite e que podera representar um fator de risco
para a mesma. No entanto, contrariamente ao que foi observado por Laine et al. (2006),
no presente estudo ndo se verificaram diferencgas estatisticamente significativas entre o
grupo saude e o grupo peri-implantite quanto ao polimorfismo no gene IL-1RN.

Um estudo mais recente realizado por Saremi et al. (2021), teve como objetivo
avaliar a frequéncia dos polimorfismos de base tinica (SNPs) da IL-10, IL-1B e TNF-a
em pacientes sauddveis € em pacientes com peri-implantite, numa populagdo iraniana.
Para tal foram selecionados 50 pacientes com peri-implantite e 89 pacientes para o grupo
controle. Os resultados deste estudo indicaram que existe associagdo entre o polimorfismo
IL-1B*3%* com a peri-implantite, o que ndo vai de encontro ao verificado no presente
estudo, no qual se observou ndo existir associagdo. Em contrapartida, Melo et al. (2011),
num estudo realizado com um total de 47 pacientes, concluiram que ndo existiu
associacdo do polimorfismo da IL-1B (IL-1B*****) com a peri-implantite, o que vai de
encontro ao observado no presente estudo.

Liao et al. (2014), procederam a elaboragcdo de uma meta-analise com o objetivo
de estudar a relacdo entre os polimorfismos da IL-1 (IL-1A e IL-1B) e o risco de falha/
complicacdes ao nivel de implantes dentarios. Nao foi incluido o polimorfismo do gene
IL-1RN (VNTR) na meta-andlise, uma vez que até a data existiam apenas trés estudos
publicados sobre o mesmo. Num total de 13 estudos incluidos, apenas quatro destes
apresentaram dados suficientes no que diz respeito a relagdo entre gendtipo positivo
IL-1A3% ¢ IL-1B**%*¢ a peri-implantite. Desta forma, com a realizagio da meta-anlise,
e ao contrario do que se verificou no presente estudo realizado, a mesma concluiu que,

em descendentes europeus caucasianos, existe uma associacdo significativa entre o
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gendtipo positivo IL-1A% e IL-1B73%%4

com a perda do implante/ falha do implante e
com a peri-implantite.

Apesar de alguma concordancia entre os resultados obtidos no presente estudo e
os estudos acima referidos, principalmente no que diz respeito as frequéncias alélicas
verificadas para os alelos com e sem alteragdo entre os grupos saude e doenca,
verificaram-se algumas diferencas quanto a influéncia destes polimorfismos no
desenvolvimento da peri-implantite. Essas divergéncias podem estar relacionadas com as
diferencas quanto a etnia dos grupos incluidos. No presente estudo incluiram-se
individuos Caucasianos do sul da Europa, enquanto que no estudo de Laine et al. (2006)
foram recrutados individuos caucasianos do norte da Europa, no estudo de He et al.
(2019), foram incluidos pacientes de origem Asiatica e no estudo de Saremi et al. (2021),
apenas participaram individuos iranianos. Também se verificaram diferencas a nivel dos
habitos tabagicos entre os estudos publicados. No presente estudo incluiram-se pacientes
fumadores, no estudo de Laine et al. (2006) foram também incluidos pacientes fumadores
e nao fumadores, enquanto que no estudo de He et al. (2019) ndo foram selecionados
pacientes fumadores. Por outro lado, este estudo consiste num estudo piloto com 20
doentes. Analisando e comparando com o tamanho da amostra dos restantes estudos, no
caso de Laine et al. (2006) a amostra foi de 120 pacientes, no de He et al. (2019) foram
incluidos 318 pacientes no total e um total de 139 individuos participaram no estudo de
Saremi et al (2021).

Provavelmente com uma amostra maior poderiamos observar diferencas
estatisticamente significativas, quanto a presenca destes polimorfismos, entre o grupo
saude e doenca. De facto, verificou-se uma diferenca, ainda que ndo seja estatisticamente
significativa, quanto as frequéncias dos alelos alterados nos genes IL-1A e IL-1B, nas

posigdes -889 e +3954 respetivamente, entre o grupo satde e doenca.
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VI. CONCLUSAO

Mais de 2 milhdes de implantes dentarios sao colocados no mundo todo, todos os
anos. Este tipo de reabilitacdo apresenta taxas de sucesso e sobrevivéncia elevadas,
contudo podem surgir complicagdes bioldgicas, como a peri-implantite cujo tratamento
implica imprevisibilidade, e em Ultima instancia podem levar a perda do implante. A sua
alta prevaléncia ¢ um problema de saude publica cujo tratamento acarreta grandes custos
para a comunidade e muitas vezes ndo consegue controlar a doenca.

Essa inflamag¢do apresenta uma etiologia bacteriana semelhante a encontrada em
casos de periodontite, mas o seu aparecimento €, provavelmente, o resultado de varios
fatores que podem influenciar a resposta inflamatéria do hospedeiro, como o tabaco e
variagdes genéticas em genes relevantes para a reacdo imunologica. Ao longo dos Gltimos
anos, foi gerada a hipotese de que o background genético de um individuo pode modular
quer a gravidade, quer o carater progressivo das inflamagdes orais por meio da expressao
de citocinas e dos seus moduladores.

A Interleucina-1 ¢ considerada um mediador major a nivel de doencas
inflamatorias cronicas orais e sistémicas.

A associacdo de polimorfismos genéticos da IL-1 e do IL-1Ra com o
desenvolvimento da peri-implantite tem sido investigada ao longo dos ultimos anos.
Dentro dos estudos realizados até a data sobre este tema, os resultados obtidos tém sido
controversos, mantendo-se esta possivel associagdo inconclusiva.

De acordo com os resultados observados no presente estudo, relativamente aos
polimorfismos dos genes da IL-1, ndo se observou uma diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo saude e doenga, pelo que ndo houve associacdo entre os
polimorfismos genéticos da IL-1A (IL-1A%%), IL-1B (IL-1B™%**) e o desenvolvimento
da peri-implantite. No entanto, embora nao se tenha encontrado associagdo, verifica-se
que existe uma possivel tendéncia para que os individuos portadores destes
polimorfismos genéticos sejam mais suscetiveis a desenvolverem peri-implantite, na
medida em que os pacientes com peri-implantite apresentam um maior numero de alelos
mutados (alelo T), comparativamente aos individuos com saude peri-implantar. A nivel
do polimorfismo IL-1RN (intrdo 2), ndo foi possivel avaliar a sua associacdo com a

doenca peri-implantar.

71



Associagdo dos polimorfismos dos genes da IL-1 e do IL-1Ra com a peri-implantite — Estudo piloto

No que concerne as frequéncias alélicas e gendtipicas encontradas, estas sdo
semelhantes as encontradas nas populagdes europeias.

Os resultados descritos na evidéncia cientifica atual, sdo promissores no que diz
respeito ao papel dos fatores genéticos, como € o caso dos polimorfismos estudados, no
desenvolvimento da peri-implantite. No entanto, o nimero de estudos presentes na
literatura relativo a esta associagdo ¢ bastante limitado, sendo que alguns deles ndo fazem
referéncia a variaveis que podem ter impacto/influenciar os resultados obtidos (varidveis
de confusdo), tais como a situacdo periodontal dos individuos da amostra, a etnia dos
mesmos e a presenca ou nao de hébitos tabagicos. Desta forma e devido as desigualdades
verificadas entre os estudos ja publicados na literatura, para que haja uma melhor
compreensdo sobre esta possivel associacdo € necessario que sejam criados critérios
uniformes entre os estudos futuros. Além disso, estudos com amostras maiores em
diferentes grupos étnicos sao necessarios para determinar o real efeito dos polimorfismos
genéticos nesta doenca. No futuro, serdo necessarios realizar mais estudos nesta area, com
amostras maiores, de forma a que seja possivel identificar e obter resultados com maior
exatiddo e evidéncia no que concerne a relagdo dos polimorfismos da IL-1A®%
IL-1B*%* ¢ da IL-1RN intrdo 2 com o desenvolvimento da peri-implantite.

O conhecimento da base genética da peri-implantite pode ajudar na previsao da
ocorréncia da doenc¢a, melhorar o seu tratamento, assim como auxiliar a monitorizacao

de pacientes com implantes dentarios.
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Ex ma Senhora,

Em respesla ao Pedido de Parecer que submeteu & apreciagdo da Comissio de Etica da
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do IL-1Ra com peri-implantite - estudo pilote”, fol aprovado por unanimidade

Com os melhores cumprimantos,

A Prasidente da ComissSo de Etica da Egas Moniz

Prof*. Doutara Mana Fe Mesquita

EGAS MONIZ ~ COCPERATIVA DE ENSING SUPERIOR, CRL
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Anexo 2 (Questionario)

Questiondrio Data: [ [

Idade ]

Preencha com uma cruz {X) ou com a informagio pedida.

- ] —
a5 = B

R - —

Pals e avés de origem caucasiana

-~

Apresenta alguma doenga imune ou infamatéria?
(Doencas genéticas, Doengas que afetem a mucosa oral e o tecido gengival, Doengas que afetem o
tecido conjuntivo, Doengas enddcrinas e metabdlicas, Infegdo por HIV, Diabetes mellitus, Artrite etc.)

-

Se sim qual?

Histdria de Hepatite?

-~

Se sim qual?

Tomou regularmente antibidticos ou anti-inflamatérios durante os ditimos 6 meses?

Sim Nio

Se sim qual?

EIE
Habitos Tabsgicos ]
-

Ex-fumador

Implantes dentarios colocados
Clinica Universitdria Egas Moniz l:l
Outro local [:l

Se noutro local indique hd quanto tempo foi colocada a coroa sobre o implante
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Anexo 3 (Consentimento Informado)

Monte de Caparica, de de 2021

Exmeo.(a) Sr.(a),

No ambito do “Mestrado Integrado em Medicina Dentara” na Unidade Cumicular de
“Orientagdo Tutorial de Projeto Final” do(a) “Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM)", sob
a orienta¢do do(a) Mestre "José Maria Cardoso”, solicita-se autorizagio para a participagio
no estudo “Associagio dos polimorfismos dos genes da IL-1 e do IL-1Ra com a peri-
implantite — estudo piloto” (integrado no estudo de doutoramento com o mesmo tema
realizado pelo Mestre José Maria Cardoso) a “pacientes do programa de manutencio
implantar do IUEM™ com o objetivo de "avaliar a possivel relagio entre a existéncia de
polimorfismos genéticos IL-1A*2, IL-1B**, IL-1RN*? e o desenvolvimento de peri-implantite”.
que consiste na seguinte participagio: “A cada paciente serd atribuido um guestionaric e
caso concordem em participar no estudo e estejam de acordo com os critérios de inclusio,
ser-hes-a fornecido um consentimento informado para assinar. Como habitual nas consultas
de manutengdo periodontal, todos os candidatos serdo submetidos a um exame de
sondagem peri-implantar (6 localizagbes), avaliagdo do indice de placa e gengival (4
localizagbes), bem como da presenga de hemorragia & sondagem e/ou supuragio. Nos
casos em que se verifique uma profundidade de sondagem superior a 6 mm sera realizada
uma radiografia de controlo do implante, através da técnica paralelométrica. Serdo
recolhidas da mucosa jugal, com o auxilio de um omniswab (Whatman FTA), células da
mucosa oral. As amostras recolhidas serfo utilizadas Onica e exclusivamente para este

estudo e serdo descartadas apds a realizacio da andlise em laboratdrio.”

A participagao neste estudo € voluntana. A sua ndo paricipagdo ndo lhe trara qualguer
prejuizo.
Este estudo pode trazer beneficios tais como "um melhor conhecimento acerca da patologia

peri-implantar” ao progresso do conhecimento.

A informacao recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico elou publicagao e
serd tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha € andnima e
confidencial.

(Riscar o gue n&o inferessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confimando que fui esclarecido sobre as
condicies do mesmo & que nio tenho dividas.

(Assinafura do participanfe ou, no caso de menores, do pai/mae ou fufor legal)
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