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EPIGRAFE

Entra pela velhicer com cuidado,
Pé ante pé, sem provocar rumores
Que despertem lembrancas do passado,
Sonhos de gléria, ilusbes de amores.

Do que tiveres no pomar plantado,
Apanha os frutos e recolhe as flores
Mas lavra ainda e planta o teu eirado
Que outros virdo colher quando te fores.

Ndo te seja a velhice enfermidade!
Alimenta no  espirito a  saude!
Luta contra as tibiezas da vontade!

Que a neve caia! o teu ardor ndo mude!
Mantém-te jovem, pouco importa a idade!
Tem cada idade a sua juventude.

Bastos Tigre
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RESUMO

Os trabalhos realizados no Brasil a respeito das principais afecc¢des bucais dos
gerontes mostram situacéo preocupante. O objetivo deste trabalho foi tracar o
perfil de salde bucal de idosas do Distrito Federal e avaliar o papel do
polimorfismo da interleucina-6 (G-174C) e do fator de necrose tumoral-a (G-
308A) na severidade da doenca periodontal cronica nesta populacdo. Cento e
quarenta pacientes do género feminino com idade igual ou superior a 60 anos
foram examinadas. A condicdo de cada prétese foi avaliada observando
presenca de prejuizo estético ou funcional. Em seguida, foi realizado exame
clinico para detectar presenca de carie, restauracdes e dentes perdidos para
calculo do indice CPOD. O exame periodontal foi realizado em 65 pacientes e
incluiu a verificacdo do indice de placa visivel, indice de sangramento gengival,
medidas de profundidade de sondagem clinica, perda de insercéo clinica e
mobilidade dental de todos os dentes presentes. O DNA destas pacientes foi
isolado e a reagdo em cadeia da polimerase foi realizada. Os resultados
revelaram péssimas condi¢cdes bucais dos pacientes examinados. A taxa de
edentulismo mostrou-se elevada, o indice CPOD foi alto (29,8) com predominio
do componente extraido (87,1%) e a condi¢cdo periodontal foi considerada
grave. Os dados mostraram diferenca significativa na distribuicdo alélica e na
frequéncia dos gendtipos do gene da IL-6 entre pacientes com doenca
periodontal e controles. Os pacientes que apresentavam o genaotipo G/G da IL-
6 foram os mais severamente afetados pela doencga. O polimorfismo do gene
do TNF-a ndo mostrou associacdo estatistica entre pacientes com periodontite
e pacientes saudaveis. A partir destes dados concluiu-se que o perfil da
condicdo bucal das idosas representadas neste estudo € precario. Os
resultados sugerem também que o polimorfismo do gene da IL-6 pode ser
associado a presenca de periodontite cronica, contudo, o polimorfismo do gene
do TNF-a ndo mostrou indicios de influéncia na progressdo da periodontite

cronica nesta populacdo de mulheres idosas brasileiras.

Palavras-chaves: ldoso, indice CPOD, Edentados, Periodontite, Fator de

Necrose Tumoral, Polimorfismo, Interleucina-6



ABSTRACT

Data from brazilian researches that evaluated oral health of elderly people show
an worrisome situation. The purpose of this study was to check the oral
condition of elderly residents in the Federal District and to evaluate the possible
role of interleukin-6 (G-174C) and tumor necrosis factor (G-308A)
polymorphisms in the severity of chronic periodontitis. One hundred and forty
women aged 60 years or above were examined. The condition of each
prosthesis was evaluated to detect the presence of functional or aesthetic
damage. Then, clinical examination was carried out to detect the number of
decayed, missing or filled teeth in order to calculate the DMFT index. The
periodontal examination was conducted in sixty-five subjects and included the
index of visible plaque, bleeding index, measurement of clinical probing depth,
measurement of clinical attachment level and teeth mobility. DNA was isolated
from those subjects, and polymerase chain reaction was used to study the IL-6
and TNF-a gene polymorphisms.

The results showed poor oral conditions of the patients. The rate of edentulism
was high, the DMFT index was elevated (29.8) with a predominance of the
extracted component (87.1%) and periodontal condition was considered severe.
From these data we can conclude that the oral condition of elderly represented
in this study is precarious. The results suggest that the interleukin-6 gene
polymorphism may be associated with chronic periodontitis, and that TNF-a
gene polymorphism may not be involved in the progression of chronic

periodontitis in the population of elderly Brazilian women.

Key-words: elderly people, DMFT index, edentulism, periodontitis, tumor

necrosis factor, polymorphism, interleukin-6
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Introducao

O envelhecimento populacional pode ser considerado um fenémeno
mundial tendo em vista o ritmo de crescimento mais elevado do grupo etario
acima de 60 anos quando comparado aos demais grupos, ndo s6 em paises
desenvolvidos, mas também naqueles em desenvolvimento ®. O crescimento
do contingente idoso deve-se a varios fatores, dentre eles, a diminuicdo da taxa
de natalidade e fecundidade, o avanco na ciéncia com conseqlente
possibilidade de tratamento de doencas, em especial, doencas infecto-
contagiosas, melhoria nas condicbes de vida relacionadas a saneamento
basico e acesso aos servicos de salde a varios segmentos populacionais %°.

O efeito combinado da reducdo dos niveis da fecundidade e da
mortalidade no Brasil resultou na transformacdo da piramide etaria da
populacdo, sobretudo a partir de meados dos anos 1980. O formato
tipicamente triangular, com uma base alargada, estd cedendo lugar a uma
piramide populacional caracteristica de uma populacdo em processo de
envelhecimento de sua populacédo. O envelhecimento populacional caracteriza-
se pela reducao da participacao relativa de criancas e jovens, acompanhada do
aumento do peso proporcional dos adultos e, particularmente, dos idosos °.

Contudo, o aumento da populacédo idosa representa desafios para a
sociedade no ambito social, politico, econémico e principalmente, saude. Este
altimo aspecto pode ser considerado de grande importancia visto que a maioria
do segmento geriatrico apresenta ao menos uma doenca crénica ou limitacdes
de satde *. Este fato foi investigado por Ramos et al. *° cujo estudo reportou

que a maior incidéncia de problemas cronicos de saude no Brasil é
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consequéncia do envelhecimento populacional. Entretanto, ressaltaram que
este fato pode representar demanda insuportavel de individuos doentes para o
sistema de saude.

Em se tratando da saude bucal, a realidade atual revela situacdo critica
que pode afetar a saude geral e agravar a qualidade de vida dos gerontes
384042 Estudos sobre o impacto das condicdes bucais na qualidade de vida e
no bem-estar do individuo idoso revelam que os aspectos funcionais, sociais e
psicologicos sdo significativamente afetados por uma condicdo bucal
insatisfatoria *.

Sob o ponto de vista epidemioldgico, as pesquisas no Brasil voltadas para
a saude bucal do idoso sdo praticamente inexistentes. Os Levantamentos
Epidemiolégicos em Saude Bucal realizados pelo Ministério da Saude
mostraram condices bastante criticas neste grupo etario %% Os dados
mostraram indice CPOD elevado, alta taxa de edentulismo e condicéo
periodontal precaria.

A principal razédo de extracdes em grupos de adultos é a céarie dentaria.
De acordo com dados disponiveis em nivel mundial, a carie € o principal
problema bucal dos individuos com sessenta anos ou mais 2. Alguns fatores
como a reducao do fluxo salivar pelo uso de medicamentos, a dificuldade de
higienizacdo por problemas psico-motores e alteracdo da dieta, potencializam a
acdo da doenca nessa populacdo *°. Contudo, cabe ressaltar que, em paises
subdesenvolvidos, a carie dentaria também é reflexo da falta de politicas
preventivas de salde destinadas a esta populacéo .

Na literatura internacional os resultados de delineamentos

epidemiologicos com pacientes gerontes variam bastante. Na Australia, por
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exemplo, o indice CPOD médio foi de 24,3 e a meédia de edéntulos foi de
47,1% “. Na Espanha, o CPOD encontrado foi de 21,8 e os pacientes
edéntulos representaram 31% da amostra *°. O Boletim da Organizacdo
Mundial de Saude descreveu o perfil de saude bucal de idosos na Europa,
apontando que o indice de edentulismo variou de 12,8% na lItalia até 60% na
Dinamarca °. A variacdo no indice de edentulismo tem explicacdo multifatorial,
ja que fatores ambientais, culturais, econdmicos, sociais, além dos
determinantes de saulde, podem interferir no enfoque de tratamento nas
diferentes sociedades.

Muitos trabalhos indicam alta ocorréncia de cérie de raiz em individuos
idosos "*°. Segundo Ellen **, existem quatro categorias de variaveis que podem
ser associadas como possiveis indicadores de risco a carie radicular:
biolégicos, clinicos, comportamentais e sociais. Dentre os fatores bioldgicos
encontram-se as contagens elevadas de estreptococos grupo mutans e
lactobacilos na saliva, além do fluxo salivar reduzido e a baixa capacidade de
tamponamento da saliva que contribuem para aumentar o tempo de remocao
do agucar da cavidade bucal. As variaveis clinicas incluem condi¢des de saude
e doenca que podem predispor um individuo & atividade cariosa elevada ou
criar o meio fisicamente seletivo, como, por exemplo, o uso de medicacdes
xerostomicas.

As varidveis comportamentais incluem o consumo frequente de
carboidrato na dieta, praticas de higiene bucal abaixo da média e tabagismo. O
fator social pode ser exemplificado pelas comunidades que vivem em locais
com baixo nivel de fluoreto na 4gua de abastecimento e a falta de acesso a

tratamento odontolégico™.
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Outra situacdo clinica é a exposicdo supragengival de superficies
radiculares, sendo considerado pré-requisito para a carie radicular. Um dos
fatores que pode levar a exposicdo € a perda de aderéncia e a recessao
associada & doenca periodontal ou a seu tratamento *.

Em se tratando da doenca periodontal, poucos estudos brasileiros
realizados com a populacdo geriatrica referem-se a condicéo periodontal %%,
Observac0es resultantes de estudos longitudinais indicam de forma consistente
gue a sua ocorréncia e extensao aumentam com a idade e com a higiene bucal
inadequada **. O envelhecimento por si s6 ndo influencia diretamente na
suscetibilidade do individuo em desenvolver a doenca. Os efeitos cumulativos
da doenca no decorrer da vida podem explicar a maior prevaléncia da
periodontite crénica em pessoas idosas **. Ademais, Papapanou ** ponderou
que existe tendéncia de aumento da prevaléncia da doenca a medida que ha
aumento da retencdo de dentes em idosos, jA que o alto indice de perda
dentaria pode mascarar a incidéncia de sitios afetados.

A doenca periodontal cronica € de etiologia multifatorial. Aspectos
microbioldgicos, imuno-genéticos e ambientais estdo ligados ao inicio e a
modulacdo da doenca. Porém, a resposta aos agentes etioldgicos pode variar
entre pessoas. Acredita-se que esta resposta pode ser influenciada pelo perfil

genético do individuo %2

Atualmente, o enfoque das pesquisas esta na
identificacdo de polimorfismos genéticos que tem relacdo com aspectos
imunologicos do hospedeiro.

Existem cerca de 20.000 a 25.000 genes no genoma humano. As

diferentes formas de genes sé&o determinadas por variantes alélicas ou alelos.

Alteracbes genéticas podem ocorrer na regiao codificadora ou na regiao
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promotora do gene, 0 que pode ocasionar modificacbes quantitativas ou
qualitativas da proteina produzida ?*. Variagcbes genéticas graves, as quais
alteram significativamente a funcédo da proteina, sdo denominadas mutacoes.
Sao raras ja que sua frequéncia esta na ordem de 0,1% da populacdo. Em
contrapartida, o polimorfismo genético € caracterizado quando um alelo
especifico (alelo raro) ocorre em pelo menos 1% da populacéo. O polimorfismo
genético pode alterar a funcdo da proteina sem, no entanto, impedir sua acao.
Estas diferencas no funcionamento fisiolégico das proteinas podem ser
acentuadas por fatores ambientais, como por exemplo, o habito de fumar. Se a
proteina afetada esta envolvida em processos biologicos, como a resposta
inflamatoria a certo agente antigénico, o polimorfismo pode aumentar ou
diminuir o risco do individuo para diferentes fenétipos da doenca 2.

A periodontite é considerada uma doenca complexa. As doencas
classificadas como complexas apresentam caracteristicas comuns tais como
evolucdo progressiva e cronica e sdo mais comuns na faixa etaria adulta.
Outros exemplos de doencas enquadradas como complexas sédo a doenca de
Alzheimer e algumas doencas cardiovasculares. As doencas complexas sao
poligénicas, ou seja, varios genes podem contribuir para a progressao e risco
do processo patologico. As variacbes genéticas sdo consideradas fatores
modificadores da doenca. No caso da doenca periodontal, pouco se sabe em
relacdo aos genes que podem modificar seu curso. Cabe ressaltar que estas
variacOes alélicas podem afetar o curso da doenca, porém dependem de outros
fatores tais como, fatores ambientais **.

Os polimorfismos de base unica (SNPs) sdo os mais frequientemente

estudados, especialmente os genes envolvidos no desencadeamento da
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cascata inflamatéria *’. A variagdo genética nos genes mediadores da resposta
inflamatoria e imunoldgica, como por exemplo, 0os genes que codificam as
citocinas, pode ser fator de suscetibilidade e severidade & periodontopatia °.
Citocinas sao proteinas solUveis de baixo peso molecular que agem
como mensageiras transmitindo sinais para outras células, e desta forma,
atuam como reguladores positivos e negativos das respostas imunoldgica e
inflamatéria e da resposta de reparo do hospedeiro a lesdes *2. As citocinas
podem ter efeitos multiplos no crescimento e na diferenciacdo de muitos tipos
de células e podem realizar fun¢des que se sobrepdem e sao interligadas. Por
esta razao, forma-se uma complexa rede que regula a resposta do hospedeiro.
Estas substancias tém a habilidade de agir sobre a célula que as produziu,
auto-estimulando sua prépria producéo e a producéo de outras citocinas -

Em se tratando das doencas gengivais, a producédo de citocinas induz a
resposta inflamatdria no interior dos tecidos gengivais e, conseqlentemente,
aparecem os sinais clinicos da doenca periodontal. Segundo Taylor et al. *®
mediadores como as interleucinas e o fator de necrose tumoral tém papel
relevante no inicio e na regulacéo da resposta inflamatéria no periodonto.

A resposta inflamatoria local nas periodontopatias € iniciada por inUmeros
fatores de viruléncia bacterianos, como por exemplo, os lipopolissacarideos **,
Estes fatores estimulam e amplificam a producdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, dentre elas, o fator de necrose tumoral a e as interleucinas. Os
mediadores inflamatérios possuem primordialmente papel protetor contra
patdbgenos, mas podem se tornar altamente destrutivos quando h& alteracdes

na quantidade destes mediadores. A resposta inflamatéria aumentada na
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doenca periodontal eleva os niveis de citocinas, o que pode levar a severa

perda de insercéo e reabsorcéo 6ssea *°.

De acordo com este conceito, a resposta imunoldgica inapropriada frente
ao estimulo bacteriano leva a diferencas na suscetibilidade e severidade da
periodontite. Os fatores que podem contribuir para a variagdo na resposta
imunolégica incluem idade, raca, género e predisposicdo genética **. Segundo
Michalowicz et al. %° estima-se que os fatores genéticos possam influenciar no
aumento da suscetibilidade as periodontopatias em até 50%. As evidéncias do
papel da genética na evolucao da doenca periodontal foram confirmadas apos
estudos com individuos gémeos ’. Neste estudo foi avaliada a contribuicdo dos
fatores ambientais e genéticos em relacdo aos achados clinicos da doenca
periodontal em gémeos adultos. Os resultados mostraram que a maioria dos
achados clinicos da doenca foi estatisticamente associada aos fatores

geneticos.

Varios genes e suas variagfes alélicas sdo estudados e correlacionados
com a doenca periodontal. Dentre os principais, estdo os genes que codificam
o fator de necrose tumoral e a interleucina-6.

A interleucina-6 (IL-6) é bastante investigada por apresentar funcdes
imunoldgicas importantes, como, por exemplo, participar da estimulacdo da
diferenciacdo ou maturagdo que promove a capacidade de células ativadas da
linhagem B a secretarem imunoglobulinas. Tem importante papel na
proliferacéo de células T %

A literatura comporta evidéncias de associagOes da alta concentracéo

desta citocina no soro e em outros fluidos biolégicos com morbidades
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representadas por doencas inflamatoérias crénicas, tais como artrite reumatoide
e osteoporose. Por esta razdo, a IL-6 € considerada um dos principais
mediadores da resposta inflamatoria em processos cronicos e infecgoes.
Devido a estas caracteristicas, pesquisadores sugeriram que a IL-6 poderia ser
utilizada como indicador da doenca periodontal *°.

Esta citocina tem sua sintese a partir de linfécitos T e B, mondcitos,
células endoteliais, células epiteliais e fibroblastos >*2 Uma variedade de
estimulos induz a formagédo de IL-6. Em se tratando da doenga periodontal, o
estimulo preponderante é derivado das endotoxinas bacterianas, em especial o
lipopolissacarideo (LPS).

Na atualidade, acredita-se que polimorfismos na sequéncia promotora do
gene da IL-6 estédo relacionados com alteragdes na producédo deste mediador.
Sugere-se que essas variacdes genéticas possam explicar a suscetibilidade a
doencas, uma vez que podem vir acompanhadas pela elevacédo ou diminuicéo
dos niveis séricos da substancia. O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
na posicao -174, com a mudanca de bases G (guanina) para C (citosina) afeta
a transcricdo do gene, 0 que acarreta alteracdo nos niveis plasmaticos da IL-6
50.

Em estudo com populacdo brasileira, individuos com o genétipo G/G
foram estatisticamente associados ao aumento da suscetibilidade a doenca
periodontal. Os autores acreditam que a presenca do alelo raro C confere fator
de protecdo contra a progressdo da doenca, ja que resulta em menor
expressdo da IL-6 ap6s estimulo a resposta inflamatéria *°.

Resultados similares foram reportados em recente estudo, o qual

evidenciou forte relagdo entre sinais clinicos da doenca periodontal e a
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presenca de polimorfismo no gene da IL-6 na posicdo -174, considerando o
gendtipo homozigoto (G/G) *°.

Niveis elevados desta citocina foram encontrados em amostras de tecido
gengival em sitios que exibiram doenca periodontal, ao passo que em sitios
com auséncia de inflamacdo, a expressdao da IL-6 mostrou-se
significativamente reduzida °.

Os estudos refletem relevante papel da inteleucina-6 na etiopatogenia da
doenca periodontal. Porém, a progressdo das periodontopatias constitui
processo complexo com interagdo de iniUmeros fatores. Outras pesquisas sado
necessérias para confirmar a acao desta citocina na doencga, neutralizando-se
possiveis variaveis que possam representar viés nos resultados.

Outro importante candidato a estudos genéticos € o gene do fator de
necrose tumoral a (TNF a). O TNF a € uma citocina pré-inflamatoéria que possui
fungBes imuno-regulatérias, tais como, estimular a producdo de outros
mediadores que conseqiientemente amplificam a resposta inflamatéria >°%. Esta
citocina é produzida por mondcitos/macrofagos nos estagios iniciais do
processo inflamatorio em resposta ao lipopolissacarideo (LPS) presente na
membrana externa das bactérias Gram-negativas subgengivais %. O TNF-a é
uma das citocinas mais estudadas em periodontia devido a sua capacidade de
estimular a reabsorgéo éssea pelos osteoclastos e por promover a liberacdo de
metaloproteinases que estao envolvidas na destruicdo da matriz extracelular de
tecido gengival, ligamento periodontal e osso alveolar. Desta forma, a producao

aumentada de TNF-a pode desencadear resposta inflamatéria exacerbada 2,

Indicios de correlacdo entre TNF-a e periodontite foram encontrados em

estudo realizado por Gérska et al. *’. A pesquisa investigou a relacdo entre o

20



nivel de citocinas em pacientes com doenca periodontal cronica e pacientes
saudaveis. Elevada concentracdo de TNF-a e interferon y foi detectada em
biopsia de tecido gengival de pacientes com a doenca. Segundo os autores, a
alta producao de citocinas em pacientes com doenca periodontal cronica pode
ser reflexo da resposta inflamatoéria continua de células T auxiliares contra a
presenca de patégenos no tecido gengival e pode indicar forte ativacdo de
monaocitos/macrofagos em sitios inflamados. A associacdo entre parametros
clinicos da doenca em grau avancado (perda de insercdo periodontal severa e
indice de sangramento elevado) e a alta concentracdo de mediadores
inflamatoérios foi um achado relevante. Os autores recomendaram o uso do
nivel de citocinas como teste laboratorial para detectar pacientes suscetiveis a
doenca periodontal.

O polimorfismo na regiao promotora do gene do TNF-a na posi¢ao -308
tem sido bastante pesquisado na literatura ** '* > Este polimorfismo é
principalmente relacionado a transicdo de guanina (G) para adenina (A).
Porém, ainda ndo existe consenso se esta variagcdo génica exerce influéncia
sobre a severidade da doenca periodontal. Alguns estudos mostraram que nao
existem diferencas significativas entre grupos de pacientes doentes e sadios
em relacdo & presenca deste polimorfismo ** *% Por outro lado, Galbraith et al.
1% encontraram associacéo positiva com a severidade da doenca periodontal.

Estudo em populacao japonesa referiu que o polimorfismo do gene do
TNF-a participou do estabelecimento da doenca periodontal. A frequiéncia de
pacientes que apresentavam pelo menos uma variacado alélica do gene do
TNF-a foi significativamente maior entre os individuos com doenca periodontal

do que entre os saudaveis *° . Contudo, este polimorfismo de nucleotideo Gnico
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na posicao -308 é raro na populacdo japonesa. Desta forma, os polimorfismos
associados a predisposicao a doenca periodontal na populacéo estudada foram
SNPs nas posicdes -1031/- 863 e -857. Este fato reflete a influéncia do fator
étnico na prevaléncia de polimorfismos genéticos .

A distribuicdo dos diferentes genotipos do TNF-a entre um grupo de
pacientes com doenca periodontal severa e um grupo saudavel ndo mostrou
diferenca significativa em estudo realizado por Donati et al. °. Contudo, a
amostra caracterizou-se por aproximadamente 80% de gendtipo homozigoto
G/G em ambos os grupos. O alelo raro s6 apareceu em 20%, porém em
heterozigotos. O homozigoto A/A néo foi detectado em nenhum participante. A
dificuldade em encontrar alelos raros na populacdo dificulta a correlacéo
estatistica, jA que o numero de pacientes com estas caracteristicas genéticas
torna-se pouco representativa.

Devido aos resultados conflitantes relacionados ao polimorfismo do gene
do TNFa, sdo necessarios novos estudos para elucidar o seu real papel na
severidade da doenca periodontal.

Apesar da gama de estudos relacionados a polimorfismos genéticos e
doenca periodontal, ndo existem publicacbes especificas com pacientes
idosos, o0 que se torna de fundamental importancia ja que existem
peculiaridades relacionadas ao processo de envelhecimento que influenciam a
resposta imunologica.

Existem estudos que mostram que o funcionamento do sistema
imunologico no individuo idoso pode sofrer transformacgdes, tornando-se menos
eficiente *°. Muitas células com funcdes imunolégicas podem exibir alteracdes

relacionadas a idade, principalmente os linfocitos T. Uma explicagdo para este
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fato € dada pela involucdo gradual sofrida pelo timo, o que provoca diminui¢ao
progressiva na capacidade geradora de linfcitos T **.

Com relacdo aos linfécitos B, ndo foram observadas alteracbes
significativas em termos de funcao e frequiiéncia numeérica no sangue periférico
de idosos. As modificacdes existentes estdo relacionadas com as alteracoes
sofridas pelos linfocitos T, ja que estes auxiliam as células B em suas funcdes
por meio dos efeitos de citocinas *°.

As citocinas, por serem importantes marcadores do processo inflamatério,
também sofrem alteracdes durante o envelhecimento, possivelmente pela baixa
proliferacéo das células T devido ao rompimento do equilibrio entre a produgéo
e a liberagdo destes mediadores. Em pessoas idosas as fungdes de resposta
celular apresentam diferencas quando comparadas a pessoas jovens. Como
exemplo destas modificacdes, a literatura mostra que mediadores como a
interleucina-6, interleucina-1, fator de necrose tumoral-a e fator de crescimento
e transformagdo podem exibir valores aumentados com o processo de
envelhecimento. Por outro lado, a interleucina-2 mostra queda na producao em
pessoas idosas 3.

Alguns autores explicam estas mudancas por meio de um fenémeno
denominado inflammaging, termo que € utilizado para caracterizar um estado
de atividade inflamatdéria basal ocasionado por agentes antigénicos cronicos ou
por producédo idiopatica de citocinas. Este processo favorece o aparecimento
de doencas crbnicas no decorrer do tempo e é influenciado por fatores
genéticos *°.

Como pode ser observado, a populacdo idosa apresenta aspectos do

sistema imunoldgico que guardam divergéncia quando comparados aos jovens.
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Estes aspectos nem sempre sao considerados ao realizar estudos de
correlacdo de polimorfismos genéticos e doenca periodontal. S&o inGmeros os
estudos encontrados na literatura que investigam esta associacdo. Entretanto,
os resultados apresentam controveérsias e sdo conflitantes. Ademais, a maioria
dos estudos utiliza amostra heterogénea em relacéo a idade e género, o que
contribui para a disparidade nos resultados.

Tendo em vista a necessidade de se obter informacdes a respeito das
principais afeccbes que acompanham o processo de envelhecimento e
esclarecer aspectos relativos a etiologia e aos fatores determinantes destas
afeccdes, este trabalho teve como objetivos tracar o perfil da condi¢cdo bucal de
idosas e correlacionar caracteristicas periodontais com a presenca de
polimorfismos genéticos para os genes da interleucina — 6 (G-174A) e fator de

necrose tumoral- a (A-308 G).
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS GERAIS

Descrever o perfil de saude bucal de idosas do Distrito Federal;

Correlacionar doenca periodontal e polimorfismo genético dos genes da

interleucina-6 e do fator de necrose tumoral em idosas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar a prevaléncia de edentulismo, o indice CPOD e as condi¢des
periodontais de pacientes idosas;

Avaliar a relagdo do polimorfismo de nucleotideo Unico (C-G) localizado na
posicdo -174 da regido promotora do gene para interleucina-6 com doenca
periodontal cronica generalizada em pacientes idosas;

Analisar a relacdo do polimorfismo de base unica (A-G) encontrado na
posicdo -308 da regiao promotora do gene para fator de necrose tumoral o

com doenca periodontal cronica generalizada em pacientes idosas.
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RESUMO

Os trabalhos realizados no Brasil a respeito dasipais afec¢des bucais dos gerontes
mostram situacao preocupante. O objetivo destedeshni estimar a frequiéncia de
edentulismo, analisar o uso e a necessidade desprotalcular o indice CPOD e
verificar a condicdo periodontal de idosas resiento Distrito Federal. Cento e
guarenta mulheres com idade igual ou superior aa@s foram examinadas. A
condicdo de cada protese foi avaliada observandsepca de prejuizo estético ou
funcional. Em seguida, foi realizado exame clingara detectar presenca de carie,
restauracdes e dentes perdidos para calculo doeir@POD. O exame periodontal
incluiu a verificacdo do indice de placa visiveidice de sangramento gengival,
medidas de profundidade de sondagem clinica, pirdasercao clinica e mobilidade
dental de todos os dentes presentes. Os resuldgiaram péssimas condi¢cbes bucais
dos pacientes examinados. A taxa de edentulismdéronese elevada, o indice CPOD
foi alto (29,8) com predominio do componente egtrai{87,1%) e a condicdo
periodontal foi considerada grave. A partir destgdos pode-se concluir que o perfil da
condicdo bucal das idosas representadas nesteoeétyatecério o que reflete a
necessidade de se elaborar programas de promogauide e de reabilitacdo para este
segmento da populagéo.

Palavras-chaves: Idoso, indice CPOD, Edentados

ABSTRACT

Data from brazilian researches that evaluated loealth of elderly people show an
worrisome situation. The purpose of this study wasestimate the frequency of
edentulism, analyze both the use and need pradilggosthesis, calculate the DMFT
index and check the condition of periodontal elgedsidents in the Federal District.
One hundred and forty women aged 60 years or alveve examined. The condition of
each prosthesis was evaluated to detect the peesérianctional or aesthetic damage.
Then, clinical examination was carried out to detee number of decayed, missing or
filled teeth in order to calculate the DMFT ind&he periodontal examination included
the index of visible plaque, bleeding index, measwent of clinical probing depth,
measurement of clinical attachment level and teedility. The results showed poor
oral conditions of the patients. The rate of ediésrtuwas high, the DMFT index was
elevated (29.8) with a predominance of the extchct®emponent (87.1%) and
periodontal condition was considered severe. Fiuesd data we can conclude that the
oral condition of elderly represented in this stuslprecarious and reflects the need for
health promotion and rehabilitation programs fas #egment of the population.

Key-words: elderly people, DMFT index, edentulism
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INTRODUCAO

Levantamentos epidemiologicos sao fundamentais@asiudo da distribuicdo de
problemas de saude na populacdo e para a invegiiglas fatores determinantes desta
distribuicdo. Dados extraidos destes estudos plitssib uma base para auxiliar a
escolha das intervencdes a serem implementadasngdof da condicdo encontrdda

Em se tratando do segmento da populacdo com idatde de 60 anos, estudos de
prevaléncia sdo escassos. Segundo a Fédératiorai@erinternationale®, sao
consideradas idosas as pessoas com mais de 60Caigpspo de pessoas nesta faixa
etaria esta crescendo de forma acelerada com onémrda expectativa de vida da
populacag.

Estima-se que 17% da populacdo de paises comcaSuédapao apresentem idade
superior a 65 anos. J&4 em paises em desenvolvirestetdndice declina bastariteNo
Brasil, a ultima pesquisa nacional de domiciliocglirada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)revelou que 9,7 % dos individuos s&o idosos, o que
equivale a aproximadamente 17,6 milhdes de pess&@msudo, algumas pesquisas
estimam que, com o elevado ritmo de crescimentte dgsipo etario, no ano 2025 os
idosos representardo 15% da populacdo brasfleiiste fato evidencia a necessidade
de maior preocupacdo com a saude deste segmentotetalo em vista que doencas
cronicas que requerem cuidados continuados saataspgue podem acompanhar o
envelhecimento.

No pais, a situacdo que se observa no perfil llecédoso é precaria. Estudos da
década de 90 revelaram que cerca de 65% dos idussisavam auséncia de denftés
Trabalhos mais recentes reportam menores taxasetguismo, porém as condi¢cdes
precarias na saude bucal dos idosos quando s& avaiande percentual de dentes

extraidos no indice CPOD ainda s&o notdtias
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A Odontogeriatria € uma especialidade recente dmtotbgia que surgiu a partir
destas novas necessidades da sociedade atuabtmal@@s ao aumento da expectativa de
vida da populacdd Todavia, a odontologia geriatrica deve estarridaeem contexto
integral de atencéo a saude. Considerando a diwesie a complexidade do idoso, a
atuacdo de uma equipe multiprofissional torna-seresal, na medida em que analisa e
integra conhecimentos especificos de areas distioten a finalidade comum de
promover e manter a saude do idoso.

A Universidade Catodlica de Brasilia (UCB-DF) venmselavolvendo dProjeto
para Promocdo da Saude dos Idospsee € composto por professores, estudantes e
profissionais de diferentes formacgdes profissiondistricdo, Farmacia, Medicina,
Educacado Fisica, Fisioterapia, Odontologia e Bialpgque pesquisam aspectos da
senescéncia humana’ O projeto tem seu foco principal na satde de erakidosas.

A justificativa de género € embasada no fato doekwecimento populacional ser
marcado por maior longevidade entre mulhétes

A partir deste acompanhamento integral da sauda@odas do Distrito Federal foi
observada a necessidade de se investigar o parfidoddicdo bucal dos individuos
incluidos no projeto. Desta forma, o0 presente estexde como objetivo analisar o perfil

de saude bucal de idosas do Distrito Federal.

METODOS
Descricao da amostra
O presente trabalho foi delineado como estudo veasal descritivo com
finalidade de tracar perfil de saude bucal de mekhé@osas, com énfase na freqiéncia

de edentulismo, na condic&o periodontal e no indR®D dos sujeitos da pesquisa.
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Esta pesquisa foi desenvolvida em parceria conogr&ma de Pds-Graduagdo em
Gerontologia da UCB-DF como segmento do Projet@ fgnomocdo da Saude dos
Idosos. A casuistica foi composta por amostra ewerténcia, formada por mulheres
nao-institucionalizadas constantes do banco desdddoProjeto, com idade igual ou
superior a 60 anos, residentes na periferia daiigtederal, que atenderam a convite
publico para engajamento em projeto universitaneob/endo acdes de promocao da
saude e acompanhamento ambulatorial voltadas awolmrda hipertenséo arterial
sistémica realizadas entre os meses de abril d8 80flezembro de 2007. Desta
forma, compds-se um conjunto de regides adminisiiatde procedéncia das idosas
voluntérias, a saber. Candangolandia, Ceilandia;lddél Bandeirante, Recanto das
Emas, Riacho Fundo, Samambaia e Taguatinga.

Quanto a condicdo soécio-econdmica da populacéoa igasticipante, estudos
prévios demonstraram que a frequéncia conjuntandesziluos que nao possuem
educacao formal ou que relatam ensino fundamemtahipleto chega a mais de 60%
deste segmento etario. Com relacéo a renda famikasal, aproximadamente uma em
cada trés dessas idosas apresenta renda igudedaria um salario minimt**4

A execucdo deste estudo seguiu critérios naciopara pesquisa em seres
humanos, estabelecidos pela Resolucdo 196/96 dsebonNacional de Saude, assim
como pelo Codigo de Etica Profissional Odontolégssmundo Resolugdo CFO 179/91.

Todos os pacientes foram informados da naturedgetivios da pesquisa e, apds
instrucdo e/ou leitura, foram convidadas a assiieamo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Procedimentos Clinicos

O exame clinico inicial foi conduzido com espelitanp bucal e iluminacido com

foco de luz em equipo odontolégico. Nesta primedtapa, as pacientes foram
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examinadas para avaliar o uso e a condicdo daspr@egundo critérios modificados de
Colussiet al.® : auséncia total de dentes em um arco sem a e protese;
auséncia dental de um ou mais elementos; presengedteses com comprometimento
estético e/ou funcional (préteses quebradas, maptadas, associadas a lesdes na
mucosa, com desgaste excessivo, sem retencaognpeede proteses satisfatorias ou
presenca de todos os dentes sem a necessidad#etepr

As pacientes que apresentavam dentes foram sulaseticexame radiografico
periapical (Ektaspeed, Eastman Kodak Co, Rochedie$.A.) pela técnica do
paralelismo, e em alguns casos, exame radiografiyproximal. Logo apos, foi
iniciado novo exame clinico para avaliar o indide0D. Este indice € composto pelos
seguintes fatores: dentes cariados (C), perdidpe @bturados (O). O exame clinico
seguiu critérios do Manual do Ministério da Sadtigue considera o dente cariado
quando ha evidéncia clinica de esmalte socavad&ijrelo uma cavidade definida com
descoloracédo ou opacidade ao longo das margenssugasficies proximais de dentes
posteriores, o0 diagnostico clinico foi complemeatadom exame radiografico
interproximal. O dente foi considerado “obturadoiando se observou a reconstituicdo
da cavidade com material restaurador direto ouretmli Dentes com lesdo de carie
secundaria foram classificados como cariados.

Em seguida foi realizada a avaliacdo periodontaladia paciente a qual incluiu a
anélise da documentacao radiografica periapicdicénde placa visivel®, indice de
sangramento gengivaf, medidas de profundidade de sondagem, perda eecéts
clinica e mobilidade dental de todos os dentesptes’. As medidas de profundidade
de sondagem e nivel de insercdo clinica foram zagdis com sonda periodontal

milimetrada estéril do tipo “Michigan 0” com maréas de Williams (Neumar, Sao
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Paulo, SP, Brasil). As medidas foram realizadasgemiro sitios por dente: mesio-
vestibular, disto-vestibular, lingual/palatina estigular.

O diagnodstico da condicéo periodontal foi baseaal@arda de insercéo clinica,
conforme descrito por Armitagé A severidade da doenca em cada dente baseou-se no
sitio de maior perda de insercao, caracterizadsedainte maneira: periodontite leve:

perda de insercdo de 1 a 2 mm; moderada: 3 a 4sevara: maior ou igual a 5 mm.

RESULTADOS
Foram examinadas 140 idosas com idade média de68s8 A faixa etaria variou
de 60 a 95 anos.
indice CPOD
Os dados do CPOD e seus componentes encontrarsta@of na tabela 1.A
analise dos dados mostrou alto indice CPOD atimgindalor de 29,8. A avaliacao dos

componentes evidenciou grande participacdo doeslentraidos (87,1%).

Tabela 1 — indice CPOD e seus componentes

CPOD e seus componentes N %| Média
Cariado 158 3,8 11
Perdido 3640| 87,1 26,0
Obturado 380 9,1 2,7
Total 4178 | 100,0, 29,8

A prevaléncia de carie de raiz foi de 19%, com mfaegliéncia em caninos e pré-
molares inferiores. Ao considerar as restauracéesulares, a prevaléncia aumentou

para 24%.
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Uso e Necessidade de Protese

O percentual de edentulismo para os arcos superioferior encontram-se na
tabela 2. Os dados refletem altas taxas de edemtliotal, principalmente na arcada

superior (75,8%).

Tabela 2 — Distribuicéo do percentual de edentaism

Condicao Arco Superior Arco Inferior
n % n %
Edentada 106 75,8 74 52,8
total
Desdentadas 29 20,7 60 42,9

parciais
Arcada 5 3,5 6 4,3
completa

Tabela 3 — Distribuicdo das idosas segundo o wsme&cessidade de protese por

arcada e tipo.

ARCADA SUPERIOR ARCADA INFERIOR
N % n %
Protese Total 104 74,3 66 47,1

PPR * 14 10,0 31 22,2
Protese Fixa 4 2,8 0 0
N&o Indicado 13 9,3 37 26,4

usam | N&o indicado| 5 3,6 6 4.3
Total 140 100 140 100

* PPR — Protese parcial removivel
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Em relacdo ao uso e necessidade de préteses,uttades apontados na tabela 3
revelaram que a grande maioria de idosas usa digande protese, sendo a protese
total a mais frequiente no arco superior (74,3%)ferior (47,1%). Vale ressaltar que
muitas idosas nao utilizam proétese inferior (26,48pesar da necessidade e indicagao.

Quando se analisa a tabela 4, pode-se observagrgunde parte dos trabalhos

reabilitadores encontra-se em condicao insatiséatiidependente do tipo de proétese.

Tabela 4 — Distribuicdo das idosas segundo a caodia prétese (satisfatoria ou

insatisfatoria)

ARCADA SUPERIOR ARCADA INFERIOR
n % n %
Protese Totdl Satisfatoria 30 21,4 24 17,1
Insatisfatoria 74 52,9 42 30,0
PPR* Satisfatoria 3 2,2 7 5,0
Insatisfatoria 11 7,9 24 17,1
Protese fixa| Satisfatoria 0 0 0 0
Insatisfatoria 4 2,8 0 0
Auséncia de protese 18 12,8 43 30,8
Total 140 100 140 100

* PPR — Protese parcial removivel

A condicao da proétese foi avaliada em relacdo aepiga de prejuizos estético-
funcionais. Dentre os problemas detectados em quda de préteses superiores, a
presenca de lesdes hiperplasicas devido a camacdao foi o0 mais frequente (75%),

seguindo-se do desgaste acentuado (60%), falt@tdaecbo e/ou adaptacao (20%) e
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fraturas (18%). No caso da arcada inferior, o paigoroblema detectado foi a falta de
retencdo da prétese (70%). Cabe lembrar que o maparelho protético, em alguns
casos, apresentava mais de um defeito estéticdugiomwnal.

Condicao Periodontal

Tabela 5 — Caracteristicas periodontais das pasentlosas: média da
profundidade de sondagem clinica em milimetros,iandd perda de insercao clinica

em milimetros, média do indice de placa e médimdice gengival.

Caracteristicas Gengivite ou | DP Moderada a
DP leve* severa*
(n=22) (n=41)
Média sondagem (mm) 1,79 2,21
Média perda de 0,75 5,63

insercao (mm)

indice de Placa (%) 0,27 0,40

indice Gengival (%) 0,23 0,67

*DP: Doenca Periodontal

Ao se considerar a andlise periodontal, a maicsis ghcientes apresentou grau
moderado ou severo da doenca, com perda de inselicéta elevada associada a
presenca de placa e sangramento gengival que indiceis clinicos da inflamacéao dos

sitios analisados (tabela 5).

DISCUSSAO
Os trabalhos que envolvem pesquisas epidemiologicasuem relevancia na
medida em que fornecem dados sobre prevalénciveridade das doencas. Além

disso, esclarecem aspectos relativos a etiologi@sdatores determinantes do processo
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! Em se tratando das afeccbes odontolégicas quepactham o processo de
envelhecimento, sdo poucos os estudos que estimewvalgncia de carie, doenca
periodontal e edentulismo em individuos com idamema de 60 anos.

No Brasil, o Levantamento Epidemiolégico em SaldeaB'® realizado em
1986, apesar de ndo contemplar a faixa etaria aden&0 anos, divulgou situacéo
critica no grupo etario de 50 a 59 anos de idadalgdos deste levantamento revelaram
CPOD meédio de 27,2 para esta faixa etaria, com 8&%participacdo dos dentes
extraidos, refletindo uma condicao oral severamars&tisfatoria naqueles individuos
que atingiram a terceira idade. Desta forma, oslteefos encontrados na presente
pesquisa refletem o cenario nacional na medida wnt@mbém registram alto indice
CPOD e alta taxa de dentes extraidos (Tabela 1pmAd, nossos resultados
corroboram que a situacdo de saude bucal da peegersicdo de idosos ndo apresentou
melhora em relacdo a daquela considerada no edaui®886. Os dados do mais recente
levantamento epidemiolégico bucal realizado no iB(&8 Brasil 2003%) confirmam o
CPOD elevado da populagéo idosa, cujo valor ati@@id no grupo etario de 65 a 74
anos. O componente perdido chegou a aproximadan®3¥e enquanto os dentes
obturados corresponderam a menos de 3% dos idesgsiipados. Estes dados, assim
como 0s encontrados na presente pesquisa (tabelefletem a falta de politicas
preventivas de salde destinada a populacdo gesididara que este grupo mantenha
seus dentes por toda a vida. Além disso, os daeimatam a falta de acesso a
tratamentos restauradores pelos idosos, 0 que tomdracdo o procedimento mais
frequente para solucionar casos de dor.

Estudo efetuado na regido de S&o Paulo reportouaqeendicdo bucal de
pacientes idosos é critica. O percentual de ed#ntobicou que mais da metade dos

individuos perderam todos os denfesEstes resultados sdo semelhantes aos aqui
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encontrados (tabela 2). Sabe-se que a perda dgaenttural influi sobre diversos
aspectos do organismo, dentre 0s quais 0 aspet#tices a fonética e a funcéo
mastigatoria. Estes problemas podem ser, em mfiggionados pelo uso de proétese.
Contudo, alguns estudos verificaram que o numerprdieses insatisfatorias devido a
problemas funcionais e/ou estéticos é elevddalém disso, segundo Fraet al ’, a
maior parte dos edéntulos nédo utiliza a prétess itaferior alegando desconforto com a
mesma. Este fato foi constatado também pelo preseatialho, que mostrou o grande
namero de trabalhos reabilitadores insatisfatgfi@isela 4) e também a nao utilizacéo
de prétese inferior por iniUmeros individuos (tab8)a principalmente devido ao
problema de retencédo da mesma.

O grave problema relacionado a perda dentaria queagdontado na presente
pesquisa pode estar relacionado a percepcao dsssidmbre sua saude oral. Estudo
realizado no Distrito Federal com pessoas da tarcg@ade institucionalizadas mostrou
que a saude oral é percebida com pouca importéantia os idosos. A perda dentaria é
vista como algo natural e consequente da idade.id@sos adaptam-se as suas
limitacbes e aprendem a conviver com as sequelasddancas por considera-las
normais ao processo de envelhecimento. Este félieterea auséncia de orientacdo
apropriada voltada para o envelhecimento saudavel

Outra condicao freqientemente apontada em traballoslta ocorréncia de cérie
de raiz em individuos idos8s** 3 Estudo em populac&o idosa japonesa reportou que
39% dos individuos apresentaram uma ou mais refeslas?, assim como o trabalho
de Rihset al ?°, que encontrou taxa de 31,8% de lesdes cariod@sil@es entre idosos
de Sé&o Paulo. O registro de lesbes de céarie deadaficado no presente estudo também
se mostrou bastante alto. O aumento da frequéreibesbes cariosas na raiz tem

etiologia multifatorial, mas a exposi¢cdo supragealgide superficies radiculares é
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considerada pré-requisito para a carie radiculagxposicao frequientemente se deve a
perda de aderéncia e & recessdo associada & geeiogmntal ou a seu tratameffo

Em se tratando da doenca periodontal, dados rekais a idade acima de 60
anos sao escassos, embora a severidade e extesté@aféccdo aumente com a idade.
O envelhecimento por si hdo implica maior susdeddumle do individuo em desenvolver
a doenca periodontal, mas os efeitos cumulativadoeaca no decorrer da vida podem
explicar a maior prevaléncia da periodontite crénén pessoas idosd3 Estudo
realizado em Goiania mostrou que 55% dos idosostua®nalizados exibiram
presenca de calcufd. As condicées periodontais encontradas por Rosh® também
foram severas. Nos idosos em domicilios, metade sstantes examinados
necessitavam de tratamento complexo (raspagemuladie/ou tratamento cirlrgico).
Ja nas pessoas examinadas nas instituicdes, estatpal mostrou-se mais elevado. Os
resultados da presente pesquisa revelaram que egrpade das idosas dentadas
apresentou doenca periodontal crénica de grau @mddeyu severo. Somente pequena
parte da amostra obteve o diagndstico de gengouteperiodontite de grau leve
confirmando a alta prevaléncia da doenca nesteogmiprio, conforme mostra a
literatura.

O perfil precario de saude bucal dos idosos fofiomado pelo presente trabalho.
Os escassos estudos com esta faixa etaria revétarade indice CPOD, grande
percentual de dentes extraidos, muitas necessigadigico-reabilitadoras e péssima
condicdo periodontal. Urge a busca de novas egiastéle prevencdo e controle do
quadro atualmente instalado em individuos idosagef®-se que agles especificas de
saude bucal para a terceira idade sejam inseridaarnto antes nos programas de saude
ja existentes a fim de estimular a manutencédo ddigdes odontoldgicas saudaveis por

toda a vida e para superar, a0 menos em partéjco @enario atual.
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Abstract

Background and Objectivéeriodontitis is a chronic inflammatory diseasd genetic
factors may have an important role in its severRplymorphism in the promoter
regions of the interleukin-6 (IL-6) and tumor nesiofactore (TNF-0) genes have
been reported to cause changes in the productiadhesk cytokines. The aim of this
study was to evaluate the possible role of intéite6 (G-174C) and tumor necrosis
factor (G-308A) polymorphisms in the severity ofatic periodontitis.

Methods In this study, a group of 65 elderly women, cosipg 17 patients with
moderate chronic periodontitis, 21 with severe olw@eriodontitis and 27 healthy
patients were selected. DNA was isolated from abjects, and polymerase chain
reaction was used to study the IL-6 and TéNgene polymorphisms.

Results The results of this study showed a significarffedence in the allele and
genotype frequencies of interleukin-6 gene polyrhm between patients with
periodontal disease and controls. Subjects cartyiads/G genotype of IL-6 were most
severely affected by periodontitis. The TMF-gene polymorphism showed no
association with chronic periodontitis betweengras and controls.

Conclusion The results suggest that the interleukin-6 gealnporphism may be
associated with chronic periodontitis, and that IdNgene polymorphism may not be
involved in the progression of chronic periodostiin the population of elderly

Brazilian women.
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Introduction

The genetic background of an individual may inflce the susceptibility to
several diseases and conditions. Periodontal disea& of the most common chronic
inflammatory diseases, caused by an overgrowttpe€ifc Gram-negative bacteria in
the periodontal pockets, is no exception (1). Dyirirecent years, the influence of
genetic factors on the pathogenesis of periodalisglase has been evaluated. However,

the exact role of these factors in susceptibilityperiodontitis has not been elucidated
(2).

Gene polymorphisms that encode molecules of theunological system, such
as pro-inflammatory cytokines, have been targetegaential genetic markers for
periodontitis (3). These cytokines play an impadrtanle in the initiation and
amplification of the inflammatory response. The aloénflammatory response in
periodontal disease is initiated in the presenceewéral virulence factors derived from
bacteria, such as lipopolysaccharides that stirauta production of several cytokines
(4). Differences in the rate of production of sooytokines may lead to the destruction

of soft tissue and bone (2, 5).

The biological basis for the association betwegiokine gene polymorphism
and periodontal disease is that carriage of cedites of a cytokine gene is suspected
to cause changes in the production of a given ayeok). Numerous studies suggest
that the severity of periodontitis may differ irrgars of rare alleles of single cytokines,
such as the A allele of tumor necrosis faco(INF-a) gene and the C allele of

interleukin-6 (IL-6) gene (1, 6, 7, 8, 9).
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However, the question is: what are the argumdrasexplain why TNFx and
IL-6 gene polymorphisms can be good candidatesg@retic studies in relation to
periodontitis?

TNF-a is one of the most widely studied cytokines inigaontitis (1). It is a
potent immunological mediator with pro-inflammatgpyoperties. This cytokine has
been found at high levels in gingival crevicularndls and gingival tissues from affected
sites in patients with chronic periodontitis, adhas the capacity to induce tissue
destruction and increase bone resorption (7, ldynforphisms in the promoter region
of the TNFa gene at position -308 (G to A) have been evalu@edl, 12). The -308
A allele has been associated with high promoteiviactand enhanced TNE-
production (7, 13). However, there are conflictnegults on the functional relevance of
this polymorphism; therefore further investigationthis area is necessary to confirm

the association between the -308 G/A polymorphistheriodontitis.

Interleukin — 6 is involved in the pathogenesiseVeral inflammatory diseases,
such as rheumatoid arthritis and Alzheimer's disgatherefore constituting an
important mediator of the host response to injurgl efection (8). Since this cytokine
seems to have a key role in the development ofnabriaflammatory diseases, some
researchers have investigated the association betWe6 polymorphism in the -174
promoter region and chronic periodontitis and héwend interesting results (9, 14).
Higher levels of IL-6 were found in sites with pmtontal inflammation in comparison
with non inflamed sites (15). In addition, genetiadies showed that the presence of the
rare allele may represent a protective functiorcesithe carriage of the C allele
decreases the production of the cytokine (9).

Despite the large number of genetic studies, mtally to determine the

contribution of a particular polymorphism to diseassk. This failure is frequently
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associated with environmental confounders that ao¢ adequately neutralized.
Variables such as the age of the subjects in caséscontrols have to be matched.
Ageing process is accompanied by a low-grade cbra@yistemic inflammatory state
that has to be considered since this phenomenon inilagence the level of some
cytokines (16).

Since the influence of the different genotypesr'hiF-a and IL-6 genes in the
periodontal disease is not fully established, esfigan elderly population, the aim of
this study was to investigate the possible assoaidietween gene polymorphisms of
these two cytokines and chronic periodontitis ihighly homogenous population of

Brazilian geriatric women.

Methods

The subjects of the present study were selected & list of elderly women that
participate in a research project of the Catholnversity of Brasilia named the Elderly
Health Promotion Project. Public invitations thgbumass communication networks
were used to invite elderly women from the outskiftBrasilia to join this Project,
which involves health promotion actions and amlmulatfollow-up. There are other

reports of the project activities published elsesneh@7,18,19).

Written informed consent was obtained from alltipgrants. The study protocol
was approved by the ethics committee of the Cathdiiiversity of Brasilia, Brazil.

All selected subjects were Brazilian women aged/&érs or older. They were
submitted to anamnesis and to clinical and perital@xamination. The examination of

each subject was conducted using a standardizesbpatal evaluation procedure with
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a Michigan-type “0” probe at four locations on eacdoth (mesio-vestibular, disto-

vestibular, lingual/palatine and vestibular).

The periodontal examination included the verifmatof clinical attachment
loss, probing depth, supragingival plague index) @0d bleeding on probing index
(20). Clinical attachment loss was measured by keinmpobing and identifying the
cemento-enamel junction and measuring the distantiee base of the pocket. Probing
depth was the measurement of the distance fromsdfidissue margin to the tip of the
probe (21). All sites were dichotomously assessedstipragingival plaque (20) and
bleeding on probing (20). Sets of periapical rachps were obtained using a
standardized parallel technique (Ektaspeed, Easkodak Co, Rochester, U.S.A.).

The periodontal status of each subject was assesséhe bases of the amount
of clinical attachment loss (22). The patients weireded into three different groups

according to their periodontal status, as follows:

- Group 1 (control group): subjects with a highnstard of oral hygiene, low
gingival index and plaque index, without clinicals¢ of attachment and
absence of bone loss as determined by radiograydse of the control
subjects had a history of periodontitis or tootksldecause of pathogenic
tooth mobility.

- Group 2 (moderate generalized chronic periodaittiEach patient had to
present more than 30% of the sites with clinicectment lossx 3 mm)
associated with the presence of clinical signseffilly on probing and
plaque accumulation) and bone loss confirmed biypgadphs.

- Group 3 (severe generalized chronic periodojtigsibjects having more

than 30% of affected sites with clinical attachmiess & 5 mm) associated
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with the presence of clinical signs (bleeding orobpmg and plaque
accumulation) and bone loss confirmed by radiogsaph
Exclusion criteria included severe systemic disottiat would require antibiotic
prophylaxis or would affect the periodontitis cammh (diabetes mellitus,
immunological disorders, hepatitis, human immunmikficy virus infection), and
patients who used systemic or subgingival antinbieioagents or made chronic use of

anti-inflammatory medication. All patients were saroking.

Genotype identification

Total DNA was isolated from peripheral blood leaki®s according to standard
procedures (23). The -174 G/C polymorphism in tfeymwter region of the human IL-6
gene (rs1800795) and the -308 G/A polymorphisnhédgromoter region of the human
TNF-a gene (rs1800629) were determined by direct sedqugrd a polymerase-chain-

reaction (PCR) product.

Detection of the bi-allelic polymorphisms:

For IL-6 gene, a 628bp region was amplified usingpir of specific primers: 5'-
GAACACAGAAGAACTCAGATGACTGG-3 (sense) and 5-
AGGAGTTCATAGCTGGGCTCCTGGAG-3'  (antisense), which arik the
polymorphism. Primers used for the TMF-gene were the primer A (sense)
5'CCTCAAGCCTGCCACCAAGC 3 and primer B (antisense)
5TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 3. Each reaction tube comtd 100 ng DNA,
10mM Tris-HCL pH 9.2, 25mM KCL, 1.5mM MgCI2, 0.2mBNTP, 20pmol of each

primer, 0.5pug of purified chicken albumin and 1 unit dfag DNA polymerase

(Phoneutria, Minas Gerais, Brasil) in a final vokuiaf 50ul. After 1 minute of hot start
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at 80 C and initial denaturation of 2 minutes at 94, @e amplification was done for

36 cycles of 40 seconds at 94, @5 seconds at 64°@nd 50 seconds at 72 @llowed

by a final 5 minutes extension at 72. Each PCR product was directly sequenced on a
ABI PRISM 3700 DNA analyzer (Applied Biosystems skar City, USA), using primer

5- GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC- 3 for the IL-6 productind the afore-
described primer A for the TN&: Each sequence obtained was examined using the
Staden software package (MRC, Cambridge, UK) andircoed by visual inspection

(19).

Statistical analysis

Comparisons were made between genotype (Tablen@)allele frequencies
(Table 3) in the disease and control populationd @re significance of differences
between the two groups was determined by chi-scpraalysis.

Due to the low numbers of homozygous individualsthe C allele of IL-6 gene
and for the A allele of TN (Table 2 and 3), the -308 A/A TNé-and the -174 C/C
Interleukin-6 genotypes were merged with the hetggous subjects and the

significance of difference was determined by Fishexact test (Table 4).

All data analysis was performed using SigmaStatVibndows Version 3.11
(Systat Software Inc., California, USA). For alltsstical procedures the level of

significance was set at 5% (p<0.05).

Results

Mean valuesH standard deviation) for the clinical parameterghe selected

population are summarized in Table 1. DNA samplesnf 65 aged women were
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analyzed for the G/C-174 polymorphism of the irgekin-6 gene and for the G/A-308
polymorphism of TNFa.

Table 1 — Mean values (SD) of clinical parametdithe three experimental groups

Clinical parameters Group 1 Group 2 Group 3
n=27 n=17 n=21
Age 68.70x 7.22 68.1% 6.18 68.0C 4.68
Probing depth (mm) 1.76£ 0.35 1.9+ 0.27 2.54+ 0.61
Attachment loss (mm) 0.0 3.64+ 0.49 7.71+1.30
Plague (%) 0.25+ 0.15 0.28: 0.12 0.52+ 0.30
Bleeding on probing (%) 0.28+0.14 0.63t 0.35 0.73 0.26

Table 2 — Distribution of the IL-6 and TN#-genotypes in the healthy group and in

groups with moderate and severe chronic periodsntit

Genotypes | Group 1 Group 2 Group 3 p-value

n % n % N %

TNF-a G/G| 18 | 66.7| 15| 88.2 18| 85.) P=0.153

TNF-a G/A | 6 22.2 0 0.0 1 4.8

TNF-a A/A 3 111 2 11.8 2 9.5

IL-6 G/G 12 | 444 15| 88.2 16| 76.2 P=0.019*

IL-6 G/C 12 | 444 2 11.8 5 23.8

IL-6 C/C 3 11.2 0 0.0 0 0.0

*Level of Significance at 5%.
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Table 3 — Allele frequencies of IL-6 and TNFn the healthy group and in groups with

moderate and severe chronic periodontitis.

Allele Group 1 Group 2 Group 3 p-value

n % n % N %

TNF-a G 42 | 77.8| 30| 88.24 37| 88. P=0.285

TNF-a A 12 | 22.2 4 11.8 5 11.9

IL-6 G 36 | 66.7| 32| 94.11 37| 88.1 P=0.002*

IL-6 C 18 | 33.3 2 5.9 5 11.9

*Level of Significance at 5%.

A significant difference was found in the IL-6 geype distribution between the
patients and control group (Table 2). The propartb individuals carrying the IL-6 G
allele was significantly higher in the group of ipats with moderate or severe
periodontitis (Table 3). No significant differenceere found for the TN+ genotype
distribution or the carriage rate frequencies (€abhnd 3).

When analyzing Table 4, according to this dominasidel (GG vs GC+CC)
related to IL-6 gene, G homozygous subjects wegaifssantly more affected by
periodontal disease than individuals who carryGhadlele. On the other hand, for TNF-
o, G homozygous subjects showed no statistical réifiee when compared with A

homozygous and heterozygous subjects (Table 4).
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Table 4 — Genotype frequencies of the IL-6 and TNF according to the dominant
model (GG vs GA+AA and GG vs GC+CC) in the healgrpup and periodontitis

(moderate-to-severe) group

Genotype Healthy Moderate-to-severe p-value
n % n %
TNF GG 18 66.7 33 86.8 P=0.069
TNF GA+AA 9 33.3 5 13.2
IL-6 GG 12 44.5 31 81.6 P=0.003*
IL-6 GC+CC 15 55.5 7 18.4

*Level of Significance at 5%.

Discussion

This study investigated the frequencies of twa@leimucleotide polymorphisms
(interleukin-6 -174G/C and tumor necrosis faaior308G/A) in elderly women and
evaluated their correlation with periodontal comfis. Although several authors have
reported the association between polymorphism @&nidgontal disease, an insufficient
number of studies have recognized confounding fadad considered the importance
of environmental factors in the categorization a$es and controls.

A criticism that arises in the association studigperiodontal disease is the
variation in the literature with respect to diseadefinition and classification.
Additionally, there are many differences as regdhds which is defined as a case and
that which constitutes a control in periodontittsdses. The present study carefully

defined and classified periodontal disease in atamre with the American Academy of
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Periodontology Workshop (22). The clinical parametef the sample of the present
study can be analyzed in Table 1. It is importargrhphasize that the healthy group did
not show clinical attachment loss, whereas theagdseyroups revealed a high level of
clinical attachment loss associated with the presesf clinical signs of periodontal
disease, such as a high bleeding on probing inddxpiaque accumulation confirming
disease activity.

Other complications are related to environmengglosures such as smoking,
oral hygiene, systemic disease, or general fad@rs socioeconomic status, age, and
gender) since they have a large influence on tipeession of the phenotype (2). The
sample in the present study was uniform since caseb controls had similar
characteristics. All participants were Braziliadesly women, with low socioeconomic
status (17, 18), and nonsmoking. These definitimrake comparisons across groups
more valuable.

It is recognized that an age-related increaselLi6 kerum level takes place
among individuals beginning as early as 30-40 yehegye, being prevalent despite any
chronic disorder condition and becoming promineniaier life (24, 25). Some authors
explain this condition as a phenomenon calilelammaging, which is used to
characterize an inflammatory basal activity thatassed by chronic antigenic agents or
by an idiopathic production of cytokines (16, 2bar this reason, it can be observed
that the geriatric population displays immunologfeatures that have to be considered.
Therefore, the age stratum may become an importarfounding factor. In the present
study, cases and controls were 60 years-old or.olde

The main finding of the present study was that-t®} G/G genotype of IL-6
was statistically associated with moderate-to-seperiodontal disease after controlling

confounding factors (Table 2 and Table 4) Tervor¢ral. (14) found an evident

57



association between the G/G genotype of IL-6 ammdcell signs of chronic periodontitis
in a Caucasian population in Finland, whereas Tedwi et al. (9) reported similar
findings in a Brazilian population. This geneticsasiation with the status of
periodontitis is consistent with observations madehe present investigation. The
results of the present study also corroborate teraent mentioned by Trevillato et al
(9), which emphasized that the presence of thel€eamay represent a protective
function, since it may reduce IL-6 production. Thiedings of the present study
revealed that carriers of the C allele were sigaiiily less affected by periodontal

disease when compared with carriers of the G afleble 3).

Despite numerous reports on the role of TiNFn the pathogenesis of
periodontal disease (26, 27), in the present stbdge was no significance difference
between genotypes of TNdin the groups (Table 2 and Table 4). The A alt@lgiage
rate for the TNFa polymorphism among the periodontitis patients i differ from
that of the control group (Table 3). The lack of@gation of the TNFx gene
polymorphism with periodontitis in Brazilian woméound in the present study is in
line with other studies that reported that genptitymorphism in the TNFEx gene at
position -308 could not be identified as suscelitybor severity factors in periodontitis
(11, 12, 28, 29). In contrast, Galbraith et al.(306)nd that periodontitis patients
carrying the rare allele at position -308 of the FFtd gene had higher TNE&-
production than the non-carriers. However, in a&@déng study, the same authors were
unable to detect significant differences in thetrdiation of TNFa-308 genotypes,
although levels of TNFEr were found to be higher in periodontitis patienish the
uncommon allele (27). The contradictory findingsildobe attributed to the differences

of size and choice of subjects and due to the teffietemoking and gender.
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The present study has some limitations. Beingidystonducted with an elderly
female casuistic, the authors could not extrapotateclusions to male or younger
individuals because literature has demonstratetifgignt gender and age influence in
genetic studies (2). Another factor that must besaered is that the present research
was not designed as a longitudinal investigatioher&éfore the results should be
analyzed with caution. Longitudinal studies withigat follow-up must be conducted to
confirm the findings of the present study.

It is important to point out that the present gtusl the first investigation on
whether the IL-6 promoter variants are linked toiqgoontal disease in an elderly
population. Large epidemiological studies have destrated an increase in the
prevalence and severity of periodontal attachmesd With increasing age (31). Thus,
the identification of candidate genes is relevantes it may result in new diagnostic
techniques for risk assessment, early detectionraididualized treatment approaches
(8).

In conclusion, based on the findings of the prestudy and on the available
literature, there are limited data to support assions between TN gene
polymorphism at position -308 and periodontitis. tda other hand, the assessment of
IL-6 gene polymorphism at position -174 revealeat thienotype G/G was significantly
associated with chronic periodontitis in elderlyaBfian women. These findings
suggest that the G allele may play an importarg nelthe progression of periodontal

disease in this population.

59



10-

References

Takashiba S & Naruishi K. Gene polymorphismsperiodontal health and
diseasePeriodontol 20000640:94-106.

Kinane DF, Shiba H, Hart T. The genetic basip@fiodontitis.Periodontol
2000200539:91-117.

Kornman KS, Crane A, Wang HY et al. The intekiatl genotype as a
severity factor in adult periodontal disea3€lin Periodontoll99724:72-77.
Socransky SS, Haffajee AD, Cugini M A, Smith Kent RL. Microbial
complexes in subgingival plaqueClin Periodontol199825:134-144.

Donati M, Berglundh T, Hytbnen AM, Hahn-Zoric Manson LA, Padyukov
L. Association of the -159 CD14 gene polymorphismd &ck of association of
the -308 TNFA and Q551R IL-4RA polymorphisms witkvere chronic
periodontitis in Swedish CaucasiadsClin PeriodontoR005;32: 474-479.
Taylor, JJ, Preshaw PM, Donaldson PT. Cytokieeegpolymorphism and
immunoregulation in periodontal diseaBeriodontol 2002004 35:158-182.
Loos BG, John RP, Laine ML. Identification of ng#ic risk factors for
periodontitis and possible mechanisms of actian. Clin Periodontol
200532(Suppl. 6):159-179.

Yoshie H, Kobayashi T, Tai H, Galicia JC. Thederof polymorphisms in
periodontitis.Periodontol 200200743:102-132.

Trevilatto PC, Scarel-Caminaga RM, de Brito RBde Souza AP, Line SRP.
Polymorphism at position -174 of IL-6 gene is ass@d with susceptibility to
chronic periodontitis in a Caucasian Brazilian pgapan. J Clin Periodontol
200330: 438-442.

Shimada Y, Tai H, Endo M, Kobayashi T, AkazaWa Yamazaki K:
Association of tumor necrosis factor receptor t2pes87 gene polymorphism
with severe chronic periodontiti3.Clin Periodontol2004;31: 463—4609.
Fassmann A, lzakovicova Holla L, Buckova D, ka#\, Znojil V, Vanek J.
Polymorphisms in the +252 (A/G) lymphotoxin-alphadathe -308 (A/G)
tumor necrosis facto-alpha genes and susceptibalibhronic periodontitis in a
Czech population] Periodont Re200338:394-399.

60



14-

15-

16-

17-

18-

19-

20-

21-

Folwaczny M, Glas J, Torok HP, Mende M, Folwacf. Lack of association
between TNFa G-308A promoter polymorphism and periodontal dseed
Clin Periodontol2004;31:449-453.

Soga Y, Nishimura F, Ohyama H, Maeda H, Takasi®, Murayama Y.
Tumor necrosis factor-alpha gene (Td§~1031/ -863, -857 single-nucletide
polymorphisms (SNPs) are associated with severdt gukriodontitis in
Japanesel Clin Periodontol200330:524-531.

Tervonen T, Raunio T, Kanuuttila M, Karttunen Rolymorphisms in the
CD14 and IL-6 genes associated with periodontadadis.J Clin Periodontol
200734:377-383.

Duarte PM, de Oliveira MCG, Tambeli CH, Par&is Casati MZ, Nociti FH
Jr. Overexpression of interleukifdland interleukin-6 may play an important
role in periodontal breakdown in type 2 diabetidigrats. J Periodont Res
200742:377-381.

Giunta S. Is inflammaging an auto(innate) imityusubclinical syndrome?
Immun Agein@20063:12.

Karnikowski M, Cordova C, Oliveira RJ, Karnikeki MGO, Nobrega OT.
Non-alcoholic fatty liver disease and metabolicdigme in Brazilian middle-
aged and older adultSao Paulo Med 2007125.333-337.

Bortolon PC, Medeiros EFF, Naves JOS, KarnikowdGO, Nobrega OT
Analysis of the self-medication pattern among Braziolder-adult womenC

S Col 13(4):1219-1226.

Tonet AC, Karnikowski M, Moraes CF, Gomes L, riigowski MGO,
Cordova C, Nobrega OT. Association between the -GIC promoter
polymorphism of the interleukin-6 gene and cardsavdar disease risk factors
in Brazilian older womerBraz J Med Biol Re200841(1):47-53.

Ainamo J, Bay I. Problems and proposals foorgiag gingivitis and plaque.
Int Dent J197525(4):229-35.

Bourgeois D, Bouchard P, Mattout C. Epidemiglag periodontal status in
dentate adults in France, 2002-200®eriodont Re200742:219-227.
Armitage GC. Development of a classificatiostsyn for periodontal diseases
and conditionsAnn Periodontoll9994:1-6.

61



24-

25-

26-

27-

28-

29-

30-

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salii out procedure for
extracting DNA from human nucleated ceNsicleic Acids Re$98816:1215.
Myliwska J, Bryl E, Foerster J, Myliwski A. Irease of Interlukin 6 and
decrease of interleukin 2 production during agingcpss are influenced by the
health statusviech Ageing Det998100313-328.

Mishto M, Santoro A, Bellavista E, Bonafe M, Mb D, Franceschi C.
Immunoproteasomes and immunosenescefigeing Res Re20032(4):419-
432.

Gorska R, Gregorek H, Kowalski J, Laskus-Peyknéd, Syczewska M,
Madalinski K. Relationship between clinical paraemstand cytokine profiles
in inflamed gingival tissue and serum samples frpatients with chronic
periodontitis.J Clin Periodonto200330:1046-1052.

Galbraith, GM, Steed, RB, Sanders, JJ & PandRy,Tumor necrosis factor
alpha production by oral leukocytes: influence amor necrosis factor
genotypeJ Periodontol199869: 428-433.

Craandijk J, van Krugten MV, Verweij CL, vanrd€elden U, Loos BG:
Tumor necrosis factom- gene polymorphisms in relation to periodontitis.
Clin Periodontol2002;29: 28-34.

Sakellari D, Katsares V, Georgiadou M, Kouvalsj Arsenakis M,
Konstantinidis A. No correlation of five gene polgmhisms with periodontal
conditions in a Greek populatioh Clin Periodontol2006;33: 765—770.
Galbraith GM, Hendley TM, Sanders JJ, Palescitahdey JP. Polymorphic
cytokine genotypes as markers of disease severigult periodontitisJ Clin
Periodontol1999;26:705-709.

Albandar JM. Global risk factors and risk iratmrs for periodontal diseases.
Periodontol 200002;29:177206.

62



DISCUSSAO
COMPLEMENTAR

I I I = = |

63



Discussdo Complementar

Tanto as mudancas fisioldgicas que ocorrem no processo de
envelhecimento como o0s processos patologicos associados a determinados
problemas sociais contribuem para a ocorréncia de problemas bucais. A
presenca de multiplas patologias, uso de drogas, limitagdes funcionais além de
alguns fatores ambientais tornam o idoso um individuo com peculiaridades que
devem ser levadas em consideracao durante o tratamento das afecc¢des bucais
12.

Na primeira parte da presente pesquisa foi observado que o perfil de
saude bucal das idosas do Distrito Federal encontra-se em situagcdo alarmante,
resultado que estd em conformidade aos dados encontrados na literatura
(dados que podem ser confirmados no corpo do artigo 1). A alta taxa de
edentulismo total reflete cenario epidemiolégico brasileiro precario. Quando o
edentulismo se faz presente € porque as medidas de atencdo a saude bucal
inexistiram ou fracassaram. Neste contexto, as condi¢cdes criticas de saude
bucal aliadas a tendéncia de aumento da populacdo idosa suscitam melhorias
na atencao e assisténcia a saude bucal.

A importancia em se conhecer a magnitude dos problemas bucais da
populacdo brasileira, por meio de trabalhos como este, estd ligada a
possibilidade de estabelecer politicas apropriadas de intervencdo e promocéo
de saude, o que poderia contribuir para melhoria da qualidade de vida destes
pacientes, além de alertar profissionais da area para a necessidade de
conhecimento especifico e habilidade para o atendimento deste grupo de

individuos.
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A etapa seguinte do presente trabalho referiu-se ao estudo de correlacao
entre polimorfismo genético e a presenca de doenca periodontal em uma
populacdo feminina e idosa. Enfatizou-se, neste estudo, a importancia de se
investigar de forma cautelosa esta parcela da populacdo tendo em vista as
evidéncias relacionadas a presenca de uma taxa basal de inflamacéo,
caracterizada principalmente pela alteragdo na producdo de mediadores
inflamatérios durante o processo de envelhecimento *** Contudo, o processo
inflamatorio pode ser influenciado também por variacbes genotipicas, que
foram objeto de estudo deste trabalho. Importantes resultados mostraram que o
polimorfismo na regido promotora do gene da Interleucina-6 na posi¢ao -174
(G/C) foi associado positivamente a severidade da doenca periodontal. Em
contrapartida, o polimorfismo de nucleotideo Unico do gene do TNF (G/A) néo
mostrou correlacdo com a doenca periodontal.

Frente a estes achados, sdo necessarias algumas consideracdes mais
detalhadas relacionadas a amostra.
1. Critérios de Exclusao:

No trabalho de correlacéo foi necessaria a utilizacéo de diversos critérios
de exclusdo. A amostragem inicial foi de 152 pacientes idosas. No entanto, ao
final do processo de triagem, o nimero de idosas foi finalizado em 65 pacientes
que preencheram todos o0s requisitos. Foram excluidas pacientes que
apresentavam edentulismo total, j& que ndo foi possivel pesquisar de forma
objetiva as causas das extracOes. Das pacientes dentadas e parcialmente
dentadas, foram incluidas na amostra somente aquelas que apresentavam

periodonto saudavel ou com gengivite para constituir o grupo controle, e
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periodontite generalizada moderada a severa para compor 0S grupos de
estudo.

Pacientes que apresentavam periodontite localizada de graus leve,
moderado e severo; periodontite generalizada leve, periodontite como
manifestacdo de doenca sistémica ou periodontite agressiva foram excluidas
da analise. Outra causa de exclusdo foi a presenca de numero de dentes
inferior a seis 2 Individuos que faziam uso continuo de medicamentos
antiinflamatorios também foram excluidos devido ao potencial destas drogas
em interferir nos valores dos marcadores investigados. Durante a anamnese,
idosas que referiram doencas sistémicas ou fatores ambientais que pudessem
interferir na progressdo da doenca periodontal, tais como, diabetes, AIDS,
tabagismo, dentre outras, também néo foram incluidas na pesquisa. Pacientes
que realizaram tratamento periodontal nos ultimos seis meses foram eliminadas
da amostra pela possibilidade de mascarar o quadro da doenca presente no
decorrer do estudo.

Tendo em vista o grande numero de fatores de exclusdo que foram
considerados essenciais para evitar viés de selecdo, o “n” final da amostra
tornou-se reduzido, sem, contudo, afetar o potencial estatistico dos resultados.

2. Limitacdes do estudo:

Além da amostra reduzida, outros fatores devem ser considerados como
limitadores. O fato de o estudo ter delineamento transversal e ndo longitudinal
dificulta a possibilidade de se confirmar a relacdo causa-efeito entre o

polimorfismo dos genes estudados como determinantes para o0

desenvolvimento da doenca periodontal.
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O estudo transversal indica se existe associacdo entre exposicao e
doenca, na populagcédo investigada, em determinado momento; ou seja, se
naquele momento especifico, no grupo de pessoas expostas ao fator de risco €
também encontrado maior numero de doentes ou vice-versa. Em outros
momentos, pode ser que a associacdo entre os eventos seja diferente. Assim
sendo, tais resultados devem ser interpretados com cautela **’

O estudo longitudinal ou de coorte, por outro lado, é uma pesquisa que
determina primeiro a causa e depois o0 efeito. O pesquisador toma
conhecimento, detecta ou observa a exposi¢cdo nas pessoas que serdo objeto
de acompanhamento, antes de ocorridos os desfechos clinicos; a vigilancia
subseqiiente informa sobre a incidéncia destes efeitos. E uma investigacéo que
segue o curso natural dos acontecimentos: da causa em direcdo aos efeitos
3637 o que torna a avaliacdo mais confiavel a longo prazo.

Em face da dificuldade em inferir relacdo causal a partir de estudo
transversal, no presente estudo foram utilizadas alternativas metodolégicas
para se aproximar as caracteristicas do estudo longitudinal, entre as quais, a
utilizacdo de dados retrospectivos com a inclusdo de questionario de saude e
de sinais clinicos que permitiram avaliar os efeitos cumulativos da doenca
periodontal. Além disso, a neutralizacdo de inumeros tipos de viés de
confundimento assegurou maior validade dos resultados. Por exemplo, a
restricdo de categorias, que tratou da escolha de somente determinado
segmento a populacéo, com alto grau de homogeneidade, para serem incluidos
na amostra a ser investigada: foi 0 caso de selecionar somente um género ou

uma faixa etaria. Desta forma, estes dois fatores, género e idade, foram

controlados e nado tiveram influéncia nos resultados. Este fato também
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contribuiu para a formacao de grupos (teste e controle) homogéneos, diferentes
em apenas um fator: a doenca periodontal.

Outra limitacdo do presente estudo foi a impossibilidade de mensurar
diretamente o efeito da variavel relacionada a estrutura e a composicdo da
placa bacteriana nos sitios avaliados. Embora seja fator com influéncia direta
sobre a progressdo da doenca periodontal, este exame microbioldgico nao foi
realizado. Contudo, as analises clinicas aqui utilizadas permitiram inferir o
papel da placa bacteriana como importante agente etiolégico, tendo em vista
que o indice de placa e o indice de sangramento aumentaram com a
severidade da doenca. A tabela com estes dados pode ser conferida no corpo
do artigo presente nesta dissertacéo (Tabela 1 - Artigo 2).

Outra co-variavel de dificil controle foi a possibilidade da interferéncia do
trauma oclusal como fator colaborador na severidade da doenca periodontal.
As pacientes do estudo apresentavam condicdo protética precaria ou auséncia
de dentes sem a correta reabilitacdo. Devido as dificuldades relacionadas ao
custo e ao tempo, o tratamento prévio destes problemas nao foi realizado. A
neutralizacdo deste efeito foi realizada excluindo-se da analise os sitios em que
se observou perda é6ssea severa associada ao trauma oclusal. Situacdes
semelhantes ocorreram em sitios proximos as regides edéntulas, em que se
notou perda de insercdo aumentada devido a reabsorcdo provocada pela
auséncia do dente adjacente e ndo devido aos fatores etiolégicos da doenca

periodontal. Estes sitios também foram excluidos da anélise.
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Consideracoes Finais

Em se tratando da primeira etapa da presente pesquisa, o perfil de
saude bucal do idoso encontrado mostrou-se precario com necessidade
urgente de se alterar o quadro instalado. Estes achados séo relevantes ja que
inexistem artigos publicados com énfase na saude bucal da populacao idosa do
Distrito Federal.

Em relacdo a segunda fase do presente trabalho baseada em analises
geneéticas, pode-se considerar que este estudo consistiu na primeira
investigacdo, considerando a populacao idosa, sobre as variacbes na regiao
promotora dos genes da interleucina-6 e do fator de necrose tumoral e sua
relacdo com doenca periodontal. O ineditismo da presente pesquisa encontra-
se na possibilidade de considerar os possiveis disturbios do envelhecimento
nas analises realizadas. Resultados relevantes foram encontrados que
mostraram indicios de que a presenca do alelo raro C no gene da interleucina-6
pode apresentar funcdo protetora contra a doenca periodontal. Por outro lado,
nesta populacao especifica e homogénea, a influéncia do polimorfismo do gene
do TNF na progressao da doenca periodontal ndo péde ser confirmada.

A importancia dos estudos genéticos em periodontia refere-se a
possibilidade de se detectar precocemente grupos de risco a doenga
periodontal, e desta forma, minimizar seus efeitos negativos relacionados a

destruicdo dos tecidos de suporte.
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Perspectivas Futuras

A transicdo epidemioldgica observada em varios paises evidenciou
importante crescimento da populacdo idosa com grandes desafios para a
sociedade. Contudo, as doencas ndo devem ser encaradas como
consequUéncias inevitaveis do envelhecimento. Grande parte das causas de
morbidade pode ser reduzida, desde que sejam estruturados recursos de
promocdo de saude, diagndstico precoce e tratamento das doencas cronicas,
minimizando suas sequelas. Neste sentido, estudos com o0 segmento geriatrico
sao de fundamental importancia para identificacdo dos grupos de risco e para
elaboracdo de estratégias de intervencdo que produzam impacto positivo na
qualidade de vida dos idosos.

A presente pesquisa trouxe contribuicdo relacionada ao perfil de saude
bucal de idosos. Contudo, outros trabalhos sdo necessarios para se aferir os
efeitos desta condicédo precaria na saude geral dos gerontes. Desta forma, é
fundamental, por exemplo, o estudo da influéncia do péssimo estado das
préteses totais ou do edentulismo sobre o estado nutricional do idoso; ou ainda,
trabalhos enfatizando a autopercepcéo do idoso sobre sua saude bucal, ja que
existe a tendéncia entre os idosos em acreditar que a perda dentaria é
consequéncia direta do envelhecimento. Cabe ressaltar que a saude bucal,
como parte integrante da salude geral é norteadora de envelhecimento

saudavel.

A imunogerontologia representa importante linha de pesquisa baseada
na investigacdo do efeito das variacbes genéticas em doencas que

acompanham o envelhecimento. Avangcos no registro do genoma humano
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permitiram a genotipagem dos polimorfismos genéticos mais frequentes, em
especial, os polimorfismos de base uUnica (SNPs). O projeto internacional
HAPMAP identifica e cataloga os principais SNPs que ocorrem no genoma
humano e caracteriza suas frequiéncias alélicas em diferentes grupos étnicos

(www.hapmap.orq).

Espera-se que com esta fonte de variacbes genéticas, pesquisadores
realizem investigacfes para identificar polimorfismos com papel importante na
etiologia de doencas e desenvolvam novas estratégias de diagndstico e

tratamento.
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ANEXO A

Fichas clinicas e de anamnese
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ANAMNESE

ESTA EM TRATAMENTO MEDICO? ( )SIM ( )NAO
QUAL(IS)?
TOMA MEDICAMENTOS? ( )SIM ( )NAO
QUAL(IS)?
COSTUMA TER DESMAIOS OU CONVULSAO? ( ) SIM ( ) NAO
E FUMANTE? ( )SIM ( ) NAO
USA BEBIDA ALCOOLICA COM FREQUENCIA? () SIM ( ) NAO
FAZ REPOSICAO HORMONAL? ( )SIM ( ) NAO
TEM ALERGIA A MEDICAMENTOS? ( )SIM ( )NAO
QUAL(IS)?
DISTURBIOS CARDIACOS? ( )SIM ( ) NAO
PROBLEMAS GASTRICOS? ( )SIM ( )NAO
QUAL(IS)?
PROBLEMAS RENAIS? ( )SIM ( ) NAO
E HIPERTENSO? ( )SIM ( )NAO
Presséo arterial:
TEM PROBLEMA DE CICATRIZACAO? () SIM ( ) NAO
TEM DIABETES? ( )SIM ( ) NAO
TEM OU TEVE HEPATITE? ( )SIM ( ) NAO
TEM OU TEVE ALTERACOES NA TIREOIDE? ( ) SIM ( ) NAO
TEM OU TEVE ALGUMA DOENGA SEXUALMENTE ( )SIM ( )NAO
TRANSMISSIVEL (AIDS, SIFILIS...)
JA FEZ TRATAMENTO DE GENGIVA? HA QUANTO ( )SIM ( )NAO
TEMPO?
RANGE OS DENTES? ( )SIM ( ) NAO
HISTORIA PREGRESSA QUANTO "A PERDA DE DENTES:
Declaro serem verdadeiras as informac8es prestadas neste questionario.
Brasilia, de de

assinatura do paciente ou responsavel assinatura do pesquisador
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FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO AOS IDOSOS

Nome/Prontuario

Data de nascimento

Odontograma

S5 S

LEGENDA

E P K K R | P ) ) R E L Garc som cavidacs (erde)

BS el HA { =1

@ ZQZO=OZO=OZ0X( | QOGP0 IE | Resturacao isatifaora gret

. Dente Ausente (cruz)

T T T4 . Protese Fixa (listra)

NO. DENTES CARIADOS:

NO. DENTES PERDIDOS:

NO. DENTES RESTAURADOS:

NO. TOTAL DE DENTES PRESENTES:

Condicao das restauragoes

Caracteristica Critério USPHS modificado Dentes
Score
A sem evidéncia de lesdo de cérie na interface dente-restauracdo
1. CARIE SECUNDARIA B com lesdo de carie na interface dente-restauragao
. A sem descoloracdo marginal
2. DESCOLORAGCAO MARGINAL B descoloragdo marginal na interface dente-restauragdo
C descoloragdo na margem em direcdo " a parede pulpar
A Lisa
3. TEXTURA SUPERFICIAL B ligeiramente rugosa ou porosa que pode ser repolida
C rugosa e nao pode ser repolida
A sem evidéncia de fratura marginal
4. INTEGRIDADE MARGINAL B evidéncia de fratura mas sem expor a juncdo amelo-dentinaria
C dentina ou material de base exposto
D restauracdo estd movel, fraturada ou deslocada
A sem alteracdo na cor, brilho e translucidez
5. ESTABILIDADE DE COR B alteracdo normal de cor, brilho e translucidez
C alteragao de cor, brilho e translucidez fora do padrao
A sem evidéncia de fratura de corpo
6. FRATURA B Fraturada
Condigdo da Prétese
Arcada Superior:
) auséncia total de dentes num arco (edentulismo) sem a presenca de préteses
) auséncia dental de um ou mais elementos, com prejuizo estético e/ou funcional
( ) Presenca de proteses com comprometimento estético e/ou funcional (proteses quebradas, mal adaptadas,
associadas a lesGes na mucosa, com desgaste excessivo, sem retengdo, outros: ).
) Presenca de préteses satisfatdrias.
) Presenca de todos os dentes, ndo usa protese.

Arcada Inferior:

( ) auséncia total de dentes num arco (edentulismo) sem a presenga de proteses

( ) auséncia dental de um ou mais elementos, com prejuizo estético e/ou funcional

() Presenca de préteses com comprometimento estético e/ou funcional (préteses quebradas, mal adaptadas,
associadas a lesGes na mucosa, com desgaste excessivo, sem retengdo, outros: ).

() Presenga de proteses satisfatorias.

( ) Presencga de todos os dentes, ndo usa protese.

Outras observagdes:




Periograma

Dente

Profundidade da bolsa

M

D

\Y

L

IS

IP

Envolvimento
de Furca

Mobilidade
Dentaria

Recessao
Gengival

Diagnostico

Vv L

2,34

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48

Legenda:

IS - indice de sangramento

1P — indice de placa visivel

Diagndstico:

1: Gengivite

2: Periodontite leve (1 a 2 mm de perda de insercdo clinica)
3: Periodontite moderada (3 a 4 mm)

4: Periodontite grave (acima de 5 mm)

5: dente condenado a extragdo
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ANEXO B

Carta de Aprovagao do Artigo Cientifico 1
pelo Periddico Ciéncia e Satude Coletiva

Perfil da Condigao Bucal de Idosas do Distrito Federal
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Prezado(a) Ana Maria Costa,

Informamos que seu artiRERFIL DA CONDICAO BUCAL DE IDOSAS DO
DISTRITO FEDERAL , foi aprovadasob condi¢géo conforme pareceres abaixo.

O prazo para reapresentacao do artigo, com as icaggdies é de até 30 dias, apos este
prazo consideramos que 0 artigo nao sera reapageent

Peco a gentileza de formatar o texto conforme ama®de publicacdo encontradas no te
(instrugdes para colaboradores).

Para entrar em sua area restrita, acesse o endereco
http://www.cienciaesaudecoletiva.comdyma caixa com o titulo deesso Restrito
informe seus dados de acesso:

Login: anam
Senha: anamaria

Em seguida, clique no botabléus Artigos”, a esquerda. O sistema Ihe mostrara todo os
artigos inseridos por voceé.

Atenciosamente,

Raimunda M. do Nascimento Mangas
Editora Executiva da Revista Ciéncia & Salde Cddeti

Veja a seguir as informacdes que poderdo ajuda-tviacdo deste novo artigo:

- De acordo com as normas da revista este artiggugcestrutura e metodologia adequi la
para a pesquisa e os dados obtidos respondem @sm@gp, e os resultados e discussao
compde um quadro adequado para este trabalho

- Segundo nosso critério, o artigo é importanta pasaude publica do DF, na medida ¢ e
proporciona informagdes importantes sobre a condigdsaude bucal das idosas.
Entretanto, parece importante conhecer a origenpessoas, o artigo mostra que trata-
de um programa de uma Faculdade, mas as pacienté&spde onde? Como foi
selecionada a amostra ou trata-se de algum uniparsioular? gostaria ver no artigo es 1
resposta. No DF por outro lado ja existem outrtig@s que tem estudado os problema:
dos Idosos, se mal ndo lembro no curso de Espagalh em Saude Coletiva da UnB, L 1
artigo especialo o de Fernando Chamoschine Fersavale a pena re-ver a literatura
sobre estudos similares no DF, para melhor produdiscutir os achad! os. Nao estou
seguro do site mas vi algumas destas monografiasmmaunb.br/sbc/ no banco de
monografias.

w

Revista Ciéncia & Saude Coletiva da AssociacéoiBiessde Pos-Graduacdo em Saude Coletiva
Av. Brasil, 4036, sala 700 - Manguinhos - 21040-3&io de Janeiro - RJ
(21) 388-29153 e (21) 2290-4893 - Todos os dirgissrvados para ABRASCO.

Desenvolvido por ZANDA Multimeios da Informacao.
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ANEXO C

Comprovante de encaminhamento do
Artigo Cientifico 2 ao Periddico Gerodontology
Interleukin-6 (G-174C) and tumor necrosis factor-alpha (G-308A) gene

polymorphisms in geriatric patients with chronic periodontitis
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Dear Dr Costa,

Manuscript no. 1404: Interleukin-6 (G-174C) and tu  mor necrosis factor-alpha (G-

308A) gene polymorphisms in geriatric patients with chronic periodontitis

We acknowledge receipt of the above manuscript. Thank you for sending this paper for our

consideration.

My apologies for not confirming receipt of your manuscript earlier; | have been on holiday

for a few days.

With kind regards

Barbara Tucker

Executive Secretary Gerodontology
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ANEXO D

Versdao em portugués do Artigo Cientifico 2
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Resumo

Historico e objetivo:Periodontite é uma doenca inflamatodria cronicaosuptores
genéticos podem ter papel importante em sua sederidO polimorfismo na regido
promotora dos genes da interleucina -6 (IL-6) éadlor de necrose tumorak {TNF-0)
podem causar mudancas na producdo destas cito@nadjetivo deste estudo foi
avaliar o papel do polimorfismo da interleucina®-174C) e do fator de necrose
tumorala (G-308A) na severidade da doenca periodontal cadni

Métodos: Foram selecionadas 65 mulheres idosas, dentrel&lasom periodontite
cronica generalizada de grau moderado, 21 com dueriite cronica generalizada de
grau severo e 27 pacientes com periodonto saudaveNA de todas as pacientes foi
isolado e a reacdo em cadeia da polimerase fozaeal

Resultados Os dados mostraram diferenca significativa naridiscdo alélica e na
freqiéncia dos genotipos do gene da IL-6 entreeptes com doenca periodontal e
controles. Os pacientes que apresentavam o gen@Gidoda IL-6 foram os mais
severamente afetados pela doenca. O polimorfismged@ do TNFx ndo mostrou
associacao estatistica entre pacientes com petitelerpacientes saudaveis.
Concluséo Os resultados sugerem que o polimorfismo do g#mdl-6 pode ser
associado a presenca de periodontite cronica. Btnagartida, o polimorfismo do gene
do TNFa ndo mostrou indicios de influéncia na progress@@eriodontite crénica
nesta populagéo de mulheres idosas brasileiras.

Introducao

O perfil genético de um individuo pode influenaiarsusceptibilidade a diversas
doencas e condi¢cdes de saude. A doenca periodantal,das doencas inflamatorias
cronicas mais comuns, causada pelo crescimento aigérlas Gram-negativas
especificas, ndo é uma excecao (1). Recentememtftyéncia de fatores genéticos na
patogénese da doenca periodontal foi avaliadaetantio, 0 papel exato destes fatores
na susceptibilidade a periodontite ndo foi elucidé2). O polimorfismo do gene que
codifica moléculas do sistema imunolégico, tais caritocinas proé-inflamatérias, foi
sugerido como fator genético colaborador para erdesdvimento da periodontite (3).
As citocinas possuem importante papel na iniciagéoa amplificacdo da resposta
inflamatoria. A resposta inflamatéria local na dgeeperiodontal € iniciada na presenca
de diversos fatores de viruléncia derivados defpast, tais como os lipopolisacarideos,
que estimulam a producédo de diversas citocinasA@liferencas na taxa de producéo
de alguns mediadores podem conduzir a destruicectn e do osso (2, 5).

A base bioldgica para a associacdo entre o pdisnww do gene de certas
citocinas e a doenca periodontal é que a presendatdrminados alelos do gene podem
levar a mudancas na producdo das citocinas (2gs@slos sugerem que a severidade
da periodontite pode ser diferente ao comparamagores de alelos raros, tais como o
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alelo A do gene do fator de necrose tumoral{TNF-a) e o alelo C do gene da
interleucina-6 (IL-6) (1, 6, 7, 8, 9).

Questao importante relacionada a este assunte{&feao seguinte: quais Sao 0s
argumentos que explicam porque o polimorfismo duegda IL-6 e do TNEr podem
ser bons candidatos para estudos genéticos?

O TNFa é uma das citocinas mais extensamente estudaselapdos a
periodontite (1). E um mediador imunoldgico compuiedades pro-inflamatorias que
foi encontrado em alta quantidade no fluido creaicgengival e em tecido gengival de
sitios afetados de pacientes com periodontite cadr® TNFe tem a capacidade de
induzir a destruicdo tecidual e de aumentar a cealis 0ssea (7, 10). O polimorfismo
na regido promotora do gene do ThFra posicdo -308 (G - A) ja foi investigado (5,
11, 12). O alelo A foi associado a elevada prodwg&dNFea (7, 13). Entretanto, ha
resultados conflitantes no que diz respeito a &slena funcional deste polimorfismo, e
por este motivo, S840 necessarias novas pesquis@sarea para confirmar a associagéo
entre o polimorfismo -308 G/A e a doenca periodonta

A interleucina-6 esta envolvida na patogénesedshs doencas inflamatérias,
tais como a artrite reumatoide e a doenca de Afzbreiconsistindo, portanto, em
importante mediador da resposta imunoldgica (8hddeem vista o importante papel
desta citocina no desenvolvimento de doencas iafiénas cronicas, alguns
investigadores estudaram a associacdo entre o @fmo na regido promotora do
gene da IL-6 na posicdo -174 e a periodontite cedre encontraram resultados
interessantes (9, 14). Niveis mais elevados de fibs&n encontrados em locais com
inflamacdo periodontal em comparacdo com locais af@tados pela doenca (15).
Ademais, os estudos genéticos mostraram que angeede alelo raro pode representar
uma funcéo protetora ja que a presenca do aleim®wi a producéo desta citocina (9).

Apesar dos inumeros estudos genéticos, muitoseqaan problemas de ordem
metodoldgica, tais como, a presenca de fatores afdumdimento que ndo sao
adequadamente neutralizados. A idade, por exendploma variavel que deve ser
considerada e uniformizada entre o grupo testen&rate (16). Aléem disso, variaveis
como género, raga e fatores socio-econdmicos deeeroontrolados. Estes fatores de
confusédo podem exercer grande influéncia na exjeds determinados fenotipos (2).

Tendo em vista que a influéncia dos diferente®tjeos dos genes do TNFe

da IL-6 na doenca periodontal ndo ter sido elu@dar objetivo deste estudo foi
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investigar a possivel associacdo entre os polisrods dos genes destas duas citocinas
e a doenca periodontal cronica em uma populacdcop@mea de mulheres idosas
brasileiras.

Métodos

Os sujeitos do presente estudo foram selecionadpartir de uma lista de
mulheres idosas que participam do Projeto de Pramale Saude de ldosas da
Universidade Catélica de Brasilia. Foi utilizadoionde comunicacdo em massa para
convidar mulheres acima de 60 anos de Brasilia@renpara participar do Projeto o
qual envolve acdes de promocdo de saude e aconmpanta ambulatorial. Outros
estudos relacionados aos resultados destas atgg@doram publicados (17,18,19).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido fbiidm de todas as
participantes. O protocolo foi aprovado pelo CorndigéEtica da Universidade Catolica
de Brasilia, Brasil.

Todas as pacientes selecionadas eram do génemirfembrasileiras e com
idade acima de 60 anos. As pacientes foram subssesidinamnese e ao exame clinico
periodontal. O exame periodontal foi realizado ceomda periodontal milimetrada
estéril do tipo “Michigan 0” com marcacdes de Vdittis (Neumar, Sdo Paulo, SP,
Brasil) em quarto sitios por dente (mesio-vestihul&to-vestibular, lingual/palatina e
vestibular). O exame incluiu a verificacdo da peatdansercao clinica, profundidade de
sondagem clinica, indice de placa supragengiva) €0ndice de sangramento a
sondagem (20). A perda de insercgédo clinica foi mm@aks por meio da distancia entre a
juncdo cemento-esmalte e a base do sulco gendiv@rofundidade de sondagem
clinica foi medida por meio da distancia entre agema do tecido gengival e o fundo do
sulco gengival (21). Todos os sitios foram avakkadirotomicamente para registrar o
indice de placa e o indice de sangramento (20)liZResse exame radiografico
periapical de todos os dentes presentes (Ektasfgestiman Kodak Co, Rochester,
U.S.A).

A severidade da doenca periodontal de cada pacientivaliada com base na
perda da insercao clinica (22). Os pacientes faliaididos em trés grupos:

- Grupo 1 (controle): sujeitos com bom padrdo dgiehe bucal, baixo indice de
sangramento gengival e baixo indice de placa, aisée perda de insercdo clinica e
auséncia de perda 6ssea determinada por examgradio. Nenhum dos pacientes do
grupo controle apresentavam histérico de periotlorau perda dentaria devido a

mobilidade.
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- Grupo 2 (periodontite crbnica generalizada deugnaoderado): Cada paciente
apresentava mais de 30% dos sitios com perda eedasclinica¥ 3 mm) associada
com a presenca de sinais clinicos da doenca (saegta a sondagem e acumulo de
placa) e perda 6ssea confirmada por exame radicgraf

- Grupo 3 (periodontite cronica generalizada del gevero): sujeitos com mais de 30%
dos sitios afetados com perda de insercdo clinida(nm) associada a presenca de
sinais clinicos da doenca (sangramento a sondagmsaneulo de placa) e perda 6ssea
confirmada por exame radiogréfico.

Os critérios de exclusao foram presenca de doesigi@nicas com necessidade
de profilaxia antibiotica ou condicbes que pudessafigtar o curso da doenca
periodontal (diabetes mellitus, doencas auto-imurfe=patite, AIDS) e uso de
antimicrobianos (sistémico ou subgengival) ou zdijfio cronica de antiinflamatérios.
Todas as pacientes selecionadas eram nao-fumantes.

Identificacdo dos gendtipos

O DNA gendmico foi extraido de leucocitos de sangueriférico (5 ml)
coletados com &cido etilenodiaminotetracético (BPTA extracdo foi realizada
seguindo-se protocolo padrao (23).

O polimorfismo -174 G/C na regidao promotora do egdrumano da IL-6
(s1800795) e o polimorfismo -308 G/A na regido potora do gene humano do TNF-
(rs1800629) foram determinados por sequenciameinébodem reacdo de cadeia da
polimerase (PCR).

Deteccdo de polimorfismos bi-alélicos:

Para o gene da IL-6, fragmento de 628bp foi ampliio utilizando-se um par
de primers especificos: 5'-GAACACAGAAGAACTCAGATGACTGG-3 (se®) and
5- AGGAGTTCATAGCTGGGCTCCTGGAG-3' (antisense). @simers usados para
o gene do TNR+ foram o0s  seguintes: primer A  (sense)
5'CCTCAAGCCTGCCACCAAGC 3 e primer B (antisense)
5TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 3. O tubo de cada reacdacémstituido de 100 ng
DNA, 10mM Tris-HCL pH 9.2, 25mM KCL, 1.5mM MgCI2,2mM dNTP, 20pmol de
cadaprimer, 0.5 pg de albumina de galinha purificada e 1 unidadeTdg DNA
polimerase (Phoneutria, Minas Gerais, Brasil) emwatume final de 5Qul. Apos 1
minuto de iniciacdo a 80°@ desnaturacao inicial de 2 minutos a 94 &€ amplificacao

foi realizada com 36 ciclos de 40 segundos a 94& segundos a 64°@ 50 segundos
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a 72 C seguida de 5 minutos de extensdo a 72 Cada produto de PCR foi
diretamente sequenciado no ABI PRISM 3700 DNA arely(Applied Biosystems,
Foster City, USA), utilizando primer 5’- GCCTCAGA@RATCTCCAGTCC- 3’ para
IL-6 e o primer A previamente descrito para TFCada sequéncia obtida foi
examinada por meio do Staden software package (MR@bridge, UK) e confirmado
por inspecao visual (19).
Analise estatistica

As comparacdes foram feitas entre as frequén@ageddtipo (Tabela 2) e de
alelos (Tabela 3) considerando os grupos de doentegrupo controle. A diferenca
estatistica entre os grupos foi determinada pste €hi-quadrado.

Devido ao pequeno numero de individuos homozigp&wa o alelo C do gene
da IL-6 e o0 alelo A do TNFe (Tabela 2 e 3), os gendtipos -308 A/A do TilE-o -174
C/C da IL-6 foram unificados com o0s sujeitos hetgyotos (também portadores do
alelo raro) e a diferenca estatistica foi deterddngelo teste exato de Fisher (Tabela 4).

Os dados estatisticos foram analisados pelo prag@igmasStat for Windows
Version 3.11 (Systat Software Inc., California, US#ara todos os calculos estatisticos
o nivel de significancia foi de 5% (p<0.05).

Resultados

Valores meédios H desvio padrdo) referentes aos parametros clindas
populacdo selecionada estdo sumarizados na tabehmastras de DNA de 65
mulheres idosas foram analisadas em relacdo amqdismo -174 G/C do gene da IL-

6 e ao polimorfismo -308 G/A do TNét-

Tabela 1 — Valores médiogdesvio padrao) dos parametros clinicos dos trésogru

experimentais

Parametros clinicos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
n=27 n=17 n=21
Idade 68,70+ 7,22 68,1k 6,18 68,0Ct 4,68
Profundidade (mm) 1,76+ 0,35 1,91+ 0,27 2,54 0,61
Perda de insercao (mm) 0,0 3,64+ 0,49 7,7+ 1,30
Placa (%) 0,25+ 0,15 0,28t 0,12 0,52+ 0,30
Sangramento (%) 0,28+ 0,14 0,63t 0,35 0,73 0,26
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Tabela 2 — Distribuicdo dos genotipos da IL-6 e JdNRo grupo de pacientes saudaveis

€ nos grupos com periodontite moderada e severa.

Genotipos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p-valor

n % n % n %

TNF-a G/G| 18 | 66,7 15| 88,74 18] 85| P=0,153

TNF-a G/A| 6 22,2 0 0,0 1 4,8

TNF-a A/A 3 111 2 11,8 2 9,5

IL-6 G/G 12 | 444 15| 88,2 16| 76,2 P=0,019*

IL-6 G/C 12 | 444 2 11,8 5 23,8

IL-6 C/C 3 11,2 0 0,0 0 0,0

*Nivel de significancia 5%.

Tabela 3 — Frequéncia alélica da IL-6 e TdRos grupos saudavel e com periodontite

moderada e severa.

Alelo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p-valor

n % n % n %

TNF-a G 42 | 77,8 30| 88,2 37| 88,1 P=0,285

TNF-a A 12 | 22,2 4 11,8 5 11,9

IL-6 G 36 | 66,7 32| 94,3 37| 88,1 P=0,002*

IL-6 C 18 | 33,3 2 5,9 5 11,9

*Nivel de significancia 5%.

Diferenca significativa foi encontrada na disti@@o genotipica entre pacientes
doentes e controles (Tabela 2). A proporcao deviddos portadores do alelo G da IL-6
foi significativamente maior no grupo de pacientesn periodontite moderada ou
severa (Tabela 3). Nao foi observada diferencaistta na distribuicdo dos genotipos
ou na distribuicdo alélica do TNiF{Tabelas 2 e 3).

Ao analisar a tabela 4, segundo modelo de domm&f@G vs GC+CC)

relacionado ao gene da IL-6, individuos homozig@od®ram significativamente mais
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afetados pela doenca periodontal do que aquelésdpoes do alelo C. Por outro lado,
para o TNFe, individuos homozigotos G ndo mostraram diferezgtatistica quando

comparados com homozigotos A e heterozigotos (@abel

Tabela 4 — Frequéncia de gendtipos da IL-6 e TiEe acordo com modelo de
dominancia (GG vs GA+AA e GG vs GC+CC) nos grupastrole e com doenca

periodontal (moderada a severa)

Genotipo Saudaveis Moderada-a-severa p-valor
n % n %
TNF GG 18 66,7 33 86,8 P=0,069
TNF GA+AA 9 33,3 5 13,2
IL-6 GG 12 44,5 31 81,6 P=0,003*
IL-6 GC+CC 15 55,5 7 18,4

*Nivel de significancia 5%.

Discussao

O presente estudo investigou a freqiéncia depidisorfismos de nucleotideo
anico (interleucina-6 -174G/C e fator de necrosedral-a -308G/A) em idosas e
avaliou sua correlacdo com as condi¢cbes periodontanbora inUmeros autores
reportaram associagdo entre polimorfismos e dogegeodontal, poucos estudos
preocuparam-se em neutralizar fatores de confundore consideraram a importancia
dos fatores ambientais na categorizacdo de caswsm@les.

A critica existente entre os estudos de correlagdacionados a doenca
periodontal refere-se a variacdo na literatura guanconceituacéo e classificagdo da
doenca e sua severidade. Ademais, ha diferencdsfimicdo dos casos e controles. O
presente estudo definiu e classificou a doencagental de acordo com a Academia
Americana de Periodontologia (22). Os parametr@scols da amostra do presente
trabalho podem ser analisados na tabela 1. Vakaltas que o grupo controle nao
mostrou perda de insercao clinica enquanto os grogm a doenca revelaram perda de

insercdo clinica significativa associada a presedeasinais clinicos de doenca
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periodontal tais como alto indice de sangramernptaea, confirmando a atividade da
doenca.

Outras questbes que merecem consideracdo estimonaldas aos fatores
ambientais, por exemplo, o habito de fumar, a hmibucal, doencas sistémicas ou
caracteristicas gerais (classe sdcio-econdmicdgidgagénero) ja que todos exercem
influéncia na expressao de determinados fenotiphsA( amostra do presente estudo
apresenta caracteristicas homogéneas haja visteagae e controles sdo semelhantes:
todos os participantes sdo mulheres idosas brasil@om nivel sécio-econdmico baixo
(18) e nenhuma apresenta o habito de fumar. Estaslisancas tornam as comparagdes
entre grupos mais acurada, aumentando o grau idadealdo estudo.

A literatura demonstrou que ocorre aumento dolrmigdL-6 no soro a medida
que ocorre 0 avanco da idade. Este aumento inicentre 30-40 anos, torna-se mais
evidente independentemente de quaisquer desordamsas e mostra-se proeminente
na terceira idade (24,25). Alguns autores justifissta condi¢do através do fenémeno
denominadoinflammaging, 0 qual é usado para caracterizar estado de atwida
inflamatoria basal causada por agentes antigérocogor producdo idiopatica de
citocinas (16,25). Por esta razdo, cabe enfatimar ajpopulacdo geriatrica apresenta
particularidades referentes ao aspecto imunologjoe devem ser consideradas.
Portanto, a idade deve ser considerada como inmpertator de confundimento. No
presente estudo, casos e controles apresentardes igiailares, acima de 60 anos.

O principal achado do presente estudo foi que wotgw G/G -174 da
interleucina-6 foi estatisticamente associado anc¢eperiodontal moderada a severa
apos neutralizacéo dos fatores de confusao (T@bel). Tervonen et al. (14) relataram
evidente associacdo entre o genotipo G/G da IL-8useeptibilidade a periodontite
cronica em populacdo Caucasiana da Finlandia, etmdaevillato et al. (9) reportaram
dados similares em populacdo brasileira. Esta mgsmc genética com o grau de
severidade da periodontite € consistente com oadashda presente pesquisa. Os
resultados também corroboraram a verificacdo mead por Trevillato et al (9) a
qual realca que a presenca do alelo C pode repagdancao protetora visto que este
fato pode levar a producdo reduzida de IL-6. Osltados da presente pesquisa
mostraram que o0s portadores do alelo C foram sigtifamente menos afetados pela
doenca periodontal quando comparados aos portador@elo G (Tabela 3).

Apesar de numerosas pesquisas sobre o papel deaTiNF progresséo da

doenca periodontal (26,27), no presente estuddaidmbservado diferenca estatistica
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entre os genodtipos do TNFFNnos grupos comparados (Tabela 2 e 4). A distrdmudo
alelo A do polimorfismo do gene do TNFentre individuos com periodontite ndo se
mostrou diferente do grupo controle (Tabela 3)aEaita de associacdo aqui encontrada
esta em conformidade com outros estudos que regartgue o polimorfismo do gene
do TNF-a na posicdo -308 néo pode ser identificado comur @ suscetibilidade ou
severidade a doenca periodontal (11,12,28,29). detmo lado, Galbraith et al.(30)
relataram que pacientes com doenca periodontahqmes do alelo raro na posicao -
308 do gene do TNE-apresentaram maior producdo de TéNEuando comparados
aos nao portadores. Contudo, em estudo anteribzaga pelos mesmos autores, néo
foi detectado diferenca significativa na distritidagcdos gendtipos do TN#-308,
embora os niveis de TNi-encontrados tenham se mostrado mais altos emnpegie
doentes portadores do alelo raro (27). Os resudtadoflitantes podem ser atribuidos a
diferencas do tamanho e na forma de selecdo daranoos ainda, devido ao efeito de
fatores como fumo ou género nao controlados.

O presente estudo apresenta algumas limitacoessePtratar de estudo com
casuistica estritamente feminina e idosa, nao giymlextrapolar as conclusdes para o
género masculino ou para pacientes jovens ja dieratura demonstrou que género e
idade podem exercer influéncia em estudos genéf®oOutra questao que deve ser
considerada € que a presente pesquisa nao foedeédrcomo investigacao longitudinal.
Consequientemente, os resultados devem ser analiseolm cuidado. Estudos
longitudinais com acompanhamento de pacientes degem conduzidos para
confirmacéo dos achados.

E importante salientar que este é o primeiro esteth que as variacbes
genéticas da IL-6 foram relacionadas a doenca gmmtal considerando populacéo
idosa. Inumeros estudos epidemiologicos ja demamasir aumento da perda de
insercdo clinica periodontal & medida que aument&daale (31). Portanto, a
identificacdo de genes candidatos pode resultan@ms recursos diagndsticos para
avaliacao de risco da doenca, diagnostico precaudivedualizacéo do tratamento (8).

Em concluséo, baseando-se nos presentes achadmditeratura disponivel,
existem dados insuficientes para confirmar a aagéoi entre o polimorfismo do gene
do TNF-a na posicdo -308 e doenca periodontal. Em contidpara avaliagcdo do
polimorfismo do gene da IL-6 na posicdo -174 rewefpue o gendtipo G/G foi

bY

significativamente correlacionado a presenca deog@ntite crOnica em pacientes
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idosas brasileiras. Estes achados sugerem quéooGalgode exercer papel importante
na progressdo da doenca periodontal nesta popul&géicetanto, sdo necessarias

investigacdes longitudinais para confirmacéo desltados.
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