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RESUMO

Lesao Central de Células Gigantes (LCCG) é uma patologia intradéssea
incomum, classificada em agressiva e nao agressiva, de patogénese incerta,
inexistindo concordancia se € neoplasica ou reativa, porém a atividade
proliferativa foi demonstrada em células estromais, sugerindo possibilidade de
desregulacéo do ciclo celular na patogénese. Objetivo: Analisar o polimorfismo
em genes envolvidos no processo inflamatorio em pacientes com a lesao.
Dentre eles, o de IL1 B -511C/T, ILIRN (VNTR), IL6 -174 G/C e IL8 -251 A/T.
Para isso, foi coletado sangue de 14 pacientes. A presenca dos polimorfismos
foi determinada pela extragdo de DNA, por PCR e por PCR-RFLP. Dos casos
estudados, 10 eram do sexo feminino e 4 do masculino, sendo 10 agressivos e
4 ndo agressivos, ocorrendo uma propor¢cao de 1:1 maxila/mandibula. Dentre
0s 14 casos, 10 apresentaram genoétipo (L/L), 2 (L/2*) e 2 (2*/2*) para IL1 RN.
Para IL1 B, 5 foram (T/T), 7 (C/T) e 2 (C/C). Para IL6, 10 (G/G), 3 (G/C), 1
(CIC) e para IL8, 3 (A/A), 8 (A/T), 3 (T/T). Foi verificada a importancia do alelo
polimorfico de IL6 na condicdo de protecdo a LCCG (p=0,00037). Nao se
verificou significancia estatistica quando comparados 0s grupos agressivo e
nao agressivo da lesdo, mas de forma oposta, a IL6 teve p significante quando
feita a comparacao entre os grupos agressivo e controle (p=0,00024); e entre
0S grupos nao agressivo e controle (p=0,00065). Obteve-se tambéem
associacoes significativas de IL6 com o polimorfismo de IL1 8 -511C/T , ILIRN
(VNTR) e IL8 -251 A/T para variadas combinacdes de genoétipo de forma a
confirmar a dominancia do alelo polimérfico de IL6. Conclui-se que citocinas
podem ter papel na melhor compreenséo da patogénese e do comportamento
clinico, contribuindo para o entendimento da susceptibilidade genética e
severidade da lesdo. Entretanto, novos estudos com maior casuistica
associando essas e outras interleucinas devem ser realizados para esclarecer

essas correlacoes.

Palavras-chave: Lesdao Central de Células Gigantes. Polimorfismos.
Citocinas IL 1RN; IL 1 8; IL6 e IL8.
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ABSTRACT

Central Giant Cell Lesion is an intraosseous lesion, classified as
aggressive and non-aggressive, of uncertain pathogenesis. There is no
agreement on whether it is neoplastic or reactive, but the proliferative activity
was demonstrated in stromal cells, suggesting the possibility of deregulation of
the cell cycle in the pathogenesis. Objective: to analyse polymorphism in genes
involved in inflammation in patients with the injury, among them, IL1 8 -511C/T,
ILIRN (VNTR), IL6 -174 G/C e IL8 -251 A/T. In order to do this, blood of 14
patients was collected. The presence of polymorphisms was determined by
DNA extraction, by PCR and by PCR-RFLP. Of the cases studied, 10 were
female and 4 were male, 10 were aggressive and 4 were non-aggressive,
having a 1: 1 maxilla / mandible ratio. Among the 14 cases genotype, 10 were
(L/L), 2 (L/2*) and 2 (2*/2*) for ILIRN. For IL1 B, 5 were (T/T), 7 (C/T) and 2
(CIC). For IL6, 10 (G/G), 3 (G/C), 1 (C/C) and for IL8, 3 (A/A), 8 (A/T), 3 (T/T).
The importance of the polymorphic allele of IL6 in the LCCG protection
condition (p = 0.00037) was verified. There was no statistical significance for
any interleukin when comparing the aggressive and non-aggressive groups of
the lesion, but in contrast, the IL6 had a significant difference when the
aggressive and control groups were compared (p = 0.00024); and between the
non-aggressive and control groups (p = 0.00065). Associations of IL6 with the
IL18 -511C/T, ILIRN (VNTR) and IL8-251 A/T polymorphisms were also
obtained for the genotype combinations in order to confirm the dominance of
the polymorphic allele of IL6. It is concluded that cytokines may play a role in
better understanding of the pathogenesis and clinical behavior, contributing to
the understanding of genetic susceptibility and severity of the injury. However,
further studies with larger sample relating other interleukins should be

performed to clarify these correlations.

Keywords: Central Giant Cell Lesion. Polymorphisms. Cytokines IL-1RN, IL- S,
IL6 and IL8.
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1. INTRODUCAO

Lesdo Central de Células Gigantes (LCCG) dos maxilares é uma
patologia intrabssea incomum, que ocorre exclusivamente na regido
maxilofacial, e compreende cerca de 7% de todos os tumores benignos dos
maxilares'356, N&o obstante classificada como uma lesdo benigna, essa
patologia apresenta comportamento clinico variavel, podendo ser classificada

em lesOes agressivas e ndo agressivas?S.

A apresentacdo clinica ndo agressiva de LCCG é de aumento de volume
assintomatico, de crescimento lento e ndo envolve perfuracdo da cortical
O0ssea. Em LCCG agressiva, crescimento rapido, sintomatologia dolorosa,
reabsorcdo radicular, deslocamento dentario e destruicdo Ossea local e
perfuracdo cortical podem estar presentes. Além disso, em muitos casos,
geram assimetrias faciais, destruicéo tecidual, apresentando também tendéncia
para recorréncia apds o tratamento?°. Por tais motivos, causam tanto no seu
desenvolvimento, como no tratamento, consequéncias mutiladoras na face.
LCCG mostra uma predilecdo em pacientes do sexo feminino (2:1)36, com
localizagdo mais comum na mandibula que na maxila (2:1)', mais
especificamente regido anterior da mandibula, e predominantemente ocorre

antes dos 30 anos de idade36°,

Figura 1: (A)- Aspecto extraoral de assimetria facial em paciente com LCCG regido
posterior direita de mandibula. (B)-Aspecto Intraoral da lesdo, com aumento de volume e
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afastamento dentério em regido posterior de mandibula. (C) -Imagem panoramica com
aspecto de grande area radiollcida e reabsorcdo 6ssea. Arquivo Dr. Renato Maia

by

N&do h& concordancia quanto a patogénese da LCCG. Existe até
dubiedade se a LCCG é uma lesdo neoplasica ou um processo reativo'®. Seja
pela suspeita de lesdes encontradas em locais de exodontias apontando uma
natureza reativa da LCCG?; ou no caso de lesdes agressivas, com
crescimento rapido e altas taxas de recorréncia que sugerem uma hatureza
neoplasica desta lesdo. Histologicamente, a LCCG apresenta estroma fibroso
com exsudato hemorragico, grande numero de vasos, depdsitos de
hemossiderina, focos de ostedide!® e células gigantes multinucleadas (CGM)
distribuidas irregularmente em um fundo celular composto por células
estromais mononucleadas (CEM) com nucleo de formato ovalado ou
fusiforme®® (Fig. 3 e Fig. 4). Na variante agressiva, as CGM sdo usualmente

mais numerosas, maiores, com maior quantidade de ndcleos, e uniformemente

distribuidas pela leséo®.

‘ N Lt \ 3 v\ o WY v Vi -
e O W T s |
. LN LN L | s ! - w N . i 4 3
Figura 2- (A) Histopatologico em LCCG, aspecto de células multinucleadas em rico

estroma fibroso com células estromais de nucleo com formato ovalado ou

fusiforme. (B) Maior aumento da imagem A. Arquivo Dr. Renato Maia.

Por meio de estudos recentes acerca da patogénese da LCCG, tem-se
levantado a possibilidade de desregulacdo no ciclo celular de células
fusiformes das CEM através da presenca de atividade proliferativa destas. Em
tumores, a expressdo aberrante de variadas ciclinas podem causar

18



anormalidades no seu ciclo celular, direcionando uma progresséo desregulada
desse ciclo4.

De acordo com alguns estudos, é notado que a patogénese molecular
de LCCG indica que alteracdes genéticas podem estar implicadas na etiologia
de alguns casos da lesdo®. Os autores sugeriram que as lesdes que se
comportam como neoplasmas (lesbes agressivas), por meio de um evento
epigenético que ocorre com as células mesenquimais do 0sso, resultam em
perda de controle do ciclo celular, bem como na expressdo das proteinas que
sdo capazes de recrutar monécitos e promoverem diferenciacdo em
osteoclastos. Dessa forma, os autores apontam que o0 estudo molecular dessa
lesdo possibilitaria 0 conhecimento necessario para o controle sobre a
proliferacdo das CEM, que parecem ser as responsaveis em conduzir esse
tumor, direcionando uma terapia mais benéfica para o paciente com essa
lesdo’. E necessaria entdo a compreenséo de possiveis alteragdes genéticas e
biomoleculares da lesdo, sua vias de proliferacdo, seus mecanismos de
modificacdo do comportamento, para que assim possam-se desenvolver
formas mais conservadoras de tratamento”-%.

Citocinas inflamatdrias, como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL6) e
interleucina 8 (IL8) apresentam papel importante na reabsorcdo éssea
induzindo a producdo de metaloproteinases de matriz (MMPS) e
prostaglandinas bem como na diferenciacdo e inducdo osteoclastical’1819.21,
Tais ILs podem ter sua expressao alterada atravées de polimorfismos genéticos,
dessa forma, alterando a resposta inflamatéria do paciente com LCCG?.

A familia IL-1 é multifuncional e tem trés membros muito bem estudados,
dois agonistas - IL-7a e IL-18 - e o0 antagonista IL-1Ra. A IL-1Ra inibe a ac¢éo
inflamatoria induzida pela IL-1 ao bloquear a ligacdo de IL-1 ao receptor tipo |
da IL-1 (IL-1RI). IL-1Ra se expressa pelo gene IL1IRN!?2 Dentro desse
contexto, qualquer alteracdo que leve a mudanca na reposta normal de
inflamacéo pode modificar o processo de reabsorcdo 6ssea de uma patologia.

A interleucina 6 é produzida por variadas células como linfocitos,
macrofagos e mondcitos. Essa IL pode ter atividade inflamatéria ou anti-
inflamatdria, através do controle de niveis de citocinas pré-inflamatériast’2°,

Essa IL encontra-se elevada em tecidos inflamados e é capaz de estimular a
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formacdo de osteoclastos e reabsorcdo Ossea. Devido a sua presenca em
diferentes tecidos do corpo e em qualquer tipo de inflamacgao, frequentemente
os niveis de IL6 estdo correlacionados a gravidade das doengas?23,

A IL8 é produzida por ampla variedade de células como neutrdfilos,
mondcitos, fibroblastos e principalmente por macréfagos. Age tanto como
guimioatrator de linfécitos e neutrofilos assim como na sua ativagao, parecendo
estimular seletivamente a atividade da metaloproteinase(MMP) dessa célula.
Esta IL também induz proliferacéo celular, angiogénese e migragdo celular!’20.

A alteracdo na atividade biolégica pode ser decorrente de
polimorfismos genéticos. Os genes polimoérficos apresentam variantes alélicas
com frequéncia superior a 1% na populacdo. Estima-se que cerca de 90% das
variagdes de sequéncias em seres humanos sao causadas por polimorfismos
de substituicdo da base nitrogenada de um UuUnico nucleotideo (Single
NucleotidePolymorphisms — SNPs)?0.

Dentro desse contexto, esse estudo se designou a estudar o
polimorfismo de quatro interleucinas descritas como sendo importantes para a
susceptibilidade e severidade de doencas inflamatérias (IL1 8 -511C>T, ILIRN
(VNTR), IL6 -174G>C e IL8 -251A>T). O polimorfismo genético em genes de
interleucinas altera sua expressdo e, consequentemente podem ser
importantes no contexto dessa patologia oral, uma vez que estao relacionadas

ao processo de modulacao da inflamacéo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica da Universidade de
Fortaleza, com o numero de protocolo 54868216.6.0000.5052, respeitando a
Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude.

Aos familiares e responsaveis, foram garantidos o sigilo das informacgdes

e 0 anonimato, de acordo com as normas éticas da investigacao cientifica.

2.2 Populacao

Foram incluidos nesse estudo 14 pacientes com LCCG e 53 controles
para o estudo dos polimorfismos genéticos das interleucinas. Na presente
pesquisa participaram pacientes com diagnoéstico histopatoldégico de LCCG,
com laudos histopatologicos do laboratério de Anatomia Patologica
Bucomaxilofacial da Universidade de Fortaleza, e atendidos na Universidade
Federal do Ceara, Universidade de Fortaleza, Hospital Batista Memorial e
Hospital Geral de Fortaleza.

Critério de inclusédo: Paciente com diagndstico histopatologico de LCCG
realizados no laboratorio da Universidade de Fortaleza.

Critérios de exclusdo: Pacientes com diagndstico de hiperparatiroidismo,
guerubismo ou tumor marrom; pacientes sem dados clinicos ou imaginologicos
suficientes para classificacdo de agressividade da LCCG.

Foram coletadas amostras de sangue, 5ml, de 14 pacientes. Para avaliar
os casos foi realizada a andlise da presenca de polimorfismos em IL 1RN, IL18,
IL6 e IL8. Estas amostras de sangue foram conservadas em tubo de ensaio
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para amplificacdo de DNA por

reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2.3 Extrac&do de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizados 5 ml de sangue
periférico coletados dos pacientes. Os leucécitos foram obtidos apds a
realizacdo do buffy-coat, processo que envolve a lise das hemacias.

A extracdo do DNA, utilizando o método de salting-out®?, foi realizada em
seguida ao buffy-coat. Nos casos em que o procedimento nao foi imediato, o
pellet de leucdcitos foi armazenado em freezer, em uma temperatura de -20° C,
para posterior extracdo em até 15 dias, sendo o ideal em até 48 horas apds a
coleta. A quantificacdo do DNA foi determinada utilizando NanoDropTM® 3300
fluorospectrometer (Wilmington, DE, USA) e a qualidade do DNA extraido foi
analisada no gel de agarose 1%.

Os polimorfismos genéticos de IL1B -511C/T (rs16944), IL6 -
174G/C(rs1800795) and IL8 -251A/T (rs4073) foram detectados por PCR-
RFLP, e o polimorfismo de IL1RN foi detectado por PCR (Tabela 1).

Todas as reacOes para deteccado de polimorfismo e suas analises foram
realizadas no Laboratorio de Genética Molecular- LABGEM da Universidade

Federal do Ceara.

Tabela 1: Primers e protocolos usados para PCR-RFLP.

Polimorfismo Sequéncia do primer Fragmento de Enzima de Referéncia
PCR restricdo
IL1B -511C/T F5 TGG CATTGATCT GGTTCATC 3’ 304pb Ava | Upadhyay et al.,
(rs16944) R 5" GTT TAG GAATCT TCC CACTT 3’ 2008.
ILIRN VNTR F 5’ CTCAGCAACACTCCTAT 3’ 240, 326, - Upadhyay et al.,
R 5 TCCTGGTCTGCAGGTAA 3’ 412,484 2008.
498pb
IL6 -174G/C F 5 TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT 3’ 198pb SfaN | FernandezReal et
(rs1800795) R 5" CTGATTGGAAACCTTATTAAG 3’ al., 2000
IL8 -251A/T F 5' CCATCATGATAGCATCTGTA 3’ 173pb Ase | Wei et al., 2007.

(Rs4073)

R 5" CCACAATTTGGTGAATTATTAA 3’
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2.4 Polimorfismo em IL 1RN

A variacdo polimoérfica do gene da IL1IRN foi detectada por meio da
analise do DNA gendmico, utilizando Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Na reacao de PCR foram utilizadas as seguintes concentracdes de reagentes:
1x GoTag® Master Mix (Promega), 0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador,
50 ng de DNA e 4gua nuclease free suficiente para 20pL.

A regido polimorfica foi amplificada por PCR: a desnaturacéo inicial foi
de 95°C/5 minutos, sendo estabelecidos 40 ciclos para desnaturacdo (95°C/1
minuto), anelamento dos primers (55°C/50 segundos) e extensdo (72°C/1
minuto).

Os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata, utilizando um marcador de 50
pares de bases (pb). Poderiam ser encontrados os alelos IL 1RN*1 (L/L)
correspondendo a um fragmento de 410 pb (04 copias de uma sequéncia de 86
pb), IL 1RN*2(C/C) correspondendo a um fragmento de 240 pb (02 cépias de
mesma sequéncia), IL 1RN*3 correspondendo a um fragmento de 325 pb (03
copias de mesma sequéncia), IL 1RN*4 com um fragmento de 500 pb (05
copias de mesma sequéncia), IL 1RN*5 com um fragmento de 585 pb (06
copias de mesma sequéncia), IL 1IRN*6 com um fragmento de 155 pb, 01 copia
de mesma sequéncia, (Upadhyay et al., 2008). Os alelos com 3, 4, 5 e 6 copias
foram enquadrados no grupo de alelos longos (AL), enquanto que os alelos
com 1 ou 2 repeticdes ficaram no grupo de alelos curtos (AC)?¢. Para ILIRN os
gendtipos obtidos sao selvagem L/L, heterozigoto L/2* e homozigoto

polimorfico 2*/2*.

2.5 Polimorfismo em IL 1B

A presenca do polimorfismo de Unico nucleotideo (SNPs) da interleucina
IL 1B foi detectada por meio da analise do DNA genémico, utilizando Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e RFLP (restriction fragment length
polymorphism). Na reacdo de PCR foram utilizadas as seguintes
concentragbes de reagentes: 1x GoTag® Master Mix (Promega), 0,5uM de

cada oligonucleotideo iniciador, 50 ng de DNA e agua nucleasse free suficiente
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para 20uL. A temperatura de anelamento foi de 55,5°C com amplificacdo de
fragmento de 304 pares de bases (Upadhyay et al., 2008). O produto do PCR
foi visualizado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo sob
transluminador de luz ultravioleta. Os produtos gerados foram submetidos a
digestdo enzimatica com 4U da endonuclease de restricdo Aval, acrescida do
tampao sugerido pelo fabricante em um volume final de 7,5uL. Os fragmentos
resultantes da restricdo foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% corado
com nitrato de prata. A genotipagem das amostras foi feita baseando-se nos
diferentes tamanhos de fragmentos gerados: gendétipo homozigoto polimoérfico
TT (304pb), gendtipo heterozigoto CT (304, 190 e 114pb) e gendtipo selvagem
CC (190 e 114pb).

2.6 Polimorfismo em IL6

A presenca do polimorfismo de unico nucleotideo (SNPs) da interleucina
IL-6 foi detectada por meio da analise do DNA gendmico, utilizando Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e RFLP (restriction fragment length
polymorphism). Amostras genotipadas previamente e possuidoras dos sitios de
clivagem para a enzima de restricdo utilizada, foram usadas como controle das
reacdes de restricAo enzimatica. Na reacdo de PCR foram utilizadas as
seguintes concentracdes de reagentes: 1x GoTaq® Master Mix (Promega),
0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 50 ng de DNA e agua nucleasse free
suficiente para 20uL. A temperatura de anelamento foi de 55°C com
amplificacdo de fragmento de 198 pares de bases (Fernandez-Real et al.,
2000). O produto do PCR foi visualizado em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta. Os produtos gerados
foram submetidos a digestdo enzimatica com 4U da endonuclease de restricao
SfaNl, acrescida do tampé&o sugerido pelo fabricante em um volume final de
7,5uL. Os fragmentos resultantes da restricdo foram visualizados em gel de
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata. A genotipagem das amostras foi
feita baseando-se nos diferentes tamanhos de fragmentos gerados: genétipo
selvagem GG (140pb), gendtipo heterozigoto GC (140 e 198pb) e gendtipo
homozigoto polimdérfico CC (198pb).
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2.7 Polimorfismo em IL8

A presenca do polimorfismo de Unico nucleotideo (SNPs) da interleucina
IL-8 foi detectada por meio da analise do DNA gendmico, utilizando Reacao em
Cadeia da Polimerase (PCR) e RFLP (restriction fragment length
polymorphism). Amostras genotipadas previamente e possuidoras dos sitios de
clivagem para a enzima de restricao utilizada, foram usadas como controle das
reacdes de restricdo enzimatica. Na reacdo de PCR foram utilizadas as
seguintes concentracbes de reagentes: 1x GoTaq® Master Mix (Promega),
0,5uM de cada oligonucleotideo iniciador, 50 ng de DNA e agua nucleasse free
suficiente para 20uL. A temperatura de anelamento foi de 57°C com
amplificacdo de fragmento de 173 pares de bases (Wei et al., 2007). O produto
do PCR foi visualizado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
sob transluminador de luz ultravioleta. Os produtos gerados foram submetidos
a digestdo enzimatica com 4U da endonuclease de restricdo Asel, acrescida
do tampado sugerido pelo fabricante em um volume final de 7,5uL. Os
fragmentos resultantes da restricdo foram visualizados em gel de poliacrilamida
7% corado com nitrato de prata. A genotipagem das amostras foi feita
baseando-se nos diferentes tamanhos de fragmentos gerados: genotipo
selvagem AA (152pb), gendtipo heterozigoto AT (152 e 173pb) e genotipo
homozigoto polimorfico TT (173pb).

2.8 Anédlise Estatistica
Os dados foram tabulados no Statistical Packcage for the Social
Sciences (SPSS) no qual as analises foram realizadas adotando uma confianca
de 95% e expressos na forma de frequéncia absoluta e percentual. Utilizou-se
o teste do qui-quadrado para avaliacdo entre grupos. Um valor de p menor ou

igual a 0.05 foi considerado significante.
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3.RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os dados epidemioldgicos e clinicos dos 14
pacientes com LCCG. Os pacientes foram predominantemente do sexo
feminino. A idade variou de 5 a 38 anos de idade com uma mediana de idade
de 22 anos. Considerando o ponto de corte de 22 anos, ndo houve
predominancia de grupo de idade. Quanto a localizacao, a lesédo foi igualmente
distribuidas na maxila 50% (7/14) e na mandibula 50% (7/14) com um maior
namero de padrdes agressivos com 71,42% (10/14). No grupo controle, a idade
variou de 17 a 38 anos de idade com uma mediana de idade de 26,9 anos.
Todos os pacientes foram avaliados com sucesso para 0s polimorfismos

estudados.

Tabela 1- Epidemiologia da casuistica de LCCG

N %

Sexo

Feminino 10 71,42

Masculino 4 28,57
Idade

Até 22 anos 8 57,14

Mais de 22 anos 6 42.85
Maxilar

Maxila 7 50,0

Mandibula 7 50,0
Agressividade

N&ao Agressivo 4 28,57

Agressivo 10 71,42

Estudo dos polimorfismos de IL 1B -511C>T, IL1RN (VNTR), IL6 -174G>C e
IL8 -251A>T.

A tabela 2 mostra a distribuicAo dos gendétipos das Interleucinas
estudadas nos casos de LCGC distribuidos de acordo com a gravidade da
lesdo e os controles. Apesar do n reduzido de casos, 0s genotipos homozigotos
polimo rficos foram bem representados.

O gendtipo selvagem foi o mais representado para IL1RN tanto no caso
como no controle e para IL6 somente em LCCG. Por outro lado os

heterozigotos foram os mais frequentes para a IL1(6 e IL8.
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Tabela 2: Frequéncia de gendtipos em LCCG e Controle

Controle
N=53
n(%)
Agressivos N=10  N&o agressivos N=4  Total N=14
n(%) n(%) n(%)
IL1RN
L/L 7(70,0) 3(75,0) 10(71,4) 33(62,3)
L/2* 2(20,0) - 2(14,3) 16(30,2)
2%[2* 1(10,0) 1(25,0) 2(14,3) 4(7,5)
L1
CiC 4(40,0) 1(25,0) 5(35,71) 19(35,8)
CIT 5(50,0) 2(50,0) 7(50,0) 26(49,1)
TIT 1(10,0) 1(25,0) 2(14,88) 8(15,1)
IL6
GIG 7(70,0) 3(75,0) 10(71,4) 2(3,8)
G/C 3(30,0) - 3(21,4) 41(77,4)
C/C - 1(25,0) 1(7,1) 10(18,9)
IL8
AJA 3(30,0) - 3(21,4) 21(39,6)
AIT 4(40,0) 4(100,0) 8(57,1) 26(49,1)
TIT 3(30,0) - 3(21,4) 10(18,9)

As Comparacdes entre distribuicdo das frequéncias genotipicas dos

pacientes com LCCG com o grupo controle, tendo como referencia o genétipo

selvagem, sdo apresentadas nas tabelas 3 e 4.

N&o foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos apesar

de ser observada uma maior frequéncia do genétipo polimorfico de ILLRN em

detrimento de menor frequéncia dos heterozigotos nos casos de LCCG em
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relac@o ao controle. Essa auséncia de significancia é confirmada nos modelos

dominante para ambas as enzimas (2*/2* + L/2* para ILIRN, T/T + C/T para

IL1B).

Tabela 3: Distribuicdo de pacientes com LCCG e Controle de acordo com

ILARN e IL1 B gendtipos e alelos.

Genotipo/Alelo Total LCCG Controle OR P -value
N=67 N=14 N=53 [95%CL]
n(%) n(%)
IL1IRN
L/L 43(64,17) 10(71,4) 33(62,3) - -
L/2* 18(26,86) 2(14,3) 16(30,2) 0,41(0,05-2,41) 0,48
2%[2* 6(8,95) 2(14,3) 4(7,5) 1,65(0,18-13,28) 0,62
L/L + L/*2 6191,04) 12(85,71) 49(92,45) 0,81(0,28-2,31) 0,65
2%/2% + L/*2 24(35,82) 4(28,57) 20(37,73) 0,66(0,15-2,74) 0,52
IL1B
CiC 24(35,82) 5(35,71) 19(35,8) - -
CIT 33(49,25) 7(50,0) 26(49,1) 1,02(0,24-4,47) 0,97
TIT 10(14,92) 2(14,88) 8(15,1) 0,95(0,10-7,70) 1
C/C+CIT 57(85,07) 12(85,71) 45(84,90) 1,01(0,28-3,86) 0,98
TIT+CIT 43(64,17) 9(64,28) 34(64,15) 1,01(0,25-4,09) 0,99

Por outro lado a presenca do alelo polimorfico da IL6 -174G>C mostrou-

se altamente significante, onde a presenca desse alelo € associada a protecao

ou ao desenvolvimento da lesdo. Observa-se uma maior frequéncia do

gendtipo selvagem nos pacientes com lesdo comparados com o controle

(71,4% vs 3,6%, respectivamente), por outro lado uma maior frequéncia do

gendtipo homozigoto polimérfico no controle.
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O mesmo ocorre na comparacdo do genotipo heterozigoto. Semelhante

a IL1B -511C>T nenhum resultado significativo foi observado para a IL8

251A>T.

Tabela 4: Distribuicéo de pacientes com LCCG e Controle de acordo com IL6 e

IL8 gendtipos e alelos

Gendtipo/Alelo Total LCCG Controle OR p-value
N=67 N=14 N=53 [95%Cl]
n(%) n(%) n(%)
IL6
GIG 12(17,91) 10(71,4) 2(3,8) - -
GIC 44(65,67) 3(21,4) 41(77,4) 0,01(0-0,13) 0,0000005*
CiC 11(16,41) 1(7,1) 10(18,9) 0,02(0-0,34) 0,00037*
G/G + GIC 56(83,58)  13(92,85)  43(81,13) 0,06(0,01-0,36) 0,00016*
C/IC + GIC 55(82,08) 4(28,67) 51(96,22) 0,02(0-0,12) 0,0000002*
IL8
A/A 24(35,82) 3(21,4) 21(39,6) - -
AIT 34(50,74) 8(57,1) 26(49,1) 2,15(0,43-11,85) 0,33
TIT 13(19,40) 3(21,4) 10(18,9) 3,5(0,41-31,81) 0,3
A/A+AIT 58(86,56)  11(78,57)  47(88,67) 1,64(0,37-8,31) 0,98
TIT + AIT 47(70,14)  11(78,57) 36(67,92)  2,41(0,53-12,43) 0,2

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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Comparagbes de LCCG considerando a gravidade da lesdao e grupo

controle

Apesar do pequeno numero de lesbes nao agressivas foi realizado a

comparacdes entre o grupo Agressivo e o Nao agressivo e as mesmas com o

controle. Na analise comparando as LCCG agressiva e ndo agressiva nao foi

encontrado nenhum resultado significativo para os polimorfismos avaliados.

(Tabela 5)

Tabela 5: Agressivo X N&o agressivo

LCCG Agressivos Nao OR p-value
N=14 N=10 agressivos [95%CL]
n(%) n(%) N=4
n(%)
ILIRN
L/L 10(71,4) 7(70,0) 3(75,0) - -
L/2* 2(14,3) 2(20,0) 0 X 1
2*%[2% 2(14,3) 1(10,0) 1(25,0) 0,43(0,01-23,33) 1
IL1B
C/C 5(35,71) 4(40,0) 1(25,0) - -
CIT 7(50,0) 5(50,0) 2(50,0) 0,63(0,02-16,51) 1
TIT 2(14,88) 1(10,0) 1(25,0) 0,25(0-22,36) 1
IL6
G/G 10(71,4) 7(70,0) 3(75,0) - -
G/C 3(21,4) 3(30,0) 0 X 0,52
C/C 1(7,1) 0 1(25,0) 0(0-11,05) 0,36
IL8
A/A 3(21,4) 3(30,0) 0 - -
AIT 8(57,1) 4(40,0) 4(100,0) 0(0-4,53) 0,23
TIT 3(21,4) 3(30,0) 0 X X
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J& na comparacdo do grupo Agressivo com o grupo Controle, o
polimorfismo para a IL6 apresentou p significante para o gendtipo heterozigoto
(GC) (p=0,000024) e polimérfico (CC) (p=0,0007). Para essa mesma analise
em relacdo aos outros trés polimorfismos estudados nenhuma significancia foi

encontrada. (Tabela 6).

Tabela 6:Agressivo X Controle

LCCG Agressivos  Controle OR p-value
N=14 N=10 _ [95%CL]
n(%) n(%) N=53
n(%)
ILIRN
L/L 10(71,4) 7(70,0) 33(62,3) - -
L/2* 2(14,3) 2(20,0) 16(30,2) 0,59 0,7
2%[2* 2(14,3) 1(10,0) 4(7,5) 1,18(0-15,14) 1
IL1B
CiC 5(35,71) 4(40,0) 19(35,8) - -
CIT 7(50,0) 5(50,0) 26(49,1) 0,91(0,18-4,79) 1
TIT 2(14,88) 1(10,0) 8(15,1) 0,59(0,02-7,64) 1
IL6
GIG 10(71,4) 7(70,0) 2(3,8) - -
GIC 3(21,4) 3(30,0) 41(77,4) 0,02(0-0,19)  0,000024*
CiC 1(7,1) 0 10(18,9) 0(0-0,33) 0,0007*
IL8
A/A 3(21,4) 3(30,0) 21(39,6) - -
AIT 8(57,1) 4(40,0) 26(49,1) 1,08(0,17-6,98) 1
TIT 3(21,4) 3(30,0) 10(18,9) 3,5(0,41-31,81) 0,3

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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Apesar do N reduzido foi também obervado significancia para IL6,

comparando o grupo Nao Agressivo com o grupo Controle, onde o genotipo

heterozigoto (GC) mostrou protecéo para o desenvolvimento da lesdo. N&o foi

observado resultado significativo para os polimorfismos de IL1RN, IL13 e IL8.

Tabela 7: Nao agressivo x Controle

LCCG N&o Controle OR p-value
N=14 . _ [95%CL]
n(%) agressivos N=53
N=4 n(%)
n(%)
IL1IRN
L/L 10 (71,4) 3(75,0) 33(62,3) - -
L/2* 2 (14,3) - 16(30,2) 0(0-5,30) 0,54
2%[2* 2(14,3) 1(25,0) 4(7,5) 2,75 (0-48,36) 0,41
IL1B
C/IC 5(35,71) 1(25,0) 19(35,8) - -
CIT 7(50,0) 2(50,0) 26(49,1) 1,46(0,09-44,12) 1
TIT 2(14,88) 1(25,0) 8(15,1) 2,38(0-102,27) 0,53
IL6
G/IG 10 (71,4) 3(75,0) 2(3,8) - -
G/IC 3(21,4) - 41(77,4) 0 (0-0,2) 0,00065*
C/IC 1(7,1) 1(25,0) 10(18,9) 0,07 (0-1,50) 0,06
IL8
AlA 3(21,4) 3(30,0) - - -
AIT 8(57,1) 4(40,0) 4(100,0) X X
TIT 3(21,4) 3(30,0) - X X

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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Comparagdes da LCCG e controle considerando as associagdes

Com o objetivo de observar as relagdes entre 0os genétipos das Il estudadas,
foi realizado analise de associacfes genotipicas de duas a duas enzima, cujas
analises sdo mostradas nas tabelas 8 a 13. Por essas tabelas observa-se que
os resultados significativos foram sempre associados com o polimorfismo da
IL6 (tabelas 9,11 e 13). Nota-se ainda que para a associa¢do dos gendtipos de
ILIRN com IL1B(TABELA 8), ILIRN com IL8(TABELA 10) e IL1B com
IL8(TABELA12) n&o se encontrou p significante.

Tabela 8: ILIRN E IL1B

Genétipos N °de N° de N° de OR P-
ILRN + IL18 pacientes pacientes Controles (95% ClI) value
(Total:67) com (Total:53)
(n) LCCG (n)
(Total:14)
(n)
L/L +C/C 67 15 52 - -
L/L +CIT 76 17 59 1(0,42-2,36) 0,99
L/L +T/T 53 12 41 1,01(0,39-2,61) 0,97
L/L +(T/T + CIT) 86 19 67 0,98(0,42-2,27) 0,96
L/*2 + CIC 42 36 0,67(0,22-2,00) 0,43
L/*2 + CIT 51 9 42 0,74(0,27-2,03) 0,52
L2+ T/T 28 24 0,58(0,14-2,15) 0,36
L/*2 + (T/T + CIT) 53 13 50 0,9(0,36-2,25) 0,8
*2/*2 + CIC 30 23 1,06(0,34-3,25) 0,91
*2/*2 + CIT 39 30 1,04(0,37-2,92) 0,93
*2/*2 + TIT 16 12 1,16(0,27-4,70) 1
*2/*2 + (T/T + CIT) 51 13 38 1,19(0,47-3,02) 0,69
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De acordo com a tabela 9, a presenca de um Unico alelo polimérfico de

IL6 (GC) combinada ao genotipo selvagem de IL1IRN (LL), jA mostra

significancia estatistica p=0,003. J4 o alelo polimorfico de ILIRN (2*), sé

apresenta significancia estatistica somente se associado ao genotipo

heterozigoto de IL6 (GC) p=0,00019 ou quando em dupla homozigose (2*2*)

p=0,02.

Tabela 9:IL1RN e IL6

Genétipos N °de N° de N° de OR P-
ILIRN + IL6 pacientes pacientes Controles (95% ClI) value
(Total:67) com (Total:53)
(n) LCCG (n)
(Total:14)
(n)
L/L + GIG 55 20 35 - -
L/L +G/C 87 13 74 0,31(0,13-0,74) 0,003
L/L +C/C 54 11 43 0,45(0,17-1,15) 0,06
L/L +(C/C + GIC) 98 14 84 0,29(0,12-0,69) 0,0016
L/*2 + GIG 30 12 18 1,17(0,42-3,21) 0,74
L/*2 + GIC 62 57 0,15(0,05-0,49)  0,00019
L/*2 + CIC 29 26 0,2(0,04-0,83) 0,011
L/*2 + (CIC + G/C) 73 67 0,16(0,05-0,46)  0,00008
9
*2/*2 + GIG 18 12 6 3,50(1,01-12,57) 0,02
*2/*2 + G/C 50 5 45 0,19(0,06-0,62) 0,001
*2/*2 + CIC 17 3 14 0,38(0,07-1,65) 0,14
*2/*2 + (CIC + G/C) 61 6 55 0,19(0,06-0,57)  0,00062

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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Tabela 10:IL1RN E IL8

Genotipos N °de N° de N° de OR P -
ILRN + IL8 pacient pacientes Controles (95% ClI) value
es com (Total:53)
(Total:6 LCCG (n)
7) (Total:14)
(n) (n)
L/L + A/A 67 13 54 - -
L/L + AT 77 18 59 1,27(0,53-3,08) 0,56
L/L+T/T 52 13 39 1,38(0,53-3,61) 0,46
L/L +(T/T+ A/T) 86 21 65 1,34(0,58-3,15) 0,45
L/*2 + AIA 42 5 37 0,56(0,16-1,89) 0,30
L/*2 + AIT 52 10 42 0,99(0,36-2,71) 0,98
L/*2+TIT 29 5 24 0,87(0,24-3,02) 0,80
L/*2 + (T/T+ AIT) 61 13 48 1,13(0,44-2,80) 0,78
*2/*2 + AIA 30 5 25 0,83(0,23-2,89) 0,74
*2/*2 + AIT 40 10 30 1,38(0,49-3,89) 0,49
*2/*2 + TIT 15 5 10 2,08(0,51-8,27) 0,30
*2/*2 + (TIT+ AIT) 49 13 36 1,5(0,57-3,94) 0,36

O cruzamento de gendtipos para IL1B e IL6 mostra que a presenca de
um unico alelo polimorfico de IL6, seja o gendtipo heterozigoto (GC), ou seja, 0
gendtipo polimérfico (CC), traz significancia estatistica para qualquer
combinag¢do com IL1B, independente de seu gendtipo, conforme a tabela 11.
Somente nos casos em que houve o gendtipo selvagem de IL6 (GG), ndo se

verificou significancia estatistica.
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Tabela 11: IL1B e IL6

Genotipos N °de N° de N° de OR P - value
IL18 + IL6 pacientes pacientes Controles (95% ClI)
(Total:67) com (Total:53)
(n) LCCG (n)
(Total:14)
(n)

C/IC + GIG 36 15 21 - -

C/IC +G/C 68 60 0,19(0,06-0,56) 0,0004*

C/IC+C/C 35 29 0,29(0,08-0,98) 0,02*
C/C +(CIC + G/C) 79 70 0,18(0,06-0,52)  0,00021*

CIT +GIG 45 17 28 0,85(0,32-2,29) 0,72

CIT+GI/C 77 10 67 0,21(0,07-0,59) 0,0006*

CIT +C/C 44 8 36 0,31(0,1-0,95) 0,02*
C/T + (C/IC+ GIC) 88 11 77 0,2(0,07-0,55) 0,00029*

TIT +GIG 22 12 10 1,68(0,51-5,63) 0,34

TIT+G/C 54 5 49 0,14(0,04-0,49) 0,00029*

TIT+C/C 21 3 18 0,23(0,04-1,07) 0,03*
TIT + (CIC + G/C) 64 6 59 0,14(0,04-0,46) 0,00011*

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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Tabela 12: IL1B8 e IL8

Genotipos N °de N° de N° de OR P -
IL18 +IL8 pacientes pacientes Controles (95% ClI) value
(Total:67) com (Total:53)
(n) LCCG (n)
(Total:14)
(n)
C/IC + AIA 48 8 40 - -
C/IC+ AIT 57 12 45 1,33(0,45-4,02) 0,56
CIC+TIT 33 8 25 1,6(0,47-5,49) 0,40
CIC +(TIT+ AIT) 67 16 51 1,57(0,56-4,49) 0,34
CIT + AIA 57 10 47 1,06(0,34-3,31) 0,90
CIT+AIT 67 15 52 1,44(0,51-4,16) 0,44
CIT+TIT 32 10 32 1,56(0,49-4,99) 0,39
CIT + (T/T+ AIT) 58 18 58 1,55(0,57-3,34) 0,34
TIT + AIA 34 5 29 0,86(0,22-3,33) 0,81
TIT+AIT 44 10 34 1,47(0,47-4,68) 0,46
TT+T/T 10 5 14 1,79(0,42-7,50) 0,36
TIT + (TIT+ AIT) 53 13 40 1,63(0,55-4,87) 0,33

Observando a tabela 13, a respeito da combinacao de genotipos de IL6
e IL8, nota-se que a combinacdo do gendtipo selvagem de IL6 (GG) combinado
a qualquer gendtipo de IL8 ndo possui p significante, mas quando o gendtipo
heterozigoto de IL6 (GC) esta combinado a qualquer genétipo de IL8 este
apresenta p significante. Nota-se ainda que a combinacdo do genotipo
polimérfico de IL6 (CC) combinado ao gendtipo selvagem de IL8 (AA)
apresenta p=0,014, assim como a combinacédo do gendtipo polimérfico de IL6

(CC) com o modelo recessivo de IL8 (AA + AT) apresenta p=0,03.
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Tabela 13:1L6 e IL8

Genotipos N °de N° de N° de OR P - value
IL6+IL8 pacientes pacientes Controles (95% ClI)
(Total:67) com (Total:53)
(n) LCCG (n)
(Total:14)
(n)

G/G + A/IA 36 13 23 - -

GIG + AIT 46 18 28 1,59(0,57-4,50) 0,32

G/IG+TIT 21 13 8 2,88(0,83-10,24) 0,059
GIG +(T/T+ AIT) 55 21 34 1,09(0,42-2,86) 0,84

GI/C + AIA 68 6 62 0,17(0,05-0,56)  0,00061*

GIC + AIT 78 11 67 0,29(0,1-0,81) 0,0073*

GIC+TIT 53 6 47 0,23(0,07-0,75) 0,005*
G/C + (TIT+ AIT) 87 14 73 0,34(0,13-0,9) 0,01*

C/IC + AIA 35 31 0,23(0,05-0,89) 0,014*

CIC +AIT 45 36 0,44(0,14-1,33) 0,105

CIC+TIT 20 16 0,44(0,1-1,85) 0,2
CIC + (T/T+ AIT) 54 12 42 0,51(0,18-1,42) 0,14

*p<0,05 (estatisticamente significante)
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4.DISCUSSAO

Na presente analise, foram escolhidos genes da resposta imune que
codificam proteinas que possam ser componentes na patogénese da LCCG.
Isso porque, em doencas de patogénese inflamatoéria, polimorfismos funcionais
em genes de citocinas podem confirmar diferengcas na sintese de secrecéo de
proteinas'®?2, Mesmo considerando a pequena amostra em estudo, foi possivel
observar que IL6 oferece uma relacao de protecédo a LCCG. Neste trabalho, foi
investigada a relagéo entre polimorfismos de IL1B -511C/T, ILIRN (VNTR), IL6
-174 G/C e IL8 -251 A/T, ndo vistas anteriormente em outras pesquisas

relacionadas a essa patologia, reforcando o ineditismo deste estudo.

Considerando a amostra desse estudo, obtivemos
predominantemente pacientes do sexo feminino (71,42%), com idades variando
entre a primeira e terceira décadas de vida (mediana de 22 anos) assim como
vemos essa predominancia na literatura®®, mas em relacdo a localizacéo,
obtivemos lesdes em numero igual na maxila e mandibula em discordancia
com a literatura, em que a prevaléncia dos casos possui localizacdo na

mandibulall.

Nossos resultados indicaram que somente a IL6 apresentou resultado
significativo, quando avaliada de forma isolada, indicando ainda uma
caracteristica protetora a LCCG. A andlise estatistica aponta que o alelo
polimorfico dessa interleucina esta relacionado protecdo a doenca. Isso €
visualizado uma vez que o gendtipo heterozigoto de IL6 (G/C) é encontrado
numa frequéncia de 21,4% em pacientes com LCCG e em 77,4% em pacientes
do grupo controle (p=0,0000005). Constata-se assim a caracteristica
dominante desse alelo polimérfico através da estatistica feita para o modelo
dominante (C/C + G/C) entre LCCG e populacdo, com p= 0,0000002 e

frequéncias de 28,67% e 96,22%, respectivamente.

Essa referida protecédo a lesdo do gendtipo polimorfico de IL6, € vista
por sua funcgéo critica na resposta inflamatéria de LCCG, assim como apontam

estudos que essa IL é regulada pela sua propria expressao, além de ser capaz
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de regular outras citocinas pré-inflamatérias?®. Além disso, sua caracteristica
multifuncional € fundamentada pela sua presenca nos mais variados tecidos
inflamatorios e pela diversidade da sua producgdo por diversas células. Dentre
essas células, os osteoclastos sao estimulados em sua formacéo por essa IL e
sdo apontados como importantes na funcéo da reabsorcao 6ssea, dessa forma,
influenciando na severidade de doencas inflamatérias?l. Isso pdde ser
observado na andlise entre os grupos agressivo de LCCG e o grupo controle
para o genoétipo heterozigoto (G/C), p=0,000024; e polimérfico (C/C) p= 0,0007
e entre 0S grupos ndo agressivo e controle para o genoétipo heterozigoto(G/C)
p=0,00065. A auséncia de significancia entre 0s grupos nao agressivo e
agressivo da lesédo para esta interleucina pode ser justificada pela pequena

amostra obtida da lesdo em estudo

A complexidade das doencgas, assim como 0s variaveis polimorfismos
genéticos que podem influencia-las em sua prevaléncia e severidade, dificultam
analises isoladas de polimorfismos devido a provavel ocorréncia de
associacoes entre eles. Nesse estudo, também foi realizado a andlise das IL's
de forma associada. Quando analisadas duas a duas, as interleucinas
associadas com IL6 mostraram-se significativas. E conhecido que o sinergismo
de IL1 e IL6 possam influenciar na iniciacdo de tumores, assim como no seu
crescimento e aceleracdo da resposta inflamatéria?®. Em nosso estudo,

encontramos associacao significante entre IL6 e IL1IRN, IL1b e IL8.

IL1b e IL1IRN séo duas das trés citocinas da familia IL1, sendo IL1b
agonista e IL1RN antagonista. Uma das citocinas pro-inflamatorias candidatas
associadas a severidade de LCCG ¢é a IL-18, que afeta a maioria das células e
estd envolvida em casos de imunidade, sepse, infeccdo e inflamacéao.
Opostamente, a IL-1RA age como um agente anti-inflamatdrio que inibe a acéo
de IL-1 *22, Um dos mais importantes polimorfismos genéticos no gene IL 1RN
€ 0 numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR, repeticbes de 86 pb) no
intron 2. O alelo curto com duas repeti¢des (IL 1RN C) tem sido associado com
o resultado clinico mais grave em varias doencas cronicas inflamatoérias?32°.
Como o alelo curto interfere na expressao de IL 1RN e na resposta inflamatoria

ainda néo foi claramente elucidado. Por outro lado, os alelos longos (IL 1RN L)
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com trés ou mais repeticdes parecem promover uma resposta imune normal?.
IL 1B é um gene altamente polimérfico. Alguns dos seus polimorfismos séo
responsaveis pelas alteracbes nos niveis de IL-1, que podem ser relevantes
para o risco de doenca inflamatéria. O polimorfismo na regido promotora -
511C> T esta associado com um aumento da secrecdo de IL-1B%3,

O equilibrio entre IL-1 e IL-1Ra nos tecidos influencia o
desenvolvimento e a intensidade das doencas inflamatérias. IL1-Ra é
produzido primeiramente por mondcitos e macréfagos, mas pode ser
sintetizado por qualquer célula que produza IL-1, tais como neutrdfilos,
hepatocitos ou células microgliais'®'®. Um aumento da secrecdo de IL-1Ra a
partir de células mononucleares esta relacionado com a artrite reumatoide e a
tuberculose na presenca do alelo ILIRN C. Por outro lado, estudos em
pacientes com colite ulcerosa e outras doencas inflamatérias do intestino
demonstram uma menor quantidade de IL-1Ra e um nivel reduzido de IL 1RN
na mucosa do colon de células portadoras de IL 1RN C?°. Sabe-se que a IL-
1Ra € um regulador chave da IL-1. Na verdade, em todos esses estudos, 0s
niveis de IL-1 foram muito altos e a gravidade da resposta imune inflamatéria
parecia estar ligada a uma relacdo de IL-1Ra / IL-78 inferior*®. No entanto,
resultados controversos podem estar relacionados a diferentes doencas em

populacdes especificas.

Nossos resultados mostraram que a associacdo de IL6 com as outras
IL"s apresentaram significancia estatistica quando o genotipo heterozigoto de
IL6 (G/C) estad presente na associacdo, independente do genoétipo da outra
interleucina. Isso nos reitera o carater dominante do polimorfismo de IL6 e sua
influéncia na expresséo de outras citocinas. Esse sinergismo pode resultar do
fato que o polimorfismo de IL6 pode induzir IL1Ra de forma que esta Ultima
interfira na baixa concentragdo de 1L1b%?4, Uma vez que IL1IRN encontra-se
ligado ao receptor de IL1b, ocorre o decréscimo da concentracdo deste no
plasma, reduzindo os efeitos inflamatérios. Foi observado em pacientes
portadores de artrite reumatoide e em estudos do sinergismo dessas IL's em

processos inflamatérios e cancer, reguladores da severidade da doenca?!.
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Quando se tem o gendtipo polimoérfico de IL6, observa-se que
somente algumas associacfes genéticas especificas com outras interleucinas
séo significantes. Isso pode ser explicado pela baixa frequéncia de gendtipos
polimérficos de IL6 na amostra em pacientes com lesdo do grupo controle.
Essas interacoes de interleucinas podem desempenhar uma funcéo de controle
na atividade celular de diferentes populacdes de células (multinucleares,
mondcitos/ fibroblastos) possivelmente contribuindo para os mecanismos de

severidade inflamatéria e ocasionalmente ostedlise?121.24,

Outra associagao significativa observada nesse estudo ocorreu entre
IL6 e IL8. O gene IL8, localizado no cromossomo 4, exibe um SNP A/T -251. O
alelo A tende a ser associado com uma producdo aumentada de IL8 com
amplificagcdo da resposta inflamatoéria, assim como foi observado em estudos
de cancer gastrico'”?°. Nado foram encontrados estudos prévios analisando a
associacdo dessas duas IL's para LCCG, assim como para as outras
interleucinas desse trabalho, sendo assim inédita esta investigacdo de
associacao de interleucinas para essa patologia oral. O estudo cada vez mais
aprofundado dessas associacfes deve ser estimulado em busca de respostas

ainda mais consistentes.
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5. CONCLUSAO

Por fim, o presente trabalho mostrou a importancia do alelo polimorfico
de IL6 na condicdo de protecdo a LCCG. Assim como associacdes
significativas de IL6 com o polimorfismo de IL1B -511C/T, ILIRN (VNTR) e IL8
-251 A/T. O estudo também demonstra resultados que indicam que as citocinas
podem ter um papel na melhor compreensdo da patogénese e severidade da
LCCG, seja em sua variante agressiva e nao agressiva, além de contribuir para
a compreensdo da susceptibilidade genética. No entanto, novos estudos com
uma maior casuistica abordando essas e outras interleucinas devem ser

realizados a fim de melhor estabelecer essas correlagdes.
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ANEXO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
FUNDACAO EDSON QUEIROZ
UNIVERSIDADE DE FORTALEZA
VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: AVALIACAO DE POLIMORFISMO GENETICO EM
LESAO CENTRAL DE CELULAS GIGANTES DOS MAXILARES

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: RAFAEL LIMA VERDE OSTERNE
Prezado(a) Colaborador(a),

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(@) a participar da pesquisa
AVALIACAO DE POLIMORFISMO GENETICO EM LESAO CENTRAL DE CELULAS
GIGANTES DOS MAXILARES. O motivo que nos leva a estudar o problema é
compreender como ocorre a Lesdo Central de Células Gigantes (LCCG) e o motivo de
comportamento clinic diferente entre pacientes. O objetivo desse verificar a associacado
entre a presenca de polimorfismos genéticos (IL8 -251A>T, IL6 -174G>C e TNFA-
308G>A) e a agressividade da LCCG. Para esta finalidade, sera necesséria a coleta
de sangue, que sera depositado e armazenato exclusivamente para a utilizacdo na

presente pesquisa.

1.PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa sera realizado um
procedimento de coleta de 5ml de sangue para avaliagdo da presenca de

polimorfismos genéticos.

Lembramos que o sangue serd coletado, depositado, armazenado e utilizado
exclusivamente na presente pesquisa. A sua participacdo é voluntaria, vocé tem a
liberdade de ndo querer participar, e pode desistir, em qualguer momento, mesmo

apos ter iniciado a avaliagdo sem nenhum prejuizo para vocé.

2.RISCOS E DESCONFORTOS: O desconforto existente é a coleta de sangue como
para um exame de sangue de rotina, entretanto se justifica pelo beneficio de aquisi¢éo

do conhecimento sobre a LCCG.
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3.BENEFICIOS: Os beneficios esperados com a pesquisa sdo0 sobre a etiopatgénese
(formacao) da LCCG e motivos pela diferenga do comportamento em diferentes
pacientes. Desta forma tratamentos direcionados poderiam ser elaborados.

4.FORMAS DE ASSISTENCIA: Se vocé precisar de alguma orientacdo por se sentir
prejudicado por causa da pesquisa, ou se 0 pesquisador descobrir que vocé tem
alguma coisa que necessite de tratamento, vocé serd avaliado no Curso de
Odontologia da Universidade de Fortaleza Avenida Washington Soares, 1321 - Edson

Queiroz.

5.CONFIDENCIALIDADE: Todas as informacdes que o(a) Sr.(a) nos fornecer serao
utilizadas somente para esta pesquisa. Suas respostas ficardo em segredo e o seu
nome nao aparecerd em nenhum lugar do questionario nem quando os resultados

forem apresentados.

6.ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma duvida a respeito da pesquisa e/ou dos
métodos utilizados na mesma, pode procurar a qualquer momento o pesquisador

responsavel.

Nome do pesquisador responsavel: Rafael Lima Verde Osterne
Telefone para contato: (85) 999281718

Horario de atendimento: Segundas-feiras as sextas-feiras das 8h-18h

Se desejar obter informacdes sobre os seus direitos e 0s aspectos éticos envolvidos

na pesquisa podera consultar o Comité de Etica da Universidade de Fortaleza, Ce.
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos "C COETICA
Universidade de Fortaleza.

Av. Washington Soares, 1321, Bloco da Reitoria, Sala da Vice-Reitoria de Pesquisa e

P6s-Graduacao, 1° andar.
Bairro Edson Queiroz, CEP 60811-341.

7.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: A participacdo no estudo ndo acarretara

custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma compensacao financeira adicional.

8.CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em
participar deve preencher e assinar o Termo de Consentimento Pés-esclarecido que

se segue, e receberd uma via deste Termo e a outra ficard com o pesquisador.
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O participante de pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso, deve
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido "C TCLE "C

apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel deve, da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido "C TCLE "C apondo sua assinatura na
Gltima péagina do referido Termo.

CONSENTIMENTO POS ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o

Sr.(a) , portador(a) da cédula de

identidade , declara que, ap6s leitura minuciosa do

TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas, esclarecer duvidas que foram
devidamente explicadas pelos pesquisadores, ciente dos servicos e procedimentos
aos quais serd submetido e, ndo restando quaisquer duvidas a respeito do lido e
explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em participar
voluntariamente desta pesquisa, autorizando ainda a coleta, depdsito, armazenamento

e utilizacdo de seu material bioldgico (sangue) para a presente pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o0 presente termo.

Fortaleza-Ce., de de

Assinatura do participante ou Representante Legal

Impressao dactiloscépica

Assinatura do Pesquisador
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