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RESUMO

O granuloma piogénico (GP) é uma lesdo relativamente comum na boca,
caracterizada por intensa proliferagcdo de células endoteliais associada a um
infiltrado inflamatoério. Sua etiopatogénese ainda ndo € totalmente conhecida e
alguns autores sugerem que fatores irritativos locais como acumulo de placa, de
calculo dental e traumatismos, além de fatores hormonais, possam estar associados
ao desenvolvimento do GP. Embora a maioria da populacdo apresente esses fatores
irritativos na boca, uma minoria desenvolve o GP. A interleucina-1 é uma das
principais citocinas envolvidas nas respostas inflamatdrias, estimulando o
recrutamento de leucdcitos do sangue e a producédo de fatores angiogénicos, como o
VEGF, envolvidos na proliferagdo endotelial no GP. Polimorfismos funcionais em
genes de citocinas podem predispor individuos ao desenvolvimento de doengas por
meio da estimulacdo de processos inflamatorios. O objetivo deste estudo foi
investigar associacdes de polimorfismos nos genes IL1A e IL1B e a ocorréncia de
GP bucal. DNA genbmico foi obtido de raspados de mucosa bucal ou tecidos
incluidos em parafina de 84 individuos com GP e 89 sem GP (grupo controle) e
amplificado por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores
especificos para os locus -889 de IL1A e +3954 de IL1B. Produtos de PCR foram
submetidos a digestdo com endonucleases de restricdo e analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida para distingao entre os alelos C e T, permitindo
a determinagcdo dos genotipos e deteccdo dos polimorfismos. As distribuicdes dos
genadtipos e dos alelos T para os genes IL1A e IL1B ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos GP e controle. Além disso, ndo houve associacbes de
gendtipos com localizacdo do GP ou com existéncia de recorréncias das lesdes.
Nossos dados sugerem que os polimorfismos -889 no gene IL1A e +3954 no gene
IL1B ndo podem ser identificados como fatores de susceptibilidade a ocorréncia do

granuloma piogénico bucal em individuos brasileiros.

Palavras-chave: Interleucina-1 alfa. Interleucina-1 beta. Granuloma piogénico bucal.

Polimorfismo genético.






ABSTRACT

Pyogenic granuloma (PG) is a common oral lesion characterized by dense
endothelial proliferation associated with inflammatory cell infiltrate. Its
etiopathogenesis is until not completely understood. Although some authors suggest
that the lesion arises in response to low-grade local irritation, traumatic injury or
hormonal factors, the majority of people that show these factors do not develop oral
GP. Interleukin-1 is an important inflammatory cytokine that stimulates leukocyte
recruitment to inflammatory sites and production of potent angiogenic factors, as
VEGF, that are involved in GP development. Functional polymorphisms in cytokine
genes can predispose individuals to disease by enhancing inflammatory process.
The aim of this study was investigate the associations of the IL1A and IL1B gene
polymorphisms with oral GP occurrence. Genomic DNA was obtained from oral
swabs or paraffin-embedded tissues of 84 individuals with GP and 89 without GP
(control group) and amplified using the polymerase chain reaction (PCR) with specific
primers flanking the locus -889 of IL1A and +3954 of IL1B. PCR products were
submitted to restriction endonucleases digestion and analyzed by polyacrylamide gel
electrophoresis, to distinguish alleles C or T, allowing for determination of the
genotypes and detection of the polymorphisms. The distributions of genotypes and
frequencies of T allele for ILLA and IL1B genes were not significantly different
between GP and control groups. Moreover, there was not association between
genotypes and GP location or recurrence. Our data suggest that the polymorphism in
the IL1A gene at position -889 and IL1B gene at position +3954 could not be
identified as susceptibility factors for oral pyogenic granuloma in a sample of

Brazilian individuals.

Key words: Interleukin-1 alpha. Interleukin-1 beta. Oral pyogenic granuloma. Gene

polymorphism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Granuloma piogénico

O granuloma piogénico (GP) é uma lesdo relativamente comum na boca,
ocorrendo também em outras regides como pele leito ungueal e da face, além de
outras mucosas. Sua etiologia € incerta e alguns autores acreditam que a acao de
fatores irritativos locais de baixa intensidade como calculo subgengival, acimulo de
placa, impactacdo de alimentos, restauracfes mal adaptadas e mordedura de
tecidos moles pode desencadear o surgimento da lesdo (BHASKAR; JACOWAY,
1966; AL-KHATEEB; ABABNEH, 2003). A maioria das lesdes de GP ocorre na
gengiva, mas mucosa jugal, lingua, labio, palato e fundo de saco de vestibulo podem
também ser acometidos (BHASKAR; JACOWAY, 1966; KFIR et al., 1980). Embora o
GP possa se desenvolver em qualquer idade, € mais comum em criancas e adultos
jovens (JAFARZADEH et al., 2006).

Estudos epidemioldgicos indicam que o GP € mais comum em mulheres do
que em homens (ANGELOPOULOS, 1971), sugerindo que alteracbes hormonais
possam constituir fatores predisponentes ao surgimento das lesées (DALEY et al.,
1991). Cerca de 5% das mulheres gravidas desenvolvem GP na gengiva e, por isso,
essa lesdo tem sido denominada de granuloma gravidico (SILLS et al., 1996). As
alteracdes hormonais presentes na gravidez podem predispor a uma resposta mais
exacerbada do organismo a irritacbes e, dessa forma, o acumulo de placa e a
inflamacéo gengival seriam suficientes para que as alteragfes hormonais subclinicas
induzissem a formacéo de lesbes (SOORIYAMOORTHY et al., 1989). Essas lesbes
frequentemente tendem a recidivar quando excisadas ainda durante a gravidez
(TUMINI et al, 1998). Alguns mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e regressdo do granuloma gravidico tém sido amplamente
estudados. As alteracdes hormonais na gravidez estdo associadas com alteracdes
na funcéo e estrutura da microvasculatura sanguinea e linfatica da pele e mucosas
(HENRY et al.,, 2006). Estrégeno eleva a producdo de diversos fatores de
crescimento como fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb), fator de
crescimento transformante-beta 1 (TGF-Bl) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), estimulando a angiogénese e a formacao de tecido de granulacéo
(KANDA; WATANABE, 2005). Yuan e colaboradores, em 2002, observaram que
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hormonios esteroidais femininos aumentam a expressao de fatores angiogénicos,
como FGFb e VEGF, em células obtidas de granuloma gravidico e inibem a
apoptose nessas ceélulas.

Clinicamente, observa-se nodulo séssil ou pediculado, de coloracao
avermelhada, consisténcia variando de macia a firme, tamanho variando de poucos
milimetros a varios centimetros, podendo apresentar areas de ulceracdo cobertas
por membrana fibrino-purulenta (ANGELOPOULOS, 1971; JAFARZADEH et al.,
2006). Por acometer tecidos moles, o GP raramente apresenta imagem radiografica
(NEVILLE et al., 1998). As lesGes sdo geralmente indolores e o sinal clinico mais
evidente é o0 sangramento ao toque ou a traumatismos leves (ANGELOPOULOS,
1971).

Diagnostico diferencial pode ser feito com leséo periférica de células gigantes,
fiboroma ossificante periférico, hemangioma, metastases de neoplasias malignas,
linfomas, neoplasias malignas vasculares. As caracteristicas histopatologicas
observadas no fragmento de biopsia permitirdo estabelecimento do diagnostico
definitivo (JAFARZADEH et al., 2006).

Histologicamente observa-se na lamina prépria exuberante tecido de
granulagdo e proliferacdo de células endoteliais formando agregados lobulares e
espacos vasculares preenchidos por hemaécias. E evidente um infiltrado inflamatério
misto, rico em neutrofilos, linfécitos e plasmécitos (NEVILLE et al.,, 1998;
JAFARZADEH et al., 2006). Embora o componente inflamatorio esteja presente em
praticamente todas as lesdes em intimo contato com as células endoteliais, ndo ha
estudos na literatura sobre a caracterizagdo fenotipica e funcional desse infiltrado,
nem sobre as citocinas produzidas e sua relagcdo com angiogénese e crescimento da
leséo.

Yuan e colaboradores (2000) avaliaram, através de reacdes de
imunoistoquimica, a expressao de fatores angiogénicos e anti-angiogénicos em
fragmentos de gengiva sadia, gengiva com periodontite e gengiva com GP. Seus
resultados revelaram expressao significativamente maior dos fatores angiogénicos
(VEGF e FGFb) e menor expressédo do fator anti-angiogénico angiostatina no GP,
guando comparado a gengiva sadia ou com periodontite, sugerindo que um
desequilibrio entre os fatores controladores da angiogénese possa estar envolvido
na patogénese do GP. Bragado e colaboradores (1999) detectaram elevada

expressdo imunoistoquimica do VEGF em amostras de GP nas areas de células
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endoteliais em proliferacdo, sem formacao de limen vascular. A expressdo de VEGF
foi significantemente menor nos vasos com Ilimen bem formados, sugerindo que a
producdo de VEGF possa ser predominante nas células endoteliais precursoras ou
imaturas durante o desenvolvimento do GP. A expressdo da enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (INOS) também esta aumentada nas células endoteliais e nas
células estromais do GP, sugerindo participacdo na angiogénese e crescimento do
GP (SHIMIZU et al., 1998).

O tratamento do GP consiste na excisdo cirurgica, além da remocao de
possiveis fatores irritativos locais como placa bacteriana, célculo e restaura¢cdes mal
adaptadas (NEVILLE et al., 1998; JAFARZADEH et al., 2006). Ocasionalmente, as
lesbes recidivam e sao necessarias reexcisbes. Em raras situacfes, tém sido
observadas multiplas recidivas (NEVILLE et al., 1998). Utilizacdo de criocirurgia ou
laser Nd:YAG e injecdo de etanol absoluto também tém sido descritas para
tratamento de lesdes recidivantes (JAFARZADEH et al., 2006).

1.2 Interleucina-1

Interleucina-1 (IL-1) representa uma familia de duas citocinas agonistas, IL-1a
e IL-1B, e uma antagonista, IL-1Ra, que sdo pleiotropicas e afetam as respostas
inflamatorias, imunolégicas, a hematopoiese e a biologia 6ssea, além do
crescimento e disseminacdao tumorais (APTE; VORONOV, 2002). Muitos tipos
celulares produzem e secretam IL-la e IL-13 e IL-1Ra, em resposta a
microorganismos e seus produtos, citocinas, e outros estimulos do microambiente
(DINARELLO, 1996; APTE; VORONOQV, 2002). Células mononucleares secretam
altos niveis de IL-1a e IL-1[3, enquanto células ndo fagocitarias secretam pequenas
quantidades de IL-1, principalmente IL-13 (DINARELLO, 1996).

IL-1a e IL-1B se ligam ao mesmo receptor e exercem atividades biologicas
semelhantes (DINARELLO, 1996). IL-13 é ativa na forma secretada, enquanto IL-1a
é ativa na forma intracelular e quando ancorada a membrana celular (contato célula-
célula). Intracelularmente, IL-la controla expressdo génica, proliferacdo e
diferenciacdo celular e quando expressa na membrana plasmatica atua como
estimulador imunolégico (APTE; VORONOV, 2002). A principal forma secretada (IL-

1B), em baixas doses teciduais, induz resposta inflamatoria local seguida de ativagéo
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da imunidade protetora, enquanto em altas doses causa inflamacdo acompanhada
de dano tecidual e efeitos sistémicos, além de induzir invasao tumoral (revisado por
APTE; VORONOV, 2002). Essas citocinas se ligam principalmente ao receptor do
tipo | (IL-1RI) para induzirem seus efeitos biolégicos. Por outro lado, a forma
antagonista IL-1Ra se liga aos receptores de IL-1 (IL-1R), expresso por muitos tipos
celulares, sem transmitir sinais de ativacéo, funcionando como um inibidor fisiol6gico
(APTE; VORONOQV, 2002).

Juntamente com o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1a e IL-13 sdo
secretadas por macréfagos e iniciam o processo inflamatorio, diretamente e por meio
da inducéo de genes pro-inflamatorios, como os da ciclooxigenase 2 (COX-2), 6xido
nitrico sintase indutivel (iNOS), IL-6 e diversas outras citocinas e quimiocinas
(DINARELLO, 1996; STYLIANOU; SAKLATVALA, 1998). Dessa forma, a rapida
ativacdo de leucocitos e células estromais gera grandes quantidades de
prostaglandina E, (PGE;), 0xido nitrico, outras citocinas, além dos proprios IL-1 e
TNF-a. Outro importante efeito de IL-1 e TNF-a € a estimulacdo da expressao de
moléculas de adesdo na superficie endotelial, a qual promove o recrutamento de
leucécitos do sangue para os sitios de inflamacéao (DINARELLO, 1996; STYLIANOU;
SAKLATVALA, 1998).

IL-1 tem diversos efeitos na resposta imune adaptativa, controlando a
proliferacdo, diferenciacdo e funcdo de células matadoras naturais (NK),
macréfagos, granulécitos, linfocitos T e B. Participa ativamente da diferenciacdo de
linfocitos T auxiliares em Tyl e Ty2, controlando a ativacdo das respostas imunes
celular e humoral nos ¢6rgaos linfoides secundarios. Através do estimulo para
producédo de fatores estimuladores de colbénia (CSF), IL-1 promove a hematopoiese
na medula 6ssea (DINARELLO, 1996; STYLIANOU; SAKLATVALA, 1998).

IL-1 estd associada a angiogénese e crescimento de diversas neoplasias
malignas de mama, pulmdo, pancreas, e estudos mostram que o0 uso de
bloqueadores especificos de IL-13 é capaz de inibir o crescimento tumoral (SCHMID
et al.,, 2011). Em modelos experimentais, IL-1 constitui fator promotor da invaséo
tumoral em diversos tipos de neoplasias malignas, ao induzir a secrecado de
metaloproteinases de matriz e fatores angiogénicos pelas células estromais e pelas
préprias células do parénquima tumoral (APTE; VORONOV, 2002).
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1.3 Papel da interleucina-1 na angiogénese

Durante a inflamacéo crbnica, diversos mediadores controlam 0s processos
de fibrose e de angiogénese, os quais caracterizam morfologica e funcionalmente as
lesbes. A angiogénese consiste na proliferacdo de células endoteliais com formacéo
de novos vasos, sendo um componente comum de diversos mecanismos
patolégicos, incluindo crescimento tumoral, metastases e doencas articulares
inflamatorias (FERRARA et al.,, 1992; BRENCHLEY, 2000). Este fendbmeno ocorre
em condigdes fisiologicas e patoldgicas permitindo maior acesso de leucdcitos para
sitios de lesdo, assim como suprimento de nutrientes e oxigénio para o tecido
inflamado (JOHNSON et al., 1999).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um dos mais potentes
fatores angiogénicos e o principal regulador da proliferacdo endotelial, controlando
ainda a permeabilidade vascular (FERRARA et al., 1992). Consiste em uma
glicoproteina secretada por células endoteliais que potencializa o aumento da
permeabilidade microvascular, induz a expressao de enzimas proteoliticas, estimula
a proliferacdo de células endoteliais, assim como a migracdo de mondcitos e
osteoclastos (CONNOLLY, 1991; FERRARA et al.,, 1992; DVORAK et al., 1995;
NAKAGAWA et al., 2000; SAKUTA et al., 2001).

Diversos estudos demonstraram o efeito estimulatério da producdo de VEGF
pelas citocinas IL-1a e IL-13 em diferentes tecidos e condi¢des patologicas. Inoue e
colaboradores, em 2005, verificaram que administragéo de IL-13 estimula producéo
de VEGF e de MMP-3 por condrécitos e sinoviocitos em diferentes doencas
articulares e que o tratamento com receptor inibidor IL-1ra reverte esse quadro. IL-
la estimula producdo de VEGF por células mesoteliais do pericardio (HATAKEYAMA
et al., 2007) e por células endoteliais de veia de corddo umbilical humano (IMAIZUMI
et al., 2000).

Salven e colaboradores, em 2002, mostraram que IL-1a estimula a secrecéo
de VEGF por células mononucleares de sangue periférico de maneira dose-
dependente. Injecdo subcutanea de IL-1a, em camundongos, causa forte resposta
angiogénica local por ativacdo de vias de sinalizacdo relacionadas ao receptor
VEGFR-2, acompanhada de infiltracdo de células inflamatérias produtoras de VEGF

(SALVEN et al., 2002). Bando e colaboradores (2009) observaram que estimulacao
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in vitro de células do ligamento periodontal de humanos com IL-1a induz a producao
de VEGF e que esta via depende da producao de PGE; derivada da COX2, uma vez
gue a inibicdo de COX2 inibiu a expressao de VEGF. Além disso, IL-13 estimula a
proliferacdo, migracdo e adesdo de células progenitoras endoteliais e aumenta a
expressdo de VEGF-A nessas células, de maneira dose-dependente (YANG et al.,
2012).

1.4 Polimorfismos genéticos

Define-se polimorfismo genético como a ocorréncia de multiplos alelos num
locus, no qual pelo menos dois alelos aparecem com frequiéncias superiores a 1%
(THOMPSON et al.,1993). Entende-se por locus o local ocupado por um gene em
um cromossomo e entende-se por alelo o gene correspondente de dois
cromossomos homadlogos. Por convencdo, loci polimérficos sdo aqueles para os
guais pelo menos 2% da populacdo é heterozigota. Neste caso, levanta-se a
hipotese de que algum fator seletivo atuou sobre aquele sistema genético, levando
ao aumento da frequéncia do alelo anémalo (THOMPSON et al., 1993;
BRASILEIRO-FILHO, 1998). Estas variacdes genotipicas podem ou nao causar
alteracdes na funcéo do produto proteico (WORMHOUDT et al., 1999; MILLER et al.,
2001).

Os polimorfismos tém valor, preferencialmente, pelo seu uso como
“marcadores” genéticos para distinguir diferentes formas hereditarias de um gene em
estudos de familias (THOMPSON et al, 1993). Com as técnicas de DNA
recombinante, tem sido possivel detectar os polimorfismos que consistem,
geralmente, em uma simples troca de base, dele¢cbes ou insercdes casuais, ou na
presenca de numeros variaveis de copias repetidas de um determinado fragmento
de DNA (repeticbes em tandem). As técnicas mais usadas para se detectar a
ocorréncia de polimorfismos génicos envolvem os polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLPSs) e os polimorfismos de numero variavel em tandem
(VNTRs). Os RFLPs séo polimorfismos de ponto que criam ou destroem sitios de
restricdo enzima-especificos. Como as enzimas de restricdo tém sequéncias de
reconhecimento especificas no DNA, as alteracdes da sequéncia do DNA gendémico
acarretam na criacao ou na abolicdo de sitios de clivagem, alterando, desse modo, o
tamanho de um ou mais fragmentos de DNA oriundos da acdo da enzima de
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restricdo. Os RFLPs sdo detectados através da amplificacdo da regido de interesse
pela técnica da PCR e posterior tratamento com enzimas de restricdo que
reconhecem sitios especificos e originam fragmentos de DNA com comprimentos
variados. Os RFLPs revelam polimorfismos devido a presenca ou auséncia de um
sitio de restricdo (THOMPSON et al., 1993; OTTO et al., 1998).

O polimorfismo pode ocorrer ndo apenas na regiao de codificacado da proteina
(éxons), como também na regido promotora do gene e assim, influenciar na
quantidade de proteina expressada. Formas alélicas diferentes de um gene podem
produzir uma proteina idéntica quando o polimorfismo ndo modifica 0 aminoacido; ou
isoformas  diferentes da proteina, quando modifica 0 aminoacido e
consequentemente a composicao da mesma (KINANE et al., 2005).

Alguns polimorfismos alteram a expressao e a funcdo de genes, causando
efeitos no fenotipo do individuo e conferindo assim, susceptibilidade a doencas
(HART, 2002). Especificamente, diferentes formas de genes (variacdes alélicas)
podem produzir variagcdes na estrutura dos tecidos, nos mecanismos efetores das
respostas imunes celular e humoral e nos niveis de mediadores inflamatorios
produzidos. Enquanto o efeito de algumas variac6es alélicas pode ter significado
clinico, o efeito de outras é provavelmente menor e sem significaAncia clinica
(KINANE et al, 2005; HART, 2003). Neste contexto, o conhecimento do genoma
humano, associado as inuUmeras pesquisas de polimorfismo genético de varias
doencas imunes e inflamatorias, tem evidenciado a existéncia de uma base genética
para a maioria das doencas (KINANE et al, 2005; HART, 2003).

Dessa forma, varios polimorfismos génicos podem estar associados ao
aumento do risco de desenvolvimento de doencas e a severidade destas. A
investigacdo e a caracterizacdo de elementos especificos do risco podem
proporcionar biomarcadores aplicaveis em diagndstico e progndstico estimando o
risco em individuos de uma determinada populacdo (KORNMAN et al., 1997).

Diversos estudos tém avaliado a existéncia de associacdo entre
polimorfismos no gene IL1 e o risco de desenvolvimento ou agravamento de
diversas doencas humanas, nas quais mecanismos inflamatérios e angiogénicos
participam de sua patogénese (DUTRA et al, 2009). As citocinas IL-1q, II-13 e IL-1Ra
sao codificadas pelos genes IL1A, IL1B e IL1RN, respectivamente, 0s quais estédo
localizados no cromossomo 2 e séao polimorficos em varios loci (revisado por DUTRA

et al., 2009). A variacao C/T foi descrita no promotor de IL1A (-889), estando o alelo
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T associado a um aumento de quatro vezes na expresséao de IL-1a e o gendtipo CC
a menor atividade transcricional e menores niveis circulantes de IL-1a, quando
comparado ao TT (DOMINICI et al., 2002). O polimorfismo de nucleotideo unico C/T
foi descrito no gene IL1B (+3954) e esta associado com maior secre¢do de IL-13 em
individuos com gendtipo TT (POCIOT et al., 1992).

AssociacOes de doencas bucais com polimorfismos em genes de citocinas
tém sido avaliadas principalmente na doenca periodontal. Polimorfismos funcionais
de IL1 podem determinar um estado hiperinflamatorio e aumentar a susceptibilidade
a doenca periodontal, uma vez que diversos estudos relatam associacdo entre o
alelo T do polimorfismo -889 de IL1A e +3954 de IL1B, que determinam maior
producéo de citocinas, e ocorréncia, forma clinica e intensidade da doenca (revisado
por DUTRA et al, 2009; revisado por LEE et al., 2012). Em modelo clinico de inducao
de gengivite por deficiéncia de higienizacdo em humanos, foi observado que
pacientes com polimorfismo funcional IL1A (+4845) e IL1B (+3954) com gendtipo
alto produtor de IL-1a e IL-1B (alelo T), apresentaram maiores niveis dessas
citocinas no fluido crevicular (LEE et al., 2012).

Além da contribuicdo a compreensdo da patogénese da doenca periodontal,
estudos de polimorfismos de genes de citocinas também podem ajudar a esclarecer

0s mecanismos envolvidos em outras doencas inflamatorias bucais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a ocorréncia e a frequéncia dos polimorfismos -889C/T no gene IL1A e
+3954C/T no gene IL1B em pacientes com granuloma piogénico bucal e em

individuos ndo acometidos por essa lesao (grupo controle).

2.2 Especifico

a) Verificar se ha associacdo entre esses polimorfismos e ocorréncia do
granuloma piogénico bucal.

b) Verificar se h& associacdo entre esses polimorfismos e a localizacdo da
lesédo de granuloma piogénico (gengival ou extra-gengival).

c) Verificar se ha associacédo entre esses polimorfismos e a manifestacao do

granuloma piogénico (primitiva ou recorrente).
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3 ARTIGO

Auséncia de associacao dos polimorfismos genéticos IL1A (-889) e IL1B
(+3954) e o desenvolvimento do granuloma piogénico bucal.

Lack of association of the IL1A (-889) and IL1B (+3 954) gene polymorphism
with oral pyogenic granuloma.

Fabiola David Nunes, Clarice Ferreira Galvao, Gustavo de Freitas Motta, Rodrigo
Villamarim Soares, Martinho Campolina Rebello Horta, Paulo Eduardo Alencar de
Souza
Departamento de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais

Resumo

A interleucina-1 € uma das principais citocinas envolvidas nas respostas
inflamatorias, estimulando o recrutamento de leucdcitos do sangue e a producéo de
fatores angiogénicos, como o VEGF, envolvidos na proliferacdo endotelial que ocorre
no granuloma piogénico (GP). Polimorfismos funcionais em genes de citocinas
podem predispor individuos ao desenvolvimento de doencas por meio da
estimulacdo de processos inflamatérios. O objetivo deste estudo foi investigar
associacOes de polimorfismos nos genes IL1A e IL1B e a ocorréncia de GP bucal.
DNA genbmico foi obtido de raspados de mucosa bucal ou tecidos incluidos em
parafina de 84 individuos com GP e 89 sem GP (grupo controle) e amplificado por
meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores especificos para o0s
locus -889 de IL1A e +3954 de IL1B. Produtos de PCR foram submetidos a digestéao
com endonucleases de restricdo e analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida para distincdo entre os alelos C e T, permitindo a determinacdo dos
genotipos e detecgdo dos polimorfismos. As distribuicfes dos gendétipos e dos alelos
para os genes IL1A e IL1B nao foram significativamente diferentes entre 0os grupos
GP e controle. Além disso, ndo houve associacdes de genoétipos com localizacdo do
GP ou com existéncia de recorréncias das lesdes. Nossos dados sugerem que 0s
polimorfismos -889 no gene IL1A e +3954 no gene IL1B n&o podem ser identificados
como fatores de susceptibilidade a ocorréncia do granuloma piogénico bucal em
individuos brasileiros.

Palavras-chave: Interleucina-1 alfa. Interleucina-1 beta. Granuloma piogénico bucal.
Polimorfismo genético.
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1 INTRODUCAO

O granuloma piogénico (GP) é uma leséo relativamente comum na boca,
caracterizada pela presenca de tecido de granulacdo, com infiltrado inflamatorio
misto e marcante proliferacdo de células endoteliais (JAFARZADEH et al., 2006). A
presenca de intensa proliferacdo de células endoteliais estimulou a realizacdo de
diversos estudos sobre mecanismos angiogénicos presentes no GP. Yuan et al.
(2000) detectaram expressao significativamente maior do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e do fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb) e
menor expressao do fator anti-angiogénico angiostatina no GP, quando comparado a
gengiva sadia ou com periodontite, sugerindo que um desequilibrio entre os fatores
controladores da angiogénese possa estar envolvido na patogénese do GP. Bragado
et al. (1999) detectaram elevada expressdo imunoistoquimica do VEGF em amostras
de GP nas éareas de células endoteliais em proliferacdo, sem formacgéo de limen
vascular, sugerindo que a producdo de VEGF possa ser predominante nas células
endoteliais precursoras ou imaturas durante o desenvolvimento do GP. A expresséo
da enzima O&xido nitrico sintase induzivel (INOS) também esta aumentada nas
células endoteliais e nas células estromais do GP, sugerindo participacdo na
angiogénese e crescimento do GP (SHIMIZU et al., 1998).

Interleucina-1 (IL-1) representa uma familia de duas citocinas agonistas, IL-1a
e IL-1B, e uma antagonista, IL-1Ra, que sdo pleiotrépicas e afetam as respostas
inflamatorias, imunoldgicas, a hematopoiese, a angiogénese e a biologia 0ssea,
além do crescimento e disseminacdo tumorais (revisado por APTE; VORONOV,
2002). Muitos tipos celulares, principalmente células fagocitarias, produzem e
secretam IL-1a e IL-1p e IL-1Ra, em resposta a microorganismos e seus produtos,
citocinas, e outros estimulos do microambiente (DINARELLO, 1996; APTE;
VORONOV, 2002).

O efeito estimulatério da producédo de VEGF pelas citocinas IL-1a e IL-13 em
diferentes tecidos e condi¢gbes patoldgicas tem sido demostrado por varios autores
(SALVEN et al., 2002; INOUE et al., 2005; HATAKEYAMA et al., 2007; BANDO et al.,
2009; YANG et al., 2012). O VEGF é um dos mais potentes fatores angiogénicos e o
principal regulador da proliferacdo endotelial, controlando ainda a permeabilidade
vascular a migracdo de mondcitos e osteoclastos (FERRARA et al., 1992; DVORAK
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et al., 1995; NAKAGAWA et al., 2000).

Diversos estudos tém avaliado a existéncia de associagcdo entre
polimorfismos no gene IL1 e o risco de desenvolvimento ou agravamento de
diversas doencas humanas, nas quais mecanismos inflamatorios e angiogénicos
participam de sua patogénese (DUTRA et al, 2009). As citocinas IL-1q, II-13 e IL-1Ra
sdo codificadas pelos genes IL1A, IL1B e IL1RN, respectivamente, 0s quais estao
localizados no cromossomo 2 e sdo polimorficos em varios loci (revisado por DUTRA
et al., 2009). A variacao C/T foi descrita no promotor de IL1A (-889), estando o alelo
T associado a um aumento de quatro vezes na expressédo de IL-1a e o gendtipo CC
a menor atividade transcricional e menores niveis circulantes de IL-1a, quando
comparado ao TT (DOMINICI et al., 2002). O polimorfismo de nucleotideo Unico C/T
foi descrito no gene IL1B (+3954) e esta associado com maior secrecao de IL-13 em
individuos com genotipo TT (POCIOT et al., 1992).

O granuloma piogénico (GP) € uma lesédo de etiologia ainda incerta, embora
alguns autores acreditem que fatores irritativos locais como acumulo de placa e
céalculo, dentes mal posicionados e restauracdes mal adaptadas possam causar a
lesdo (AL-KHATEEB; ABABNEH, 2003). Entretanto, a maioria da populacdo
apresenta esses fatores irritativos locais e somente uma pequena parcela desta,
desenvolve o GP. Desse modo, fatores intrinsecos ao individuo devem determinar a
predisposi¢cao ou ndo ao surgimento do GP frente & irritacdo local. Na literatura, ndo
ha estudos avaliando a presenca de genes polimérficos e sua possivel correlacao
com a patogenia do granuloma piogénico. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
investigar a existéncia de associacdes entre polimorfismos funcionais nos genes
codificadores das citocinas IL-1a e IL-1B e a ocorréncia de granuloma piogénico

bucal em uma populagéo brasileira.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Pacientes

Este estudo transversal envolveu individuos do Estado de Minas Gerais na
regido sudeste do Brasil. Pacientes atendidos nas clinicas do Departamento de
Odontologia da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais e da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais foram incluidos neste
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estudo. A amostra foi dividida em dois grupos: individuos com granuloma piogénico
bucal (GP) e individuos sem evidéncia clinica ou histéria de granuloma piogénico
ou outro processo proliferativo ndo neoplasico bucal, compondo o grupo controle
(C). No grupo GP, as amostras foram estratificadas de acordo com a ocorréncia da
leséo (primarias ou recorrentes) e quanto a localiza¢do (gengiva ou outros sitios da
mucosa bucal). Nenhuma paciente com GP encontrava-se gravida. Todos o0s
pacientes com granuloma piogénico foram submetidos a excisdo cirargica das
lesbes e as mesmas foram submetidas a exame anatomopatologico para
confirmacdo do diagnostico. Todas as lesGes de granuloma piogénico exibiam
histologicamente numerosas células endoteliais dispostas em corddes, lencois ou
formando espacos vasculares dentro da lamina prépria da mucosa, além de
infiltrado inflamatorio misto. Todos 0s pacientes eram provenientes da mesma area
geografica e apresentavam condicdo socio-econémica semelhante. A Tabela 1
apresenta dados gerais dos individuos, bem como a estratificacdo dos pacientes
com GP.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC Minas
(CAAE: 0118.0.213.000-05) e um termo de consentimento esclarecido foi obtido dos
individuos participantes.

2.2 Obtencéo das amostras e extragcao do DNA

Amostras de DNA foram obtidas a partir de raspados de mucosa bucal ou de
tecidos incluidos em parafina. Células epiteliais da mucosa bucal foram coletadas
por meio de escova cervical estéril. Apds raspagem da mucosa, as escovas foram
imediatamente mergulhadas em 1,5mL de solugéo de Krebs (7.25 g/L NaCl, 0.30
g/L KClI, 2% CaCl,, 2% H,0, 0.29 g/L MgSOy,, 5.95 g/L KH,PO4, 1.80 g/L CsH1206).
A extracdo de DNA foi realizada por meio de protocolo semelhante ao descrito por
Boom et al., 1990, com algumas modifica¢des. O raspado da mucosa foi submetido
a centrifugacao, a 200g por 5 minutos, para obtencao do “pellet” das células. Apds
remocao do sobrenadante, foram adicionados 450 pl de solucédo de lise celular (6
M GUuSCN, 65mM Tris-HCI pH 6.4, 25mM EDTA and 1.5% Triton X-100) e 20 ul de
suspensao de silica (SiO,; Sigma, St Louis, MO, USA) em microtubos. As amostras
foram homogeneizadas em vortex e incubadas em banho seco a 56°C, por 30

minutos. ApOGs nova centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a silica
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(contendo DNA adsorvido) foi lavada duas vezes com 450 ul de tampéo de
lavagem (6,0M GuSCN, 65mM Tris-HC| pH=6,4), trés vezes com etanol 70% e,
finalmente, uma vez com acetona. O sobrenadante foi descartado e o restante da
acetona evaporado a 56°C por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 100l
de TRIS-EDTA (10mM Tris-HCI pH=8,0 and 1mM EDTA) e solucéo foi incubada a
56°C por 12 horas. ApOs agitacdo, a solucdo foi centrifugada e o sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para outro tubo e armazenado a -20°C.

Para extracdo de DNA das amostras de granuloma piogénico incluidas em
parafina, foi utilizado o método descrito por Isola et al., em 1994, com algumas
modificacdes. Foram obtidos em torno de 10 cortes histoldgicos viaveis de 10um de
espessura obtidos no micrétomo e colocados em microtubos. Para remocdo da
parafina os cortes foram lavados trés vezes por meio de adicdo de 1mL de xilol,
seguida de agitacéo, incubacao a 65°C por 10 minutos, centrifugacdo a 200g por 5
minutos e descarte do sobrenadante. Em seguida, os cortes foram hidratados com
etanol em sequencia decrescente de concentracdo (duas lavagens com etanol
absoluto, uma com etanol a 90% e outra com etanol a 70%), por meio de adicéo de
1ImL de etanol e centrifugagdo a 200g por 2 minutos. Apos descarte do
sobrenadante, os microtubos foram deixados abertos por 10 minutos para
evaporacdo do etanol. Foram adicionados 400uL de solucdo de proteinase K
(500pg/mL) diluida em tampao (NaCl 0,5M, 0,05M TRIS pH=8,0, 0,125M EDTA
pH=8,0, 2,5% SDS) e os tubos mantidos a 56°C por 3 a 5 dias, até completa
digestdo da amostra, quando o liquido apresentava-se transllicido. A cada dia de
digestdo foram adicionados mais 50puL de solucdo de proteinase K (1500ug/mL).
Para inativacdo da proteinase K, os microtubos foram incubados a 95°C por 10
minutos. Para precipitacdo das proteinas foram adicionados 300uL de acetato de
amoénio 4M e, apds agitacao vigorosa, as amostras foram mantidas a -20°C por
10minutos. Os microtubos foram centrifugados a 300g por 5 minutos e o
sobrenadante contendo DNA transferido para outro microtubo. Finalmente, foram
adicionados 60uL de isopropanol e as amostras foram incubadas a -20°C por 18
horas. ApoOs centrifugacdo a 300g por 20 minutos e descarte do sobrenadante, foi
obtido “pellet” de DNA.
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2.3 Reacdo em cadeia da polymerase (PCR) e digestdo com endonuclease de
restricdo

Os polimorfismos de IL1B (+3954) e IL1A (-889) foram analisados por meio do
método de reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo de polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Para polimorfismo de IL1B
foram utiizadas as sequéncias de iniciadores para PCR 5'-
CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA-3 e 5-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3
com produtos de PCR de tamanhos esperados de 194 pares de bases (Kornman et
al., 1997). Para polimorfismo de IL1A foram usados iniciadores 5'-
AAGCTTGTTCTACCACCTGAACTAGGC-3' e 5-TTACATATGAGCCTTCCATG-3’
com produtos de PCR esperados de 99pb (Kornman et al., 1998). PCR foi realizado
em volume total de 25ul, contendo 200ng de DNA, 12.5ul de tampao Pré-mix
(Phoneutria Biotecnologia-Brazil), além dos iniciadores (20 pMol/reacdo). As
condi¢cdes de amplificacdo consistiram de 94°C por 3 minutos, seguida de ciclos de
94°C por 30 segundos, 54°C por 35 segundos e 72°C por 30 segundos, além de
72°C por 5 minutos de alongamento final para cada par de iniciador utilizado. As
reacoes foram realizadas com 35 ciclos para IL1B e 45 ciclos para IL1A. Para
deteccdo de polimorfismo de IL1B, os produtos de PCR foram digeridos com 5
unidades da enzima Taql (MBI Fermentas), a 65°C por 4 horas, e foram obtidos
produtos de digestdo de 97+85+12 pb e 182+12 pb para os alelos C e T,
respectivamente. Para deteccdo de polimorfismo de IL1A foram utilizadas 5
unidades da enzima NCol (MBI Fermentas), a 37°C por 4 horas, e foram obtidos
produtos de digestado de 99 pb e 83+16 pb para os alelos T e C, respectivamente. A
visualizagdo das bandas foi realizada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6,5%, corado com prata.

2.4 Andlises estatisticas

Andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o software JMP
(SAS, Cary, NC, USA). O teste Chi-quadrado foi utilizado para comparar as
distribuicbes dos gendtipos entre os grupos, por meio de tabelas de contingéncia
3x2 e 2x2. Para analise das distribuicbes dos alelos entre os grupos foram
elaboradas tabelas de contingéncia 2x2. O teste exato de Fisher foi aplicado

guando necessario. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos de estudo.

Caracteristicas Controle (C) Granuloma piogénico (P G)
Numero de individuos (n) 89 84
Mediana de idade (anos) 26 33
Género

masculino (%) 15.3 30.7

feminino (%) 84.7 69.3
Ocorréncia da leséo

primaria (%) - 85.2

recorrente (%) - 14.8
Localizacao da leséo

gengiva (%) - 58.1

outra (%) - 41.9

3 RESULTADOS

As distribuicdes dos genotipos e dos alelos dos polimorfismos de IL1A (-889)
e IL1B (+3954) sdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Nao foram
encontradas diferencas significativas na distribuicdo dos genoétipos e dos alelos
para ambos os polimorfismos entre 0os grupos controle e granuloma piogénico.
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Distribuicdo dos gendtipos e alelos de IL1A (-889) nos grupos

avaliados.
IL1A (-889) |Controle (C) Granuloma piogénico (GP)

Gendtipo

CC (%) 31 (36,9) 17 (24,2)

CT (%) 48 (57,1) 48 (68,6)

TT (%) 5 (6) 5(7,2)
Alelo

C (%) 110 (65,5) 82 (58,6)

T (%) 58 (34,5) 58 (41,4)

* Teste Qui-quadrado: p=0,24 (gendtipos) e p=0,21 (  alelos)



Tabela 3 - Distribuicdo dos gendtipos e alelos de
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IL1B (+3954) nos grupos

avaliados.

IL1B (+3954) Controle (C) Granuloma piogénico (PG)
Gendtipo

CC (%) 52 (58,4) 45 (62,5)

CT (%) 36 (40,5) 26 (36,1)

TT (%) 1(1,1) 1(1.4)
Alelos

C (%) 140 (78,7) 116 (80,5)

T (%) 38 (21,3) 28 (19,5)

* Teste Qui-quadrado: p=0,84 (gendbtipos) e Fisher p

=0,67 (alelos)

Foi realizada também avaliagdo da distribuicdo dos gendtipos nos pacientes

com granuloma piogénico, comparando localizacdo, entre gengival ou extra-

gengival

(outra), e manifestacdo, entre primitiva ou

recorrente (Tabela 4).

Entretanto, nenhuma diferenga significativa foi detectada.

Tabela 4 - Distribuicdo dos gendtipos e alelos de
grupo granuloma piogénico de acordo com a localizag

IL1A (-889) e IL1B (+3954) no
ao e manifestacéao da

leséo.

Localizacao Manifestacao

Gengiva Outra Primitiva Recorrente
IL1A (-889)
CC (%) 11 (26,2) 10 (35,7) 18 (31) 3 (25)
CT (%) 27 (64,3) 17 (60,7) 36 (62,1) 8 (66,7)
TT (%) 4 (9,5) 1(3,8) 4 (6,9) 1(8,3)
IL1B (+3954)
CC (%) 32 (71,1) 13 (48,1) 36 (61) 9 (69,2)
CT (%) 12 (26,7) 14 (51,9) 22 (37,3) 4 (30,8)
TT (%) 1(2,2) 0 1(1,7) 0

* Teste Qui-quadrado: p=0,50 (localizag&o
p=0,91 (manifestacdo IL1A) e p=0,79 (manifestacdo IL1B)

IL1A) e p=0,082 (localizacdo IL1B)
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4 DISCUSSAO

O granuloma piogénico é uma leséo proliferativa ndo neoplasica que acomete
principalmente a gengiva e geralmente apresenta ulceracdo superficial e
sangramento ao toque. Embora alguns autores tenham considerado o GP como
uma neoplasia benigna (MILLS et al., 1980), atualmente € consenso que a leséo
apresenta natureza reativa em resposta a varios estimulos como irritacdo crénica
local de baixa intensidade (JAFARZADEH et al., 2006), trauma mecanico ou fatores
hormonais (BHASKAR; JACOWAY, 1966; MUSSALLI et al., 1976). Como a histéria
de trauma local precedendo o surgimento de GP é pouco frequente, outros fatores
devem ser mais prevalentes na inducdo do desenvolvimento do GP (MACLEODI;
SOAMES, 1987; EPIVATIANOS et al., 2005). Higienizacéo bucal deficiente pode ser
um importante fator indutor em muitos pacientes (JAFARZADEH, 2006).

O GP bucal mostra grande predilecao pela gengiva, compreendendo cerca de
75% dos casos, onde os fatores etiologicos mais provaveis sao o acumulo de placa
e célculo ou a presenca de corpos estranhos no sulco gengival (EPIVATIANOS et
al., 2005). A porcdo marginal da gengiva é a mais acometida e em apenas cerca de
15% dos casos a lesdo se desenvolve na porcdo alveolar do periodonto de
protecdo (VILMANN et al., 1986). Recorréncias ap0s excisdo cirargica podem ser
devidas a manutencao de fatores irritativos locais, como acumulo de placa e célculo
e fontes de trauma (JAFARZADEH et al., 2006). Em mulheres gravidas, onde o
desequilibrio nos horménios sexuais aumenta a predisposicdo ao GP, o rigido
controle de placa bacteriana é a principal forma de prevencado e controle da leséo
(STEELMAN; HOLMES, 1992).

Os fatores etiologicos propostos para o surgimento do GP apontam para a
participacdo de fatores irritativos locais, atuando principalmente nos tecidos
periodontais de protecdo, em um individuo mais susceptivel ao desenvolvimento de
um processo inflamatorio caracterizado pela formacédo de tecido de granulacéo e
intensa angiogénese. Como a frequéncia de GP bucal é bastante inferior a
ocorréncia de fatores irritativos locais nos tecidos bucais na populacdo em geral, é
possivel que fatores intrinsecos ao individuo determinem a predisposicdo ao
desenvolvimento de GP, especialmente aqueles néo associados a gravidez.

Polimorfismos génicos podem alterar a expressdo e a funcdo de genes,

causando efeitos no fendtipo do individuo e conferindo assim, susceptibilidade a
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doencas (HART, 2002). Especificamente, diferentes variacdes alélicas podem
alterar a estrutura dos tecidos, 0os mecanismos efetores das respostas imunes
celular e humoral e os niveis de mediadores inflamatérios produzidos (RANDOLPH
et al., 2004; KINANE et al, 2005). Diversos estudos tém mostrado associacdes
entre polimorfismos nos genes IL1 e doenca periodontal (KORNMAN e Di
GIOVINE, 1998; GALBRAITH et al., 1999; PAPAPANOU et al., 2001). Moreira et al.
(2005) mostraram associacao entre o polimorfismo do gene IL1B, locus +3954 (C/T)
e doenca periodontal crénica em uma populacdo brasileira. Em outro estudo,
polimorfismo -889 (C/T) no gene IL1A foi associado a doenca periodontal crbnica,
independentemente da agressividade da doenca ou do habito de fumar dos
pacientes (MOREIRA et al., 2007). Estes estudos sugerem que polimorfismos nos
genes de IL-1a e IL-1[3 constituem fatores de risco para periodontite cronica em
individuos brasileiros.

Interleucina-1 é uma citocina pro-inflamatoria que desempenha importante
papel nas doencas cronicas. Essa citocina participa da estimulagdo dos mecanismos
celulares que levardo a instalacdo do processo inflamatdrio, como a producéo de
guimiocinas e a expressao de moléculas de adesao na superficie endotelial, eventos
cruciais para o recrutamento de leucécitos do sangue (APTE; VORONOV, 2002).
Além disso, IL-1 € um potente indutor, em varios tipos celulares, da sintese e
secrecéo de fatores angiogénicos, como o VEGF, importantes no desenvolvimento
de lesbes com exuberante componente vascular (SALVEN et al., 2002; INOUE et al.,
2005; BANDO et al., 2009). Bando et al (2009) mostraram que estimulacao in vitro
de células do ligamento periodontal de humanos com IL-1a induz a producdo de
VEGF. Além disso, IL-1B estimula a proliferacdo, migracdo e adesdo de células
progenitoras endoteliais e aumenta a expressdo de VEGF-A nessas células (YANG
et al., 2012). No granuloma piogénico, diversos estudos tém mostrado a expressao
de VEGF, principalmente nas células endoteliais em proliferacdo, sem formacédo de
[limen vascular, sugerindo estimulacdo da angiogénese pelas proprias células
endoteliais precursoras ou imaturas durante o desenvolvimento das lesdes
(BRAGADO et al., 1990; YUAN et al., 2000).

Polimorfismos de nucleotideo Unico no gene da citocina IL-1 causam
alteracdes funcionais. Uma unica troca de base C por T na regidao promotora (-889)

do gene IL1A esta associada a um aumento na expressao de IL-1a (SHIRODARIA et
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al., 2000). Polimorfismo no locus +3954 (C/T) do gene IL1B também tem sido
associado com o aumento da producdo desta citocina. Individuos homozigotos para
o alelo T produzem quatro vezes mais IL-13 em comparagdo a individuos com o
genotipo CC (POCIOT et al., 1992). Nos ultimos anos, tem sido sugerido que esse
polimorfismo pode explicar porque alguns individuos apresentam resposta mais
intensa que outros frente a um mesmo estimulo (LANG et al., 2000).

Neste estudo nos avaliamos polimorfismos nos loci -889(C/T) do gene IL1A e
+3954 (C/T) do gene IL1B em uma amostra da populacdo brasileira acometida ou
nao pelo granuloma piogénico bucal. Nossos resultados mostraram nao haver
associacao entre o alelo T, em ambos os genes estudados, o qual determina maior
producdo de ambas as citocinas, e a ocorréncia de granuloma piogénico bucal. A
distingéo entre localizagéo gengival ou extra-gengival foi considerada neste estudo,
pois os fatores irritativos locais que atuam nessas regides sdo de natureza e
intensidade diferentes. A ocorréncia de recidivas pode significar maior predisposi¢cao
individual ao granuloma piogénico. Dessa forma, estratificamos os casos de
granuloma piogénico quanto a localizacdo, recorréncia ou sexo e analisamos as
frequéncias dos polimorfismos. Entretanto, os resultados também ndo mostraram
associacao com 0s genotipos que codificam alta producédo das citocinas em ambos
0s genes. Na literatura ndo ha estudos avaliando polimorfismos no granuloma
piogénico, nem em outros processos proliferativos ndo neoplasicos da boca, o que
impede a comparacdo e limita a interpretacdo dos provaveis fatores intrinsecos
envolvidos na susceptibilidade individual ao desenvolvimento dessas lesdes.

Polimorfismos em genes de citocinas também tém sido investigados em
diferentes doencas bucais, algumas delas de natureza essencialmente inflamatoria e
outras onde a resposta inflamatoria apresenta papel secundario. Independente da
natureza da leséo, polimorfismos de genes de citocinas foram associados com a
ocorréncia de algumas doencas bucais: associacdo de polimorfismos de IL6, e TNFA
no liquen plano bucal (XAVIER et al., 2007; CARROZZO et al., 2004; BAI et al.,
2007); polimorfismos de IL1B e IL6 na ulceracdo aftosa recorrente (GUIMARAES et
al., 2006; GUIMARAES et al., 2007); e de IL1B, IL6 e TNFA com desenvolvimento de
abscesso odontogénico sintomatico (SA et al., 2007). Isso sugere que essas
moléculas podem desempenhar papel importante na patogénese dessas doencas ou
gue polimorfismos em seus genes podem ter efeito indireto, afetando a expresséao de

outros genes ou estando em desequilibrio de ligacdo com outros polimorfismos
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genéticos que afetam diretamente as doencas.

Concluindo, este estudo mostrou que os polimorfismos nos loci -889 (C/T) do
gene IL1A e +3954 (C/T) do gene IL1B n&o podem ser identificados como fatores de
susceptibilidade a ocorréncia do granuloma piogénico bucal em individuos
brasileiros. O estudo de polimorfismos de outros genes, principalmente aqueles
relacionados ao controle dos processos inflamatérios e da angiogénese, pode
contribuir para a melhor compreensdo da etiopatogénese do granuloma piogénico
bucal. N6s acreditamos que a identificacdo de marcadores de susceptibilidade ao
desenvolvimento de processos proliferativos inflamatérios reacionais nos tecidos
periodontais, como o granuloma piogénico, poderdao permitir a identificacdo de
individuos com alto risco as lesdes e possivelmente ajudar no estabelecimento de

terapias mais individualizadas.
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Abstract

Interleukin-1 is an important inflammatory cytokine that stimulates leukocyte
recruitment to inflammatory sites and production of potent angiogenic factors, as
VEGF, that are involved in pyogenic granuloma (PG) development. Functional
polymorphisms in cytokine genes can predispose individuals to disease by
enhancing inflammatory process. The aim of this study was investigate associations
between IL1A and IL1B gene polymorphisms and oral GP occurrence. Genomic DNA
was obtained from oral swabs or paraffin-embedded tissues of 84 individuals with GP
and 89 without GP (control group) and amplified using the polymerase chain reaction
(PCR) with specific primers flanking the locus -889 of IL1A and +3954 of IL1B. PCR
products were submitted to restriction endonucleases digestion and analyzed by
polyacrylamide gel electrophoresis, to distinguish alleles C or T, allowing for
determination of the genotypes and detection of the polymorphisms. The distributions
of genotypes and frequencies of T allele for ILLA and IL1B genes were not
significantly different between GP and control groups. Moreover, there was no
association between genotypes and GP location or recurrence. Our data suggest that
the polymorphism in the IL1A gene at position -889 and IL1B gene at position +3954
could not be identified as susceptibility factors for oral pyogenic granuloma in a
sample of Brazilian individuals.

Key words: Interleukin-1 alpha. Interleukin-1 beta. Oral pyogenic granuloma. Gene
polymorphism.
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