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Resumo 

Kim YJ. Investigação de polimorfismos no promotor do gene interleucina 8 em 

indivíduos com periodontite [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2008. 

O estudo investigou se há associação individual dos polimorfismos 

–353(A/T), -738(T/A) e -845(T/C) na região promotora do gene interleucina 8 

(IL8), bem como de seus haplótipos, com suscetibilidade à periodontite em 

indivíduos Brasileiros. Foram selecionados 500 indivíduos de ambos os gêneros 

(Grupo Controle n=224 e Grupo Periodontite n=276) que procuraram atendimento 

na Faculdade de Odontologia de Araraquara. A partir do DNA obtido de células 

da mucosa oral, os polimorfismos -738(T/A) e -845(T/C) foram analisados por 

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment Length 

Polymorphism), e o -353(A/T) por SSP-PCR (Sequence Specific Primer – PCR).

Os fragmentos obtidos foram submetidos à eletroforese vertical em gel de 

poliacrilamida a 10%. Para analisar a freqüência dos genótipos e alelos foi 

utilizado o teste �2, ou o programa CLUMP para os polimorfismos que mostraram 

alelos raros. Os haplótipos foram estimados pelo programa ARLEQUIN e a 

diferença na distribuição deles entre os grupos foi investigada por meio do 

programa CLUMP. Os resultados da análise individual dos polimorfismos não 

evidenciaram associação com a periodontite. Em relação aos haplótipos, as 

freqüências dos mesmos como alelos e/ou genótipos entre Grupo Controle e 
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Grupo Periodontite apresentaram diferenças estatisticamente significantes 

considerando a população total e também a não fumante. Os indivíduos com o 

haplótipo CTA apresentaram-se 2,14 vezes mais susceptíveis à doença periodontal 

(p=0,0012, OR=2,14; 95% CI =1,6-3,38). Concluiu-se que houve associação dos 

haplótipos formados pelos polimorfismos –845(T/C), –738(T/A) e –353(A/T) no 

gene IL8 com a suscetibilidade a periodontite na população brasileira estudada.  

Palavras-chave: Polimorfismo genético; periodontite; interleucina-8; haplótipos. 
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Abstract 
 
Kim YJ. Investigation of polymorphisms in the promoter region of interleukin 8

in Brazilian individuals with periodontitits  [Dissertação de Mestrado]. 

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008. 

The purpose of this study was to investigate whether there is an 

individual association of the –845(T/C), –738(T/A) and –353(A/T) single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL8 gene, as well as their haplotypes 

with susceptibility to periodontitis in Brazilian population. DNA was extracted 

from buccal epithelial cells from 500 Brazilian individuals (Control group n = 

224, Periodontitis group n = 276). The –845 and –738 SNPs were genotyped by 

PCR-RFLP method (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 

Polymorphism). The –353 SNP was investigated using the Sequence Specific 

Primers Polymerase Chain Reaction method (SSP-PCR). Differences of the allelic 

and genotypic frequencies were assessed by Chi-squared test or by using the 

CLUMP program for rare alleles. Haplotypes were estimated using the 

ARLEQUIN program. Differences in the haplotype frequencies between the 

studied groups were assessed by the CLUMP program. No differences were 

observed in the allelic and genotypic distribution of all the investigated SNPs 

between control and periodontitis groups when they were analysed individually. 

The haplotypes distribution in the periodontitis and controls groups was 

significantly different both considering the total casuistic or the non-smokers 

subgroup only. Individuals with CTA haplotype seemed to be over twice more 

likely to develop periodontitis than individuals with other haplotypes (OR=2.14, 
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95% CI =1.36-3.38). The analysis of haplotypes constructed from –845(T/C), –

738(T/A) and –353 (A/T) polymorphisms in the IL8 gene demonstrated 

association with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals.

 
Keywords: Genetic, polymorphism; periodontitis; Interleukin-8; haplotypes.
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1 INTRODUÇÃO

 

A periodontite é uma doença infecciosa caracterizada por um 

processo inflamatório destrutivo que afeta os tecidos de proteção e suporte do 

dente14. Pode ocorrer formação de bolsas periodontais, recessões gengivais, 

reabsorção do osso alveolar, e eventual perda do dente 14. Histologicamente a 

periodontite é caracterizada por acúmulo de células inflamatórias na porção 

extravascular do tecido conjuntivo gengival14. Numerosas espécies bacterianas 

têm sido isoladas da placa subgengival, sendo algumas estreitamente relacionadas 

ao início e progressão da doença62. Devido à maioria das bactérias 

periodontopatogênicas residirem nas bolsas periodontais, o sistema imune não 

consegue eliminar os microrganismos. Essa situação particular leva a uma 

inflamação crônica e a uma contínua resposta exacerbada do hospedeiro43. Sendo 

que a disponibilidade de componentes do fluido gengival e do sangue promove o 

crescimento de espécies bacterianas gram-negativas com um aumento do 

potencial periodontopatogênico. Dessa forma, devido à alteração microbiana não 

contida, a resposta do hospedeiro resultará em uma seqüência de eventos, 

culminando com a destruição do tecido conjuntivo e do osso alveolar43.  

Os meios pelos quais as bactérias periodontopatogênicas iniciam e 

perpetuam a inflamação e a destruição tecidual características da periodontite têm 

sido área de investigação nos últimos anos50,62. As bactérias associadas à doença 

podem causar destruição no periodonto marginal via dois mecanismos: 1) pela 

ação direta dos subprodutos de metabolismo e enzimas bacterianas; 2) 
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estimulando a liberação de mediadores inflamatórios de células hospedeiras, 

promovendo a autodestruição tecidual72. Assim, tanto bactérias com potencial 

patogênico quanto a qualidade da resposta do hospedeiro parecem constituir duas 

faces da etiologia da periodontite26,50,62. 

Como a periodontite tem caráter multifatorial, há influência do 

fumo, stress psicossocial e doenças sistêmicas como diabetes25,31,37,50. 

Confirmando a relação de fatores genéticos, um estudo em gêmeos revelou que 

fatores genéticos são responsáveis por cerca de 50% da expressão da 

periodontite38. Estudos de associação do tipo caso-controle27,44,68, de análise de 

agregação familiar33, e outros envolvendo gêmeos8,38 também têm investigado a 

influência genética na periodontite. Atualmente, acredita-se que fatores genéticos 

podem influenciar a suscetibilidade, progressão e/ou a resposta ao tratamento da 

doença periodontal, hipóteses que têm sido bastante investigadas e 

discutidas26,32,50. 

Vários estudos têm tentado identificar marcadores genéticos, 

especialmente em genes de citocinas, que determinariam a predisposição 

individual a periodontite20,22,27,41,42,54. As citocinas constituem um grupo diverso 

de pequenas proteínas e glicoproteínas que regulam as respostas imunes, 

inflamatórias e de reparo. A maioria das citocinas tem sido agrupada de acordo 

com a função a elas atribuída em seis grupos: interleucinas, citocinas citotóxicas, 

fatores estimulantes de colônia, interferons, fatores de crescimento e 

quimiocinas79. Algumas citocinas têm sido caracterizadas como pró-inflamatórias 

como a interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-8 e antiinflamatórias como a IL-10, IL-13 e 
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o fator transformador de crescimento tipo beta (TGF-�). Doenças inflamatórias 

podem ser induzidas e perpetuadas por produção excessiva de citocinas pró-

inflamatórias ou possivelmente por diminuição na produção adequada de citocinas 

antiinflamatórias, sendo que uma falha no equilíbrio destas situações parece 

ocorrer na periodontite19,43. 

Foi demonstrado que pacientes com periodontite possuem maior 

nível de interleucinas nos tecidos gengivais do que pacientes sem periodontite, 

bem como que a concentração de interleucinas é maior nos sítios com doença 

ativa do que nos sítios inativos17,36. Pesquisadores observaram também que a 

concentração gengival de IL-1 tende a diminuir com o tratamento periodontal66. 

Diferenças individuais nos níveis de interleucinas relacionados aos 

diferentes graus de suscetibilidade à periodontite podem ser atribuídas, entre 

outros fatores, a polimorfismos em seus respectivos genes. Como exemplo, a 

freqüência do alelo 2 do polimorfismo IL1B(+3953) está aumentada em pacientes 

com periodontite avançada20. Indivíduos homozigotos para o alelo 2 desse lócus 

polimórfico, presente no exon 5, produzem a proteína IL1-� em um nível quatro 

vezes mais elevado44. Indivíduos com genótipos positivos para IL-1 produzem 2 a 

4 vezes mais IL-1 no fluido crevicular gengival11,44,61.  

O envolvimento de citocinas, bem como de seus polimorfismos 

genéticos em alguns genes como IL1A, IL1B, IL2, IL6, IL10, VDR (receptor de 

vitamina D), TLR4 (receptor semelhante à Toll - 4), MMP1 (metaloproteinase de 

matriz – 1) e TNFA (fator de necrose tumoral - alfa), têm sido cada vez mais 

investigados nas doenças inflamatórias, inclusive foram associados à severidade 
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e/ou suscetibilidade a periodontite crônica e periodontite 

agressiva1,6,15,20,27,54,55,65,74,77. No entanto, o conhecimento que se obteve desses 

estudos mostrou que há necessidade de mais pesquisas nessa área para confirmar 

os resultados obtidos, o que deverá ser feito com populações etnicamente 

diferentes e com um número amostral maior26. Além disso, é importante 

investigar polimorfismos, não somente em genes de citocinas, mas também em 

outras moléculas importantes nas doenças inflamatórias.  

As quimiocinas regulam o trânsito de leucócitos, de forma que 

desempenham papéis importantes no desenvolvimento, homeostase e funções do 

sistema imune, além de terem efeito sobre células do sistema nervoso central e 

angiogênese. A IL-8 é uma quimiocina produzida principalmente por fagócitos 

mononucleares do sangue, mas também por células endoteliais, epiteliais, 

sinoviais, fibroblastos, condrócitos e tumorais2,3,32. A IL-8 é uma quimiocina com 

forte função pró-inflamatória, pois media a ativação e migração de neutrófilos do 

sangue periférico ao tecido, além de atuar em monócitos, basófilos e linfócitos T, 

contudo com menor efeito do que em neutrófilos3,30. A resposta dos neutrófilos a 

IL-8 é caracterizada por migração de células, liberação de enzimas contidas nos 

grânulos citoplasmáticos de secreção presentes no neutrófilo, e outras alterações 

intra e extracelulares2,3,60. As enzimas contidas em grânulos de secreção são 

proteases neutras e ácidas e são liberadas no espaço pericelular. Constituintes do 

tecido conjuntivo são eficientemente degradados por essas enzimas liberadas por 

ativação2.  
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A IL1-�, IL1-� e TNF -� são potentes indutores de IL-8. Elevados 

níveis de IL-8 juntamente com imenso acúmulo de neutrófilos têm sido 

demonstrados em várias doenças. A observação de que os níveis de IL-8 são 

significantemente maiores em indivíduos com psoríase em relação aos indivíduos 

normais, sugere o envolvimento da IL-8 nessa doença inflamatória da pele. Vale 

acrescentar que altos níveis de IL-1 também são encontrados em indivíduos com 

psoríase, indicando que este poderia estar induzindo a produção de IL-8. A IL-8 

pode ser o mediador do acúmulo de neutrófilos nos microabscessos que 

caracterizam tais lesões7,57. Devido a IL-8 ser também produzida por células 

sinoviais estimuladas por IL-1, acredita-se que essa é a causa para a invasão de 

neutrófilos no líquido sinovial em indivíduos com artrite reumatóide58. Assim, a 

interação entre a IL-8, IL-1 e TNF,além de outros mediadores da inflamação, leva 

ao extravasamento e recrutamento de neutrófilos em uma dada região inflamada2. 

 

IL 8 e a Doença Periodontal 

Devido às propriedades quimioatrativas para neutrófilos, a IL-8 

tem sido associada à patogênese de várias formas da periodontite3,13,16,72,76. A IL-8 

secretada localmente induz o extravasamento de neutrófilos do sangue periférico 

para o sítio afetado e também atrai numerosos neutrófilos presentes na lâmina 

própria e no epitélio gengival. Assim, apesar da ação de neutrófilos ser uma 

barreira inicial contra bactérias periodontopatogênicas, a contínua e excessiva 

presença de IL-8 pode contribuir para o acúmulo de neutrófilos com subseqüente 

destruição de tecidos periodontais43,60,76. Lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias 



                                                                                                                                  Introdução                  20

como Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis induzem a expressão de 

RNA mensageiro (RNAm) da IL-8 em fibroblastos de gengiva humana em 

cultura71, nas células do ligamento periodontal in vitro80, além de estimular maior 

secreção da proteína pelas células do epitélio gengival29 e pelos leucócitos4. A 

produção de IL-8 é estimulada por IL-1� e TNF-�, que são expressos no 

periodonto inflamado70. Foi detectada uma maior tendência de expressão da IL-8 

e do seu receptor CXCR-1 em indivíduos com periodontite crônica e agressiva 

quando comparados a indivíduos sem doença18. 

Até o momento não foi encontrado nenhum trabalho investigando 

polimorfismos no gene IL8 em indivíduos com periodontite. Como cada vez mais 

se observa que polimorfismos genéticos podem alterar a taxa de transcrição de 

suas respectivas proteínas e que isso se relaciona com doenças multifatoriais, 

considera-se de grande importância contribuir com um maior entendimento da IL-

8 na periodontite. 

 



2. PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste trabalho foi investigar se os polimorfismos -

353(A/T), -738(T/A) e -845(T/C) no promotor do gene IL8, isoladamente e como 

haplótipos, estariam relacionados com a suscetibilidade à periodontite em uma 

população brasileira. 



3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Cálculo da amostra 

Foi utilizado o programa Genetic Power Calculator 45, para estimar a 

casuística, em outras palavras, o número amostral que deveria ser incluído no 

estudo para obterem-se p-valores estatisticamente relevantes. Os parâmetros 

considerados para características discretas, ou seja, não quantitativas em estudos 

de caso-controle foram semelhantes aos usados por Brett et al.5 (2005), incluindo 

a prevalência de 0,06 de periodontite crônica9.  

Os cálculos mostraram que o tamanho da casuística necessária para 

comprovar associação da periodontite com polimorfismos genético, a um valor de 

� de 0,001 e poder de 95%, seria de 175 indivíduos em cada grupo. Portanto, a 

casuística investigada neste estudo foi suficientemente grande para detectar 

associação com um nível aceitável de confiança.  

  

3.2 Seleção da amostra 

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara-Unesp (CEP FOAr - 

UNESP 57/04) (Anexo1). 

A casuística foi constituída por 500 indivíduos acima de 23 anos de 

ambos os gêneros e de qualquer grupo étnico-racial. Os indivíduos foram 

selecionados dentre os que buscaram o atendimento odontológico na Faculdade de 

Odontologia de Araraquara – UNESP. Foram excluídos indivíduos com menos de 

dez dentes na cavidade bucal, história de diabetes, infecção por HIV, alterações 
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periodontais agudas, antibioticoterapia nos últimos três meses, uso crônico de 

medicamentos antiinflamatórios, e em períodos de gravidez ou em lactação. 

Todos os participantes deste estudo foram informados e esclarecidos sobre os 

propósitos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (Anexo 2). 

Inicialmente foi realizada uma anamnese com a finalidade de 

avaliar a história médica e odontológica de cada indivíduo, seguida do exame 

clínico periodontal (Anexo 3). Os exames clínicos periodontais foram realizados 

por dois examinadores, previamente calibrados (kappa ponderada=0,74), com a 

utilização da sonda periodontal tipo Williams (Trinity, Brasil). Os parâmetros 

clínicos profundidade de sondagem e perda de nível de inserção clínico (NIC) 

foram avaliados em seis sítios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, 

mésio-lingual, lingual e disto-lingual) de cada dente, além de sangramento à 

sondagem. 

Assim, os indivíduos foram classificados em dois diferentes 

grupos: 

� Grupo Periodontite (n = 276): indivíduos que apresentaram um ou 

mais sítios com profundidade de sondagem e NIC � 3 mm e 

sangramento à sondagem.  

� Grupo Controle (n = 224): indivíduos que não apresentaram sítios 

com profundidade de sondagem e NIC � 3mm e sangramento à 

sondagem.  
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3.3 Coleta do material biológico 

O material biológico escolhido para posteriormente extrair-se dele 

o DNA, foram células epiteliais da mucosa bucal que foram obtidas por meio de 

um bochecho com solução de glicose a 3%, por 2min. O tubo contendo o 

bochecho foi centrifugado a 2.000rpm durante 20min. O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet de células foi mergulhado em tampão de extração (Tris 

10mM, pH 7,8; EDTA 5mM; SDS 0,5%), transferido para um microtubo de 1,5 

ml e armazenado a -20°C para posterior extração do DNA73. 

 
3.4 Extração e quantificação de DNA 

O pellet de células da mucosa bucal foi descongelado e incubado 

durante uma noite com 100 ng/mL de proteinase K (Invitrogen) a 37ºC.  

O DNA foi extraído pelo método do fenol: clorofórmio: álcool 

isoamílico (25:24:1), purificado com etanol e acetato de sódio a 3 M (pH 5,2)53. O 

DNA foi quantificado com o auxílio de um espectrofotômetro (Biophotometer, 

Eppendorf), sendo a pureza estimada pela razão OD 260/28051. Após o 

procedimento de extração as amostras foram diluídas para a concentração de 

100ng/μL e armazenados sob a temperatura de -20oC. 

3.5 Análise dos polimorfismos genéticos 

Em cada amostra de DNA, foram investigados os polimorfismos -353(A/T), -

738(T/A) e -845(T/C) do gene IL8 como descrito a seguir. 
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3.5.1 Loci –845 (T/C) e –738 (T/A) 

Apesar de ter-se utilizado os primers descritos por Rovin et al.49 (2002), as 

condições para amplificação do fragmento que contém esses dois loci (formando 

um amplicon de 1.527 pares de bases) foram modificadas e padronizadas neste 

laboratório. 

As reações de PCR num volume final de 25 μL contiveram: 200 ng DNA 

genômico, Tampão 1x (PCRx Amplification Buffer - Invitrogen), 0,2 mM de 

dNTP, 0,2 μM de cada primer, 1,5 mM de MgSO4, 0,5x do aditivo PCRx 

Enhancer (Invitrogen) e 1,8 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen- São 

Paulo, Brasil). As condições de ciclagem foram: 95oC por 3,2 min., seguidos de 

35 ciclos de 95oC por 45 seg., 56oC por 30 seg. e 68oC por 2 min. Sendo a 

extensão final a 68oC por 8 min (Tabela1). 

Em seguida, foi realizada a metodologia do RFLP (restriction fragment 

lenght polymorphism) para genotipar os indivíduos quanto ao lócus -845 (T/C) e 

lócus –738 (T/A), utilizando as enzimas de restrição Vsp I e Xba I, 

respectivamente. As reações de RFLP, num volume de 20 μl, contiveram 10 μl do 

produto da PCR, 3 U da enzima de restrição (New England) correspondente e 2,0 

μl do tampão próprio da enzima. As reações foram incubadas por 

aproximadamente 12 horas (overnight) a 37ºC, para permitir a digestão do 

produto da PCR.  
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3.5.2 Lócus –353 (A/T) . 

Optou-se pela utilização da técnica SSP-PCR (Sequence Specific Primer – 

PCR) descrita por Renzoni  et al. 47 (2000) para análise do polimorfismo no lócus 

–353 (A/T). Nesta técnica são utilizados primers específicos para identificar cada 

alelo, que em conjunto com um primer consenso, resulta num produto de PCR 

com o tamanho esperado, caso o alelo variante específico esteja presente. 

Simultaneamente, é adicionado em cada reação um par de primers de um outro 

gene,dito “controle”, para confirmar que a amplificação por PCR não ocorreu 

devida somente à inexistência de um dado alelo,o que impossibilita o pareamento 

com o primer, e não por deficiência de reagentes. 

As condições da reação do SSP-PCR foram: 200 �M dNTP (GE

Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra), tampão 1x (pH 8,4, 

solução 10x de 200 mM Tris-HCl e 500 mM KCl - Invitrogen, São Paulo, SP, 

Brasil), 0,2 �M cada primer do gene controle (DRB R/F), 1,5 �M de cada primer 

para identificar o lócus -353 do gene IL8, 2 mM de MgCl2, 2 U de Platinum Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil) e 200 ng de DNA, em um 

volume final de 13 �L. As condições de ciclagem foram: 96ºC, 1 min; 96oC, 25 s; 

70oC, 45 s,72oC, 25 s - 5 ciclos; 96oC, 25 s; 65oC, 50 s; 72oC, 30 s - 21ciclos; 

96oC, 30 s; 55oC, 60 s; 72oC, 90 s – 4 ciclos (Tabela 1). 

Para todos os loci estudados os fragmentos resultantes foram aplicados em 

gel de poliacrilamida a 10% e submetidos à eletroforese vertical em cuba 

contendo tampão TBE 1x (tampão Tris-Borato-EDTA, pH 8,4) para possibilitar a 

detecção de genótipos ou para verificar a amplificação do produto da PCR para 
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posterior digestão com enzima de restrição. Para identificar o peso das bandas 

foram utilizados marcadores de peso molecular de 100 pares de base (pb) 

(Amresco) e PhiX 174 digerido com Hae III (Invitrogen). Os géis foram corados 

com nitrato de prata52, visualizados e fotografados digitalmente por meio do 

fotodocumentador GDS 8000 System (UVP, Upland, CA, USA) (Figuras 1 e 2). 
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Tabela 1 - Seqüências dos primers, condições de ciclagem da PCR e enzimas de  

                 restrição utilizadas para determinar os genótipos

Polimorfismo Primers, condições de ciclagem e digestão Produtos  
(alelos) 

–845(T/C)

 (RFLP)

F - GAATTCAGTAACCCAGGCAT  
R – AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC 
  
95o C, 3,2 min; 95oC, 45 s; 56oC, 30 s; 68oC, 2 
min - 35ciclos; 68oC, 8 min. 
 
Enzima de restrição: Ase I  (New England) 
 

 
1527 pb 
 
 
 
791 + 736 (T) 
1527 (C) 
 

–738(T/A)

 (RFLP)

F - GAATTCAGTAACCCAGGCAT  
R – AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC 
 
95o C, 3,2 min; 95oC, 45 s; 56oC, 30s; 68oC, 2 
min - 35 ciclos; 68oC, 8 min. 
 
Enzima de restrição Xba I (New England) 
 

 
1527 pb 
 
 
 
1212 + 317 (A) 
847 + 365 + 
317 (T) 

–353(A/T)

(SSP-PCR)

F- GTG GAACTGATTTCTATGTGAA 
R - CACAATTTGGTGAATTATCAAT/A 
 
Controle DRB F - 
TGCCAAGTGGAGCACCCAA 
Controle DRB R-
GCATCTTGCTCTGTGCAGAT 
 
96ºC, 1 min; 96oC, 25 s; 70oC, 45 s,72oC, 25 s 
- 5 ciclos; 96oC, 25 s; 65oC, 50 s; 72oC, 30 s - 
21ciclos; 96oC, 30 s; 55oC, 60 s; 72oC, 90 s – 
4 ciclos. 
 

 
319 pb 
 
 
796 pb 

 

F=foward, R= reverse; pb = pares de bases; DRB (lócus do HLA, ou antígeno 

leucocitário humano).
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FIGURA 1- PCR-RFLP em gel de poliacrilamida a 10% para detecção dos 

polimorfismos nos loci -845(T/C) e -738(T/A). 

Lane 1: amplificação da banda 1527 por PCR. 

Lane 2: marcador de peso molecular 100 pb 

Lanes 3-5: -845(T/C). CC = 1527 pb; TC = 1527 + 791 + 736 pb; TT = 791 + 736 

pb. 

Lanes 6-8: -738(T/A). AA = 1212 + 317 pb; TA = 1212 + 847 + 365 + 317 pb; TT 

= 847 + 365 + 317 pb.  
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FIGURA 2 – SSP-PCR em gel de poliacrilamida a 10% para genotipagem do 

lócus -353 (A/T), onde cada dois lanes indicam o genótipo de um indivíduo. Para 

cada indivíduo era aplicado no primeiro lane a reação específica para o alelo A e 

no segundo lane a reação para o alelo T.  

Lanes 1-4,6 e 7: banda do gene DRB (controle) com 796 pb. 

Lanes 1, 2, 4 e 6: banda do gene IL8 com 319 pb. 

Lane 5: Marcador de peso molecular PhiX 174 digerido com Hae III . 

 



_________________________________________  
* Software written by Dave Curtis [acesso em 2007/09/23].  
Disponível em: http://www.mds.qmw.ac.uk/statgen/dcurtis/software.html 
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3.6. Análise estatística  

Associação entre polimorfismos genéticos e doença periodontal foi 

avaliada através dos testes de �2 e odds ratio por meio do programa BioEstat v.4.0 

(UFPA, MCT, CNPq, Belém, PA, Brazil). Na presença de genótipos com 

freqüência baixa, ou seja, raros, foi utilizado o programa CLUMP* que emprega o 

método de simulações de Monte Carlo59. A distribuição de cada polimorfismo em 

cada grupo (Controle e Periodontite) foi testada quanto ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg por meio do programa ARLEQUIN56, o qual também foi utilizado para 

investigar desequilíbrio de ligação entre os loci e a freqüência estimada dos 

possíveis haplótipos. A seguir, a freqüência de haplótipos nos diferentes grupos 

foi confirmada por contagem manual, para acessar por meio do programa 

CLUMP*, se a distribuição destes se mostrava diferente entre os indivíduos com e 

sem doença periodontal. Todos os testes foram realizados ao nível de significância 

de 5%. 
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4 CAPÍTULOS 
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Influência de fatores genéticos na etiopatogênese da doença periodontal 

Kim YJ, Viana AC, Scarel-Caminaga RM. Influences of genetic factors in the 

etiopathogenesis of periodontal disease. Rev Odontol UNESP. 2007; 36(2): 

175-180. 
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Influência de fatores genéticos na etiopatogênese da doença periodontal 

Influences of genetic factors in the etiopathogenesis of Periodontal disease 

Yeon. J. KIM* 

Aline C. VIANA* 

Raquel M. SCAREL-CAMINAGA** 

* Pós-Graduanda em Periodontia, Nível Mestrado – Faculdade de Odontologia – 

UNESP – 14801-903 Araraquara - SP 

** Departamento de Morfologia – Faculdade de Odontologia – UNESP – 14801-

903 Araraquara - SP 

Resumo: A doença periodontal (DP) tem caráter multifatorial, a infecção por 

microrganismos periodontopatogênicos que leva à inflamação e à destruição do 

periodonto é modulada pela resposta imune do hospedeiro, a qual é influenciada 

por hábitos como o fumo. Fatores relacionados ao hospedeiro no contexto da DP 

têm sido bastante estudados nos últimos anos, principalmente no que se refere à 

imunogenética, fato que motivou esta revisão da literatura, que teve como objetivo 

comentar a influência que fatores genéticos podem desempenhar na 

etiopatogênese da DP, dando ênfase aos polimorfismos genéticos. O levantamento 

bibliográfico foi realizado nas bases de dados Bireme e PubMed utilizando-se os 

termos “Periodontite, Genética e Polimorfismos”. Estudos sobre genética humana 

foram selecionados de forma a apresentar relação positiva ou negativa de fatores 

genéticos importantes, como polimorfismos, na DP. Concluiu-se pelos crescentes 
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trabalhos na área que, apesar de ser inegável a influência genética na DP, ainda 

são necessários muitos outros estudos para melhor compreender esse mecanismo.     

Palavras-chave: Periodontite; polimorfismos; genética. 

Abstract: Periodontal diseases (PD) encompass multifactorial diseases due to 

the infection caused by periodontopathogenic microorganisms resulting in 

inflammation and periodontal destruction, are modulated by the host response. 

The immune response is influenced by host habits such as smoking. Important 

host factors regarding PD have been investigated in the last years, especially in 

immunogenetics. The aim of this literature review was to comment about genetic 

factors that might influence periodontal diseases. A search of Bireme and 

PubMed data bases was performed using terms like “Periodontitis, Genetics and 

Polymorphisms”. Important studies focusing on human genetics in individuals 

with periodontitis were selected to demonstrate positive and negative relationship 

between genetics factors, like polymorphisms, and PD. It can be concluded, 

considering the crescent number of studies in this area, that PD is influenced by 

genetic factors, although more researches are necessary to better understand 

which mechanisms are involved in this process. 

Keywords: Periodontitis; polymorphisms; genetics. 

INTRODUÇÃO

A doença periodontal (DP) acomete indivíduos em todo o mundo. 

Estima-se que a forma severa da doença atinja cerca de 10% dos adultos1. No 
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Brasil, em 1986, um levantamento epidemiológico feito pelo Ministério da Saúde 

em capitais de 16 Estados revelou que 7,4% dos indivíduos com 50 a 59 anos 

tinham um ou mais sítios com profundidade à sondagem � 5,5 mm. Uma pesquisa 

realizada no Rio Grande do Sul revelou que aproximadamente 65% da população 

estudada apresentavam dentes com profundidade à sondagem � 5,5 mm2.    

Nos últimos anos tem sido investigada a influência da saúde bucal 

no estado de saúde geral do indivíduo. Um crescente corpo de evidências 

científicas sugere associação entre infecção oral e doenças sistêmicas como 

aterosclerose, distúrbios cardiovasculares, artrite, diabetes e doenças pulmonares3. 

Nesse contexto, a DP tem se mostrado um problema de saúde pública de grande 

seriedade. 

Está bem estabelecida que a DP crônica é uma doença infecciosa 

caracterizada por um processo inflamatório destrutivo que afeta os tecidos de 

suporte do dente. Clinicamente, podem ser formadas bolsas periodontais, 

reabsorção do osso alveolar e eventual perda do elemento dental4. 

Histologicamente é caracterizada por acúmulo de células inflamatórias na porção 

extravascular do tecido conjuntivo gengival5. Além disso, numerosas espécies 

bacterianas têm sido isoladas da placa subgengival, sendo algumas estreitamente 

relacionadas ao início e à progressão da doença6. Devido à maioria das bactérias 

periodontopatogênicas residirem nas bolsas periodontais, o sistema imune tem 

dificuldade em eliminar esses microrganismos. Ocorre recrutamento de leucócitos 

e subseqüente liberação de mediadores inflamatórios, resultando em inflamação 

crônica e destruição do tecido7. 
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Bactérias periodontopatogênicas como Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Treponema

denticola, entre outras, iniciam e perpetuam a inflamação podendo causar 

destruição do periodonto marginal via dois mecanismos: 1) pela ação direta dos 

subprodutos do metabolismo e enzimas bacterianas; 2) estimulando a liberação de 

mediadores inflamatórios de células do hospedeiro8. No entanto, embora a 

infecção por periodontopatógenos seja essencial para o início da DP, sua mera 

presença na cavidade oral não é suficiente para explicar diferenças 

interindividuais na severidade da doença9. Em uma população homogênea 

acompanhada por 15 anos, foram observadas diferenças na taxa de progressão da 

DP. Isso levantou a hipótese de que características individuais do hospedeiro 

influenciariam o curso da doença10.

Além da infecção por periodontopatógenos e da resposta do 

hospedeiro, o caráter multifatorial da DP sofre influência de fatores de risco como 

fumo11 e diabetes12, além de indicadores de risco como stress psicossocial13 e 

osteoporose14. Nas doenças de caráter multifatorial, é muito difícil quantificar 

qual a influência de fatores ambientais e fatores genéticos. 

A participação da genética na etiologia da DP é indicada por: 1) 

resultados de estudos com gêmeos; 2) agregação familiar observada na 

periodontite agressiva; 3) síndromes onde a periodontite é uma característica 

clínica importante 15. Tem se observado grande interesse da comunidade científica 

internacional sobre o papel que os fatores genéticos podem desempenhar na DP e 

como os resultados seriam aplicados no prognóstico da doença. Portanto, foi 
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realizada uma revisão bibliográfica com o objetivo de apresentar de forma sucinta 

alguns dos trabalhos mais relevantes na área.  

 

MÉTODO

Foi realizada uma pesquisa bibliográfica nas bases de dados Bireme 

e Pubmed, utilizando os termos “Periodontite, Genética e Polimorfismos”. Foram 

encontradas 300 referências na Bireme (89% no MEDLINE) e 1.281 referências 

no PubMed (incluindo genética de periodontopatógenos), dos quais 126 

referências focadas em polimorfismos genéticos humanos, 14 revisões de 

literatura e 13 trabalhos que discutem testes genéticos para identificar 

suscetibilidade à periodontite. Entre estes, foram selecionados artigos 

considerados como os que melhor apresentavam resultados positivos ou negativos 

da influência genética na DP, além de algumas revisões de literatura publicadas 

por grupos de pesquisa renomados internacionalmente.  

 

A GENÉTICA NO ESTUDO DA DOENÇA PERIODONTAL 

1 – Estudos com gêmeos 

Uma boa maneira de avaliar os aspectos genéticos da DP é por 

meio de estudos realizados com gêmeos. Geralmente é feita uma comparação 

entre gêmeos monozigóticos (MZ) e dizigóticos (DZ), pela qual é avaliado o grau 

de concordância ou discordância de uma ou mais características16. Ao analisar 

fatores genéticos, espera-se que as taxas de concordância entre gêmeos MZ sejam 

maiores do que em gêmeos DZ. No entanto, quando são avaliados fatores 
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ambientais, são esperadas taxas semelhantes de concordância entre os dois grupos 

de gêmeos. 

Em um estudo realizado com 110 gêmeos adultos, foi avaliada a 

condição periodontal pela profundidade de sondagem e pelos nível de inserção, 

índice gengival e índice de placa. A população estudada consistiu de 63 pares de 

gêmeos MZ (criados juntos), 33 pares de gêmeos DZ (mesmo sexo e criados 

juntos) e 14 pares de gêmeos MZ (criados separadamente). Foi observado que a 

correlação da DP entre os gêmeos MZ criados juntos foi significativamente maior 

do que a encontrada nos gêmeos DZ17. Enfocando a influência de fatores 

ambientais como o hábito de fumar e o uso de serviço odontológico, outros 117 

pares de gêmeos foram estudados (64 MZ e 53 DZ). Estimou-se que a 

periodontite crônica possui aproximadamente 50% de hereditariedade, mesmo 

após ajustes para as variáveis comportamentais18. 

A influência que fatores genéticos individuais teriam sobre a 

presença intrabucal de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella

intermedia, Eikenella corrodens e Fusobacterium nucleatum foi avaliada em um 

estudo realizado com 169 gêmeos com periodontite agressiva. Em gêmeos criados 

separadamente (21 MZ e 17 DZ) e gêmeos criados no mesmo ambiente familiar 

(83 MZ e 48 DZ), a prevalência bacteriana nos indivíduos foi de 11% para P.

gingivalis, 22% para A. actinomycetemcomitans, 19% para P. intermedia, 0,34% 

para E. corrodens e 40% para F. nucleatum. Para todas as espécies bacterianas 

avaliadas, as taxas de concordância não foram significativamente diferentes entre 

gêmeos MZ e DZ, apesar de haver similaridades entre os hábitos desses 
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indivíduos. Além disso, os gêmeos MZ criados juntos não apresentaram 

similaridade maior à encontrada para os gêmeos MZ criados separadamente19. 

De acordo com os resultados desses estudos, pode-se concluir que 

fatores genéticos exercem maior influência na herança da periodontite do que 

fatores relacionados ao ambiente, como a presença de microrganismos e hábitos 

comportamentais. 

2 – Estudos com Famílias

A agregação familiar da periodontite agressiva (PA) motivou a 

investigação de um possível envolvimento da genética nessa patologia. A 

presença de PA entre irmãos da mesma família tem sido relatada por diversos 

estudos20-21. Pesquisadores avaliaram 631 indivíduos pertencentes a diferentes 

famílias, dos quais 106 apresentaram periodontite juvenil localizada, 130 

periodontite juvenil generalizada, 254 não eram afetados e 141 indivíduos tinham 

situação periodontal desconhecida. Foi concluído que o modo mais provável de 

herança seria o autossômico dominante, tanto em famílias de caucasianos como de 

afro-americanos22.  

A periodontite crônica também se concentra em famílias, como é 

sugerido em um estudo que analisou 24 famílias holandesas, nas quais, em cada 

uma, havia, pelo menos, uma pessoa afetada pela periodontite crônica: além do 

cônjuge,  1 a 3 filhos. Foi demonstrado que as crianças com menos de 5 anos de 

idade não foram afetadas pela periodontite. No grupo de 5 a 15 anos,  21% tinham 

pelo menos uma bolsa � 5mm associada à perda de inserção e,  no grupo de 10 a 

15 anos, esse valor correspondia a 45%20. 
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Embora os resultados obtidos de estudos com famílias sugiram uma 

forte predisposição genética, os estudos com gêmeos mostram-se mais confiáveis 

na comprovação da influência da genética na etiopatogênese da DP, pois gêmeos 

MZ praticamente não apresentavam variabilidade genética entre si. 

Comparativamente, indivíduos da mesma família têm maior variação genética 

entre si (considerando genes polimórficos); portanto, o fator genético como 

variável do estudo não se apresenta tão bem normalizado quanto nos estudos com 

gêmeos. Ainda assim, estudos com famílias para comprovar influência genética 

relacionada a doenças complexas são realizados com freqüência. Nesses casos, 

apesar de a influência dos fatores ambientais ser de grande importância, deve-se 

considerar que os resultados da influência genética terão maior confiabilidade 

quanto maior for o número de famílias estudadas e melhor padronizadas forem as 

variáveis ambientais entre elas.  

3 – Estudos populacionais enfocando polimorfismos genéticos  

A grande  maioria dos estudos sobre fatores genéticos e DP é 

baseada em análises de indivíduos não aparentados, principalmente quando se 

investiga polimorfismos genéticos. Um polimorfismo genético é caracterizado 

pela ocorrência de, pelo menos,  dois alelos em um lócus, quando o alelo mais 

raro deve ter freqüência superior a 1% na população23. Os polimorfismos 

preferencialmente investigados são aqueles presentes em genes que participam da 

resposta imune do hospedeiro, da sinalização intracelular ou das vias enzimáticas 

de degradação tecidual24. Nota-se uma tendência mundial em identificar 

marcadores genéticos de suscetibilidade não só à DP, mas a doenças importantes 
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como câncer, diabetes, doenças inflamatórias e auto-imunes, como artrite, asma, 

lupus eritematoso sistêmico, entre outras25-30. 

Os primeiros polimorfismos investigados na DP foram nos genes 

que formam o “cluster” ou agrupamento da Interleucina 1 (IL1A, IL1B, IL1RN), 

além do gene do Fator de necrose Tumoral-� (TNFA). Observou-se correlação dos 

polimorfismos –889 IL1A e +3953 IL1B com a severidade à DP em indivíduos 

não-fumantes9. O envolvimento do genótipo composto da IL-1 na DP foi também 

relacionado ao risco de perda dentária9. Pacientes em manutenção do tratamento 

periodontal por 5 a 14 anos que apresentavam o genótipo composto da IL-1 

tinham 2,7 vezes mais risco de perder dentes do que indivíduos que não 

apresentavam tais polimorfismos31. Quando combinado ao fumo intenso, o 

genótipo composto da IL-1 representou um aumento no risco de perda dental em 

7,7 vezes31. 

Diferenças individuais nos níveis de interleucina relacionados aos 

diferentes graus de suscetibilidade à DP são atribuídas a polimorfismos nos genes 

de citocinas. Como exemplo, a freqüência do alelo 2 do polimorfismo +3953 IL1B

está aumentada em pacientes com DP avançada32. Um determinado genótipo 

nesse lócus está associado a um aumento de quatro vezes na produção da 

proteína33. 

Foi também encontrada relação entre fumo, idade, presença de P. 

gingivalis e o genótipo composto da IL-1, sugerindo que este  seria um fator 

adjuvante de suscetibilidade à periodontite34. Outro estudo demonstrou a 

freqüência elevada do genótipo composto, além de polimorfismos em genes 
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receptores antagonistas, em pacientes não-fumantes nos quais não foi encontrada a 

presença de P. gingivalis, nem de A. actinomycetemcomitans, sugerindo a 

influência dos polimorfismos mesmo na ausência de outros prováveis fatores de 

risco35. Porém, não foram encontrados resultados significativos em estudos com 

indivíduos de origem chinesa e afro-americana, já que eles dificilmente 

apresentam o genótipo composto da IL-136. Estudo realizado em uma família 

brasileira com PA analisou microrganismos periodontopatogênicos e 

polimorfismos nos genes da interleucina 1 (IL1A, IL1B), do receptor do 

antagonista da IL-1 (IL1RN) e do fator de necrose tumoral-� (TNFA), obtendo 

resultados negativos de associação com a doença21. Os mesmos polimorfismos 

nos genes IL1A e IL1B, quando investigados em 70 indivíduos europeus não 

aparentados, apresentaram forte associação (p=0,01) com a PA37. Polimorfismos 

no gene IL1RN mostraram-se significantemente diferentes em indivíduos 

japoneses com PA (p=0,007)38. 

Determinados polimorfismos no “cluster” da IL-1 estão 

relacionados à DP em diferentes populações. Alguns alelos desses polimorfismos 

mostraram-se raros em algumas populações e prevalentes em outras, ou seja, 

apresentaram freqüências alélicas diferentes em populações distintas. Portanto, 

apesar da importância da IL-1 na resposta imune do indivíduo, não se pode 

utilizar seus polimorfismos como marcadores genéticos da DP.  

Outras pesquisas foram realizadas buscando relacionar 

polimorfismos em citocinas com DP. Citocinas, como as interleucinas, atuam 

como mediadores-chave do processo inflamatório, pois modulam a síntese e a 
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degradação de componentes da matriz extracelular e óssea que contribuem com o 

periodonto39. 

Outros polimorfismos em citocinas como IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e 

TNF-�  têm sido positivamente ou negativamente relacionados à DP dependendo 

da população estudada40-44. Foi observada associação da severidade da doença 

periodontal com polimorfismos no promotor dos genes  IL245, IL6 46,  

metaloproteinase 9 (MMP9) associada a TIMP247, entre outros. Com relação a 

polimorfismos na interleucina 4 (IL-4), dois estudos falharam em associá-los à 

DP48-49. Entretanto, em indivíduos europeus não aparentados que apresentavam 

PA foi relatada associação (p<0,01) de polimorfismos no promotor e no intron da 

IL-4. Além disso, 27,8% desses indivíduos tinham uma combinação de 

polimorfismos que foi relacionada a níveis não detectáveis de IL-4 no sangue 

quando comparados com o grupo controle50.  

Investigando o gene IL10, dois polimorfismos na região promotora 

estão associados à DP, observando-se que determinados haplótipos formados por 

tais polimorfismos aumentam a suscetibilidade à doença em até 8 vezes21. Em 

relação à PA, microssatélites no promotor da IL-10 não apresentaram diferenças 

significativas nas freqüências dos alelos entre 79 pacientes caucasianos com a PA 

e o grupo controle51. Quando polimorfismos de base única no promotor do gene 

IL10 foram investigados, também não foi possível estabelecer relação com a PA 

em indivíduos japoneses52.  

Considerando conjuntamente os vários artigos consultados, 

observou-se que há grande variedade entre eles no que se refere a: I) critérios 
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clínicos adotados para determinar  quais indivíduos manifestam DP e quais 

indivíduos não (grupo controle); II) diferentes etnias investigadas. Por outro lado, 

foram notadas várias semelhanças entre os diferentes trabalhos: I) número 

amostral pequeno, comparando-se a trabalhos de genética de populações, o que 

confere um baixo poder estatístico dos resultados; II) geralmente o método 

empregado para investigar polimorfismos genéticos foi o PCR-RFLP 

(amplificação do gene de interesse por Reação em Cadeia da Polimerase seguida 

de identificação de Polimorfismos por Comprimento dos Fragmentos de 

Restrição).  

Similarmente às considerações estabelecidas para o “cluster” da 

IL-1, polimorfismos genéticos em outras citocinas também foram relacionados 

com suscetibilidade e/ou progressão da DP em determinadas populações53. 

Entretanto, devido à variabilidade da freqüência alélica desses polimorfismos nas 

diferentes etnias, nenhum dos polimorfismos até agora investigados podem ser 

utilizados como marcadores genéticos da DP.  

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Conclui-se, baseado nos estudos com gêmeos e com famílias, que 

há evidência científica da influência genética na etiopatogênese da DP. No 

entanto, os mecanismos pelos quais os fatores genéticos podem atuar no início 

e/ou progressão da DP não foram ainda completamente compreendidos.  

Acredita-se que, futuramente, conforme progrida o conhecimento 

de polimorfismos genéticos e suas freqüências em vastas populações de diferentes 
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etnias, as pesquisas que venham a investigar relação entre polimorfismos e 

doenças terão um grande salto na qualidade e na aplicação dos seus resultados. A 

identificação de populações mais suscetíveis a determinados tipos de doenças, 

dado a sua carga genética, poderia nortear políticas de saúde pública, 

principalmente no que se refere à prevenção.  

Tomando como exemplo a DP, é importante identificar o maior 

número possível de polimorfismos genéticos e suas freqüências nas populações 

em todo o mundo para que se possa atribuir a um determinado polimorfismo, com 

segurança, uma porcentagem de suscetibilidade ou severidade à doença. Somente 

no futuro, e baseado no conhecimento das freqüências dos alelos nas populações, 

é que um determinado polimorfismo poderia ser utilizado como marcador 

genético da DP. Assim, poderia ser confeccionado um “kit”, talvez adaptado para 

a população em questão, para detectar indivíduos com genótipo de alto risco para 

a doença, auxiliando também no prognóstico da DP.  
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4.2 Capítulo 2 

Lack of association of a functional polymorphism in the Interleukin 8 gene 

with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals  

Artigo a ser submetido para publicação 
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ABSTRACT 

Background: Interleukin-8 (IL-8) is an important inflammatory mediator that is 

responsible for the migration and activation of neutrophils. It is involved in the 

initiation and amplification of acute inflammatory reactions and in the chronic 

inflammatory process. The functional single nucleotide polymorphism (rs4073) in 

the IL8 gene may influence the expression of the protein and has been associated 

with inflammatory diseases. 

Objective: The purpose of this study was to investigate the potential association 

of the polymorphism (rs4073) in the promoter region of the IL8 gene with  the 

susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals.  
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Methods: DNA was extracted from buccal epithelial cells of 500 Brazilian 

individuals (control group n=224 and periodontitis group n=276). The 

polymorphism was genotyped by the sequence-specific primer polymerase chain 

reaction (SSP-PCR) method. The data were analyzed by �2 test and to estimate the 

risk to develop periodontitis associated with an allele or genotype, the odds ratio 

was calculated.  

Results: The genotype distributions both in the control and periodontitis groups 

were consistent with the assumption of Hardy-Weinberg equilibrium. No 

Significant differences were found in allelic and genotypic frequencies between 

the control and periodontitis groups. 

Conclusion: The single nucleotide polymorphism (rs4073) in the IL8 gene was 

not associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals. 

Key Words: IL-8, polymorphism, association, periodontitis

INTRODUCTION

Periodontitis is a multifactorial disease whose manifestation and 

progression are determinated by the host response to bacterial infection. The host 

response is influenced by both environmental factors (e.g. smoking, oral hygiene, 

stress, and lifestyle) and genetic factors1. Some gene of molecules important in the 

panel of inflammation such as interleukin-1 (IL-1), interleukin-10 (IL-10) tumor 

necrosis factor-a (TNF-a) Fc-c receptors and matrix metalloproteinase (MMP) 

have been investigated as candidate genes for periodontal disease 

susceptibility4,5,6,12,19,20,35,47. Several studies have demonstrated that single 
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nucleotide polymorphisms (SNPs) in cytokine genes may influence the 

susceptibility to periodontal diseases and their severity20,24,34,35,41,44. 

Interleukin 8 is a potent chemoattractant and activator of 

neutrophils in inflammatory regions3. In the periodontal tissue, neutrophils are the 

first line of defense against periodontopathic bacteria, and play an important role 

in pathogenesis of periodontitis43. The role of IL-8 in the pathological process of 

chronic periodontal diseases has been previously investigated. The protein levels 

of the IL-8 detected in gingival crevicular fluid from patients with chronic 

periodontal disease was significantly higher than in controls42. Further, Takigawa 

et al.38 (1994) have demonstrated that fibroblasts from inflamed periodontal tissue 

produced IL-8 by stimulation with IL-1� and TNF-� in a dose-dependent manner. 

The IL-8 mRNA was observed in human periodontal ligament cells46 and in 

human gingival fibroblasts39 in culture after stimulation with lipopolysaccharide 

from Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, suggesting that 

products from those periodontal pathogens can trigger an infiltration of several 

inflammatory cells into the periodontal tissues. In consequence, a strong 

inflammatory reaction may be elicited at local sites, resulting in the destruction of 

the periodontal tissues25. 

Particular interest has been given in investigating functional 

polymorphisms in candidate genes for disease association studies. Functional 

SNPs may cause phenotypic changes by multiple mechanisms, for example, by 

changing the encoded protein sequence, or by affecting gene regulation, mRNA 

processing and translation45. The SNP (rs4073) in the IL8 gene has been 
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considered to be functional because its A allele was previously associated with 

higher IL-8 production16. Genetic studies in distinct populations have shown the 

association between this SNP in the IL8 gene with inflammatory diseases such as 

multiple sclerosis, bronchiolitis and asthma14,16,18. It is worth to mention that, the 

“rs4073” number (reference sequence number from the NCBI's Entrez system)15 

was adopted here for avoiding confusion, since this SNP had received previous 

different notations like -251 by Hull et al17 (2001) and –353 by Renzoni30 et al 

(2000). 

To the best of our knowledge, the SNP (rs4073) in the IL8 gene had 

never been evaluated in individuals with periodontal disease. Therefore, the aim 

of this study was to investigate whether this functional SNP in the IL8 gene is 

associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals. 

MATERIAL AND METHODS 

Selection of subjects 

This study involved individuals from the State of São Paulo in the 

Southeastern region of Brazil. A total of 500 subjects were recruited from the 

patient pool of the School of Dentistry at Araraquara, São Paulo State University - 

UNESP between November 2004 and May 2007. The present study was approved 

by the Committee for Ethical Affairs of the São Paulo State University (Protocol 

number 57/04). All volunteers were informed about the aims and methods of this 

study, and gave their written consent to participate.  



                                                                                                                                     Capítulos 
 

61

All subjects had to have at least 10 remaining teeth and be in good 

general health. Exclusion criteria were: need for antibiotic prophylaxis, chronic 

usage of anti-inflammatory drugs, current pregnancy, ongoing orthodontic therapy 

and self-declared history of systemic or local disease with influence on the 

immune system, diabetes mellitus, HIV infection or immunosuppressive 

chemotherapy.  

Diagnosis of periodontitis was established considering the patient 

medical and dental histories. Each subject was examined by one out of two 

calibrated periodontits who carried out the periodontal examinations throughout 

the study period (Weighted kappa= 0.74). The clinical signs and parameters 

including probing depth (PD), clinical attachment loss (CAL) and bleeding on 

probe were assessed at six sites around each tooth using a periodontal probe with 

Williams makings (Trinity- Campo Mourão, Brazil). The subjects were 

categorized into two groups: 

� Control group (GC): subjects exhibiting no sites with CAL and PD � 3mm 

and bleeding on probing. 

� Periodontitis group (GP): subjects exhibiting one or more sites with CAL 

and PD � 3 mm and bleeding on probing. 

Analysis of genetic polymorphism

Buccal epithelial cells from the subjects were obtained with 3 ml of 

3% glucose mouthwash for 2 minutes40. DNA was extracted with sequential 

phenol chlorophorm/isoamilic alcohol (25:24:1) solution and precipitated with 
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salt ethanol solution35. In order to genotype individuals to the SNP (rs4073) in the 

IL8 gene, a sequence-specific primer polymerase chain reaction (SSP-PCR) was 

performed as previously described by Renzoni et al.30 (2000), using the following 

primers: IL8F- 5’ GTGGAACTGATTTCTATGTGAA 3’, IL8R – 5’ 

CACAATTTGGTGAATTATCAAT/A 3’, Control DRB F – 5’ 

TGCCAAGTGGAGCACCCAA 3’ and Control DRB R - 5’ 

GCATCTTGCTCTGTGCAGAT 3’. The use of control primers confirmed the 

PCR amplification, where the DRB gene encodes a type of class II  protein of 

from the Major Histocompatibility Complex (MHC). 

The reactions in a final volume of 13 μL was carried out 

containing: 1x buffer (pH 8.4, 10x solution of 200 mM Tris-HCl and 500 mM 

KCl - Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil), 0.2 mM of each dNTP (GE Healthcare 

Life Sciences, Buckinghamshire, England), 0.2 μM of each control primer 

(Invitrogen, Frederick, MD, USA), 1.5 μM of each allele-specific primer 

(Invitrogen, Frederick, MD, USA), 1.5 mM MgCl2, 0.75 U Platinum Taq DNA 

polymerase (Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil) and 100 ng of genomic DNA. The 

cycling conditions were as follows: 1 minute at 96oC, 5 cycles of 25 seconds at 

96oC, 45 seconds at 70oC, and 25 seconds at 72 oC, 21 cycles of 25 seconds at 96 

oC, 50 seconds at 65 oC, and 30 seconds at 72 oC, and 4 cycles of 30 seconds at 96 

oC, 60 seconds at 55 oC, and 90 seconds at 72 oC. The PCR-SSP products were 

analyzed in a 10% polyacrylamide (USB, Cleveland, Ohio, USA) gel 

electrophoresis stained by rapid silver staining method33.  
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Statistical analysis 

The illustrative power calculations for periodontitis to estimate the 

relevance of the p-values produced from this dataset was performed using the 

methodology for discrete traits in case-control studies28. The parameters 

considered were similar those used by Brett et al4 (2005), including the chronic 

periodontitis prevalence of 0.06 7. 

The significance of the difference in observed frequencies of the 

GC and GP groups was assessed by standard chi-squared (�2) test, using BioEstat 

statistical package v 4.0 (UFPA, Belém, Brazil). This software was also used to 

calculate Hardy-Weinberg expectations. Differences were considered significant 

when p<0.05.  

RESULTS

The power calculations performed to this study show that the 

sample size required to ascertain the significance of association of periodontal 

disease to the studied genetic polymorphisms with an alpha value of 0.001 and 

power of 95% was 175 individuals. Therefore, the casuistic enrolled in this study 

was large enough to detect association with an acceptable level of confidence 

The Brazilian population investigated here was composed mainly 

by subjects in a mean age of 39.7 years, females (61.8%), whites (58%) and non-

smokers (83%) (Table 1). The casuistic was categorized according to the skin 

color composition proposed by Peres et al.27 (2007) into whites (predominantly of 

European heritage), darker-skinned blacks (predominantly African heritage), 
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lighter-skinned blacks (Admixture between European, African and Amerindian 

heritages) and yellow skin individuals (Asian descents) (Table 1). 

The population effectively genotyped for the SNP (rs4073) 

comprehends 97.6% of the casuistic. It occurred because methodology difficulties. 

(Table 2). 

The genotypic and allelic frequencies of the SNP (rs4073) in the 

IL8 gene were shown in Table 2. The genotype distribution was consistent with 

the assumption of Hardy-Weinberg equilibrium in both the control and 

periodontitis groups. No differences were observed in the distribution of alleles 

and genotypes when comparing the studied groups either overall or when subjects 

were stratified on the basis of smoking status (Table 2). Although the A allele and 

the homozygous AA frequencies were higher in the periodontitis group than in the 

control group in all analyses, the differences in the allele and genotype 

distributions between the studied groups did not reach statistical significance 

(Table 2). 

 

DISCUSSION 

Periodontitis is a chronic multifactorial disease with a strong 

genetic component19. In addition, cytokines play an important role in the 

coordination and persistence of the inflammatory process that occur in 

periodontitis25. Several studies have indicated that allelic variations in genes 

encoding molecules of the host defense system, such as cytokines, could affect the 

susceptibility to and the severity of periodontal disease4,20,34,35,41. In the last years, 
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it has been evaluated a potential involvement of polymorphisms in the IL8 gene in 

the panel of several inflammatory diseases14,29-32. 

The IL8 gene is located on chromosome 4q13-q21 (Genbank 

accession M28130) and it is formed by four exons8. Polymorphisms in regulatory 

regions of a gene, mainly in the promoter region, can modify the expression levels 

of the encoded protein36. The SNP (rs4073) in the promoter region of the IL8 gene 

has been correlated with the protein expression, thus it has been considered a 

functional SNP. The A allele was found related with higher levels of IL-8 

production in vitro after stimulation with lipopolysaccharide16. In the last years, 

the A allele has been associated with higher risk of bronchiolitis, gastric cancer, 

atrophic gastritis, and distal gastric cancer9,13,16,37. 

In spite of the biological relevance of the SNP (rs4073) in the IL8 

gene, our present results did not reveal statistically significant differences in its 

allelic and genotypic distributions between the control and periodontitis groups. 

Similar failure of association of this SNP was obtained regarding to other diseases 

like severe systemic lupus erithematosus, airway disease and vesico-ureteral 

reflux22,23,32.  

Interestingly, some studies have shown lack of or slight disease 

association when the SNP (rs4073) in the IL8 gene was analysed alone, but they 

demonstrated significant association when other closed SNPs were analyzed 

together, forming haplotypes29,32. This fact occurs when those different SNPs are 

in linkage disequilibrium, i.e., when some polymorphic loci are physically located 

on the chromosome leading to be inherited in blocks, without recombination 
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between parental chromosomes11. Therefore, the analysis of single genetic 

polymorphisms for the determination of the genetic background might be 

inadequate to reveal an association with disease while the effect of an individual 

SNP is not strong enough to show it. The cooperative influence of genetic 

polymorphisms on disease development should also be considered19. 

Future studies investigating haplotypes formed by three or four 

SNPs in the IL8 gene could confirm the association of this gene with 

susceptibility to periodontitis, mainly for different ethnic populations. It is 

important to develop investigations in larger and ethnically diverse populations to 

verify whether a specific polymorphism or haplotypes are a reliable risk marker of 

periodontitis susceptibility19. 

It has been established that smoking habit is an important risk 

factor for the initiation and progression of periodontitis2,10,21,26. Kornman et al.20 

(1997) have suggested that the smoking related risk could often obscure the 

polymorphism-related risk. However, in this case, the smoking habit seemed not 

to be a confounding factor, since the inclusion of smokers (17%) in the total 

sample did not demonstrated strength to modify the results of the genetic analysis 

(Table 2). 

In this first report investigating a SNP in the IL8 gene regarding to 

periodontitis, up to date, it was concluded that the polymorphism (rs4073) in the 

IL8 gene was not associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian 

individuals.  
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Table 1. Characteristics of the studied populations 

 

Control  

(n = 224) 

Periodontitis

 (n = 276) 

Total 

 (n = 500) 

Age (years) 

Mean (±) 35.3 (±10.4) 43.4 (±10.5) 39.7 (±11.2) 

Gender n (%) 

Female 

Male 

134 (59.8) 

90 (40.2) 

175 (63.4) 

101 (36.6) 

309 (61.8) 

191 (38.2) 

Skin Color n (%) 

White 

Darker-skinned blacks  

Lighter-skinned blacks 

Yellow 

148 (66.0) 

25(11.2) 

45 (20.0) 

6 (2.8) 

142 (51.4) 

62 (22.4) 

71 (25.7) 

1 (0.5) 

290 (58.0) 

87 (17.4) 

116 (23.2) 

7 (1.4) 

Smoke habits n (%) 

Non-smokers 

Smokers 

204 (91.0) 

20 (9.0) 

211 (76.4) 

65 (23.6) 

415 (83.0) 

85 (17.0) 
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Table 2. Distribution of alleles and genotypes of the SNP (rs4073) in the studied 

groups

rs4073

Total

n=488

Non-smokers

(n=403)

 

Control

n(%)

Periodontitis

n(%)

p Control

n(%)

Periodontitis

n(%)

p

Allele

A 

T

n=440 

192(43.6) 

248(56.4) 

n= 536 

258(48.1) 

278(51.9) 

0.18 

 

n=400 

171(42.7)

229(57.3)

n=406 

197(48.5) 

209(41.5) 

0.11 

 

Genotype

AA

AT

TT

n=220 

36(16.4) 

120(54.5) 

64(29.1) 

n= 268 

56(21) 

146(54.5) 

66(24.5) 

0.32 

 

 

n=200 

31(15.5) 

109(54.5)

60 (30) 

n=203 

43(21.2) 

111(55.5) 

49(23.3) 

0.21 

 

 

All p values represent chi-squared test results 
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4.3 Capítulo 3 

Association of haplotypes polymorphisms of IL8 gene promoter with 

susceptibility to periodontitis 

 

Artigo a ser submetido para publicação 
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susceptibility to periodontitis 
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ABSTRACT 

Background: Interleukin 8 (IL-8) is a chemokine related with the initiation and 

amplification of acute and chronic inflammatory process. Polymorphisms in the 

IL8 gene have been associated with inflammatory diseases. Therefore it is an 

important candidate gene for association studies. 

Objective: To investigate whether the –845 (T/C), –738 (T/A) and –353 (A/T) 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL8 gene, as well as their 
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haplotypes would be associated with the susceptibility to periodontitis in Brazilian 

individuals. 

Methods: DNA was extracted from buccal epithelial cells of 500 Brazilian 

individuals (Control n = 224, periodontitis n = 276). The –845 and –738 SNPs 

were genotyped by the PCR-RFLP method (Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Length Polymorphism). The –353 SNP were investigated 

using the Sequence Specific Primers Polymerase Chain Reaction method (SSP-

PCR). The data were analyzed by �2 test and to estimate the risk to develop 

periodontitis associated with an allele or genotype, the odds ratio was calculated. 

Results: No differences were observed in the allelic and genotypic distribution of 

all the investigated SNPs between control and periodontitis groups when they 

were analysed individually. The haplotypes distribution in the periodontitis and 

controls groups was significantly different both considering the total casuistic or 

the non-smokers subgroup only. Individuals with the CTA haplotype seemed to be 

over twice more likely to develop periodontitis than individuals with other 

haplotypes (e.g. OR=2.14, 95% CI =1.36-3.38).  

Conclusion: The analysis of haplotypes constructed from –845(T/C), –738(T/A) 

and –353 (A/T) polymorphisms in the IL8 gene demonstrated significant 

association with susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals.  
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INTRODUCTION

Periodontitis is an inflammatory disease characterized by the loss 

of connective tissue and alveolar bone. Although the bacterial infection is a 

primary cause, the progression of disease depends on the production of host 

mediators in response to bacteria and metabolic products27,39. The host response is 

influenced by both environmental (e.g. smoking, oral hygiene, stress and lifestyle) 

and genetic factors1. Studies in twins have indicated that a substantial portion of 

individual variability of periodontal conditions may be attributable to genetic 

factors24,25. 

It has been observed both increased expression of IL-8 in the 

affected periodontal tissues7,41,42, and high levels of IL-8 in the crevicular fluid of 

patients with periodontitis44. Considering those findings, we have supposed that 

the IL8 gene could be an important candidate gene for periodontitis association 

studies. 

The IL8 gene is located on chromosome 4q13-q21 (Genbank 

accession M28130) and consists of four exons8. More than 70 SNPs have been 

identified in the IL8 gene, some of them have been associated with susceptibility 

and outcome to several diseases like asthma, nephritis, alveolitis, Parkinson´s 

disease, multiple sclerosis and cancers12,21,31,33,35. The A allele of the -353 SNP in 

the promoter region of the IL8 gene was found related to higher levels of IL-8 

production in vitro after stimulation with lipopolysaccharide and cytokines17. 

Despite the potential relevance of polymorphisms in the IL8 gene in the 
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inflammatory process, there is no studies evaluating association between IL8 

SNPs and periodontitis. Therefore, the aim of this study was to investigate 

whether the –845 (T/C), –738 (T/A) and –353 (A/T) SNPs in the IL8 gene, as well 

as their haplotypes, would be associated with susceptibility to periodontitis in 

Brazilian individuals.  

MATERIAL AND METHODS 

Selection of subjects 

This study involved individuals from the State of São Paulo in the 

Southeastern region of Brazil. A total of 500 subjects were recruited from the 

patient pool of the School of Dentistry at Araraquara, São Paulo State University - 

UNESP, from November 2004 to May 2007. The present study was approved by 

the Committee for Ethical Affairs of the São Paulo State University (Protocol 

number 57/04). All volunteers were informed about the aims and methods of this 

study, and gave their written consent to participate.  

All subjects had to have at least 10 remaining teeth and be in good 

general health. Exclusion criteria were: need for antibiotic prophylaxis, chronic 

usage of anti-inflammatory drugs, current pregnancy, ongoing orthodontic therapy 

and self-declared history of systemic or local disease with influence on the 

immune system, diabetes mellitus, HIV infection or immunosuppressive 

chemotherapy.  
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Diagnosis of periodontitis was established considering the patient 

medical and dental histories. Each subject was examined by one out of two 

calibrated periodontits who carried out the periodontal examinations throughout 

the study period (Weighted kappa =0.74). The clinical signs and parameters 

including probing depth (PD), clinical attachment loss (CAL) and bleeding on 

probe were assessed at six sites around each tooth using a periodontal probe with 

Williams makings (Trinity- Campo Mourão, Brazil). The subjects were 

categorized into two groups: 

� Control group (GC): subjects exhibiting no sites with CAL and PD � 3mm 

and bleeding on probing. 

� Periodontitis group (GP): subjects exhibiting one or more sites with CAL 

and PD � 3 mm and bleeding on probing. 

 

Analysis of genetic polymorphisms

Buccal epithelial cells from the subjects were obtained with 3 ml of 

3% glucose mouthwash for 2 minutes40. DNA was extracted with sequential 

phenol chlorophorm/isoamilic alcohol (25:24:1) solution and precipitated with 

salt ethanol solution35 

The –845 (T/C) and –738 (T/A) SNPs in the IL8 gene were 

investigated using the polymerase chain reaction-restriction fragment length 

polymorphism (PCR-RFLP) method33. The –353 (A/T) polymorphism was 

analyzed using the sequence specific primers-polymerase chain reaction (SSP-

PCR) method31. To make the nomenclature of the SNPs clearer, their “rs” 
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number, reference sequence number from NCBI's Entrez system15, was included 

in Table 1, except for the –738 (T/A) SNP, whose “rs” number was not available. 

Information concerning the sequences of primers, PCR cycling 

conditions and genotyping methods related to each investigated SNP are shown in 

Table 1, while other methodological details and are subsequently described. 

� –845 (T/C) and –738 (T/A) SNPs:  

PCR reactions in a final volume of 25 μL was carried out 

containing 0.5x PCRx Enhancer buffer (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 0.2 mM of 

each dNTP (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England), 0.2 μM of 

each primer (Invitrogen, Frederick, MD, USA), 1.5 mM of MgSO4, 1.8 U of 

Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, São Paulo, Brazil) and 100 ng of 

genomic DNA. After cycling, 10 μL of PCR product was digested with the 

appropriate restriction enzyme (New England – 3 U per reaction) at 37oC 

overnight. 

� SNP –353 (A/T):  

The SSP-PCR reactions in a final volume of 13 μL was carried out 

containing: 1x buffer (pH 8.4, 10x solution of 200 mM Tris-HCl and 500 mM 

KCl - Invitrogen, São Paulo, Brazil), 0.2 mM of each dNTP (GE Healthcare Life 

Sciences, Buckinghamshire, England), 0.2 μM of each control primer (Invitrogen, 

Frederick, MD, USA), 1.5 μM of each allele-specific primer (Invitrogen, 

Frederick, MD, USA), 1.5 mM of MgCl2, 0.75 U of Platinum Taq DNA 

polymerase (Invitrogen, São Paulo, Brazil) and 100 ng of genomic DNA. 
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The PCR-RFLP and SSP-PCR products were analyzed in a 10% 

polyacrylamide (USB, Cleveland, Ohio, USA) gel electrophoresis stained by rapid 

silver staining method34. The stained gels were digitally photographed (GDS 8000 

System, UVP, Upland, CA, USA) and the images obtained were stored for later 

analysis. 

 

Statistical analyses 

The illustrative power calculations for periodontitis to estimate the 

relevance of the p-values produced from this dataset was performed using the 

methodology for discrete traits in case-control studies29. The parameters 

considered were similar to those used by Brett et al.3 (2005), including the chronic 

periodontitis prevalence of 0.06 6. 

Differences between the Control and Periodontitis groups of the 

allelic and genotypic frequencies of each polymorphism in the IL8 gene were 

analyzed by standard chi-squared (�2) test or by the CLUMP14 program that 

employs the Monte Carlo simulations37. The use of the Monte Carlo method37 

avoids the need for a Bonferroni correction and the difficulty of assessing the 

significance of rarer alleles. The CLUMP14 program is designed for use in genetic 

case-control studies where multiple alleles are being considered and the observed 

frequencies of some alleles are rare13. The risk associated with individual alleles 

or genotypes was calculated as the odds ratio (OR) with 95% confidence intervals 

(CI) using the BioEstat software version 4.0 (UFPA, Belém, PA, Brazil). This 

software was also used to calculate Hardy-Weinberg expectations. Differences 
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were considered significant when p<0.05. In order to calculate haplotype and 

linkage disequilibrium the ARLEQUIN38 program was used. Haplotypes 

frequencies were confirmed by direct counting and differences in their distribution 

between the studied groups were assessed by the CLUMP14 program 

RESULTS

Single nucleotide polymorphism analyses 

The power calculations performed to this study show that the 

sample size required to ascertain the significance of association of periodontal 

disease to the studied genetic polymorphisms with an alpha value of 0.001 and 

power of 95% was 175 individuals. Therefore, the casuistic enrolled in this study 

was large enough to detect association with an acceptable level of confidence. 

The casuistic investigated here was composed mainly by female 

subjects (61.8%), whites (58.0%) and non-smokers (83.0%) (Table 2). The 

subjects were classified according to the skin color composition as proposed by 

Peres et al.28 (2007) into: whites (predominantly of European heritage), darker-

skinned blacks (predominantly African heritage), lighter-skinned blacks 

(Admixture between European, African and Amerindian heritages) and yellow 

skin individuals (Asian descents) (Table 2). 

The allelic and genotypic frequencies of investigated SNPs in the 

IL8 gene are shown in Table 3. The population effectively genotyped for each 

SNP was slightly different between each other because methodology difficulties, 
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mainly for the –845 and –738 SNPs. (Table 3). No differences were observed in 

the allelic and genotypic distribution of all the investigated SNPs when comparing 

the studied groups either overall or when subjects were stratified on the basis of 

smoking status (Table 3). The statistical analysis considering only the Non-

smokers subgroup was made to exclude the possible confounding effect of 

smoking habit. Here, individuals who had never smoked or which are former-

smokers for at least five years composed the Non-smokers subgroup.  

Only the genotype distribution of the –353 SNP was consistent 

with the assumption of Hardy-Weinberg equilibrium in the control and 

periodontitis groups. It was observed strong linkage disequilibria between all pair 

of the investigated loci, justifying the analyses of polymorphisms as haplotypes.  

 

Haplotype analyses 

The analyses of haplotypes were made considering only the 

subjects who were genotyped for all the three SNPs together. As summarized in 

Table 4, the distribution of haplotypes arranged as alleles between control 

periodontitis groups was significantly different considering the total sample 

(p=0.006) and Non-smokers (p=0.0009). Interestingly, the haplotype CAT was 

present only in the periodontitis group. Moreover, it was observed that individuals 

with the haplotype CTA have 2.14 times more probability to develop periodontitis 

(Table 4). 

The data of haplotypes arranged as genotypes (Table 5) also 

demonstrated a significant different distribution (p=0.0009) between patients and 
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controls both in the total sample and Non-smokers. In the total sample, we 

decided to sum the frequencies of haplotypes that demonstrated a difference of 

four degrees (excluding null percentage) in the haplotypes frequencies to identify 

higher genetic contrasts between the studied groups. Therefore, it was observed 

that individuals with the haplotypes TTT/TAT together with TAT/CTA 

demonstrated twice times more susceptibility to periodontitis than individuals 

carrying one of all the other haplotypes (OR=2.0; 95% CI=1.27-3.26) (Table 5). 

Besides, considering the total sample, it could be noted an interesting contrast: the 

haplotype TAT/CTT, present in 11.4% of the control group was absent in the 

periodontitis group, while the haplotypes CTT/CTA and TTT/CAT, absent in the 

control group, were 7.6% frequent in the periodontitis group (p=0.0009). 

DISCUSSION 

Interleukin 8 (IL-8) is a chemokine related with the initiation and 

amplification of acute inflammatory reactions and in the chronic inflammatory 

process5. The role of IL-8 in a pathological process of periodontal diseases has 

been previously investigated. Gingival fibroblasts from patients with periodontitis 

secrete a higher level of IL-8 than healthy controls7. Therefore, an excessive IL-8-

mediated function in the inflamed periodontal tissues may contribute to local 

periodontal tissues destruction26.  

In the last years, particular interest has been given to investigating 

functional polymorphisms in candidate genes for disease association. The 
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expression levels of a protein may be modulated by genetic polymorphisms in 

regulatory regions of the gene, mainly in the promoter region40. Considering that 

the A allele of –353 SNP was previously associated with higher IL-8 production17 

and the finding of a significant high level of this protein in the gingival crevicular 

fluid from patients with periodontitis44, it is conceivable hypothesize that the 

genetically determined different ability of individuals in producing IL-8 may 

somehow predispose them to the periodontal disease. 

Results of the present study revealed that when analysed 

independently, none of the three SNPs in the promoter region of IL8 gene could 

be associated with periodontitis susceptibility (Table 3). On the other hand, when 

those SNPs were analysed together, as haplotypes, it was found a significant 

association with susceptibility to periodontitis Lower association has been 

previously showed regarding to periodontal disease when one SNP was analysed 

alone, but when closed SNPs were analyzed as haplotypes, the association with 

the disease increased, as examples, SNPs in the IL10 gene and in the vitamin D 

receptor4,36. Regarding to the IL8 gene, Puthothu et al.30 (2006) reported no 

association between bronchial asthma and the –353 SNP alone (p=0.087), 

however the haplotype analysis revealed a positively association (p=0.036). 

Therefore, those cited studies corroborate the idea that haplotypes are more 

powerful to detect susceptibility alleles than individual polymorphisms and they 

may give more information basis of disease. This fact can occur when different 

SNPs are in linkage disequilibrium, i.e., when some polymorphic loci are 

physically located on the chromosome leading to be inherited in blocks, without 
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recombination between parental chromosomes10. In the current study, strong 

linkage disequilibria were found between all the investigated SNPs both in control 

and periodontitis groups. 

Although we did not find other studies investigating the same SNPs 

in the IL8 gene evaluated in the present study, the haplotypes found here were in 

agreement with those found by Rovin et al.33 (2002). As an example, haplotype 

CTA, previously confirmed by sequencing33, seemed to increase a twice the 

susceptibility to periodontitis in Brazilian individuals (Table 4). There are other 

SNPs in the IL8 gene in strong linkage disequilibria18, such as between –

353(A/T), +396 (G/T) and +781 (T/C). The majority of association disease studies 

focusing on polymorphisms in the IL8 gene have chosen those SNPs11,21-23. A 

plausible explanation for this fact is the low ethnic variability observed the –845 

and –738 SNPs in the IL8 gene, as well as methodological difficulties for 

genotyping individuals. Those SNPs, identified by Rovin et al.33 (2002), are 

located in the promoter region of the IL8 gene, which is commonly rich in 

nucleotides Guanine and Cytosine. This fact is a well-known cause of difficulty in 

amplifying PCR products. Actually, we just had success in amplifying this 

fragment of the IL8 promoter after using a proper PCR cosolvent (PCRx Enhancer 

buffer -Invitrogen). Furthermore, as mentioned above, the –845 and –738 SNPs in 

the IL8 gene demonstrated low ethnic variability, since the mutant alleles, 

respectively C and A, are common only in African American 13%16 or 5%33, and 

absent in European and Asian individuals16,33. This fact might explain the failure 
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of Hardy-Weinberg equilibrium of the genotype distribution of those SNPs in our 

study.  

It has been established that smoking habits is an important risk 

factor for the initiation and progression of Periodontitis 2,9,20. Kornman et al.19 

(1997) have suggested that the smoking-related risk could often obscure the 

polymorphism-related risk. However, in this case, the smoking habits was not a 

confounding factor, since the inclusion of smokers in the total sample did not have 

strength to modify the results of genetic analysis. 

Previous findings and our data may contribute with future 

investigations of the etiology and pathogenesis of periodontitis. Increasing 

knowledge about genetic factors that predispose individuals to periodontal disease 

will facilitate both the disease prediction and prevention of high-risk individuals. 

It was concluded, for the first time to our knowledge, which the 

haplotypes formed by the –845 (T/C), –738 (T/A) and –353 (A/T) polymorphisms 

in the IL8 gene were associated with susceptibility to periodontitis in Brazilian 

individuals.  
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Table 1 – Sequences of primers, PCR cycling conditions and genotyping methods 

information related to each investigated SNP  

SNP
(rs number) 

Primer sequences, PCR cycling conditions and 
genotyping method 

Reference

–845 (T/C) 

(rs2227532)

F - GAATTCAGTAACCCAGGCAT  
R – AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC 
 
95o C, 3,2 min; 95oC, 45 sec; 56oC, 30sec; 68oC, 2 
min - 35 cycles; 68oC, 8 min. 
 
RFLP by using Ase I restriction enzyme digestion 
 

Rovin et al. 
(2002) 

–738
(T/A)*

F - GAATTCAGTAACCCAGGCAT  
R – AAGCTTGTGTGCTCTGCTGTC 
 
95o C, 3,2 min; 95oC, 45 sec; 56oC, 30 sec; 68oC, 
2 min – 35cycles; 68oC, 8 min. 
 
RFLP by using Xba I restriction enzyme digestion  
 

Rovin et al. 
(2002) 

–353 (A/T) 

(rs4073)

F- GTG GAACTGATTTCTATGTGAA 
R - CACAATTTGGTGAATTATCAAT/A 
 
96ºC, 1 min; 96oC, 25 sec; 70oC, 45 sec, 72oC, 25 
sec - 5 cycles; 96oC, 25 sec; 65oC, 50 sec; 72oC, 
30 sec – 21 cycles; 96oC, 30 sec; 55oC, 60 sec; 
72oC, 90 sec – 4 cycles. 

PCR-SSP using the control primers: 
DRB F - TGCCAAGTGGAGCACCCAA 
DRB R- GCATCTTGCTCTGTGCAGAT 

Renzoni et al. 
(2000) 

  
* It was not found a rs (reference sequence) identification number related to this 

SNP. 
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Table 2. Characteristics of the studied populations 

 

Control  

(n = 224) 

Periodontitis

 (n = 276) 

Total 

 (n = 500) 

Age (years) 

Mean (±) 35.3 (±10.4) 43.4 (±10.5) 39.7 (±11.2) 

Gender n (%) 

Female 

Male 

134 (59.8) 

90 (40.2) 

175 (63.4) 

101 (36.6) 

309 (61.8) 

191 (38.2) 

Skin Color n (%) 

White 

Darker-skinned blacks  

Lighter-skinned blacks 

Yellow 

148 (66.0) 

25(11.2) 

45 (20.0) 

6 (2.8) 

142 (51.4) 

62 (22.4) 

71 (25.7) 

1 (0.5) 

290 (58.0) 

87 (17.4) 

116 (23.2) 

7 (1.4) 

Smoke habits n (%) 

Non-smokers 

Smokers 

204 (91.0) 

20 (9.0) 

211 (76.4) 

65 (23.6) 

415 (83.0) 

85 (17.0) 
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Table 3 - Distribution of alleles and genotypes of the -845(T/C), -738(T/A) and -

353 (T/A) polymorphisms in the IL8 in the studied groups 

SNP Total Non-smokers 

 GC(%) GP(%) p GC(%) GP(%) p 

-845       

Allele n=358 n=436  n=336 n=336  

T 303 (84.6) 354 (81.2) 0.236 287(85.4) 269(80) 0.17 

C 55 (15.4) 82 (18.8)  49(14.6) 67(20)  

Genotype n=182 n=218  n=168 n=168  

TT 127 (69.8) 137 (62.8) 0.247 119(70.8) 102(60.795) 0.10 

TC 55 (30.2) 80 (36.795)  49(29.2) 65(39.2)  

CC 0 1 (0.005)  0 1(0.005)  

-738       

Allele n=364 n=435  n=216 n=260  

T 240 (66) 276 (63.4) 0.51 139(64.3) 172(66) 0.75 

A 124 (34) 159 (36.6)  77(35.7) 88(34)  

Genotype n=182 n=217  n=169 n=166  

TT 59 (32.4) 61 (28,1) 0.60 56(33) 49(29.5) 0.47 

AT 122 (67) 154 (70.9)  113(67) 116(70.494)  

AA 1(0.6) 2 (1)  0 1(0.006)  

-353       

Allele n=440 n= 536  n=400 n=406  

A 192 (43.6) 258 (48.1) 0.18 171(42.7) 197(48.5) 0.11 

T 248 (56.4) 278 (51.9)  229(57.3) 209(41.5)  

Genotype n=220 n= 268  n=200 n=203  

AA 36 (16.4) 56(21) 0.32 31(15.5) 43(21.2) 0.21 

AT 120 (54.5) 146 (54.5)  109(54.5) 111(55.5)  

TT 64 (29.1) 66(24.5)  60 (30) 49(23.3)  

All p values represent chi-squared test results 
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Table 4 - Distribution of IL8 locus haplotypes found in the studied groups 

Haplotypes               Total       Non-smokers 

–845 –738 –353 

GC

n=356

GP

n=420 p 

GC

n=334

GP

n=322 p 

T T T 85(24.0) 101(24.0)  82(24.5) 80(25.1)  

T T A 98(27.5) 105(25.0)  92(27.5) 51(15.8)  

T A T 106(29.8) 111(26.4)  98(29.4) 82(25.4)  

T A A 14(3.9) 25(6.0) 0.006* 14(4.2) 46(14.2) 0.0009* 

C T T 21(5.8) 3(0.7)  20(6.0) 1(0.3)  

C T A 32(9.0) 60(14.3)  28(8.4) 50(15.5)  

C A T 0 15(3.6)  0 12(3.7)  

Haplotype   p  p 

CTA 32 60 0.0012 20 50 0.0001 

Others 314 360  314 272  

OR 2.14 95% CI =1.36-3.38 2.88 95% CI =1.67-4.96

p values marked by an asterisk (*) were obtained by the T4 values of computer 

program CLUMP and p values not marked were calculated by X2 test.  
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Table 5. Distribution of IL8 haplotypes (arranged as genotypes) found in the 

studied groups 

Genotypes Total Non-smokers 
–845 –738 –353/ 

 –845 –738 –353 GC GP p CG CPG p 

T T T/ T T T 18(10.1) 9(4.3)  17(10.1) 8(5.0)  

T T T/ T T A 25(14) 24(11.4)  24(14.3) 18(11.2)  

T T A/ T T A 6(3.4) 8(3.8)  5(3.0) 6(3.7)  

T T T/ T A T 15(6.7) 31(14.7)  15(9.0) 24(15)  

T T A/ T A T 50(28.8) 39(18.6)  47(28.1) 27(16.7)  

T T A/ T A A 10(5.6) 21(10)  10(6.0) 16(10)  

T A T/ T A T 1(0.6) 1(0.5)  1(0.6) 0  

T T T/ C T T 2(1.2) 2(1.0) 0.0009* 2(1.2) 0 0.0009*

T T T/ C T A 7(4) 11(5.2)  7(4.2) 10(6.2)  

T T A/ C T A 1(0.6) 5(2.4)  1(0.6) 5(3.1)  

T A T/ C T T 19(11.4) 0  18(10.7) 0  

T A T/ C T A 20(11.2) 39(18.6)  16(9.6) 31(19.2)  

T A A/ C T A 4(2.4) 4(1.9)  4(2.4) 3(1.8)  

C T T/ C T A 0 1(0.5)  0 1(0.6)  

T T T/ C A T 0 15(7.1)  0 12(7.4)  

Genotypes**   0.004   0.002 

T T T/ T A T
T A T/ C T A 35 70  31 55  

Others 143 140  136 106  

OR 2.0 95% CI =1.27-3.26 OR=2.27 95% CI =1.36-3.78 

p values marked by an asterisk (*) were obtained by the T4 values of computer 

program CLUMP and p values not marked were calculated by X2 test.  

** The genotypes included were those that demonstrated a difference of four 

levels in the frequency between Control and PD groups excluding genotypes with 

empty table cells (versus the sum of the other genotypes frequencies).  
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5 DISCUSSÃO 

O sistema imune inato tem papel importante na iniciação, 

progressão e retenção do processo inflamatório. Consequentemente variações 

genéticas que possam alterar componentes deste sistema podem explicar as 

diferenças individuais na resposta à inflamação e ao tratamento clínico69.

Portanto, há um grande interesse em estudar polimorfismos de base 

única (SNPs) em genes que codificam moléculas envolvidas na cascata 

inflamatória. Estes poderiam ser utilizados potencialmente como marcadores para 

suscetibilidade, severidade e/ou tratamento clínico de doenças inflamatórias27,69.

O papel da IL-8 foi previamente associado com a patogênese de 

várias formas de periodontite3,13,16. Estudos demonstraram que fibroblastos 

gengivais de pacientes com periodontite secretam mais IL-8 do que indivíduos 

saudáveis11. Além disso, maior nível de IL-8 foi detectado no fluido crevicular 

gengival e tecido gengival de pacientes com periodontite13,17,75. Assim, resposta 

imune excessiva mediada por IL-8 no tecido inflamado pode contribuir para 

destruição dos tecidos periodontais43.

Neste estudo investigou-se a possibilidade de associação dos SNPs 

-353(A/T), -738(T/A) e -845(T/C) no promotor do gene IL8, com a 

suscetibilidade à periodontite. O gene que codifica a IL-8 situa-se no lócus 4q12-

q21 e consiste em 4 exons12,39,42. Interesse particular tem sido manifestado por 

pesquisadores em averiguar se polimorfismos em genes candidatos a doenças que 

são investigados em estudos de associação têm um papel funcional. 
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Polimorfismos funcionais são aqueles que causam alterações no fenótipo por 

vários mecanismos, por exemplo, alterando a seqüência da proteína 

correspondente ou afetando a expressão do gene, seja por processamento do 

RNAm ou pela taxa de sua tradução em proteína78. O nível de uma proteína pode 

ser modulado por polimorfismos presentes na região regulatória do gene, 

principalmente no promotor, o qual pode influenciar a taxa de transcrição do 

gene67. Um polimorfismo na base –353 (promotor) do gene IL8 mostrou regular a 

expressão da proteína. O alelo A foi associado a maior produção da quimiocina, in 

vitro, após estimulação por lipopolissacarídeos bacterianos e o alelo T, 

principalmente em homozigose, mostrou-se baixo produtor da IL-823. A análise do 

genótipo de indivíduos com bronquiolite viral e seus pais mostrou uma associação 

do alelo –353A com o grau severo da doença24. Esse mesmo polimorfismo 

também está associado aos níveis aumentados de Prostate-Specific Antigen

medidos antes da remoção de tumores na próstata, representando um fator de risco 

para esse tipo de câncer, provavelmente pela influência da IL-8 na angiogênese35.

Outros polimorfismos foram identificados no promotor do gene 

IL8, como o –845 (T/C) e o –738 (T/A), tendo sido o alelo –845C associado a 

formas mais severas de nefrite em indivíduos afro-americanos com lúpus 

eritematoso sistêmico49. Como esses polimorfismos estão muito próximos do SNP 

-353(A/T), os três polimorfismos apresentam-se em desequilíbrio de ligação, 

tendo sido o haplótipo –845C/-738T/-353A confirmado por sequenciamento49.

Investigando a alveolite fibrosante, foram identificados dois polimorfismos no 

intron 1 do gene IL8: +293 (G/T) e + 678 (T/C), e também no promotor -353 
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(A/T), os quais foram genotipados por meio de reações de SSP-PCR47. Observou-

se que esses loci polimórficos no intron e o lócus –353 no promotor do gene IL8

estavam em desequilíbrio de ligação47. É interessante que em outro estudo, foi 

confirmada a ligação dos loci –353 e +678, de forma de o haplótipo –353A/+678T

mostrou-se associado com suscetibilidade a bronquiolite24.

Os resultados do presente estudo não demonstraram diferenças 

estatisticamente significantes na distribuição da freqüência alélica e genotípica 

dos SNPs independentemente, entre grupo controle e grupo periodontite, na 

população total ou em não fumantes. A análise realizada somente em indivíduos 

não fumantes excluiu a possibilidade da influência do fator fumo neste estudo. 

Apesar de relevância biológica do SNP –353(A/T), estudos prévios também têm 

reportado falta de associação deste com doenças como lupus eritematoso 

sistêmico, doenças das vias respiratórias e refluxo vesico-ureteral28,34,49.

Considerando que todos os SNPs investigados neste estudo 

apresentaram-se em desequilíbrio de ligação em ambos os grupos, justifica-se 

analisá-los como haplótipos. Deve-se salientar que para tal análise incluíram-se 

somente os indivíduos para os quais foi possível realizar a genotipagem dos três 

loci. As freqüências dos haplótipos como alelos ou genótipos entre os grupos 

apresentaram diferenças significantes na população total e não fumante. 

Especialmente, o haplótipo CAT, que foi confirmado previamente por 

seqüenciamento49, foi observado somente nos indivíduos com periodontite. Os 

indivíduos com haplótipo CTA apresentaram-se mais susceptíveis à periodontite 

(OR= 2,14  95%CI= 1,36-3,38). Considerando os haplótipos como genótipos, foi 
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observado na população total um contraste interessante: o haplótipo TAT/CTT 

presente em no grupo controle não foi encontrado no grupo periodontite, enquanto 

CTT/CTA e TTT/CAT só foram observados no grupo periodontite. Notou-se que 

os indivíduos com haplótipos TTT/TAT ou TAT/CTA apresentaram o dobro de 

susceptibilidade à periodontite em comparação àqueles que portaram outros 

haplótipos (OR= 2,0  95% CI =1,27-3,26). 

Os resultados deste estudo mostraram que, quando analisados 

independentemente, os SNPs na região promotora do gene IL8 não foram 

associados com periodontite. No entanto, foi observada associação significante 

com a doença quando estes SNPs foram analisados em conjunto, formando 

haplótipos. Este fato pode ocorrer quando diferentes polimorfismos encontram-se 

em desequilíbrio de ligação, ou seja, quando os alelos nesses loci são herdados em 

blocos, sem recombinação entre os cromossomos paterno e materno. Estes 

resultados estão de acordo com a literatura, como nos estudos de associação do 

gene IL10 e do receptor de vitamina D6,55. Em relação ao gene IL8, Puthothu et 

al.46 (2006) demonstrou falta de associação do SNP -353 (sozinho) com asma 

brônquica (p=0.087), porém, a análise dele em associação com outros SNPs 

próximos (como haplótipo) revelou associação positiva (p=0.036).  

Outros SNPs no gene IL8, como o +396 (G/T) e +781 (T/C), 

também estão em forte desequilíbrio de ligação com o SNP –353 (A/T)47. Estes 

três loci têm sido os escolhidos para serem investigados na maioria dos estudos de 

associação com doenças21,24,34,35,46-49. A explicação mais plausível para este fato é 

a baixa variabilidade étnica observada nos SNPs –845 e –738, associada à 
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dificuldade metodológica para a genotipagem destes loci. Os SNPs 

–845 e –738, identificados por Rovin et al.49 (2002), foram genotipados por meio 

da PCR-RFLP, onde era amplificado um fragmento longo (1527 pb) da região 

promotora do gene IL8, que a seguir era digerido por enzimas de restrição. Esse 

método, seguido por nós, mostrou grande dificuldade de amplificação para a 

maioria das amostras de DNA. Tanto que, para não abandonar o projeto de 

genotipar os sujeitos participantes desta pesquisa para esses loci, várias 

modificações na reação da PCR foram necessárias para obter-se sucesso na 

amplificação. Assim, das informações sobre as condições da PCR descritas por 

Rovin et al.49 (2002), utilizou-se neste estudo somente os primers. É natural 

encontrar dificuldade na amplificação de regiões promotoras por estas serem ricas 

em nucleotídeos Citosina e Guanina (regiões GC). Portanto, como já mencionado, 

esta pode ser uma das explicações para a maioria dos estudos de associação não 

ter contemplado tais SNPs em sua investigação. A baixa variabilidade étnica 

observada nos SNPs –845 e –738 pôde ser confirmada neste estudo com uma 

população brasileira, pois a distribuição dos genótipos deles não demonstrou 

equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos. Geneticistas verificaram que 

o alelo mutante de cada lócus, respectivamente, C e A, foram mais comuns 

somente em indivíduos negros localizados nos Estados Unidos 13%* ou 5%49,

mostrando-se ausentes em indivíduos Europeus e Asiáticos*.

É pertinente considerar aqui a importância de estudar a freqüência 

dos polimorfismos genéticos da IL-8 na população brasileira, pois tais dados são 

fundamentais para o desenvolvimento de futuros projetos que objetivem 
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investigar a relação desses polimorfismos em outras patologias. Entende-se que 

estudos que buscam marcadores genéticos de suscetibilidade ou severidade da 

doença periodontal, além de propiciarem um conhecimento mais aprofundado da 

doença, podem contribuir para que o tratamento da peridontite se torne mais 

individualizado de acordo com as características genéticas do paciente, portanto, 

mais eficiente. Acredita-se que as informações obtidas deste estudo enfocando 

polimorfismos no gene IL8 com relação à doença periodontal poderão ser úteis 

também para futuras pesquisas com outras doenças inflamatórias, onde o papel 

biológico desempenhado pela IL-8 seja semelhante. 
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CONCLUSÃO 

De acordo com o objetivo proposto e os resultados obtidos foram 

inferidas as seguintes conclusões: 

1. Não foi verificada associação dos polimorfismos –845(T/C), –738 

(T/A) e –353(A/T) do gene IL8 com a suscetibilidade a periodontite quando 

analisados individualmente. 

2. Quando os mesmos polimorfismos foram analisados em conjunto, 

foi observada associação de haplótipos com a suscetibilidade a periodontite na 

população brasileira estudada. 
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