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RESUMO 

 

A doença periodontal (DP) resulta da interação entre os mecanismos de defesa do hospedeiro 
com os microrganismos do biofilme dental. Essa interação é regulada por citocinas, que 
podem desempenhar papel protetor e/ou destrutivo na progressão da doença. Citocinas como 
IL-17 e TNF-α podem ser consideradas como pró-inflamatórias, enquanto outras, como IL-10, 
têm função na regulação da resposta imune. Os níveis destas moléculas e, consequentemente, 
o curso da DP podem ser modificados por polimorfismos genéticos. O objetivo deste trabalho 
foi avaliar a presença de polimorfismos nos genes IL-17A, IL-17F, IL-10 e TNFA em 
pacientes com periodontite crônica e correlacioná-los com parâmetros clínicos da DP e com 
níveis dessas moléculas no periodonto e no soro. Observou-se que os alelos A dos genes IL-
17A (197) e IL-10 (1087) associaram-se a um maior risco para DP. Além disto, o alelo A do 
gene IL-17A foi associado a parâmetros clínicos desfavoráveis, maior atividade de 
mieloperoxidase (MPO) e expressão aumentada de IL-17A e CXCL8/IL-8 nos tecidos 
periodontais. O genótipo GG de IL-10 foi relacionado a níveis aumentados de IL-10 e menor 
expressão de CXCL10 nos pacientes com DP. Em contrapartida, o genótipo AG esteve 
associado a um maior número de sítios com sangramento à sondagem e maior atividade de 
MPO. Não foram observadas diferenças com relação aos polimorfismos dos genes IL-17F e 
TNFA e risco para DP. Estes resultados indicam que os alelos IL-17A-197A e IL-10-1087A 
estão associados com risco aumentado para a DP, provavelmente porque se associam a um 
padrão inflamatório exacerbado nos tecidos periodontais. 
 
Palavras-chave: Doença periodontal, polimorfismo genético, mediadores inflamatórios. 



 
 

Association between genetic polymorphisms, periodontal condition and inflammatory 
mediators levels in chronic periodontitis 

 

ABSTRACT 

 

Periodontal disease (PD) results from the interaction of host defense mechanisms with the 
microorganisms of the oral biofilm. This interaction is regulated by cytokines that can play a 
protective and/or destructive role in disease progression. Some cytokines, such as IL-17, IFN-
γ and TNF-α, promote inflammation. Others, such as IL-10, present a negative role in 
regulating the inflammatory response. The levels of these molecules and, consequently, the 
course of PD can be changed by genetic polymorphisms. The aim of this study was to 
evaluate the presence of genetic polymorphisms of IL-17A, IL-17F, IL-10 and TNFA in 
patients with chronic PD and correlate the genotypes with clinical parameters of PD and 
cytokine levels in periodontal tissues and serum of patients. Individuals with the allele A of 
IL-17 (197) and IL-10 (1087) showed increased risk for PD, whereas no differences have been 
detected for TNFA and IL-17F polymorphisms. Furthermore, the allele A of IL-17A was 
associated with worse clinical parameters, higher activity of MPO and increased expression of 
inflammatory mediators (IL-17A and CXCL8/IL-8). The GG genotype of IL-10 was 
correlated with increased levels of IL-10 and reduced expression of CXCL10 in periodontal 
tissues. On the other hand, the AG genotype carriers exhibited more sites with BOP and 
increased MPO activity. These results indicate that the IL-17A-197A allele and the IL-10-
1087A allele are associated with increased risk for PD, probably because these genotypes 
correlate with a pattern of exacerbated inflammatory status in periodontal tissues. 
 
Keywords: periodontal disease, genetic polymorphism, inflammatory mediators. 
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1 SÍNTESE BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 DOENÇA PERIODONTAL 

 

 Doenças periodontais (DPs) são infecções associadas à destruição das estruturas de 

sustentação dos dentes. Ocorrem como resultado da interação entre o sistema imune do 

hospedeiro em resposta ao acúmulo de placa bacteriana (PAGE et al., 1997). Essa interação 

leva à inflamação dos tecidos periodontais, seguida de reabsorção do osso alveolar e 

consequente perda de inserção do ligamento periodontal (KINANE, BERGLUNDH, 

LINDHE, 2005). Este processo patológico apresenta diferenças na extensão e gravidade em 

um mesmo indivíduo e entre indivíduos, sendo as razões para isso multifatoriais (KINANE e 

LINDHE, 2005). 

 De acordo com Armitage (1999), duas categorias principais de DP foram 

estabelecidas: a periodontite crônica e a periodontite agressiva. A periodontite crônica 

apresenta uma taxa de progressão frequentemente baixa, sendo caracterizada por eventuais 

episódios de atividade da doença e por presença de placa ou cálculo compatíveis com a 

gravidade da doença (ARMITAGE, 1999). Por outro lado, a periodontite agressiva difere da 

periodontite crônica pela alta taxa de progressão, que leva a uma avançada destruição 

periodontal associada à perda precoce do dente. A quantidade de deposição microbiana é 

geralmente incompatível com a gravidade da destruição periodontal, e pode-se observar uma 

tendência familiar no aparecimento da doença (ARMITAGE, 1999). 

 A periodontite crônica afeta cerca de 30% da população mundial adulta. Dentre estes, 

cerca de 7-13% dos indivíduos desenvolverá formas de periodontite mais destrutivas 

(NARES, 2003). No Brasil cerca de 30% da população adulta do país apresenta bolsas 

periodontais em um ou mais sítios (BRASIL, 2011). 

Além de causar a destruição dos tecidos de suporte dos dentes, a DP também pode 

afetar a saúde sistêmica do indivíduo. Vários estudos correlacionam a inflamação periodontal 

com alterações endócrinas, cardíacas, desordens autoimunes e na alteração do curso 

gestacional (MERCADO et al., 2001; MADIANOS et al., 2002; ALMAN et al., 2011, 

COSTA et al., 2012; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012). 
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1.2 PATOGÊNESE DA DP 

 

 Bactérias Gram-negativo anaeróbias estritas e anaeróbias facultativas, como 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, 

Prevotella intermedia e Treponema denticola, são os principais microrganismos associados 

com a causa e desenvolvimento das gengivites e periodontites (PEREA, 2004). De fato, é bem 

reconhecido que muitos indivíduos são portadores desses microrganismos sem manifestar DP. 

Nesse contexto, fica claro que, na maior parte da população, o biofilme presente no meio oral 

está em equilíbrio com o hospedeiro e, apenas quando esse equilíbrio é perturbado, a doença 

se instala. Esse desequilíbrio pode estar relacionado, por exemplo, com alterações nos níveis 

de mediadores inflamatórios, como as citocinas e quimiocinas, produzidas pelas células 

residentes e aquelas recrutadas em resposta à infecção persistente (CULLINAN et al., 2003). 

 Algumas citocinas, como IL (interleucina)-1β, IL-6, IL-17, IFN (interferon)-γ e TNF 

(fator de necrose tumoral)-α, e quimiocinas, como CXCL8/IL-8 e CXCL10, são 

caracterizadas por suas atividades pró-inflamatórias (FENG & WEINBERG, 2006; GARLET, 

2010), ao passo que outras citocinas, como IL-4 e IL-10, regulam negativamente tal resposta 

(MENG et  al., 2007).  

A citocina IL-17, por exemplo, é capaz de estimular células epiteliais, endoteliais e 

fibroblastos a produzirem IL-6, CXCL8/IL-8 e prostaglandina E2 (PGE2) (FOSSIEZ et al., 

1996). A IL-17 também induz a expressão do ligante do receptor ativador do fator nuclear 

kappa-B (RANKL) por osteoblastos (KOTAKE et al., 1999), estimulando a diferenciação e 

ativação de osteoclastos, o que pode afetar a reabsorção óssea mediada por essas células 

(KOTAKE et al., 1999). Um número crescente de estudos tem demonstrado a presença de IL-

17 nos tecidos periodontais, fluido crevicular gengival, saliva e plasma de pacientes com DP 

(JOHNSON, WOOD, SERIO, 2004; HONDA et al., 2008; SCHENKEIN et al., 2010; 

OZÇAKA, NALBANTSOY, BUDUNELI, 2011). Dutzan et al., (2009) observaram níveis 

mais altos de IL-17 em sítios ativos de destruição periodontal, enquanto Zhao et al., (2011) 

verificaram que após o tratamento periodontal os níveis de IL-17 foram reduzidos. 

 O TNF-α, por sua vez, é uma citocina pró-infamatória que induz a secreção de colage-

nases, PGE2 e IL-6, além da reabsorção óssea por ativação de osteoclastos (LOOS et al., 

2005). O TNF-α está presente em níveis elevados no fluido crevicular gengival e nos tecidos 

periodontais de pacientes com periodontite (GRAVES & COCHRAN, 2003; GARLET et al., 

2004; GRAVES, 2008). Estudos experimentais de DP demonstraram que TNF-α tem um pa-

pel importante na reação inflamatória, reabsorção do osso alveolar e na perda do ligamento 
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periodontal (GRAVES & COCHRAN, 2003; GARLET et al., 2007; QUEIROZ-JUNIOR et 

al., 2011; 2012). 

 A IL-10 é uma citocina primariamente conhecida por suas funções anti-inflamatórias, 

produzida por células T regulatórias, células T auxiliares tipo 2, macrófagos e células B. A 

IL-10 atua inibindo a síntese de citocinas pró-infamatórias e estimulando a proliferação e a 

diferenciação das células B (ROUSSET et al., 1992). Essa citocina se encontra altamente ex-

pressa nos tecidos periodontais inflamados e tem sido associada com uma menor gravidade da 

doença (GARLET et al., 2004; 2006; COLIC et al., 2010). De fato, estudos com animais de-

ficientes para IL-10 mostraram que esses são altamente susceptíveis à perda óssea alveolar 

induzida por P. gingivalis (SASAKI et al., 2004) e essa perda pode estar associada à redução 

da atividade de osteoblastos (CLAUDINO et al., 2010). 

 Em doenças inflamatórias como a DP, o que ocorre é um desequilíbrio entre 

mediadores pró e anti-inflamatórios em favor da inflamação, havendo posteriormente uma 

tendência de aumento dos mediadores anti-inflamatórios quando o processo se torna crônico 

(GARLET et al., 2010; KINANE, PRESHAW, LOOS, 2011). Esse equilíbrio é influenciado 

pelo tipo e carga de microrganismos nos tecidos periodontais, por doenças sistêmicas 

adquiridas que reduzem ou alteram a resistência orgânica e por fatores ambientais. Entretanto, 

existe um reconhecimento crescente sobre a influência do componente genético na 

susceptibilidade à periodontite (OFFENBACHER, 1996), sendo possível identificar genes 

que lhe conferem susceptibilidade. Acredita-se que os genes responsáveis pela resposta imune 

desempenham um papel crucial na patogênese da periodontite. Assim, o controle genético da 

expressão das citocinas pode afetar o aparecimento e a gravidade das DPs (TAYLOR et al., 

2004).  

 Como tem sido demonstrado que mecanismos genéticos podem ter impacto em 

desordens inflamatórias e devido a resultados conflitantes sobre esses eventos na periodontite 

somado a falta de dados sobre polimorfismos no gene da IL-17 e DP, trabalhos nessa área 

poderão contribuir para o conhecimento sobre a patogênese dessa doença (GOMEZ; DUTRA 

E MOREIRA, 2009). 
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1.3 POLIMORFISMO GENÉTICO 

 

 O polimorfismo genético é a variação genética na sequência de alelos, na sequência de 

bases nucleotídicas ou na estrutura cromossômica, que ocorre com uma frequência maior que 

1% na população (MILLER et al., 2001). O tipo de polimorfismo mais estudado é o de base 

única, conhecido como Polimorfismo de Nucleotídeo Único (Single Nucleotide Polimorphism 

- SNP), que consiste em uma variação de um nucleotídeo singular num sítio particular do 

genoma (TAYLOR et al., 2004). 

 A presença de um polimorfismo pode implicar em mudança no código genético, 

levando a alterações no genótipo (sequência de bases), afetando ou não o fenótipo. Ou seja, 

um polimorfismo pode influenciar, por exemplo, o nível de secreção de substâncias e levar a 

variações nas respostas imunológicas e inflamatórias individuais frente a uma agressão 

bacteriana (TAYLOR et al., 2004). 

 Polimorfismos funcionais, relacionados à diferença interindividual na síntese e 

secreção de proteínas, têm sido associados a doenças que têm uma patogênese inflamatória 

(PARKHILL  et  al.,  2000). Sendo assim, a maioria dos estudos nesta área tem focado em 

genes que codificam citocinas e receptores de moléculas inflamatórias, inclusive na doença 

periodontal (TAYLOR et al., 2004; BRETT et al., 2005). 

 A busca de polimorfismos genéticos que possam interferir na susceptibilidade indivi-

dual de algumas doenças tem encontrado resultados contraditórios entre as populações (LAI-

NE et al.,2010) . A explicação para tais achados deve se ao fato de que populações geográfica 

e etnicamente distintas exibem um componente genético diferenciado entre elas, assim como 

a possível presença de fatores de risco diferentes nas áreas estudadas, o que provavelmente 

pode acarretar em resultados distintos. 
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1.4 POLIMORFISMOS GÉNETICOS E DP 

 

 Os primeiros relatos associando periodontite e fatores genéticos vieram da observação 

de que se encontravam, com muita freqüência, irmãos de portadores de periodontite também 

desenvolvendo doença periodontal (BOUGHMAN, 1992). Nesta época surgiram também os 

primeiros estudos em gêmeos, correlacionando os aspectos genéticos à ocorrência de 

periodontite (MICHALOWICZ, 1994; 1999). 

 Segundo Figueiredo (2001), não existem síndromes genéticas que possam ser usadas 

como marcadores de risco para a periodontite crônica. Porém, substâncias pró-inflamatórias 

podem ser consideradas potenciais responsáveis por uma resposta inflamatória exacerbada, a 

qual pode explicar a transição de uma gengivite para uma periodontite. Entretanto, ainda não 

está bem estabelecido na literatura quais os genes que regulam mediadores inflamatórios que 

poderiam funcionar como modificadores das DPs.  

 Nesse contexto, sabe-se, por exemplo, que os níveis de IL-17A e IL-17F encontram-se 

aumentados nos sítios com maior profundidade de sondagem de pacientes com DP (VERNAL 

et al., 2005; OHYAMA et al., 2009) e já foi demonstrado que o alelo ancestral (A) do 

polimorfismo de IL-17A (-197 A/G) está associado à maior produção desta molécula 

(ESPINOZA et al., 2011). Por outro lado, a variante alélica (C) do polimorfismo de IL-17F 

(+7488 T/C) tem sido associada à menor produção da mesma (KAWAGUCHI et al., 2006). 

Os polimorfismos dos genes que regulam a produção de IL-17A e IL-17F têm sido estudados 

e relacionados com artrite reumatóide (NORDANG et al. 2009), porém, seu envolvimento na 

DP ainda não está esclarecido. O polimorfismo do gene IL-10 pode modular a sua expressão, 

diminuindo sua produção e consequentemente alterando sua atividade anti-inflamatória. Há 

alguns estudos mostrando a relação do polimorfismo -1087 da IL-10 com a maior 

susceptibilidade à doença periodontal (BERGLUNDH et al., 2002; SCAREL-CAMINAGA et 

al., 2004; SUMER et al., 2007; CULLINAN et al., 2008; ATANASOVSKA-

STOJANOVSKA et al., 2012), enquanto outros estudos refutam essa ligação (KINANE et al., 

1999; YAMAZAKI et al., 2001; GONZALES et al., 2002; BRETT et al., 2005; BABEL et 

al., 2006, TERVONEN et al., 2007; MOREIRA et al., 2009; GUROL et al., 2011). 

 Outro gene de interesse que tem sido largamente estudado é o gene do TNF-α. A 

presença do alelo -308A está associada com a maior produção de TNF-α (ABRAHAM & 

KROEGER, 1999). Além disso, tem sido demonstrado que o alelo A pode aumentar o risco 

de várias desordens infecciosas e inflamatórias (WILSON et al., 1995), incluindo DP 

(GALBRAITH et al., 1999; LIN et al., 2003; RICCI et al., 2011). Entretanto, outros estudos 
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que compararam a presença de polimorfismo de TNFA (-308 G/A) em indivíduos 

clinicamente saudáveis e com periodontite agressiva ou crônica não mostraram diferenças 

significativas (CRAANDIJK et al., 2002; FASSMANN et al., 2003; FOLWACZNY et al., 

2004; SAKELLARI et al., 2006; MENEZES & COLOMBO, 2007; MOREIRA et al., 2009; 

COSTA et al., 2010).  

 Tendo em vista o importante papel das citocinas IL-17, IL-10 e TNF-α na patogênese 

da doença periodontal e os dados conflitantes na literatura sobre a possível associação destes 

polimorfismos genéticos com uma maior gravidade da DP, torna-se importante investigar a 

presença desses polimorfismos em pacientes com DP. Além disso, a maioria dos estudos não 

avalia as possíveis alterações fenotípicas associadas a esses polimorfismos. Deste modo, é 

importante relacionar a presença dos polimorfismos com possíveis modificações do padrão 

inflamatório nesses pacientes, além da relação com as condições clínicas periodontais desses 

indivíduos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a possível relação de polimorfismos nos genes IL-17A, IL-17F, IL-10 e TNFA 

com o fenótipo da doença periodontal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Comparar a ocorrência dos polimorfismos genéticos entre pacientes com periodontite 

crônica e indivíduos sem a doença (controles). 

2. Realizar análise do infiltrado inflamatório nos tecidos gengivais obtidos de pacientes com 

doença periodontal e controles; 

3. Avaliar a expressão de citocinas (IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-γ) e quimiocinas (CXCL10, 

CXCL8/IL-8) no soro e nos tecidos gengivais obtidos de pacientes com doença 

periodontal e controles; 

4. Correlacionar os níveis de expressão de mediadores inflamatórios no sangue periférico e 

tecidos gengivais com parâmetros clínicos da doença; 

5. Correlacionar os dados clínicos e parâmetros inflamatórios com os diferentes genótipos 

dos genes IL-17A, IL-17F, IL-10 e TNFA. 
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3 METODOLOGIA E RESULTADOS 

 

 A metodologia do presente trabalho, bem como o capítulo de resultados serão apresen-

tados em formato de artigos científicos: 

O primeiro artigo “Association between Polymorphisms in Interleukin-17A and -17F 

Genes and Chronic Periodontal Disease” foi publicado na revista “Mediators of Inflammati-

on”, volume 2012, páginas 1-9, 2012.  

 O segundo artigo “Polymorphisms of IL-10 and TNFA genes and inflammation status 

in chronic periodontitis” está em fase de preparação. 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

3.1 Artigo I  
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3.2 Artigo II  
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ABSTRACT 

 

Aim: Polymorphisms in genes that regulate the immune response may have an impact on the 

susceptibility to and progression of chronic periodontitis (CP). In this study, we analyzed the 

interleukin-10 (IL-10) rs1800896 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) rs1800629 gene 

single nucleotide polymorphisms and their association with the periodontal status of subjects 

with CP and levels of gingival inflammatory mediators. 

Material and Methods: Genomic DNA was obtained from 30 CP patients and 30 

periodontally healthy controls (HC). Genotyping of TNFA (rs1800629) and IL10 (rs1800896) 

was performed by the TaqMan PCR Method. Periodontal tissues were collected and pro-

cessed for ELISA, myeloperoxidase (MPO) and microscopic analysis. 

Results: The frequencies of IL-10 genotypes in the CP group were significantly different 

from HC. The AG genotype was correlated with worse clinical parameters (bleeding on prob-

ing) and high MPO activity, while the GG genotype showed increased levels of IL-10 and de-

creased levels of CXCL10 in gingival tissues. In regard to TNFA polymorphism no correla-

tion with the periodontal status or inflammatory markers has been found. 

Conclusions: These data suggest that the IL-10 polymorphism contributes to worse periodon-

tal status in periodontal disease. On the other hand, TNFA polymorphism does not seem to 

affect periodontitis. 
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INTRODUCTION 

Periodontal health can be described as “a dynamic state where the activity of pro-

inflammatory/antimicrobial cytokines to control infection is optimally balanced by anti-

inflammatory mechanisms to prevent unwarranted inflammation” (Gaffen & Hajishengallis, 

2008). In periodontitis, the major factors regulating the infection-induced destruction of teeth-

supporting tissues are the inflammatory mediators released by host cells; these include a com-

plex equilibrium of pro- and anti-inflammatory cytokines (Garlet et al., 2010). In susceptible 

hosts, an imbalance of the inflammatory response occurs, resulting in excessive production of 

pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-α, and the subsequent loss 

of periodontal attachment (Gemmel et al., 1997). On the other hand, controlling mechanisms 

are also important in this process, including the production of the anti-inflammatory cytokine 

interleukin-10 (IL-10) to prevent excessive tissue damage (Ouyang et al., 2011). 

Both IL-10 and TNF-α are known for their central and opposing roles in antibacterial immune 

responses. Interleukin-10 may be critical in controlling the balance between T helper 1 and T 

helper 2 cells in chronic periodontitis, whereby an excess of interleukin-10 may shift the bal-

ance in favor of a T helper 2 response and chronic disease, whereas a deficiency may lead to 

increased cytokine production and tissue destruction in periodontitis. In fact, IL-10 is associ-

ated with chronic lesions in periodontal disease, and after the treatment, its levels in gingival 

crevicular fluid tend to increase, indicating that this cytokine may be associated with lower 

disease severity (Cutler et al., 2000; Garlet et al., 2004; 2006; Dutzan et al., 2009). On the 

other hand, TNF-α has received a considerable amount of attention because of its effects on 

bone destruction (DuFour et al., 1993, Manolagas, 1995, Offenbacher, 1996). Accordingly, 

numerous reports have described increased levels of TNF-α in crevicular fluid and periodontal 

tissues of patients with periodontitis (Graves & Cochran, 2003; Garlet et al., 2004; Graves, 

2008). Therefore, it is seems reasonable to assume that differences in the levels of these cyto-
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kines can affect the progression of periodontal disease. In this regard, there is considerable 

knowledge that the presence of functional polymorphisms in cytokine genes affects their ex-

pression and thus may have a role in the regulation of inflammatory response and resistance 

or susceptibility to infections (Kinane et al., 2003).  

The gene encoding TNF-α has been mapped to chromosome 6 and a polymorphism in the lo-

cus –308, causing a substitution from the guanine (G) to adenine (A), leads to a higher pro-

duction of TNF-α after stimulation with bacterial lipopolysaccharide (Wilson et al., 1997). 

The gene encoding IL-10 is located on the chromosome 1. The IL-10 promoter region is high-

ly polymorphic, and three SNPs at positions _1087 (A > G), _592 (C > T), and _819 (C > A) 

in the promoter region have been identified (Turner et al., 1997). These IL-10 gene polymor-

phisms could be detrimental to host tissues and could be linked to periodontal disease suscep-

tibility because IL-10 SNPs have been associated with decreased IL-10 production (Turner et 

al., 1997). In fact some studies have tried to link the IL-10 and TNFA polymorphisms and per-

iodontal disease, but the results are conflicting (Berglundh et al., 2002; Lin et al., 2003; 

Moreira et al., 2009; Costa et al., 2010; Zhong et al., 2012). 

Therefore, considering the importance of TNF-α and IL-10 in the pathogenesis of 

periodontitis, and the controversial results in the current literature about the presence of 

polymorphisms in TNFA and IL10 genes and its relationship with periodontal disease, the 

current study aimed to evaluate the occurrence of the IL-10 (-1087) and TNFA (-308) gene 

polymorphisms and the phenotype alteration in a sample of Brazilian patients with chronic 

periodontitis.  
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MATERIAL AND METHODS 

 

Subjects and sample collection 

Thirty patients with CP who attended at the Periodontal Clinic, School of Dentistry, at 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Brazil) were enrolled in this research and the 

gingival tissue samples were obtained from periodontal tissues resected during periodontal 

surgery. The inclusion criteria were: patients with a previous history of CP, diagnosed 

according to previously described criteria, as follows: more than one tooth with probing depth 

higher than 5 mm, more than two sites with clinical attachment loss deeper than 6 mm and 

lesions distributed in more than two teeth in each quadrant (Armitage, 1999). Exclusion 

criteria were: use of antibiotic, anti-inflammatory and/or immunosuppressive medications in 

the preceding 6 months and any systemic diseases (i.e., immunologic and autoimmune 

disorders, diabetes mellitus). The control group (HC) comprised 30 periodontally healthy 

patients, age- and gender-matched to the CP group. 

Periodontal examination was performed in both groups of patients, CP and HC, to 

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

(BOP). The BOP was considered positive if bleeding occurred within 30 seconds after 

probing (Newbrun, 1996). Measurements were performed full-mouth at 6 sites per tooth 

(mesiobuccal, mid-buccal, distobuccal, mesiolingual, mid-lingual and distolingual). At the 

time of the examination, a peripheral blood sample was taken from each patient and processed 

for polymorphism determination. 

Written informed consent was obtained from all patients. This study protocol was 

approved by the local Institutional Ethics Committee (324/08). 
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Inflammatory infiltrate evaluation 

Periodontal tissue samples were fixed in 10% buffered formalin, embedded in paraffin 

wax and cut longitudinally (3 µm). The sections were deparaffinized, rehydrated, and stained 

with H&E for evaluation of the inflammatory infiltration. Inflammatory cells were counted in 

four fields in two independent sections, using light microscope (Axioskop 40 ZEISS; Carl 

Zeiss, Gottingen, Germany) at 400x magnification. Data were expressed as total of 

inflammatory cells/field. 

 

ELISA 

The concentrations of the cytokines IL-10 and tumor necrosis factor (TNF)-α, and the 

chemokine CXCL10 were measured in gingival tissues by enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) using commercially available kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 

The assay was performed according to the manufacturer´s instructions. The data were 

determined using a standard curve prepared for each assay and expressed as picograms of cy-

tokine/chemokine per 100 mg of tissue. 

 

Myeloperoxidase 

Gingival tissue samples were also used for determination of myeloperoxidase (MPO) activity, 

a neutrophil enzyme marker, as described earlier (Queiroz-Junior et al., 2009). The MPO ac-

tivity in homogenized gingival tissues was evaluated by enzymatic reaction, measured by ab-

sorbance at 450 nm. The MPO content was expressed as relative units calculated from stand-

ard curves based on MPO activities from 5% casein peritoneal-induced neutrophils assayed in 

parallel. 
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DNA isolation and genotyping analysis 

Total genomic DNA was extracted from blood samples using QIAamp DNA Blood Mini Kit 

(Quiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer instructions. Quality, integrity 

and quantity of DNA were analyzed by Nanodrop spectrophotometer (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, USA).  

TaqMan genotyping assays were obtained from Applied Biosystems, Inc. (Foster City, CA, 

USA). The assay identification code for each respective SNP is IL-10 (rs1800896) and TNFA 

(rs1800629). All amplifications were carried out in an ABI 7900H thermal cycler (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) using TaqMan Genotyping Master Mix and following the 

manufacturer's recommended amplification conditions. 

 

Data analysis 

Data were expressed as mean ± standard deviation (SD). Chi-square test analysis was 

used to test for deviation of genotype frequencies from Hardy-Weinberg equilibrium. The 

levels of cytokines in periodontal tissues and the frequency of gene polymorphisms were 

compared by the Mann Whitney or Kruskal-Wallis and chi-square test. p values < 0.05 were 

considered statistically significant. All data were analyzed using SPSS 17 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). 
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RESULTS 

 

Genotypic frequency analysis in the HC and CP groups 

The sample included in the current study was composed by age- and gender-matched groups. 

The frequency of smoker subjects was not statistically significant and these patients were ex-

cluded from the study.  

The clinical features PD, CAL and BOP were significantly higher in the CP than in the HC 

group (p < 0.0001) (Table 1).The levels of inflammatory mediators IL-10 e TNF-α in 

periodontal tissues were greater in CP patients than controls (Figure 1A and 1B). Moreover, 

the MPO activity and the inflammatory infiltrate in the gingival tissue, characterized by 

polymorphonuclear and mononuclear leukocytes, were significantly higher in the CP than in 

the HC group (Figure 1C, D). 

Following the clinical investigation, the frequencies of polymorphisms (IL-10 and TNFA) 

were investigated in blood samples of HC and CP subjects (Table 2). The frequency of these 

genotypes agreed with the Hardy-Weinberg equilibrium (p > 0.05). The IL-10 AA genotypes 

of the group CP (AA 50.05%) were significantly different from the frequencies observed in 

the group HC (AA 17.40%), (p = 0.01) (Table 2). In contrast, the distribution of the TNFA 

polymorphisms was similar between the groups (Table 2). 
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Association among polymorphisms and clinical periodontal parameters 

We also investigated whether some of these polymorphisms were associated with worse 

clinical periodontal parameters. As shown in Table 3, the intra-group comparison of the IL-10 

genotypes indicated that BOP was significantly higher in AG subjects than in patients with 

the GG genotype (table 3). Concerning TNFA polymorphisms, no differences in clinical 

parameters were found when comparing the genotypes. 

 

IL-10 polymorphisms are related with inflammatory markers in periodontium 

The association among IL-10 gene polymorphisms and the presence of inflammatory 

mediators in periodontal tissues was also investigated. As shown in Figure 2, the levels of IL-

10 in periodontal tissues from cases were increased in GG genotype when comparing the IL-

10 genotypes to each other, while the levels of CXCL10 were decreased (Figure 2A, B). The 

MPO activity was higher in the AG genotype (Figure 2C), but the whole inflammatory 

infiltrate was equally distributed among the evaluated groups (AA: 103.5 ± 20.68; AG: 102.5 

± 2.46; GG: 82.5 ± 18.31 inflammatory cells/field; p= 0.15). 

 

TNFA polymorphisms are not associated with inflammatory parameters in periodontal 

tissues  

The levels of TNF-α and the MPO activity in gingival tissues did not differ when comparing 

the TNFA genotypes (Figure 3). There were no differences in the inflammatory infiltrate 

among the polymorphisms groups (AG: 85.3 ± 32.16; GG: 91.75 ± 17.18 inflammatory 

cells/field; p=0.71).  
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Discussion 

The present study has shown a relationship between IL-10 genotype and periodontal disease 

in a sample of Brazilian patients. The frequency of the IL-10 genotype AA was increased in 

subjects with chronic periodontitis when compared with healthy controls. 

In addition, our results showed that subjects with the IL-10 genotype GG had increased 

expression of IL-10 and decreased CXCL10 expression in periodontal tissues, and also 

exhibited a tendency of better periodontal condition in relation to the AG genotype. 

In agreement with our results, some studies have suggested that the IL-10 gene 

polymorphisms may be associated with susceptibility to periodontitis (Berglundh et al., 2002; 

Scarel-Caminaga et al., 2004; Sumer et al., 2007; Cullinan et al., 2008; Atanasovska-

Stojanovska et al., 2012), whereas other studies have failed to demonstrate such association 

(Kinane et al., 1999; Yamazaki et al., 2001; Gonzales et al., 2002; Brett et al., 2005; Babel et 

al., 2006; Tervonen et al., 2007; Moreira et al., 2009; Gurol et al., 2011). The phenotype 

resulting from IL-10 polymorphism has already been demonstrated (Turner et al., 1997). In 

this case, a G to A transition at _1087 is related to regulation of IL-10 production in which the 

allele G is associated with a high production, while the allele A corresponds to a decreased 

IL-10 production (Turner et al., 1997). It may therefore be anticipated that a homozygous GG 

_1087 genotype indicates considerably enhanced IL-10 production, a heterozygous AG 

genotype presents moderate production and that, finally, a homozygous AA genotype reveals 

suppressed IL-10 production (Atanasovska-Stojanovska et al., 2012), confirming our results 

which show the GG genotype as a higher producer of IL-10. 

Among the several functions of IL-10 during infectious conditions is its influence in the 

expression of immune mediators (Paul et al., 2012). IL-10 can inhibit the release of pro-

inflammatory cytokines from monocytes/macrophages and therefore inhibits the 

lipopolysaccharide- and IFN-γ-induced secretion of TNF-α, IL-1β, IL-6, CXCL8, 
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granulocyte-colony-stimulating factor and granulocyte–macrophage colony-stimulating factor 

(Fiorentino et al., 1991). Nevertheless, in the current study, we could not find decreased levels 

of the evaluated cytokines, except for the chemokine CXCL10, in the same subjects with 

increased levels of IL-10. These findings suggest that, despite the increased production of IL-

10 associated with the genotype GG in the evaluated IL-10 polymorphism, there was an active 

inflammatory scenario characterized by the release of a wide range of inflammatory 

cytokines, without a clear clinical periodontal protection. On the other hand, although the 

allele A appeared to be associated with a worse prognosis, mainly given the higher MPO 

activity and bleeding on probing found in patients with the AG genotype, the current data are 

not conclusive, since most of the control patients also had the AG genotype of IL10. In fact, 

previous studies have found that the allele A may be correlated with protection to periodontal 

disease (Atanasovska-Stojanovska et al., 2012; Berglundh et al., 2002). In contrast, another 

study by Yamazaki et al., (2001) in a Japanese population, demonstrated that none of the 

genotypes could be linked to subjects with periodontitis, and the occurrence of the allele G at 

the position _1087 in such patients occurred in relative low terms. These varying results could 

be attributed to several factors related to the definition of disease, population heterogeneity, 

environmental and demographic confounding risk factors.  

Regarding the TNFA polymorphism, in the current study, there were no differences in the 

genotype distribution between periodontitis patients and control subjects. Some studies have 

shown that a guanine (G) to adenine (A) transition at position -308 of the TNFA promoter 

affects a consensus sequence for a binding site of the transcription factor AP-2 (Abraham et 

al., 1999). Carriage of the rare -308A allele is associated with significantly greater TNF-α 

production and transcription (Abraham et al., 1999). In addition, the allele A has been 

associated with increased risk for various non-related infectious and inflammatory disorders 

(Wilson et al., 1995), including periodontitis (Lin et al., 2003). However, our results are in 
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agreement with several studies that have failed to corroborate the association between this 

polymorphism and increased risk for periodontal diseases (Craandijk et al., 2002; Fassmann et 

al., 2003; Folwaczny et al., 2004; Donati et al., 2005; Sakellari et al., 2006; Menezes & 

Colombo, 2007; Moreira et al., 2009; Costa et al., 2010).  In contrast to these studies, 

Galbraith et al., (1999) and Ricci et al., (2011), found an association between TNFA 

polymorphism and periodontal disease, and another conflicting study found a higher 

frequency of homozygous (G/G) genotype in individuals with periodontitis when compared to 

controls in Egyptians (Settin et al., 2006). In view of these data, it has been reported that not 

only SNP, but specific combinations of functional polymorphisms in different genes may 

significantly alter the individual risk to development of a phenotype in a disease (Walker et 

al., 2000), hypothesis that could explain all these differences in the literature. 

In conclusion, the IL-10 gene polymorphism seems to be related with CP; on the other hand, 

the association between TNFA polymorphism and chronic periodontal disease does not seem 

to be significant. Future studies with a large cohort of patients and additional examinations 

concerning the influence of each genotype in the inflammatory response in subjects with 

periodontitis could help to strengthen and understand the role of genetic polymorphisms in 

periodontal disease.  
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Table 1. Demographic and clinical features of the studied subjects 

 HC (N= 28) CP (N= 29) p-value 

Age (SD) 41.21 (8.4) 44.4 (8.5) 0.25 

Gender (% F) 56.5 51.20 0.63 

PD (SD) 2.60 (0.7) 4.46 (0.9)* < 0.0001 

CAL (SD) 2.06 (0.9) 5.07 (0.8)* < 0.0001 

BOP (SD) 5.7 (0.6) 31.6 (2.2)* <0.0001 

HC: Healthy controls, CP: Chronic Periodontitis 

SD: standard deviation, PD: probing depth, CAL: Clinical attachment loss, BOP: Bleeding on 

probing (% of sites) 

* Significantly higher than control (X2 test or Mann-Whitney) 
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Table 2. Genotypes of IL-10 and TNFA polymorphisms in patients with chronic periodontitis 

(CP) and healthy controls (HC)   

Genotype HC (%) CP (%) p-value OR (95% CI) 

IL-10 rs1800896     

AA 17.02 53.15* < 0.001 0.2 (0.12 - 0.40) 

AG 78.57 42.85 0.76 1.2 (0.15 – 7.10) 

GG 4.41 4.0 0.91 1 

TNFA rs1800629     

GG 71.42 75.86 0.97 2.5 (0.78 - 7.50) 

AG 28.57 24.13 0.71 1 

AA 0 0   

OR: Odds Ratio, CI: Confidence interval 

* Significantly different from control p < 0.05 (X2 test) 
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Table 3. Association between IL-10 and TNFA polymorphisms and clinicopathological 

features of chronic periodontitis  

Genotype PD (mm) p-value CAL (mm)  p-value BOP (%) p-value 

IL-10 rs1800896       

AA 4.54 0.168 5.04 0.096 24.83 0.180 

AG 4.92 0.164 4.55 0.400 39.45* 0.037 

GG 4.00  5.00  16.00  

TNFA rs1800629       

AG 4.20 0.107 5.40 0.590 39.45 0.058 

GG 4.72  5.25  24.10  

*  Significantly different from GG (p < 0.05, Kruskal-Wallis or Mann Whitney test) 
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Figure 1. 
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Fig. 1. Levels of (a) IL-10, (b) TNF-α, (c) MPO activity   and (d) number of inflammatory 

cells in the gingival tissue from CP and HC subjects. *Statistically significant difference at p 

< 0.05. HC: Healthy Control; CP: Chronic Periodontitis; MPO: Myeloperoxidase  
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Figure 2. 
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Fig. 2. Levels of (a) IL-10, (b) CXCL10 and (c) MPO (myeloperoxidase) in periodontal 

tissues of patients with chronic periodontitis according to each IL-10 genotype. * Statistically 

significant different in comparison to the other genotypes (p < 0.05). 
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Figure 3. 
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Fig. 3. Levels of inflammatory mediators in chronic periodontitis patients according to each 

TNFA genotype. (a) Levels of TNF-α in gingival tissues and (b) MPO (myeloperoxidase) 

activity in gingival tissue samples.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

A doença periodontal é decorrente da infecção dos tecidos de suporte dos dentes, 

sendo caracterizada pela inflamação e perda desses tecidos (ARMITAGE, 1999). Embora o 

biofilme microbiano seja considerado a causa primária das DPs, é importante destacar o papel 

do sistema imune no desenvolvimento da doença. 

A resposta imunológica desencadeada pelos periodontopatógenos, em conjunto com a 

suscetibilidade do paciente, determinam o desfecho da doença (KINANE  et al., 2005; 

OFFENBACHER et al., 2008). Neste contexto, a presença de alterações genéticas, que 

determinam a expressão dos genes do sistema imune, pode interferir na patogênese da DP. 

De acordo com Loos, John e Laine (2005) vários estudos tentaram determinar quais 

genes envolvidos na resposta imune seriam candidatos a fatores de risco para o 

desenvolvimento da DP. No presente trabalho, verificamos a presença e a influência de 

polimorfismos genéticos das citocinas pró-inflamatórias IL-17A, IL-17F e TNF-α e também 

da citocina anti-inflamatória IL-10 na DP.  

A presença do alelo A de IL-17A foi relacionada a uma maior susceptibilidade para 

periodontite crônica em nosso estudo. Esses achados estão de acordo com estudos de outros 

grupos que demonstraram uma associação entre polimorfismos de IL-17A e outras desordens 

inflamatórias como artrite reumatóide (NORDANG et al., 2009), doença de Behçet (KIM et 

al., 2012), colite ulcerativa (ARISAWA et al., 2008), câncer gástrico (WU et al., 2010) e 

câncer de mama (WANG et al., 2012). Ao contrário, o estudo de Saraiva et al., (2012) 

encontrou o alelo A como fator protetor para doença periodontal. Essa diferença nos 

resultados pode ser atribuída à metodologia diferente da detecção do polimorfismo, tamanho 

da amostra ou até mesmo ao não pareamento entre doentes e controles. 

Em nosso estudo, além do alelo A estar mais presente nos pacientes com periodontite, 

este alelo demonstrou estar relacionado a uma maior gravidade da doença, indicada pelos 

parâmetros clínicos (profundidade de sondagem maior nos portadores do alelo A), maior 

expressão de mediadores inflamatórios no soro e tecidos periodontais (IL-17A e CXCL8/IL-

8) e aumento do recrutamento de neutrófilos nos sítios periodontais (indicada pela maior 

atividade de MPO). Apesar de não podermos comprovar os mecanismos exatos para esses 

achados, nossos dados estão de acordo com a hipótese de uma lesão tecidual mediada por 

neutrófilos, associada aos maiores níveis de IL-17 durante o curso da DP. Essa citocina, 

presente em maiores quantidades, pode atrair neutrófilos para os sítios inflamados (OUYANG 

et al., 2008), além de ter a capacidade de aumentar a atividade das enzimas neutrofílicas, 
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como a protease neutrofílica e a MPO (YU et al., 2007). Além dessa função sobre neutrófilos, 

IL-17A pode também induzir a diferenciação de osteoclastos pela sua influência sobre fatores 

como RANKL e IL-1 (SATO et al., 2006). Tomados em conjunto, esses dados apontam que o 

polimorfismo de IL-17A, especialmente o alelo A, parece estar associado com uma maior 

expressão de IL-17A, recrutamento de neutrófilos, agravamento do padrão inflamatório, 

levando às piores condições clínicas observadas.  

Em relação à citocina IL-10, existem na literatura muitos estudos conflitantes 

envolvendo polimorfismos dos genes desta citocina e a DP (BERGLUNDH et al., 2002; 

MOREIRA et al., 2009; COSTA et al., 2010; ZHONG et al., 2012). No presente estudo, 

encontramos que os pacientes com periodontite crônica apresentaram maior frequência do 

genótipo AA do polimorfismo 1087 da IL-10, em desacordo com estudos de Berglundh et al., 

(2002) e Atanasovska-Stojanovska et al., (2012), que mostraram uma associação da DP com o 

genótipo GG. Esses resultados conflitantes podem ser atribuídos a vários fatores, como as 

diferenças na definição da DP, a heterogeneidade da população, além de outros fatores de 

risco que podem estar sobrepostos. É interessante notar que, na comparação da produção de 

IL-10 entre os genótipos, os pacientes com DP e genótipo GG tiveram maior produção de IL-

10. De fato, na literatura encontramos que o alelo G está associado a uma maior expressão de 

IL-10, enquanto o alelo A demonstra menor expressão de IL-10 (TURNER et al., 2004).  

Em relação ao polimorfismo de TNFA não encontramos nenhuma associação com a 

periodontite crônica em nosso estudo, corroborando os achados de vários outros autores 

(CRAANDIJK et al., 2002; FASSMANN et al., 2003; FOLWACZNY et al., 2004; 

SAKELLARI et al., 2006; MENEZES & COLOMBO, 2007; MOREIRA et al., 2009; 

COSTA et al., 2010).  

  Do mesmo modo, o polimorfismo de IL-17F não foi relacionado com a doença 

periodontal em nosso estudo, apesar de algumas evidências que apontam a associação entre o 

polimorfismo da IL-17F em outras doenças inflamatórias, como a colite ulcerativa 

(ARISAWA et al., 2008). Um estudo recente também não demonstrou diferenças entre 

pacientes com e sem doença periodontal referente à expressão dos genes IL-17F (SARAIVA 

et al., 2012). 

Em vista desses dados, é possível afirmar que o papel dos mediadores inflamatórios 

presentes na periodontite precisa ser interpretado dentro da complexidade da doença. O 

entendimento dos mecanismos envolvidos na patogênese da DP deve considerar uma série de 

fatores que se interligam. Dessa forma o estudo pontual de algumas citocinas pode não 

representar o quadro completo do dinamismo que ocorre nos tecidos periodontais frente à 
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agressão bacteriana. Entretanto, o estudo dos possíveis mecanismos genéticos que podem 

influenciar no equilíbrio saúde versus doença periodontal é importante para se desenvolver 

um maior domínio do complexo desenvolvimento das desordens periodontais e esclarecer os 

motivos de nem todos os indivíduos serem afetados igualmente. Sendo assim, apesar de 

alguns dados conflitantes, as citocinas estudadas demonstram papéis importantes dentro da 

patogênese da DP e a identificação de polimorfismos genéticos que podem afetar os níveis 

dessas citocinas nos tecidos periodontais é de suma importância. Este tipo de estudo permitirá 

a identificação de grupos de risco ou susceptibilidade baseados nas características genéticas. 

Já existe, por exemplo, um kit disponível para teste de susceptibilidade genética para doença 

periodontal, baseado na identificação de polimorfismos específicos da citocina IL-1a e IL-1b. 

Assim, após a definição de grupos de susceptibilidade, podem ser programadas medidas de 

prevenção ou intervenções terapêuticas precoces a fim de se evitarem as consequências 

desfavoráveis da doença. 

   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

5 CONCLUSÕES 

 

Com base nos dados obtidos, é possível concluir que: 

- Há associação entre os polimorfismos dos genes IL-17A e IL-10 e a periodontite crônica; 

- Não há associação entre os polimorfismos dos genes IL-17F e TNFA e a periodontite 

crônica; 

- A presença do alelo A polimórfico de IL-17A está associado a piores escores clínicos e 

inflamatórios periodontais, maiores níveis de IL-17A e CXCL8/IL-8; 

- O genótipo AG de IL-10 está relacionado a um pior escore clínico e inflamatório 

periodontal. Em contrapartida, o genótipo GG apresenta relação com níveis aumentados de 

IL-10 e menor expressão de CXCL10. 
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