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Estudo de associação entre os polimorfismos dos genes que codificam a 

Interleucina-33 (IL33) e seu receptor (IL1RL1) na patogênese da periodontite 

 

RESUMO 

A periodontite (PD) é uma doença inflamatória que se caracteriza pela extensa destruição dos 

tecidos de proteção e de sustentação dos dentes, mediada por células e moléculas do sistema 

imunológico. Assim, citocinas e quimiocinas podem interferir na imunopatogênese da PD, 

porém o papel da IL-33 e seu receptor ainda não está claro. Desse modo, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a influência dos polimorfismos nos genes IL33 (rs1929992 T>C e 

rs7025417 T>C) e IL1RL1 (rs11685424 G>A e rs3821204 C>G), bem como os níveis séricos 

de IL-33 na patogênese daPD. Para isso, foi realizado um estudo caso-controle com 186 

pacientes com PD e 189 indivíduos sem a doença.Os participantes inclusos nesse estudo 

apresentavam mais de 30 anos de idade e no mínimo 20 dentes na cavidade oral. Os critérios 

de não inclusão foram indivíduos com diabetes mellitus, infecções agudas, doenças de 

comprometimento ósseo, uso de antibióticos ou anti-inflamatórios, caso de gengivite ou 

periodontite nos estágios I e IV e grau C e que fizeram tratamento periodontal nos últimos 6 

meses. A determinação dos genótipos de cada SNPs se deu pela técnica de PCR-SSP e os níveis 

séricos de IL-33 foram determinados pelo métodoimunoenzimático (ELISA). O poder 

estatístico foi calculado com o programa QUANTO versão 1.2.4. As comparações das 

frequências entre casos e controles foram realizadas pelo teste do qui-quadrado e por regressão 

logística (software OpenEpi e SNPStats). O OddsRatio (OR) foi avaliado para P-valor 

significativo. As análises da dosagem de IL-33 foram realizadas pelo programa BioEstat 5.0. O 

teste Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade das amostras, e o teste t de student 

foi escolhido para avaliar correlação entre os grupos de pacientes. Para todos os testes, 

considerou-se P>0,05 com significância estatística. O genótipo IL33 rs7025417 C/C foi 

associado a risco para o desenvolvimento da PD no modelo recessivo (OR=12.86, IC=1.60 - 

103.49, Pc=0.002). O genótipo IL1RL1 rs3821204 G/Gfoi menos frequente em pacientes 

quando comparado com controlesno modelo recessivo (OR=0.19, IC=0.05 - 0.72, Pc=0.012). 

Os níveis séricos de IL-33 estavam aumentados em pacientes vs. controles (média ±DP: 250,4 

± 54,4 pg/mLvs. 0,0 ± 0,0 pg/mL; P<0.0001), porém sem alterações dentro dos grupos de 

pacientes. Não foram observadas diferenças estatísticas entre pacientes e controles na 

distribuição alélica e genotípica para os SNPsIL33 rs1929992 e IL1RL1 rs11685424. Os 



 
 

 

 
 

polimorfismos de IL33 rs7025417 e do receptor IL1RL1 rs3821204 foram associados com o 

desenvolvimento da PD, conferindo risco e proteção, respectivamente, e a produção de IL-33 

foi maior em pacientes que em controles, independente da extensão ou severidade da doença.  

Palavras-chave: Periodontite. Alarminas. Proteína 1 semelhante a receptor de interleucina-1. 

Estudos de associação genética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
 

Association study among the polymorphisms of the genes encoding Interleukin-

33 (IL33) and its receptor (IL1RL1) in the pathogenesis of periodontitis 

 

ABSTRACT 

Periodontitis (PD) is an inflammatory disease characterized by an extensive destruction of the 

protective and supporting tissues of the teeth, mediated by cells and molecules of the immune 

system. Thus, cytokines and chemokines could interfere in the immunopathogenesis of PD, but 

the role of IL-33 and its receptor in disease is unclear. Thereby, the objective of this work was 

to evaluate the influence of polymorphisms in the IL33 (rs1929992 T> C and rs7025417 T> C) 

and IL1RL1 (rs11685424 G>A and rs3821204 C> G) genes, as well as the serum levels of IL- 

33 in the pathogenesis of PD. For this, a case-control study was performed in 186 patients with 

PD and 189 controls. Participants included in this study were over 30 years old and at least 20 

teeth in the oral cavity. The non-inclusion criteria were individuals with diabetes mellitus, acute 

infections, bone involvement diseases, use of antibiotics or anti-inflammatories, cases of 

gingivitis or periodontitis in stages I and IV, and grade C and who underwent periodontal 

treatment in the last 6 months.The determination of the genotypes of each SNPs was made by 

the PCR-SSP and the serum levels of IL-33 were determined by the immunoenzymatic method 

(ELISA). The statistical power was calculated with the QUANTO program version 1.2.4. 

Comparisons of frequencies between cases and controls were performed using the chi-square 

test and logistic regression (OpenEpi and SNPStats software). Odds Ratio (OR) was considered 

for significant P-value. The IL-33 serum levels were analyzed using the BioEstat 5.0 program. 

The Shapiro-Wilk test was applied to evaluate the normality of the samples, and the Student’s 

t test was chosen to determine a correlation between groups of patients. For all tests, P < 0.05 

was considered statistically significant. The IL33 rs7025417 C/C genotype was associated with 

risk for the development of PD in the recessive model (OR = 12.86, CI = 1.60 - 103.49, Pc = 

0.002). The IL1RL1 rs3821204 G/G genotype was less frequent in patients than in controls in 

recessive model (OR = 0.19, CI = 0.05 - 0.72, Pc = 0.012). Serum levels of IL-33 were 

increasing in patients vs. controls (mean ± SD: 250.4 ± 54.4 pg mL vs. 0.0 ± 0.0 pg/mL; 

P<0.0001), but with no changes within the groups of patients. No statistical differences were 

observed between patients and controls in the allele and genotype frequency distributions of 

IL33 rs1929992 and IL1RL1 rs11685424. The polymorphisms of IL33 rs7025417 and IL1RL1 

rs3821204 were associated with the development of PD, conferring risk and protection, 



 
 

 

 
 

respectively, and the production of IL-33 is higher in patients than controls, regardless of the 

extent or severity of the disease. 

Keywords: Periodontitis. Alarmins. Interleukin-1 receptor-like 1 protein. Genetic association 

studies. 
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO: RESPOSTA IMUOLÓGICA  

A resposta imunológica atua em cooperação mútua com uma complexa rede de células 

e moléculas modulando a resposta contra agentes infecciosos e células danificadas. Desse 

modo, o sistema imune é ativado por bactérias, vírus, helmintos ou substâncias reconhecidas 

como estranhas. Além disso, outra função muito importante está relacionada a reparação dos 

tecidos e homeostase do sistema. O combate a organismos patogênicos é tão ou mais importante 

quanto tolerar o próprio. A incapacidade de distinguir epítopos estranhos de próprios ocasiona 

o surgimento de doenças autoimunes como lúpus, doença de Crohn ou vitiligo. Além de fazer 

esse reconhecimento, o sistema imune precisa ativar as vias de atuação de modo preciso, ou 

seja, uma resposta exacerbada compromete os tecidos ou órgão de modo local ou sistêmico.Por 

outro lado, uma resposta ineficiente, sem a eliminação total dos patógenos, permite a 

sobrevivência e manutenção dos agentes patogênicos. Assim, a imunologia desempenha um 

papel importante na defesa, tolerância e reparação tecidual(1). 

A resposta imune é dividida em resposta imune inata (ou natural) e adaptativa (ou 

adquirida). Como o nome sugere, a primeira está presente desde o nascimento, representado 

por barreiras físicas e químicas, elementos celulares, humorais e moléculas solúveis. A 

produção e liberação de mediadores inflamatórios como citocinas e quimiocinas, ativação de 

proteínas do sistema complemento e fagocitose são mecanismos imunológicos inatos. A 

imunidade inata atua de maneira rápida no foco infeccioso mediante o reconhecimento de 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês Pathogen-Associated 

Molecular Pattern) e dos padrões moleculares associados ao dano (DAMPs, do inglês Damage-

Associated Molecular Patterns). Embora a resposta imune inata seja eficiente, seu espectro de 

atuação é limitado. As principais células efetoras são os macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas e Natural Killer (NK). Caso o problema não seja sanado, as células dendríticas 

ativam a resposta adaptativa através da apresentação de antígenos. Mesmo após ativação, as 

respostas inatas não cessam, ao invés disso, trabalham em sinergia com a resposta adaptativa. 

A imunidade adaptativa se diferencia pela alta especificidade e pela capacidade de memória, 

ou seja, frente ao mesmo antígeno, a resposta é mais rápida e eficiente. Os linfócitos são o 
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principal grupo celular e são divididos em linfócitos B e T, produzindo anticorpos e/ou citocinas 

(1). 

Os elementos imunológicos, como proteínas e componentes moleculares participam da 

defesa e manutenção da homeostase e podem ter sua produção ou conformação alterada por 

mutações nos genes. Essas mutações são as principais fontes da diversidade genética importante 

no processo de seleção natural e adaptação entre espécies. O genoma humano é composto por 

3 bilhões de bases nitrogenadas sendo que aproximadamente 10 milhões são polimorfismo de 

nucleotídeos único (SNPs, do inglês Single NucleotidePolymorphism), dentre os quais 50.000 

a 250.000 são biologicamente importantes(2,3). Os SNPs são os polimorfismos mais frequentes 

dentro do genoma, e é consequência da troca de um único nucleotídeo com frequência superior 

a 1% dentro de uma população. Os SNPs em regiões codificantes, como exons, podem alterar 

a conformação e função da proteína expressa devido a troca de aminoácidos, ou gerando um 

códon de parada prematuro. As mutações em regiões não codificantes, como região promotora 

e intrônica, pode levar à modificações da quantidade de proteína (4). 

Frequentemente os SNPs são analisados em estudos de associação, na tentativa de 

enquadrá-los como um marcador genético na suscetibilidade de doenças. As análises são 

baseadas na diferença da frequência desse SNP entre pacientes com uma dada doença (grupo 

caso) e indivíduos sem a mesma doença (grupo controle). Um bom exemplo de marcador 

genético é o HLA-B*27 em pacientes com espondilite anquilosante. O HLA-B*27 é encontrado 

em 80% a 90% da população com a doença, em comparação com 6% a 9% da população 

geral(5,6). Mesmo que um marcador genético seja descoberto como um preditor de doenças, os 

mesmos parâmetros não podem ser extrapolados para todas as populações e vários fatores 

externos devem ser levados em consideração.  

A frequência dos polimorfismos genéticos não é constante para todas as populações, 

assim as frequências alélicas e genotípicas podem variam de acordo com a região global ou 

grupo étnico o que confere um caráter singular (7). Acombinação de diversos polimorfismos 

no genoma pode modificar a maneira que o indivíduo responde a um dado estímulo, 

modificando a suscetibilidade e progressão da doença. Pensando nisso, como a periodontite 

advém do desequilíbrio da resposta imune, os SNPs podem influenciar na doença (8–10). 
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2. PERIODONTITE 

A periodontite (PD) é uma doença de cunho infecciosa causada por estímulos de 

bactérias gram-negativas que se acumulam no sulco periodontal (11). Embora a formação do 

biofilme bacteriano seja crucial para o desenvolvimento da PD, apenas sua presença não é 

garantia de evolução do caso clínico, uma vez que, a progressão da doença depende de diversos 

outros fatores. Higiene oral, doenças e hábitos previamente associadas ao risco, como diabetes, 

doenças de comprometimentos ósseo (artrites e reumatismo) ou tabagismo, composição 

genética e epigenética podem determinar o curso da PD para cada indivíduo (figura 1).  Com o 

somatório desses fatores fica fácil prever que cada pessoa responde a infecção por essas 

bactérias de uma forma única, não sendo incomum que um mesmo paciente apresenta sítios de 

acometimentos em diferentes estágios (12,13). 

A gengivite e aPD estão entre as doenças bucais com maior prevalência no mundo. A 

PD leve e moderada são as formas mais frequentes, variando de 13% a 57%, em comparação 

com a PD severa que atinge 10 a 25% da população(14). No Brasil, a prevalência entre adultos 

de 35 a 44 anos, chega a 90% da população nacional (15). As divergências entre as taxas de 

prevalência podem ser atreladas com o desenvolvimento dos países. Estudos apontam que a 

falta de higiene oral e de investimentos nos setores de saúde oral estão intimamente 

relacionados aos altos índices de doenças bucais, incluindo a PD(15,16). 

As bactérias causadoras da PD são capazes de produzir proteínas proteolíticas 

quedegradam os tecidos periodontais do hospedeiro. Esta ação destrutivatorna o local 

levemente alcalino (pH 7,4 a 7,8) quando comparado a um sítiosaudável (pH6,9)(17). Mesmo 

assim, a PD é causada por uma complexa rede de interação entre a resposta imunológica do 

hospedeiro e a microbiota da cavidade oral. Por conta disso, várias espécies de bactérias foram 

associadas com o desenvolvimento da PD, enquanto outras com a saúde periodontal 

(Veillonelaparvula, Actinomycesodontolyticus e espécies de Streptococcus) e, ainda, bactérias 

comensais(18). Socransky(11)propôs um modelo de mapeamento dos microrganismos e os 

dividiu em cinco complexos, sendo que os complexos laranjas e vermelhos possuem uma 

relação mais forte com a PD, enquanto os complexos verde, amarelo, roxo e 

Actinomycesnaeslundii estão geralmente associado à sítios periodontais saudáveis (11,17). 

As bactérias do complexo laranja, principalmente Prevotella intermedia e 

Fusobacteriumnucleatumpodem estar presentes em sítios periodontais ativos e antecedem a 

colonização das bactérias do complexo vermelho, uma vez que exibem forte associação com 
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este grupo. O complexo vermelho é composto por Porphyromonasgingivalis, 

Tannerellaforsythia e Treponema denticola, que são os principais agentes etiológicos da PD, 

relacionados com a agressividade do biofilme e mecanismos destrutivos ao tecido(17,19). P. 

ginigivalis sozinha, ou em combinação com as outras duas bactérias do grupo vermelho, causam 

maiores taxas de profundidade da bolsa, além de estar associadas com a progressão da 

doença(11,20).  Outro importante agente etiológico é Aggregatibacteractinomycetemcomitans 

outra bactéria gram negativa anaeróbica, agrupado no complexo verde, relacionado com a 

etiologia da PD(21), sendo frequentemente encontrados nos tecidos moles e placa 

supragengival(11).  

Apesar disso, o alto dinamismo dos patógenos deve ser um fator a ser considerado. Na 

gengiva saudável, observa-se poucas bactérias e na sua grande maioria são representadas por 

cocos e bastonetes simples ena gengiva doente, há aumento de espiroquetas e bastonetes móveis 

(22). Na maioria das doenças infecciosas o patógeno enfrentado é apenas um, do início ao fim, 

diferente do que acontece durante o percurso clínico da PD. Nos sítios de acometimento pela 

doença, observa-se alto dinamismo de espécies de bactérias, ou seja, são observadas mudanças 

na flora bacteriana oral no decorrer da doença, onde são encontradas várias espécies danosas 

em uma etapa da doença, e ausente em outras (16). Apesar disso, os agentes etiológicos da PD 

compartilham entre si a capacidade de colonização; capacidade de produzir substâncias que 

possa iniciar diretamente a destruição do tecido; capacidade de esquivar da resposta imune do 

hospedeiro. Assim, mecanismos de evasão desenvolvidos por essas bactérias, como a 

habilidade de eliminar diretamente as células do sistema imune do hospedeiro devido a 

produção de enzimas (proteases, colagenase); produção de enzimas proteolíticas que impedem 

o recrutamento de outras células e produção de fatores que suprimem a resposta, são estratégias 

que permitem a sobrevivência e permanência no local(12). 
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Figura 1: A patogênese da periodontite humana.A patogênese da periodontite compreende uma 

interação complexa entre o desafio microbiano e a resposta imunológica do hospedeiro. Defeitos no estado 

imunoinflamatório do hospedeiro ou condições predisponentes como diabetes, obesidade, tabagismo podem alterar 

a microbiota oral. Somado a estes fatores, características genéticas do hospedeiro também estão relacionadas à 

resposta imunológica e ao início e progressão da PD. A inflamação causada pela microbiota depende em grande 

parte da resposta imunológica do hospedeiro, que provoca a destruição do tecido periodontal de proteção e suporte. 

A ativação de células de defesa resulta na produção de mediadores inflamatórios como citocinas, prostaglandinas 

e enzimas proteolíticas que alteram o tecido conjuntivo e, por conseguinte, o metabolismo ósseo. Os produtos de 

degradação dos tecidos fornecem nutrientes e proteção aos microrganismos, o que aumenta sua prevalência. 

Portanto, a destruição de tecido gera um ciclo patogênico autoperpetuante. PMNs: Linfócitos polimorfonucleares, 

MMPs: Metaloproteinases de Matriz. Fonte: Adaptado de Page e Kornman, 1997(23). 

 

A anatomia do periodonto possui características únicas, com formação do epitélio 

juncional aderido à superfície do dente e a fenda gengival que apresenta características 

peculiares e diferentes de outros sítios dentro da cavidade oral. O biofilme é uma estrutura 

organizadae formada, além de outros componentes,por um agrupamento de bactériasenvoltas 

por uma matriz produzida por elas. O biofilme periodontal forma um microambiente que 

favorece a colonização pelas bactériasperiodontopatogênicas e garante proteção e esconderijo 

para os organismos presentes, dificultando a ação do sistema imunológico(16). Somado a isso, 

algumas espécies bacterianas são capazes de invadir tecidos e células, aumentando a capacidade 

de persistir e multiplicar. A. actinomycetemcomitans passam através das células epiteliais para 

os tecidos conjuntivos subjacentes; P. gingivalis invadem e persistem nas células epiteliais e 

fibroblastos (12,24). Uma vez internalizada nas células do hospedeiro, os patógenos se tornam 

resistentes ao tratamento antibiótico com metronidazol ou amoxicilina, além disso, P. gingivalis 

são capazes de ativar vias anti-apoptóticas(24,25). Somados, todos esses fatores contribuem 

para o surgimento, manutenção e persistência da PD. 
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A cavidade oral é constantemente exposta a epítopos estranhos, como partículas 

alimentares, e, naturalmente, é colonizada por microrganismos comensais e patológicos(26). 

Embora as bactérias não patogênicas não causem danos diretamente aos tecidos, elas podem 

influenciar o desenrolar da doença sintetizando fatores específicos de crescimento ou defesa 

que aumentam o potencial de virulência dos organismos lá presentes(16). Cerca de 700 espécies 

de microrganismos convivem no mesmo local, porém apenas um seleto grupo é capaz de 

estimular as reações inflamatórias do hospedeiro (27,28), assim, cabe as células do sistema 

imune diferenciar o que deve ser tolerado e o que precisa ser combatido(1). Em uma situação 

normal, sem a doença, a destruição é superada pela capacidade do corpo em se recuperar e 

regenerar, e assim, retomar a homeostase. Porém no decorrer da PD isso não é observado. 

Frequentemente a destruição dos tecidos é acompanhada com a progressão dos sintomas da 

doença, que em casos drásticos leva a perda do dente. É contraditório que as mesmas células 

que são recrutadas para combater a infecção e extinguir o problema são as maiores responsáveis 

pela destruição dos tecidos periodontais (23). 

A PD se caracteriza pela destruição das estruturas de proteção e suporte do dente, como 

a gengiva, o ligamento periodontal e o tecido ósseo alveolar (29,30). O processo se inicia com 

estabelecimento e perturbação por uma comunidade de microrganismo na superfície mais 

próxima aos tecidos moles do periodonto, assim uma pequena resposta inflamatória é montada, 

causando uma lesão inicial. As bactérias contribuem diretamente para a destruição dos tecidos, 

através da produção e liberação de sulfeto de hidrogênio (H2S), ácido butírico, enzimas 

proteolíticas, endotoxinas e resíduos de metabolismo. Apesar disso, a maior causa de dano 

provém da própria resposta imunológica do indivíduo (23). 

Lesões na fenda gengival se tornam uma bolsa periodontal, ainda mais anaeróbica e com 

aumento do fluxo de fluido crevicular gengival (GCF, do inglês GingivalCrevicularFluid). 

Embora o GCFforneça proteínas e glicoproteínas para as bactérias periodontopatogênicas, 

também auxilia no combate contra os invasores, dirigindo as repostas humorais e celulares, 

levando a um processo inflamatório acompanhada do aumento da temperatura.  

 No interior da bolsa periodontal encontram-seas bactérias que iniciaram o processo e 

seus produtos, restos alimentares, mucina salivar, células epiteliais descamadas e leucócitos. 

As bolsas periodontais se caracterizam pela inflamação crônica local e, constantemente, sofrem 

processo de reparação. A reparação do tecido não é total, uma vez que, o local continua sob a 

influência dos microrganismos patológicos que novamente ativam as vias de resposta 
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imunológica do hospedeiro. Assim o ciclo é mantido. Por um lado, temos a degradação dos 

tecidos recém formados, ao passo que outras células atuam na recuperação do tecido lesionado. 

Esse constante processo de destruição e reparo torna o epitélio da bolsa frágil, delgado e com 

ulcerações. Histologicamente o local apresenta grande infiltrados de plasmócitos e células 

polimorfonucleares (PMNs), principalmente neutrófilos (22). 

À medida que a doença progride ocorre o aprofundamento da bolsa em direção a raiz 

do dente. Nesse processo as fibras de colágeno próximas ao cemento são destruídas por 

metaloproteinases de matriz (MMPs, do inglês Matrix Metalloproteinases) para que o infiltrado 

celular se acomode. Mas, ao mesmo tempo, a estrutura fica exposta, favorecendo a perpetuação 

das espécies no local. Então o avanço e aprofundamento da bolsa é acompanhado da destruição 

dos tecidos, criando um espaço para alojar os patógenos e fornecendo abrigo e nutrição (12,22). 

Apesar de parecer um processo constante, já que as bactérias e os componentes 

imunológicos permanecerem no local, as bolsas periodontais passam por períodos de 

exacerbação e quiescência. O período de quiescência apresenta resposta inflamatória reduzida 

com pouca ou nenhuma perda óssea e local de inserção, com grande infiltrado de linfócitos T. 

Enquanto o período de exacerbação é o oposto, com grande perda óssea, maior aprofundamento 

da bolsa, com predomínio de plasmócitos e linfócitos B(22,31). Esse dinamismo com surtos 

episódicos e períodos de calmaria é característico nos pacientes da PD(12,13). 

Em geral o aprofundamento da bolsa periodontal é acompanhado da perda de inserção, 

mas nem sempre.Há casos em que as bolsas com diferentes profundidades podem apresentar o 

mesmo grau de perda de inserção; da mesma forma, bolsas com a mesma profundidade podem 

apresentar diferentes graus de perda de inserção. À medida que a bolsa se aprofunda em direção 

a raiz do dente e consequentemente do osso de sustentação, a placa bacteriana acompanha (22). 

A PD é sempre precedida pela gengivite, porém há evidências de que a PD não é uma 

consequência inevitável da gengivite(12,13). Na gengivite, a inflamação está restrita aos tecidos 

moles, na margem gengival, caracterizada por sangramentos frequentes, edema e alteração da 

cor, forma e contorno da gengiva. Este processo inflamatório é reversível se a placa bacteriana 

for removida(16,32).A inflamação em PD se estende até o periodonto de sustentação. Ambas 

as doenças se iniciam com a perturbação da homeostase por bactérias gram-negativas 

anaeróbicas presentes no sulco gengival, levando a um processo inflamatório local. Os 

mecanismos envolvidos para a progressão da gengivite até PD ainda não foram totalmente 

elucidados. Porém, sabe-se que o biofilme bacteriano é alterado, aumentando a população de 
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organismos móveis ou espiroquetas (33). Histologicamente, observa-se mudanças no infiltrado 

do tecido conjuntivo subjacente. Em casos menos graves, com sintomas mais brandos, há 

predomínio de fibroblastos e linfócitos T; em sítios de grande acometimento ou períodos de 

exacerbação da resposta há predomínio de linfócitos B e plasmócitos(34). Parece que células 

produtoras de anticorpos são mais importantes em lesões consolidadas que os linfócitos T(12). 

Os anticorpos atuam na neutralização e opsonização e, ao final do processo, leva a destruição 

das bactérias, principalmente por neutrófilos, macrófagos e monócitos (1). Os neutrófilos são 

as principais células recrutadas para o combate de patógenos na PD(35). 

A inflamação que se iniciou nos tecidos moles agora se estende para a superfície do osso 

alveolar (36). Nesse processo, as fibras gengivais etrans-septaissão destruídase reduzidas a 

fragmentos granulares desorganizados entremeados em meio às células inflamatórias e ao 

edema(37). 

O processo de remodelação óssea em resposta ao estado inflamatório acontece com a 

interação entre mediadores produzidos por bactérias invasoras ou em resposta a elas. As 

bactérias periodontopatogênicas produzem mediadores que estimulam a diferenciação de 

precursores mononucleares para osteoclastos e diminui as funções efetoras dos osteoblastos, 

bem como sua quantidade (38). Em resposta a esses patógenos, citocinas, quimiocinas e 

moléculas de adesão são sintetizadas. Interleucinas (IL) -1α, IL-1β, IL-6, IL-17, IL-33, fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), MMPs e Prostaglandina E2 (PGE2) são capazes de induzir a 

reabsorção óssea(39–42). Esses dois eventos juntos podem potencializar o efeito destrutivo 

sobre o tecido ósseo. Em casos drásticos, a progressão se estende até a perda total do aparato 

de inserção periodontal, e o indivíduo perde o dente. 

 

3. IMUNOLOGIA DA PERIODONTITE 

O início da resposta imune se dá pela migração de leucócitos até o foco infeccioso. Para 

isso, o os leucócitos precisam se aderir a parede dos vasos sanguíneos, atravessar o endotélio, 

reconhecer os patógenos e montar uma resposta adequada. Mesmo antes disso, a mucosa oral 

atua como barreira física impedindo a entrada de microrganismos e seus produtos, além de 

produzir citocinas inflamatórias e expressar moléculas de adesão. Entremeados no tecido 

conjuntivo adjacente, um grande número de linfócitos, células dendríticas, macrófagos e 

mastócitos estão presentes. Sob a barreira epitelial há os tecidos linfóidessecundários não 
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encapsulados, mas organizados, chamado tecidos linfóidesassociados à mucosa (MALTs, do 

inglês Mucosal Associated LymphoidTissue). Essa estrutura contém células B e Tnaive, e 

células apresentadoras de antígenos (APCs, do inglês Antigen-PresentingCell) que 

desempenham papel na resposta imune adaptativa(1). 

Caso a barreira física seja quebrada pelas bactérias orais, os fibroblastos em conjunto com 

outras células inflamatórias contribuem para a persistência da PD. Essas células expressam altos 

níveis de IL-1β, IL-33, TNF-α, IL-6, IL-8, MMPs, inibidores teciduais de metaloproteinases 

(TIMPs, do inglês TissueInhibitorsofMetalloproteinases), ligante do receptor ativador do fator 

nuclear kappa B (RANKL, do inglês Receptor Activatorof Nuclear Factor Kappa-Β Ligand) 

que estimulam a osteoclastogênese, destruição da matriz extracelular e manutenção do estado 

inflamatório no local (43,44). 

A remodelação do tecido conjuntivo é um dos sintomas característicos observados em 

pacientes com PD. As MMPs somam uma família de pelos menos 26 membros de proteases 

extracelulares dependentes de zinco, e são produzidas por células residentes como fibroblastos, 

células epiteliais, e células do sistema imune. Essas moléculas são responsáveis pelo 

metabolismo ósseo, mas principalmente, pela destruição dos componentes da matriz 

extracelular como colágeno, elastina, gelatina, glicoproteínas de matriz e proteoglicanos e são 

regulados pelos TIMPs(35). O desequilíbrio entre MMP/TIMP leva a destruição descontrolada 

dos tecidos periodontais e a piora nos sintomas da PD(45). 

As células inatas têm baixa capacidade de reconhecimento e menor especificidade quando 

comparada a imunidade adaptativa. Os receptores inatos reconhecem estruturas evolutivamente 

conservadas, como PAMPs, e DAMPs. O reconhecimento desencadeia a produção de 

mediadores inflamatórios destinados ao combate de antígenos estranhos. Os receptores do tipo 

toll (TLRs do inglês Toll-Like Receptors) fazem parte de uma família de receptores que 

reconhecem esses padrões. São expressos na membrana plasmática ou no interior de 

endossomos de macrófagos, neutrófilos, mastócitos, NK, células B, algumas linhagens de 

células T, fibroblastos, células epiteliais. Uma vez reconhecido, a cascata de sinalização 

intracelular é iniciada e culmina na ativação de fatores de transcrição kappa B (NF-κB, do inglês 

Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-EnhancerofActivated B Cells) e MAP quinase (MAPK, do 

inglês Mitogen-ActivatedProteinKinases) e inicia-se a transcrição de genes de citocinas 

inflamatórias, interferons e quimiocinas. Em resposta a isso, várias células são recrutadas até o 

local da inflamação(1,35). 
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No caso da PD, as primeiras células a infiltrarem os tecidos periodontais são os 

linfócitos polimorfonucleares, principalmente neutrófilos, abundantes em infecções 

agudas(35). Após poucos minutos, uma vasta quantidade de neutrófilos se interpõe entre o 

biofilme e o epitélio juncional, dificultando a invasão das bactérias periodontopatogênicas. A 

liberação do conteúdo citoplasmático destas células causa a destruição das bactérias juntamente 

com os elementos da matriz extracelular, degradando células e tecidos próximos(46,47). Além 

do combate aos patógenos, os neutrófilos são responsáveis por secretar citocinas pró e anti-

inflamatórias e quimiocinas. A IL-8 é produzida por neutrófilos, células endoteliais e por 

estímulos bacterianos. Esse mediador é capaz de atrair monócitos/macrófagos e outros 

neutrófilos para o local inflamado, existindo um mecanismo de feedback positivo entre as 

células inatas. Os macrófagos tornam-se efetores no local e iniciam a modulação de outras 

células, com a produção de mediadores que contribuem para a manutenção do estado 

inflamatório. Além disso, secretam IL-1β, TNF-α, MMPs e TIMPs que estão associadas a 

destruição dos tecidos e reabsorção óssea(30). Apesar de importantes, nesse contexto, os 

macrófagos parecem estar mais associados a apresentação de antígenos para os linfócitos 

(35,46). 

Os mastócitos também desempenham papel importante na progressão de PD. Embora 

sejam conhecidos como as principais células efetoras em respostas alérgicas, estudos 

demonstram o papel dessas células na defesa do hospedeiro, principalmente no combate contra 

bactérias(48). Durante o percurso da PD, a ativação dos mastócitos mediante citocinas e 

produtos bacterianos, causam a liberação de seu conteúdo citoplasmático, secreção de proteases 

inflamatórias (quimase e triptase), prostaglandinas, leucotrienos, histaminas, fatores de 

crescimento (GM-CSF - fator estimulador das colônias de granulócitos e macrófagos), 

moléculas de adesão (molécula de adesão intracelular - ICAM-1, ICAM-2, e CD40L), citocinas 

(TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-5, IL-13) e quimiocinas (IL-8) que recrutam mais neutrófilos e NK 

para o local de injúria, e aumentando a inflamação local(49,50). Além disso, mastócitos são 

encontrados na gengiva em processo de cicatrização ou inflamadas (51,52). 

Huang e colaboradores (53)observaram maior densidade de mastócitos totais e 

degranulados em pacientes com PD moderada e severa quando comparada com controles. 

Ambos os grupos celulares de mastócitos se apresentavam em maior quantidade à medida que 

a severidade da doença aumentava, acompanhada de sinais inflamatórios. Isso sugere que o 

acúmulo e a degranulação de mastócitos exercem papel crucial na hipersensibilidade da PD 

humana. As histaminas são os principais componentes liberados durante a degranulação de 
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mastócitos, e foram associados ao processo de remodelação óssea em modelo animal. Ratos 

com deficiência de histamina descarboxilase apresentavam menores populações de 

osteoclastos, combinada com aumento da formação óssea e redução da reabsorção óssea (54). 

O bloqueio dos receptores de histaminas reduz a ativação e o número de osteoclastos (55), 

assim, as histaminas produzidas e liberadas no foco infeccioso podem favorecer a reabsorção 

óssea e agravar os sintomas da PD.  

As células dendríticas exibem projeções citoplasmáticas voltado para o lúmen, e estão 

em constante estado de vigília, procurando alvos potencialmente danosos. Em resposta ao 

reconhecimento de microrganismos, essas células se tornam móveis, e migram para um órgão 

linfóidepróximo, onde se inicia o processo de apresentação de antígenos para linfócitos T CD4+ 

naives, devido ao reconhecimento do complexo principal de histocompatibilidade classe II 

(MHC, do inglês Major HistocompatibilityComplex) pelos receptores das células T (TCRs, do 

inglês T-Cell Receptor), tornando-as ativas e com maior capacidade de apresentação. Além 

disso, produz IL-12 e IL-18 que promovem a secreção de interferon γ (IFN-γ) por células NK 

e posteriormente por linfócitos T (35). Assim, inicia-se a resposta imune adaptativa em 

concomitante com a resposta imune inata.  

Os linfócitos T são divididos quanto a sua função, em T citotóxicos e T auxiliares (Th, 

do inglês T helper). Com a interação entre as APCs e os linfócitos Thnaiveocorre o 

direcionamento para os subtipos Th1, Th2, Th17 ou T reguladores (Treg), dependendo do 

estímulo (1). Um linfócito T estimulado por IL-12 e INF-γ se diferencia para uma resposta Th1 

de caráter inflamatório, porém na presença de IL-4, IL-5 ou IL-33 a célula polariza uma resposta 

Th2 e adquire característica anti-inflamatória pela indução de IL-10, reprimindo a resposta Th1 

(35). Assim esse balanço determina se a resposta será protetiva ou não. Os linfócitos têm várias 

funções e atuam em muitas etapas da PD, auxiliando na homeostase dos tecidos periodontais 

(56), na resposta imunoinflamatória(57) e modulação da perda óssea (58). 

Os linfócitos Th1 são predominantes em lesões periodontais prematuras ou 

estabilizadas. IFN-γ produzido por este tipo celular aumenta a atividade fagocítica de 

macrófagos e neutrófilos, contento a infecção. Nessa situação, não há recuperação total, pois 

novas lesões são formadas devido ao embate permanente entre as células e as bactérias 

acumuladas no sulco gengival. Em um cenário com baixos níveis de IL-12, resposta forte 

induzida por células inatas e altas quantias de IL-4 há predomínio da resposta Th2, aumento de 

linfócitos B e plasmócitos e produção de anticorpos, característico de pacientes com lesão em 
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estágios avançados da PD (31,34). P. gingivalissão capazes desintetizar proteases que 

hidrolisam IL-12 e reduzir a produção de IFN-γ mediada por IL-12 em células CD4+, 

favorecendo a resposta Th2 (59). 

Independente do subtipo, os linfócitos T auxiliares foram relacionados com a progressão 

da PD. Por muito tempo se acreditou que as lesões periodontais provinham do desequilíbrio 

apenas das resposta Th1/Th2 (34). Embora seja uma boa explicação, apenas essa relação não 

pode explicar todos os eventos na doença.Assim, outros subtipos celulares podem estar 

envolvidos na patogênese da PD. Umas delas, as células do subtipo Th17 surgem na presençade 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1 e IL-6 e baixas concentrações de TGF-β. Porém em 

situação oposta, o desequilíbrio é deslocado o sentido de diferenciação das células T para Treg 

(60).Então, acredita-se que o perfil de resposta Th17 assume papel inflamatório, com 

predomínio em lesão periodontal progressiva, enquanto a Treg desempenha caráter supressor 

em leões estabelecidas (61). Entretanto, não achados suficientes para verificar essa hipótese 

(61). 

A IL-10 exerce papel imunossupressor na PD, regulando a atividade de citocinas 

inflamatórias, como IL-1 e TNF-α, inibindo a atividade de MMPs e diferenciação de 

osteoclastos. Os Tregs surgem na presença de IL-10 e fator de transformação do crescimento 

beta (TGF-β, do inglês TransformingGrowth Factor Beta) produzido por macrófagos e 

neutrófilos quando estimulados por patógenos(1). Esse subtipo celular regula ativação, 

proliferaçãoe funções efetoras de outras células, principalmente Th1, suprimindo a resposta no 

início da infecção. Os Tregs expressam baixas quantidade de RANKL, e produzem grandes 

quantidades de IL-10, TGF-β e proteína 4 associada a linfócitos T citotóxicos (CTLA-4, do 

inglês Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4) que conferem efeito protetor àprogressão 

da PD (35).  

Além da ação direta que as células imunes inatas e adaptativas exercem, de forma 

indireta, essas células dão suporte ao sistema através da produção de fatores moleculares como 

as citocinas. As citocinas são glicoproteínas solúveis produzidas em resposta a infecção. Na PD 

TNF-α é produzido por linfócitos T ativos, monócitos/macrófagos e fibroblastos durante a 

inflamação. Suas funções são, aumento de moléculas de adesão, recrutamentos de leucócitos 

para o foco infeccioso, aumento de MMPs e citocinas pró inflamatóriase diferenciação de 

osteoclastos(62).A IL-1α e IL-1β, juntamente com seu receptor, ativam a via intracelular de 

transcrição de genes que ativam linfócitos e atraem células inatas. Além disso, IL-1 está 
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associada aos sintomas clínicos da PD, por meio da liberação de MMPs que degrada a matriz 

extracelular, formando a bolsa periodontal; e IL-1β que aumenta a expressão de RANKL em 

osteoblastos e produção de PGE2 por osteoblastos e fibroblastos que estimula a reabsorção 

óssea via RANKL (63–65). Essas citocinas estão relacionadas com oagravamentodos sintomas 

da PD.  

 

4. FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO DA 

PERIODONTITE 

A PD é definida como “doença inflamatória crônica multifatorial associada com biofilme 

disbiótico e caracterizada pela destruição progressiva do aparato de inserção dental” (66). O 

termo “multifatorial” se refere à combinação de fatores que somados potencializam os 

resultados, ou seja, vários fatores são preditores do aparecimento e manutenção da doença. 

O hábito de fumar é prejudicial para a saúde em qualquer situação e é considerado o fator 

de risco mais forte para incidência e progressão da PD (67). O uso dessa substância altera 

microbiota da cavidade oral, uma vez que, fumantes apresentam mais espécies patogênicas(68). 

Após o tratamento não cirúrgico, a cavidade oral de pacientes que cessaram o consumo de 

cigarro foi recolonizada por espécies não patogênicas (69). Estudos mostram que o tabagismo 

altera a resposta imunológica do hospedeiro. Os neutrófilos, uma das principais células 

envolvidas na PD, apresentam sua função e tempo de vida alterados (70,71). Os níveis de TNF-

α, PGE2, MMP-8 e elastase de neutrófilos estavam aumentados em fumantes em relação a não 

fumantes(72). O consumo de cigarros pode alterar a regeneração dos tecidos afetados, inibindo 

a proliferação, quimiotaxia, e fixação de fibroblastos (73,74); a nicotina pode alterar e aumentar 

a produção de colágeno tipo I, aumentar atividade da colagenase, e inibir a fibronectina de 

forma dose-dependente (75). Além disso, o tabagismo é um fator epigenético e pode alterar 

estados de transcrição e metilação dos genes relacionados à organização da matriz extracelular 

(76). 

As doenças sistêmicas contribuem no desenvolvimento da PD, e o diabetes e a PD possuem 

uma relação direta, já que as duas doenças interferem uma sobre a outra (77). Indivíduos com 

diabetes apresentam maior destruição dos tecidos periodontais, da mesma forma que indivíduos 

com periodontite apresentam perturbação no metabolismo de açúcares (77,78). Assim, 

indivíduos com diabetes tipo II apresentam maior prevalência e quadros clínicos graves de PD 
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com maior perda do osso de sustentação(79,80). O aumento sérico de IL-6 é tido como um fator 

de predisposição ao desenvolvimento do diabetes e está associado com a PD, na extensão da 

doença (81,82). O constante estado hiperglicêmico, além de contribuir para a destruição dos 

tecidos, interfere no processo de reparação. A síntese de novos fibroblastos gengivais é 

reduzida, resultando na perda de fibras periodontais e do osso alveolar, além de causar a morte 

de células produtoras de matriz extracelular e expressão diminuída de colágeno I e II (83,84). 

Além de doenças sistêmicas, as doenças de comprometimento ósseo, como artrite 

reumatóide (AR) foram descritas como tendo associação com PD. Ambas as doenças 

compartilham mecanismos imunológicos, apresentando um perfil de citocinas semelhantes, 

com predomínio de IL-1β, TNF-α e baixos níveis de IL-10 e TGF-β. Assim, parece que os 

sintomas das duas doenças advêm do desequilíbrio entre citocinas pró e anti-inflamatórias (85). 

A relação entre PD e RA pôde ser comprovada por um estudo piloto (86). Nesse estudo, a 

prevalência de PD moderada e severa foi maior em indivíduos com RA, da mesma forma que 

sujeitos PD apresentavam maior prevalência de RA. Além disso, P. gingivalis possuem uma 

enzima única peptidylargininedeiminase (PAD) que dá origem a antígenos que estão associados 

a inflamações tanto nas articulações quanto na gengiva(87). 

O gênero também está relacionado com a suscetibilidade da PD. A prevalência de PD é 

mais alta em homens que mulheres, o que pode significar que o gênero masculino é fator de 

risco. Um estudo caso-controle demonstrou que indivíduos do sexo masculino apresentam 

maior suscetibilidade para o desenvolvimento da PD que mulher (10).Fatores hormonais, 

genéticos e epigenéticos podem estar envolvidos na suscetibilidadeà PD(88,89). Apesar disso, 

acredita-se que a maior severidade da doença é reflexo da menor procura de serviços de saúde 

entre os homens e das piores práticas de higiene bucal (90).  Um estudo prospectivo foi 

realizado e determinou-se que a remoção mecânica da placa reduz espontaneamente o quadro 

de gengivite e também a incidência, a severidade e a recorrência da periodontite(32). 

Os fatores genéticos contribuem para a patogênese da PD (91). Estima-se que 50% das 

variações em características da PD podem ser explicadas por contribuições genéticas 

individuais (92). Tanto a interação entre vários produtos gênicos quanto com o ambiente afeta 

o início de progressão da doença. Com base nisso, vários genes foram apontados com caráter 

de proteção ou risco. Os SNPs em citocinas, quimiocinas, receptores ou moléculas são 

largamente analisadas em estudos caso-controle. Por exemplo, um estudo caso controle no gene 

IL17A (G197A, rs2275913) encontrou que o alelo A e o genótipo A/Aforam associados à 
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suscetibilidade na periodontite crônica (8). Esses achados demonstram que mutações pontuais 

podem ter grande relevância na patogênese da PD.  

 

5. CLASSIFICAÇÕES DA PERIODONTITE 

Classificações são necessárias e se trata do ato de organizar categorias segundo sistema ou 

método, agrupando suas analogias e caracteres comum. No caso da PD, a categorização dos 

tipos clínicos da doença facilitou o estudo da etiologia, patogênese e tratamento. A patogênese 

da periodontite humana foi esquematizada pela primeira vez por Page e Schroeder(93). No 

Workshop de Classificação das Doenças Periodontais de 1999 as classificações das doenças 

periodontais foram realizadas com base nas diferentes apresentações clínicas da doença e 

definidas como: I) Doenças gengivais; II) Periodontites agressivas; III) Periodontites crônicas; 

IV) Periodontites que são manifestações de doenças sistêmicas; V) Doenças periodontais 

necrosantes; VI) Abscessos do periodonto; VII) Periodontites associadas a lesões endodônticas; 

e VIII) Deformidades e condições desenvolvidas ou adquiridas (94). 

Dentre esses quadros clínicos,  destacavam-se duas formas da doença: PD agressiva que 

acomete principalmente indivíduos jovens (<30 anos) apresentando progressão mais rápida 

com grande destruição de inserção periodontal(95) e a PD crônica que acomete principalmente 

adultos e idosos, apresentando uma progressão mais lenta e indolor(96). Ambas as formas, 

agressivas e crônicas eram, ainda, subdivididas quanto à extensão (localizada ou generalizada) 

e a severidade (leve, moderada e severa).  

A classificação de 1999 foi largamente utilizada na prática clínica, porém o sistema 

apresentava algumas falhas, como falta de distinção clara baseada em patobiologia entre as 

categorias estipuladas, imprecisão no diagnóstico e dificuldades de implementação(97). Com 

base nisso, um novo sistema de classificação surgiu em 2017 para tentar superar essas 

dificuldades. O objetivo dessa nova classificação foi incorporar os novos conhecimentos 

adquiridos até o momento nas áreas de epidemiologia, etiologia, patogênese e propor uma nova 

estrutura de classificação(97). O Workshop Mundial de 2017 sobre a Classificação de Doenças 

e Condições Periodontais e Peri-implantes estabeleceu a nova classificação como: I) 

Periodontites; II) Doenças periodontais necrosantes; III) Lesões endodônticas-periodontais; IV) 

Abscessos periodontais (66,98). Nesse novo sistema de classificação, as doenças previamente 

conhecidas como periodontites agressivas e crônicas, foram agrupadas em um único grupo 
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“periodontites”, pois não havia evidências fisiológicas e etiológicas que as sustentem a 

distinção. A PD é ainda subdividida em estágios (I a IV) e graus (A, B e C). O novo sistema de 

classificação da periodontite baseado nos estágios e graus da doença está contido nos quadros 

1 e 2 nos anexos. Os estágios se referem a severidade da doença, bem como a complexidade 

durante o tratamento, e incluem uma descrição e distribuição da extensão da doença na dentição. 

Os graus fornecem informações suplementares sobre as características biológicas, incluindo 

uma análise baseada no histórico de progressão, risco de progressão adicional, desfechos ruins 

após o tratamento e avaliação do risco que a doença ou seu tratamento possam afetar 

negativamente a saúde geral do indivíduo (97). 

 

6. DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO DA PERIODONTITE 

O diagnóstico da PD se inicia com a diferenciação do periodonto saudável do alterado. Mais 

do que isso, é preciso que o profissional seja capaz de diferenciar o periodonto alterado por 

condições alheias a periodontite, por exemplo, gengivite, lesões endodônticas, força oclusal 

traumática, próteses mal adaptadas, doenças sistêmicas (99). A partir disso, exames são 

baseados em observação macroscópicas, parâmetros clínicos e radiográficos. Os aspectos 

analisados são perda radiográfica do osso alveolar, aumento da profundidade de sondagem (PS), 

perda de inserção clínica (CAL, do inglês ClinicalAttachmentLoss), inflamação na gengiva 

medida como sangramento à sondagem (BoP, do inglês BleedingonProbing). A combinação 

desses parâmetros garante um diagnóstico correto(97,98). 

Após o diagnóstico preciso da condição do paciente, se inicia o tratamento, que consiste 

basicamente em remover o biofilme bacteriano e/ou cálculo gengival e interromper o processo 

inflamatório no local. A remoção das bactérias no sulco gengival é feita por meio do 

debridamento mecânico da raiz do dente. Mesmo após a descontaminação é importante que o 

paciente mantenha boas práticas de higiene bucal, pois o acúmulo de bactérias no local leva a 

reincidência da doença(100). Em alguns casos, há a possibilidade de tratamento com 

antibióticos via oral ou tópico. Em algumas situações em que a terapia convencional não tem 

efeito esperado, considera-se o papel dos mediadores imunológicos, que inclui a neutralização 

de citocina inflamatórias, bloqueio de receptores de citocinas e ativação de vias de produção de 

citocinas anti-inflamatórias(101).  Assim, a terapia anticitocinas parece ser promissora, porém 

são necessários mais estudos para avaliar a sua eficácia na PD. 
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7. IL-33 E ST2: FUNÇÕES E MECANISMOS BIOLÓGICOS 

A interleucina 33, IL-33, é a mais recente citocina descoberta, e é considerada a 11a membro 

da família das IL-1, que inclui IL-1α, IL-1β e IL-18. Descoberto por Schmitz e colaboradores 

(102), esse mediador é expresso constitutivamente e abundantemente principalmente em células 

residentes como fibroblastos, células endoteliais e epiteliais(103). Células epiteliais de tecidos 

de barreiras como queratinócitos da pele, células epiteliais do estômago ou glândulas salivares 

apresentam elevados níveis de expressão de IL-33 nuclear, já que o local é constantemente 

exposto ao ambiente e a substâncias danosas (103). Além dessas células, a IL-33 é expressa 

também em macrófagos, células dendríticas, células da musculatura lisa e 

osteoblastos(102,104). Mesmo durante a homeostase a IL-33 é abundantemente sintetizada e 

armazenada no núcleo das células produtoras. Porém, em caso de inflamação, sua expressão 

aumenta, podendo ser expressa por outros grupos de células (103,105). 

A IL-33 quando presente no núcleo atua como fator nuclear endógeno, impedindo a 

transcrição de genes. O domínio nuclear N-terminal é capaz de se associar ao heterodímero 

H2A e H2B de histonas na superfície de nucleossomo ou ativar a histona desacetilase-3 (106). 

Ambos os processos levam a remodelação da cromatina. A manutenção da IL-33 no núcleo foi 

selecionada durante a evolução para regular a própria atividade pró-inflamatória (107). 

A liberação de IL-33 do núcleo para o espaço extracelular não acontece pela via clássica, 

envolvendo o retículo endoplasmático/complexo de Golgi, como em outras proteínas. Fatores 

associados ao estressecelular (ATP extracelular e espécies reativas de oxigênio - ROS), sinais 

de injúria celular, lesão e necrose dos tecidos levam a secreção dessa proteína para o ambiente 

extracelular (108). Assim, IL-33 atua como alarmin, ou DAMP, emitindo um sinal de perigo 

endógeno para alertar outras células do sistema imunológico em caso de danos ao endotélio ou 

epitélio durante traumas ou infecções(103). 

Por algum tempo, como em outros membros da família IL-1, acreditava-se que IL-33 era 

clivada por caspases 1 (102), porém, recentemente foi descoberto que a citocina nem mesmo 

tinha sítio para a clivagem desta enzima (109). Mesmo assim, IL-33 pode ser clivada pelas 

caspases 3 e -7 quando uma célula entra em estado apoptótico(109), levando a sua inativação. 

Outro mecanismo de regulação é a oxidação em quatro resíduos de cisteínas 

(Cys208/Cys227/Cys232/Cys259). Isso altera a conformação da proteína, devido a formação 

de pontes de dissulfeto, e assim, a IL-33 perde sua atividade biológica (110). Esse processo é 

rápido, então é provável que as primeiras horas ou minutos sejam cruciais (108). Essas etapasde 
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regulação são importantes para a manutenção da homeostase, pois IL-33 é expressa em altos 

níveis, sendo necessário limitar sua atividade na ausência de perigo, evitando inflamações 

descontroladas e letais.  

O precursor pró-IL-33 é biologicamente ativo, porém quando clivadono domínio central 

por proteases inflamatórias produzidas por neutrófilos e mastócitos gera a forma madura da 

proteína (108). As formas maduras de IL-33 permanecem ativas e capazes de se ligar ao 

receptor ST2 e apresentam atividade aumentada em 10 a 30 vezes quando comparado com a 

pró-IL-33 em ensaios celulares (Figura 2). Isso sugere que a maturação proteolítica é uma etapa 

importante na regulação de suas atividades.   

O receptor ST2, também chamado de IL1RL1 (receptor de interleucina 1 do tipo 1), 

pode ser expresso de diferentes formas dependendo do splincing sofrido pelo RNA mensageiro, 

resultando nas formas solúvel (sST2), transmembranar (ST2L) e variante (ST2V)(111,112). O 

sST2 compete com ST2L sequestrando IL-33 extracelular, assim, sST2 atua como chamariz, 

sendo um outro modulador da resposta inflamatória, uma vez que, altos níveis de sST2 pode 

inibir a ação de IL-33(113). Em caso de danos aos tecidos, IL-33 é liberada no espaço 

extracelular, onde se liga ao receptor ancorado à membrana, causando uma mudança 

conformacional que recruta a proteína acessória do receptor de interleucina e juntos formam 

um receptor completo. A transdução do sinal de IL-33 é dependente do seu receptor, uma vez 

que, em camundongos deficientes de ST2, observa-se quadros mais brandos de inflamação após 

a injeção de lipopolissacarídeo (LPS) (102).
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Figura 2: Liberação extracelular de IL-33 e ativação por proteases inflamatórias de 

mastócitos e neutrófilos. Após lesão ou necrose celular, a IL-33 é liberada dos núcleos das células produtoras 

como uma proteína precursora (pró-IL-33) com função biológica. Uma vez no espaço extracelular, IL-33 pode ser 

clivada por proteases de mastócitos e neutrófilos. Após sua clivagem, a IL-33 madura exibe 10 a 30 vezes mais 

atividade que pró-IL-33. ILC2: Célula linfóideinata tipo 2, Treg: Linfócitos T regulador, Th2: Célula T auxiliar 

tipo 2. Fonte: Adaptado de Cayrolet al., 2018 (108). 

 

Após a formação do receptor, inicia-se a via de sinalização intracelular através do 

domínio do TIR (do inglês, Toll-Interleukin-1 Receptor) da proteína acessória(114,115). Isso 

leva o recrutamento de proteínas adaptadoras, como fator de diferenciação mielóide 88 

(MyD88), quinases intracelulares associadas ao receptor de IL-1 (IRAK) - 1 e IRAK-4 e fator 

6 associado ao receptor de TNF (TRAF-6). A partir disso, abre-se duas vias independentes, a 

primeira sinaliza a ativação do fator de transcrição da proteína ativadora 1 (AP-1) através das 

de MAPKs p38, como quinase c-Jun N-terminal (JNK) e quinase regulada por sinal extracelular 

(ERK). A segunda via, leva a fosforilação e ativação de NF-κB após a degradação da proteína 

inibitória IκB. Ambas as vias resultam na transcrição de genes de citocinas e quimiocinas pró 

inflamatórias e, principalmente, citocinas associadas ao perfil Th2 de resposta 

(102,114,116,117). Além disso, estudos apontam que Single Immunoglobulin IL-1 Receptor-

RelatedMolecule (SIGIRR) pode inibir a transdução do sinal através da ligação com o receptor 

transmembranar(118). A via IL-33/ST2 está esquematizada na figura 3. 
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Figura 3: Via de sinalização intracelular IL-33/ST2, e seus mecanismos de regulação.IL-33 é produzida constitutivamente e armazenada em células 

endoteliais, epiteliais e fibroblastos. Nesse local, a citocina fica ligada ao DNA e atua como fator endógeno, regulando negativamente a expressão de genes. Em caso de sinal 

deapoptose, a IL-33 é clivada por caspases 3 ou 7 no domínio de citocina IL-1 C-terminal, e sua função biológica é perdida. Porém, em caso de dano celular, a citocina passa a 

atuar como alarmin, que é clivada por proteases inflamatórias. Após sua clivagem, IL-33 se liga ao receptor de membrana (ST2L) mais a proteína acessória (IL-1RAcP) e juntos 

ativam a via de sinalização intracelular, resultando na produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. O receptor solúvel (sST2) e SIGIRR são antagonistas da via, o 

primeiro sequestra IL-33 disperso no meio; e o segundo se liga à ST2L e impede a transdução do sinal.



36 
 

 
 

 

O receptor ST2 faz parte dos receptores da família IL-1. De forma semelhante a IL-33, 

a proteína é expressa constitutivamente na membrana plasmática de mastócitos, basófilos, 

neutrófilos, macrófago M2, células dendríticas, NK, linfócitos B e T (Th1, Th2, Treg), células 

linfóides inatas do tipo 2 (ILC2), entre outras(108). Isso faz com que a via IL-33/ST2 

desempenhe diversas funções dentro do sistema imunológico. A IL-33 pode atuar na tolerância 

imunológica, por meio da proliferação de Treg(119), e estimulando a produção de IL-2 por 

células dendríticas e mastócitos(120,121). Então, essa citocina causa expansão de linfócitos 

Treg de forma direta e indireta. Além disso, IL-33 pode expandir as populações de ILC2 e 

elevar a produção do fator de crescimento anfiregulina (AREG) por ILC2 e Treg que 

contribuem para a reparação dos tecidos lesionados, e regulação imunológica (122,123). Ainda, 

foi observado que as ILC2 quando ativadas por IL-33 produzem IL-13, citocina que direciona 

a diferenciação de macrófagos para o subtipo M2 (105). 

Desde a descoberta, o eixo IL-33/ST2 foi associado ao perfil de resposta Th2. Células 

Th2, mastócitos, eosinófilos, basófilos, e ILC2 na presença de IL-33 apresentavam aumento da 

expressão de citocinas do perfil de resposta Th2, como IL-4, IL-5, IL-13, IL-6 (102,124–126). 

Ratos tratados com IL-33 intraperitoneal apresentavam quadros mais graves esplenomegalia 

com aumento de eosinófilos, células mononucleares e plasmócitos, mas não neutrófilos, 

acompanhado com o aumento de linfócitos e eosinófilos na corrente sanguínea.  A avaliação 

dos níveis séricos de imunoglobulinas (Ig) mostrou aumento de IgE e IgA(102). Na presença 

de IL-33, o linfócito Tnaive altera o perfil de resposta e passam a expressar IL-5 e IL-13 

independente de IL-4 (127). Chackerian e colaboradores (114) demonstraram que células Th2 

respondem a IL-33 independente dos receptores de célula T, sugerindo que uma vez que a 

resposta Th2 é iniciada, IL-33 pode aumentar a resposta independente de antígenos. 

Apesar de IL-33 ser fortemente relacionada com a resposta Th2, alguns trabalhos vêm 

demonstrando que a citocina pode alterar o padrão de resposta para o perfil Th1, com produção 

de INF-γ. Células NK e Natural Killer T (NKT) de fígado e baço na presença de IL-33 aumenta 

a expressão em duas vezesa produção de IL-4, e 30 vezesde INF-γ (128). Já em células T 

citotóxica 1 (TC1 do inglês, Type 1 Cytotoxic T) foi observado resultados semelhantes e sob 

influência de IL-12 houve aumento mais proeminente de INF-γ (129). Esses achados mostram 

a grande diversidade de função que IL-33/ST2 podem exercer dentro do sistema imunológico. 
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8. RELAÇÃO ENTRE O EIXO IL-33/ST2 E A PERIODONTITE 

A PD é caracterizada por uma forte resposta inflamatória próximos ao sítio de infecção, 

causando danos às estruturas de proteção e sustentação dos dentes como gengiva, cemento, 

ligamento periodontal e, posteriormente, atinge o osso alveolar de suporte. Embora a presença 

de bactérias gram-negativas seja importante para a progressão da doença, apenas esses 

estímulos não desencadeiam a doença em si. Para isso várias células são recrutadas até o local, 

a produção de citocinas, quimiocinas moléculas de adesão se elevam, e mais células chegam 

até o local, instaurando um estado inflamatório na mucosa oral. Mastócitos e neutrófilos 

destroem as bactérias que estão tentando invadir os tecidos periodontais, ao mesmo tempo 

causam danos às células do hospedeiro, e produzem mediadores que atraem mais células para 

o local. As células dendríticas em constante monitoramento, ao encontrar antígenos mediam a 

apresentação aos linfócitos T e B que migram para o local, auxiliando no combate dos invasores 

diretamente ou produzindo mais mediadores. Todos esses elementos em conjunto alteram o 

microambiente da cavidade oral (16,35,130). 

Nesse sentido, a IL-33 juntamente com seu receptor podem ser relevantes. Devido à grande 

destruição de células no local, processo necrótico e stress celular, a IL-33 armazenada 

principalmente em células endoteliais, epiteliais e fibroblastos, é liberada para o espaço 

extracelular. Nesse local, ocorre sua clivagem por proteases inflamatórias, potencializando sua 

ação pró-inflamatória(108). Nesse microambiente, mastócitos respondem prontamente a IL-33 

devido a ligação com o receptor ST2, promovendo a sua maturação, adesão e sobrevivência. 

Estudos mostram que existe uma forte relação entre a severidade da PD com a degranulação de 

mastócitos (53). Além disso, induzem a produção de citocinas e quimiocinas que aumentam o 

recrutamento de neutrófilos, células NK, migração de células dendríticas e polarização de 

linfócitos T(131,132). 

A IL-33 propaga sinais inflamatórios para mastócitos(133), basófilos (134), células 

dendríticas (135) e linfócitos Th2 (134), ou seja, a IL-33 pode atuar tanto na resposta imune 

inata quanto adaptativa. As células dendríticas ativadas pela exposição à IL-33 direcionam os 

linfócitos T naivepara o subtipo Th2 (135). Além disso, IL-33 é um quimioatrativo para células 

Th2 e dirige a produção de citocinas do mesmo perfil como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13(136). Esses 

mediadores ativam a produção de anticorpos por linfócitos B que, posteriormente, se 

diferenciam em plasmócitos ainda mais eficientes (137,138). Os infiltrados celulares de lesão 

periodontais em estágios mais graves são dominados por linfócitos B e 
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plasmócitos(31,34),mostrando que pode haver uma correlação entre a resposta Th2 mediada 

pelo eixo IL-33/ST2 e a PD. 

Nas células epiteliais da gengiva de pacientes com PD observa-se aumento de IL-33 e ST2 

quando comparado com controles sem a doença. De forma semelhante, a presença de P. 

gingivalis, a principal bactéria relacionada com a PD, aumenta a síntese de IL-33 em tecidos 

periodontais de camundongos ou em ensaios in vitro(139,140). Esses dados nos mostram que 

bactérias periodontopatogênicas são capazes de modificar a expressão dessa proteína e, por 

consequência, alterar a resposta no local. Além disso, a IL-33 derivada de células epiteliais 

aumenta a inflamação mediada por citocinas Th2 em resposta a componentes bacterianos 

(141,142). 

Outras citocinas que podem ser produzidas no decorrer da doença como IL-2, IL-4 e IFN-γ 

ainda não tiveram suas funções elucidadas, porém sabe-se que baixas concentrações contribuem 

para a progressão da PD (143).  IL-1β, IL-6 e TNF-α são responsáveis por recrutar outras células 

para o foco infeccioso, como neutrófilos, células dendríticas, monócitos, macrófagos 

etc.(130).Além disso, aumentam a reabsorção óssea de maneira direta (144,145) ou 

indiretamente pela indução RANKL e fator estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF, do 

inglês MacrophageColony-Stimulating Factor)(145,146). 

A remodelação óssea é o sintoma que diferencia gengivite de PD, e estudos anteriores 

mostram que IL-33 desempenha papel durante a homeostase óssea(147). O processo de 

formação e reabsorção dos ossos ocorre em equilíbrio e qualquer perturbação pode ser danosa. 

Esse processo é orquestrado por osteoblastos, osteócitos e osteoclastos que, por sua vez, são 

influenciados por mediadores químicos como hormônios e citocinas. Células osteoprogenitoras 

sob a influência de fator inibidor de leucemia (LIF, do inglês LeukemiaInhibitoryfactor), fatores 

de crescimento de fibroblastos (FGFs, do inglês FibroblastGrowthFactors), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglês PlateletDerivedGrowthFactors) e TGF-

β, induzem a formação de osteoblastos e, posteriormente, osteócitos (148). Porém, na presença 

de IL-1, IL-6, IL-33, TNF-α, M-CSF e RANKL a diferenciação é direcionada para a formação 

de osteoclastos, favorecendo a reabsorção dos componentes da matriz óssea (148,149). 

A fim de testar os efeitos de IL-33 sobre a osteoclastogênese, Mun e colaboradores (150) 

incubaram monócitos CD14+ que expressavam ST2 na presença de IL-33/M-CSF ou 

RANKL/M-CSF. Os resultados mostram que a diferenciação de monócitos para osteoclastos 

acontece diante de estímulos de IL-33 através do receptor ST2, devido ao aumento de fatores 



39 
 

 
 

de maturação de osteoclastos, como Fator 6 associado ao receptor TNF-a(TRAF6, do inglês 

TNF-a Receptor Associated Factor 6), fator nuclear das células T citoplasmáticas 1 ativadas 

(NFATc1, do inglês nuclear factorofactivated T cellscytoplasmic 1), c-Fos, e Syk. Ainda, 

observaram que a destruição óssea acontece de forma dose dependente de IL-33, e os efeitos 

foram suprimidos na presença de anticorpo anti-ST2.  Além disso, em modelo animal de 

indução da PD por ligadura, observa-se aumento de IL-33, bem como, do número de mastócitos 

e na expressão de RANKL (151). Apesar disso, ainda não há consenso sobre o efeito da IL-33 

na reabsorção óssea. Em estudos in vitro, a IL-33 foi relatada inibindo a diferenciação de 

osteoclastos(104,152,153) ou aumentando a formação de osteoblastos(153). 

Mesmo assim, estudos mostram uma forte correlação entre os níveis séricos de IL-33 com 

a erosão na superfície de ossos em pacientes com artrite reumatoide (RA) (154).  Em modelo 

animal de artrite induzida por antígenos, foi observado a piora do prognóstico da doença, devido 

a ativação de mastócitos dirigidos por IL-33 (155), porém o bloqueio do receptor ST2 tem efeito 

protetivo (156). Isso sugere que IL-33 e ST2 são codependentes. Pensando nisso, o bloqueio ou 

supressão do receptor pode modificar os efeitos de IL-33. Martin e colaboradores demonstraram 

que a supressão de ST2 em ratos knock-out atenuou os sintomas de artrite (157); bem como a 

ligação de IL-33 com o receptor antagonista sST2 (158). Em ambos os casos, o efeito de IL-33 

sobre a remodelação óssea foi suavizado, mostrando que essa pode ser uma possibilidade 

terapêutica para outras doenças com comprometimento ósseo. Assim, podemos hipotetizar que 

a diminuição de IL-33 e ST2L com aumento de sST2 pode ter efeito protetivo sobre a 

periodontite, assim como foi observado para artrite.  

Observações feitas em pacientes com PD mostram uma incompatibilidade entre os altos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias e reabsorção óssea. Essas inconstâncias não podem ser 

explicadas pela presença de bactérias periodontopatogênicas. Assim, Hienz e 

colaboradores(143) sugeriram que variações na composição genética, principalmente, em genes 

que regulam a atividade imunológica e inflamatória poderia explicar essas discrepâncias. 

Pensando nisso, mutações que afetam a quantidade de IL-33 ou de seu receptor podem 

influenciar no processo de reabsorção óssea, já que a via IL-33/ST2 favorece uma resposta Th2 

e age sobre a homeostase óssea. 
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9. POLIMORFISMOS EM IL33 E IL1RL1 E A RELAÇÃO COM A 

PERIODONTITE 

A IL-33 é codificada pelo gene de igual nome localizado no cromossomo 9p24.1. O gene é 

composto por 8 exons, sendo que o primeiro não é traduzido. O principal promotor está 

localizado a montante do exon 1a, cerca de 25,8 Kb do exon 2. Um segundo promotor é 

observado a 4,6 Kb a partir do exón 2 (Figura 4A). Os locais do início da transcrição estão a 

jusante da região TATA BOX em ambos os promotores(107,108). 

A proteína codificada pelo gene IL33 conta com três domínios (figura 4B). O domínio N-

terminal da proteína contém o motivo de ligação a cromatina (159) e sinal de localização 

nuclear (160), que é responsável pela ligação da IL-33 as histonas e outras porções da 

cromatina, fazendo com que essa proteína atue como fator de transcrição (106). O domínio 

central abrange em sua estrutura sítios de clivagem para proteases inflamatórias, que garante 

maior atividade biológica para a citocina(108,161,162).O domínio de citocina tipo IL-1 na 

porção C-terminal contém locais para a clivagem por caspases 3 e 7 (108)e para interação entre 

IL-33 e ST2. A interação entre citocina e receptor se dá através de dois sítios, o sítio 1  da 

citocina exibe grande carga negativa, ao passo que a superfície de contato com ST2 é dominada 

por cargas positiva. o sítio 2 apresenta resíduos ácidos que formam pontes salinas com o 

agrupamento hidrofóbico do receptor (163). A clivagem de IL-33 por caspases durante processo 

apoptótico leva a inativação da proteína, já que IL-33 não pode mais ser reconhecida pelo seu 

receptor após a clivagem. 
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Figura 4: O gene e a proteína da IL-33 humana. (A) Estrutura do gene IL33. O gene se estende por 

> 42 kb, contém 8 exons e está localizado no cromossomo 9 em 9p24.1. O exon 1 (também designado exon 1a) 

está localizado 25,8 kb a montante do exon 2. Um exon 1b alternativo, localizado 4,6 kb a montante do exon 2 

também foi descrito. (B) Estrutura primária da proteína IL-33 humana. Os diferentes domínios de proteína são 

indicados e os locais de clivagem para proteases envolvidas na ativação de IL-33 (proteases inflamatórias) ou 

inativação (caspases) são mostrados acima da estrutura primária. Fonte: Adaptado de Cayrol e Girard, 2018(108). 

 

O receptor de IL-33, chamado de ST2, é codificado pelo gene IL1RL1, localizado no 

2q12.1. É composto por 11exons sendo que o primeiro não é traduzido; e duas regiões 

promotoras distintas (Figura 5A). As diferentes combinações entre exons e o promotor distal 

ou proximal resulta em duas isoformas do receptor, a forma transmembranar (ST2L) e a forma 

solúvel (sST2) (111). O promotor distal dirige a produção de ST2L e sST2; enquanto o 

promotor proximal é exclusivo para sST2. Os exons 2 a 8a são compartilhados pelas duas 

formas proteicas. Esses exons codificam o domínio extracelular do receptor, local de interação 

com IL-33. O exon 8b é exclusivo para sST2, os exons9 a 11 são exclusivos de ST2L. O exon 

9 codifica a região transmembrana, que é responsável pela ancoragem do receptor na membrana 

plasmática das células produtoras; os exons 10 e 11 compreendem o domínio TIR, responsável 

pela sinalização da via intracelular que culmina na produção de mediadores inflamatórios. O 

splicing alternativo sofrido por sST2, com a exclusão dos exons9 a 11, explica porque essa 

forma é o antagonista natural de ST2L, já que quando IL-33 se liga ao receptor na forma solúvel, 

a transdução do sinal em direção ao núcleo da célula não acontece(164–166). As três variantes 
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de transcrição do RNA mensageiro formados pelos devido splicingalternativo no gene está 

contido na figura 5B. 

 

Figura 5: Gene IL1RL1e os RNAs mensageiros formados por diferentes splicing 

alternativos. (A) Estrutura do gene de IL1RL1, localizado no cromossomo 2q12.1, é composto por dois 

promotores e 11 exons. (B) RNAs mensageiros formados porsplicing alternativo no gene. As diferentes 

combinações, formam a proteína solúvel (sST2), transmembranar (ST2L) e variante (ST2V). Os exons estão 

numerados; as partes pintadas em cinza correspondem às regiões transcritas dentro dos exons. Fonte: Adaptado 

de Dijk, et al., 2018 (166). 

 

A nível proteico, ST2L é composto por três domínios extracelulares do tipo 

imunoglobulinas, uma região transmembranar, e um domínio TIR. sST2 é secretado como uma 

proteína não glicosilada, contém os domínios extracelular compartilhados por ST2L, porém 

sem a porção de ancoragem à membrana e com nove aminoácidos na porção C-terminal (167). 

Posteriormente, foram descobertas outras duas variantes de transcrição, ST2V e ST2LV. Um 

exon extra (5E) com 170 pb é observado para ST2V, levando a introdução de uma nova cadeia 

hidrofóbica e perda do terceiro motivo do tipo imunoglobulinas, devido a formação precoce de 

um códon de parada(112,166). ST2LV é produzido quando há um splicing alternativo em ST2L, 

porém é observado apenas em galinhas (168). 

A resposta imunológica individual dos pacientes acometidos com PD é crucial para 

determinar os sintomas clínicos, uma vez que, a maior causa de dano tecidual é oriundo de uma 

resposta inflamatória exacerbada (29,30). Em contrapartida, uma resposta ineficiente pode não 

ser o suficiente para eliminar as bactérias periodontopatogênicas. Assim, uma resposta 

equilibrada é essencial para eliminar o patógeno sem causar danos desnecessários (1). O 

controle dessa resposta é mediado por citocinas e quimiocinas, que são produzidas a partir a 

transcrição de genes. Pensando nisso, polimorfismos nos genes podem alterar a quantidade e 

qualidade da proteína expressa dependo do local onde a mutação se encontra. Mutações em 

regiões codificantes, como exons, altera a estrutura da proteína expressa, devido a troca de 
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aminoácidos inseridos na proteína após a etapa de processamento do RNA. As alterações em 

regiões promotoras de genes, ou em introns, causam alterações na quantidade da proteína 

expressa, devido a alterações químicas e físicas dos locais de ligação a fatores de transcrição, 

desregulando a transcrição de genes (169). Desta forma, os SNPs podem afetar a maneira como 

um indivíduo responde ao meio ambiente e podem modificar o risco às doenças (4). 

Os SNPs são os polimorfismos mais frequentes dentro do genoma humano e podem ser 

associados ao risco ou proteção para o desenvolvimento de doenças.  A PD é tida como 

multifatorial, já que vários fatores externos podem influenciar sua patologia. Assim, não é 

incomum pensar que polimorfismos genéticos podem estar associados a fisiopatologia da 

doença(8,170). Então, mutações dentro dos genes de citocinas e seus receptores, como IL-33 e 

ST2, podem mostrar associações com a PD.  

No gene IL33  foram identificados SNPs candidatos a marcadores de risco no 

desenvolvimento de doenças como asma (171), doenças inflamatórias intestinais(172), 

Alzheimer (173,174), doenças alérgicas(175), doenças autoimunes (176) e câncer (177). Um 

deles é o SNP rs1929992 T>C, que está localizado no intron 3 e é caracterizado pela troca de 

uma timina por uma citosina. A consequência da troca é a diminuição da proteína produzida. 

Estudos mostram que o alelo T ou genótipo T/T aumenta a expressão de IL-33 quando 

comparada com os indivíduos portadores do alelo C ou genótipo C/C (178). O rs7025417 T>C, 

outra variante transcricional do gene IL33, está localizado em sua região promotora, definido 

pela troca de timina por citosina. Tu e colaboradores(179) demonstram que células 

transfectadas com plasmídeos contendo alelo T apresentavam duas vezesmaior atividade da 

luciferase que o alelo T, e esses resultados foram confirmados observando os níveis séricos de 

IL-33, o qual  o alelo T leva a maior produção da citocina em comparação ao alelo C.  

Da mesma forma que polimorfismos em IL33  foram identificadas mudanças no gene 

IL1RL1 que podem alterar a resposta de um sujeito(180,181). Assim, o rs3821204 C>G 

encontrado na região untranslated 3’ é caracterizado pela troca de citosina por uma guanina. 

Tanto o alelo C quanto o genótipo C/C aumentam a expressão da forma solúvel do receptor, na 

produção de RNA mensageiro e a nível proteico (182,183).  o rs11695424 G>A, troca de 

guanina por adenina na região promotora também altera a expressão da sST2. Células 

transfectadas com plasmídeos contendo alelo G apresentavam quatro vezesmaisatividade da 

luciferase para o alelo A, ou seja, o alelo selvagem expressa mais moléculas de sST2 que o 

mutado (179). 
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Sabe-se aslesões mais graves na periodontite  é decorrente de uma resposta inata forte e 

predomínio de uma resposta Th2, com aumento de linfócitos B e plasmócitos(31)e que fatores 

inerentes ao hospedeiro, como fatores genéticos, podem influenciar sua fisiopatologia (91). 

Ainda é conhecido que o eixo IL-33/ST2 está principalmente relacionado com aumento da 

contagem de mastócitos e a produção de citocinas tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 e aumento 

de imunoglobulinas séricas (102), além de estar relacionado com o processo de reabsorção 

óssea (147). Desse modo, mutações que afetam a quantidade de proteínas produzidas podem 

deslocar o equilíbrio para proteção ou risco para o desenvolvimento da doença. Por exemplo, o 

aumento de IL-33 somado ao aumento de ST2 pode conferir um status de risco.  

 

10. JUSTIFICATIVA 

As doenças periodontais são as doenças bucais mais comuns do mundo, afetando até 90% 

da população mundial (29), sendo que aproximadamente 10 a 15% dos indivíduos com a 

doença desenvolvem formas severas e destrutivas(184). 

A grande complexidade que existe entre as células e mediadores químicos envolvidos, mais 

os fatores externos que modificam a resposta do hospedeiro são grandes dificultadores para 

compreensão total da doença. Pequenas alterações no genoma podem estar diretamente 

associadas aos diferentes padrões de resposta encontrada em cada indivíduo, uma vez que, 

cada um apresenta uma combinação única nas variantes (SNPs) dentro dos genes. Assim, 

estudos que permitem determinar quais as consequências dessas mudanças, tanto na qualidade 

quanto na quantidade, podem contribuir para compreensão da imunopatologia da PD.  

A IL-33 juntamente com o seu receptor, ST2,  foram associados a doenças de 

comprometimento ósseo, como osteossarcoma, artrite reumatoide e osteoporose (185–187), 

que compartilham várias características em comum com PD. O eixo IL-33/ST2 está 

relacionado com amplificação da resposta tipo Th2, a principal resposta da PD em lesões 

avançadas, com grandes infiltrados de linfócitos B e plasmócitos. Além disso, vários estudos 

mostram uma relação positiva entre a reabsorção óssea e IL-33 (147). Ou seja, há estudos que 

mostram que a presença de IL-33 é acompanhada de maiores taxas de reabsorção óssea, um 

dos sintomas característicos de PD. Apesar disso, ainda não se tem consenso sobre esses 

achados, e alguns autores apontam dados conflitantes (104). 
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Os SNPs que foram avaliados nesse trabalho alteram a quantidade de IL-33 e sST2 e, 

até onde vai nosso conhecimento, poucos trabalhos foram descritos relacionando esses 

polimorfismos com a PD. Dessa forma, realizar estudos relacionando os componentes 

genéticos com a resposta imunológica frente à PD contribuirá para melhor esclarecer seus 

mecanismos imunopatogênicos, auxiliando no diagnóstico e prognóstico da doença. Portanto, 

compreender estes fatores e correlacionar com a progressão da PD é fundamental para entendê-

la. 

 

11. OBJETIVOS 

11.1Geral 

Este estudo teve como objetivo avaliar a influência de polimorfismos nos genesIL33 e 

seu receptor IL1RL1 na patogênese da periodontite em pacientes com PD na região 

norte/nordeste do Paraná. Somado a isso, o presente estudo objetivou quantificaros níveis 

séricos de IL-33 e avaliar a correlação entre os genótipos e a produção da citocina. 

11.2Específicos 

● Padronizar a técnica de PCR-SSP para a detecção dos polimorfismos nos genes de IL33 

e seu receptor IL1R1; 

● Identificar os alelos e genótipos dos genes IL33 (rs1929992 T>C e rs7025417 T>C) e 

IL1RL1 (rs3821204 C>G e rs11685424 G>A) em pacientes com PD e controles 

fumantes e não fumantes; 

● Determinar as frequências alélicas, genotípicas e haplotípicas para esses polimorfismos 

em pacientes com PD e controles fumantes e não fumantes; 

● Avaliar a associação entre os SNPs dos genes IL33 e IL1RL1 e a imunopatogênese da 

PD em um estudo caso-controle por meio de uma análise estatística adequada; 

● Determinar a concentração de citocina IL-33 no soro de pacientes e controles não 

fumantes e comparar com outros estudos semelhantes; 

● Avaliar uma possível correlação entre os genótipos e a produção das citocinas nos 

pacientes com PD. 
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Abstract 

Background: Periodontitis (PD) is an inflammatory disease that affects the protective 

and supporting tissues of teeth, such as gingiva, periodontal ligament and alveolar 

bone. Cytokines and their geneticspolymorphisms could interfere in the 

immunopathogenesis of PD, but the role played by IL-33 and its receptor is not clear. 

Objective: Theobjective of the study was to analyze the polymorphisms in IL33 

(rs1929992andrs7925417) and IL1RL1 (rs11685424 and rs3821204) genes in the 

development of periodontitis, as well as the serum levels of the IL-33 cytokine. 

Material and Methods: A case-control study was performed in 186 patients with PD 

and 189healthy controls. DNA extraction was performed by salting-out and a Qiagen 

extraction kit according to the manufacturer. The genotypes were determined by the 

PCR-SSP technique. Serum levels of IL-33 were determined by the immunoenzymatic 

method (ELISA). The software SNPStats, and OpenEpi were used to compare the 

frequency between cases and controls. The risk (OR) was considered only for values 

of P < 0.05. The Shapiro-Wilk and Student's t tests were used to assess the correlation 

between IL-33 levels between groups. 

Results: The IL33 rs7025417 C/C genotype was associated with risk for the 

development of PD in recessive model (OR = 12.86, CI = 1.60 - 103.49, Pc = 0.002).  

While the IL1RL1 rs3821204 G/G genotype was less frequent in patients than in 

controls in the recessive model (OR = 0.19, CI = 0.05 - 0.72, Pc = 0.012). Serum IL-33 

levels were increased in patientsvs controls (mean ± SD: 250.4 ± 54.4pg/mL vs. 0.0 ± 

0.0 pg/mL; P <0.0001), but with no changes within groups of patients. No statistical 

differences were observed between patients and controls in the allelic and genotypic 

distribution of IL33 rs1929992 and IL1RL1 rs11685424 SNPs.  

Conclusion: The polymorphisms of IL33 rs7025417 and IL1RL1 rs3821204 were 

associated with the development of PD, conferring risk and protection, respectively, 

and the production of IL-33 is higher in patients with PD than controls,independent of 

extent or severity of the disease. 

Keywords: Alarmins, Interleukin-1 Receptor-Like 1 Protein, Case-control studies, 

Genetic Association Studies.  

 



64 
 

 
 

1. Introduction 

Periodontitis (PD) begins with the disturbance of homeostasis by anaerobic gram-

negative bacteria, such as Porphyromonas gingivalis.1 Close to soft tissues of the 

periodontium, these bacteria are able to activate the immune system and initiate an 

inflammatory process that extends to the supporting periodontal tissues, causing the 

destruction of the gingiva, periodontal ligament and alveolar bone.2–4Failures to resolve 

this inflammatory process lead to persistence of pathogens and worsening of the 

lesions.2In PD, the destruction of extracellular matrix components and bone 

remodeling are directed by inflammatory mediators such as Interleukins (IL) -1α, IL-

1β, IL-6, IL-17, IL-8, Tumor Necrosis Factor (TNF-α), Matrix Metalloproteinases 

(MMPs) and RANK Ligand (RANKL). These mediators stimulate osteoclastogenesis, 

destruction of the extracellular matrix, and the chemotaxis mainly of neutrophils, which 

increases the production of pro-inflammatory cytokines, allowing the maintenance of 

inflammatory state in the tissue.5-9Thus, both cytokines and their receptors play an 

important role during the pathogenesis of PD. 

Interleukin-33 (IL-33) belongs to the IL-1 cytokine family, and is encoded by the 

gene with the same name, which is localized on 9p24.1. IL-33 is produced 

constitutively and abundantly in endothelial, epithelial and fibroblast cells10, where it 

acts as an endogenous nuclear fator.11 The receptor (ST2) is encoded by the gene 

IL1RL1 (localization 2q12.1), and can be expressed from 3 different ways: 

transmembranar (ST2L), soluble (sST2) and variant (ST2V), generated by alternative 

splicing.12,13 IL-33 needs to be bound to its receptor to perform its functions.10 ST2 is 

constitutively expressed in mast cells, basophils, neutrophils, M2 macrophages, 

dendritic cells, natural killer cell (NK), B and T lymphocytes (Th1, Th2, Treg), type 2 

innate lymphoid cells (ILC2).  In case of tissue damage, necrosis or cellular stress, IL-

33 is released to extracellular space, where it is cleaved by mast cell and neutrophil 

proteases and plays as an inflammatory cytokine.14 

Once the cytokine binds to ST2, the IL-33/ST2 complex recruitsinterleukin 1 

receptor accessory protein (IL1-RAcP), and, together, they activate the intracellular 

signaling pathway15with recruitment of MyD88, IRAK-1, IRAK-4 and TRAF-6. These 

events culminate in the activation of NF-κB and MAPKs that direct the production of 

pro-inflammatory cytokines. The IL-33/ST2 axis is known to increase the serum levels 
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of IgE and IgA, and amplify Th2 type responses, with expression of IL-4, IL-5, IL-6, and 

IL-13.10 These cytokines induce the production of antibodies by B lymphocytes and 

plasmocytes, cells frequently found in periodontal lesions.16,17 This suggests that there 

may be a correlation between the Th2 response mediated by the IL-33/ST2 axis and 

the immunopathogenesis of PD. In addition, IL-33 was related to the bone resorption 

process, in which the presence of this cytokine leads to osteoclast differentiation and 

resorption of bone matrix components.18,19 The soluble sST2 receptor acts as an 

antagonist, sequestering IL-33, and preventing its action on the intracellular signaling 

pathway. Martin et al.20 demonstrated that suppression of ST2 in knock-out murine 

attenuated the symptoms of arthritis, as well as, the binding of IL-33 to sST2 antagonist 

receptor.21 In both cases, the IL-33 effect on bone resorption has been softened, 

showing that this may be a therapeutic possibility for  bone involvementdiseases.  

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most frequent mutations within 

the genome, and it is consequence of the exchange of one nucleotide. SNPs in coding 

regions could alter the conformation and function of the expressed protein. While SNPs 

in non-coding regions of the gene could alter the production of the protein22, such as 

the IL33 and their IL1RL1 receptor SNPs could alter the progression of PD. Thus, the 

objective of this study was to analyze the influence of polymorphisms in the IL33 

(rs1929992 and rs7925417) and IL1RL1 (rs11685424 and rs3821204) genes in 

smokers and nonsmokers,as well as the serum levels of the IL-33 cytokine, in the 

pathogenesis of periodontitis inindividuals from the north/northeast region of Paraná, 

Brazil. 

2. Material andmethods 

2.1. Sample selection 

This case-control study included 375 individuals from the north and northeast of 

Paraná, south of Brazil. All subjects were selected by anexperienced Periodontist at 

the State University of Maringá (UEM) and Ingá University Center (UNINGÁ), from 

2012 to 2020, and signed a free and informed consent form. This study was approved 

by the Human Research Ethics Committee of the State University of Maringá (UEM - 

COPEP Nº. 719/2011, 12/02/2011 and CAAE/2016 Nº 61544916.4.000.0104). 

Participants were assessed for probing depth, bleeding on probing, and clinical 

attachment loss for four sites of each tooth (mesial, buccal, distal and lingual), 
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andclassified according to the International Workshop for a Classification of 

Periodontal Diseases and Conditions of 1999.23 PD patients should have at least five 

sites on different teeth with probing depth ≥ 5 mm, clinical attachment loss ≥ 3 mm and 

more than 25% of bleeding on probing. Accordingto the new classification of 201724, 

individuals with PD can be include in stages II and III based on severity, complexity, 

extension and distribution, and grade B (moderate rate of progression).The control 

group was composed of healthy individuals for PD, with probing depth < 4 mm and 

less than 25% bleeding on probing. 

All individuals selected in this study were over 30 years old and had at least 20 

teeth in the oral cavity. Individuals who had diabetes mellitus, acute infections, bone 

involvement diseases, use of antibiotics or anti-inflammatories, gingivitis, aggressive 

PD (stage IV and grade C of periodontitis) and who underwent periodontal treatment 

in the last 6 months were not included in this study. From individual interviews, the 

ethnic group and smoking history of those selected subjects were determined. 

Individuals who did not know how to estimate the date who abstained from smoking, 

or who stopped less than 10 years ago were included in the group of smokers, 

according to what was proposed by Bergstrom et al.25 

2.2. Sample collectionandDNA extraction: 

The peripheral blood samples were collected by venous blood puncture in a tube 

containingEDTA. Buffy coat or whole blood was stored inside cryopreservation tubes 

at -20°C. DNA extraction was performed using the modified salting-out methodology26 

or the QIAamp® DNA blood mini kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the 

manufacturers' recommendations. DNA concentrations and quality were assessed by 

optical density using the Thermo Scientific Nanodrop 2000® equipment (Nanodrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA). 

2.3. Genotype analysis and visualization of the amplified product: 

The genotyping performed by the polymerase chain reaction using sequence-

specific primers (PCR-SSP). As internal reaction control, primers for the human growth 

hormone (hGH) gene were added, which amplifies a 434 bp fragment. The 

amplifications were performed in a thermocycler (System 9700 Applied Biosystems®, 
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Foster City, CA, USA). The final concentrations and cycling conditions for all SNPs are 

shown in table 1. 

The PCR products were viewedby electrophoresison agarose gel with SYBR Safe 

DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY). The PCR resultswere 

analyzed by comparison with a 100 bp molecular size marker (Invitrogen Life 

Technologies, Grand Island, NY).  

 

Table 1. Final concentrations of PCR components and cycling conditions for the 

detection of IL33 (rs1929992 and rs7025417) and IL1RL1 (rs3821204 and 

rs11685424) polymorphism. 

PCR reagents Final concentration 

  rs1929992 T>C rs7025417 T>C 
rs3821204 
C>G rs11685424 G>A 

UltrapureWater Q.S.to10 µL Q.S.to10 µL Q.S.to10 µL Q.S.to10 µL 

PCR buffer 1X 1X 1X 1X 

MgCl2 
1.0 mM (T) or 

1.5 mM 1.5 mM 1.0 mM 
 1.5 mM (C) 

dNTPsmixture 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 

Primer forward/reverse 0.25 mM 0.5 mM 0.25 mM 0.25 mM 

HGH forward/reverse 0.1 mM 0.08 mM 0.1 mM 0.1 mM 

Taq DNA Polimerase 0.5 U 0.5 U 0.5 U 0.5 U 

Template DNA  50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 

Cyclingcondition/ 
Steps 

nº ofcycles Temperature/time 

Initialdenaturatio
n 1 95 °C / 15 min 95 °C / 15 min 95 °C / 15 min 95 °C / 15 min 

Denature 30 95 °C / 30 s 95 °C / 30 s 95 °C / 30 s 95 °C / 30 s 

Anneal 1 62 °C / 30s 64 °C / 30 s 62 °C / 30s 62 °C / 30s 

Extend 1 72 °C / 30 s 72 °C / 30 s 72 °C / 30 s 72 °C / 30 s 

Final extension 1 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 72 °C / 10 min 

Hold 1 4 °C / ∞ 4 °C / ∞ 4 °C / ∞ 4 °C / ∞ 

Q. S. to10 µL = quantum satis to 10 µL; min = minutes; s = seconds. 

 

2.4. Standardization of PCR-SSP technique  

The standardization of PCR-SSP technique was performed by sequencing 

reactions with specific primers. For each SNP, at least one representative of each 

genotype was chosen, being homozygote wild and mutant and heterozygous. The 
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PCR reaction was performed in 20 μL final volume with 0.25 mM of each primer, 1.5 

mM of MgCl2, 0.2 mM of dNTP (Invitrogen®, Frederick, MD, USA), 1X PCR buffer 

(10X buffer 50 mM Invitrogen®, USA), 0.5 U de Taq DNA polymerase (Invitrogen Life 

Technologies, Grand Island, NY) and 50 ng of DNA. Cycles were performed in thermal 

cycler (Applied Biosystems):  15 minutes at 95°C; 30 cycles of 30 seconds at 95°C, 30 

seconds at 62°C, and 30 seconds at 72°C; at the end, 10 minutes at 72°C. The 

sequencing reactions were performed with the BigDye™ terminator v3.1 cycle 

sequencing kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA) according to the 

manufacturer in an automated DNA sequencer (Applied Biosystems 3500xL). 

The sequences obtained were compared with sequences available in the GenBank. 

For these analyzes, the EMBOSS Needle online tool 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) and the FinchTV program version 

1.4.0 were used. 

 

2.5. Determination of the IL-33 serum levels 

The determination of the concentration of IL-33 was performed by 

immunoenzymatic method (ELISA), using the Human IL-33 ELISA Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA) according to the manufacturer's recommendations. The 

absorbance of each well was read at 450 nm by the ELISA reader (Asys Hitech GmbH, 

Eugendorf, Austria). The assay rangewas 7.8 - 500 pg/mL.  

 

2.6. Statisticalanalysis 

The QUANTO software version 1.2.4.  was used to calculate the minimum number 

of samples for adequate statistical power (≥80%).27 The lowest frequency allele was 

considered at thesignificance level of 0.05, two-tailed test, KP = 0.50, dominant model, 

to detect a risk effect of 2.0. Age and gender covariates were matched using the 

OpenEpi version 3.01 program (https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) using 

the Student t-test or chi-square test with the Yates correction. The SNPStats software 

(https://www.snpstats.net/start.htm) was used for descriptive analysis, todetermine the 

Hardy-Weinberg equilibrium between expected and observed genotype 

frequencies,and for the association tests between SNPs with logistic regression 
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multivariate, using the chi-square test with Yates correction. In analyzes which all 

individuals were included, smoking adjustments were performed, in order to eliminate 

this confounding factor. All analyzes were adjusted for gender and age by multivariate 

logistic regression.To avoid the effect of biases such as smoking, smokers and 

nonsmokers were also analyzed separately.The association tests were performed 

forthe codominant, dominant, recessive, overdominant and log-additive inheritance 

models, and the best inheritance model was chosen according to the lowest Akaike 

Information Criterion (AIC).28 Bonferroni correction (BC) method was applied for 

statistically significant results by multiplying the P-values by the number of SNPs 

evaluated. Odds Ratio (OR) was analyzed only for P-value statistically significant, with 

95% confidence intervals (CI = 95%). Regarding the cytokine dosage, statistical 

analyzes were performed using the BioEstat 5.0 program. The Shapiro-Wilk test was 

used to assess the normality of the samples, and the Student's t test was chosen to 

assess correlation between groups. For alltests, P < 0.05 

wasconsideredstatisticallysignificant.  

 

3. Results 

The characteristics of the population are shown in Table 2. For this study, 375 

individuals were analyzed, which 186 was included in patients’ group and 189 in 

controls without PD. Women were 56.45% of patients and 60.85% of control group. 

The mean age was 46.73 ± 9.09 and 45.17 ± 9.09 years old for patients and controls, 

respectively. The patients and controls were matched by gender and age (P> 0.05), 

suggesting adequate matching between cases and controls. The population was 

divided between nonsmoker and smoker, and even after, the matched was maintained 

for age and gender. The smoking habit differed between patients and controls, with a 

higher frequency of smokers among individuals with PD (OR = 2.38, CI = 1.52 - 3.71, 

P = 0.0001). About statistic power, forIL33 rs1929992, IL33 rs7025417, IL1RL1 

rs11685424 and IL1RL1 rs3821204 SNPs the power values were 90.3%, 90%, 84.9% 

and 89.1%, respectively, in the group in which all were included. For the other groups, 

itwas lower than 80%. All groups analyzed for all SNPs had genotypic frequencies 

according to what was expected for the Hardy-Heinberg equilibrium (P> 0.05). 
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Table 2: Characteristics of controls and patients with periodontitis (PD). 

 Controls Periodontitis 
P-value 

 
OR (CI = 95%) 

 
 N=189 N=186 

 n (%) n (%) 

Age (years)     

Mean ± SD 45.17 ± 9.09 46.73 ±9.09 P>0.05  

Gender     

Female 115 (60.85) 105 (56.45) 
P>0.05 

 

Male 74 (39.15) 81 (43.55)  

Smoking     

Non-smokers 145 (76.72) 108 (58.06) 
0.0001 2.38 (1.52 – 3.71) 

Smokers 44 (23.28) 78 (41.94) 

N= total number, n = number of individuals, OR=Odds Ratio, CI = confidence interval, SD = standard 
deviation. 

 
 

Regarding the allele frequency, there were no statistically significant differences 

for the four SNPs evaluatedbetween patients with PD and controls (Table 3). 

Thedifferences in the distribution of genotypes between patients and controls was 

observed for IL33 rs7025417 and IL1RL1 rs3821204 SNPs, in the group of 

nonsmokers and all individuals, respectively. Within the group of smokers, there were 

no differences in the frequencies of genotypes and alleles between cases and controls 

for these SNPs. 

Tabela 3: Allelefrequencydistribution in theIL33 rs1929992, IL33 rs7025417, 

IL1RL1 rs3821204andIL1RL1 rs11685424polymorphisms in 

patientswithperiodontitisandcontrols in 

thepopulationwithallindividualsincluded. 

  Allindividuals N=375 

Genes - Polymorphism Alelle 
Periodontitis Controls 

P-value 
n (%)  n (%)  

IL33 - rs1929992 
T 246 (32,8)  236 (31,5)  

0,32 
C 126 (16,8)  142 (18,9)  

IL33 - rs7025417 
T 289 (38,5)  315 (42)  

0,06 
C 83 (11,1)  63 (8,4)  

IL1RL1 - rs3821204 
C 307 (40,9)  300 (30)  

0,31 
G 65 (8,7)  78 (10,4)  

IL1RL1 - rs11685424 
G 197 (26,3)  194 (25,9)  

0,7 
A 175 (23,3)  184 (24,5)  

N = total number, n = number of individuals. 

The IL33 rs1929992 and IL33 rs7025417 SNPs were in high linkage 

disequilibrium (D'= 0.85, P< 0.00001), in the same way IL1RL1 rs11685424 and 

IL1RL1 rs3821204 SNPs (D' = 0.7433, P< 0.0001) which suggests that the alleles are 
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inherited together.Thus, it was considered that the alleles of the SNPs of IL33 and 

IL1RL1 as a single group, therefore, the P values were multiplied by 2 in the correction 

of Bonferroni. 

In non-smokers, IL33 rs7025417 was associated with risk for the development 

of PD in the codominant and recessive inheritance model (table 4) and the recessive 

model was selected due to the lower AIC value. The data obtained show that 

individuals who had IL33 rs7025417 C/C genotype were more frequency in patients 

than in controls when compared to individuals with T/T and T/C genotypes (8.3% vs 

0.7%, Pc = 0.001). The high confidence interval observed is due to the statistical power 

of 75%. Even after BC, the risk ratio remained (Pc = 0.002).  

The IL1RL1 rs3821204 SNP was associated with protection for PD in the 

codominant and recessive models (table 4),andthe recessive model was selected as 

the best representative of the results because of the lower AIC value. Individuals with 

IL1RL1 rs3821204 G/G genotype were less frequency in patients than in controls when 

compared to individuals with C/C and C/G genotypes (1.6% vs 5.8%, Pc = 0.012). After 

BC, the protection ratio was maintained only in recessive models (Pc = 0.012). When 

the subgroups of smokers and non-smokers were analyzed separately, IL1RL1 

rs3821204 G/G genotype tends to be protective: the frequency of IL1RL1 rs3821204 

G/G is lower in patients when compared to controls in smokers (2.6% vs 11.4%, P = 

0.05); non-smokers (0.9% vs 4.1%, P = 0.06). However, this association could not be 

statically confirmed, probably due to the low statistical power of this analysis in the 

group of nonsmokers and smokers, 74.6% and 44.6%, respectively. 
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Table 4: Genotype frequencies distribution forIL33 rs7025417and IL1RL1 

rs3821204 polymorphisms in patients with periodontitisand controls in 

nonsmokers and all individuals. 

  Non-smokers N= 253 

Gene/Polymorphism/  
Periodontitis 

N=108 
Controls 
N= 145 

P-
value 

Pc OR (CI) AIC 

Inheritance Model Genotypes n (%) n (%) 

IL33 - rs7025417 
T>C 

       

Codominat 

T/T 68 (63) 99 (68.3) 

0.006 0.012 

Ref.  

343.6 T/C 31 (28.7) 45 (31) 1 (0.57 – 1.73) 

C/C 9 (8.3) 1 (0.7) 12.85 (1.59 – 104.11)  

Recessive 
T/T – T/C 99 (91.7) 

144 
(99.3) 0.001 0.002 

Ref. 
341.6 

C/C 9 (8.3) 1 (0.7) 12.86 (1.60 – 103.49) 

 Allindividuals N= 375 

IL1RL1 - rs3821204 
C>G 

 N= 186 N=189     

Codominat 

C/C 124 (66.7) 
122 

(64.5) 
0.026 0.052 

Ref.a 

505.5 C/G 59 (31.7) 56 (29.6) 1.01 (0.64 – 1.60)a 

G/G 3 (1.6) 11 (5.8) 0.19 (0.05 – 0.73)a 

Recessive 
C/C – C/G 183 (98.4) 

178 
(94.2) 0.006 0.012 

Ref.a 
503.5 

G/G 3 (1.6) 11 (5.8) 0.19 (0.05 – 0.72)a 

N = total number, n = number of individuals, Pc= P-value corrected by Bonferroni, OR=Odds Ratio, CI 
= confidence interval, AIC= Akaike information criterion, Ref.= Most frequently genotypes (OR = 1) 
a values adjusted forsmoking habits 

 

IL33 rs1929992 T>C and IL1RL1 rs11685424 G>A were 

notsignificantlyassociatedwith PD in thisstudy. For all SNPs analyzed, no association 

was observed when stratification to gender and smoking habits was 

performed.Differenceswerealsonotobservedin the frequencies of haplotypes between 

patients with PD and controls. 

IL-33 was measured in 30 non-smoking PD patients and 8 controls.The patients 

and controls were matched by gender and age (P> 0.05). Patients were classified 

according to the severity of the disease: mild (n = 6), moderate (n = 10), and severe (n 

= 14); and extension: localized (n = 15) and generalized (n = 15). The serum levels of 

IL-33 for the controls were lower than limit detection, as expected in individuals without 

immune disorders. However, the IL-33 serum levels were increased in patients 

compared to controls (mean ± SD: 250.4 ± 54.4 pg/mL vs 0.0 ± 0.0 pg/mL; P< 0.0001) 

(figure 1A). In addition, when comparing the severity and extent of PD, no statistically 

significant differences were observed (figure 1B). The relationship between serum IL-

33 levels and genotypes was not significant for IL33 rs1929992 T > C (figure 1C) or for 
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IL33 rs7025417 T > C (figure 1D), but the IL33 rs7025417 T/T genotype shows a 

tendency for increased expression (P = 0.07). 

 

 

Figure 1. Serum levels of IL-33 in non-smoking patients with periodontitis (PD) 
and controls. A) Comparison of IL-33 serum levelsbetween patients and controls; B) Comparison of 

IL-33 concentrations amonggroups of patients; C) Comparison of IL-33 concentrations betweenpatients 
with the T/T vs T/C + C/C genotype of rs1929992; D) Comparison of IL-33 concentrations between 
patients with the T/T vs T/C + C/C genotype of rs7025417. Mod = moderate; Sev = severe; Loc = 
Localized; Gen = generalized. 

 

4. Discussion 

Little is known about the role of the IL1RL1 in the PD and as far as we know, this 

is the first study that correlates IL33 (rs1929992 and rs7025417) and IL1RL1 

(rs11685424 and rs3821204) SNPs with PD. In this study, associations between the 

SNPs of IL33 and IL1LR1 and the developing PD were analyzed. IL33 
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rs7025417polymorphism was associated with increased risk in the recessive 

inheritance models, and IL1RL1 rs3821204 was associated with protection in those 

same inheritance models, regardless of smoking or gender. 

Smoking is a predisposing factor for the development of PD29, nevertheless, in this 

study we didn’t find any association, suggesting that the IL-33/ST2 axis may be 

involved in the development of the disease independent of the covariate. However, we 

cannot confirm these findings due to the low statistical power, lower than 50%. Thus, 

increasing the sample size of this group, could elucidate the influence of IL-33 and ST2 

within smokers. Similarly, studies show a positive correlation with the development of 

PD and gender30, nevertheless, in this study, no association was observed. 

PD is characterized by a local inflammatory response that affects soft tissues and 

support tissues. The disequilibrium of the inflammatory response causes the 

destruction of the extracellular matrix and the supporting alveolar bone tissue, 

characteristic of patients with PD.2–4 The balance between bone formation and 

resorption guarantees homeostasis, and therefore, an external factor that alters this 

relationship, can be harmful. Currently, there is no consensus on the role of IL-33 in 

the bone resorption process.31,32 Despite this, the IL33 rs7025417 C/C 

genotypeshowed an increased risk of developing PD. Previous studies show that IL-

33 drives bone homeostasis, through the capability of increasing RANKL expression33; 

or differentiation of osteoclasts independent of RANKL/RANK34,35, favoring 

osteoclastogenesis. However, other authors concluded that IL-33 inhibits the formation 

of osteoclasts33 and increases the production of osteoblastos36, suggesting that IL-33 

is not related to bone resorption.37 

IL-33 acts as a proinflammatory cytokine in extracellular space, leading to the 

recruitment of leukocytes, and increases the production of mediators and adhesion 

molecules.38,39 In our study, the IL33 rs7025417 C/C genotype was associated with the 

risk 11-fold of development PD (OR = 12.86, CI = 1.60 - 103.49, P = 0.001). The same 

genotype has been associated withprotection in case-control studies in patients with 

osteosarcoma and controls and decreased production of this cytokine.40 On the other 

hand, in the model of rheumatoid arthritis, another disease that shares immunological 

mechanisms similar to PD, no effect was observed.41It suggests that depending on the 
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disease, IL-33 action could alter its biological effects, and mediate different 

immunologic response.  

The interact of IL-33 with sST2 prevents the transmission of the intracellular 

signaling pathway, decreasing the production of inflammatory mediators.14 The IL1RL1 

rs3821204 SNP disrupted a putative binding site for miR202-3p, and it causes 

instability of mRNA sST2 and inhibits expression of sST2 endogenous.42 It appears 

that the reduction in sST2 increases the damaging effects of the IL-33/ST2 pathway. 

In the arthritis model, the binding of IL-33 to the sST2 antagonist receptor attenuated 

arthritis symptoms21, as well as blocking43 and ST2 suppression.20 

Even contradictory, our results showed that the IL1RL1 rs3821204 G/G genotype 

was associated with protection. Previous studies had shown the relationship of the IL-

33/ST2 axis in the process of tissue homeostasis44, whereas ILC2, Treg and mast cells 

express high levels of ST214. ILC2 activated by IL-33 mediated leads to alternative 

activation of macrophages, M2 subtype, which act in tissue repair44; and increased 

Treg ST2+.45 These events and cells could regulate and limit the inflammatory 

process.44 

When the binding of IL-33/ST2 occurs on the surface of mast cells, these cells 

respond with the production of cytokines, chemokines and lipid mediators. These 

molecules increase the recruitment of neutrophils, activation and migration of dendritic 

cells, and polarization of naive T cells to Th2 profile.38In addition, under IL-33 stimuli, 

mast cells increase their survival, maturation, adhesion and degranulation.38 

Degranulated and total mast cells were more present in patients with severe than 

moderate PD, as well as inflammatory signs, suggesting that granules may worsen the 

disease prognosis.46 

IL-33 is known to amplify the Th2 type response, increasing the production of IL-4, 

IL-5, IL-6 and IL-13, IgA and IgE, and chemotactic factor Th2 lymphocytes. Because 

of this, several studies show an association with allergic diseases47, asthma48, 

inflammatory bowel diseases49, Alzheimer50,51, autoimmune diseases52, and 

cancer.53In the context of PD, studies indicate an increase in the concentration of IL-

33 in the gingival crevicular fluid54and in periodontal tissues31. However, no differences 

were observed in serum, suggesting that IL- 33 is not involved in the systemic 

inflammatory process, but locally.32 
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In our study, the concentrations of IL-33 serum levels were lower than the limit of 

detection in controls, such as has been found for Saidiet al.37 Nevertheless, there were 

differences in the concentration of IL-33 between patients wiIth PD and controls (P< 

0.0001). It could be explained by a characteristic of the cytokine. IL-33 is produced and 

accumulated in the nucleus of producing cells. During apoptosis, the cytokine losses 

its biological function when it is cleaved by caspases 3 or 7.14 Only during tissue 

necrosis, injury, damage or cellular stress the cytokine is released into the extracellular 

space14, being detectable in the serum, as shown in our results. Sundneset al.55 had 

mapped IL-33 in murine skin and found that IL-33 is abundantly expressed in the 

keratinocyte nucleus in healthy tissue, but it is not found in the extracellular space. 

Despite this, the same study showed that human IL-33 is not constitutively produced 

in epithelial cells, but it responds to inflammatory signals, increasing its expression. 

Therefore, it appears that the higher concentration of IL-33 in patients when compared 

to controls is due to the inflammatory process, characteristic of PD. These findings 

corroborate the levels of IL-33 found in our samples of this study. 

The relation of IL-33 production and IL33 rs1929992 and IL33 rs7025417 SNPs 

were not significant. Despite this, our data show a trend towards an increase of 

cytokine production for the IL33 rs7025417 T/T genotype (figure 1D). Tu et al.,56 

demonstrate that cells transfected with plasmids containing IL33 rs7025417 T allele 

had 2-fold increased luciferase activity than those containing IL33 rs7025417 C allele. 

For distribution of allele, genotype or haplotypes, no significant differences were 

observed to the IL-33 rs1929992 and IL1RL1 rs11685424 SNPs, and there no studies 

involved these polymorphism and development of PD.   

This study has its limitations. The low power statistic for the subgroups, after 

stratification in smokers and non-smokers, can limit the identification of possible 

associations in these specific groups. In addition, it was not possible to measure sST2 

levels, which could provide more conclusive results regarding the relation of the IL-

33/ST2 axis and the pathogenesis of PD. Among the positive points of the work, we 

highlight an efficient method of clinical selection of participants and meticulous 

selection and non-inclusion criteria that were used. Moreover, matching was performed 

for the covariates sex, age, and adjustment to smoking to avoid confusion in the 

analyzes, once these factors are predictors to development of PD. In addition, the 
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analyzes were made separately in smokers and non-smokers individuals to eliminate 

these confusion factor.Moreover, Bonferroni correction were applied to correct multiple 

test problems. 

 

5. Conclusion: 

The IL33 rs7025417 polymorphism was associated with the risk for the 

development of periodontitis, while the IL1RL1 rs3821204 was associated with 

protection against the disease in Brazilian individuals. No association was observed 

between IL33 rs1929992 and IL1RL1 rs11685424 polymorphisms. Regarding serum 

levels of IL-33, our data support the hypothesis that IL-33 is increase in patients with 

PD, however, the production is independent of the extent and severity of the disease. 
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CAPÍTULO III 

1. CONCLUSÕES 

Os polimorfismos nos genes IL33 rs7025417 e em IL1RL1 rs3821204 foram associados 

à periodontite em indivíduos da população norte/nordeste do Paraná. O genótipo IL33 

rs7025417 C/Cfoi associado a suscetibilidade da periodontite, ao passo que se observa efeito 

protetivo para o genótipo IL1RL1 rs3821204 G/G. Para os polimorfismosIL33 rs1929992 e 

IL1RL1 rs11685424não foram observadas nenhuma associação com a patogênese da PD, 

mesmo após a estratificação por sexo, ou analisando separadamente a frequência alélica ou 

haplótipo formados.  

Em relação aos níveis séricos, observa-se aumento da IL-33 em pacientes com PD 

quando comparado com controles, porém sem alterações dentro dos grupos de pacientes.  

A comparação entre os genótipos de IL33 rs1929992 e IL33 rs7025417 e a produção de 

IL-33 também não foram estatisticamente significativas.  

 

2. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Diante dos resultados obtidos neste estudo ao analisar a influência de polimorfismos em 

IL33 e IL1RL1 constatamos a importância da citocina e seu receptor na patogênese da PD.  

Apesar disso, para algumas análises dentro dos subgrupos fumantes e não fumantes, o baixo 

poder estatístico pode ser um fator limitante do estudo. Assim na tentativa de elucidar o papel 

desses polimorfismos, pretendemos aumentar o número de amostras. Ainda, sabe-se que existe 

uma relação entre a via IL-33/ST2 e o processo de reabsorção óssea e fazer uma análise com 

outros mediadores relacionados a esse processo parece ser importante.Por conta disso, um 

estudo de associação envolvendo os polimorfismos aqui estudados com SNPs nos genes de 

RANKL e OPG pode trazer melhores perspectivas sobre o assunto. 

Da mesma forma que foi realizado a dosagem de IL-33 no soro dos indivíduos 

envolvidos nos estudos, pretendemos fazer a dosagem dos níveis séricos do receptor solúvel, 

sST2. Esses conhecimentos extras podem ajudar a compreensão dos mecanismos envolvidos 

na PD, e melhor os diagnósticos e prognóstico da doença.  
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Quadro 1:Classificação da periodontite com base nos estágios definidos pela gravidade (de acordo com o nível de perda de inserção clínica 

interdental, perda óssea radiográfica e perda dentária), complexidade, extensão e distribuição. 

Estágios da periodontite Estágio I Estágio II Estágio III Estágio IV 

S
ev

er
id

ad
e 

CAL interdental no 

local de maior 

perda 

1 a 2 mm 3 a 4 mm ≥5 mm ≥5 mm 

Perda óssea 

radiográfica (RBL) 
Terço coronal (<15%) Terço coronal (15% a 33%) 

Extensão para além do terço médio da 

raiz 
Extensão para além do terço médio da raiz 

Perda do dente Sem perda de dente devido à periodontite 
Perda de dente devido a periodontite ≤4 

dentes 
Perda de dente devido a periodontite ≤ 5 dentes 

C
o

m
p

le
x

id
ad

e 

Local 

Profundidade máxima 

de sondagem ≤4 mm 

Principalmente perda 

óssea horizontal 

Profundidade máxima de 

sondagem ≤5 mm 

Principalmente perda óssea 

horizontal 

Além da complexidade do estágio II: 

Profundidade de sondagem ≥6 mm; 

perda óssea vertical ≥3 mm; 

envolvimento de furca Classe II ou III; 

defeito moderado na crista 

Além da complexidade do estágio III: 

Necessidade de reabilitação complexa devido a: 

disfunção mastigatória, trauma oclusal secundário 

(grau de mobilidade dentária ≥2); defeito grave na 

crista; colapso da mordida; 

menos de 20 dentes restantes (10 pares opostos) 

E
x

te
n

sã
o

 e
 

d
is

tr
ib

u
iç

ão
 

Adicionar o 

descritor de estágio 
Para cada estágio, descreva a extensão como localizada (<30% dos dentes envolvidos), generalizada ou padrão molar/ incisivo 

 

O estágio inicial da periodontite deve ser determinado usando a perda de inserção clínica (CAL); se não estiver disponível, a perda óssea radiográfica (RBL) deve ser usada. As informações sobre 

a perda dentária que podem ser atribuídas principalmente à periodontite - se disponíveis - podem modificar a definição do estágio. Este é o caso mesmo na ausência de fatores de complexidade. 

Fatores de complexidade podem mudar o estágio para um nível mais alto, por exemplo, a furca II ou III mudaria para o estágio III ou IV independentemente de CAL. A distinção entre o estágio 

III e o estágio IV é baseada principalmente em fatores de complexidade. Por exemplo, um alto nível de mobilidade dentária e / ou colapso da mordida posterior indicaria um diagnóstico de estágio 

IV. Para qualquer caso, apenas alguns, não todos, os fatores de complexidade podem estar presentes; no entanto, em geral, é necessário apenas um fator de complexidade para deslocar o diagnóstico 

para um estágio superior. Deve ser enfatizado que essas definições de caso são diretrizes que devem ser aplicadas usando um julgamento clínico sólido para se chegar ao diagnóstico clínico mais 

adequado. Para pacientes pós-tratamento, CAL e RBL ainda são os determinantes do estágio primário. Se um fator de complexidade de deslocamento de estágio for eliminado por tratamento, o 

estágio não deve retroceder para um estágio inferior, uma vez que o fator de complexidade do estágio original deve sempre ser considerado no gerenciamento da fase de manutenção. Fonte: 

Adaptado de Papapanouet al., 2018 (96). 
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Quadro 2: Classificação da periodontite com base em graus que refletem as características biológicas da doença, incluindo evidência de 

ou risco de progressão rápida, resposta prevista ao tratamento e efeitos na saúde sistêmica.  

Graus da periodontite 
Grau A: 

Baixa taxa de progressão 

Grau B: 

Moderada taxa de 

progressão 

Grau C: 

Rápida taxa de progressão 

C
ri

té
ri

o
s 

p
ri

m
ár

io
s 

Evidencia direta de 

progressão 

Dados longitudinais 

(RBL ou CAL) 

Nenhuma evidência de perda em 

5 anos 
<2 mm em 5 anos ≥2 mm ao longo de 5 anos 

Evidência indireta 

de progressão 

% perda óssea/ idade <0,25 0,25 a 1,0 >1,0 

Fenótipo de caso 
Grandes depósitos de biofilme 

com baixos níveis de destruição 

Destruição 

proporcional aos depósitos 

de biofilme 

A destruição excede as expectativas devido aos 

depósitos de biofilme; padrões clínicos específicos 

sugestivos de períodos de progressão rápida e/ ou 

doença de início precoce (por exemplo, padrão molar/ 

incisivo; falta de resposta esperada a terapias de 

controle bacteriano padrão) 

M
o

d
if

ic
ad

o
re

s 

d
e 

g
ra

u
 

Fatores de risco 

Tabagismo Não fumante <10 cigarros por dia ≥10 cigarros por dia 

Diabetes 
Normoglicêmico/ Sem 

diagnóstico de diabetes 

HbA1c <7,0% em 

pacientes com diabetes 
HbA1c ≥7,0% em pacientes com diabetes 

 
O grau deve ser usado como um indicador da taxa de progressão da periodontite. Os critérios primários são evidências diretas ou indiretas de progressão. Sempre que disponível, a evidência direta 

é usada; na sua ausência, a estimativa indireta é feita usando a perda óssea em função da idade no dente ou apresentação do caso mais afetado (perda óssea radiográfica expressa como porcentagem 

do comprimento da raiz dividido pela idade do sujeito, RBL / idade). Os médicos devem inicialmente presumir doença de grau B e buscar evidências específicas para mudar para grau A ou C, se 

disponível. Uma vez que o grau é estabelecido com base na evidência de progressão, ele pode ser modificado com base na presença de fatores de risco. CAL = perda de inserção clínica; HbA1c = 

hemoglobina glicada A1c; RBL = perda óssea radiográfica. Fonte: Adaptado de Papapanouet al., 2018 (96). 
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