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RESUMO

FOXP3 é um fator transcricional que atua principalmente nas células T reg.,
modulando a resposta imune e alterando o desenvolvimento e a progressao de
doencas. A periodontite crénica € uma doencga inflamatéria polimicrobiana que
resulta em danos aos tecidos periodontais, devido a interagdo complexa entre os
periodontopatdégenos e a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro. A metilagdo tem
grande impacto no silenciamento de genes e na consequente diminui¢cado da sintese
proteica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de metilagdo do FOXP3 na
periodontite crénica e associa-lo a sua expressao e a parametros clinicos da doenca
periodontal. Foram coletados fragmentos de tecidos gengivais de pacientes com
periodonto saudavel e com periodontite crénica, sendo 30 pacientes-controle e 30
com periodontite crénica. As amostras foram submetidas a avaliagéo histologica, a
extracdo de DNA e RNA, ao tratamento enzimatico de identificacdo de metilacédo e
ao gPCR. Na avaliacdo do perfil de metilacdo, ndo foi encontrada diferencga
estatistica entre os perfis de metilagcdo e expressdo dos grupos periodontite e
controle. Foi encontrada uma diferenga na metilagdo entre os controles do género
masculino e feminino (p=0,002) e na expressao entre o grupo periodontite de ambos
0s géneros (p=0,049). No género masculino, a hipermetilagdo foi maior no grupo
periodontite (p=0,037), a hipometilagdo (p=0,037), e a expressao do Foxp3 foi maior
no grupo controle (p=0,037). Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a
relevancia funcional desses achados.

Palavras-chave: Periodontite Crénica. Epigendmica. Metilagdo de DNA.



ABSTRACT

Evaluation of DNA methylation and transcription of FOXP3 gene in chronic
periodontitis

FOXP3 is a transcriptional factor that acts mainly on T reg cells, modulating the
immune response and alters the development and progression of disease. Chronic
periodontitis is a polymicrobial inflammatory disease that results in damage to
periodontal tissues, due to the complex interaction between periodontal pathogens
and immunoinflammatory response of the host. Methylation has great impact on
gene silencing and consequent reduction in protein synthesis. The aim of this study
was to evaluate the FOXP3 methylation profile in chronic periodontitis and assign it
to clinical parameters of periodontal disease. Fragments of gingival tissue were
collected from patients with healthy periodontum (30) and patients with chronic
periodontitis (30). The samples were submitted to histological evaluation, the
extraction of DNA and RNA, treatment with enzymes that identify methylation and to
gPCR. In assessing the methylation profile, there was no significant difference
between the profiles of groups periodontitis and control. A difference in methylation
was found between male and female controls (p=0,002) and in the expression
between the periodontitis group of both genders (p=0,049). In the male gender,
hypermthylation was higher in the periodontits group (p=0,037), and Foxp3
expression was higher in the control group (p=0,037). Additional studies are needed
to assess the functional relevance of these findings.

Keywords: Chronic Periodontitis. Epigenmics. DNA Methylation.
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1 INTRODUGAO

A periodontite € uma doenga inflamatéria que atinge as estruturas de
suporte e protegcdo dos dentes. Na doenca, pode ser observada a destruicdo de
tecidos moles, a reabsor¢céo éssea e a perda de 6rgaos dentarios (MOORE e
MOORE, 1994). Dentre as formas clinicas principais de periodontite, destaca-se a
periodontite crénica. Essa € a forma de apresentagdo da doenga mais frequente em
adultos, apresenta uma taxa de progressao baixa, e a presencga de irritantes locais é
compativel com a gravidade da doenga (ARMITAGE, 1999).

A periodontite € considerada uma doenga multifatorial. A patogenia dessa,
atualmente, € compreendida como o resultado da interagdo entre uma microflora
altamente virulenta e/ou um alto nivel de susceptibilidade do hospedeiro, sendo o
desequilibrio da resposta imune determinante para o inicio e a evolugcdo da doenca
(CARDOSO et al., 2008). Essa susceptibilidade pode estar relacionada aos fatores
envolvidos com a regulagdo génica, como fatores transcricionais e a metilagdo do
DNA, interferindo na predisposicdo ao aparecimento dos sinais e sintomas da
doenca.

Fatores transcricionais sdo proteinas que tém a funcdo de regular a
transcricdo génica e, consequentemente, a expressdo de moléculas e proteinas. O
fator transcricional Foxp3 (fork head Box P3), cujo gene esta localizado no
cromossomo X, € o principal responsavel pela diferenciacdo e fungao das células T
reguladoras (T reg). Esse subtipo de células T CD4+ ¢ indispensavel para o controle
da inflamagdo excessiva causada pela resposta imune aos agentes patogénicos
(JOSEFOWICS et al., 2012; SAKAGUCHI et al., 2008). A expressao do Foxp3 nas
Ccélulas T em humanos aumenta a transcricdo de genes anti-inflamatérios
especificos, como os das proteinas de membrana CD25 e CTLA-4 e da IL-10, ou
diminui a transcricdo de genes pro-inflamatérios, como IL-2, IL-4 e IFN-y na resposta
imunoldgica (MAILER, 2009). A expressao de Foxp3 se mostrou alterada entre os
tecidos gengivais saudaveis e de individuos com periodontite crénica, com o
aumento da expressao da molécula Foxp3 em tecidos doentes (CARDOSO et al.,
2008).

Além dos fatores transcricionais, outro mecanismo de regulagdo génica é

a metilagdo do DNA, um dos principais mecanismos epigenéticos observados nas
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células humanas (SHAW, 2006). A metilagdo € o processo pelo qual o grupo metil &
adicionado ao carbono 5’ do anel de citosina. Esse grupo altera a carga da dupla fita
de DNA e promove o empacotamento do DNA em torno das histonas. Além disso, a
presencga do grupo metil impede a interagao dos fatores de transcricdo no promotor
do gene, inibindo efetivamente a transcricdo (BAYLIN, 2005; SANDERS, 2006). A
metilacdo de DNA provoca uma alteracdo molecular potencialmente reversivel, com
isso muitas fungdes celulares podem ser alteradas, como a regulagdo da
proliferagao celular e o processo inflamatério (ADCOCK et al., 2007).

O mecanismo molecular que mantém estavel a expressdo do Foxp3 é a
metilacdo do DNA. Em células T reguladoras, o gene do Foxp3 esta desmetilado,
enquanto que, em células naive ou “virgens” e em células T efetoras, esse gene esta
metilado. Com isso, os padrbes de metilagdo do gene Foxp3 estdo diretamente
ligados ao perfil de resposta inflamatéria do individuo (LIU et al., 2010). Apesar do
seu papel central na biologia das células T reguladoras, a base molecular da fungéo
do Foxp3 nao é totalmente entendida. Estudos tém avaliado a ocorréncia de
metilacdo do gene Foxp3 no desenvolvimento de doencas com perfil inflamatdrio,

contudo ainda nao foi investigada na doencga periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O drgao dentario é essencial para desempenhar fungdes como a fala, a
alimentacado, o equilibrio do sistema estomatognatico, além de funcéo estética. O
mecanismo de insercdo, sustentacdo e manutencdo do dente na arcada é
desempenhado pelo periodonto, que também mantém a integridade superficial da
mucosa mastigatéria. O periodonto € uma estrutura localizada em torno do dente e é
composto pela gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar.
Essas estruturas formam uma unidade biolégico-funcional que age como uma
barreira contra danos mecanicos e microbianos (LINDHE, 2010; CARRANZA, 2007;
WILSON, 1996).

Como qualquer outra estrutura no corpo humano, o periodonto esta
sujeito ao desenvolvimento de doengas, conhecidas como doengas periodontais.
Essas doengas sao estados inflamatérios desencadeados por agentes e/ou
condicdes sistémicas ou locais, que afetam os tecidos de suporte e inser¢ao dos
dentes. O espectro das doengas periodontais abrange desde uma inflamagéo
reversivel na gengiva (gengivite), até uma condi¢cdo inflamatoria grave de todo o
periodonto (periodontite) (ARMITAGE, 1999).

O diagndstico das doengas periodontais € feito por meio de historico
médico e odontolégico e mediante exame clinico através do uso de uma sonda
periodontal milimetrada. No exame clinico, sdo obtidos os indicadores intrabucais:
Profundidade de sondagem (PS), Nivel de inser¢do clinica (NIC) e Sangramento a
sondagem (SS). A PS é a distancia, em milimetros, da margem gengival até o fundo
da bolsa periodontal, cujo valor maior ou igual a 4 mm indica sitio afetado pela perda
de insergdo. O NIC é a distancia, em milimetros, entre a jungdo cemento-esmalte até
o fundo da bolsa periodontal, cujo valor maior que 5mm indica sitio com perda grave
de insercao periodontal. Esse conjunto de parametros e sinais ajuda o profissional a
determinar o estado da condi¢ao periodontal (CARRANZA, 2007; AAP, 2015).

Existem muitas doengas que podem acometer o periodonto de insergao,
como a periodontite crénica, a periodontite agressiva, a periodontite ulcerativa
necrosante, a periodontite associada a doencas sistémicas. No Brasil, estima-se que
19% da populagao, entre 30 a 45 anos, possuam condigdes periodontais graves
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). De acordo com o trabalho de Demmer e
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Papapanou (2010), no qual foi realizada uma revisdo de artigos epidemioldgicos
publicados logo apds o Workshop Internacional de Critérios de Classificagbes de
1999, foi verificado que os pacientes do género masculino sdo os que apresentam o
maior numero de casos de periodontite, sendo, também, os que exibem maiores
graus de gravidade e extensdo da doencga, o que se observa também com o avango
da idade em ambos os géneros.

Dentre as doengas periodontais, destaca-se a periodontite crénica (PC). A
PC é a forma mais comum de periodontite e afeta cerca de 30% da populagao
mundial (NARES, 2003). Comumente diagnosticada em adultos, pode apresentar a
forma localizada — menos de 30% dos sitios afetados — ou a forma generalizada —
mais de 30% dos sitios afetados (ARMITAGE, 1999). Pode estar associada ou ser
modificada por doencas sistémicas, como diabetes mellitus, infeccdo por HIV; além
de ser modificada por outros fatores, como o tabagismo e o estresse emocional.
Clinicamente, observa-se inflamagado gengival, perda de insercdo e formagédo de
bolsas periodontais acima de 4mm. A destruicdo detectada é compativel com a
presenca de fatores locais, como acumulo de placa e calculo. E uma doenca de
progressdo lenta, com grandes periodos de quiescéncia e curtos periodos de
atividade (LINDHE, 2010).

A extensdo de dentes acometidos e a taxa de progressdo da doencga
podem ser variaveis entre os individuos. A natureza progressiva da doenca pode ser
confirmada por exames clinicos periddicos. Nao existem indicios clinicos que
possam prever o desenvolvimento da PC nos individuos susceptiveis, mas esta bem
estabelecido que toda PC tem como fator etiolégico primario o biofilme
periodontopatogénico e sempre € precedida de uma gengivite (AAP, 2015).

O tratamento da PC se baseia na remocido do biofiime bacteriano da
superficie dentaria, e com isso ha redugao dos estimulos inflamatérios destrutivos e
consequente controle da doenga (LINDHE, 2010). Embora as bactérias
periodontopatogénicas representem o fator etiolégico mais importante para o inicio
da PC, sua progressdo é multifatorial. Fatores externos, como higiene oral,
tabagismo, alcoolismo, polui¢cdo, estresse, e fatores intrinsecos ao hospedeiro, como
a condigdo de saude sistémica do paciente, idade, género e a composigao genética
e epigenética do hospedeiro, podem influenciar no curso da doenga (MOREIRA et
al., 2009).
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A cavidade bucal € um local de grande colonizagdo de micro-organismos.
Embora, aproximadamente, 750 espécies diferentes de micro-organismos possam
colonizar a superficie bucal, apenas uma parte delas pode estar envolvida com a PC
(HAFFAJEE e SOCRANSKY, 1994; WILSON, 1996; KAZOR et al., 2003). Tao
importante quanto a presengca da placa bacteriana € a sua composicdo e a
complexidade, pois a placa deve promover uma quebra nos mecanismos de defesa
do hospedeiro e causar a doenga. Os micro-organismos periodontopatogénicos
possuem alto grau de viruléncia, com capacidade de colonizar as superficies
dentarias subgengivais, produzir substancias lesivas, como proteases e endotoxinas
(lipopolissacarideos-LPS), orquestrar os mecanismos imunes destrutivos e ser
resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro (NISHIHARA e TAKEYOSHI,
2004). Aggregatibacter actinomycetencomitans,  Porphyromonas  gingivalis,
Tannerella forsythia, Eikenella corrodens e Treponema denticola sao representantes
dessas espécies mais virulentas estudadas na doenga periodontal (ALABANDAR,
2002).

A evolucdo da doenca decorre do desequilibrio entre os estimulos
periodontopatogénicos e a resposta imunoinflamatoéria do hospedeiro. O processo de
desencadeamento da PC se inicia quando as bactérias conseguem invadir a
camada epitelial do tecido gengival através da interagdo com a integrina [3-1,
proteina de adesao presente na membrana celular do hospedeiro, e penetrar a
barreira celular. Esse processo € essencial para a sobrevivéncia e a replicacdo das
bactérias, que evitam parte do sistema de controle do hospedeiro (YILMAZ et al.,
2002). LPS, peptideoglicanos, lipoproteinas de membrana, padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs), DNA bacteriano e RNAs de fita dupla séo
reconhecidos pelos receptores tipo Toll (TLRs) das células epiteliais e também das
outras células residentes do periodonto (fibroblastos, osteoblastos, células
dendriticas) e causam instabilidade no sistema de defesa do hospedeiro (HANS e
HANS, 2011).

A ativacdo dos TLRs das células residentes estimula a producdao de
citocinas e quimiocinas, como a IL-8, que vao desencadear uma reagao da resposta
imune inata, o que provoca a migragcdo, primeiramente de neutrdfilos e
posteriormente de macréfagos/mondcitos e também linfocitos (BENEDETTO et al.,
2013).
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Esse processo inflamatorio inicial localizado, gerado na resposta inata,
dura aproximadamente 21 dias e, com a permanéncia do biofilme bacteriano, o
infiltrado inflamatério se intensifica, e os sinais prodrdmicos da doencga sdo notaveis
(COCHRAN, 2008; BENEDETTO et al., 2013). Com a les&o instalada, o processo
inflamatério adquire um carater imune adaptativo. Esses processos promovem a
proliferagdo e a migracao apical do epitélio juncional, o que provoca a formacgao de
“bolsas”. Nesse estagio da doenca, o infiltrado inflamatério é em sua maioria
linfocitario, e o perfil de resposta dessas células define, em grande parte, o curso da
doencga (PAGE e SCHRODER, 1976; KORNMAN, 1997; PARACHURU et al., 2014).

Na resposta imune adaptativa ocorre a apresentagdo de antigenos
bacterianos pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), por exemplo as
células dendriticas, para os linfécitos B e T. A ativacdo de linfécitos B provoca a
diferenciagcao dessas células em plasmocitos, que produzem anticorpos contra os
antigenos bacterianos. Ja a ativagao de linfocitos T pode provocar a diferenciagéo
desse tipo celular em Thelper1 (Th1) e Thelper2 (Th2). Os linfécitos B representam a
maior porcentagem (50%) do numero de linfocitos em tecidos gengivais com
inflamacé&o intensa, ao passo que os linfocitos T representam a maior porcentagem
(60%) do infiltrado em tecidos com inflamagdo menos intensa, podendo apresentar
os subtipos celulares Th1, Th2, Th17 e Treg (PARACHURU et al., 2014; KOPITAR
et al., 2006).

Os linfécitos T possuem papel crucial na evolugao da PC. Os linfécitos
Th1 possuem um perfil de resposta mais celular e produzem, principalmente, IFN-y,
citocina ativadora de macrofago, que séo estimulados a fagocitar micro-organismos,
além de expressar o receptor ativador do NF-kB (RANKL), a chave para a
diferenciacdo dos osteoclastos (NAGASAWA et al, 2007). Os linfocitos Th2
possuem um perfil de resposta mais humoral, com a producao de citocinas que
promovem a eliminagao e prote¢do contra patdégenos e a estimulagao de células B a
produzirem imunoglobulina, por exemplo (ABBAS et al., 2012).

Ja os linfécitos Th17 s&o produtores da IL-17, citocina que estimula
células endoteliais, epiteliais e fibroblastos a produzirem as moléculas pro-
inflamatorias IL-6, IL-8 e prostaglandina E2, e estimula os osteoblastos a produzirem
RANKL. A IL-17 possui papel importante na manutencao das barreiras de protegao
nas mucosas do hospedeiro contra certas bactérias e fungos extracelulares, como
Klebsiella pneumoniae e Candida Albicans (CHEN et al., 2011, PUEL et al.,2011).
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Estimulos de IL-6, -21, -1, -23 e TGF-B sdo necessarios para a diferenciagdo das
células Th17, mas sem o estimulo da IL-6, o TGF- inibe a Th17 e estimula sua
diferenciacdo em Treg (CHENG et al., 2014).

Existem, ainda, linfocitos T autorreativos que reconhecem componentes
proprios, como o colageno tipo | e a proteina HSP60 (heat shock protein-60)
(KOTAKE et al., 1999; PARACHURU et al, 2014; YAMAZAKIet al., 2002;
NAKAJIMA et al., 2005). A proteina HSP60 € uma molécula encontrada no patégeno
mais comum na PC, a P.gingivalis, e tem a capacidade de estimular uma resposta
imunoinflamatéria, quando apresentada aos linfocitos pelas APCs. Quando isso
ocorre, as células imunes comegam a reconhecer o epitopo HPS60, proteina
constituinte homodloga tanto para a bactéria quanto para o hospedeiro, como um
padrdao molecular a ser combatido. O mimetismo entre antigenos bacterianos e
antigenos proprios € uma das explicagbes para a destruigdo tecidual causada pelo
préprio hospedeiro (HERNANDEZ et al., 2011). Estima-se que cerca de 80% da
destruicado observada clinicamente seja resultado da agdo do sistema imune do
individuo.

A evolugdo e progressdo da doenga podem estar relacionadas a
regulacédo da atividade dessas células T. A regulagédo da resposta imune na doencga
periodontal ndo esta completamente elucidada. Existe um subconjunto de linfocitos
T CD4+ cuja fungdo é suprimir a resposta imunolégica e manter a autotolerancia.
Essas células, chamadas de células T reguladoras, ou Treg, tém a capacidade de
suprimir a producao de citocinas pro-inflamatdrias, atividade e proliferacdo celular.
Estima-se que cerca de 1-5% do infiltrado linfocitario, na lesdo periodontal, seja
composto por células Treg (CARDOSO et al.,2008).

As Treg expressam altos niveis da molécula CD25 (receptor de citocina
IL-2, cuja fungdo é estimular a sobrevivéncia celular) e da CTLA-4 (molécula que
inibe a ativacdo de células T), além de produzir o TGF-B (inibidor de proliferagédo e
funcado efetora de células T e ativagdo de macréfagos) e o IL-10 (inibidor de
macrofagos ativados e de células dendriticas) (COLLISON et al., 2007; ABBAS et
al., 2012).

Essas células apresentam alta expressdo do gene Foxp3, que possui
papel principal na fungao e caracterizagao das células T reguladoras. O Foxp3 é um
fator de transcricdo cuja fungdo é suprimir genes relacionados a processos

inflamatorios e estimular a expressao de genes associados as fungdes das Tregs. A
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regulacao feita pelo Foxp3 ocorre através da interagdo com uma gama de proteinas
nucleares e outros fatores de transcricao, por exemplo, o fator nuclear de células T
ativadas (NFAT) e o fator nuclear Kb (NF-kB). A interacdo com o NFAT suprime a
ativagcdo de genes das citocinas proé-inflamatérias IL-2, IL-4 e IFN-y, além de
estimular a expressao de CD25 e CTLA-4. O FOXP3 também interage com o NF-kB,
reprimindo a expressao de citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-12 e IL-15 (ABBAS et
al.; 2012; XIAO et al., 2010; LOIZOU et al., 2011).

O gene Foxp3 esta localizado no cromossomo X, mais especificamente
no braco curto na posicao p11.23-13.3, e faz parte de uma subfamilia de fatores de
transcricdo (FOXP1, FOXP2, FOXP3 e FOXP4). O FOXP3 somente € expresso nas
Tregs e tem a fungdo de manter a tolerancia imune periférica através da supresséo
de células T reativas e de regular outras respostas imunoinflamatorias
(SAKAGUCHI, 2008). Desordens na expressdo do FOXP3, que causam defeitos nas
Treg, sao a causa de complicagdes linfoproliferativas fatais e agressivas, como
desrregulacdes imunes, IPEX (sindrome ligada ao X) e poliendocrinopatias (KIM et
al., 2014; WILDIN et al., 2001).

A expressdao do Foxp3 depende da atividade transcricional do seu
promotor génico, que, por sua vez, depende da interagdo de fatores epigenéticos
nas regides de sequéncias conservadas de DNA n&o codificante (CNS) como visto
na Figura 1. No I6cus do Foxp3, sdo encontradas trés CNS altamente conservadas
(CNS1, CNS2, CNS3), sendo que a sua expressdo € dependente do estado de
metilacdo dessas regides. Por exemplo, a metilagdo da CNS2, ou regiao
desmetilada especifica da Treg (TSDR), € fundamental para o funcionamento desse
tipo celular, uma vez que essa regido esta totalmente metilada em células T
convencionais e desmetilada em Treg (TAO et al., 2016; TOKER e HUEHN, 2011).
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Figura 1 Lécus do gene Foxp3, seu promotor e as regides conservadas de DNA néao
codificante.
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Fonte: Token e Huehn, 2011

Existem dois tipos de células T CD4+ Foxp3+ (Treg): as células Treg
naturais (nTreg), que sdo produzidas no timo, e as células Treg induzidas (iTreg),
células T CD4+ virgens periféricas estimuladas pela exposi¢ao ao TGF-(3. iTreg séo
comumente geradas, em resposta a estimulagao antigénica, em mucosas, durante
inflamacgdes cronicas ou em tolerancia apos transplante (BAUTISTA et al., 2009).
Células nTreg sdo mais estaveis que células iTreg, e essa condigdo pode estar
relacionada a mudancgas epigenéticas na expressédo do Foxp3 (LAL et al., 2009). A
expressao do Foxp3 pode ser alterada por diferentes estimulos extra e intracelular,
como sinalizacdo da IL-2 com participagcdo do fator de transcricdo STATS5, ou a
sinalizacdo pelo TGF- (LAL e BROMBERG, 2009).

A susceptibilidade do individuo a PC pode estar relacionada a regulagao
da atividade de genes de carater imunoinflamatoérios. A epigenética lida com a
regulacdo génica é responsavel pelas alteracbes dinamicas que ocorrem na forma
que o0 genoma é processado nas células (GOPISETTY et al., 2006). Inflamacgdes
cronicas e diferentes agentes infecciosos sédo alguns dos fatores que podem
modificar o estado do epigenoma. As presencgas constantes de inflamagédo e de
bactérias na doenga periodontal suportam a hipotese de alteracdo do epigenoma na
doenga. A investigacdo de mecanismos epigenéticos em genes importantes da
resposta imune nos individuos com doenca periodontal pode ser esclarecedora
sobre a patogénese da doenca (JOHNSON e BELSHAW, 2008).

Em nosso genoma, estdo codificadas todas as informagdes que nos
fazem ser o que somos. Mas, mais importante que a informacdo em si, € a maneira
como isso € lido e processado em nossas células. A epigenética € a responsavel por
essa gestdo, mudando a forma como nosso genoma é traduzido sem alterar a
sequéncia de bases do DNA nuclear (DENNIS, 2003). A epigenética pode levar ao

silenciamento ou a expressao génica, modificando a estrutura da cromatina, o que
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faz com que algumas regides permanegam disponiveis ou ndo para a transcrigao
(BAYARSAIHAN, 2011).

A metilagcdo do DNA ¢é a principal alteragcao epigenética encontrada em
humanos, sendo caracterizada por uma reagao covalente de adigdo de um grupo
metil em uma citosina na posi¢do 5 do dinucleotideo CpG (XU e DU, 2010). As ilhas
CpGs sao regides do genoma com maior frequéncia de dinucleotideos CpG e onde
estdo localizados a maioria dos l6cus promotores, cerca de 50-60% de todos os
nossos genes possuem ilhas CpG (ILLINGWORTH e BIRD, 2009). Hipermetilagéo &
o termo utilizado para se referir ao aumento da metilagdo nas ilhas CpG, o que pode
inibir a transcrigdo génica. Ja a hipometilagdo € o decréscimo do conteudo de metil
ligado ao DNA, que pode possibilitar a transcrigdo génica (PEREIRA, 2000). A
metilacdo do DNA também é o fator principal na inativagdo do cromossomo X, que,
no caso das mulheres, tem a fungdo de compensar o cromossomo X extra (JIRTLE e
SKINNER, 2007).

O fator de transcricdo Foxp3 tem sua expressao intimamente ligada ao
padrao de metilagdo do seu promotor génico (KANAMORI et al., 2016). Muitos
trabalhos tém mostrado a relagdo do padrao de metilagcdo do Foxp3 com alteracao
da atividade das Treg e o efeito em doencas com perfil inflamatério (TAO et al.,
2016; CAMPOS et al., 2015; WIERDA et al., 2010). Contudo, o padrdo de metilagéo
do FOXP3 ainda néo foi investigado na PC. Uma vez que as células Treg (naturais
ou induzidas) possuem fungcdo fundamental na regulagdo dos processos
inflamatorios, que pode ser essencial para minimizar os efeitos destrutivos da
inflamacgao no periodonto (CARDOSO et al., 2008), o estudo do perfil de metilagao
do FOXp3 nos tecidos gengivais de individuos com PC pode esclarecer os

mecanismos envolvidos na transcricado desse gene na doencga.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de metilagdo no gene do fator transcricional Foxp3 e sua
transcricdo génica em fragmentos de tecido gengival de individuos com periodontite

cronica.

3.2 Objetivos especificos

a) avaliar a ocorréncia de metilagdo no gene do fator transcricional Foxp3
em fragmentos de tecido gengival de individuos com periodontite crénica e de
individuos sem a doenca.

b) avaliar a transcricdo de FOXP3 em fragmentos de tecido gengival de
individuos com periodontite crénica e de individuos sem a doenca.

c) correlacionar o perfil de metilagdo de FOXP3 com os niveis de
transcricdo génica nos fragmentos de tecido gengival de individuos com periodontite
cronica e de individuos sem a doenga.

d) avaliar associagdes da ocorréncia de metilagdo e dos niveis de
transcricdo do gene FOXP3 com os parametros de gravidade da periodontite
cronica.

e) avaliar possiveis diferengas do perfil de metilagdo e transcricdo do

Foxp3 entre os géneros de ambos os grupos, controle e periodontite cronica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracoes éticas

Este projeto faz parte de um mais amplo denominado “Avaliagdo de
alteracdes epigenéticas na periodontite cronica”, que foi submetido e aprovado pelo
Comité de ética em pesquisa da UFMG (parecer n°01311912.9.0000.5149) e
também pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude de
Belo Horizonte, conforme resolugées CNS n 196/96 e 304/00, do Conselho Nacional
de Saude, sobre Diretrizes e Normas regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, recebendo o parecer numero ETIC-075/11 COEP/UFMG e o
numero 428.667 COEP/SMSPBH.

Todos os participantes foram informados sobre o estudo, incluindo a
metodologia e os objetivos, e foram incluidos apenas aqueles que aceitaram
participar da pesquisa. Individuos atendidos nas clinicas da Faculdade de
Odontologia da UFMG (FO-UFMG) e no Centro de Especialidade Odontoldgica de
Venda Nova (CEO-Venda Nova) foram incluidos nesta investigacdo. Todos os
pacientes submetidos a triagem receberam o tratamento odontologico indicado,
independentemente de sua participacdo na pesquisa. Foi obtido de cada individuo o
consentimento livre e esclarecido (Anexo A e B) para a participagao no projeto, além
do preenchimento de uma ficha clinica (Apéndice B) e um periodontograma
(Apéndice C). Um questionario foi aplicado a todos os individuos para obter
informacdes sobre os fatores de risco para a doenca periodontal. Com excecao da
doenca periodontal, os individuos incluidos no estudo eram sistemicamente

saudaveis.

4.2 Grupos amostrais

O grupo de estudo foi composto por 30 individuos sem evidéncia clinica
da doenga periodontal (grupo controle C) e por 30 individuos com PC (grupo PC).
Todos os pacientes foram submetidos a anamnese e ao exame clinico. Um unico

examinador, previamente calibrado (kappa 0,85 para profundidade de sondagem e
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0,88 para o nivel de insercdo clinica), realizou todos os exames periodontais, e
foram verificados os parédmetros de profundidade de sondagem (PS), o nivel de
insercao clinica (NIC) e o sangramento a sondagem (SS). Para os parametros PS e
NIC, a sondagem foi realizada em seis sitios por dente e anotados os maiores
valores nas superficies vestibular, lingual/palatina, mesial e distal. Os dados
referentes ao SS foram registrados na superficie de todos os dentes no momento da
realizacao da PS ou até 30 segundos de forma dicotémica (+) e (-). O exame clinico
foi realizado obedecendo as normas de biosseguranga, com o auxilio de um espelho
clinico e uma sonda periodontal milimetrada (modelo da Universidade da Carolina do
Norte Hu-friedy®).

O diagndstico da PC foi baseado nos critérios de Armitage (1999) e
Lopez et al. (2002). Os individuos com PC incluidos no estudo apresentavam
sangramento a sondagem, quatro ou mais dentes com um ou mais sitios com PS4
mm e NIC=3mm (LOPEZ et al., 2002). Fragmentos gengivais foram coletados
durante cirurgia para a raspagem a retalho, executada durante o tratamento
proposto para cada individuo. Todos do grupo PC apresentavam periodontite cronica
avancada generalizada. No grupo controle, foram coletados fragmentos em sitios
com auséncia de sangramento a sondagem, PS menor ou igual a 3mm, e NIC
menor ou igual a 3mm. O material desse grupo foi coletado de areas adjacentes a
dentes indicados para exodontia, ou na regido contralateral de sitios com indicagéao
de aumento de coroa clinica. As amostras de tecidos coletadas foram divididas em
duas porcdes, uma foi armazenada em 1mL de solugdo conservadora de acidos
nucléicos (RNAholder, BioAgency, Brasil), e a outra em Tissue-tek (Sakura,
Torrance, CA, USA), ambas estocadas a -80°C até o processamento das amostras.

Os critérios de exclusdo aplicados foram: uso de antibiético ou de anti-
inflamatdrio nos ultimos seis meses; uso de medicagcdes que apresentam associagao
com crescimento gengival; gestantes ou lactantes; condi¢cdes sistémicas alteradas,
como diabetes, hepatite; pacientes imunocomprometidos; elementos dentarios com

pericoronarite; individuos com menos de 15 dentes; e histérico de tabagismo.

4.3 Avaliagao histolégica das amostras
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Cada amostra coletada foi submetida a sec¢cdes de 10 micrometros no
criostato, a -35C, para a confecgcdo de laminas histoldégicas coradas com
hematoxilina-eosina e para caracterizacdo da amostra e confirmagao de restrito
infiltrado inflamatério em amostras do grupo controle. Nessa etapa, foi realizada a

contagem de células inflamatérias em cada fragmento coletado no aumento de 400x.

4.4 Extracdo do DNA e Quantificagao

Parte do fragmento gengival armazenado em Tissue-Tek foi incubada
com proteinase K, a 55°C, até a sua completa digestdo. Apds esse procedimento, o
DNA foi submetido a extragdo pelo kit DNeasy Blood & Tissue Kit (250) (Cat. No.
69506/ QIAGEN Sciences, Maryland 20874, USA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro Denovix. Foram
considerados DNA puros aqueles que apresentaram leitura de relacdo DNA/proteina
(260/280) acima de 1,8 e relagao (260/230) acima de 1,7.

4.5 Analise do perfil de metilagao

A metilagcdo do DNA foi avaliada pelo Epitect Methyl Il DNA Restriction Kit
(12) (Cat. No. 335452/ QIAGEN Sciences) e analisada por reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR) no equipamento CFX96 (Biorad), seguindo as
instrucdes do fabricante.

O DNA foi tratado com duas enzimas especificas, A e B, que identificam e
digerem o DNA metilado e n&o metilado, respectivamente. O tratamento foi realizado
a 56°C por 75 minutos. Cada amostra de DNA foi dividida em 4 tubos, denominados
Mo (sem enzimas), Ms (enzima A), Md (enzima B), Msd (enzima A + B). Ao final do
processo, o tubo Mo apresentou o DNA sem modificagdes; o tubo Ms, as fragdes
metiladas do DNA; o tubo, Md as fracbes ndao metiladas; e o tubo Msd, pouca ou
nenhuma fragdo do DNA. Os produtos dessa etapa foram submetidos a gqPCR com o
primer do gene Foxp3 (EPHS115010-1% Human FOXP3, PPP1R3F - Cat. No.
20160229029/QIANGEN Sciences), que flanqueia a regido promotora de interesse.
Os valores de metilacdo foram quantificados em software especifico, fornecido pelo

fabricante (AS Biosciences, Qiagen, Chatsworth, CA).
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4.6 Extracdo de RNA e Quantificagao

O tecido gengival armazenado em RNAholder (BioAgency Biotecnologia,
Brasil) foi cortado, macerado e homogeneizado com Tissue Grinder (Kondes,
Vineland, NJ, USA) em um tubo do tipo eppendorf, contendo 1mL de Trizol;
posteriormente, foi centrifugado a 12000g/10 min a 4°C. A extragdo do RNA
obedeceu as recomendacgdes do fabricante (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, USA).

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf de 1,5mL e
adicionaram-se 200ul de cloroformio (Merck, Inc., Whitehousestation, NJ, USA),
agitado em vértex, durante 15 segundos, e incubado, por 3 minutos, a temperatura
ambiente. Em seguida, foi realizada uma centrifugagdo a 12000g/10 min a 4°C. Apds
a centrifugacédo, foram observadas 3 fases na solugdo: fase vermelha de fenol-
cloroférmio, interfase, contendo o DNA e proteinas, e a fase transparente, contendo
o RNA.

A fase transparente foi transferida para outro tubo contendo 500yl de
alcool isopropilico (Merck, Inc., Whitehousestation, NJ, USA) e incubada por 10
minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 12000g/10 min a 4°C,
e 0 sobrenadante, desprezado. O precipitado de RNA foi lavado com 1mL de alcool
etilico 75% gelado (Merck, Inc., Whitehousestation, NJ, USA) e centrifugado a
7500g/5min a 4°C, descartando novamente o sobrenadante. O pellet de RNA foi
seco a temperatura ambiente por 5 a 10 minutos. Em seguida, foi diluido em 15 pl de
agua livre de nuclease DEPC, quantificado no Denovix e armazenado a -80°C.
Foram consideradas puras as amostras que apresentaram uma relagao
RNA/proteina (260/280) maior que 2,0.

4.7 Sintese de DNA complementar — cDNA

Apds a extracdo de RNA, as amostras foram submetidas ao tratamento
com Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, USA), segundo o protocolo do fabricante. Para o experimento, 1ug de
RNA foi diluido em volume final de 8uL, contendo 1uL de tamp&o e 1uL da enzima

DNase. Ap6s 15 minutos de incubagao, a temperatura ambiente, foi adicionado 1uL
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de EDTA, e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 70°C para a inativagao
da enzima DNase. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado apds reagdo de
transcrigao reversa utilizando o kit SuperScript TM First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen Life Technologies Inc., Carsbad, CA, USA), seguindo protocolo
proposto pelo fabricante.

4.8 Avaliagao da transcrigdo génica

As amostras de cDNA foram submetidas a leitura pela técnica de qPCR,
no equipamento CFX96 (Biorad). As reagdes foram feitas com o sistema de
quantificacdo fluorescente TagMan_Gene expression assay (AppliedBiosystems,
Foster City, CA, USA) para o gene Foxp3 (Hs01085834_m1 FOXP3; Lot: 1195263;
Validade: 03/2018; 1195272 G1, AppliedBiosystemsby Life Technologies, USA).
Como controle enddgeno, foi utilizado Beta-actina (Human ACTB (20x), Ref:
4333762T, Lot: 1506158 (applied biosystems by Life Technologies, UK).

A expressao relativa do gene alvo foi calculada e normalizada com o
enddgeno Beta-actina. Os resultados foram avaliados relativos a transcrigao do gene
alvo, normalizado com o enddgeno e relativo a uma amostra calibradora. A amostra
calibradora foi formada por um pool de amostras de sangue de individuos saudaveis.
Todas as reagdes foram realizadas em duplicatas. A transcrigdo génica foi calculada
utilizando o método 222t (AppliedBiosystemsUserBulletin No. 2) como previamente
descrito (Livak e Schimittgen, 2001). O método 222t é uma equagdo matematica, na
qual as mudangas na expressdo génica sdo calculadas baseadas nas diferengas
entre as calibradoras e as experimentais, normalizadas por uma amostra de
referéncia. O valor inferido para ACt equivale as diferencas entre o valor da média
dos Cts do gene de interesse (alvo) e da média dos Cts do gene normalizador
(enddégeno). O calculo da formula AACt envolve a subtragdo entre o valor de ACt
para cada amostra experimental e o valor do ACt para as amostras calibradoras.

4.9 Analises estatisticas

Foram realizadas analises estatisticas com os dados obtidos utilizando o

programa estatistico SPSS (StatisticalPackage for the Social Sciences, Chicago,
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USA), versao 21.0. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado para verificar a
distribuicdo dos valores das variaveis. O teste Kruskal-wallis foi utilizado para
investigar a diferenga entre os grupos, seguido do teste U de Man-Whitney. O valor

de p<0.05 foi considerado estatisticamente significante.

5- RESULTADOS

5.1 Dados clinicos, demograficos e histolégicos

Os dados clinicos, demograficos e histolégicos dos individuos foram
obtidos e analisados referentes a cada grupo em relagdo a presenga ou a auséncia
da PC. A média de idade dos individuos incluidos neste estudo nao foi
estatisticamente diferente entre os grupos. Tanto o grupo controle quanto o grupo
periodontite foram compostos por 50% do género masculino e do feminino. Os
individuos doentes apresentaram parametros clinicos de PS e NIC maiores que os
individuos-controle. Os dados demograficos e as caracteristicas clinicas dos

individuos incluidos no estudo estio descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Comparagdo dos dados demograficos, pardmetros clinicos entre o grupo controle e
periodontite cronica. *diferengas estatisticamente significantes.

Controle Periodontite .
(n=30) Crénica (n=30) P
Idade (anos) médiatDP 37,9648,29 38,48+8,72 0,904
Género Masculino (n) 15(50%) 15(50%) -
Género Feminino (n) 15(50%) 15(50%) -
Profundidade fje_ Sondagem (mm) 1,8£0.76 7.7+2.21 0.000*
meédiatDP
Nivel de insergé&o clinica (mm) 1,040,80 9.0£2,88 0,000*

mediatDP

Perda de osso alveolar Nao Sim -
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O infiltrado inflamatério observado foi misto e com predominio de células
mononucleares em todos os grupos avaliados neste trabalho. O grupo PC
apresentou a mediana do numero de células inflamatérias por campo de 252,5,
variando de 79 a 409. No grupo controle, a mediana foi de 50,5, variando de 20 a 98
células inflamatérias por campo. A diferenga entre os grupos foi estatisticamente
significante (p=0,0001).

5.2 Metilagdo do Foxp3 nos grupos C e PC

As taxas da hipermetilacdo (DNA metilado) e da hipometilagdo (DNA nao

metilado) observadas nos grupos C e PC estao representadas no Grafico 1.

Grafico 1 Perfil de metilagdo dos grupos controle e Periodontite Crbnica. As barras cinzas
representam os valores de hipermetilagdo e as barras brancas representam os valores de
hipometilagao.
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As taxas de hipometilagdo foram comparadas entre os grupos C e PC,
assim como as taxas de hipermetilacdo. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos avaliados (p=0,295). Também n&o houve correlagdes
entre as taxas de metilagdo e os parametros clinicos no grupo C (PS, p=0,964; NIC,
p=0,697), nem no grupo PC (PS, p=0,616; NIC, p=0,704).

5.3 Transcri¢ao do Foxp3 nos grupos C e PC.

A metilacdo € um processo bioldgico que tem a fungdo de impedir a

transcricdo génica quando o gene em questdo estd metilado. Com o objetivo de



30

avaliar se as taxas de metilagdo encontradas nos grupos controle e periodontite
cronica estdo influenciando a transcricdo do gene Foxp3, foi comparada a
quantificacao relativa de RNA mensageiro (MRNA) produzida por cada grupo, como

mostra o grafico 2.

Grafico 2 Quantificagéo relativa de mRNA do FOXP3 nos grupos controle e periodontite cronica. As
barras representam os valores da quantificacdo de mRNA do gene FOXP3 controlado pela
quantificacdo de mRNA do gene Beta-actina
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Nao houve diferencas na quantificacédo relativa de mRNA entre os grupos
C e PC (p= 0,387). Também nao foi encontrada correlagdo entre a produgao de
MmRNA com as taxas de metilagdo, C (p=0,292) e PC (p=0,776), nem com o0s
parametros clinicos, C (PS, p=0,115; NIC, p=0,184) e PC (PS, p=0,234; NIC,
p=0,310).

5.4 Metilacado FOXP3 em relacéo ao género.

O gene do fator de transcricdo Foxp3 esta localizado no cromossomo X.
As mulheres possuem dois cromossomos X, um deles inativo em grande parte pela
metilacdo, e o homem possui apenas um. Com intuito de verificar uma possivel
interferéncia do gene X inativo nas taxas de metilagdo nas mulheres, foram

realizadas analises considerando o género.

5.4.1 Metilagdo do FOXP3 no grupo C em relagao ao género
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No grupo C, amostras provenientes de individuos do género masculino
apresentaram maiores porcentagens de hipometilagdo, enquanto maiores

porcentagens de hipermetilagdo foram observadas no género feminino (grafico 3).

Grafico 3 Perfil de metilacdo nos tecidos gengivais de individuos-controle dos géneros masculino e
feminino. Letras iguais representam comparagbes com diferencas estatisticas significantes (a:
p=0,002; b: p=0,002).
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5.4.2 Metilagdo do FOXP3 no grupo PC em relagdo ao género.

Nao foi encontrada diferenca estatistica entre o género masculino e feminino

nos individuos com PC, Grafico 4.

Grafico 4 Perfil de metilagdo nos tecidos gengivais de individuos periodontite crénica dos géneros
masculino e feminino. (p=0,132)
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5.4.3 Metilagdo do Foxp3 entre C e PC considerando cada género.
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No género masculino, foram verificadas maiores porcentagens de
hipermetilagdo no grupo PC comparado ao grupo C, ao passo que maiores niveis de

hipometilagao foram detectados no grupo C (Grafico 5).

Grafico 5 Perfil de metilagdo nos grupos C e PC, considerando o género masculino. Letras iguais
representam comparagdes com diferencgas estatisticas significantes a: p=0,037; b: p=0,037.
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No género feminino, ndo foram observadas diferengcas nos perfis de

metilagdo entre C e PC (grafico 6).

Grafico 6 Perfil de metilagcdo nos grupos C e PC considerando o género feminino. (p=0,896)

100% B Hipermetilado
[ JHipometilado
B0%— 0
G0%—
40%
20% o]
0%
| T
C FC

Nao foram observadas correlacbes entre as taxas de metilacdo e os
parametros clinicos nos grupos C Homem (PS, p=0,542; NIC, p=0,557), PC Homem
(PS, p=0,341; NIC, p=0,234), C Mulher (PS, p=0,143; NIC, p=0,222) e PC Mulher
(PS, p=0,469; NIC, p=0,238).
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5.5 Transcricao do FOXP3 em relagao ao género

Assim como foi realizado em relagdo aos perfis de metilacdo, a
transcrigdo foi analisada considerando o género (GRAFICO 7). Em relacdo aos
individuos do género masculino, observou-se maior transcricdo de FOXP3 no grupo
C, comparado ao grupo PC (p=0,037). No grupo PC, individuos do género masculino
apresentaram menor transcricdio de FOXP3, comparado ao género feminino
(p=0,049).

Grafico 7 Quantificagao relativa de FOXP3 nos grupos C e PC, considerando o género. Letras iguais
representam diferencas estatisticas significantes. a: p=0,037; b: p=0,049.
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Nao foram encontradas correlagbes entre a transcricdo do Foxp3 e as
taxas de metilagdo nos grupos C Homem (p=0,090), PC Homem (p=0,580), C
Mulher (p=0,960) e PC Mulher (p=0,446). Também nado foram observadas
correlagdes entre a transcrigdo e os parametros clinicos nos grupos C Homem (PS,
p=0,249; NIC, p=0,970), PC Homem (PS, p=0,601; NIC, p=0,661), C Mulher (PS,
p=0,188, NIC, p=0,097) e PC Mulher (PS, p=0,713; NIC, p=0,408).
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6 DISCUSSAO

A perda dental € uma questao grave na saude bucal, e o impacto disso na
vida das pessoas afetadas € um problema de saude publica. Essa perda pode
causar dificuldades na alimentacdo e na fala; alteragdo na estética; e uma
contribuicdo para uma reducgao na qualidade de vida (BARTATO e PERES, 2003). A
periodontite cronica é uma condigao inflamatoéria grave do periodonto, que provoca a
destruicdo dos tecidos de suporte, o que pode culminar na perda do érgéo dentario,
aléem de danificar a barreira de protecao periodontal. Essa destruicdo € detectavel
clinicamente pela formacdo de bolsas periodontais, perda de insercao, inflamagao
gengival, e radiograficamente pela visualizagdo do nivel 6sseo alveolar (CARRAZA,
2007).

A permanéncia do biofilme bacteriano na superficie dentaria intensifica a
migragdo celular, e o infiltrado inflamatério aumenta, sendo este composto,
principalmente, por macrofagos e linfécitos (PAGE E SCHROEDER, 1990). A
contagem do numero de células inflamatodrias foi realizada neste trabalho com o
objetivo de certificar que as amostras do grupo-controle apresentavam um escasso
infiltrado inflamatério. O numero de células inflamatorias no grupo PC foi
significativamente maior que o grupo C. Foi constatado o predominio de células
mononucleares nos infiltrados inflamatério dos dois grupos. Os dados encontrados
estdo de acordo com os trabalhos realizados anteriormente, que mostram uma
diferenca no numero total de células inflamatérias nos tecidos gengivais de
individuos com auséncia e presenca de periodontite, sendo verificado um aumento
dessas células na periodontite e um predominio de células inflamatodrias
mononucleares (BATISTA et al., 2002; AMORMINO et al., 2013).

Os padrées de metilacdo de DNA estdo relacionados ao silenciamento
génico. Quanto mais grupo metil ligado ao DNA, mais dificil é a interacdo da
maquinaria transcricional com as fitas de DNA (BAYLIN, 2005). Durante a
inflamacé&o, ocorre a produgdo de moléculas reativas derivadas do oxigénio e do
nitrogénio, que geram estresse oxidativo nas células, capaz de alterar o padrdo de
metilacdo do DNA nas regides CpG (PARDO et al., 2011). No presente trabalho, ndo
houve diferenca nos perfis de metilacéo entre os grupos PC e C, de forma que um

perfil especifico de metilacdo de Foxp3 nao pudesse ser associado a periodontite
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crénica. Nao existem relatos na literatura de outros estudos que tenham abordado a
investigacdo do perfil de metilagdo de Foxp3 na doenga periodontal. Também nao
foram encontradas diferengas nos niveis de transcricdo do gene entre os grupos
controle e periodontite crénica. Esse dado esta em discordancia com os dados
obtidos por Cardoso et al. (2008), que encontrou niveis de mRNA do gene Foxp3
estatisticamente maiores em individuos com PC. Alguns pontos podem ter
influenciado nessa diferenca observada em relagdo ao presente trabalho. No
trabalho de Cardoso et al. (2008), o tabagismo n&o foi um fator de excluséo para a
selecdo amostral e nao houve um pareamento de idade entre C e PC. Nesse estudo,
o grupo PC apresentava uma maior quantidade de tabagistas em comparagéo ao C.
Idade e tabagismo tém sido considerados preditores positivos dos niveis de células
Treg, e expressdo de FOXP3, no sangue periférico (HAMPRASS et al., 2012). Além
disso, amostras do grupo PC de Cardoso et al. (2008) apresentavam parametros
clinicos de profundidade de sondagem homogéneo, e nao foi descrita a distribuicdo
de género do grupo amostral do estudo.

Hall et al. (2014) avaliaram diferengcas no perfil de metilagdo do
cromossomo X entre os géneros e mostraram que individuos do género feminino
possuem um perfil hipermetilado comparado aos individuos do género masculino.
Como o gene FOXP3 esta localizado no cromossomo X, a metilagdo do
cromossomo X inativo nas mulheres poderia estar interferindo na porcentagem de
metilacdo observada e “mascarando” a metilacdo do cromossomo ativo. Dessa
forma, as analises ocorreram de forma separada entre os géneros. Como o
esperado, os individuos pertencentes a mesma condicdo periodontal, mas de
géneros diferentes, demonstraram perfis de metilagéo diferentes. Nessa analise, no
grupo C, os homens apresentaram um perfil hipometilado, enquanto as mulheres um
perfil hipermetilado. Nao foi encontrada diferenca na PC, o que pode demonstrar a
interferéncia da inflamagao presente nos tecidos gengivais desse grupo nos padrbes
de metilagao.

Em relacdo a anadlise da transcrigdo entre os géneros, foi encontrada
apenas diferenga estatistica entre os individuos do grupo PC. O grupo do género
feminino apresentou maiores niveis de transcritos comparado ao género masculino.
Berletch et al. (2011) verificaram que genes do cromossomo X podem escapar da
regulacao epigenética, dentre elas a metilagéo, e serem expressos. Esse fendmeno

ocorre principalmente nos cromossomos X inativos nas mulheres, mas também
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podem ocorrer no cromossomo X dos homens. E estimado que em torno de 15%
dos genes do cromossomo X possam escapar da inativagdo, sendo esse escape
mais comum nos genes localizados no brago curto do cromossomo, como o0 gene
Foxp3. Isso poderia explicar em parte a auséncia de diferenga observada no grupo
C e a maior transcricdo nas mulheres com PC. Além disso, € importante ressaltar
que a transcricado de FOXP3 pode ser influenciada por varios outros fatores além da
metilacao da regido promotora do gene; como por exemplo, a presenga de metilacéo
nas regides CNS e polimorfismos génicos.

Com o intuito de excluir a influéncia da metilagdo do cromossomo X
inativo das mulheres, analises considerando apenas individuos do género masculino
foram realizadas. Um perfil hipometilado foi observado no grupo C, e um perfil
hipermetilado no grupo PC. Os resultados da transcricdo nesses grupos foram
condizentes com os perfis observados. O grupo C mostrou maiores niveis de
transcritos comparados ao grupo PC, embora uma correlagdo entre transcrigdo e
metilacdo nao tenha sido verificada. Nao foi encontrada nenhuma correlagdo com os
parametros clinicos da PC. A metilagdo génica nas células T, principalmente no
l6cus FOXP3, pode levar a um perfil pré-inflamatorio dessas células com o estimulo
da producao de IL-2, IL-4 e IFN-y (LU et al., 2005; SCHMIDL et al., 2009). Em nosso
trabalho, as taxas mais elevadas de DNA hipermetilado observadas no grupo PC
podem favorecer a expressdao de mediadores pro-inflamatérios com consequente
instalagao do processo inflamatoério e desenvolvimento da doenga. Esse fato sugere
que o perfil hipermetilado e a menor transcricdo de FOXP3 em homens com PC sao
condigdes relacionadas ao processo patogénico da PC, e ndo a gravidade da
doencga. Estudos longitudinais sdo necessarios para uma melhor compreensao da
influéncia dos perfis observados no presente estudo na progressao da PC.

Na interpretacao dos resultados, deve ser considerado que a amostra de
tecido gengival, tanto de individuos controle como de PC, apresenta uma grande
variedade de tipos celulares, como células epiteliais, células endoteliais e
fibroblastos. Como a expressdao do FOXP3 é especifica do subtipo celular Treg e
essa populagao é pequena no tecido, mesmo em estados inflamatdrios, os dados de
metilacdo e transcricdo poderiam n&o ser correspondentes dos mesmos tipos
celulares. Nesse caso, a transcricdo observada seria originada apenas das Treg e a

metilacao, de todas as células do tecido.
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O FOXP3 é a chave para o funcionamento das Tregs, principais
populagdes de células imunossupressoras responsaveis por controlar a resposta
inflamatoria e autoimune (VIGNALI et al., 2008). A fungao desse fator de transcrigao
esta relacionada a expressao e a supressao de varias moléculas, seja diretamente
ou indiretamente, através da interacdo com outros fatores de transcricdo. Sua
atividade faz com que células T CD4+ adquiram um fendétipo regulatério, o que pode
auxiliar em um prognéstico melhor em inflamagdes destrutivas, como na PC. A
metilacdo genética do fator de transcricdo FOXP3 possui importante impacto na
progressdo do processo inflamatério por diminuir ou paralisar a expressao do
FOXP3 em células T CD4+. Uma vez que 0s mecanismos epigenéticos sao
reversiveis, perspectivas de intervencdes que permitam alterar perfis de metilacao
associados a doencas sao desafiadoras.

O presente estudo sugere pela primeira vez que a hipermetilagdo do gene
FOXP3 e os baixos niveis de transcritos estdo relacionados ao estabelecimento da
PC em homens. Estudos adicionais sdo necessarios para determinar a relevancia
funcional dos perfis observados na doencga periodontal e para compreender os

mecanismos epigenéticos envolvidos na patogénese da doenca.
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7 CONCLUSAO

a) uma diferenca nas taxas de metilagao foi observada entre os géneros
no grupo controle;

b) um perfil hipermetilado do gene Foxp3 e a baixa transcricdo génica
estdo associados a PC em homens;

c) Auséncia de associagao entre metilagdo e transcricdo do Foxp3 com a
gravidade da doenga;

d) Estudos adicionais sao necessarios para determinar a relevancia

funcional das associacdes observadas.
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APENDICES
APENDICE A - FICHA CLINICA

FICHA CLINICA

DADOS PESSOAIS DO PACIENTE

Nome: Sexo: Est.Civil:
Data de Nascimento: / / Naturalidade: Nacionalidade:
Profisséo: RG: CPF:
Renda: ( )1-2 salarios ( )3-5 salérios ( )6-10 Salarios
Enderego: Tel:
Bairro: Cidade: UF: CEP:
| ANAMNESE

1. Queixa principal:

2. Inicio e evolug&o da doenga, quando foi Ultimo tratamento:

3. Esta sob tratamento médico?

4. Faz uso de algum medicamento?

5. Fez uso de antibidtico e/ou anti-inflamatdrios nos ultimos 6 meses?

6. Tem algum tipo de alergia?

7. Apresenta as seguintes condigoes:

() Alteragao de presséo arterial( ) Diabetes

()Alteragdo cardiaca ( ) Doengas endocrinas

() Hemorragias ou doengas hematoldgicas( ) AIDS

() Historia de febre reumatica( ) Osteoporose

() Doenga /alteragao respiratoria( ) Uso de aparelho ortoddntico
() Doenga /alteragio gastrointestinal( ) Gravidez

() Doengas renais( ) Outros:

8. Existe, na familia, alguma das alteragdes sistémicas citadas?

Qual o grau de parentesco?

9. Habitos
1. Fumante: () Fumou por quanto tempo: Quantidade: Tipo:

2. Ex-fumante: ( )Abandonou o habito ha quanto tempo?
3. Nao Fumante( )
4. Quantas vezes ao dia escova os dentes?

Sim Nao
5. Usa fio dental? () ()
6. Apresenta sangramento durante a escovag&o?( ) ()
7. Apresenta mobilidade nos dentes? () ()
8. Ja perdeu algum dente devido & mobilidade? ( ) ()

Observagdes:




APENDICE B- FICHA PERIODONTAL (Periodontograma)

Ficha Periodontal (Periodontograma)

46

Nome:
Caodigo:
Tel: Profisséo: Género
Data do exame: Data de nascimento: / |dade:
Profundidade de Sangramento a
Sondagem Nivel de insercdo | sondagem Furca Mobilidade Prognostico
Dente (1,2,3) 0,1,2,3) Dente
D|V (M D|/V|/M|LI|D |V M
18 18
17 17
16 16
15 15
14 14
13 13
12 12
11 11
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
28 28
38 38
37 37
36 36
35 35
34 34
33 33
32 32
31 31
41 41
42 42
43 43
44 44
45 45
46 46
47 47
48 48
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente grupo caso)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente grupo caso)

Este documento tem como finalidade propor sua participagao no projeto de pesquisa que tem
0 seguinte titulo: “Avaliacdo de Alteragbes Epigenéticas na Periodontite Crdnica”. A Periodontite é
uma doenga que afeta as gengivas e o 0sso que sustentam os dentes, principalmente em adultos,
sendo a principal causa de perda dos dentes. Acreditamos que determinados habitos e estilos de vida
alterem o material genético (alteragbes epigenéticas) que cada individuo possui e que isso seja 0
principal motivo que explique por que algumas pessoas sao mais afetadas que outras pela
Periodontite. Precisamos estudar mais sobre essa doenga para que possamos entender melhor sua
causa e assim melhorar o tratamento dos pacientes.

O objetivo deste estudo é identificar se essas alteragbes do material genético poderiam
causar ou agravar a doenca.

Para realizagcdo deste estudo, sera necessario coletar uma parte desse tecido removido
durante a cirurgia periodontal, além de coletar sangue, saliva, raspado de mucosa bucal e fluido
gengival.

A coleta de raspado sera feita com uma escovinha macia e esterilizada que sera esfregada
na regidao de bochechas. A coleta de fluido gengival sera feita por uma pequena ponta de papel
também esterilizada que sera colocada proxima a sua gengiva. A coleta da saliva sera realizada em
tubos apropriados e descartaveis, sendo necessario que vocé mastigue um rolinho de algodéo
previamente esterilizado. E para a coleta de sangue sera feita uma puncgdo venosa, utilizando
materiais totalmente descartaveis e apropriados. Essa coleta de sangue sera executada na prépria
Faculdade de Odontologia UFMG em uma sala de coletas, sendo realizada por uma técnica em
Enfermagem devidamente treinada, juntamente com a Pesquisadora responsavel pelo estudo. Todos
os procedimentos serdao efetivados por pessoas devidamente capacitadas, o que nao impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) ap6s a coleta da amostra de sangue.
Este estudo ndo tera custos para vocé. E vocé podera retirar o consentimento a qualquer momento
da pesquisa, havendo continuidade normal do seu tratamento. O seu tratamento sera realizado
normalmente mesmo que haja recusa em assinar esse termo.

Esta pesquisa podera contribuir para um melhor entendimento sobre como se desenvolve a
doenga Periodontite, podendo melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas, e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizagao de parte do tecido que foi removida através
cirurgia, além da saliva, sangue, raspado de mucosa e fluido gengival coletados para este projeto de
pesquisa. Permito também a utilizacdo de todos dados obtidos e fotos para divulgagcéo e ensino,
respeitando sempre meu direito de nao ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuagdo normal do tratamento.

Local: Data:  / |/

Nome do paciente Assinatura do paciente
DOCUMENTADO APRESENTADO: N.o:

Pesquisadores: Telma Cristina Arao, Luiz Paulo Carvalho Rocha. Telefone: (31) 34093004
Assinatura Pesquisador:
Orientadora: Profe. Dr?. Paula Rocha Moreira Telefone: (31) 34093004
COEP (Comisséao de Etica em Pesquisa) Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il —
2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901.
coe rpq.ufmgq.br telefax 31 3409-459
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente-controle)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente-controle)

Este documento tem como finalidade propor sua participagao no projeto de pesquisa que tem
0 seguinte titulo: “Avaliacdo de Alteragbes Epigenéticas na Periodontite Crdnica”. A Periodontite é
uma doenga que afeta as gengivas e o 0sso que sustentam os dentes, principalmente em adultos,
sendo a principal causa de perda dos dentes. Acreditamos que determinados habitos e estilos de vida
alterem o material genético (alteragbes epigenéticas) que cada individuo possui e que isso seja o
principal motivo que explique por que algumas pessoas sao mais afetadas que outras pela
Periodontite. Precisamos estudar mais sobre essa doenga para que possamos entender melhor sua
causa e assim melhorar o tratamento dos pacientes.

O objetivo deste estudo é identificar se essas alteragbes do material genético poderiam
causar ou agravar a doenca.

Para realizacdo deste estudo, sera necessario coletar uma parte deste tecido removido
durante a cirurgia odontoldgica, além da coleta de sangue, saliva, raspado de mucosa bucal e fluido
gengival.

A coleta de raspado sera feita com uma escovinha macia e esterilizada que sera esfregada
na regidao de bochechas. A coleta de fluido gengival sera feita por uma pequena ponta de papel
também esterilizada que sera colocada préxima a sua gengiva. A coleta da saliva sera realizada em
tubos apropriados e descartaveis, sendo necessario que vocé mastigue um rolinho de algodéo
previamente esterilizado. E para a coleta de sangue sera feita uma puncgdo venosa, utilizando
materiais totalmente descartaveis e apropriados. Esta coleta de sangue sera executada na propria
Faculdade de Odontologia UFMG em uma sala de coletas, sendo realizada por uma técnica em
Enfermagem devidamente treinada, juntamente com a Pesquisadora responsavel pelo estudo. Todos
os procedimentos serdo efetivados por pessoas devidamente capacitadas, o que nido impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) ap6s a coleta da amostra de sangue.
Este estudo ndo tera custos para vocé. E vocé podera retirar o consentimento a qualquer momento
da pesquisa, havendo continuidade normal do seu tratamento. O seu tratamento sera realizado
normalmente mesmo que haja recusa em assinar esse termo.

Esta pesquisa podera contribuir para um melhor entendimento sobre como se desenvolve a
Periodontite Crénica, podendo melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas, e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizagao de parte do tecido que foi removida através
cirurgia, além da saliva, sangue, raspado de mucosa e fluido gengival coletados para este projeto de
pesquisa. Permito também a utilizagdo de todos dados obtidos e fotos para divulgagédo e ensino,
respeitando sempre meu direito de nao ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuagdo normal do tratamento.

Local: Data:  / |/

Nome do paciente Assinatura do paciente
DOCUMENTADO APRESENTADO: N.o:

Pesquisadora: Telma Cristina Arao, Luiz Paulo Carvalho Rocha. Telefone: (31) 34093004
Assinatura Pesquisador:
Orientadora: Prof2. Dr2. Paula Rocha Moreira Telefone: (31) 34093004
COEP (Comisséao de Etica em Pesquisa) Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il —
2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901.
coe rpq.ufmgq.br telefax 31 3409-4592




