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RESUMO

A periodontite crénica (PC) é uma doenca bucal multifatorial, polimicrobiana
caracterizada pela inflamacao dos tecidos de suporte e insercdo dos dentes, levando
a destruicdo do tecido periodontal. A patogénese da PC compreende complexas
interacdes entre os patdégenos periodontais e a resposta imune do hospedeiro. Fatores
envolvidos com a regulacédo génica podem interferir na predisposi¢cao ao aparecimento
dos sinais e sintomas da doenca. Neste aspecto, incluem-se 0s mecanismos
epigenéticos nos quais destacam-se a metilacdo do DNA e o MicroRNA. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a transcricdo dos microRNAs 142 e 29-b, e suas relacdes
com as DNAmetiltransferases (DNMT) e as metaloproteinases (MMP)-2 e 9 na PC.
Foram coletadas biépsias de tecidos gengivais de pacientes saudaveis, como grupo
controle, e com PC, sendo no total 17 pacientes para cada grupo. As amostras foram
submetidas a avaliagcdo histolégica para caracterizagdo amostral, a extracdo do RNA
Total e a conversdo em cDNA e gPCR. Observou-se que a quantificacdo dos miRNAs
29b e 142-3p estava maior na PC comparada grupo controle. Maiores niveis de MMP-
2 e menores niveis de DNMT1 foram verificadas no grupo PC. Andlises de correlacédo
no grupo PC entre os miRNAs avaliados e seus possiveis alvos mostraram correlacdo
negativa tanto do miRNA142-3p quanto do miRNA 29b com MMP2; assim como
correlacdo positiva do miRNA 142-3p com a DNMT1. Estudos adicionais sao

necessarios para avaliar a relevancia funcional desses achados.

Palavras-chave: Periodontite crbnica, miRNA, DNMT,MMP



ABSTRACT

The pathogenesis of CP comprises complex interactions between periodontal
pathogens and the immune response of the host. Factors involved in gene regulation
may interfere with the predisposition of the beginning of disease signs and symptoms.
In this aspect, are included the epigenetic mechanisms, which the DNA methylation
and microRNA stand out. The objective of this work was to evaluate the transcription
of microRNAs 142 and 29-b, and their relationships with DNA methyltransferases
(DNMT) and metalloproteinases (MMP) -2 and 9 in CP. Gingival tissue biopsies were
collected from healthy patients, as a control group, and with CP, with a total of 17
patients for each group. The samples were submitted to histological evaluation for
sample characterization, extraction of Total RNA and conversion to cDNA and qPCR.
We observed that the quantification of miRNAs 29b and 142-3p was higher in the CP
compared to the control group. Higher levels of MMP-2 and lower levels of DNMT1
were observed in the CP group. Correlation analyzes in the CP group between the
mMiRNAs evaluated and their possible targets showed a negative correlation between
both miRNA142-3p and miRNA 29b with MMP2; as well as a positive correlation of
142-3p miRNA with DNMTL1. Further studies are needed to evaluate the functional
relevance of these findings.

Key words: Chronic periodontitis, miRNA, DNMT, MMP
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1) INTRODUCAO

A doenca periodontal é considerada uma doenca multifatorial e sua etiologia
consiste da interacdo de uma microbiota especifica com o sistema imune do
hospedeiro (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994). Periodontopatdgenos e 0s seus
fatores de viruléncia ativam a resposta imuno-inflamatoéria promovendo a liberacéo de
mediadores inflamatérios que participam da destruicdo déssea e do ligamento
periodontal (ISHIKAWA, 2007). Dentre as formas clinicas principais da doenca
periodontal, destaca-se a periodontite crénica (PC). A PC é uma doenca bucal
infecciosa caracterizada por uma reacao inflamatdria destrutiva que pode gerar a
perda de tecido de suporte dentario (MOORE & MOORE, 1994). A presenca de fatores
locais € compativel com a gravidade da doenca e a sua taxa de progressado néo é
linear, apresentando periodos de atividade e de quiescéncia (LINDHE et al. 1989;
ARMITAGE, 1999). Sua prevaléncia € maior em adultos, mas pode ocorrer em
individuos jovens (PAGE & SCHROEDER, 1997).

O cenario atual para o entendimento da patogenia das periodontites implica em
considera-las infeccdes com uma microflora altamente virulenta e/ou um hospedeiro
altamente susceptivel. Esta susceptibilidade pode ser referente aos fatores envolvidos
com a regulagéo génica, interferindo na predisposicdo ao aparecimento dos sinais e
sintomas da doenca. Dentro da regulacdo génica, evidenciam-se 0s mecanismos
epigenéticos envolvendo modificadores no DNA (GOPISSET et al., 2006). As
primeiras evidéncias que relacionam as alteracdes epigenéticas com a PC séao
baseadas na analise do perfil de metilacdo em genes relacionados a resposta imune
(AMORMINO et al. 2013; DE OLIVEIRA et al., 2011).

A metilacdo do DNA € um mecanismo epigenético caracterizado pela adicao
de um grupo metil no carbono 5 do anel de citosina, inibindo efetivamente a
transcricdo génica (RICHARDSON, 2003; BAYLIN, 2005). A adicdo do grupo metil
em citosinas presentes em regides ricas em citosina e guanina (ilhas CpG) é feita por
enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMT-1, DNMT-2, DNMT-3A e DNTM-
3B) (BAYLIN, 2005; ADCOCK et al., 2007; JOHNSON & BELSHAW, 2008). A DNMT-
1 é responséavel por manter a metilagdo do DNA durante a sua replicacdo. A DNMT-2
participa no reconhecimento do dano, reparo de mutacéo e recombinacdo do DNA. As
DNMT-3A e B sdo mediadoras do estabelecimento de um novo padrdao de metilacédo
(FITZIPATRICK & WILSON, 2003; BAYLIN, 2005; GOPISETTY et al., 2006).
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A inducdo da metilagdo por DNMTs pode ser influenciada por alguns fatores,
como inflamacéao crénica, agentes infecciosos e habitos, como o tabagismo (BAYLIN,
2005). As presencas constantes de inflamacdo e de bactérias na periodontite
suportam a hipétese de alteracdo do epigenoma na periodontite (ADCOCK et al.,
2007).

Outra forma de controle epigenético se da pela atuacdo dos microRNAs
(miRNAs). Os miRNAs sao pequenas moléculas de RNA que regulam negativamente
a expressao do gene através da degradacdo de RNAm alvo ou inibem a traducéo de
proteina (BARTEL, 2004; ZHANG et al. 2007). Eles atuam na maquinaria epigenética
em uma forma bidirecional, podendo ter como alvo moléculas-chaves das reacdes
epigenéticas, mas sendo também suscetiveis a regulacdo epigenética (CHEN et al.
2013). Estudos sobre o perfil de miRNA nos tecidos gengivais tém demonstrado que
varios miRNAs séo diferencialmente expressos no tecido gengival inflamado e no
saudavel (XIE, 2011; LEE, 2011). Em estudos preliminares realizados por nosso grupo
de pesquisa foi observado que o miR29b e 0 miR142-3p estdo aumentados nos
tecidos gengivais de individuos com PC comparada a gengiva saudavel (ARAO,
2015). Nas bases de dados sobre microRNAs (mirbases), pode-se verificar como
possiveis alvos do miRNA 29b, as DNMTs 1, 3A,3B, assim como as
metaloproteinases (MMP) -2 e MMP-9. Em relagcdo ao miRNA 142-3p tem sido descrito

uma relagcdo com as MMP-2 e MMP-9, mas ndo com as DNMTSs.

As metaloproteinases (MMPs) sao uma familia de endopeptidases Zn2+-
dependente que promovem a degradacdo da matriz extracelular (MEC) (WOESSNER
& NAGASE,2000). Na periodontite, hd uma destruicdo da MEC nos tecidos
periodontais pela atuacdo das MMPs (REYNOLDS & MEIKLE, 1997; COUSSENS,
FINGLETON, & MATRISIAN, 2002). Recentemente, tem surgido interesse na
regulacéo pos-transcricional das MMPs via miRNAs. A superexpressao das MMP-2 e
MMP-9 foi observada nos tecidos gengivais de individuos com PC comparados aos
pacientes saudaveis (LIU, CAO & ZHU,2017).

14



A avaliacdo dos miRNAs 29b e 142-3p e suas associacdes com o padréo de
transcricdo das DNMTs e da MMPs nos tecidos gengivais provenientes de individuos
com PC e sem a doenca poderdo esclarecer importantes aspectos relacionados a
patogénese da periodontite.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal € uma doenca infecciosa caracterizada pela inflamacéo
dos tecidos de suporte dentario, o que pode levar a subsequente perda desses tecidos
(PAGE, 1997). Quando a inflamacéo é reversivel na gengiva denomina-se gengivite,
e quando é uma condicao inflamatodria de todo o periodonto, com a destruicdo dos
tecidos de sustentacdo e suporte dentario denomina-se periodontite (ARMITAGE,
1999).

Em 1999, a Academia Americana de Periodontia, classificou a periodontite
dividindo-a em dois grupos principais, a periodontite crénica (PC) e a agressiva (PA).
A PC ¢é a forma de periodontite mais comum, ocorre em pacientes acima de 30 anos,
mas pode ocorrer em qualquer faixa etaria. Caracteriza-se em geral por uma
progressao lenta a moderada; e presenca de grande quantidade de irritantes locais
que sdo compativeis com o grau de destruicao no periodonto (ARMITAGE, 1999). A
PA geralmente acomete individuos jovens, é caracterizada pela progresséo rapida e
auséncia de acumulos de irritantes locais compativeis com o grau de destrui¢do
observado e por uma histéria familiar da doenca (ARMITAGE, 1999).

A PC possui etiologia priméaria de bactérias especificas, com predominancia
das bactérias anaerObias Gram negativas (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994).
Socransky et al. (1998) observaram associacfes entre 40 espécies bacterianas
presentes na microbiota subgengival de individuos com PC, definindo assim cinco
complexos bacterianos de acordo com as similaridades por pares e grupos de
espécies. A presenca do biofilme bacteriano possibilita a permanéncia dos patégenos

nas superficies dos dentes e no ambiente da bolsa periodontal (MARTINS, 1997).

A patogenia dessas periodontites implica em considera-las infecgdes com uma
microflora altamente virulenta e/ou um alto nivel de susceptibilidade do hospedeiro.
Essa susceptibilidade pode ser por fatores genéticos e ambientais inerentes ao
hospedeiro (BORRELL et al., 2005; TAKASHIBA et al., 2006). Estudos demonstram
que individuos com caracteristicas clinicas e fatores de risco semelhantes respondem
de forma diferente a um mesmo tratamento empregado, o que demonstra a
importancia dos componentes genéticos e epigenéticos do hospedeiro na
etiopatogenia da doenca (OFFENBACHER et al., 2008).
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2.2 MECANISMOS EPIGENETICOS

Os mecanismos epigenéticos referem-se as mudancas na expressao dos
genes, sem alterar a sequéncia de nucleotideos do DNA (FEINBERG, 2008). Os
eventos epigenéticos atuam de forma complexa, envolvendo os mecanismos de
metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e regulacdo génica por RNAs néao
codificadores de proteinas (microRNA) (BAYARSAIHAN, 2011). Essas modificacfes
podem ser hereditarias ou adquiridas ao longo da vida de um individuo, sendo
influenciadas por diversos fatores como tabagismo (SMITH et al., 2007), diabetes
(DEVASKAR & THAMOTHARAN, 2007), idade (BENAYOUN et al., 2015), obesidade
(HERRERA et al., 2011) e toxinas (EDWARDS & MYERS, 2007). O ponto crucial das
alteracdes epigenéticas e suas relacdes com a patogénese das doencas cronicas
inflamatorias é o fato de serem alterac6es potencialmente reversiveis, passiveis de

propostas terapéuticas alternativas para as doencas (BAYARSAIHAN, 2011).

2.2.1 METILACAO DO DNA

A metilacdo do DNA é um mecanismo epigenético caracterizado pela adicao
de um grupo metil no carbono 5° do anel de citosina, que pode inibir a transcricao
génica (RICHARDSON, 2003; BAYLIN, 2005). A metilacdo do DNA consiste em uma
modificacdo covalente do DNA no qual um agrupamento metil (CH3) é transferido da
S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 de uma citosina que geralmente
precede uma guanina conectados por uma ligacao fosfodiéster (dinucleotideo CpG).
A adicao do grupo metil em citosinas presentes em regides ricas em citosina e guanina
(ilhas CpG) séo feitas por enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMT1,
DNMT2, DNMT3A e DNTM3B) (Figura 1) (BAYLIN, 2005; ADCOCK et al., 2007;
JOHNSON & BELSHAW, 2008). DNMT1 é responséavel por manter a metilacdo do
DNA estabelecida durante a sua replicacdo. A DNMT2 participa no reconhecimento
do dano, reparacdo de mutacdo e recombinacdo do DNA. As DNMT3A e B séao
mediadoras do estabelecimento de um novo padréo de metilacdo (FITZIPATRICK &
WILSON, 2003; BAYLIN, 2005; GOPISETTY et al., 2006; RAMACHANDRAM &
SINGAL, 2006).

Embora a metilacdo controle a atividade do gene, sozinha ela ndo é suficiente

para inativar a transcricdo. O processo de metilagdo do DNA e as modificacbes nas
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histonas estdo conectados. A acetilacdo de histonas trabalha em conjunto com a
metilacdo para regular a transcricdo do gene. As DNMTs regulam o silenciamento do
gene recrutando proteinas aglutinadoras de metil que interagem com deacetilases de
histonas (HDAC) (BAYLIN,200, WILSON, 2008). HDAC remove o grupo acetil das
histonas levando a compactacéo da cromatina e impedindo a aglutinacdo dos fatores
de transcrigdo (GOPISSET, RAMACHANDRAM & SINGAL, 2006).

A inducao da metilagdo por DNMTs pode ser influenciada por alguns fatores,
como a inflamacdo cronica, agentes infecciosos e hébitos, como o tabagismo
(BAYLIN, 2005). As presencas constantes de inflamacdo e de bactérias na
periodontite suportam a hiptese de alteracdo do epigenoma nha periodontite
(ADCOCK et al., 2007).
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Figura 1 Esquema do processo de formacdo da 5-Metilcitosina (5-MeC) pela DNA
metiltransferase (SULEWSKA, 2007)

As principais evidéncias das alteracdes epigenéticas na PC relacionam ao perfil
de metilacdo em genes envolvidos com a resposta imune do hospedeiro (DE
OLIVEIRA et al., 2011; AMORMINO et al., 2013, ZHANG et al.,2013; SOUZA et al.
2014). Os periodontopatdgenos e suas interacdes com 0s eventos epigenéticos do
hospedeiro tém sido avaliados. Pereira et al. (2013) verificaram que o

lipopolissacarideo (LPS) da P.gingivalis regula negativamente a expressdo das
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enzimas DNMT1, DNMT3A e JMJD3 nos ceratindcitos em paciente com PC. Miao et
al. (2014) mostraram que culturas de células do ligamento periodontal tiveram o gene
da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) hipometilado quando recebiam o estimulo
do T. denticola.

2.2.2 MICRORNA

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA enddgenos, nao
codificadores de proteinas, que exibem aproximadamente de 18 a 24 nucleotideos.
Os miRNAs regulam negativamente a expressado do gene através da degradacéo de
RNAmM alvo ou inibem a traducdo de proteina (BARTEL, 2004). Estudos tém
demonstrado que os miRNAs possuem importantes atividades biolégicas devido a sua
capacidade de regular em média 60% de todos os genes humanos, sendo que um
anico miRNA é capaz de regular varios genes (FRIEDMAN, 2009; HARFE, 2005;
SAYED & ABDELLATIF, 2011).

Os miRNAs sé&o transcritos inicialmente pela RNA polimerase Il (pol II),
formando os mMiRNAs primarios (pri-miRNAs) que contém varias bases de
nucleotideos em seu comprimento. Esses pri-miRNAs possuem algumas estruturas
em forma de alcas que séo clivadas ainda no nucleo celular pela enzima RNAse Il
endonuclease (Drosha) e seu cofator DGCRS8, liberando um miRNA precursor de 60-
75 nucleotideos (pre-miRNA) Os pré-miRNAs sdo entédo exportados do nucleo para o
citoplasma pelo exportina 5 (XPO5) e Ran-GTP. No citoplasma, os pré-miRNAs sdo
reconhecidos pela RNase Ill e DICER1 e geram miRNA maduro de fita dupla. Somente
uma das fitas do miRNA maduros se liga ao complexo silenciador induzido por miRNA
(miRISC), que conttm DICER1, Argonauta AGO e miRNAs (LEE, 2004;
SONTHEIMER,2005; LIN & GREGORY, 2015) (Figura 2).

19



(Pol I ¥ Nucleus  Cytoplasm e o
GAFAF _ s oo
R () miRNA (IO )

M0 TRBP duplex T

/» A 3
“Rllla \

) —DICER1
Pri-miRNA / (— )

Ei /3; - XPOS J

o — = AAA & RanaTP

mRNA  « ;

o " |
Pre-miRNA_;! g GW182, — /
Mi ( ﬂ
icro- -

processor p / DGCR8 “0—-\\__/”‘“”“"AAA | o
~DROSHA LS W

ol T P-body s
Rillb~ o o = / \

~ Rilia Translational repression
o— ——AAA and mRNA decay

Figura 2 — Biogénese do microRNA (LIN & GREGORY, 2015)

A participacdo dos miRNAs nos mecanismos de inflamacdo e imunidade tem
sido investigada, uma vez que representam um importante alvo para potenciais
agentes diagnésticos e terapéuticos (SAYED & ABDELLATIF, 2011). Os miRNAs
ativam ou inibem as funcdes de células imunes inatas, incluindo neutréfilos, células
dendriticas e macrofagos, e/ou funcbes de células imunes adaptativas, incluindo
células T e B (LUAN,2018).

Dentre os miRNAs, destacam-se 0s miRNAs 142-3p e o miRNA-29b, alvos do
presente trabalho. O mIRNA 142-3p tem habilidade de regular apoptoses em
diferentes tipos celulares, tais como miécitos cardiacos (SHARMA et al., 2012),
macrofagos associados a tumores (XU et al.,2014), células cancerigenas (XIAO & LIU,
et al.,2015) e células epiteliais gengivais (LI, 2017). O miR-29b geralmente é
reconhecido como um regulador fundamental na metastase e quimiorresisténcia do
cancer (RU et al., 2012; DAI et al. 2013)

Na doencga periodontal, os miRNAs: miR-142-3p, miR-146a, miRNA-155, miR-

203 e miR-223 tém sido propostos como marcadores para doenca,
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independentemente de suas fungdes biolégicas (SCHMALZ et al., 2016). Os miRNAs
miR-15a, miR-29b, miR-125a, miR-146a, miR-148 / 148a tiveram sua expressao
aumentada na presenca de doenca periodontal em bidpsias gengivais em modelo
humano e animal (LUAN et al., 2018). Perri et al. (2012) ao analisarem biopsias de
tecido gengival detectaram que o miR142-3p estava aumentado na presenca de
doenca periodontal e obesidade. Esses estudos sugerem que os miRNAs podem estar
relacionados com a patogénese da doenca periodontal. Os miRNA 142-3p e miRNA
29b podem modular a resposta especifica dos macréfagos apds a exposicdo ao LPS
(NAQVI et al.,, 2014, FORDHAM, NAQVI & NARES, 2015). Kanaan et al. (2012)
observaram que o LPS de K. pneumoniae aumentava a expressdo miRNA142-3p em
células exsudadas peritoneais. SUN et al. (2011) demonstraram que 0 miRNA 142-3p
desempenha papel importante na regulacao da producéo da citocina IL-6 nas células

dendriticas, apés estimulo com LPS de S. enteritidis.

Os miRNAs que afetam 0s mecanismos epigenéticos sdo chamados epi-
microRNAs. O estudo pioneiro que relata a existéncia de epi-microRNAs foi realizado
por Fabbri et al. (2007). Neste estudo, verificou-se que a familia do miRNA-29 regula
negativamente os niveis da DNMT-3A e DNMT-3B nas células do cancer de pulméo,
gerando uma hipometilacdo do DNA (FABBRI et al., 2007; VASILATOU et al., 2013).
A superexpressdo do miRNA-29b tem sido relacionada a reducgéo significativa da
expressdo DNMT1 em células T CD4 + nos lupus sistémicos (QIN et al., 2013). Em
um estudo in vitro foi descrito que, em macréfagos estimulados com o LPS da bactéria
periodontopatogénica P. gingivalis, os miRNA 29-b estavam aumentados comparados
aos nao estimulados (NAQVI, et al, 2014). Estudos prévios realizados por nosso
grupo de pesquisa demonstraram uma correlacéo negativa entre 0 miRNA-148a e a
DNMT3B nos tecidos gengivais saudaveis (MOREIRA, 2017). Contudo, ndo ha
trabalhos na literatura sobre a relacdo entre os miRNAs 29b e 142-3p com as DNMTs
na PC.

2.3 METALOPROTEINASES

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de proteases
dependentes de zinco e célcio que desempenham um papel de degradagédo e

remodelacdo da matriz durante diferentes processos fisiologicos ou patoldgicos
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(BIRKEDAL et al.,1993). As MMPs compreendem quatro subclasses, sendo
classificadas com base em sua especificidade de substrato e homologia de sequéncia.
Colagenases como MMP-1 sdo ativas contra o colageno fibrilar. As Gelatinases
(MMP-2, MMP-9) apresentam alta atividade contra coldgenos desnaturados. As
Estromelisinas degradam os componentes ndo colagenosos da MEC e as MMPs do
tipo membrana. A Gelatinase A 72 kDa (MMP-2) é mais difundida em fibroblastos,
endoteliocitos, macrofagos e células tumorais malignas enquanto a Gelatinase B 92
kDa (MMP-9) é mais expressa em queratindcitos, osteoclastos, eosinéfilos, neutréfilos
e macrofagos (MAKELA et al. 1994; VISSE & NAGASE, 2003; SORSA et al., 2006).

A MEC e a membrana basal sdo as principais barreiras que protegem os tecidos
periodontais da inflamacdo. Na inflamacdo periodontal, as células residentes no
periodonto como: fibroblastos, macréfagos/ mondcitos e células epiteliais sdo ativadas
para produzir citocinas e MMPs (SORSA et al., 2006). Na periodontite, € observado
uma destruicdo da MEC nos tecidos periodontais (REYNOLDS & MEIKLE, 1997). As
MMPs podem promover a ocorréncia e desenvolvimento de periodontite degradando
as proteinas da MEC (COUSSENS, FINGLETON, & MATRISIAN, 2002). Estudos
sobre a expressdo das MMPs nos tecidos gengivais detectaram um aumento nos
niveis das MMPs na doenca periodontal (INGMAN et al., 1994; BILDT et al., 2008;
LIU, CAO & ZHU,2017).

Um dos mecanismos regulatérios da expressdo das MMPs tem sido descrito
pela regulacdo pos-transcricional via miRNAs. Wang et al. (2015) verificaram que o
mMiRNA-29b regula negativamente a transcricdo de MMP2 inibindo o crescimento e as
metastases de células do cancer de pulmé&o in vitro e in vivo. Chen (2011) observou
que o mMiRNA-29b regula negativamente a transcricdo de MMP-9 em doencas
cardiovasculares. O miRNA 142-3p regula negativamente as MMP-2 e MMP-9 em
osteosarcoma e gliomas (ZHENG ,2014; QIN, 2017). Nao ha estudos descritos
correlacionando miRNAs e MMPs na PC.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

" Avaliar a transcricdo dos microRNAs 29-b e 142-3p, DNMTs e
MMPs na periodontite cronica

3.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a transcricdo do miRNA 29b e do miRNA 142-3p nos
tecidos gengivais de individuos com periodontite crénica e sem a doenca.

. Avaliar a transcricdo das DNMT-1, DNMT-3A e DNMT-3B nos
tecidos gengivais de individuos com periodontite crénica e sem a doenca.

. Avaliar a transcricdo das MMP-2 e MMP-9 nos tecidos gengivais

de individuos com periodontite crénica e sem a doenca.

" Correlacionar a transcricdo das DNMT-1, DNMT-3A e DNMT-3B

com os miRNAs 29b e miRNAs 142-3p nas amostras estudadas.

" Correlacionar a transcricio das MMP-2 e MMP-9 como o0s

MiRNAs 29b e miRNAs 142-3p nas amostras estudadas.

. Correlacionar os transcritos dos miRNAs, DNMTs e MMPs com
0s parametros clinicos de gravidade da doenca.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes Eticas

Este projeto faz parte da linha de pesquisa denominada “Avaliacdo de
alteragdes epigenéticas na periodontite cronica”, que foi submetido ao Comité de ética
em pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob o
namero CAAE n°01311912.9.0000.5149. As amostras foram coletadas na Clinica
Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFMG e no Instituto de Previdéncia dos
Servidores do Estado de Minas Gerais (IPSEMG).

Todos os participantes foram devidamente informados sobre os métodos e
objetivos da pesquisa, sendo incluidas apenas amostras de individuos que
autorizaram sua participacdo mediante a assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) (Anexo A e B). Um questionario foi aplicado a todos os individuos
para obter informacgdes sobre os fatores de risco para a doenca periodontal, sendo
incluidos no estudo somente aqueles sistemicamente saudaveis com excecao da

doenca periodontal.

4.2 Selecao do grupo amostral

Durante a anamnese foi realizado o preenchimento da ficha clinica e do
periodontograma (Apéndice A e B). No exame clinico foram avaliados os parametros
periodontais de sangramento a sondagem (SS), nivel de insercédo clinica (NIC) e
profundidade de sondagem (PS). A sondagem com sonda milimetrada foi realizada
percorrendo todo sulco gengival, na superficie vestibular, mesial, distal e

lingual/palatina de todos os dentes presentes.

Os individuos que relataram uso de antibiéticos ou anti-inflamatério nos ultimos
6 meses; uso continuo de medicamentos que apresentam associacdo com
crescimento gengival; portadores de diabetes; osteoporose; doencas inflamatorias

cronicas, com excecdo da PC; fumantes; gravidas ou lactantes foram excluidos.

O grupo doente foi caracterizado por individuos com PC que apresentavam

sangramento a sondagem, quatro ou mais dentes com um ou mais sitios com PS>3
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mm e NIC=4 mm (LOPEZ et al., 2002; ARMITAGE, 1999). As amostras de fragmentos
gengivais foram coletadas durante cirurgia para a raspagem em campo aberto e,
exodontias de dentes com prognéstico periodontal desfavoravel. O grupo controle (C)
foi formado por individuos sem evidéncia clinica de inflamacgdo gengival. Foram
coletadas amostras de tecido gengival em sitios com auséncia de sangramento a
sondagem, PS menor ou igual a 3 mm e NIC menor ou igual a 3 mm. O material deste
grupo foi coletado de areas adjacentes a dentes indicados para extra¢gdo, ou na regiao
contralateral de sitios com indicag&o de aumento de coroa clinica em dentes, no qual
nao apresentavam alteracéo de profundidade de sondagem no sitio selecionado para

coleta.

Os grupos de estudo foram constituidos por 17 individuos com PC e 17
individuos C. Os tecidos gengivais foram coletados e armazenados em RNA Holder e
Formaldeido 10 % e estocados a -80°C até o seu processamento.

Os individuos incluidos no presente trabalho foram classificados quanto a condi¢céo
periodontal baseado nos critérios de classificagcdo da Academia Americana de Periodontia
de 1999; classificacdo vigente na época de coleta das amostras (ARMITAGE, 1999). A
proposta de uma nova classificacdo das doencas periodontais foi discutida no World
Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions
em 2017 e publicada recentemente como Proceedings do Workshop Mundial (CATON et
al., 2018). Na classificacdo recente, a terminologia da forma clinica PC foi extinta e a
periodontite foi classificada de acordo com seu estagio e seu grau. A classificacdo dos
estagios esté relacionada com a gravidade da doencga, avaliada primariamente pela perda
de insercao clinica, dentre outros. Ja o grau da doenca reflete as evidéncias, ou o risco,
de progresséo da doencga e seus efeitos na saude sistémica. O grau pode ser modificado
pela presenca de fatores de risco a doenca. Em uma andlise preliminar, baseada na atual
classificagéo, o grupo amostral doente do presente trabalho se enquadraria nos critérios
de periodontite, estagio Ill, grau B. No entanto, uma verificacdo mais detalhada dos dados
clinicos dos pacientes se faz necessaria para contemplar todos os critérios da

classificacao recente.
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4.3 Avaliacao Histoldgica

As amostras armazenadas em Formaldeido 10% foram submetidas a avaliacao
histol6gica para a melhor caracterizacdo dos grupos amostrais. Foram incluidos no
grupo C, os individuos classificados como portadores de gengiva saudavel
clinicamente e que na analise histologica exibiam um escasso infiltrado inflamatorio
na sua lamina propria. No grupo PC, além de respeitarem todos os critérios de
classificacédo clinica para PC, em sua analise histolégica apresentaram um intenso

infiltrado inflamatadrio.

4.4. Avaliacdo do miRNA-29b e do miRNA 142-3p

4.4.1 Extracao do RNA Total e conversao em cDNA

Os fragmentos de tecido gengival acondicionados em RNA Holder foram
submetidos a extracdo do RNA Total pelo método do Trizol, segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante. O RNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro
Denovix (DS-11) com pureza considerada entre 1,9 a 2,0 (BANDRES et al. 2006). A
integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese por meio de gel de
poliacrilamida 15%, utilizando 1ug de RNA extraido, revelado em solugéo brometo de

etidio e analisado em transluminador de UV.

O RNA total foi convertido em cDNA por RT primers especificos (TagMan
MicroRNA RT, Applied Biosystems Foster City, CA). Para cada reagéo foram usados
0,15 yL de dNTP; 1,0 yL de enzima transcriptase reversa (RT enzima); 1,5 uL de
tampéao; 0,19 uL de inibidor de RNAse; 4,16 uL de agua livre de RNAse e 3,0 pyL primer
de transcricao reversa (RT primer) que é especifico para cada alvo. Foi adicionado
5uL de amostra de RNA (100 ng de RNA total) ao 10 pL do mix, obtendo um volume
final de 15 pL. As reagdes foram realizadas em termociclador CFX96 Real-Time PCR
(Bio-Rad Laboratories, USA) sob as condicbes de 16°C por 30 minutos
(desnaturacéo), 42°C por 30 minutos (anelamento primer), 85°C por 5 minutos
(extensdo). Atraves dessa técnica foi possivel a conversdo somente do fragmento

correspondente ao miRNA de interesse. Foram avaliados os miRNA-29b e miRNA
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142-3p e 0 endégeno RNU48, como controle das reacfes. Esse método se baseia na
utilizacdo de um primer com estrutura do tipo stem-loop. O stem-loop do primer possui
uma especificidade apenas para o miRNA maduro alvo, permitindo a formacéo de uma
juncao primer-miRNA que se estende até a extremidade 5’ do miRNA. Esse processo
resulta em um amplicon maior, permitindo o uso de um método de deteccdo TagMan
AssayTM para quantificar a expressdo do miRNA por gPCR. (Figura 3). Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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Figura 3 — Stem-loop RT-PCR miRNA assays. (VARKONY]I, 2007)

4.5 Avaliagdo das DNMT 1, DNMT 3a, DNMT3b e MMP-2, MMP9

4.5.1 Extracdo do RNA total e conversdo em cDNA.

Nos fragmentos de tecido gengival acondicionados em RNA Holder foram
extraidos o RNA total, segundo o protocolo recomendado pelo fabricante do reagente
TRIzol, sendo as aliquotas de RNA extraido armazenadas a -80°C. As amostras foram
guantificadas em espectrofotometro Denovix (DS-11) cuja pureza foi considerada
entre 1,9 a 2,0 (BANDRES et al. 2006).

ApoOs extracdo do RNA Total, inicialmente as amostras de RNA total foram
tratadas com DNase I®, Deoxyribonuclease I, Amplification Grade para eliminar
possivel contaminagdo por DNA gendmico (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, USA). Uma vez tratadas, as amostras foram submetidas a sintese de
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cDNA utilizando o kit SuperScriptTM Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen, Life Technologies Inc. Carsbad, CA, USA), utilizando 8 uL de RNA que
corresponde a aproximadamente 1,5 ug do mesmo, seguindo conversao conforme as
orientacdes do protocolo proposto pelo fabricante. O cDNA obtido foi quantificado em

espectrofotometro Denovix (DS-11) e armazenado a -20°C.

4.6- Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR)

Tanto a avaliacdo dos miRNAs de interesse quanto das DNMTs e das MMPs
foram realizadas por gPCR pelo método de deteccdo TagMan. Todas as reacdes
foram realizadas em termociclador CFX96 Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories,
USA). Foram usados 500 ng de cDNA, TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e primers especificos para cada alvo. Utilizou-se
o enddgeno b-actina nas reacdes das MMPs e DNMTs; e o endégeno RNU48 nas
reacoes dos miRNAs. Os resultados da transcricdo do gene alvo foram calculados e
normatizados com o endégeno e relativo a uma amostra calibradora, que foi formada
por um pool de amostras de sangue de individuos saudaveis. Cada reacao conteve
18 uL de mix, 10 yL de TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), 7 pL de agua e 1 pyL Assay (primer e sonda) dispensado em
cada pogo da placa. Em seguida, 2 yL do cDNA de cada amostra foi adicionado,
totalizando volume final de reagdo de 20 upL. As reacdes foram realizadas nas
condi¢cdes de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C e 60
segundos a 60°C por 40 ciclos. A analise dos dados foi realizada pelo método 2-AACt
(Livak e Schmittgen, 2001) e padronizada por transformacdo logaritmica,
centralizacdo de médias e escalonamento automatico, conforme descrito

anteriormente (WILLEMS et al., 2008). Todo o estudo foi realizado em duplicata.
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4.7- Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5 (Software GraphPad, La Jolla, CA). Os testes estatisticos de Kolmogorov-
Smirnov, Mann-Whitney e a Correlacdo de Spearman foram aplicados quando

apropriados. Os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1. Dados clinicos, demograficos e histoldgico

Os dados clinicos e demograficos dos grupos de estudo estdo descritos na Tabela

Na avaliacdo histolégica para a caracterizagdo amostral, um maior numero de
células inflamatorias foi observado no grupo PC comparado ao grupo C (p=0,0001). O

infiltrado inflamatério era difuso e com predominio de células mononucleares em ambos

O0S grupos.

Periodontite Controle
Crobnica
n=17 n=17
Idade média (méx — min) * 45 (27-75) 37 (18-56)

Género Feminino (%)

Masculino (%)

Profundidade a sondagem (mm)
Média +DP

Nivel de Insercéo Clinica (mm)
MédiaxzDP

9 (52,94 %)

8 (47,06 %)

8,5+2,95

10,1+3,47

Tabela 1- Caracteristicas dos grupos de estudo. * p<0,05

10 (58,82 %)

7 (41,18 %)

1,1+0,31

1,5+0,70

30



5.2. miRNA 29b e miRNA 142-3p

O grupo PC apresentou maiores niveis do miRNA 29b (Grafico 1A) e do miRNA
142-3p (Gréfico 1B) comparado ao grupo C.
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Grafico 1 - Quantificagéo relativa média do miR142-3p (A) e miRNA 29b (B) nos grupos PC (n=17)
e C (n=17) (p<0.05 Teste Mann-Whitney).

5.3 DNMTs

5.3.1 DNMT 1

O grupo PC apresentou menores niveis de transcritos de DNMT1 em
comparacao ao grupo C (Gréfico 2).
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DNMT 1

Quantificagao relativa mRNA

p=0,0328

Gréfico 2 - Quantificacdo relativa média (RQ) do DNMT1 nos grupos PC (n=17) e C (n=17) (p<0.05
Teste Mann-Whitney).

5.3.2 DNMT 3A e DNMT 3B

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de transcricdo dos
genes DNMT3A e DNMT3B (Gréfico 3)
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Gréfico 3- Quantificacéo relativa média (RQ) do DNMT3a e DNMT3b nos grupos PC (n=17) e C
(n=17) (p<0.05 Teste Mann-Whitney).
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5.4 MMP-2 e MMP-9

O grupo PC apresentou maiores niveis de transcritos da MMP-2 (Gréfico 4A)
em comparacao ao grupo C. N&ao foi observada diferenca significativa em relacéo aos

niveis de transcricdo do gene MMP-9 entre os grupos (Grafico 4B).
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Quantificagao relativa mRNA

Quantificagao relativamRNA

Gréfico 4 - Quantificacdo relativa média das MMP-2 (A) e MMP-9 (B) nos grupos PC (n=17) e
C (n=17) (p<0.05 Teste Mann-Whitney).

5.5 Correlag@es entre os miRNAs e as DNMTs

5.5.1. miRNA 29b versus DNMTs

N&o foram observadas correlacdes significativas entre o miRNA-29b e as

DNMTs 1, 3A e 3B tanto no grupo PC (Grafico 5 A, C e E) quanto no grupo C (Gréfico
5B,DekF).
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miRNA 29b versus DNMTs

p=0.7113:r = 0.09693

Grupo C Grupa PC
A . 16 °
K
B 14
12
3
10
. :
- = o8
;. :
= O o6
1 . 04
T S 02
0 S . e 00 e« *0
00 02 04 06 08 10 S 3 2 3 P
miR29b C miR29b PC
p=0.2253:r=0.3104 D = 0.4647: r = 0.1902
6
C 4 ° D o
s .
3
2 4
v -4
-2 =3
= =
z z
(=} o 2 .
1 - .
.
1 o ®
.
o %% * 3 ..‘ ’
0 it . » ¥ 0 . - .
00 02 04 06 08 10 0 1 2 3 4
miR29b C miR29b PC

0=0.4302: r=0.2049

DNMT 38 C

o
-

o
~

o
°

miR29b C

p=0.1753: r = 0.3448

20

DNMT 3B PC
-
o

05

0,0

miR29b PC

p=0.0546: r = -0.4705

Grafico 5 - Correlagdes entre 0 miRNA 29b e as DNMTs nos grupos PC (n=17) e C (n=17)

(Spearman)
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5.5.2. miRNA 142-3p versus DNMTs

No grupo PC, foi observada correlacdo positiva entre o0 miRNA 142-3p e a
DNMT1 (Gréfico 6A). No grupo C, foi observada correlacdo positiva entre os niveis
de transcritos do miRNA 142-3p e da DNMT3B (Grafico 6F). Nao foram observadas
outras correlacdes significativas entre 0 miRNA-142-3p e as DNMTs tanto no grupo
PC (Gréfico 6 C e E) quanto no grupo C (Grafico 6 B e D).

5.6 Correlacéo entre os miRNAs e as MMPs

5.6.1 miRNA 29b versus MMPs

No grupo PC, foi observada uma correlacdo negativa entre os niveis de
transcritos do miRNA-29b e da MMP-2 (Grafico 7A). Ndo foram observadas
correlagdes significativas tanto no grupo PC quanto no grupo C (Grafico 7B, C, D).

5.6.2 miRNA 142-3p versus MMPs

No grupo PC foi observada uma correlacao negativa com a MMP-2 (Grafico 8A)
e ndo houve correlagdo significativa com a MMP-9 (Grafico 8C). No grupo C foi
observada uma correlacdo positiva com a MMP-2 (Gréfico 8B) e com a MMP-9
(Gréafico 8D).

5.7 Correlagbes com dados clinicos

Ndo foram observadas correlacdes estatisticamente significativas
considerando as variaveis miRNAs, DNMTs, MMPs com os indices de profundidade

de sondagem e nivel de insercao clinica do grupo PC (dados ndo mostrados).
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miRNA 142-3p versus DNMTs
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5.8 Resumo dos resultados

Os resultados estatisticamente significativos foram esquematizados na Figura 5.
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Figura 5 -Representacdo esquematica dos resultados estatisticamente significativos (Fonte:

http://www.odontosante.com.br/especialidades/periodontia- Modificada)
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6 DISCUSSAO

O modo como o sistema imune do hospedeiro responde aos estimulos
periodontopatogénicos tem sido amplamente estudado com o intuito de elucidar a
patogénese da periodontite. Fatores envolvidos com a regulagédo génica do hospedeiro
tem sido alvo de estudos e podem interferir na predisposicdo ao aparecimento dos sinais
e sintomas da doenca.Diversas doencas cronicas tém sido associadas a alteracdes nos
niveis de transcricdo dos miRNAs (ALEXANDER & O’CONNELL, 2015). Os miRNAs estéo
desregulados em doencas infecciosas (EULALIO, SCHULTE & VOGEL,2012), doencas
inflamatorias cronicas (ALEXANDER & O’CONNELL, 2015), doencas autoimunes
(PAULEY, CHA & CHAN, 2009), doencas cardiovasculares (MAEGDEFESSEL, 2014). No
entanto, os estudos dos miRNAs na periodontite ainda s&o incipientes (SCHMALZ et al.,
2016; LUAN et al., 2018).

Em um estudo piloto realizado por nosso grupo de pesquisa, 84 miRNAs foram
avaliados por array nos tecidos gengivais de individuos com PC e sem a doenca. Dentre
outros miRNAs, os miRNAs 142-3p e 29b mostraram-se aumentados em cerca de 2 vezes
nos doentes em relacdo ao grupo saudavel. Esses resultados preliminares sugeriram uma
possivel participacdo dos miRNAs miR142-3p e miR-29b na patogénese da PC como
reguladores epigenéticos da doenca (ARAO,2015). No presente trabalho, foi avaliada a
transcricdo dos miRNA 142-3p e miRNA 29b através de ensaios individuais em um
namero amostral maior. Maiores niveis dos miR142-3p e miR-29b foram detectados no
grupo PC em comparacéo ao grupo controle, confirmando os dados previamente obtidos.
Esses resultados corroboram com os achados de Xie (2011) e Luan et al. (2018), os quais
observaram um aumento significativo dos miR29b e miR142-3p em tecidos gengivais

inflamados.

A patrtir dos resultados obtidos no estudo piloto, foram realizadas buscas nas bases
de dados sobre microRNAs (miRBases) e na literatura para propor um possivel alvo direto
dos miR29b e miR142-3p que pudessem ter relacdo com a periodontite. Nas miRbases
TargetScan (www.targetscan.org), PicTar (www.pictar.org) e miRanda
(www.microrna.org) pode-se verificar como possiveis alvos do miRNA-29b, as DNMTs 1,

3A e 3B, assim como as MMP-2 e MMP-9; confirmando também suas relacbes na
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literatura (XIE ,2011, LEE ,2011; CHEN et al., 2011; MASOUMEH et al., 2014, NAQVI, et
al., 2014). Em relacdo ao miRNA 142-3p, foi descrito na literatura uma relacdo com as
MMP-2 e MMP-9 (ZHENG, 2014; QIN, 2017), e com DNMT1 (YANG et al., 2018). No
entanto, ndo foram encontrados possiveis alvos diretos relacionado a esses miRNAs nas
miRBases.

A partir da identificacdo dos possiveis alvos dos miR142-3p e miR-29b, a avaliacao
da expressdo das DNMTs e MMPs foi investigada nos grupos de estudo. Em relagédo as
DNMTs, uma diminuig&o na transcricdo da DNMT 1 foi observada no grupo PC comparado
ao grupo controle. Na PC, a presenca das bactérias e a liberagdo de produtos
biologicamente ativos, como lipopolissacarideos (LPS) podem alterar a expressao de
alguns genes (OFFENBACKER, 1996). Yin & Chung (2011) e Pereira et al. (2013)
observaram que o LPS de P. gingivalis pode causar uma diminuicdo na expressao do
gene DNMT1 em células epiteliais orais. Além disso, esses autores também
demonstraram que P. gingivalis pode modular o status de metilacdo do DNA dos genes
envolvidos na resposta imune do hospedeiro na periodontite. A diminuicdo da transcricao
da DNMT1 observada no grupo PC pode ser um mecanismo regulatério da doenca para
gerar um perfil hipometilado no DNA, o que poderia implicar em um aumento transcricional
dos genes de interesse. Considerando as DNMT3 A e B, ndo foram encontradas
diferencas na transcricdo desses genes nos grupos avaliados. Esses dados séao
corroborados com os de Pereira et al. (2013) que também ndo verificaram diferencas nos
niveis de transcricdo da DNMT3A em amostras de biopsias gengivais de individuos com
e sem periodontite. Até o presente momento ndo existem estudos descritos que avaliaram
0s niveis de transcricdo da DNMT3B na periodontite. Na inflamacdo, as células
inflamatorias como neutréfilos e macrofagos, induzem a formacao oxigénio reativos e
nitrogénio que podem levar danos ao DNA. Esse dano pode causar alteragbes no
reconhecimento do DNA pelas DNMTs e alterar o padrao de metilagdo (VALINLUCK et
al., 2006). Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o papel das DNMTs onde
apresentam ter mecanismo de “feedback” na presencga dos produtos da inflamacgao.

Em relacdo as MMPs, observou-se um aumento nos niveis da transcricdo da MMP-
2 nos tecidos gengivais de individuos com PC comparados aos pacientes saudaveis. Esse
achado esta de acordo com Baeza (2016) e Liu, Cao & Zhu (2017). No entanto, néo foi
observado nenhuma diferenca nos niveis de transcricdo da MMP-9, como observado por
Goncalves (2008) e Li et al. (2018) na doenca periodontal. As MMPs 2 e 9 atuam em

coladgeno tipo IV e outros componentes da MEC do periodonto; estdo envolvidas no
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turnover fisiolégico da MEC do periodonto (SODEK & OVERALL, 1992, RYAN et al.,1996).
Na periodontite, a natureza ciclica da perda de insercéo periodontal, associa-se a ativacéo
subita de enzimas latentes armazenadas na MEC, que leva ao aumento da sintese e/ou
sua liberacdo para os sitios de inflamacéo, levando a uma quebra subita e extensa da
rede de fibras colagenas, de acordo com o0 modelo proposto por Van der Zee et al. (1997).
Um aumento tanto da MMPs 2 quanto da 9 nos tecidos gengivais inflamados foi descrito
por alguns autores, assim como sua expressao e ativagdo aumentada com a progressao
do processo inflamatério (BILDT et al., 2008; HERNANDEZ RIOS et al., 2009;
LEPPILAHTI et al., 2014). Além disso, os niveis de MMP-9 estdo relacionados a
degranulacao de neutroéfilos induzida por citocinas e fatores de viruléncia bacteriana na
doenca periodontal (DING, et al. 1993, MIAO et al. 2014). No grupo amostral do presente
trabalho, por questdes éticas, os tecidos gengivais foram coletados dos pacientes ap0s a
terapia periodontal basica, na qual ocorre a remoc¢cdo dos depdsitos bacterianos e
consequente diminuicdo dos sinais clinicos da inflamacédo. Essa € uma limitacdo do

presente estudo que pode ter influenciado na deteccdo dos niveis de MMP9 observados.

Nas analises de correlacdo dos miRNAs com seus possiveis alvos, o miRNA-29b
apresentou apenas uma correlacéo negativa com a MMP-2 na PC. Tal correlacdo também
foi observada ao considerarmos o miRNA142-3p. Evidéncias da regulagdo negativa da
MMP-2 pelos referidos miRNAs tém sido relatadas em algumas doencas (WANG et al.
2015; Chen, 2011; ZHENG Z ,2014; QIN, 2017). Essas correlacdes foram observadas
apenas no grupo doente, sugerindo ser um mecanismo especifico da patogénese da
periodontite. A presenca do estimulo bacteriano induzido por moléculas de LPS de P.
gingivalis podem influenciar a expressdo do miRNA nos tecidos gengivais inflamados
(OLSEN, SINGHRAO & OSMUDSEN, 2017; MOLTENI, BOSI & ROSSETTI et al. 2018).
O miRNA 29b modula a resposta especifica dos macrofagos apos a exposicédo ao LPS
(NAQVI et al., 2014), podendo assim influenciar a producdo de MMP-2 pelos macrofagos
(SORSA et al., 2006). Embora os resultados obtidos sugerem um papel dos miRNAs 29b
e 142-3p como reguladores negativos da transcricdo da MMP-2 nos tecidos gengivais de
individuos com PC, esse dado se contrapde a maior transcricdo de MMP-2 verificada em
PC. As MMPs séo secretadas como precursores latentes (proMMPS) e requerem ativacao.
A expressao e a atividade sao reguladas em multiplos niveis de transcricdo, secrecao,
ativacio de pr6-MMPs, e interacdo com inibidores de MMPs (SORSA et al., 2006). E

importante também ressaltar que outros mecanismos regulatérios podem estar atuando e
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contribuindo para o aumento da transcricdo da MMP-2 na PC. Pode-se citar como
exemplos a presenca de outros miRNAs (GUO et al., 2018), polimorfismos genéticos
(LUCZYSZYN et al. 2012; AJMERA et. al. 2016), e hipometilagdo do DNA (CHOI et al.
2013), dentre outros.

Em relacdo ao miRNA 142-3p, correlagbes positivas com ambas as MMPs e
também com a DNMT3B foram observadas no grupo C, e com a DNMT1 no grupo PC.
Além disso, no presente estudo foi evidente a presenca de perfis diferentes de correlagcdes
dos miRNAs com os alvos avaliados considerando cada grupo, C e PC. Esses resultados
podem refletir a complexa regulacdo génica realizada pelos miRNAs. Até recentemente
acreditava-se que o0s mMIRNAs atuavam na modulacdo da expressao génica
exclusivamente como regulador negativo do RNAm alvo (BARTEL, 2004). No entanto,
dados crescentes indicam que os miRNAs podem oscilar entre repressao e estimulacéo
da expressdo génica em resposta as condicdes celulares especificas, sequéncias e
cofatores. A regulacéo positiva da expressao génica pelos miRNAs pode ocorrer direta ou
indiretamente, de forma seletiva e especifica (VASUDEVAN, TONG & STEITZ ,2007;
ORANG, SAFARALIZADEH & KAZEMZADEH, 2014). Assim como a inducdo da
transcricdo dos miRNAs pode apresentar a participacao de outros fatores. Como visto por
Li et al. (2017), a expressédo do miRNA-142-3p foi induzida em células epiteliais gengivais

por TNF-a de maneira dependente de tempo e concentragao na PC.

N&o foram observadas correlacfes estatisticamente significativas considerando as
variaveis DNMTs, MMPs e os miRNAs com os parametros de profundidade de sondagem
e perda de insercéo clinica. Tal fato sugere que essas variaveis nao estédo relacionadas
com a gravidade da periodontite. No entanto vale ressaltar a questao sobre os individuos
do grupo PC terem sido submetidos ao tratamento inicial de raspagem e alisamento
radicular, o que de certa forma pode ter minimizado a inflamag&o e n&o ser condizente
com os indices de destruigdo periodontal da regido avaliada. Estudos longitudinais sao
necessarios para esclarecer a participacdo dos miRNAs na progressao e gravidade da
doenca.

Embora os estudos sobre miRNAs na doenca periodontal sejam incipientes, nao
tem sido observado um consenso entre os resultados descritos na literatura. Razdes

podem ser devido aos diferentes critérios de selecdo dos grupos amostrais, tipo de
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amostra, metodologia aplicada (XIE et al., 2011 ; STOECKLIN et al., 2012). No entanto,
todos os trabalhos ressaltam a provavel participacdo dos miRNAs no desenvolvimento da
doenca periodontal, como também visto no presente trabalho. Nossos dados sugerem
uma associagdo dos miRNA 29b e 142-3p com a PC e um perfil de atuagéo diferenciado
dos miRNASs sobre seus alvos nos tecidos gengivais na presenca ou auséncia da doenca.
Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer a forma como esses miRNAs atuam,

como regulam seus alvos e como os proprios miRNAs sao regulados.

Até o presente momento ndo ha outros trabalhos na literatura que avaliaram o0s
MiRNAs 29b e 142-3p e suas correlacdes com as MMPs e DNMTs nos tecidos gengivais.
Novos estudos mostram—se necessérios para elucidar o real papel desempenhado por
esses reguladores génicos nos tecidos gengivais e/ou tipos celulares especificos. Esses
estudos poderdo ser Uteis para o0 surgimento de propostas diagndésticas e terapéuticas
alternativas para a periodontite através de tecnologias moleculares que controlem os

eventos epigenéticos de atuagdo dos miRNAs.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho sugere que os miRNAs 142-3p e 29b estéo relacionados a PC
como um dos possiveis reguladores epigenéticos da doenca. Embora os resultados
obtidos sugiram a DNMT1 e a MMP-2 como alvos dos miRNAs avaliados nos tecidos
gengivais inflamados, estudos adicionais sd0 necessarios para elucidar os reais
mecanismos de atuacdo desses miRNAs. O presente trabalho gera inumeras
perspectivas de estudos necessérios para determinar a relevancia funcional desses
mecanismos na patogénese da periodontite e para o possivel surgimento de

propostas diagnosticas e terapéuticas alternativas para a PC.
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APENDICE

Apéndice A FICHA CLINICA

Dados Pessoais do Paciente

Nome: Sexo: Est.
- _ Civil:
Data de Nascimento: / / Naturalidade:
Nacionalidade:
Profissao: RG: CPF:
Renda Familiar: ( )1-2 salarios ( )3-5salarios ( __
)6-10 salarios
Endereco: Tel:
Bairro: o UF: CEP:
Cidade:
| ANAMNESE
1. Queixa principal:
2. Inicio e evolucao da doenca, guando foi ultimo
tratamento:
3. Esta sob tratamento médico?
4, Faz uso de algum
medicamento?
5. Fez uso de antibiodtico e/ou antiinflamatérios nos ultimos 6
meses?
6. Tem algum tipo de
alergia?
7. Apresenta as seguintes condi¢cdes:
() Alteracéo de presséo arterial () Diabetes
() Alterecéo cardiaca () Doencgas enddcrinas
() Hemorragias ou doengas hematolégicas ( )AIDS
() Historia de febre reumatica () Osteoporose
() Doenga /alteracéo respiratéria () Uso de aparelho ortod6ntico
() Doenca /alteracdo gastro-intestinal () Gravidez
() Doengas renais () Outros:
8. Existe,na familia alguma das alteracdes 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. Ndo Fumante ( )
4. Quantas vezes ao dia escova os dentes?
Sim N&o
5. Usa fio dental? () ()
6. Apresenta sangramento durante a escovacdo? () ()
7. Apresenta mobilidade nos dentes? () ()
8. Ja perdeu algum dente devido a mobilidade? ( ) ( )
Observacoes:
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Apéndice B Ficha Periodontal (Periodontograma)
Nome:
Cadigo:
Tel: Profiss&o:
Género
Data do exame: / / Data de nascimento: / / Idade:
Profundidade de Sangramento a
Sondagem sondagem
Nivel de insercdo Furca Mobilidade Prognéstico
Dente 0,1,2,3)
1, 2,3) Dente
D V M L D \% M L V M L

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)

Esse documento tem como finalidade propor sua participacdo no projeto de pesquisa que tem o
seguinte titulo: “Avaliagdo de Alteragdes Epigenéticas na Periodontite Crénica”. A Periodontite € uma
doenca que afeta as gengivas e 0 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
0 material genético (alteracdes epigenéticas) que cada individuo possui e isso seja o principal motivo
que explique o porqué algumas pessoas sdo mais afetadas que outras pela Periodontite. Precisamos
estudar mais sobre essa doenca para que possamos entender melhor sua causa e assim melhorar o
tratamento dos pacientes.

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

Para realizacao deste estudo serd necessario coletar uma parte deste tecido removido durante
a cirurgia periodontal, além de coletar sangue, saliva, raspado de mucosa bucal e fluido gengival.
A coleta de raspado seré feita com uma escovinha macia e esterilizada que sera esfregada na regido
de bochechas. A coleta de fluido gengival serd feita por uma pequena ponta de papel também
esterilizada que sera colocada préxima a sua gengiva. A coleta da saliva serd realizada em tubos
apropriados e descartaveis, sendo necessério que vocé mastigue um rolinho de algod&do previamente
esterilizado. E para a coleta de sangue serd realizada uma pun¢édo venosa, utilizando materiais
totalmente descartaveis e apropriados. Esta coleta de sangue sera realizada 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 serdo realizados por pessoas devidamente capacitadas, 0 que ndo impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) apés a coleta da amostra de sangue.
Este estudo ndo terd 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 doenca
Periodontite, podendo melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informac8es fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizagdo 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 divulgacdo e ensino,
respeitando sempre meu direito de nao ser identificado.

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

Local: Data: [/ [/

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

Pesquisadores: Telma Cristina Ardo, Nayagara Moreira  Telefone: (31) 34093004
Assinatura Pesquisador:
Orientadora: Prof2. Dr2. Paula Rocha Moreira Telefone: (31) 34093004 COEP
(Comisséo de Etica em Pesquisa) Av. Antdnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il — 2° andar
— Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901. coep@prpg.ufmg.br
telefax 31 3409-459
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Anexo B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente controle)
Esse documento tem como finalidade propor sua participacdo no projeto de pesquisa que tem o
seguinte titulo: “Avaliagdo de Alteragdes Epigenéticas na Periodontite Crénica”. A Periodontite € uma
doenca que afeta as gengivas e 0 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
0 material genético (alteracdes epigenéticas) que cada individuo possui e isso seja o principal motivo
que explique o porqué algumas pessoas sdo mais afetadas que outras pela Periodontite. Precisamos
estudar mais sobre essa doenca para que possamos entender melhor sua causa e assim melhorar o
tratamento dos pacientes.

O objetivo deste estudo é identificar se essas alterac6es 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 seré feita com uma escovinha macia e esterilizada que sera esfregada na regido
de bochechas. A coleta de fluido gengival serd 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 algodao previamente
esterilizado. E para a coleta de sangue sera realizada uma pun¢do venosa, utilizando materiais
totalmente descartaveis e apropriados. Esta coleta de sangue sera realizada 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 serdo realizados por pessoas devidamente capacitadas, o que ndo impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) apés a coleta da amostra de sangue.
Este estudo ndo terd 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 poderd 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 informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizagdo 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 divulgacédo e ensino,
respeitando sempre meu direito de ndo ser identificado.

Este formulario estd sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continua¢do normal do tratamento.
Local: Data:_ [ |/

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

Pesquisadora: Telma Cristina Ardo, Nayagara Moreira Telefone: (31) 34093004
Assinatura Pesquisador:
Orientadora: Prof2. Dr2. Paula Rocha Moreira Telefone: (31) 34093004

COEP (Comisséo de Etica em Pesquisa) Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il — 2°
andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG, Brasil. 31270-901. coep@prpg.ufmg.br
telefax 31 3409-4592
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