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RESUMO

A periodontite é uma doenca de carater imunoinflamatorio caracterizada pela
destruicdo dos tecidos periodontais em resposta a um desafio periodontopatogénico.
O inicio e progressao da doenca sao marcados por mudancas celulares e moleculares
que levam a um padrdo de resposta inflamatéria destrutiva ndo resolutiva. Esse
padrdo resulta nos achados clinicos como maiores profundidades de sondagem e
perda de insercdo clinica. Os mecanismos inflamatorios destrutivos da periodontite
apresentam periodos de atividade e quiescéncia, e o perfil de producdo de citocinas
pode definir a duracdo dos periodos e determinar o grau de dano periodontal. Uma
mudanca no perfil de producé&o de citocinas pode ser regulada pela expressao génica
de diversas moléculas de sinalizacdo. A expressao génica, por sua vez, pode ser
alterada por modificagcbes epigenéticas. A metilacdo de DNA €& uma alteracédo
epigenética que pode diminuir a expressao, quando presente. O objetivo geral desse
trabalho foi avaliar a presenca da metilagdo de DNA em genes relacionados com via
de sinalizacdo da producdo de citocinas em fragmentos de tecido gengival de
individuos com periodontite. Foram incluidos nesse estudo 60 pacientes, 30 saudaveis
e 30 com periodontite, pareados por idade e sexo. Foram coletados tecidos gengivais
dos locais afetados nos pacientes com periodontite e em areas semelhantes, sem
indicios de inflamacdo e sem alteragcdes no periodonto, nos pacientes controle. As
amostras foram submetidas a extracdo de DNA e RNA, e posteriormente um protocolo
de identificacdo do padrao de perfil de metilacdo de DNA por meio de gPCR. Uma
avaliacao inicial do padrao de metilacdo de DNA de 22 genes foi realizada em um pool
de amostras e foram observados quatro genes com diferenca de metilacdo maior que
20% entre os grupos controle e doente. Tais genes, MALT1, LTB, STAT5A e FOXP3,
foram selecionados para analises posteriores. Na etapa de validacdo dos dados foi
visto que os genes MALT1 e LTB apresentaram diferencas entre os grupos (p = 0,05
e p = 0,04, respectivamente). O gene STAT5A mostrou menor metilacdo no grupo
doente comparado ao grupo controle (p = 0,025). O gene FOXP3 mostrou maior
porcentagem de metilacdo no grupo doente comparado ao grupo controle
considerando os homens (p = 0,037), assim como menores niveis de transcritos (p =
0,037). Conclui-se que mudancas no perfil de metilacdo nos genes MALT1, LTB,
STAT5A e FOXP3 estdo presentes nos tecidos gengivais de pacientes com
periodontite. A hipermetilacdo e baixa transcricdo do FOXP3 pode estar relacionada
patogénese da doenca em homens. Além disso, a transcricdo de STAT5A parece
estar relacionada a parametros clinicos da doenca em mulheres. Estudos adicionais
sobre tais genes podem contribuir para um melhor entendimento da patogénese da
doenca.

Palavras-chave: Periodontite, Epigenética, Citocinas



ABSTRACT

Periodontitis is an immunoinflammatory disease characterized by the destruction of
periodontal tissues in response to a periodontopathogenic challenge. The onset and
progression of the disease are marked by cellular and molecular changes that lead to
a pattern of non-resolving, destructive inflammatory responses. This pattern results in
clinical findings such as greater probing depths and clinical attachment loss. The
destructive inflammatory mechanisms of periodontitis present periods of activity and
quiescence, and the cytokine production profile can define the duration of periods and
determine the degree of periodontal damage. A change in the cytokine production
profile can be regulated by the gene expression of several signaling molecules. Gene
expression, in turn, can be altered by epigenetic modifications. DNA methylation is an
epigenetic alteration that can decrease expression when present. The general
objective of this work was to evaluate the presence of DNA methylation in genes
related to the signaling pathway of cytokine production in gingival tissue fragments
from individuals with periodontitis. This study included 60 patients, 30 healthy and 30
with periodontitis, matched for age and sex. Gingival tissues were collected from
affected sites in patients with periodontitis and similar areas, without signs of
inflammation and changes in the periodontium, in control patients. The samples were
submitted to DNA and RNA extraction and later to a protocol for DNA methylation
profile pattern identification using gPCR. We performed an initial assessment of the
DNA methylation pattern of 22 genes in a pool of samples, and we observed four genes
with a methylation difference more significant than 20% between the control and
patient groups. Such genes, MALT1, LTB, STAT5A, and FOXP3, were selected for
further analysis. We observed that the MALT1 and LTB genes presented differences
between the groups (p = 0.05 and p = 0.04, respectively). The STAT5A gene showed
lower methylation in the periodontitis group compared to the control group (p = 0.025).
The FOXP3 gene showed a higher percentage of methylation in the periodontitis group
than the control group considering men (p = 0.037) and lower levels of transcripts (p =
0.037). We concluded that changes in the methylation profile of the MALT1, LTB,
STAT5A, and FOXP3 genes are present in the gingival tissues of patients with
periodontitis. Hypermethylation and low transcription of FOXP3 may be related to the
pathogenesis of the disease in men. Furthermore, STAT5A transcription appears to be
related to the clinical parameters of the disease in women. Additional studies on these
genes may contribute to a better understanding of the pathogenesis of the disease.

Keywords: Periodontitis, Epigenetic, Cytokine
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1 INTRODUGAO

1.1 O periodonto.

O estado de saude bioldgico pode ser definido pela capacidade das estruturas
de um organismo de desempenharem suas fungcbes e manterem a homeostasia.
Sendo assim, se uma estrutura perde a capacidade de manter o equilibrio fisiol6gico
e, consequentemente, a capacidade de exercer sua funcéo, todo o sistema pode ser
prejudicado e o estado de saude alterado (CHAPPLE et al., 2018).

O periodonto € um exemplo de estrutura que reune algumas funcdes
indispensaveis para a manutencao da saude oral e sistémica. Ele se localiza ao redor
do dente e é composto por quatro tecidos. Eles formam uma unidade biolégico-
funcional que tém, principalmente, as funcdes de proteger e sustentar o dente na
arcada (Figura 1) (LINDHE; LANG, 2018).

Biofilme

Gengiva
periodontopatogénico

Osso alveolar

Inflamacao
Ligamento
periodontal
Perda de tecidos
(r:aedrincirl]:r) periodontais

‘Saudavel Periodontite

Figura 1 Tecidos periodontais de suporte e protecdo. O esquema representa um 0Orgao
dentario e o tecido periodontal circundante. Fonte: Modificado de Depositphotos

Dentre esses tecidos constituintes encontramos a gengiva, mucosa que
reveste a porcdo 6ssea alveolar e tem o papel de protecdo contra fatores externos,
mecanicos ou bioldgicos, e € por isso nomeada como periodonto de prote¢do. Ja 0s
outros trés tecidos (cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar)
possuem relagéo com a raiz do dente e tém o papel de sustentar e manter o dente na
arcada dentéria, chamados de periodonto de inser¢cdo (LINDHE; LANG, 2018;
NEWMAN et al., 2020).

Danos ao periodonto podem comprometer a manutencéo do dente na arcada
e levar a problemas graves como o edentulismo. Os dentes participam do processo

de mastigacdo, mas também s&o essenciais para a fonética, para a manutencéo das
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dimensdes e do equilibrio no sistema estomatognatico, para a estabilidade oclusal e
bom funcionamento da articulacdo temporo-mandibular, além do papel na estética e
sociabilidade do individuo. Em virtude dessas funcdes, a perda de um ou mais dentes
pode impactar negativamente na qualidade de vida de uma pessoa (CARRANZA et
al., 2007; WHO, 2016; NEWMAN et al., 2020).

O edentulismo ndo é o Unico resultado de um periodonto gravemente
comprometido. A permanéncia de um estado infeccioso e inflamatério no periodonto
podem causar alteracdes na homeostasia local e sistémica. Um periodonto danificado,
ou em processo de destruicdo, pode ser resultado de um processo inflamatoério
destrutivo em resposta a uma infecgdo por micro-organismos patolégicos. Isso se
torna importante pois doencas periodontais, causadas por microrganismos, S&o
consideradas o segundo grupo mais comum de doencas orais na populacdo mundial
(AAP, 2015).

O grupo das doencas periodontais abrange desde uma inflamagéao restrita ao
periodonto de protecéo, a gengivite, até uma inflamacéo grave que atinge o periodonto
de sustentacdo, a periodontite. A gengivite € um quadro inflamatorio inicial causado
pelo acimulo de placa bacteriana na superficie dentaria. Ela é caracterizada
clinicamente pelo sangramento gengival e é facilmente resolvida com a eliminac¢éo do
fator causal, sem a perda de tecidos periodontais. J& a periodontite consiste em um
acumulo bacteriano persistente que promove uma interacdo mais complexa entre os
periodontopatdégenos, fatores ambientais e a resposta imune do hospedeiro. A
confluéncia desses fatores pode resultar na propagacao do processo inflamatério para
o periodonto de sustentacdo. Desse modo, pode-se instalar a periodontite no individuo
suscetivel (ARMITAGE, 1999; CHAPPLE et al., 2018; JEPSEN et al., 2018; LINDHE;
LANG, 2018; NEWMAN et al., 2020).

A suscetibilidade a doenca periodontal descreve algumas condicfes especiais
de um individuo que aumentam o risco de adquirir a doencga ou agravar o estado de
saude periodontal. Essas condi¢des especiais sdo descritas na literatura como fatores
de risco a doenca periodontal, e sdo considerados importantes na avaliacdo
epidemiologica, e individual, dos pacientes acometidos. Os fatores de risco podem
influenciar no inicio e progresséo da periodontite e os mais prevalentes séo o biofilme
periodontopatogénico, a diabetes, a idade e o tabagismo (GENCO; SANZ, 2020).

A formacdo do biofilme periodontopatogénico é o fator etiolégico mais

importante e a disbiose promovida € preponderante para o inicio da doenca. Esse
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biofiime se forma na superficie dentaria e sofre alteragbes ao longo do tempo em
relacdo ao aumento da quantidade de biomassa e da composicdo bacteriana
(BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2012). Esse fator pode ser influenciado por condicdes
locais como a presenca de regifes retentoras de placa bacteriana e xerostomia
(CHAPPLE et al., 2018).

A diabetes, a idade e o tabagismo sao descritos como fatores de risco
modificadores, ou moduladores, que influenciam negativamente na resposta imune
inflamatdria ao biofilme, resultando em uma inflamagdo exagerada ou uma “hiper-
inflamagéo” (CHAPPLE et al., 2018).

A diabetes é uma alteracdo sistémica que prejudica a atividade do sistema
imune do hospedeiro. Deste modo, a diabetes descontrolada pode modificar a
resposta celular de defesa frente ao desafio bacteriano e levar a maiores danos
teciduais. Além disso, o acumulo de produtos finais de glicosilacdo (AGES) nos tecidos
periodontais prejudicam os processos de reparagéo. Outras comorbidades sistémicas,
e imunoldgicas, podem prejudicar a resposta imune e levar a alteracdo do estado de
saude periodontal, mesmo ndo sendo classificadas como fatores de risco
(CASANOVA; HUGHES; PRESHAW, 2014; JEPSEN et al., 2018; LALLA;
PAPAPANOU, 2011).

J& a idade esté relacionada as alteracdes fisioldégicas, comportamentais e ao
aparecimento de doencas, e comorbidades, durante o envelhecimento. O
envelhecimento promove uma maior fragilidade do organismo pelo efeito acumulativo
de patologias, frente a infeccbes, e esta associado a periodontite (CLARK;
KOTRONIA; RAMSAY, 2021). A fragilidade adquirida com o envelhecimento e a
doenca periodontal estdo relacionados a desregulacédo inflamatoéria, o que pode
explicar o desenvolvimento e maior progressao da periodontite nos individuos mais
velhos (BAIMA et al., 2021; CLARK; KOTRONIA; RAMSAY, 2021).

Por outro lado, o tabagismo € um fator de risco comportamental e esta
relacionado a periodontite. Ele promove altera¢des sistémicas e locais, celulares e
moleculares, que prejudicam a saude periodontal como a vasoconstricdo
microvascular local e a fibrose. Essas alteragcbes impedem a manutencdo do
suprimento celular, da oxigenacéo e nutricdo tecidual, e prejudica os processos de
defesa e regeneracao (CHAFFEE et al., 2021; JEPSEN et al., 2018).

Além disso, existem outros fatores individuais que podem influenciar na

patogénese da periodontite. Esses fatores também s&o descritos como fatores
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modificadores individuais e estao relacionados a nutricdo, condi¢do socioecondémica,
estresse, etnia e sexo (G. CATON et al., 2018; JEPSEN et al., 2018).

1.2 Periodontite

Como qualquer estrutura no corpo humano, o periodonto esta sujeito ao
desenvolvimento de doencas, conhecidas como doencas periodontais. Essas
doencas sdo estados inflamatérios desencadeados por agentes e/ou condicbes
sistémicas ou locais, que afetam os tecidos de suporte e insercdo dos dentes. Dentre
as doencas periodontais, destaca-se a periodontite pela alta prevaléncia na sociedade
mundial e pelo grau de comprometimento das estruturas periodontais atingidas
(ARMITAGE, 1999).

O diagnéstico das doencas periodontais € feito por meio de histérico médico
e odontoldgico, 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 insercéo clinica (NIC) e sangramento a sondagem (SS).
Com esses indicadores conseguimos avaliar a estrutura periodontal, suas relacfes e
a integridade dos tecidos. O sulco gengival € a regido anatémica periodontal avaliada
durante o exame, e as alteracdes encontradas podem guiar as decisdes durante o
tratamento (LINDHE; LANG, 2018; NEWMAN et al., 2020; PAPAPANOU et al., 2018).

Sulco
gengival

Epitélio
juncional

Espaco
bioldgico

. Insercao
Juncao s~ — conjuntiva supra
cemento-esmalte : _\// alveolar

Osso

Gengiva Dente

S S 3, \

Figura 2 Anatomia periodontal e parametros clinicos periodontais. Esquema anatdémico do
periodonto e do dente. A figura A mostra os tecidos e regifes anatdmicas do periodonto. A
figura B evidéncia os parametros clinicos. SS, sangramento a sondagem; PS, profundidade
de sondagem; NIC, nivel de inser¢éo clinica. Fonte: Modificado de Depositphotos.br

Com a PS é possivel detectar a presenca da bolsa periodontal que surge

devido ao aprofundamento do sulco gengival. Isso acontece pois no processo
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patologico existe a migracdo do epitélio juncional em direcao apical devido a perda
dos tecidos e das fibras conjuntivas adjacentes. A PS € medida, em milimetros, da
margem gengival até o fundo da bolsa periodontal, cujo valor 24 mm indica sitio
afetado (LINDHE; LANG, 2018; NEWMAN et al., 2020; PAPAPANOU et al., 2018).

Com o NIC podemos mensurar a perda de tecido periodontal devido a
referéncia anatomica da jungdo cemento-esmalte (JCE). Essa regido representa a
altura em que o 0sso alveolar se encontrava quando intacto. O NIC é medido, em
milimetros, entre JCE até o fundo da bolsa, ou sulco periodontal, cujo valor maior que
5mm indica sitio com perda de insercéo periodontal. Esse parametro é considerado o
melhor indicador de destruicéo periodontal devido a preciséo da afericdo por meio de
um ponto de referéncia fixo, a JCE (LINDHE; LANG, 2018; NEWMAN et al., 2020;
PAPAPANOU et al., 2018).

Ja 0 SS é a presenca de sangramento no sitio verificado apés a insercéo da
sonda no decorrer do procedimento de sondagem. E uma aferigéo simples e objetiva
feita em todos os sitios ao redor do dente. Esse conjunto de parametros e sinais ajuda
o profissional a determinar o estado da condicdo de saude periodontal (AAP, 2018).

A saude periodontal é caracterizada como um estado periodontal livre de
doencas inflamatorias que limitam a funcdo dessa estrutura. A manutencao da saude
periodontal também evita consequéncias (fisicas ou mentais) para o individuo em
decorréncia de uma doenca atual ou passada. O estado de saude periodontal é
definido clinicamente através da auséncia de sinais de inflamacéo local relacionados
a gengivite, periodontite, ou outra condicdo periodontal, mas admite-se a detecc¢éo de
sangramento a sondagem. O grupo de pacientes periodontalmente saudaveis pode
incluir os individuos com histérico de doencas periodontais que conseguiram manter
a denticdo e eliminar os sinais clinicos de inflamac&o. E importante salientar que o
paciente com o periodonto saudavel pode apresentar sinais de imunidade fisioldgica
com niveis de biomarcadores inflamatérios compativeis com a homeostasia
(CHAPPLE et al., 2018).

Durante o estado de saude periodontal existe uma relacdo simbiotica entre o
biofilme bacteriano na superficie dental e os tecidos do periodonto. Nesse quadro
clinico existem estimulos bacterianos de baixa intensidade e o controle do hospedeiro
por meio da ativacdo do sistema do complemento e migracdo de células

polimorfonucleares (PMNs) (SILVA et al., 2015). E também possivel observar a
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auséncia de fatores de risco ambientais e comportamentais nos individuos saudaveis
(MEYLE; CHAPPLE, 2015).

Ja a gengivite é caracterizada pelo maior acumulo de placa bacteriana e sinais
clinicos gengivais de inflamagcdo como sangramento, rubor e tumefacéo locais. Isso
ocorre devido ao aumento da resposta do hospedeiro com maior infiltrado inflamatorio,
composto por PMNs e células T e B, e producéo de antigenos, além do aumento da
vascularizacéo local frente a uma disbiose incipiente (MEYLE; CHAPPLE, 2015). A
resposta do hospedeiro ainda € proporcional aos estimulos e a condicao é facilmente
revertida com a remocéao do fator etioldgico. Também é definida clinicamente atraves
da deteccdo visual do sangramento a sondagem, e nao sao observadas
profundidades de sondagem =3mm, em periodonto intactos, e 24mm, em periodonto
reduzidos. Em alguns casos, com a persisténcia do fator etiologico, biofilme se
modifica e o processo inflamatério se intensifica, podendo atingir o periodonto de
sustentacao e adquirir carater destrutivo em individuos suscetiveis. Essa condicdo
instalada recebe o nome de periodontite (CHAPPLE et al., 2018).

A periodontite é caracterizada pela inflamacao e destruicdo dos tecidos de
suporte e protecdo periodontal em resposta a estimulos periodontopatogénicos. Esse
estado inflamatério destrutivo € desencadeado por uma disbiose local que provoca
uma resposta inflamatéria exacerbada. Nessa condicdo existe uma resposta
desproporcional, ndo resolutiva e crénica do hospedeiro. Quando o biofilme nédo é
removido, se torna maior, € mais patogénico, e a liberacao de fatores de viruléncia
como antigenos, proteases e lipopolissacarideos (LPS) se tornam mais evidentes.
Sao produzidos anticorpos contra os periodontopatégenos e o infiltrado inflamatério
se intensifica. A producédo de citocinas se torna um fator crucial na modulagcédo desse
processo exacerbado e, consequentemente, influencia na duracéo e intensidade da
atividade da doenca (MEYLE; CHAPPLE, 2015).

Clinicamente, na periodontite pode ser observada uma inflamacao gengival,
perda de insercdo tecidual, presenca de calculo e formagéo de bolsas periodontais,
além de sangramento e supuracdo. A destruicdo detectada pode ou ndo ser
compativel com a presenca de fatores locais, como acumulo de placa e calculo. Além
disso, fatores de risco ambientais, comportamentais, genéticos e epigenéticos se
tornam mais evidentes e podem ser modificadores da progresséo da doenca. Habitos
de higiene oral, tabagismo, dieta, estresse emocional e doencas sistémicas como

diabetes mellitus, HIV, e doencas imunossupressoras sao alguns desses



modificadores (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; OHLRICH;
CULLINAN; SEYMOUR, 2009). Os processos descritos sobre a patogénese da

periodontite a partir de uma condicdo de saude clinica podem ser observados na
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Figura 3 Patogenia da periodontite. O equilibrio entre a resposta do hospedeiro e o estimulo
bacteriano define o inicio e progressédo da doenca. Uma resposta inflamatoria proporcional €
causada por uma dishiose incipiente ocasionando a gengivite. Com a permanéncia e
desenvolvimento do biofilme, uma resposta hiper-inflamatéria, destrutiva e nao resolutiva é
instalada no individuo susceptivel. Fatores de risco comportamental, ambiental, genético e
epigenético se tornam mais influentes no processo, com a evolucao da doenca. Fonte:
Adaptado de Meyle e Chapple, 2015

A patogenia da periodontite € complexa e engloba fatores intrinsecos e
extrinsecos ao individuo. Nos ultimos anos tém-se aprimorado o conhecimento dos
processos que participam dessa patogénese. Alguns conceitos foram atualizados e a
nocdo de que um biofilme especializado e uma resposta imunoinflamatéria
desajustada eram fatores preponderantes para o desenvolvimento da periodontite
foram considerados. Estudos recentes tém elucidado os mecanismos de acéo
molecular, tanto no arsenal patogénico do biofilme, quanto nas ferramentas de defesa
usadas pelo hospedeiro (BENEDETTO et al.,, 2013; MEYLE; CHAPPLE, 2015;
OHLRICH; CULLINAN; SEYMOUR, 2009)

Nesse aspecto, os fatores genéticos e epigenéticos tém sido cada vez mais
estudados devido ao impacto na modulagdo da resposta imunolégica. Em suma, o

conceito atual considera que €é necessario um estimulo periodontopatogénico

suficiente para romper as barreiras de protecdo do hospedeiro e assim o sistema de
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defesa do organismo € acionado. Por algum fator de suscetibilidade, o processo
inflamatdrio adquire um carater destrutivo e ndo resolutivo, 0 que gera danos nos
tecidos periodontais. Assim, uma inflamacéo crénica € instalada e o periodonto vai
sendo acometido, até que exista alguma intervencdo sobre o processo (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

Os avancos no conhecimento da patogénese e das caracteristicas clinicas,
moleculares e microbiolégicas da periodontite também tiveram influéncia no modo de
classificacdo das doencas periodontais. Em 1999, a Academia Americana de
Periodontia (AAP) havia publicado artigos e revisbes em que a entidade da
periodontite era dividida em duas: periodontite cronica (PC) e agressiva. Essa divisao
se baseava, dentre outros fatores, na forma clinica de manifestacdo dos danos
periodontais, nos fatores locais encontrados, na faixa etaria do paciente e no perfil
inflamatorio observado. A importancia dos estudos das areas basicas, que elucidam
0S mecanismos celulares e moleculares, nos processos de instalacdo e progressao
da doenca, acabaram por comprovar que ambas se tratavam de fendtipos diferentes
de uma mesma doenca. Atualmente, a periodontite € reconhecida como uma entidade
patoldgica Unica, que possui estagios de destruicdo e perda de tecidos (I, II, Il e IV),
e também graus de progressao da doenca (A, B e C). Tudo isso sob a influéncia dos
fatores modificadores (PAPAPANOU et al., 2018).

Na nova classificacdo, os estagios sao definidos de acordo com a gravidade
da destruicdo dos tecidos periodontais e da perda dos elementos dentéarios, usando o
NIC como o principal parametro clinico. De maneira simplificada, no estagio | ndo &
observada perda de elementos dentarios, o NIC aferido em tornode 1 a2 mm e a PS
< 4mm. No estagio Il, também nédo é observada perda de dentes, o NIC em torno de
3 a4 mmeaPS<5mm. Jano estagio lll, o NIC aferido € =5 mm, existe perda dentaria
de até quatro elementos e a PS =6 mm. No estagio IV o NIC observado também é =5
mm, mas a perda dentaria observada é maior que 5 dentes com necessidade de
reabilitacado protética e PS também 26 mm (PAPAPANOU et al., 2018).

Em relag&o aos graus de progresséao sao observadas as taxas de progressao
das perdas 6sseas ao longo dos anos por meio do NIC. O grau A é classificado como
baixa taxa de progressdo com auséncia de perda detectada em 5 anos. O grau B seria
a taxa de progressdo moderada, com perdas detectadas menores que 2 mm em 5
anos. O grau C seria a taxa de progressao rapida, com perdas detectadas maiores
que 2 mm em 5 anos (PAPAPANOU et al., 2018).
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A periodontite, nas formas moderadas, afeta cerca de 45% a 50% da
populacdo adulta mundial e pode apresentar caracteristicas clinicas que podem diferir
entre os individuos, mas também entre os sitios de um mesmo paciente (GENCO;
SANZ, 2020; VOS et al., 2015). No Brasil, estima-se que 19% da populacéo, entre 30
a 45 anos, possuam condi¢des periodontais graves (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
Comumente diagnosticada em adultos, a periodontite pode se apresentar de forma
localizada, menos de 30% dos sitios afetados, ou de forma generalizada, mais de 30%
dos sitios afetados (PAPAPANOU et al., 2018).

A taxa de progressdo da doenca pode ser variavel entre os individuos e a
natureza progressiva da doenca pode ser confirmada por exames clinicos periodicos.
N&o existem indicios clinicos que possam prever o aparecimento da periodontite nos
individuos suscetiveis, mas esta bem estabelecido que toda periodontite tem como
fator etiologico primério o biofilme periodontopatogénico e sempre é precedida de uma
gengivite (AAP, 2015).

O tratamento da periodontite se baseia na remocao do biofilme bacteriano da
superficie dentaria, e com isso espera-se uma reducao dos estimulos inflamatorios
destrutivos e consequente controle da doenca. Embora as bactérias
periodontopatogénicas representem o fator etiolégico para o inicio da doenca, sua
progressdo € multifatorial (LINDHE; LANG, 2018).

1.2.1 Microrganismos periodontopatogénicos

A cavidade bucal € um local de grande colonizagdo de microrganismos.
Embora, aproximadamente, 750 espécies diferentes de micro-organismos possam
colonizar a superficie bucal, apenas uma parte delas pode estar envolvida com a
periodontite (HERNANDEZ et al., 2011; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017; SOCRANSKY et al., 1998; ZAMBON, 1996). Téo importante quanto a presenca
da placa bacteriana € a sua composicao e a sua complexidade. Os microrganismos
periodontopatogénicos possuem alto grau de viruléncia, com capacidade de colonizar
as superficies dentérias subgengivais, produzir substancias lesivas, como proteases
e endotoxinas (LPS), orquestrar os mecanismos imunes destrutivos e ser resistentes
aos mecanismos de defesa do hospedeiro (KANTRONG; TO; DARVEAU, 2019;
PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Os periodontopatégenos sao em geral Gram-negativos, anaerdbios e, menos

frequentemente, microaerofilos. Essas bactérias sdo capazes de promover uma
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degradacéo dos tecidos periodontais, por meio da liberacdo de uma variedade de
produtos biologicamente ativos como, &cidos organicos, peptideos quimiotéxicos e
toxinas  proteicas  (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017;
OFFENBACHER, 1996).

A organizacdo dessas bactérias em um biofilme complexo permite que haja
uma interagéo e cooperacgao entre elas, e caracteristicas de cada espécie sdo usadas
em beneficio da colénia. Com isso, as bactérias conseguem driblar os mecanismos
de defesa e protecdo do hospedeiro, e promover a progressao da lesdo e o ambiente
anaerobico, propicio para a sua sobrevivéncia. Existem diversos grupos de
periodontopatdégenos divididos em funcdo da sua viruléncia, sendo Aggregatibacter
actinomycetencomitans, Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis.), Tannerella
forsythia, Eikenella corrodens e Treponema denticola 0s representantes dessas
espécies mais virulentas estudadas na doenca periodontal (ALBANDAR, 2002;
JEPSEN et al., 2018; ZAMBON, 1996).

Interessantemente, os produtos de viruléncia das bactérias promovem a
modulacdo da resposta do hospedeiro. Essas alteracbes sdao causadas por meio
diversos mecanismos, dentre eles os epigenéticos. Produtos, como o LPS, foram
descritos como potenciais modificadores da expressdo de proteinas relacionadas a
alteracdo do padrdo de metilacdo nas células humanas (REMELY et al., 2014;
UEHARA et al., 2014).

Uehara et al. (2014) avaliaram a influéncia inibitéria do LPS de P.gingivalis.
na diferenciacdo osteoblastica de fibroblastos derivados do ligamento periodontal
humano. Eles verificaram uma hipermetilacdo e diminuicdo da transcricdo do gene
RUNX2, relacionado a diferenciacao de osteoblastos, nas culturas de células de
fibroblastos quando estes eram estimulados com LPS. Além disso, observaram o
aumento da expressdo da enzima DNA methyltransferase | (DNMT1), associada a
manutencao da metilacdo de DNA nas células filhas.

Camargo Pereira et al. (2013) observaram que culturas de queratinocitos
estimuladas com LPS de P.gingivalis apresentavam uma reducdo na transcricdo de
MRNA das DNMT1 e DNA methyltransferase 3a (DNMT3a) e Jumonji domain
containing 3 (JMJD3), enzimas que participam no processo de metilacdo e

desmetilacdo do DNA.
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Esses achados mostram que a exposi¢cédo de linhagens celulares presentes
no periodonto ao LPS de P.gingivalis pode alterar eventos epigenéticos e modular as

respostas moleculares locais.

1.2.2 Resposta imunoinflamatoéria

A evolucdo da doenca decorre do desequilibrio entre resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro e os estimulos periodontopatogénicos. O processo
de desencadeamento da periodontite se inicia quando os estimulos bacterianos
conseguem romper os mecanismos de protecdo do hospedeiro. Um dos primeiros
eventos que acontece é a infeccdo tecidual. As bactérias conseguem ultrapassar a
camada epitelial do tecido gengival através da interagdo com a integrina -1, proteina
de adeséo presente na membrana celular do hospedeiro, e penetrar a barreira celular.
Esse processo é essencial para a sobrevivéncia e a replicacdo das bactérias, que
evitam parte do sistema de controle do hospedeiro (YILMAZ; WATANABE; LAMONT,
2002). LPS, peptideoglicanos, lipoproteinas de membrana, padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs), DNA bacteriano e RNAs de fita dupla sé&o
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;
HANS, 2011).

A ativacdo dos TLRs das células residentes estimula a producao de citocinas
e quimiocinas, como a IL-8, que vao desencadear uma reacdo da resposta imune
inata. Tal fato provoca a migracao, primeiramente de neutréfilos e, posteriormente, de
macrofagos/mondcitos e também linfocitos (BENEDETTO et al., 2013; HANS; HANS,
2011; SCHOLTEN et al., 2017). Esse processo inflamatdrio inicial localizado, gerado
na resposta inata, dura aproximadamente 21 dias e, com a permanéncia do biofilme
bacteriano, o infiltrado inflamatorio se intensifica, e os sinais prodrdmicos da doenca
sdo notaveis (BENEDETTO et al., 2013). Com a leséo instalada, o processo
inflamatorio adquire um carater imune adaptativo. A inflamacdo promove a
proliferacdo e a migracdo apical do epitélio juncional, o que provoca a formacao de
“bolsas”. Nesse estagio da doenca, o infiltrado inflamatorio € em sua maioria
linfocitario, e o perfil de resposta dessas células define, em grande parte, o curso da
doenca (LINDHE; LANG, 2018; PARACHURU et al., 2014).
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Na resposta imune adaptativa ocorre a apresentacdo de antigenos
bacterianos pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), por exemplo, as
células dendriticas, para os linfocitos T. A ativacdo de linfocitos B provoca a
diferenciacdo dessas células em plasmacitos, que produzem anticorpos contra os
antigenos bacterianos. Ja a ativagdo de linfécitos T pode provocar a diferenciacéo
desse tipo celular em T helperl (Thl) e T helper2 (Th2). Os linfécitos B constituem a
maior porcentagem (50%) do numero de linfécitos em tecidos gengivais com
inflamacédo intensa, ao passo que os linfocitos T constituem a maior porcentagem
(60%) do infiltrado em tecidos com inflamacdo menos intensa, representados pelos
subtipos celulares Thl, Th2, T helper 17 (Th17) e T reguladora (Treg) (AN; IHAN;
IHAN, 2006; PARACHURU et al., 2014).

Os linfocitos T possuem papel crucial na evolugcédo da periodontite. Eles sdo
importantes para o controlar a periodontite via fagocitose de microrganismos. Os
linfécitos Thl sdo células responséveis pela resposta imune celular e produzem,
principalmente, Interferon gama (IFN-y), citocina ativadora de macréfagos. Os
macréfagos sdo 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 linfécitos Th2 séo responsaveis pela resposta humoral,
com a producdo de citocinas que promovem a remocdo dos patdgenos e a protecao
contra infec¢des, e a estimulacdo de células B a produzirem imunoglobulina, por
exemplo (BENEDETTO et al., 2013; OHLRICH; CULLINAN; SEYMOUR, 2009).

J& os linfécitos Th17 sdo produtores da interleucina 17 (IL-17), citocina que
estimula células endoteliais, epiteliais e fibroblastos a produzirem as moléculas pro-
inflamatérias IL-6, IL-8 e prostaglandina E2, e estimula os osteoblastos a produzirem
RANKL. A IL-17 possui papel importante na manutencéo das barreiras de protecéo
nas mucosas do hospedeiro contra certas bactérias e fungos extracelulares, como
Klebsiella pneumoniae e Candida albicans (MCALEER; KOLLS, 2011). Estimulos de
IL-6, -21, -1, -23 e TGF-[3 s&0 necessarios para a diferenciacado das células Th17, mas
sem o estimulo da IL-6, o TGF-f inibe a Th17 e estimula sua diferenciacdo em Treg
(CHENG; HUGHES; TAAMS, 2014).

Existem, ainda, linfécitos T autorreativos que reconhecem componentes
préprios, como o colageno tipo | e a proteina HSP60 (heat shock protein-60) (CHOI et
al., 2011; JEONG et al., 2015; PARACHURU et al., 2014). A proteina HSP60 é uma

molécula encontrada no patégeno mais comum na periodontite, a P.gingivalis, e tem
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a capacidade de estimular uma resposta imunoinflamatéria, quando apresentada aos
linfocitos pelas APCs. Quando isso ocorre, as células imunes comegam a reconhecer
o0 epitopo HPS60, proteina constituinte homaologa tanto para a bactéria quanto para o
hospedeiro, como um padrdo molecular a ser combatido. O mimetismo entre
antigenos bacterianos e antigenos proprios é uma das explicagfes para a destruicdo
tecidual causada pelo proprio hospedeiro (HERNANDEZ et al., 2011).

A evolucédo e progressdo da doenca podem estar relacionadas a regulacdo da
atividade dessas células T. A regulacdo da resposta imune na doenca periodontal ndo
esta completamente elucidada. Existe um subconjunto de linfécitos T CD4* cuja
funcdo é suprimir a resposta imunolégica e manter a autotoleréncia. Essas células,
chamadas de células T reguladoras, ou Treg, tém a capacidade de suprimir a
producdo de citocinas proé-inflamatérias, 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 funcéo é estimular a sobrevivéncia celular) e da CTLA-4 (molécula que inibe a
ativacdo de células T), além de produzir TGF-B (inibidor de proliferacdo e funcdo
efetora de células T e ativacdo de macréfagos) e IL-10 (inibidor de macrofagos
ativados e de células dendriticas) (NGUYEN et al., 2019; TAO et al., 2016).

1.2.3 Citocinas, diferenciacao celular e vias de sinalizagao.

Citocinas sao moléculas usadas na comunicagdo intercelular, produzidas
pelas células, capazes de modular o seu proprio comportamento. Existe um extenso
namero de moléculas que fazem parte desse grupo e elas podem desempenhar
funcbes pré- ou anti-inflamatérias (PAN; WANG; CHEN, 2019).

No periodonto, as citocinas possuem um papel critico tanto na manutencao
da homeostasia quanto nos processos inflamatorios por serem a primeira reacao
celular frente aos patdgenos. Com isso, elas conseguem estimular as barreiras
celulares de protecéo e induzir o recrutamento de populagdes celulares relacionadas
a defesa do organismo. Elas sdo geralmente associadas aos leucocitos, mas podem
ser produzidas por diversos tipos celulares como células epiteliais, fibroblastos e
células endoteliais em resposta a agressdes quimicas, mecanicas e a microrganismos
(BENEDETTO et al., 2013; GARLET, 2010).
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A exposicao dos tecidos periodontais a microbiota oral é constante e existe
um equilibrio entre o estimulo bacteriano e a resposta imune local. Devido a isso,
células imunes residentes (compostas por fagécitos mononucleares, células
apresentadoras de antigeno, células Thl7) sdo constantemente detectadas em
individuos com o periodonto saudavel bem como pequenos niveis de producéo de
citocinas. Mas, se esse equilibrio € rompido, com a formagdo do biofilme
periodontopatogénico, o estimulo bacteriano se intensifica, assim como o infiltrado
inflamatorio e a producédo de citocinas (AN, 2006; HAJISHENGALLIS e SAHINGUR,
2014).

Na periodontite, 0 aumento na secrecao das citocinas pro-inflamatérias das
familias IL-1 (IL-1B), IL-6, e fator de necrose tumoral (TNFs - TNF-a) pelas células
epiteliais e fibroblastos, Thl7 e células mieldides, desencadeiam 0 processo
inflamatorio. Essas citocinas recrutam e estimulam as células Thl e Th2 (IL-1B), Th17
e células B (IL-6), além de induzirem a atividade celular destrutiva de osteoclasto,
células epiteliais e fibroblastos (KARTHIKEYAN et al., 2015; OHLRICH; CULLINAN;
SEYMOUR, 2009). Com a progressdo da doenca, ha um aumento na producao
dessas citocinas e intensificacdo de suas acdes. A diversificacdo do infiltrado
inflamatorio também é acompanhada pelas citocinas produzidas (FIGUEREDO; LIRA-
JUNIOR; LOVE, 2019).

As citocinas podem induzir a diferenciacdo celular e também direcionar a
atividade e o perfil inflamatério. Algumas citocinas que participam da inducdo da
diferenciacéo celular sdo a IL-12, II-23, IL-1q, IL-2, TGF-B e IL-4. A IL-12 patrticipa da
diferenciacdo de Thl. Ja a IL-23 e IL-1a participa da diferenciacdo de Thl7. IL-2 e
TGF-B participam da diferenciacdo de Treg e sdo produzidas por células T CD4* e
células mielbides. J4 a IL-4, que induz a diferenciacdo de Th2, é produzida apenas
pelas células T CD4* (BIRKEDAL-HANSEN, 1993; GARLET, 2010; ROCHMAN;
SPOLSKI; LEONARD, 2009).

Outras citocinas tém o papel de inducdo de atividade celular e perfil
inflamatorio. As IL-4, -5, -13 e -6, produzidas por Th2, estimulam as células B a
produzirem anticorpos. As IL-35, -10 e TGF-B, produzidas pelas Treg, possuem acao
anti-inflamatéria nas células mieldides e Thl7. Estas, por sua vez, produzem a IL-17
e -22, que possuem tanto papel anti-inflamatério sob as células epiteliais, estimulando

a barreira celular, quanto pro-inflamatorio, na estimulacdo de osteoclastos
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(BIRKEDAL-HANSEN, 1993; GARLET, 2010; ROCHMAN; SPOLSKI; LEONARD,
2009).

A producéo das citocinas, e sua efetiva acado sobre os processos celulares
inflamatorios, dependem da ativacédo de receptores de membrana, de moléculas de
sinalizacao e fatores de transcri¢éo e traducdo. Apoés a ativagdo de receptores através
de citocinas, ou outras moléculas como o LPS, é acionada uma cascata de sinalizacao
para determinar a expressao génica necessaria para a resposta ao estimulo. Existe
uma variedade de vias que podem ser acionadas e algumas delas foram estudadas
em humanos e em modelos experimentais. Dentre elas destacam-se as vias
JAK/STAT, SOCS, MAPK, SMAD pelo amplo espectro de ativagdo molecular
acionado a partir delas. Essas vias, por sua vez, levam a ativacdo de fatores de
transcricdo e traducao que definem fendtipos celulares e producéo de citocinas, como
0 FOXP3 e os STATs. Ainda assim, uma gama de moléculas participantes dos
processos e sua regulacdo, nao foram elucidados na doenca (ABLE; BURRELL,
STEPHENS, 2017; BABON; NICOLA, 2012; BIRKEDAL-HANSEN, 1993; PAN;
WANG; CHEN, 2019; STARR; HILTON, 1998; YAMAOKA et al., 2004). Exemplos

dessas vias podem ser vistos na Figura 4.
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Figura 4 Citocinas, receptores e vias de sinalizacao relacionadas a producéo de citocinas na
periodontite. Fonte: (Pan, Wang and Chen, 2019).
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Uma desregulagéo de citocinas pode levar ao inicio ou a uma aceleragédo do
processo inflamatorio. Algumas alteragbes genéticas e epigenéticas ja foram
detectadas em genes de citocinas e relacionadas a patogenia da periodontite.
Polimorfismos nos genes das IL-1, IL-8 e TNF-a foram identificados nas diferentes
populacdes mundiais e se relacionam com 0 aumento no risco de desenvolvimento da
doenca (BOUKORTT et al., 2015; DING et al., 2014; TANAKA et al., 2017).

A suscetibilidade do individuo a periodontite pode estar relacionada a
regulacao da atividade de genes com perfil imunoinflamatérios. A regulagao dinamica
da expressao génica pode ser feita por mecanismos epigenéticos que alteram o
estado do genoma sem alterar a sequéncia de bases do DNA. O estado do genoma
modificado por alteragbes epigenéticas € chamado de epigenoma (GOPISETTY;,
RAMACHANDRAN; SINGAL, 2006).

Inflamagdes cronicas e diferentes agentes infecciosos sao alguns dos fatores
que podem modificar o estado do epigenoma. Sendo assim, a investigacdo de
mecanismos epigenéticos em genes da resposta imune nos individuos com doencga
periodontal é necessaria para entender melhor a patogénese da periodontite
(GOMEZ; DUTRA; MOREIRA, 2009; PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON,
2005; RICHTER et al., 2021).

Mudangas nos padrdes de metilagdo de DNA foram avaliados em genes de
citocinas inflamatérias na periodontite. Uma hipometilacdo e um aumento na
expressao foi vista em pacientes com periodontite nos genes das citocinas IL-6, -8 e
IFN-y; ja uma hipermetilacdo no gene TNFA foi observada (ISHIDA et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2009; VIANA et al., 2011; WHITE et al., 2002; ZHANG et al., 2013)

Embora os estudos sobre os genes das citocinas tenham contribuido para o
entendimento dos processos de producédo das citocinas, alteracdes epigenéticas em
outros genes, como nos genes relacionados as vias de sinalizagdo, podem ser
relevantes. Mudancas no perfil de metilacdo foram detectadas nos genes das vias
SOCS e SMAD, que se mostraram hipermetilados e relacionados com a gravidade da
doenca (ANDIA et al., 2015; BAPTISTA et al., 2014; ZHANG et al., 2018). Contudo, a
maioria dos trabalhos até entéo publicados tém avaliado os mecanismos de regulacao

em genes pontuais nas vias de produc¢ao de citocinas.

1.3 Genes e vias que participam da sinalizacdo celular para a producéo de
citocinas
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1.3.1 FOXP3

O gene FOXP3 esta localizado no cromossomo X, mais especificamente no
brago curto, na posicdo pl11.23-13.3, e faz parte de uma subfamilia de fatores de
transcricdo (FOXP1, FOXP2, FOXP3 e FOXP4). O FOXP3 é comumente expresso
nas Tregs e tem a funcdo de manter a tolerancia imune periférica através da
supressdo de células T reativas e de regular outras respostas imunoinflamatérias
(TAO et al., 2016). Desordens na expressdo do FOXP3, podem causar alteracfes nas
células Treg, podem ser a causa de complicacGes linfoproliferativas fatais e
agressivas, como desregulacdes imunes, IPEX (sindrome ligada ao X) e
poliendocrinopatias (RUDENSKY, 2011; VOSKUHL; SAWALHA; ITOH, 2018; ZHAO;
LIAO; KANG, 2017).

O FOXP3 é um fator de transcricdo cuja funcéo é suprimir genes relacionados
aos processos inflamatorios e estimular a expressao de genes associados as funcdes
das Tregs. A regulacéao feita pelo FOXP3 ocorre através da interagcdo com uma gama
de proteinas nucleares e outros fatores de transcricdo, como por exemplo, o fator
nuclear de células T ativadas (NFAT) e o fator nuclear Kb (NF-kB). A interacdo com o
NFAT suprime a ativacdo de genes das citocinas pré-inflamatorias 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 expressdo de citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-12 e IL-15
(DEVAUD; DARCY; KERSHAW, 2014; LAL et al., 2012; ZHAO; LIAO; KANG, 2017).

A expressdo do FOXP3 depende da atividade transcricional do seu promotor
génico, que, por sua vez, depende da interacdo de fatores epigenéticos nas regides
de sequéncias conservadas de DNA néo codificante (CNS), como visto na Figura 5.
No l6cus do FOXP3, sdo encontradas trés CNS altamente conservadas (CNS1, CNS2,
CNS3), sendo que a sua expressdo é dependente do estado de metilacdo dessas
regides. Por exemplo, a metilacdo da CNS2, ou regido desmetilada especifica da Treg
(TSDR), é 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; HUEHN, 2011).
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Figura 5 Lécus do gene FOXP3, seu promotor e as regifes conservadas de DNA néo
codificante. Fonte: Token e Huehn, 2011

Existem dois tipos principais 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 exposicdo ao TGF-(. iTreg séo
comumente geradas, em resposta a estimulacédo antigénica, em mucosas, durante
inflamacgbes cronicas ou em tolerancia apds transplante. Células nTreg sdo mais
estaveis que células iTreg, e essa condicdo pode estar relacionada a mudancas
epigenéticas na expressdo do FOXP3 (LAL et al.,, 2009; SABARISH; RAO; LAVU,
2016) . A expressdo do FOXP3 pode ser alterada por diferentes estimulos extra e
intracelular, como sinalizagéao da IL-2 com participagéo do fator de transcricdo STATS5,
ou a sinalizacdo pelo TGF-B (LAL et al., 2009). Muitos trabalhos tém mostrado a
relacdo do padrao de metilagdo do FOXP3 com alteragcéo da atividade das Treg e 0
efeito em doencas com perfil inflamatério (CAMPOS et al., 2015; TAO et al., 2016;
WIERDA et al., 2010).

Na periodontite, o paradigma inflamatorio classico caracterizado pela
polarizacdo de resposta Th1-Th2 deu lugar a um novo modelo com a inclusdo de
outros componentes celulares como as células Thl7 e Treg (BITTNER-EDDY;
FISCHER; COSTALONGA, 2020; DE VRIES et al., 2017; PARACHURU et al., 2014).
As células Th1l7 e Treg possuem funcdes opostas na patogénese da periodontite e a
avaliacdo da proporcdo Thl7/Treg € um indicador importante de progressao da
doenca (DUTZAN; ABUSLEME, 2019; MEDARA et al., 2021).

A atividade osteolitica, com a reabsor¢éo 6ssea alveolar, € um dos desfechos
mais caracteristicos da periodontite e €, em parte, resultado do balangco entre a
atividade das células Thl7 e a atividade imunossupressora das células Treg
(ALVAREZ et al., 2020). As células Th17 possuem funcéo pro-inflamatoria devido a
habilidade de recrutar PMNs e macrofagos através da producéo de IL-17A e TNF-a.
Ja as Treg possuem uma acgao regulatéria e suprimem a atividade celular de células

efetoras através de citocinas como a IL-10 e TGF-B1. A IL-17A induz a expressao de
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RANKL, e estimula a reabsor¢do 6ssea, enquanto a manutencdo do tecido 0sseo €
promovida pela IL-10 e TGF-B (BITTNER-EDDY; FISCHER; COSTALONGA, 2020;
DUTZAN et al.,, 2009). As células Treg sdo importantes na saude nos tecidos
periodontais por manterem a homeostasia e defesa dos tecidos moles, controle da
inflamacdo e controle da reabsorcdo Ossea alveolar. E, como mencionado
anteriormente, a funcao dessas células esté ligada a expressédo de FOXP3 (ALVAREZ
et al., 2018).

Cardoso et al. (2008) avaliaram a presenca de células CD4*CD25*FOXP3*
em tecidos gengivais de pacientes com periodontite. Eles observaram uma maior
propor¢do de células FOXP3*, além da maior expressdo de mRNA de FOXP3 e de
outros marcadores de Treg, como IL-10 e TGF-B, quando comparados a pacientes
controle. Segundo os autores, as células nTreg séo atraidas para os locais de infec¢éo
e inflamacdo nos pacientes periodontais e podem estar desempenhando papel
importante na resposta do hospedeiro e na cronicidade da doenca. Parachuru et al.
(2018) também verificaram maiores propor¢cbes de células FOXP3* em tecidos
gengivais inflamados de pacientes com periodontite, por meio da técnica de
imunofluorescéncia, além da maior expressdo de mRNA de STAT5A. Dutzan et al.
(2009) observaram uma maior expressao de FOXP3 em lesBes periodontais ativas,
além de IL-17, RANKL, IFN-y, TGF-B1.

A expressdao de FOXP3 parece estar alterada ndo s6 entre pacientes
saudaveis e com periodontite. Motta et al. (2020) observaram diferencas na proporcao
de células FOXP3* entre pacientes periodontais com diferentes estagios da doenca.
(periodontite estagio Il grau B e estagio IV grau C). As amostras de pacientes
periodontais estagio Il grau B apresentaram as maiores propor¢cdes dessas células.
Sobre a dindmica das células FOXP3 na patogénese, a proporcdo de células
FOXP3*aumenta ao longo do tempo em pacientes periodontais que mantém uma boa
higiene e controle da saude periodontal (MEDARA et al. 2021)

Apesar de estudos recentes mostrarem a importancia da participacdo do
FOXP3 na periodontite, o fator de regulacdo epigenético mais importante na regulacéo
da sua atividade ainda n&o foi estudado. Uma vez que as células Treg (naturais ou
induzidas) possuem funcéo fundamental na regulacdo dos processos inflamatorios,
(CARDOSO et al., 2008), o estudo do perfil de metilagdo do FOXP3 nos tecidos
gengivais de individuos com periodontite pode esclarecer os mecanismos envolvidos

na transcricdo desse gene na doenca.
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1.3.2 Via JAK/STAT

A via de sinalizacdo JAK-STAT representa uma importante forma de
comunicacdo responsavel por diversas funcdes como diferenciacdo e proliferacdo
celular, apoptose e respostas imunolégicas. Nessa via, 0s estimulos recebidos pelos
receptores de membrana ativam as proteinas tirosinas quinases associadas,
chamadas receptor-associado Janus kinases (JAKs), que quando ativadas
conseguem transmitir a informacédo para o nucleo através da molécula citoplasmatica
transdutora de sinal e ativadora de transcricdo (STATs) (ABLE; BURRELL;
STEPHENS, 2017).

As JAK estdo constitutivamente localizadas nas regides proximais a
receptores de citocinas e sua associacdo com os STATs é uma das formas mais
comuns de transmissao de sinais intracelulares. A via JAK/STAT representa uma das
vias de sinalizacdo mais rapidas entre o meio externo e intranuclear, pelo fato dos
STATSs alcancarem o ambiente nuclear imediatamente depois sua fosforilagdo, sem
uma cascata de sinalizacdo complexa. Logo ap0s a ligacdo de uma citocina ao seu
receptor especifico na superficie celular, as JAKs associadas ao receptor sofrem uma
transfosforilacdo, o que causa uma auto-ativacdo. As JAKs ativadas entdo promovem
uma fosforilagdo em tirosinas especificas nas caudas citoplasmaticas dos receptores
que, por sua vez, se modificam e se tornam locais de ancoragem para as STATs. Com
a ancoragem, os STATs séo fosforilados pelas JAK, o que causa a sua dissociagao
com o receptor e sua translocacao para o nucleo, onde ira guiar a expressao de genes
especificos (Figura 6) (MORRIS; KERSHAW; BABON, 2018).
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Figura 6 Via JAK/STAT: 1-ligacao receptor-ligante; 2-transfosforilagdo da JAK; 3-Fosforilagdo
da cauda citoplasmética do receptor e liberacdo do local de ancoragem para a STAT; 4-
migragdo da STAT para o local de ancoragem; 5-Fosforilagdo da STAT por meio da JAK; 6-
Formacédo do dimero; 7- Translocacao para o nucleo. Fonte: produzido pelo autor.

Existem sete membros da familia STAT nos mamiferos: STAT1, STAT2,
STAT3, STAT5A, STAT5B e STAT6; todos com funcdes de transmissores de sinal e
fatores de transcricao. Para tal, os membros da familia STAT devem sofrer fosforilacdo
para desempenharem essas fungbes e isso é comumente feito através das JAK ,
sendo também possivel através de outras tirosinas quinases como a FIt3R e a piruvato
quinase (VILLARINO; KANNO; O’'SHEA, 2017). Em suma, os diversos receptores de
citocinas (tipo | e 1) podem se associar aos quatro tipos de JAK, que por sua vez
interagem com os sete tipos de STATs que vao direcionar a expressao génica, mas
nao de forma genérica. Existe uma correlacdo entre os receptores, as JAKs e 0s
STATS, o que fornece uma gama de interacdes e dao origem a diferentes vias, com
resultados celulares diferentes. Um exemplo disso € o fato de que uma mesma
citocina, ou ligante, pode acionar vias JAK/STAT diferentes, e dependendo do tipo
celular que isso ocorre, pode ter implicagbes divergentes em uma mesma doenca
(BANERJEE et al., 2017).

Além de transmissao de sinais, os STATs tém como funcdo a atuacdo como
fatores de transcricdo. ApOs sua fosforilacdo, e consequente ativacdo, os STATSsS
formam dimeros (homodimeros ou heterodimeros), alcangam o ndcleo e ali atuam na
regulacdo de expressao génica. A determinacdo do grupo exato de genes regulados
por cada STAT é dificultada devido a interacdo com outros fatores de transcricao

durante a expressao. Atualmente, dados da literatura ajudam a esclarecer sobre essa



40

especificidade e os subtipos STAT5A e STAT5B se destacam pelo papel na

sobrevivéncia celular e resposta imune inflamatéria (KORNFELD et al., 2008)

1.3.2.1 STAT5A

Os genes de STAT5A e STAT5B estao localizados no cromossomo 17 e suas
proteinas possuem aproximadamente 96% da sua constituicdo de aminoacidos
similar, além de compartilharem grande parte de seu arsenal funcional. Os STAT5s
participam da transducdo de sinal de varios ligantes e a sua ativacdo resulta na
regulacdo de inUmeros genes chave em processos de apoptose celular, sobrevivéncia
e proliferacdo (BANERJEE et al., 2017; WEI; LAURENCE; O’'SHEA, 2008).

Essas proteinas podem sofrer muitas modificacbes pds transcricionais como
glicosilacdo, ubiquitinizacdo e fosforilacbes, o que permite uma vasta gama de
interacdes com outras moléculas no processo de regulacdo génica. Desse modo,
varios tipos celulares utilizam dessa ferramenta versati na modulagdo do
transcriptoma em resposta a estimulos externos (KORNFELD et al., 2008).

Tendo em vista essa capacidade de resposta, essas proteinas sao
amplamente utilizadas pelas células em processos inflamatorios. A funcdo dos
STATS5s esta relacionada a processos moleculares que ocorrem em células imunes
como o desenvolvimento linfocitario, atividade das células NK, funcéo citotoxica de
células T, funcdes de células T helper e Treg, atividade de mastdcitos e resposta de
macréfago (DA et al., 2007; KORNFELD et al., 2008; SHELBURNE et al., 2003; WEI,
LAURENCE; O’'SHEA, 2008). Sendo assim, doencas de carater inflamatoério podem
sofrer influéncia da atividade dessas moléculas e que podem definir em grande parte
o perfil de resposta celular.

Na periodontite, o infiltrado inflamatério observado é composto por células
mononucleares, predominantemente linfocitos, e também se observa a perda de
tecido 0sseo alveolar. O fator de transcricdo STAT5A se destaca no contexto da
patogénese da periodontite pelo seu papel no desenvolvimento linfocitario e na
regulacédo da atividade osteolitica (ARAUJO-PIRES et al., 2014; SILVA et al., 2015;
TAUBMAN et al., 2005).

Os STATs de maneira geral participam do desenvolvimento de células T, mas
a ativacdo de STAT5A, especificamente, esté relacionada a polarizacéo da populagéo
Th2 e ao desenvolvimento de células Treg (KAGAMI et al., 2001; WEI; LAURENCE;
O’SHEA, 2008). O processo de polarizacdo de Th2 é induzido pelo estimulo da IL-4
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com a participacdo das STATs 6 e 5A na regulacdo de expressdo génica. Porém,
mesmo na auséncia de STAT6, a populacdo de Th2 ndo sofre delecdo (KAGAMI et
al., 2001; TAKATORI et al., 2005). Ja em relacdo as células Treg, o STAT5A possui
papel central na inducdo da expressdo de FOXP3, que por sua vez define o fenotipo
celular (JENKS et al.,, 2013). Sendo assim, o gene STAT5A esta relacionado a
polarizac@o de populac¢des celulares de carater imunossupressores.

Além disso, o STAT5A participa dos processos de osteogénese e
osteoclastogénese, dependendo da via de interagcdes moleculares. A ativacdo de
STAT5A por IL-3 inibe a diferenciacdo dos osteoclastos e, consequentemente, a
osteoclastogénese (LEE et al.,, 2016). J& a sua inibicdo, estimula a ativacdo da
molécula distal-less homeobox 5 (DLX5) em células da medula 6ssea, o que promove
a osteogénese (LEE et al., 2018).

Outra funcdo de STATS5A estd relacionada a producdo de citocinas. A
atividade de STAT5A induz a producao das citocinas IL-2, IL-6, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-
21. Essas citocinas tém funcéo na defesa do hospedeiro contra patbgenos externos e
também na imunorregulacéo e sobrevivéncia celular (ABLE; BURRELL; STEPHENS,
2017). A literatura mostra que a atividade de STATS5A pode ser influenciada por
metilacdo de DNA por meio da reducéo da expressdo de mRNA (STEFANOWICZ et
al., 2012)

A avaliacdo do STAT5A na periodontite ainda € incipiente apesar de sua
importancia em processos inflamatorios. Parachuru et al. (2018) avaliaram expressao
de STATS5A em tecidos gengivais de lesbes periodontais e verificaram que se
apresenta em maior proporcdo quando comparada aos pacientes controle. Ja
Azevedo et al. (2020) observou que pacientes periodontais apresentavam um perfil
hipometilado do gene STAT5A em tecidos gengivais de pacientes com periodontite

grave.

1.3.3 MALT1

MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein
1) é uma proteina citosolica de sinalizacdo que possui papel central na imunidade e
inflamagéo, expressa em diversos tipos celulares. O gene do MALT1 se localiza no
cromossomo 18, regido 18921.32, e € mais expresso em regides de grande atividade
linfocitaria, como os linfonodos e locais de inflamacdo (HACHMANN; SALVESEN,
2016).
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A principal funcdo de MALT1 é a ativacao do fator de transcricio NFkB com a
co-participacdo da proteina BCL10, desencadeado por ligantes com proteinas na
superficie da membrana celular. Essa molécula pode ser tanto uma proteina de
ancoragem, para a interacdo com outras proteinas na transducdo de sinal, quanto
uma paracaspase com funcédo proteolitica (JAWORSKI; THOME, 2016).

Em sua funcdo de ancoragem, MALT1 interage com as proteinas TRAF6,
LUBAC e TAK1 para ativar o complexo IKK, que por sua vez fosforila e inativa o
inibidor do NFkB. J& sua funcéo de protease, MALT1 modifica e ativa as proteinas do
complexo NFkB, RelB e A20; as proteinas Regnase-1 e Roquin 1/2 com funcédo de
estabilizacdo de mRNA de IL-2, IL-6 e IL-12; e a proteina BCL10 com funcéo de
adesao celular (HACHMANN; SALVESEN, 2016).

MALT1 também participa da caracterizacdo do fendtipo celular de linfécitos
através de sua atividade proteolitica. Na linhagem das células B, MALT1 é
responsavel pelo desenvolvimento do subtipo Bl na periferia, responsavel pela
resposta humoral durante infec¢des. Nas células T, a atividade de MALT1 se relaciona
com o desenvolvimento de células nTreg no timo mas com a inibicdo de iTreg
periférico, além disso induz a diferenciacdo de células Th17 (BRUSTLE et al., 2017;
REBEAUD et al., 2008).

Alteracdes na atividade de MALT1 tém sido reportadas em doencas de carater
inflamatorio. A inibicdo de MALT1 esta relacionada com o desequilibrio entre as
respostas de células T e B, que resulta em inflamacdes teciduais em 6rgdos como o
intestino, pele e pulmdo. Ao mesmo passo que a sua atividade esta relacionada a
progressdo de linfomas, cancer e doencas autoimunes. (BORNANCIN et al., 2015;
DEMEYER; STAAL; BEYAERT, 2016).

Ainda foi ndo verificado o papel de MALT1 na periodontite, mas alguns
estudos apontam uma possivel influéncia da cascata de MALT1 na ativacao de
processos inflamatorios desencadeados por infecgbes bacterianas e seus produtos
(FISCHER; TEDFORD; WIRTH, 2004; NAKAMURA et al.,, 2008). Alteracdes
periodontais, como Ulceras e gengivites, sdo achados comuns em pacientes com
deficiéncia congénita de MALT1 (LU; TURVEY, 2021). Ademais, Monajemi et al.,
(2019) apontaram um aumento na atividade osteoclastica em animais deficientes em
MALT1, o que sugere seu papel na degradacdo 6ssea. Apesar disso, alteracbes na

atividade de NFkB, principal alvo de MALT1, tém sido reportadas em trabalho que
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avaliou pacientes com periodontite, 0 que pode sugerir uma co-participacdo de
MALT1.

1.34LTB

Linfotoxina-B (LTB) € uma proteina ligante, expressa na forma ligada a
membrana. Ela estimula os membros da superfamilia de receptores do fator de
necrose tumoral (TNFRSF) expresso na superficie de varios tipos celulares, em
especial na linhagem de linfocitos. Normalmente forma heterotrimeros com outro
ligante da mesma familia, linfotoxina-a (LTa), e representa uma forma comum e rapida
de comunicacao entre as células. LTB esta exclusivamente ligada a membrana e sua
associagao com LTa —encontrada na forma solivel em homotrimeros - pode formas
pelo menos duas variagdes (LTaif2, LTazB1). A forma LTai2 se liga e ativa os
receptores TNFRI e TNFRII, ja a forma LTazB1 apenas ativa o receptor LTRR. As
variagdes de LTap também podem ser clivadas e liberadas da membrana, podendo
ativar outras células a distancia. A estimulacédo dos receptores TNFRI e LTBR, assim
como a maioria dos receptores TNFRSF com seus ligantes, ativam a via de
sinalizacdo de NFKkB e estimulam a sobrevivéncia celular, proliferacdo, diferenciacao
e apoptose (BAUER et al., 2012).

O papel de LTB na ativacdo dos TNFRSF torna-o um importante alvo para os
estudos na periodontite. Recentemente, o perfil de metilacdo de LTB foi avaliado nos
tecidos gengivais de individuos com periodontite grave e um perfil hipometilado foi
observado tanto na periodontite quanto no controle (AZEVEDO et al. 2020).

1.2.4 Epigenética e periodontite.

Em nosso genoma estéo codificadas todas as informacgdes que nos fazem ser
0 que somos. Mais importante que a informac&o em si, € a maneira como isso € lido
e processado em nossas células. A epigenética € a responsavel por essa gestao,
mudando a forma como nosso genoma é traduzido sem alterar a sequéncia de bases
do DNA (GOPISETTY; RAMACHANDRAN; SINGAL, 2006). A epigenética pode levar
ao silenciamento ou a expressao génica, modificando a estrutura da cromatina, o que
faz com que algumas regides permanecam disponiveis ou ndo para a transcricdo. Ao

contrario do nosso genoma, mais estavel ao longo da vida, o epigenoma pode estar
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em constante mudanca, a fim de adequar nossas respostas aos estimulos ambientais
(BAYARSAIHAN, 2016).

O epigenoma também é responsavel pela identidade celular através da
manutengdo do padrdao de expressao especifico. Exemplo disso € o fato de um
neurénio e um queratindcito compartilharem o0 mesmo genoma, mas a organizagao
molecular e a manutencdo do padrdo de expressédo genética serem definidas pelo
epigenoma. Durante processos patolégicos, o arsenal de defesa e reparagao, e a
alteracao fenotipica celular, sdo ordenados também pelas mudangas epigenéticas.
Sendo assim, altera¢des no epigenoma podem estar relacionadas tanto a fisiologia e
homeostasia quanto aos processos patolégicos (CAVALLI; HEARD, 2019).

O maquinario epigenético € composto por diversos mecanismos como a
acetilacao de histonas, metilagdo de DNA e RNA nao codificantes. A metilacdo do
DNA é a principal alteracao epigenética encontrada em humanos, sendo caracterizada
por uma reacdo covalente de adicdo de um grupo metil em uma citosina com a

formacao de uma 5-metilcitosina — 5mC - (Figura 7) (XU e DU 2010).

NH, N

| SV DNMT | ~=N
/k N/g
N o 0]
Cytosine 5-methylcytosine

Figura 7 Metilacdo do DNA. Adicdo do grupo metil a uma citosina. DNMT (DNA methyl
transferase). Fonte: Adaptado de Attwood et al. (2002).

A adicdo de metil a citosina é mediada por uma familia de enzimas
denominadas DNA metiltransferases (DNMT) e sdo conhecidos cinco tipos: DNMT1,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. A DNMT1 medeia a metilagdo de fitas
hemimetiladas, correspondentes as fitas de DNA recém-sintetizadas durante a fase S
na divisao celular. Por isso, € conhecida por ser responsavel pela hereditariedade do
padrao de metilacdo global. A DNMT2 ou TRDMT1 participa do reconhecimento de
dano, recombinacéo e reparo de DNA, além de participar da metilacdo em fitas de
RNA e protecdo de RNA transportador (tRNA) sob condi¢cdes de estresse. Ja as
DNMT3a, 3b e 3L sdo responsaveis pelo estabelecimento de um novo padrdao de

metilagcdo em citosinas ndo modificadas, assim conhecidas como de novo DNMTs
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(SUBRAMANIAM et al., 2014; TAJIMA et al., 2016; TUREK-PLEWA,; JAGODZINSKI,
2005).

A maior fonte de grupos metil (CHs) é derivada da alimentacéo (vitamina B12,
B6, folato, colina e betaina) que fornece metionina ou outros compostos modificados,
e sao carreados pelo co-fator S-adenosil-metionina (SAM) até os sitios de acao das
DNMTs. A metilacdo de DNA é fundamental para diversos processos biolégicos como
silenciamento de elementos retrovirais, expresséo génica tecido-especifica, imprinting
gendmico e inativacdo do cromossomo X (SHARMA et al., 2017).

Em contrapartida, existe um evento ainda pouco descrito, que parece lidar
com o processo de desmetilagdo do DNA. O 5mC pode sofrer oxidagdo e se
transformar em 5-hidroximetilcitosina — 5hmC — por meio da acdo de uma familia de
enzimas chamadas ten-eleven translocation (TET). A funcédo de 5hmC ainda nao esta
clara, mas parecer ser um mecanismo de desmetilacdo de DNA e reativacdo do
promotor génico (LIO; RAO, 2019; RASMUSSEN; HELIN, 2016).

A metilacdo de DNA ocorre comumente no carbono na posi¢ao 5 de citosinas
dos dinucleotideos CpG. As ilhas CpGs sao regides do genoma com maior frequéncia
de CpG e onde estéo localizados a maioria dos l6cus promotores. Cerca de 50-60%
de todos os nossos genes possuem ilhas CpG (BARROS; OFFENBACHER, 2009). O
silenciamento génico ocorre devido a presenca do grupo metil nos promotores
génicos, 0 que impede a interacdo destes com a maquinaria de transcricdo
(SUBRAMANIAM et al., 2014). Hipermetilacdo € o termo utilizado para se referir ao
aumento da metilacdo nas ilhas CpG, o que pode inibir a transcricdo génica. Ja a
hipometilacdo € o decréscimo do conteudo de metil ligado ao DNA, que pode
possibilitar a transcricdo génica (BARROS; OFFENBACHER, 2009).

Muitos fatores podem influenciar e modificar o padrdo de metilacdo em genes
e tipos celulares especificos. Diabetes, tabagismo, obesidade, estresse, infec¢des sao
alguns desses fatores. A propria resposta imunoinflamatoria é um potencial
modificador de metilagdo (LARSSON; CASTILHO; GIANNOBILE, 2015; LINDROTH;
PARK, 2013). Assim, a periodontite apresenta dois fatores principais e potenciais
modificadores de padrdo de metilacdo, o estimulo bacteriano e uma condigcéao
inflamatoria local. O LPS, e outros antigenos bacterianos, foram descritos como
modificadores de metilacdo de genes codificadores das moléculas como Matrix
Metallopeptidase 2 (MMP2), TLR2 e indutores de expressdo de DNMTs em células
humanas (DE FARIA AMORMINO et al., 2013; SAITO et al., 2003; TAKAI et al., 2016).
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O perfil de metilacdo de DNA nos genes inflamatorios tem sido investigado
em bidpsias gengivais de pacientes com periodontite em alguns estudos
(JURDZINSKI; POTEMPA; GRABIEC, 2020). Barros e Offenbacher (2014) verificaram
gue a metilagcdo de DNA era maior em pacientes com periodontite nos genes da IL6,
IL17, CXCL3, CXCL5, CXCL10, IL6ST, TNFRSF18, SOCS3, RUNX, GATA3 quando
comparados aos pacientes saudaveis, enquanto os genes IL8, IL4R, STAT5A
estavam menos metilados. O mesmo perfil hipometilado para o gene STAT5A nos
pacientes com periodontite foi observado no trabalho de Azevedo et al., (2020). Ja
Faria Amormino et al., (2013) observou um perfil hipermetilado para o gene TLR2 e
uma diminuicao da transcricdo nos pacientes doentes comparados aos controles.

Todo esse panorama indica que a metilacdo de DNA pode influenciar os
diversos processos desencadeados pela periodontite. A producdo de citocinas é um
dos mecanismos mais alterados no processo inflamatério da doenca e sua regulagéo
depende de vérias vias de sinalizagdo. Tendo isso em vista, o estudo acerca dos
padrées de metilacdo em genes de moléculas relacionadas com as vias de producao
de citocinas se torna necessario para melhor compreender a doenca. Essas
modificagcdes podem influenciar as atividades celulares e moleculares do hospedeiro
frente ao desafio bacteriano, interferindo no processo de desenvolvimento e
progressdo da doenca. A investigacdo de mecanismos epigenéticos em genes
relacionados a via de sinalizacdo na producdo de citocinas se torna um campo

promissor na periodontite.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca da metilagdo de DNA em genes relacionados com a via de

sinalizacao da producéo de citocinas em fragmentos de tecido gengival de individuos

com periodontite e saudaveis.

2.20bjetivos especificos

a)

b)

d)

Avaliar a ocorréncia de metilagdo em um painel de genes (BCL10, BCL3,
FOXP3, HMOX1, IL12A, MALT1, MAP3K7, SOD1, STAT5A, TRAF2, TRAFG,
INHA, INHBA, GATAS, IRF1, SMAD3, IGF2BP2, ELA2, LTB, MYD88, NOD1,
TLR2) relacionados com a producdo de citocinas em fragmentos de tecido

gengival de individuos saudaveis e com periodontite, e entre 0S sexos.

Identificar os genes do painel com perfil de metilagcéo diferente entre os grupos
estudados e confirmar os dados obtidos em um maior nimero de amostras de
fragmentos de tecido gengival de individuos sem alteracdes periodontais e com

periodontite, e entre 0s sexos.

Avaliar a transcricdo dos genes previamente selecionados e correlacionar com
o perfil de metilacdo nos fragmentos de tecido gengival de individuos sem

alteracdes periodontais e com periodontite, e entre 0s sexos.

Avaliar associacfes da ocorréncia de metilacao e dos niveis de transcricdo dos

genes investigados com parametros clinicos.
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3 METODOS

3.1 Populagéo de estudo

A populagdo do estudo foi composta por individuos saudaveis sem
periodontite (n = 30) e individuos com periodontite (n = 30). Foram incluidos no estudo
individuos atendidos na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) e no Centro de Especialidades Odontoldgicas de Venda Nova, Belo
Horizonte, MG, Brasil, no periodo de 2013 a 2019. Todos os pacientes foram
submetidos a anamnese, exame clinico e radiografico por um periodontista
experiente, previamente calibrado. Eles assinaram o termo de consentimento e foram
informados sobre o objetivo e os métodos do estudo. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica (ETIC: 075/11)

Sinais clinicos de inflamacéo, nivel de insercéo clinica (NIC) e profundidade
de sondagem (PS) foram usados como critérios para o diagnostico de periodontite.
Individuos sem evidéncia clinica e radiografica de doenca periodontal, PS=3mm e sem
sangramento a sondagem foram usados como controle (grupo C). Aqueles que
exibiram mais de trés locais com PS=24mm, NIC=5mm e sinais clinicos de inflamacéao
foram considerados no grupo com periodontite (grupo P).

Os critérios de exclusdo aplicados foram o uso de antibiéticos, ou anti-
inflamatorios nos ultimos seis meses, gestantes ou lactantes, condi¢cdes sistémicas
alteradas, elementos dentarios com alteracbes periodontais, com excecdo da
periodontite no grupo periodontite (grupo P), menos de 15 dentes e histérico de
tabagismo. A nao ser pela presenca de periodontite, os pacientes incluidos neste
estudo eram sistemicamente saudaveis.

Para o grupo P, os tecidos gengivais foram coletados das bolsas periodontais
durante a fase cirargica do tratamento periodontal. Uma area equivalente foi coletada
durante exodontia e outras cirurgias eletivas para o grupo controle (grupo C),
observando-se os parametros clinicos de saude periodontal.

As amostras foram divididas em duas partes. Uma parte foi armazenada em
solucdo RNAholder (BioAgency, Brasil) para avaliacdo de mRNA. A outra parte foi
armazenada para analise de metilacdo de DNA em Tissue-Tek (Sakura, Torrance, CA,

EUA). Os individuos foram categorizados de acordo com a nova classificacdo de
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doencas periodontais da American Academy of Periodontology e da European
Federation of Periodontology (Papapanou et al., 2018).

3.2 Extracéo e quantificacdo de DNA

Todos os fragmentos gengivais armazenados em Tissue-Tek (Sakura,
Torrance, CA, EUA) foram incubados com proteinase K a 55 ° C até a digestao
completa. As amostras foram submetidas a extracdo de DNA pelo DNeasy Blood &
Tissue Kit (250) (Cat. No. 69506 / QIAGEN Sciences, Maryland 20874, EUA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Os gDNA obtidos foram quantificados em
espectrofotometro Denovix (DeNovix Inc. Wilmington, EUA). Consideramos como
parametro de pureza as amostras que apresentaram DNAs com leitura da relacao
DNA / proteina (260/280) acima de 1,8 e relacéo (260/230) acima de 1,7. COLOCAR
O PADRAO JA E PREESTABELEBIDO

3.3 Andlise do painel de metilacdo de DNA

Nesta etapa, agrupamos o gDNA extraido de 6 amostras de cada grupo em
dois pools. Realizamos um painel de metilagdo de DNA contendo 22 genes usando o
array PCR EpiTect Methyl Il Signature Human Cytokine Production (produto n°
335212, catalogo n° EAHS 541Z, Qiagen, Maryland 20874, EUA) para cada pool. No
painel foram avaliados os genes relacionados a producéao de citocinas, compostos por
moléculas que participam da via de sinalizag&o, reguladores funcionais de células T e
B, fatores de transcricéo e traducdo (BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, IL12A, MALT1,
MAP3K7, SOD1, STAT5A, TRAF2, TRAF6, INHA, INHBA, GATA3, IRF1, SMADS,
IGF2BP2, ELA2, LTB, MYD88, NOD1, TLR2), dados resumidos na Tabela 1. As
amostras foram previamente tratadas pelo protocolo do EpiTect Methyl DNA
Restriction Kit (Qiagen, Maryland 20874, EUA), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante, que utiliza enzimas de restricdo para identificar DNA metilado e nao
metilado. Conduzimos o ensaio quantitativo de reagcdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR) em um instrumento StepOnePLus (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Os valores de ACT obtidos foram analisados por meio de software
especifico fornecido pelo fabricante e os niveis de metilagdo foram quantificados. Os

genes que apresentaram padrdes de metilacdo diferentes entre os grupos avaliados,
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maior que 20%, foram selecionados para posterior analise com maior numero de

amostras.
Genes Funcéo
BCL10, BCL3, HMOX1, IL12 A, MALT1, Regulagéo da funcéo de células T
MAP3K7, SOD1, STAT5A, TRAF2, TRAF6
B BCL10, BCL3, INHA, INHBA, STAT5A Regulacéo da funcéo de células B
BCL10, BCL3, GATAS3, IRF1, SMAD3, STAT5A, Regulacédo da transcri¢ao
FOXP3
BCL3, IGF2BP2 Regulagéo da tradugéo
BCL10, BCL3, ELA2, GATA3, HMOXZ1, IL12A, Resposta ao estimulo intracelular e
INHA, INHBA, LTB, MALT1, MYD88, NOD1, ambiental
SMAD3, SOD1, STAT5A, TLR, FOXP3
BCL10, BCL3, HMOX1, INHA, INHBA, LTB, Sinalizagdo molecular e producéo de
MALT1, MAP3K7, MYD88, NOD1, SMAD3, citocinas

SOD1, STAT5A, TLR2, TRAF2, TRAF6, FOXP3

Tabela 1 Genes avaliados no painel de metilacdo agrupados pelas fungbes celulares e
moleculares.

3.4 Analise com ensaios individuais de metilagdo de DNA

Os genes que apresentaram perfil de metilacao diferente entre os grupos na
etapa anterior foram selecionados e analisados na amostra total coletada (n = 60) para
confirmagdo dos dados obtidos no painel. Conforme descrito anteriormente,
realizamos 0s mesmos procedimentos para extracdo de DNA, tratamento com
enzimas de restricdo e avaliacdo de qPCR. Os genes selecionados e a localizagéo

das respectivas ilhas CpGs sdo mostrados na Tabela 2.

Ensaios N° de catalogo (QIAGEN Sciences) Localizag&o dailha CpG
MALT1 EPHS106651-1A Chr18: 56338211 - 56339277
LTB EPHS112342-1A Chr6: 31548436 - 31549277
STAT5A EPHS106010-1A Chrl7: 40440188 - 40441014
FOXP3 EPHS115010-1A ChrX: 49125645 - 49127200

Tabela 2 Ensaios usados para avaliagdo de metilacao



51

3.5 Extracdo e quantificacdo de RNA

Realizamos a extracdo de RNA usando o protocolo do reagente Trizol
seguindo as recomendacdes do fabricante (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, EUA). O tecido gengival armazenado em RNAholder (Bio Agency
Biotechnology, Brasil) foi cortado, macerado e homogeneizado com Tissue Grinder
(Kondes, Vineland, NJ, EUA) em 1mL de Trizol, em seguida centrifugado a 12.000g /
10 min a 4 ° C. Resumidamente, 200ul de cloroférmio (Merck, Inc., White house
station, NJ, EUA) foram adicionados ao sobrenadante, agitados em vortex e
incubados por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a centrifugacgéo foi
realizada a 12000g / 10min a 4 ° C. A fase contendo o RNA foi transferida, adicionado
500ul de alcool isopropilico (Merck, Inc., White house station, NJ, EUA) e incubado
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds centrifugacéo, o precipitado de RNA
foi lavado com 1mL de alcool etilico 75% gelado (Merck, Inc., White house station, NJ,
EUA). O sedimento de RNA foi seco a temperatura ambiente e, em seguida, diluido

em 15 pl de agua sem nuclease DEPC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

3.6 Sintese de DNA complementar — cDNA

Apos a extracdo do RNA, as amostras foram submetidas ao tratamento com
Desoxirribonuclease |, Grau de Amplificagdo (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Diluimos 1ug de RNA
em volume final de 8L, contendo 1uL de tampao e 1uL de enzima DNase. Apds 15
minutos de incubacdo a temperatura ambiente, adicionamos 1uL de EDTA e as
amostras foram incubadas por 10 minutos a 70 ° C. O DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado apds a reagao de transcri¢cao reversa usando o kit SuperScript ™ First-
Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen Life Technologies Inc., Carsbad,
CA, EUA).

3.7 Andlise da transcri¢cdo do gene

Avaliamos as amostras de cDNA pela técnica de g°PCR com o uso do

equipamento CFX96 (Biorad). As reacdes foram feitas com o ensaio de expresséo
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TagMan_Gene para os genes selecionados e, como controle endégeno, foi usado o
gene da beta-actina (Tabela 3). A expresséao relativa do gene alvo foi calculada e
normalizada com o gene enddégeno. Avaliamos os resultados quanto a transcricdo do
gene alvo normalizado com o enddgeno e relativo a uma amostra calibradora. A
amostra de calibracéo foi formada por um pool de amostras de sangue de individuos
saudaveis. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata. A transcricdo do gene foi
calculada usando o método 2-AACt (Applied Biosystems User Bulletin No. 2) conforme
descrito anteriormente (LIVAK e SCHIMITTGEN, 2001).

Ensaio ID (Applied Biosystems) Localizacdo do gene
MALT1 Hs01120060_m1 Chr.18: 58671386 - 58753806
LTB Hs00242739_m1 Chr.6: 31580558 - 31582425
STAT5A Hs00559643_m1 Chr.17: 42287547 - 42311943
FOXP3 Hs01085834_m1 Chr.X: 49250436 - 49266505
ACTB Hs01060665_ g1 Chr.7: 5527148 - 5530601

Tabela 3 Ensaios usados para avaliacdo da transcricdo génica

3.9 Andlise estatistica

Usamos o teste de Shapiro-Wilk para determinar o padrao de distribuicéo da
amostra. Posteriormente, utilizamos o teste de Mann-Whitney com correcdo de
Bonferroni nas analises estatisticas comparativas. Para a andlise de correlacéo,
empregamos a correlacdo de ordem de classificacdo de Spearman. Todas as analises
estatisticas foram realizadas em SPSS 21.0 (IBM, Chicago, EUA). p <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas e clinicas

A Tabela 5 mostra os parametros demograficos e clinicos dos grupos C e P.
Consistente com o diagndstico e com a destrui¢do do tecido de suporte dentario, os
pacientes P apresentaram maior profundidade de sondagem, perda de insercéo
clinica e porcentagem de sangramento a sondagem do que os participantes C. O
grupo P também apresentou perda 0ssea alveolar, detectada radiograficamente.
Todos os pacientes incluidos no grupo P foram classificados com o diagndstico de
periodontite estagio Ill, grau B.

Controle Periodontite Valor de P
(n=30) (n=30)

Idade (anos) médiatDP 37,96+8,29 38,48+8,72 0,904
Homens (n) 15(50%) 15(50%) -
Mulheres (n) 15(50%) 15(50%) -

PS (mm) 1,8+0,76 7,7+2,21 <0,001
médiatzDP
NIC (mm) 1,9+0,80 9,0+2,88 <0,001
médiaxDP
Perda 6ssea alveolar Nao Sim -

Tabela 4 Dados clinicos e demogréaficos da populagdo de estudo

4.2 Painel de metilacdo de genes relacionados com a producéao de citocinas

No grupo C, um perfil ndo metilado foi observado para a maioria dos genes
avaliados. Apenas os genes FOXP3, STAT5A, MALT1 e LTB apresentaram
porcentagem de metilacdo na faixa de 50-80%. No grupo P, também foi observado
um perfil ndo metilado para a maioria dos genes. No entanto, observamos uma
diminuicdo dos niveis de metilacdo dos genes FOXP3, STAT5A, MALT1 e LTB em
comparacao com o grupo C. Os genes MALTL, LTB e STAT5A apresentaram as
maiores diferencas, com diminuicdo de aproximadamente 40-60% do nivel de

metilacdo. O gene FOXP3 apresentou reducao de 20% (Figura 8 e Tabela 6).
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Figura 8 Perfil de metilagdo de DNA em genes relacionados a sinalizacdo de producgéo de
citocinas
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Controle Periodontite

Gene Hipometilado Hipermetilado Hipometilado Hipermetilado

BCL10 99,91% 0,09% 99,95% 0,05%
BCL3 99,98% 0,02% 99,99% 0,01%
FOXP3 18,67% 81,33% 36,46% 63,54%
GATA3S 99,01% 0,99% 93,98% 6,02%
HMOX1 99,57% 0,43% 98,57% 1,43%
IGF2BP2 100,00% 0,00% 99,70% 0,30%
IL12A 99,67% 0,33% 99,08% 0,92%
INHA 99,80% 0,20% 97,48% 2,52%
INHBA 99,92% 0,08% 99,12% 0,88%
IRF1 99,97% 0,03% 99,91% 0,09%
LTB 49,38% 50,62% 99,95% 0,05%
MALT1 48,54% 51,46% 99,73% 0,27%
MAP3K7 99,79% 0,21% 99,52% 0,48%
MYD88 99,96% 0,04% 99,42% 0,58%
NOD1 99,90% 0,10% 99,96% 0,04%
SMAD3 100,00% 0,00% 99,96% 0,04%
SOD1 100,00% 0,00% 99,91% 0,09%
STATS5A 37,37% 62,63% 97,20% 2,80%
TLR2 99,88% 0,12% 99,88% 0,12%
TRAF2 100,00% 0,00% 99,86% 0,14%
TRAF6 99,90% 0,10% 99,87% 0,13%

Tabela 5 Percentuais de metilacdo dos genes avaliados no painel de metilacdo nos grupos
controle e periodontite.

4.3 Padrao de metilacdo de MALTL, LTB, STAT5A e FOXP3

Para confirmar os dados obtidos no painel, avaliamos os genes que
apresentaram perfis de metilagéo diferentes entre os grupos em um maior nimero de
amostras. MALT1, LTB e STAT5 apresentaram diferencas estatisticas entre 0os grupos
(Figura 9A, B, C). O grupo C apresentou maiores porcentagens de metilacdo em
comparagcdo ao grupo P para esses genes. A mediana dos niveis de metilacdo
apresentou diferenca entre os grupos: 1,09% para MALT1 (p = 0,005), 0,31% para
LTB (p = 0,004) e 3,35% para STAT5A (p = 0,015). Nenhuma diferenca significativa
foi observada considerando o gene FOXP3 (p = 0,376) (Figura 9D).
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Figura 9 Perfil de metilacdo dos genes selecionados. Grupo controle (C), grupo periodontite

(P). (*) representa as diferengas estatisticas. A (p = 0,005); B (p = 0,004); C (p = 0,015); D (p
= 0,367).

Como os achados da literatura indicam que os genes STAT5A e FOXP3
podem sofrer dimorfismo sexual na regulacdo de sua atividade molecular, foram
realizadas analises considerando o sexo. Nesta analise, o0 gene STAT5A apresentou
diferenca significativa apenas entre os individuos do sexo masculino, sendo o grupo
C com os maiores valores de metilacdo (p = 0,024) (Figura 10A). Considerando o
gene FOXP3, também foi observada diferenca significativa entre os homens dos
grupos C e P, com o grupo P hipermetilado (p = 0,037). No grupo C, as mulheres
apresentaram maior nivel de metilacdo de FOXP3 em comparacdo aos homens (p =
0,002) (Figura 10B).
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Figura 10 Perfil de porcentagem de metilagdo de STAT5A (A) e FOXP3 (B) por sexo. C (m):
grupo de homens controle; C (w): grupo de mulheres controle; P (m): grupo de homens com
periodontite; P (w): grupo de mulheres com periodontite. (*) correspondem a diferencas
estatisticas. A (p = 0,024); B (C (m) x P (m) p = 0,037; C (m) x C (w) p = 0,002).

4.4 Niveis de transcricdo de MALTL, LTB, STAT5A e FOXP3

Nenhum dos genes avaliados apresentou diferenca estatistica na transcri¢ao

entre os grupos C e P (Figura 11).
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Figura 11Transcricdo de mRNA dos genes selecionados A) MALT1, B) LTB, C) STAT5A, D)
FOXP3. C e barra branca correspondem ao grupo controle; P e barra cinza correspondem ao
grupo periodontite. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos.
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Realizamos a andlise considerando o sexo também para os niveis de
transcricdo nos genes STAT5A e FOXP3. Para o gene STAT5A, ndo observamos
diferencas entre os grupos (Figura 12A). Para o gene FOXP3, observamos diferengas
entre os homens dos grupos C e P (p = 0,037), assim como entre homens e mulheres
do grupo P (p = 0,047) (Figura 12B).
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Figura 12 Niveis de transcricdo de STAT5A (A) e FOXP3 (B) considerando o sexo. C (m):
grupo de homens controle; C (w): grupo de mulheres controle; P (m): grupo de homens com
periodontite; P (w): grupo de mulheres com periodontite. (*) correspondem a diferengas
estatisticas. B (C (m) x P (m) p =0,037; P (m) x P (w) p = 0,047).

4.5 Correlagao entre metilacéo e transcricdo de MALT1, LTB, STAT5A e FOXP3.

Nenhum dos genes avaliados mostrou uma correlagdo estatisticamente

significativa entre os percentuais de metilacdo e os niveis de transcri¢cdo (Figura 13).
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Figura 13 Correlacdo entre os valores de transcricdo e metilagdo para cada gene avaliado.
A) MALT1, B) LTB, C) STAT5A e D) FOXP3

4.6 Correlacao da metilacdo e da transcricdo com PS

N&o observamos nenhuma correlacao entre a porcentagem de metilagéo e a
PS paratodos os genes avaliados (dados ndo mostrados). A correlacao entre os niveis
de transcricdo e a PS foi observada apenas para o gene STAT5A (Figura 14). No
grupo de mulheres com periodontite, observou-se uma forte correlagao negativa entre
0s niveis de transcricdo de STAT5A e PS (p = 0,030; R =-0,680) (Figura 14B).
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Figura 14 Correlagéo entre os niveis de transcricdo de STAT5A e parametro clinico PS no
grupo P.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, o padrdo de metilagdo foi rastreado em 22 genes
relacionados a producdo de citocinas. Os genes MALTL1, LTB, STAT5A e FOXP3
apresentaram variacao de pelo menos 20% no perfil de metilacdo entre os grupos C
e P. Na etapa de validacdo com maior niumero de amostras, os genes MALT1, LTB e
STAT5A apresentaram perfil ndo metilado no grupo P em comparacdo ao grupo C,
mas sem diferencas entre 0os grupos na transcricdo dos genes avaliados.

MALT1 é uma proteina de sinalizacdo intracelular, expressa em varios tipos
de células e medeia a sinalizacao de NFkb, participando de fun¢cdes como adeséo e
proliferacdo celular e estabilizacdo de mRNA de IL-2, IL-6, e IL-12 (DEMEYER,;
STAAL; BEYAERT, 2016). A linfotoxina-B (LT) € uma proteina ligante que estimula
0s membros do receptor de superficie da superfamilia do receptor do fator de necrose
tumoral expresso na superficie (TNFRSF) de vérios tipos de células, especialmente a
linhagem de linfocitos (MACHO-FERNANDEZ et al., 2015). A regulacdo de MALTL1 e
LTB pode ser muito importante nas condi¢ces inflamatdrias, como na periodontite. A
atividade de MALT1 foi relatada como essencial nas respostas inflamatérias a
infeccbes bacterianas e seus produtos, e sua deficiéncia esta relacionada a
degradacdo Ossea patolégica (MONAJEMI et al., 2019; REBEAUD et al., 2008). Em
relacdo ao LTB, uma rapida suprarregulacdo foi observada em resposta a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, em modelo animal (GARLET, 2010). Além
disso, foi observado por Gupta et al.(2020) uma expressao maior de LTB em pacientes
com periodontite sistemicamente saudaveis quando comparados aos pacientes com
periodontite e bronquiectasia.

Neste estudo, os genes MALTL1 e LTB apresentaram diferencas estatisticas
no perfil de metilacdo entre os grupos, mas esse resultado deve ser considerado com
cautela. Isso porque a diferenca nos niveis de metilacdo entre os grupos estudados
foi muito pequena, ndo ultrapassando 2%. Essa pequena diferenca pode nao ter
influéncia biolégica e ndo afetar o processo de transcricdo génica, o que pode ter
influenciado para n&o haver diferengas na transcricdo. Na literatura, a metilacéo e a
transcricdo de MALT1 e LTB ainda s&o pouco exploradas na periodontite.

O STAT5A é um fator de transcricdo expresso em varios tipos celulares e
participa da via de sinalizacdo JAK/STAT, uma das vias mais importantes e rapidas

na conducgédo de informagdes recebidas na superficie da membrana e translocadas
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para o nucleo (JENKS et al., 2013; KANAI et al., 2014; WU; XUE, 2008). Como
resultado, estimula a expressao de varias citocinas, como IL-2, IL-4, IL-7, IL -9, IL-15,
IL-21 e IL-6, bem como a expressdo de moléculas que participardo do fenétipo do
desenvolvimento celular (BANERJEE et al., 2017; KAGAMI et al., 2001). STAT5 é
também envolvido no processo de diferenciacdo de células T. Participa na
diferenciagao Thl por meio da ligagéo de IL-12 e em Th2 por IL-4 e Treg por IL-2, e
STAT5A estd mais intimamente relacionado a esses Ultimos subtipos (OWEN,;
FARRAR, 2017) .

Neste estudo, foi visto que os individuos com periodontite apresentaram uma
menor porcentagem de metilacdo no gene STAT5A comparados aos individuos
controle, o que também foi evidente na analise considerando apenas os homens. A
presenca de um perfil hipometilado do gene STAT5A no grupo P poderia indicar que
0 gene estaria mais ativo e com maior transcricdo. Estudos mostram que a atividade
de STATS5A influencia na proporgao da populacao celular Th2 e Treg (TAKATORI et
al., 2005). A diferenciacdo das células Th2 é dependente da via de sinalizacao IL-
2/STAT5 e nas células Treg, o STAT5A participa do recrutamento de TETs para o
processo de desmetilacdo de FOXP3 e aumento da expressdo dessa molecula
(GADDIS; MICHALEK; KATZ, 2011). No entanto, nao foi observada diferencas na
analise da transcricdo de STAT5A entre os grupos C e P.

Possivelmente, outros mecanismos reguladores de STAT5A podem estar
atuando e influenciando os niveis dos transcritos. A metilacdo do DNA € um fator
molecular importante na regulacdo da expressao génica, mas ndo € o unico. A
expressdo génica pode ser regulada por outros mecanismos epigenéticos como a
modificacdo de histonas, miIRNA e RNA né&o codificantes, além da modificacdo da
expresséo pela presenca de polimorfismos genéticos na periodontite (MARTINEZ-
GARCIA; HERNANDEZ-LEMUS, 2021).

Na periodontite, estudos prévios avaliaram STAT5A nos tecidos gengivais e
verificaram hipometilagdo no gene (AZEVEDO et al.,, 2020), maior expressao de
MRNA (PARACHURU et al., 2018) e maior presenca da molécula (WANG et al.,
2019). A literatura é escassa sobre a avaliacdo de STAT5A na periodontite ou doencas
periodontais em humanos, mas existem alguns estudos em animais que avaliaram a
sua atividade na patogénese da doenca. Aquino et al.(2009) observaram diferencas
na ativagdo de STATS5 em diferentes modelos experimentais de periodontite. Foi

observada a ativacédo de STATS5 no modelo de periodontite induzido por ligadura e ndo
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no modelo de inducéo por LPS de P.gingivalis; o que sugere uma maior complexidade
na ativacdo desse gene. Além disso, estimulos bacterianos provenientes de
P.gingivalis parecem nao possuir efeitos negativos na atividade de STAT5A (KHALAF,;
DEMIREL; BENGTSSON, 2013)

Considerando o parametro clinico de PS, foi observada uma correlagédo
negativa entre PS e a transcricdo de STAT5A em mulheres. Tal achado sugere que
mecanismos relacionados a progressao da periodontite podem regular a transcricao
de STAT5A nesses individuos. Isso poderia causar modulacdo de respostas que
seriam prejudiciais para o hospedeiro. Um efeito negativo na inibigdo de transcricdo
de STAT5A pode estar relacionado com a diminuicdo de uma resposta imune eficiente
e regulatdria, o que pode resultar em perdas teciduais e bolsas clinicas mais profundas
nas pacientes do grupo feminino. Esse achado no grupo de pacientes mulheres pode
estar relacionado a diferenca de atividade do STAT5A entre 0s sexos.

O dimorfismo sexual é visto na expresséo e atividade de STAT5 em algumas
doencas, como doencas vasculares (SEHGAL et al.,, 2015). Esse viés esta
relacionado a interacdo de receptores com hormdnios sexuais e fatores de
crescimento. Nestes casos, a transdugéo de sinais hormonais passa pela via JAK /
STAT e pode gerar diferentes respostas a diferentes hormonios. As diferencas
especificas que ocorrem nos mecanismos celulares estimulados por hormdnios
masculinos ou femininos ndo estdo bem definidas (DAVEY; WILKINS; WAXMAN,
1999; SEHGAL et al., 2015).

Outro gene avaliado neste estudo foi 0 gene FOXP3. FOXP3 € um fator de
transcricdo que esta intrinsecamente ligado a atividade das células Treg. A expressao
desse gene caracteriza esse subtipo celular e induz a expresséo das citocinas anti-
inflamatorias IL-10, TGF-B e inibe as citocinas pré-inflamatérias IL-2 e IL-4 (HOLMES;
GAO; SU, 2011; RUDENSKY, 2011). No presente estudo, ndo foram observadas
diferencas no perfil de metilacdo de FOXP3 entre os grupos C e P. E importante
ressaltar que FOXP3 esta localizado no cromossomo X e tal fato poderia influenciar
no perfil de metilagéo presente nos grupos. Hall et al. (2014) avaliaram diferencas no
perfil de metilacdo do cromossomo X entre 0s sexos e mostraram que individuos do
sexo feminino possuem um perfil hipermetilado de genes localizados nesse
cromossomo comparado aos individuos do sexo masculino. Como o gene FOXP3 esta
localizado no cromossomo X, a metilagdo do cromossomo X inativo nas mulheres

poderia estar interferindo na porcentagem de metilagdo observada e “mascarando” a
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metilacdo do cromossomo ativo (TUKIAINEN et al., 2017). Sendo assim, uma analise
considerando o sexo foi realizada para evitar um possivel viés (NIE et al., 2015;
VOSKUHL; SAWALHA; ITOH, 2018).

Nas analises entre 0os sexos, constatou-se que o perfil de metilacdo se
distribuiu de forma heterogénea entre os grupos. Homens com periodontite
apresentaram maior nivel de metilagdo em comparacdo ao grupo C, além de
apresentarem niveis mais baixos de transcritos. Voskuhl, Sawalha e Itoh (2018)
verificaram a influéncia do viés sexual na metilagdo do FOXP3 e seu papel em
doencas autoimunes em ratos transgénicos. Foi visto que a metilacdo de DNA nesse
gene era mais prejudicial aos ratos XY e que existe um papel negativo do imprinting
gendmico dos ratos XY afetados e sua prole.

Um perfil hipermetilado e uma menor transcricdo em individuos homens com
periodontite podem indicar que o papel regulador das células Treg esta prejudicado
na periodontite. Com isso, a inibicdo das atividades proé-inflamatérias poderia estar
ineficiente e a diferenciacdo das células FOXP3* prejudicada. Esse resultado é
consistente com dados da literatura sobre a diminuicdo da proporcédo de células Treg
em lesdes periodontais mais avangcadas (CARDOSO et al., 2008; NAKAJIMA et al.,
2005; PARACHURU et al.,, 2014). As células Treg CD4* estdo relacionadas a
producdo de citocinas antiinflamatérias e ao controle de processos inflamatorios,
enguanto as células Treg CD8 + estao relacionadas a supressao da destruicdo 6ssea
e a inducao da formacao 6ssea alveolar (HAN et al., 2018; SABARISH; RAO; LAVU,
2016). A reducéo dos niveis de FOXP3 em pacientes do grupo P pode indicar reducao
da atividade desses fenétipos celulares. O ganho de metilacdo no promotor do gene
avaliado pode indicar que h4 uma modulacéo do controle da expressao desse gene
guando o processo inflamatorio € estabelecido.

O padrédo de metilagdo do gene FOXP3 nao foi previamente estudado na
periodontite, mas alguns trabalhos demonstraram a relacéo da alteracdo da metilacao
do gene com algumas doencas. Zhu et al.(2019) observaram que a hipermetilacdo do
gene FOXP3 estava associado a um maior risco na sindrome coronariana aguda.
Nesse trabalho observaram que metilagdo do FOXP3 estava relacionada a
aterosclerose e era inversamente proporcional as porcentagens de TGF-B e IL-10.
Além disso, foi observado um impacto negativo da metilacdo de FOXP3 em doencas
como asma, doenca obstrutiva pulmonar crénica (DOPC), hipertensdo e colangite
biliar primaria (DU et al., 2019; PRUNICKI et al., 2021; ZHU et al., 2020). Na cavidade
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oral, a metilac&o e transcricdo do gene FOXP3 foi estudada por Campos et al. (2015)
em granulomas e cistos periapicais. O trabalho observou uma hipermetilagdo nas
lesGes comparadas ao controle, e uma correlacdo entre a hipermetilacdo e os baixos
valores de transcricao.

As diferencas descritas na literatura sobre os perfis de resposta entre homens
e mulheres (GROVER et al., 2016; VALERIO; KIRKWOOD, 2018) podem ter uma
base epigenética que pode estar contribuindo em certos desfechos. Essas diferencas
entre os sexos ja foram descritas sobre as particularidades hormonais com influéncia
na inflamagédo e metabolismo ésseo (SHIAU; AICHELMANN-REIDY; REYNOLDS,
2014). Além disso, existem indicios de diferencas entre os sexos na atividade celular
inflamatoria frente ao desafio bacteriano periodontopatogénico (VALERIO;
KIRKWOOD, 2018). Ainda assim, persiste uma lacuna no entendimento sobre o0s
processos inflamatorios e regulatérios individuais e seu impacto na doenca. Esse
trabalho coloca luz sobre possiveis impactos epigenéticos especificos, nos genes
FOXP3 e STAT5A, em homens e mulheres com periodontite. Apesar de apresentarem
um mesmo resultado clinico da periodontite; como a perda 0ssea, por exemplo, 0s
mecanismos inflamatérios que desencadearam a doenca podem ter pequenas
particularidades entre homens e mulheres, e servirem como base para estudos de
tratamentos futuros.

Esses achados em conjunto sugerem que alteracdes nos perfis de metilacdo
de STAT5A e FOXP3 sdo mecanismos epigenéticos presentes nos tecidos gengivais
de individuos com periodontite moderada, com particularidades considerando o sexo.
Mais estudos sdo necessarios para esclarecer os efeitos da epigenética nas vias
celulares nos processos inflamatoérios e contribuir para um melhor entendimento da

patogénese da periodontite.
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ABSTRACT

Aim: We evaluated the methylation and transcription profile of genes related to

inflammatory signaling pathways in stage Il grade B periodontitis.

Material and Methods: Gingival fragments were collected from periodontitis and
healthy individuals. We evaluated a panel containing 22 genes related to inflammatory
signaling pathways in initial methylation screening. After selecting the altered genes,
we performed data validation with the Methyl Profiler DNA Methylation gPCR assay in
60 samples, followed by real-time polymerase chain reaction (qPCR). The transcription

levels were evaluated by gPCR.

Results: We observed an unmethylated profile in the majority of genes evaluated in
both groups. MALT1, LTB, FOXP3, and STAT5A genes presented a hypermethylation
profile in control group compared to periodontitis group. Data validation confirmed the
hypomethylation of MALT1, LTB and STAT5A in periodontitis group compared to the
control group (p=0.005, p=0.004, p=0.015, respectively). In the male periodontitis
group, it was observed a FOXP3 hypermethylation and low transcription (p=0,037); as
well as a hypomethylation of STAT5A (p=0,024). Female periodontitis group showed

a negative correlation between STAT5A transcription and probing depth.

Conclusion: The DNA methylation in intracellular signaling pathways is an epigenetic
mechanism present in gingival tissues from individuals with stage Il grade B

periodontitis.

Keywords: Epigenetic, DNA methylation, Periodontitis, FOXP3, STAT5A
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study: DNA methylation occurs in human cells with the
function of modulating gene expression. This modulation becomes even more critical
in inflammatory contexts where a chronic destructive profile is observed, such as
periodontitis. We studied the methylation pattern of genes that participate in the
signaling and characterization of the inflammatory profile in patients with stage Ill grade

B periodontitis.

Principal findings: We observed a specific methylation patterns of the FOXP3 and
STATS5A genes in male gingival tissues with periodontitis. More studies are needed to
clarify the effects of epigenetics on cellular pathways in inflammatory processes.

Practical implications: The search for target genes controlled by epigenetics and the
characterization of groups with specific methylation profiles can be essential tools for

developing specific therapies.
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INTRODUCTION

Epigenetic alterations have been evaluated in periodontitis in search of target
genes that could influence the pathogenesis of the disease (Kim et al. 2021). These
alterations are characterized by changes in gene expression without altering the DNA
sequence and include mechanisms such as histone modifications, non-coding RNAS,
and DNA methylation (Richter et al. 2021; Khouly et al. 2020).

DNA methylation is the most common epigenetic mechanism in human cells. It
can be modified by physiological processes, such as the inactivation of the X
chromosome in women (Tukiainen et al. 2017), and pathological processes, such as
inflammation and infection (Ari, Cherukuri, and Namasivayam 2016). Furthermore,
DNA methylation is a reversible process that can be influenced by external factors,
such as exposure to toxins and nutrition (Jiang et al. 2020).

In periodontitis, bacterial stimuli, smoking, and the inflammatory process have
been described in the literature as potential modifiers of the methylation pattern
(Larsson, Castilho, and Giannobile 2015). Changes in the DNA methylation profile
have been reported in periodontitis in constitutional and inflammatory genes (Kim et
al. 2021; Luo et al. 2018). Genes that participate in inflammatory cell signaling, are
important targets for regulation, as their activity can determine a destructive pro-
inflammatory or anti-inflammatory profile in the affected site.

Pro-inflammatory cytokine genes showed lower levels of DNA methylation and
higher levels of gene expression in gingival tissues of periodontitis patients compared
to healthy patients (Oliveira et al. 2009; Andia et al. 2010). Genes related to host
defense mechanisms and cell differentiation showed altered DNA methylation levels
in periodontitis patients (de Faria Amormino et al. 2013; Azevedo et al. 2020) and in
vitro and in vivo models stimulated with periodontopathogens (Jurdzifski, Potempa,
and Grabiec 2020). Another significant finding was observed in genes related to tissue
repair, epithelial barrier integrity, and innate immune response, which were strongly
hypomethylated (Richter et al. 2021).

Although investigations on DNA methylation have contributed to the
knowledge of their activity in periodontitis, epigenetic alterations in inflammatory
signaling pathway-related genes may still exist. Transcription factors and mechanisms

related to inter and intracellular signal transmission are fundamental for cell activity, as
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well as for the production of cytokines and cell differentiation. Changes in the
methylation pattern were observed in the STAT5A, GATA3 and NFKB genes and
indicate that cellular processes are altered through epigenetics in periodontitis (Barros
and Offenbacher 2014; Diomede et al. 2017; Azevedo et al. 2020).

Few studies in the literature have evaluated genes that interact and participate
in the same cell signaling pathway. Given the importance of cytokines production and
cell differentiation in the periodontitis, and of DNA methylation role in gene expression,
this study aims to elucidate the methylation pattern in genes that participate in the

cytokine production and cell differentiation cascades in periodontitis.

MATERIAL AND METHODS

Study population

The study population consisted of healthy individuals without periodontitis (n = 30) and
individuals with periodontitis (n = 30). Individuals included in the study were attended
at the Faculty of Dentistry of the Federal University of Minas Gerais (UFMG) and the
Dental Specialties Center of Venda Nova, Belo Horizonte, MG, Brazil from 2013 to
2019. All patients underwent anamnesis, clinical and radiographic examinations by one
experienced Periodontist, previously calibrated. They signed consent forms and were
informed about the purpose and methods of the study. This study was approved by the
local Ethics Committee (ETIC:075/11) and a signed informed consent of all subjects
was obtained.

Clinical signs of inflammation, clinical attachment level (CAL) and probing
depth (PD) were used as criteria for the diagnosis of periodontitis. Individuals with no
clinical and radiographic evidence of periodontal disease, probing depth (PD) > 3mm
and no bleeding probe were used as control (C group). Those who exhibited more than
three sites with PD=4mm, CAL=5mm, and clinical signs of inflammation were

considered on the periodontitis group (P group).

The exclusion criteria applied were antibiotic or anti-inflammatory use in the last
six months, pregnant or lactating women, altered systemic conditions, dental elements
with periodontal disease, except for periodontitis in the P group, less than 15 teeth,
and smoking history. Despite the presence of periodontitis, the patients included in this

study were, otherwise, systemically healthy.
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For the P group, gingival tissues were collected from periodontal pockets during
the surgical phase of treatment. An equivalent area was collected during exodontia
and other elective surgeries for the C group. The samples were divided into two parts.
One part was store in RNAholder solution (BioAgency, Brazil) for mRNA evaluation.
The other part was store in Tissue-Tek (Sakura, Torrance, CA, USA) for DNA analysis
methylation. The individuals were categorized according to periodontal diseases new
classification of the American Academy of Periodontology and the European

Federation of Periodontology (Papapanou et al. 2018).
DNA extraction and quantification

All gingival fragments stored in Tissue-Tek (Sakura, USA) were incubated with
proteinase K at 55°C until complete digestion. According to the manufacturer's
instructions, we submitted the samples to DNA isolation by the DNeasy Blood & Tissue
Kit (250) (Cat. No. 69506 / QIAGEN Sciences, Maryland 20874, USA). The obtained
gDNA was quantified in the Denovix spectrophotometer (DeNovix, Wilmington, USA).
Pure DNA were those that presented DNA / protein ratio (260/280) reading above 1.8
and ratio (260/230) above 1.7.

DNA methylation panel analysis

In this step, gDNA extracted from 6 samples from each group were combined in two
pools and analyzed on a DNA methylation panel containing 22 genes using the EpiTect
Methyl II Signature Human Cytokine Production PCR Array (product n°® 335212,
catalog n° EAHS 5417, Qiagen, Maryland 20874, USA). In the panel evaluated, the
genes are related to the production of cytokines, composed of molecules that
participate in the signaling pathway, functional regulators of T and B cells, transcription
and translation factors (BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, IL12A, MALT1, MAP3K7,
SOD1, STAT5A, TRAF2, TRAF6, INHA, INHBA, GATAS, IRF1, SMAD3, IGF2BP2,
ELA2, LTB, MYD88, NOD1, TLR2). The samples were treated by the protocol of
EpiTect Methyl DNA Restriction Kit (Qiagen, Maryland 20874, USA), according to the
manufacture’s instruction, which uses restriction enzymes to identify methylated and
unmethylated DNA. We conducted the gPCR array in a StepOnePLus instrument
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). We analyzed the CT values obtained
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using specific software provided by the manufacturer and quantified the methylation
levels. Genes that showed different methylation patterns between the evaluated

groups, greater than 20%, were selected for further analysis with more samples.

DNA methylation assay analysis

The genes that showed a different methylation profile among the groups in the previous
step were selected and analyzed in the total sample collected (n=60) to confirm the
data obtained in the panel. We performed the same procedures for DNA extraction,
restriction enzyme treatment, and gPCR evaluation as previously described. The

selected genes and the location of the respective CpGs islands are shown in Table 1.

RNA extraction and quantification

We performed RNA extraction using the Trizol reagent protocol following the
manufacturer's recommendations (Invitrogen Life Technologies Inc., Carlsbad, CA,
USA). The RNA pellet was dried at room temperature and then diluted in 15 pl of DEPC

nuclease-free water (Invitrogen Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA).
Synthesis of complementary DNA — cDNA

After RNA isolation, we submitted the samples to treatment with Deoxyribonuclease I,
Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA) according
to the manufacturer's protocol. 1ug of RNA was diluted in a final volume of 8uL,
containing 1uL of buffer and 1uL of DNase enzyme. We added 1uL of EDTA after 15
minutes of incubation at room temperature, and we incubated the samples for 10
minutes at 70°C. We synthesized the complementary DNA (cDNA) following reverse
transcription reaction using the SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-
PCR kit (Invitrogen Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA).

Analysis of gene transcription

We evaluated the cDNA samples by the gPCR technique in the CFX96 (Biorad). We
did the reactions with the TagMan_Gene expression assay for the selected genes, and
we used the Beta-actin gene as endogenous control (Table 2). The relative expression

of the target gene was calculated and normalized with the endogenous. We evaluated
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the results of target gene transcription normalized with the endogenous and relative to
a calibrator sample. A poll of blood samples from healthy subjects formed the
calibration sample. We performed all reactions in duplicates. The gene transcription
was calculated using the 2-AACt method (Applied Biosystems User Bulletin No. 2) as
previously described (Livak and Schmittgen 2001).

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was used to determine the sample distribution pattern.
Subsequently, the Mann-Whitney test with Bonferroni correction was used in the
comparative statistical analyzes. For correlation analysis, we employed the
Spearman’s Rank-Order Correlation. All statistical analyses were conducted in SPSS

21.0 (IBM, Chicago, EUA). p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Demographic and clinic characteristics

Table 3 shows the demographic and clinical parameters of the C and P groups.
Consistent with the diagnosis and the destruction of tooth-supporting tissue, P patients
presented higher probing depth, clinical attachment loss, and percentage of bleeding
on probing than C participants. The P group also displayed alveolar bone loss. All

individuals included in the P group were diagnosed with stage Il grade B periodontitis.

Methylation panel of genes related inflammatory signaling pathway and cytokine

production

In the C group, an unmethylated profile was observed for most of the evaluated
genes. Only FOXP3, STAT5A, MALT1, and LTB genes showed a higher percentage
of methylation. Methylation values were in a range of 50-80% in these genes. In the P
group also was observed an unmethylated profile for most of the genes. However, we
observed a decrease in methylation levels from the FOXP3, STAT5A, MALT1, and
LTB genes in the P group compared to the C group. The MALT1, LTB, and STAT5A
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genes showed the most significant differences, with a decrease of approximately 40-
60% of methylation level. The FOXP3 gene showed a decrease of 20% (Figure 1).

Methylation pattern of MALTL, LTB, STAT5A and FOXP3

To confirm the data obtained in the panel, we evaluated the genes that showed
different methylation profiles among the groups with a larger number of samples. The
C group showed higher methylation percentages to the P group for MALT1, LTB, and
STATS genes (Figure 2 A, B, C). The median of methylation levels presented
difference among groups: 1.09% for MALT1 (p=0,005), 0.31% for LTB (p=0,004) and
3,35% for STAT5A (p=0,015). No significant difference among groups considering the
FOXP3 gene was observed (p=0,376) (Figure 2D).

Since the findings in the literature indicate that the STAT5A and FOXP3 genes may
undergo sexual dimorphism in the regulation of their molecular activity, we performed
analyzes considering sex. In STAT5A analysis showed a significant difference only
among male individuals, being the C group with the highest methylation values
(p=0,024) (Figure 2E). Considering the FOXP3 gene, we also observed a significant
difference among men from C and P groups, with the hypermethylated P group
(p=0,037). In the C group, women showed higher methylation levels in the FOXP3
gene than men (p=0,002) (Figure 2F).

Transcription levels of MALTL, LTB, STAT5A and FOXP3

None of the evaluated genes showed statistical differences in transcription between
groups C and P (Figure 3). We also performed sex analysis for transcription levels in
STAT5A and FOXP3 genes. For STAT5A, no difference was observed among groups
(Figure 3E). For FOXP3, statistical differences were observed between men from C
and P groups (p=0,037), with higher transcription for the C group. We observed among
the P groups, a higher transcription for the female group compared to male group
(p=0,047) (Figure 3F).

Correlation considering methylation, transcription and PD



91

None of the evaluated genes showed a correlation between methylation
percentages and transcription levels (Data not shown). We do not observe a
correlation between methylation percentages and PD (Data not shown). We only
observe a correlation between transcription levels and PD in the STAT5A gene (Figure
4). Female P group P showed a strong negative correlation between STAT5A and PD
transcription levels (p=0,030; R= -0,680) (Figure 4B).

DISCUSSION

In the present study, a methylation pattern in genes related to inflammatory
signaling pathways and cytokine production was screening in order to identify potential
targets in periodontitis. The MALT1, LTB, STAT5A, and FOXP3 genes showed a
variation of at least 20% in the methylation profile between the C and P groups. After
the validation stage, the MALT1, LTB, and STAT5A genes showed an unmethylated
profile in the P group compared to the C group, suggesting a loss of methylation in

these genes in periodontitis.

MALT1 and LTB regulation may be important in diseases with inflammatory
profile, such as periodontitis. MALT1 is an intracellular signaling protein expressed in
several cell types and mediates NFkb signaling, cell adhesion and proliferation, and
MRNA stabilization of IL-2, IL-6, and IL-12 (Demeyer, Staal, and Beyaert 2016).
MALTL1 activity has been essential in inflammatory responses to bacterial infections
and their products, and its deficiency is related to pathological bone degradation
(Rebeaud et al. 2008; Monajemi et al. 2019). LT is a binder protein that stimulates
surface-expressed tumor necrosis factor receptor (TNFRSF) superfamily members of
various cell types, especially the lymphocyte lineage (Macho-Fernandez et al., 2015).
Garlet (2010) observed a rapid upregulation of LTB in response to Aggregatibacter
actinomycetemcomitans in an animal model. Furthermore, Gupta et al. (2020)
observed a higher expression of LTB in patients with systemically healthy periodontitis
compared to patients with periodontitis and bronchiectasis. In this study, the MALT1
and LTB genes showed statistical differences in the methylation profile among the
groups, but the result should be considered with caution. The difference of methylation
levels in groups studied was very small, not exceeding 2%. Furthermore, no difference

in transcription was detected in our study. The differences found in methylation levels
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may have no biological influence and not affect the gene transcription process. In the
literature, the methylation and transcription of MALT1 and LTB are still poorly explored.

STAT5A is a transcription factor expressed in several cell types and
participates in the JAK/STAT signaling pathway, one of the most important and fast
pathways in the conduction of information received on the membrane surface and
translocated to the nucleus (Jenks et al. 2013; Kanai et al. 2014; Wu and Xue 2008).
As a result, it stimulates the expression of several cytokines, as well as the production
of the molecules that will participate in the phenotype of cell development (Banerjee et
al. 2017; Kagami et al. 2001). STATS is involved in the process of T cell differentiation.
It participates in Thl differentiation through the binding of IL-12 and into Th2 by IL-4
and Treg by IL-2, and STAT5A is more closely related to these latter subtypes (Owen
and Farrar 2017).

In this study, it was seen that individuals with periodontitis had a lower STAT5A
methylation levels than control subjects, which was evident in the analysis considering
only men. This data is in accordance with Azevedo et al. (2020) that observed a
hypomethylated profile of the STAT5A gene in severe generalized periodontitis. The
presence of a hypomethylated profile of the STAT5A gene in the P group could indicate
a gene more active and with higher transcription, but this was not observed in the
transcription analysis. Possibly, other regulatory mechanisms of STAT5A may be
acting and influencing the transcript levels, as histone modifications, microRNAs and
genetic polymorphisms (Martinez-Garcia and Hernandez-Lemus 2021).

The literature is scarce on the evaluation of STAT5A in periodontitis. Gingival
tissues from periodontal patients showed lowest methylation (Azevedo et al. 2020),
highest transcription (Parachuru et al. 2018) and highest expression of the STAT5
(Wang et al. 2019). Aquino et al. (2009) suggested that STATS5 activity in periodontitis
is related to the complexity of the local inflammatory response, either through cytokine
signaling or the composition of bacterial stimuli. Furthermore, only bacterial stimuli
from P. gingivalis seem to have no neutralizing effects on STAT5A activity (Khalaf,

Demirel, and Bengtsson 2013).
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Considering the clinical parameter, a negative correlation between STAT5A
transcription and PD was detected in women. This finding suggests that mechanisms
related to progression of periodontitis can regulate the transcription of STAT5A in these
individuals, modulating the host response. A negative effect on STAT5A transcription
inhibition may be related to a decrease in an efficient and regulatory immune response,
resulting in tissue loss and deeper clinical pockets in women. Studies showed that
STATS5A activity influences the proportion of Th2 and Treg cell populations (Takatori
et al. 2005). The differentiation of Th2 cells is dependent on the IL-2/STATS5 signaling
pathway, including Treg cells; and STAT5A patrticipates in the recruitment of TETSs for
the FOXP3 demethylation process and increased expression of this molecule (Gaddis,
Michalek, and Katz 2011).

Another gene evaluated in this study was the FOXP3 gene. FOXP3 is a
transcription factor and is intrinsically linked to Treg cell activity. The expression of this
gene characterizes this cell subtype and induces the expression of anti-inflammatory
cytokines IL-10, TGF-B and inhibits pro-inflammatory cytokines IL-2 and IL-4 (Holmes,
Gao, and Su 2011; Rudensky 2011). As the FOXP3 gene is located on the X
chromosome and women have the inactivation of one X chromosome by methylation,
an analysis considering the sex was performed to avoid possible bias (Nie et al. 2015;
Voskuhl, Sawalha, and Itoh 2018; Tukiainen et al. 2017). It was seen a heterogeneous
pattern of FOXP3 methylation among the groups. Men with periodontitis showed a
higher methylation level compared to the C group, as well as lower FOXP3
transcription levels. These findings suggests that the regulatory role of Treg cells is

impaired in men with stage Ill grade B periodontitis.

This result is consistent with literature data on the decrease in the proportion
of Treg cells in advanced periodontal lesions (Cardoso et al. 2008; Nakajima et al.
2005; Parachuru et al. 2014). CD4+ Treg cells are related to the production of anti-
inflammatory cytokines and the control of inflammatory processes, while CD8+ Treg
cells are related to the suppression of bone destruction and the induction of alveolar
bone formation (Han et al. 2018; Sabarish, Rao, and Lavu 2016). The reduction in
FOXP3 levels in group P patients may indicate a reduction in the activity of these cell

phenotypes and the consequent evolution of the disease.
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So far, no study about the methylation pattern of the FOXP3 gene was
performed in periodontitis. However, some studies have demonstrated the relationship
of FOXP3 methylation in other diseases. FOXP3 hypermethylation was associated
with a higher risk in acute coronary syndrome and inversely proportional to the
percentages of TGF- and IL-10 (L. Zhu et al. 2019). In addition, a negative impact of
FOXP3 methylation has been observed in diseases such as asthma, chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), hypertension, and primary biliary cholangitis
(Du et al. 2019; Prunicki et al. 2021; X. Zhu et al. 2020). In dentistry, the FOXP3
hypermethylation was observed in periapical granulomas and cysts, as well as the low
transcription (Campos et al. 2015).

Sexual dimorphisms are present in many human diseases. Sex-specific
differences are described in the periodontitis considering the oral microbiome and the
risk for destructive periodontal disease (Zhao et al. 2021; Shiau and Reynolds 2010).
The existence of an association of sex hormone levels with periodontitis, inflammation
and bone turnover were described (Steffens et al. 2015). In our study, we observed
differences in STAT5A and FOXP3 methylation profile in analysis considering the sex,
which highlights the importance of studying the specific epigenetic impacts in both

Sexes.

Together, these findings suggest that DNA methylation in intracellular
signaling pathways is an epigenetic mechanism present in gingival tissues from
individuals with stage 11l grade B periodontitis. Additional studies are needed to clarify

the effects of epigenetics on cellular pathways in inflammatory processes.
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Table 1 Assays used for evaluation of methylation
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Assay Catalog number (QIAGEN Sciences) CpGs Island Location
MALT1 EPHS106651-1A Chrl8: 56338211 - 56339277
LTB EPHS112342-1A Chr6: 31548436 - 31549277
STAT5A EPHS106010-1A Chrl7: 40440188 - 40441014
FOXP3 EPHS115010-1A ChrX: 49125645 - 49127200

Table 2 Assays used for evaluation of transcription.

Assay ID (Applied Biosystems) Chromossome Location
MALT1 Hs01120060_m1 Chr.18: 58671386 - 58753806
LTB Hs00242739_m1 Chr.6: 31580558 - 31582425
STAT5A Hs00559643_m1 Chr.17: 42287547 - 42311943
FOXP3 Hs01085834_m1 Chr.X: 49250436 - 49266505

ACTB Hs01060665 g1 Chr.7: 5527148 - 5530601




Table 3 Demographic data and clinical parameters of study population
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Control Periodontitis P value
(n=30) (n=30)
Age (years) mean+SD 37,96+8,29 38,48+8,72 0,904
Male(n) 15(50%) 15(50%) -
Female (n) 15(50%) 15(50%) -
PD (mm) 1,8+0,76 7,7+2,21 <0,001
mean+SD
CAL (mm) 1,9+0,80 9,0+2,88 <0,001
meanzSD
Alveolar bone loss No Yes -




103

Figure 1 Methylation profile of the panel of genes related to cytokine production.
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Figure 2 A-D: Methylation percentage profile of selected genes. A (p=0,005); B (p=,004); C
(p=0,015); D (p=0,376). E, F: Methylation percentage profile of STAT5A (A) and FOXP3 (B)
by sex. C(m): control male group; C(f): control female group; P(m): periodontitis male group;
P(f): periodontitis female group. E (p=0,024); F ( C(m)x P(m) p=0,037; C(m) x C(f) p=0,002).
(*) represents the statistical differences
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Figure 3 A-D: Transcription of mMRNA of selected genes. No statistical differences were seen
between groups. E, F: Transcription levels of STAT5A (E) and FOXP3 (F) by sex. C(m): control
male group; C(f): control female group; P(m): periodontitis male group; P(f): periodontitis
female group. (*) correspond to statistical differences. F (C(m)x P(m) p=0,037; P(m) x P(f)
p=0,047).
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Figure 4 Correlation between transcription levels of STAT5A and clinical parameter in P group.
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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 participacdo no projeto de pesquisa que tem
0 seguinte titulo: “Avaliacdo de Alteragcdes Epigenéticas na Periodontite Cronica”. 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 que isso seja o principal
motivo que expligue por que algumas pessoas sdo 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 € identificar se essas altera¢des do material genético poderiam causar
ou agravar a doenca.

Para realizacdo deste estudo, sera necessério 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
regido 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 algodao previamente
esterilizado. E para a coleta de sangue sera feita uma puncao venosa, utilizando materiais totalmente
descartaveis e apropriados. Essa coleta de sangue serd 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, 0 que ndo impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) apés 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
doenca Periodontite, podendo melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag8es fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas, e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizacdo 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 divulgagdo 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 continuagéo normal do tratamento.

Local: Data:. [/ [/

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

Pesquisadores: Telma Cristina Ardo, Luiz Paulo Carvalho Rocha. 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@prpq.ufmg.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 participacao no projeto de pesquisa que tem
0 seguinte titulo: “Avaliacdo de Alteragcdes Epigenéticas na Periodontite Cronica”. 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 que isso seja o principal
motivo que expligue por que algumas pessoas sdo 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 € identificar se essas alteragGes 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
regido 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 algodao previamente
esterilizado. E para a coleta de sangue sera feita uma puncao venosa, utilizando materiais totalmente
descartaveis e apropriados. Esta coleta de sangue serd 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 serdo efetivados por pessoas devidamente capacitadas, o que ndo impede a
possibilidade da ocorréncia de hematomas (areas arroxeadas) apds 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
Periodontite Cronica, podendo melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag8es fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas, e todas as
minhas davidas foram respondidas. Autorizo a utilizacdo de parte do tecido que foi removida atraves
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 continuagéo normal do tratamento.
Local: Data._ [/ [

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

Pesquisadora: Telma Cristina Ardo, Luiz Paulo Carvalho Rocha. 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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