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RESUMO 

 

A metilação do DNA é um mecanismo epigenético catalisado por uma família de 

enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs). Este evento é capaz de 

interferir na expressão de vários genes envolvidos na resposta imune e tem sido 

relacionado à patogênese de doenças inflamatórias, como a periodontite. CD14 é um 

receptor com alta afinidade pelo LPS e ao se ligar a ele, promove uma cascata de 

sinalização intracelular com ativação do NFkB e consequente expressão de genes pró-

inflamatórios. Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o padrão de metilação e 

a transcrição dos genes CD14 e NFkB, assim como a transcrição das enzimas DNMTs 

na periodontite crônica. A influência do tabagismo foi avaliada nestes eventos. 

Amostras gengivais foram coletadas de 30 indivíduos com periodontite crônica e 30 

sem periodontite e submetidas à análise histológica. O DNA foi extraído pelo 

kitQIAamp DNA Tissue Mini Kit e analisado utilizando o Methyl Profiler DNA 

Methylation qPCR, com posterior análise por PCR em tempo real. Para a avaliação da 

transcrição, foi realizada a extração do RNA pelo método do trizol, seguida da 

conversão em cDNA e posterior análise por PCR em tempo real com sondas 

específicas. Um padrão de DNA não metilado do CD14 foi observado em todos os 

grupos analisados. A transcrição de CD14 foi maior no grupo periodontite comparado 

ao controle. Um padrão de DNA não metilado do NFkB também foi um evento usual 

nos tecidos gengivais dos indivíduos com e sem periodontite. Maior transcrição de 

NFkB foi verificada no grupo sem periodontite comparado ao com periodontite, 

considerando os não fumantes. Não houve diferença na transcrição da DNMT1 em 

todos grupos avaliados. Os indivíduos com periodontite crônica e fumante 

apresentaram maior expressão da DNMT3A e DNMT3B que os não fumantes. 

DNMT3A e B foram correlacionadas com parâmetros de gravidade da doença 

periodontal. Os resultados mostraram pela primeira vez que o padrão hipometilado dos 

genes CD14 e NFkB é um evento comum nos tecidos periodontais. Além disso, os 

dados sugerem o fumo pode interferir na transcrição de CD14 e das DNMT3A e B. 

Estudos adicionais são necessários para determinar a relevância funcional dessas 

alterações na periodontite. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

DNA methylation is an epigenetic mechanism catalyzed by a family of enzymes called 

DNA methyltransferases (DNMTs). This event is able to interfere with the expression of 

several genes involved in immune response and has been related to the pathogenesis 

of inflammatory diseases, like periodontitis. CD14 is a receptor with high affinity for 

LPS and this interaction promotes a cascade of intracellular signaling with NFkB 

activation and consequent expression of pro-inflammatory genes.The objectives of this 

study were to assess the pattern of methylation and transcription of CD14 and NFkB 

genes, as well as the transcription of DNMT on chronic periodontitis.The influenceof 

smoking was evaluated in these events.Gingival tissue samples were collected from 30 

individuals with chronic periodontitis and 30 without periodontitis and submitted to 

histological analysis.The DNA was extracted by the QIAamp DNA Tissue kit Mini Kit 

and analyzed using the Methyl DNA Methylation qPCR Profiler. For the evaluation of 

transcription RNA extraction was performed by the method of trizol, followed by 

conversion to cDNA and further analysis by real-time PCR with specific probes. An 

unmethylated pattern was observed in all groups. The CD14 transcription was higher in 

periodontitis compared to control. The unmethylation of NFkB was also a usual event in 

gingival tissues from individuals with and without periodontitis. Increased transcription 

of NFkB was observed in the group without periodontitis compared to with periodontitis, 

considering the non-smokers. There was no difference in transcription of DNMT1 in all 

evaluated groups. Individuals with chronic periodontitis and smoker presented a higher 

expression of DNMT3A and DNMT3B than nonsmokers. DNMT3A and B were 

correlated with severity of periodontal disease.The results showed for the first time a 

unmethylated patternof the CD14 and NFkB genes as a common event in periodontal 

tissues. In addition the data suggest that the smoking can interfere in transcription of 

CD14 and DNMT3A/B. Additional studies are needed to determine the functional 

relevance of these changes on periodontitis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença periodontal 

 

1.1.1 Considerações gerais e patogênese 

A doença periodontal tem etiologia multifatorial e é uma infecção 

polimicrobiana, caracterizada pela inflamação dos tecidos de suporte e 

inserção dos dentes. O termo doença periodontal abrange a gengivite e a 

periodontite. A gengivite é o processo inflamatório restrito ao periodonto de 

suporte (gengiva) e é reversível com a remoção do fator etiológico. É 

considerada a forma mais comum de doença periodontal, devido a sua alta 

prevalência na população de todas as faixas etárias (Armitage, 1996). 

A doença periodontal inicia - se como uma gengivite, ocasionada pelo 

acúmulo de biofilme e é seguida por uma interação complexa entre bactérias 

periodontopatogênicas, fatores ambientais e a resposta imune do hospedeiro. 

Esta interação pode envolver os tecidos de inserção periodontal, 

desenvolvendo então a periodontite (Bartold et al., 2000). 

A periodontite é caracterizada pela inflamação no periodonto de 

inserção (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar). É uma doença 

destrutiva devido à perda de inserção clínica e do osso alveolar detectável 

radiograficamente, formação de bolsa periodontal e inflamação gengival 

(Kinane, 2001). A predisposição à doença varia consideravelmente entre 

indivíduos e é influenciada por uma série de fatores (Albandar, 2002). 

A Academia Americana de Periodontia, em 1999, classificou a 

periodontite em dois grupos principais, a periodontite crônica e a agressiva. A 

periodontite crônica é a forma de periodontite mais comum. Em geral, ocorre 

em pacientes com idade acima de 30 anos, entretanto pode ocorrer em 

qualquer faixa etária. É caracterizada por substancial depósito de biofilme e 

cálculos associados com a presença de inflamação gengival, bolsa periodontal 

e perda de inserção. A doença apresenta uma taxa de progressão lenta a 

moderada, podendo apresentar períodos de rápida progressão. Pode estar 
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associada aos fatores locais, ser modificada ou estar associada aos fatores 

sistêmicos, e ser alterada por fatores comportamentais (Armitage, 1999).  

A periodontite agressiva é menos prevalente que a crônica e afeta 

principalmente indivíduos jovens, com menos de 30 anos. A quantidade de 

depósitos de biofilme e cálculos é incompatível com o grau de destruição 

periodontal, a taxa de progressão é rápida e há uma tendência de agregação 

familiar (Armitage, 1999). 

A inflamação no tecido periodontal é uma resposta do hospedeiro 

suscetível aos microrganismos do biofilme e seus produtos, que estão em 

constante contato com o epitélio sulcular e juncional (Offenbacker, 1996; 

Schenkein, 2006). A resposta do hospedeiro à infecção depende da natureza e 

da virulência dos patógenos, resposta imunológica, tabagismo, fatores 

genéticos e epigenéticos (Kornman, 2008). 

As características clínicas das diferentes formas de periodontite se 

devem a interação do patógeno com o hospedeiro susceptível descrito por 

Page e Kornman (1997). De acordo com os pesquisadores, a infecção 

microbiana, a resposta imune inflamatória do hospedeiro, o metabolismo dos 

tecidos conjuntivo e ósseo e os sinais clínicos da doença podem ser 

visualizados como compartimentos associados (Figura 1). A infecção 

bacteriana, representada na forma de fatores de virulência, induz uma resposta 

imunoinflamatória do hospedeiro. O resultado dessa interação determina se a 

doença irá paralisar ou progredir, uma vez que uma resposta efetiva do 

hospedeiro poderá levar ao controle do desafio microbiano ou causar uma 

inflamação mais leve. Por outro lado, uma resposta insuficiente ou 

desregulada, afeta o metabolismo dos tecidos ósseo e conjuntivo, aumentando 

a produção de mediadores inflamatórios, gerando efeito deletério sobre os 

tecidos e perda de tecido de inserção. Os sinais clínicos da doença formam um 

novo microambiente, a bolsa periodontal. Os microrganismos que se adaptam 

a esse ambiente são bactérias que representarão um novo desafio microbiano. 
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Figura 1: Patogênese da doença periodontal, modelo baseado em Page e Kornman, 1997. 

 

1.1.2 Microbiologia da doença periodontal 

A demonstração da natureza infecciosa da doença periodontal foi 

verificada pelo trabalho de Löe e colaboradores, observando a relação entre 

placa bacteriana e a inflamação gengival (Löeet al., 1965). Estima-se que há 

aproximadamente 750 espécies diferentesde microrganismos na cavidade 

bucal (Kazor et al., 2003), porém apenas uma parte delas é considerada 

periodontopatogênica (Haffajee e Socransky,1994).  

Socransky et al. (1998) observaram as associações entre 40 espécies 

bacterianas presentes na microbiota subgengival de indivíduos com 

periodontite crônica. Foram definidos cinco complexos bacterianos de acordo 

com as similaridades por pares e grupos de espécies (Figura 2).  O complexo 

vermelho é composto por Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia 

(Bacteroides forsythus) e Treponema denticola. O complexo laranja, que se 

mostrou fortemente associado ao complexo vermelho, foi dividido em dois 

grupos: um grupo composto por Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium 

periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Micromonas 

micros (Peptostreptococcus micros); e outro grupo formado pelas  espécies: 

Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, 

Campylobacter gracilis, Streptococcus constellatus. O complexo verde é 

composto por Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, 
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Campylobacter concisus, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens e 

Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo a. O complexo amarelo 

formado por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus 

sanguinis (S. sanguis), Streptococcus oralis; e o complexo roxo, que inclui 

Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As espécies Selenomonas 

noxia e Actinobacillus actinomycetemcomitans sorotipo b não se 

correlacionaram com nenhuma outra. As cepas que compõem o complexo 

vermelho foram fortemente associadas ao sangramento durante a sondagem e 

às bolsas mais profundas (Socransky et al., 1998). Posteriormente, algumas 

espécies de actinomicetos (Actinomyces gerencseriae, A. israelii, A. naeslundii 

1 e A. naesundii 2) foram agrupadas no complexo azul (Socransky e Haffajee, 

2002). 

 

Figura 2: Complexos microbianos 
Fonte: Socransky & Haffajee, 2002 

 

Os microrganismos periodontopatogênicos são em geral Gram-

negativos, anaeróbios e, menos frequentemente, microaerófilos (Socransky, 

1970; Haffajee e Socransky,1994). Essas bactérias são capazes de promover 

uma degradação dos tecidos periodontais, por meio da liberação de uma 

variedade de produtos biologicamente ativos, como lipopolissacarídeos (LPS), 

ácidos orgânicos, peptídeos quimiotáxicos e toxinas protéicas (Offenbacker, 

1996). 
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Fatores microbiológicos causam destruição periodontal indiretamente, 

em decorrência da ativação de vários componentes do sistema de defesa do 

hospedeiro (Ishikawa, 2007). O sistema imune inato é capaz de reconhecer 

produtos microbianos conservados e estes são reconhecidos por um conjunto 

de receptores, incluindo CD14 e Toll like receptors (TLRs). Esses receptores 

ativam uma cascata de resposta imunológica que promovem a ativação do 

Fator de ativação nuclear kB (NFkB) e a liberação de mediadores inflamatórios 

(Aderem e Ulevicht2000; Hornfef e Bodgan 2005). 

 

1.2 CD14 

O receptor CD14 é uma glicoproteína de aproximadamente 55KDa 

expressa na superfície de monócitos maduros, macrófagos e neutrófilos 

ativados (Kielian e Blecha, 1995). O gene do receptor CD14 localiza-se no 

cromossomo 5q – região q23-21, consiste de aproximadamente 3900 pares de 

bases estruturadas em dois exons e codifica uma proteína rica em leucina 

(Koppelman et al., 2001). 

O CD14 de membrana (CD14m) é um receptor que tem alta afinidade 

pelo LPS bacteriano.Após ser liberado a partir de bactérias, o LPS se liga 

inicialmente a uma proteína do plasma denominada LBPe esse complexo se 

liga ao CD14 (Kielian e Blecha, 1995).O CD14m não apresenta domínio de 

sinalização intracelular, necessitando assim de moléculas co-receptoras como 

o TLR-4 (Jiang et al., 2005). Associado ao TLR-4 e MD-2, o CD14 forma uma 

multiproteína receptora de LPS (LPS/CD14/TLR-4/MD-2) e via MyD88, TIRAP 

e TRAF6 promove a ativação do NFκB e consequente expressão de genes pró-

inflamatórios (Aderem e Ulevich, 2000) (Figura3). 
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Figura 3: Representação esquemática da ligação do LPS ao complexo CD14/TLR-
4/MD2 que promove a ativação final do NF-κB e expressão de genes pró-inflamatórios. 
Fonte:Fo et al., 2005  

 

O CD14 também ocorre na forma solúvel (CD14s) e é detectado na 

saliva, urina, soro e fluido crevicular gengival. Ele é um pouco menor que o 

CD14m e acredita-se ser o resultado de uma clivagem do CD14m por 

proteases ou fosfolipases específicas (Bazil et al., 1989). O CD14s diminui a 

atividade induzida pela endotoxina através da competição pelo LPS com o 

CD14m e também aumenta a resposta ao LPS em células que não apresenta 

receptor em sua superfície, como células endoteliais, epiteliais e musculatura 

lisa (Bas et al., 2004).  

Alterações na expressão de CD14 têm sido associadas a doenças 

infecciosas inflamatórias (Le Van, et al., 2001). Essas mudanças têm sido 

estudadas em condições como septicemia (Dahmer et al., 2005), doenças do 

coração (Arroyo-Espliguero, et al., 2004), doenças alérgicas (Munthe-Kass et 

al.,2010) e na doença periodontal (Hayashi et al., 1999; Nicu et al., 2009; 

Raunio et al., 2009). 
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Estudos apontam que elevados níveis de CD14s tem sido detectados 

em soros de pacientes com periodontite e esse nível diminui após o tratamento 

periodontal adequado (Raunio et al., 2009; Hayashi et al.,1999; Nicu et al., 

2009). Animais com deficiência na expressão do gene CD14 são 

hiporresponsivos ao LPS e sobrevivem aos efeitos letais, porém respondem 

com sinais de endotexemia quando expostos a altas doses (Haziot et al., 

1996). 

Alterações genéticas e epigenéticas podem influenciar a expressão 

gênica e tornar o indivíduo mais suscetível ao desenvolvimento e progressão 

de doenças. Em relação ao gene CD14, o polimorfismo genético-260 (C/T) na 

região promotora do gene tem sidorelacionado ao aumento da expressão de 

CD14 e há indícios da associação deste polimorfismo com a suscetibilidade às 

doenças periodontais (Mauro et al., 2005; Tervonen et al., 2007; Zheng et al., 

2013). 

Na literatura há poucos trabalhos que mostram a relação da 

epigenética com o gene CD14. Schauber et al., (2008) mostraram que a 

expressão de CD14 nos ceratinócitos pode ser influenciada por modificações 

epigenéticas promovendo alteração da função microbiana e da resposta imune 

inata na pele. Munthe-Kass et al. (2010) avaliaram crianças do nascimento 

aosdez anos de idade para verificar a relação entre metilação do gene CD14 e 

a asma brônquica. Os resultados mostraram que houve um aumento da 

metilação nas crianças entre dois e dez anos de idade, e o nível de metilação 

foi inversamente proporcional com o nível de expressão. Slatts et al. (2012) 

avaliaram o padrão de metilação no promotor do gene CD14 em amostras de 

placentas e concluíram que o fato de “viver em fazendas” promove uma 

regulação epigenética do gene CD14 prevenindo o desenvolvimento de 

alergias nas mulheres. 
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1.3  NFkB 

 

O NFkB foi descoberto inicialmente em linfócitos T como regulador da 

transcrição da cadeia da k-imunoglobulina, entretanto está presente em todas 

as células de mamíferos (Nabel e Baltimore, 1987). NFkB apresenta 

aproximadamente 968 aminoácidos e está localizado na região 4q24 do gene. 

É uma molécula pleiotrópica, com participação na regulação e na indução da 

expressão gênica, desempenha papel essencial na resposta imunológica e 

inflamatória (Li et al., 2002; Senftleben, 2003; Xiao 2004) e também atua na  

proliferação celular e apoptose (Xiao, 2004). 

A família do NFkB contém cinco subunidades: p65 (ReIA), c-Rel, RelB, 

NF-kB1 (p50) e NFkB2 (p52). Essas proteínas estruturalmente homólogas 

formam homodímeros e heterodímeros para formar dímeros ativadores (p50-p-

65) ou repressores (p50-p50 e p-52-p-52) via porção N-terminal. Essa porção é 

bem conservada com cerca de 300 aminoácidos (RHD – Rel homology 

domain), que se dividem em uma região de domínio de dimerização, onde há 

um sinal de localização nuclear, e outra que se liga ao Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA) (Hayden e Ghosh, 2008). A região C-terminal é 

diferente em cada subunidade, o p65, c-Rel e RelB tem domínio de 

transativação, que é necessária para iniciar a atividade transcricional (Meffert e 

Baltimore, 2005). As subunidades formam dímeros ativadores (p50-p65) ou 

repressores (p50-p50 e p52-p52)(Meffert e Baltimore, 2005).As subunidadesse 

encontram no citoplasma da maioria das células, complexadas com as 

proteínas inibitórias da família κappa Bs - Inhibitory kappa B: IκBa, IκBß, IκBe, 

IkB-R, IκBγ(p105), IκBd(p100) e Bcl-3. O heterodímero p-50-p65 é o mais 

abundante da família do NFkB e em sua maioria está associado ao IκBa(Malek 

et al., 2007). 

Há duas vias de ativação do NFkB: a clássica (via canônica) e 

alternativa (via não canônica) (Figura 4). A via clássica é a mais comum e está 

associada à expressão de genes relacionados ao processo inflamatório, a 

resposta imunológica inata, a anti apoptose e a sobrevivência celular (Xiao et 

al., 2004). Para que ocorra a ativação do NFkB, IκB é fosforilado no resíduo de 
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serina pelo complexo de proteína quinase IKK.Essa fosforilação é o sinal para 

a ubiquitinação e posterior degradação do IκB pelo proteassoma. No 

citoplasma, um conjunto de proteínas adaptadoras e ancoradoras (TRAFs, 

MyD88 e TIRAP) e quinases (RIP, IRAK) formam um complexo quando há um 

estímulo, facilitando o recrutamento da IKK. Após a degradação do IκB, os 

dímeros do NF-κB (por ex. p50-p65) são liberados e migram para o núcleo 

onde atuarão na regulação da transcrição de genes específicos (Kaltschmidt et 

al., 2005). 

O complexo IKK contém duas subunidades catalíticas denominadas 

IKKa (IKK1) e IKKß (IKK2) e uma subunidade não catalítica denominada 

NEMO (NF-κB essential modulator). Existem diversas combinações entre as 

subunidades do IKK, podendo ser homo ou heterodímeros de IKKa ou IKKß, 

associados ou não ao NEMO (Mercurio et al., 1999). O mais comumente 

encontrado é IKKa-IKKß-NEMO (Scheidereit, 2006). 

Esta via é ativada por uma variedade de sinais inflamatórios, incluindo 

citocinas próinflamatórias e endotoxinas bacterianas, que leva a ativação do 

complexo IKK. Este fosforila o IκBa em uma maneira dependente de IKKß-

NEMO. O NEMO é uma subunidade regulatória do complexo IKK que possui 

um domínio MOD (minimal oligomerization domain) e um domínio de ligação à 

ubiquitina (UDB, ubiquitin-binding domain) associado ao MOD, essencial para a 

ativação do processo (Xiao et al., 2004). 

A via alternativa está associada à expressão de genes que atuam no 

desenvolvimento e manutenção de órgão linfóides secundários (linfonodos, 

baço, tonsilas e placas de Peyer) (Alcamo et al., 2002). Essa via é ativada 

peloconjunto de receptores da famíla do TNF (fator de necrose tumoral), que 

incluemreceptores de linfotoxina ß (LTßR), BAFF (B cellactivatingfactor 

receptor), RANK (receptoractivator of NFκB) e CD40L (Ramakrishnan et al., 

2004). Esta ativação é mediada pela quinase NIK (NF-κB-inducing kinase) 

quesinaliza para o homodímero IKKa fosforilar a p100que está associada à 

RelB. Este é um sinal paraque a p100 seja ubiquitinada e degradada. 

Oproteassoma degrada somente a porção Cterminal, deixando a porção N-

terminal paraformar o peptídeo p52. O dímero formado p52-RelB desloca-se 
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para o núcleo ativando a expressão de genes específicos nos órgãoslinfóides 

(Xiao, 2004). 

 
Figura 4: Vias de ativação do NFkB 
Fonte: Baseado em Xiao, 2004. 
 
 
 

A resposta inflamatória à infecção e aos danos teciduais é orquestrada 

pela função do NFkB (Mohamed e Fadden, 2009). A transcrição do NFkB 

desempenha importante papel em vários processos inflamatórios devido a alta 

expressão de genes de citocinas e quimiocinas, sendo que o controle 

inadequado da atividade do NFkB está associado à uma resposta 

hiperinflamatória (Nakajima et al., 2006).  

Associação entre o aumento da atividade osteoclástica e a ativação 

anormal da via do NFkB tem sido descrita em condições osteolíticas, como na 

periodontite (Xu et al., 2009). Carayol et al. (2006) verificaram que a maioria 

dos genes induzidos pelo LPS da P.gingivalis em linhagens de células de 

monócitos poderia ser atenuada ou anulada pela inativação da sinalização do 

NFkB. Milward et al. (2007) mostraram os efeitos das bactérias periodontais 

(P.gingivalis e F.nucleatum) na expressão de genes nas células epiteliais oral 

devido a indução da ativação e transcrição do NFkB. 
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Os fatores de transcrição NFkB e Sp1são grandes reguladores da 

expressão gênica na resposta imune. Eles são ativados por bactérias que se 

ligam aos receptores do tipo TLRs e subsequentemente ativam a via MAPK 

(Liu et al., 2007).  

 

1.4 Epigenética 

O termo epigenética foi descrito pela primeira vez por Conrad 

Waddington, na década de 1940, e englobava a maior parte do que é 

conhecido como a biologia do desenvolvimento, e ressaltava que o fenótipo era 

resultado da interação do fator genético e ambiental. Holliday (1990) descreveu 

a epigenética como “estudo dos mecanismos temporal e espacial do controle 

da atividade genética durante o desenvolvimento do organismo complexo”. Em 

2008, foi estabelecida a definição consensual da epigenética como “fenótipo 

hereditário estável resultante de mudanças nos cromossomos sem alteração 

na sequencia do DNA” (Klose e Bird, 2006).Atualmente, a ênfase é focada no 

padrão de expressão genética que modifica durante o desenvolvimento, mas 

se torna estável na diferenciação final e pode ser ainda modificado por 

alterações ambientais cumulativas e ser transmitida durante a divisão celular 

(Richards, 2006). 

A informação epigenética pode ser herdada de duas formas: modificação 

nas proteínas da cromatina, usualmente causada por alterações nas histonas, 

a qual é uniformemente distribuída no novo DNA sintetizado durante a 

replicação do DNA; ou metilação de resíduos específicos de citosinas no DNA 

pode ser copiado enzimaticamente (Klose e Bird, 2006) O padrão de metilação 

que inicia a condensação do DNA pela acetilação das histonas e outros 

mecanismos é conservadona sequência de replicação do DNA, assim a 

estrutura da cromatina local pode ser herdada pela próxima geração celular. 

Tanto as modificações das histonas, como o padrão de metilação do DNA, 

podem sercopiado no DNA recém-sintetizado e transferido para as gerações 

subsequentes (Barros e Offenbacher, 2014).  

Os primeiros estudos em epigenética relataram a heterocromatina como 

regiões do genoma de baixa densidade gênica. Posteriormente, verificou-se 
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que a heterocromatina e a eucromatina estão relacionadas com o padrão de 

metilação do DNA e modificação genética, sugerindo que o “código genético” 

determina o estado da cromatina e, consequentemente, a expressão dos genes 

(Murrellet al., 2005). 

Eventos epigenéticos atuam na modificação química do DNA, assim a 

remodelação da cromatina e ativação- inativação seletiva de genes determina 

sua expressão durante o desenvolvimento. Diversas funções celulares como 

expressão gênica, reparo do DNA e proliferação celular são reguladas por 

mecanismos epigenéticos (Adcocket al., 2007). 

As modificações epigenéticas também podem ser adquiridas. O 

tabagismo, obesidade, diabetes, envelhecimento, toxinas e inflamação podem 

contribuir para alterações dinâmicas na modulação epigenética (Wuet al., 2006; 

Offenbacheret al., 2008; Gomezet al., 2009; Alegria-Torres et al., 2011). 

A epigenética se refere a mudanças na expressão gênica, que não 

alteram a sequência de nucleotídeos do DNA (Baylin, 2005). As modificações 

epigenéticas incluem alterações químicas no DNA e proteínas associadas, 

ocasionando a remodelação da cromatina e ativação ou inativação do gene 

(Bird,2002).Os três maiores métodos de regulação epigenética incluem: a 

metilação do DNA, a modificação da histona e moléculas de micro Ácido 

Ribonucléicos (RNA) (Barros & Offenbacher, 2014).  

 

1.4.1 Metilação do DNA 

A metilação do DNA é um importante mecanismo de modificação 

epigenética encontrado ao longo do genoma dos organismos vivos. A 

quantidade e função da metilação variam entre esses genomas, desde o DNA 

demetilado de Caenohabditis elegans até o DNA fortemente metilado de muitos 

vertebrados (Klose e Bird, 2006). 

A metilação consiste em uma modificação covalente do DNA na qual 

um grupamento metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina (SAM) para o 

carbono 5 de uma citosina que geralmente precede uma guanina conectados 

por uma ligação fosfodiéster (dinucleotídeo CpG). Na metilação, o átomo de 

hidrogênio é substituído pelo grupo metil sem interferir nas bases do DNA 
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(Barros e Offenbacher 2009; Richards, 2006; Barres et al., 2009; Arand et al., 

2012). 

Os doadores de radical metil são obtidos pela dieta e são 

principalmente metionina, folato, colina e vitamina B12 (Zeisel, 2009). A 

metilação do genoma do DNA em mamíferos é catalisada por uma família de 

enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (Subramaniam et al., 

2014)  (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Esquema do processo de formação da 5-Metilcitosina (5-MeC) pela DNA 
metiltransferase.  
Fonte: Attwood et al., 2002. 

 

Nos mamíferos têm sido identificados três tipos de DNMTs: a DNMT1, 

DNMT2 e DNMT3 (incluem as formas DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L)(Goll e 

Bestor, 2005; Jurkowska et al., 2011; Yanget al., 2011). Todos os tipos têm 

uma parte de 10 sequências conservadas que configuram um domínio 

catalítico definido, que é altamente homóloga aos domínios equivalentes em 

diferentes espécies que vão deste eucariota superior até bactérias. Esse 

domínio catalítico serve para definir essa família de proteínas (Goll e Bestor, 

2005).  

A DNMT1 foi a primeira a ser identificada e o tipo mais abundante de 

DNMT em células somáticas de mamíferos (Goll e Bestor, 2005). Essa enzima 

tem uma grande preferência pelo DNA hemimetilado, e é considerada a 

proteína responsável pela manutenção do padrão de metilação global do 

genoma, uma vez que é responsável pela cópia do padrão de metilação após a 
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replicação do DNA pela associação com a fase S da replicação (Miremadi et 

al., 2007; Espada, 2012). Nos mamíferos, a DNMT1 apresenta um domínio 

catalítico C-terminal conservado e um longo multi - domínio N-terminal de 

vários tamanhos, que codificam funções regulatórias (Espada, 2012).Três 

sequencias na região N-terminal aumentam a precisão da manutenção da 

metilação e permite à enzima o acesso direto ao sítio de replicação nuclear. 

Essa interação permite a fita recém-sintetizada a ser rapidamente remetilada 

antes de ser empacotada na estrutura da cromatina (Malik e Brown 2000). 

A DNMT2 ou TRDMT1 é a menor DNMT nos mamíferos, é composta 

somente do domínio C-terminal e não possui a região regulatória N-terminal. 

Sua estrutura sugere que ela participa do reconhecimento do dano do DNA, 

recombinação do DNA e reparo de mutação (Hermann et al.,2003). Alguns 

estudos apontam o papel da DNMT2 na mediação da herança epigenética do 

RNA (Kiani et al., 2013). Outros membros da família das DNMT2 podem 

catalisar a metilação de substrato de RNA (Goll et al., 2006). A metilação pela 

DNMT2 também já foi reportada como protetora da clivagem do RNA 

transportador (RNAt) sob condições de estresse (Schaefer et al., 2010). 

A família da DNMT3 consiste em três diferentes proteínas em 

mamíferos: DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. A DNMT3A e DNMT3B não são 

capazes de diferenciar entre os sítios CpG não metilados e hemimetilados, e 

também não copiam um padrão de metilação específico ou contribuem para a 

manutenção do mesmo (Okano et al., 1999). Ambas as enzimas tem a função 

de atuar com de novo metilação e apresentam uma distribuição ao longo do 

núcleo não associado com sítios de replicação durante a fase S (Xu et al., 

1999). 

As DNMT3A e DNMT3B são amplamente expressas em células 

embrionárias, no estágio em que a maioria de eventos programados metilação 

de novo ocorre. A expressão das DNMTs (DNMT3A e DNMT3B) diminui após a 

diferenciação em tecidos somáticos adultos esãomuito expressas em células 

tumorais (Li et al., 2006). As DNMT3 também apresentam alguma atividade 

específica na fase adulta, como a manutenção da auto renovação das células 
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tronco hematopoiéticas (Tadokoro et al., 2007) e regulação da plasticidade 

sináptica do cérebro (Feng et al., 2010). 

As DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L auxiliam metiltransferasede novo 

aumentando sua capacidade de ligar com o doador do grupo metil e estimular 

sua atividade in vivo (Kareta et al., 2006). A DNMT3L não possui atividade 

catalítica e é fator regulador para a de novo metilação. Sua sequencia de 

aminoácidos é bem similar às outras DNMT3, entretanto não possui os 

resíduos necessários para a atividade de DNMT na região C-terminal (Deplus 

et al., 2002). Mais pesquisas são necessárias para entender melhor o papel da 

DNMT3L. 

Cooperação entre diferentes DNMTs é necessária em algumas regiões 

do genoma. É muito especulado que a DNMT1 atua como mantenedora da 

metilação durante a síntese de DNA, ao passo que as DNMT3A e DNMT3B 

atuam como enzimas “de novo” no desenvolvimento (Subraniam et al., 2014). 

Porém, evidências têm sugeridoque a DNMT1 pode ser requerida para de novo 

metilação do genoma e as DNMT3A e DNMT3B podem contribuir para a 

manutenção da metilação durante a replicação (Egger et al., 2006). 

Em um organismo eucariota, a metilação do DNA ocorre 

predominantemente em áreas ricas de CpG no DNA conhecidas como ilhas 

CpG. As ilhas são encontradas principalmente em áreas promotoras de genes 

ativos podendo também se estender para dentro do primeiro exon onde a 

transcrição é iniciada (Jones, 2003). Uma ilha CpG é definida como uma região 

de DNA, maior que 200 pb, com um conteúdo de GC acima de 50% e a razão 

da frequência entre o observado e o esperado de CpG (ob/esp) maior que 0,6 

(Li eDahiya, 2002).  

O genoma tem aproximadamente 30.000 ilhas CpG (Costello e Plass, 

2001). Aproximadamente 50% dos genes humanos contêm ilhas de CpG e a 

maioria dessas ilhas são não metiladas em tecidos normais (Johnson e 

Belshaw 2008). Os dinucleotídeos CpG não estão uniformemente distribuídos 

pelo genoma, ocorrem em agrupamentos (clusters) de sequências repetitivas, 

sequências satélites, repetições centromêricas ou pequenas extensões de DNA 

ricas em citosinas e guaninas (Lopezet al., 2009). 
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A metilação de ilhas CpG está associada a condensação de cromatina 

e silenciamento da transcrição do gene correspondente (Esteller e Herman, 

2002). A hipermetilação significa o aumento da metilação nas ilhas CpG e 

consequente inibiçãoda transcrição gênica. A hipometilação é o decréscimo do 

conteúdo de 5-metilcitosinas, que pode ser causado pela diminuição da 

atividade enzimática das DNMTs, menor disponibilidade de doadores do grupo 

metil (SAM), maior concentração de S-adenosilcisteina (SAH), um inibidor da 

atividade enzimática das DNMTs, e bloqueio do acesso das DNMTs aos sítios 

sensíveis a metilação do DNA (Pereiraet al., 2001). 

Os mecanismos moleculares que permeiam o silenciamento gênico por 

hipermetilação da região promotora envolvem a integração da metilação do 

DNA com a organização da cromatina e a regulação da acetilação das 

histonas. Já o estado não metilado está associado com uma estrutura de 

cromatina aberta e com transcrição ativa. O DNA metilado recruta um 

complexo de proteínas que promovem a desacetilação das histonas, que 

ocasiona a compactação das histonas e o silenciamento genético (Johnson e 

Belshaw, 2008). 

Suter et al. (2004) afirmam que a metilação na molécula de DNA 

controla várias funções do genoma, entre elas: recombinação durante meiose e 

mitose, controle da replicação, controle de DNAs parasitas que se inserem no 

genoma humano, estabilização e manutenção da expressão gênica, regulação 

da diferenciação celular, inativação do cromossomo X, sendo essencial durante 

a morfogênese para que ocorra o desenvolvimento normal. Na inativação do 

cromossomo X e imprinting de genes, o alelo não expresso (paterno ou 

materno) apresenta a sua região promotora metilada (Jones, 2003; Strathdee e 

Brown, 2002). Na repressão de retrovírus, transposons e alguns elementos 

repetitivos, a metilação limita a propagação destes elementos pelo genoma 

(Mukai e Sekiguchi, 2002). 

Nos mamíferos, os padrões de metilação do DNA são estabelecidos 

gradualmente durante diferentes estágios no início da embriogênese. 

Primeiramente, uma demetilação de todo genoma ocorre no embrião pré-

implantado logo após a fertilização, destinado a restabelecer uma totipotência. 
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Uma segunda desmetilação seguida de re-metilação ocorre no período do 

desenvolvimento da linha germinativa em células germinativas primordiais para 

a geração de gametas totipotentes com marcas genomicas adequadas (Feng 

et al., 2010). 

O processo de reprogramação epigenética durante a embriogênese 

assegura o “apagamento” da informação epigenética durante a gametogênese 

e também “anula” o epigenoma das células-tronco pluripotentes da massa 

interna celular do blastocisto, fornecendo um amplo potencial de 

desenvolvimento (Wu e Sun, 2006). O padrão de metilação normal das células 

é mantido por meio de sucessivas divisões celulares em tecidos adultos e a 

herança desta informação é denominada de Herança Epigenética (Laird, 2003).  

 

1.4.1.1 Fatores moduladores da metilação 

 

O envelhecimento em geral está associado ao estresse oxidativo e 

auma diminuição da efetividade da via metabólica (Daniel e Tollesfbol 2015). A 

idade causa alterações dramáticas na distribuição da 5-metilcitosina no 

genoma, levando a uma diminuição da metilação (Knapowski et al., 2002). 

Entretanto, esse decréscimo global da metilação associado com a idade não 

ocorre na região promotora de todos os genes (Li et al., 2011).Maegawa et al. 

(2010) mostraram que ocorre a hipometilação global associada à idade, 

concomitantemente com hipermetilação de vários genes supressores tumorais.  

Em relação aogênero, Talens et al. (2010) mostraram que há uma 

grande similaridade no padrão de metilação entre homens e mulheres. 

Entretanto alguma diferença existe, a mais notável é a hipermetilação na região 

promotora do cromossomo X que ocorre nas mulheres (Hellman e Chess, 

2007) e é mediada pela DNMT1 e DNMT3B (Hansen et al., 2000). Outra 

diferença se refere às aberrações de metilação, que é mais frequente em 

homens que mulheres, abortados ou natimortos (Pliushch et al., 2010). A 

metilação aberrante do DNA também é mais facilmente induzida em homens 

que mulheres por estímulos ambientais precoces, como exposição pré-natal ao 

tabagismo ou a falta de folato (Murphy et al., 2012.). 
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Fatores ambientais também têm sido implicados na modulação da 

metilação e incluem poluentes como íons metálicos cromo (Shiaoet al.,2005), 

níquel (Salnikow e Costa, 2000), cádmio (Takiguchi et al., 2003) e 

medicamentos (Veurink et al. 2005). Esses agentes podem interferir na 

atividade das DNMTs ou afetar a cascata metabólica que promove a síntese de 

S-adenosilmetionina (Tao et al., 2000). Além dos fatores poluentes destaca-se 

como um fator ambiental que interfere no padrão de metilação, o tabagismo. A 

fumaça do cigarro é considerada um dos mais poderosos modificadores 

ambientais da metilação do DNA (Breitling et al., 2011).  

A fumaça do cigarro pode modular a metilação de algumas formas: (a) 

danos ao DNA e posterior recrutamento de DNMTs. Substâncias cancerígenas 

presentes na fumaça como arsênio, formaldeído, hidrocarbonetos podem 

danificar o DNA, causando quebras na cadeia dupla (Huang et al., 2013). (b) a 

modulação pode ocorrer devido aos efeitos da nicotina sobre a expressão 

gênica (Lee e D'Alonzo, 1993). A nicotina é capaz de ligar e ativar os 

receptores de acetilcolina nicotínicos, aumentando a concentração de cálcio 

intracelular ocasionandoa ativação da proteína de ligação aadenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) que é um fator de transcrição chave para muitos 

genes, alterando a expressão de vários genes (Shen e Yakel, 2009. (c) podem 

alterar indiretamente a metilação do DNA através da modulação da expressão 

e atividade dos fatores de ligação ao DNA, uma vez que a fumaça aumenta a 

expressão de SP1 e ligação ao DNA em células epiteliais do pulmão (Mercer et 

al., 2009; Di et al., 2012).(d) hipóxia, uma vez que a fumaça do cigarro contém 

monóxido de carbono que se liga a hemoglobina (compete com oxigênio), 

diminuindo a oxigenação tecidual (Olson, 1984). A hipóxia causa maior 

regulação da HIF-1α que por sua vez aumenta a expressão de metionina 

adenosiltransferase 2A (MAT2A), uma enzima que sintetiza a S-

adenosilmetionina, que é uma grande doadora de metil (Di et al., 2012). 

Os fatores genéticos também podem modular a metilação. Alguns 

CpGs localizam-se diretamente em regiões de polimorfismo de nucleotídeo 

único (SNP) que envolvem alterações em citosinas e guaninas. Se citosinas ou 

guaninas sofrerem mutações para outros nucleotídeos, esses nucleotídeos 

serão não metilados (Bell et al, 2011). 
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O estado nutricional possui importante papel na metilação do DNA, 

uma vez que esse processo é sensível ao excesso e deficiência de vários 

componentes da dieta. O excesso ou falta endógena ou exógena de colina, 

metionina, ácido fólico, vitamina B6, B12 e zinco podem alterar o fornecimento 

do grupo metil (Zijno et al., 2003; Kim et al., 2007). 

As infecções também podem ter um impacto nas modificações 

epigenéticas. Alguns estudos apontam que a infecção por Helicobacter pylori 

induz o aumento da metilação nas ilhas CpGs. Essa metilação inadequada 

pode aumentar o risco de desenvolvimento de câncer gástrico (Ekstrom et al., 

2001; Maekita et al., 2006).Para avaliar a relação entre metilação do DNA e a 

infecção bacteriana, Niwa et al.(2010) infectaram gerbilos da Mongolia com 

H.pylori e encontraram metilação na ilha CpG 5 a 10 semanas depois. O nível 

de metilação aumentou em aproximadamente 50 semanas atingindo níveis de 

10 a 200 vezes superiores a animais não infectados. A metilação diminuiu após 

a erradicação da infecção, entretanto continuou alta em relação aos não 

infectados. O tratamento com imunossupresor, o qual bloqueia a inflamação 

sem afetar a colonização bacteriana, previne a metilação inadequada. Isso 

sugere que as mudanças epigenéticas ocorrem como resultado de uma 

inflamação acompanhada de infecção bacteriana (Niwa et al.,2010). A 

presença bacteriana pode servir como indutor para alteração do padrão de 

metilação e expressão gênica, sendo a inflamação um importante modulador 

desse padrão (Barros e Offenbacher, 2014). 

Tem sido sugerida a ligação entre inflamação e níveis de metilação no 

câncer, uma vez que nos tecidos inflamados os neutrófilos e eosinófilos 

produzem substâncias como citosinas halogenadas (Valinluck e Sowers, 2007). 

A DNMT1 não é capaz de distinguir entre o DNA metilado e o halogenado, 

resultando no aumento da de novo metilação em células do tecido inflamado 

(Valinluck e Sowers, 2007). O trabalho de Hahn et al. (2008) também propõe 

que o processo inflamatório pode levar a alterações epigenéticas e predispor 

ao desenvolvimento de certos tipos de câncer. Eles afirmam que a inflamação 

induz a formação de oxigênio reativo que afeta os tecidos inflamados, através 

de danos as proteínas, lipídeos e DNA. Os danos ao DNA causado pelo 

estresse oxidativo pode resultar em modificações como mutações nas bases, 
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alteração no açúcar e quebras do DNA. A DNMT1 não consegue distinguir a 

citosina halogenada da metilcitosina, promovendo uma hipermetilação. 

 

1.4.1.2 Metilação e doença periodontal 

Tendo em vista que os eventos epigenéticos podem influenciar a 

expressão de genes relacionados à resposta imune e devido à presença de 

indícios da associação entre infecção/inflamação e perfil de metilação, alguns 

pesquisadores têm despertado o interesse no estudo da metilação na doença 

periodontal. Os fatores epigenéticos podem interferir na resposta do hospedeiro 

aos periodontopatógenos, contribuindo para o desenvolvimento da doença 

periodontal em cada indivíduo (Gomez et al., 2009). 

A maioria dos trabalhos tem investigado os genes de citocinas e 

quimiocinas, uma vez que vários destes genes podem ser regulados por 

mecanismos epigenéticos, como os genes de Interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL-6, 

IL-8, IL-10 e IL12 (Fitzpatrick e  Wilson, 2003). A regulação epigenética da 

expressão gênica desempenha um importante papel, uma vez que pode 

aumentar ou diminuir a expressão de genes e citocinas pró e anti-inflamatórias 

importantes na inflamação (Wen et al., 2008). 

Na análise do gene da IL-8, observaram níveis de metilação maior no 

grupo controle comparado ao grupo com periodontite. Esse padrão de 

metilação foi tecido específico, considerando as células epiteliais orais (Oliveira 

et al., 2009). Andia et al. (2010) também observaram um padrão de 

hipometilação da IL-8 em indivíduos com periodontite agressiva generalizada.  

Em relação à região promotora da IL-6, uma metilação parcial foi 

verificada nos tecidos gengivais tanto de indivíduos com periodontite crônica 

quanto indivíduos sem a doença (Stefani et al., 2013), embora uma aumento da 

expressão de IL-6 tenha sido verificado no grupo periodontite. Ishida et al. 

(2012) observaram um aumento da IL-6 no soro de indivíduos com periodontite 

associado com à hipometilação no CpG localizado na região -74 do gene. 

Viana et al. (2011) pesquisando os genes da IL-10 e IFN-γ mostraram 

que o padrão de metilação foi similar nos grupos doentes e saudáveis. 
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Entretanto, Zhang et al. (2010) verificaram uma menor metilação do DNA no 

grupo de periodontite e relacionada com aumento da transcrição do gene IFN-

γ. Considerando a IL-10, outro trabalho demonstrou que três sítios próximos da 

região promotora do gene em torno polimorfismo -1087 era metilado em células 

sanguíneas e do tecido gengival em indivíduos controles e caso(Larsson et al., 

2012).  

Zhang et al.(2013) estudaram o padrão de metilação em biópsia 

gengival de indivíduos com periodontite crônica e periodontalmente saudáveis. 

Observaram que a região promotora do TNF-α era hipermetilada em dois sítios 

CpG, resultando em uma diminuição da expressão, e o tratamento com agente 

demetilante in vitro levou ao aumento da expressão deste. 

Outros genes relacionados ao processo inflamatório na doença 

periodontal também foram alvos de estudos. Zhang et al. (2010a) verificaram 

uma hipermetilação no promotor do gene prostaglandina E2 (PGE2) em 

pacientes com periodontite crônica. Os autores sugerem que a persistência da 

inflamação crônica e o biofilme podem ocasionar alterações epigenéticas nos 

tecidos bucais.  A hipermetilação também foi observada nos genes da COX2 e 

da E-caderina em pacientes com periodontite crônica (Loo et al. 2010). A 

demetilação dos genes SOCS1 e Line 1 foi encontrada em indivíduos 

periodontalmente saudáveis quando comparado com o grupo de periodontite 

agressiva (Batista et al., 2014). 

Oliveira et al. (2011) avaliaram o padrão de metilação na região 

promotora dos genes TLR-2 e TLR-4 em pacientes com e sem periodontite 

crônica, fumantes e não fumantes. Os resultados mostraram hipometilação no 

gene TLR4 nos grupos caso e controle eum mosaico de DNA metilado/não 

metilado no gene TLR2 para ambos os grupos.Um padrão de hipermetilação do 

gene TLR2 associado aos baixos níveis de transcrição gênica e à gravidade da 

periodontite crônica, já foram demonstrados previamente pelo nosso grupo 

(Amormino et al., 2013). 

Além dos estudos sobre a metilação em genes específicos envolvidos 

com a resposta imune na doença periodontal, investigações sobre a influência 

dos estímulos periodontopatogênicos nos eventos epigenéticos também foram 
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realizadas. Yin e Chung (2011) mostraram que a presença de bactérias resulta 

em modificações epigenéticas no epitélio gengival. Os dados desse trabalho 

sugerem que diferentes perfis de metilação são resultantes das diversas 

exposições bacterianas. A P.gingivalis pode induzir uma hipometilação no gene 

ZNF287, que sintetiza a proteína p53, e a alta expressão desse gene está 

também associada com a doença cardiovascular. Ao passo que o F.nucleatum 

pode promover uma hipermetilação no gene MALT1, inibindo a ativação do NF-

κB e prejudicando a resposta imunológica do hospedeiro. Os autores concluem 

que o epitélio oral responde de forma distinta à presença de diferentes 

bactérias, variando os mecanismos epigenéticos em vários genes. 

Pereira et al. (2013) avaliaram como o LPS da P.gingivalis pode modular 

os níveis de expressão gênica das enzimas DNMT1, DNMT3A e JMJD3 em 

culturas de ceratinócitos humanos e fibroblasto gengival, em amostras de 

indivíduos com periodontite crônica e sem a doença. Eles verificaram que não 

houve diferença da expressão das enzimas entre os grupos e que o LPS regula 

negativamente a expressão das enzimas DNMT1, DNMT3A e JMJD3 nos 

ceratinócitos. 

Outra pesquisa apontou que o LPS da P.gingivalis induz a 

hipermetilação do fator de transcrição RUNX2, que é um fator chave associado 

com a diferenciação dos osteoblastos, nos fibroblastos do ligamento 

periodontal humano. Houve também uma diminuição da expressão desse gene 

e essa alteração pode impedir que ocorra a regeneração periodontal (Uehara et 

al., 2014). 

Miao et al., (2014) verificaram que a T. denticola aumenta a ativação do 

MMP-2 nos fibroblastos do ligamento periodontal. A região promotora deste 

gene é hipometilada e é consistente com a expressão constitutiva da pró-MMP-

2 nas células dos fibroblastos do ligamento periodontal. A T.denticola 

aumentou a regulação da MMP-2 e a ativação crônica da pró-MMP-2 

mostrando o mecanismo in vivo da cronicidade da periodontite. 

Andia et al. (2015) estudaram o padrão de metilação de SOCS1, SOCS3 

e LINE-1 em tecidos gengivais submetidos a microdissecção. Eles observaram 

que os níveis de metilação do DNA para SOCS1, SOCS3 e LINE-1 não diferiu 
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entre os grupos com periodontite crônica e controle e entre os tecidos (epitelial 

e conjuntivo). 

Kojima et al. (2016) avaliaram 60 indivíduos adultos japoneses, 30 com 

periodontite crônica e 30 com artrite reumatóide. O DNA foi isolado a partir de 

sangue periférico modificado por bissulfito de sódio e analisado por 

seqüenciamento para avaliar o padrão de metilação do gene TNF-α. Os 

resultados mostram o padrão de hipermetilação do gene TNF-α em adultos 

japoneses com artrite reumatóide e periodontite crônica. 

A comunidade cientifica apenas iniciou os estudos sobre os eventos 

epigenéticos na doença periodontal. Até o momento, os dados obtidos são 

inconclusivos e estudos adicionais são necessários para elucidar o papel da 

metilação em genes importantes da resposta imune na doença periodontal, 

assim como a participação dos periodontopatógenos neste processo. O 

esclarecimento destas questões possibilitará melhor compreensão da 

patogênese da doença e, no futuro, o desenvolvimento de ferramentas de 

diagnóstico e prevenção à gravidade da doença periodontal, aumentando a 

chance dos resultados favoráveis na clínica odontológica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1       Objetivo Geral 

Avaliar o padrão de metilação dos genes CD14 e NFkB e atranscrição 

das DNA metiltransferasesna periodontite crônica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a. Avaliaro padrão de metilação e a transcrição do gene CD14 em 

fragmentos gengivais de pacientes com periodontite crônica e controle, 

fumantes e não fumantes; 

b. Avaliar o padrão de metilação e a transcrição do gene NFkB em 

fragmentos gengivais de pacientes com periodontite crônica e controle, 

fumantes e não fumantes; 

c. Avaliar a transcrição das DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3a e 

DNMT3b) em fragmentos gengivais de pacientes com periodontite 

crônica e controle, fumantes e não fumantes; 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Considerações Éticas 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) e também pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Secretária Municipal de Saúde de Belo Horizonte, 

obedecendo ao exigido pela legislação brasileira, conforme as resoluções CNS 

nº 196/96 e 304/00, do Conselho Nacional de Saúde, sobre Diretrizes e 

Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, 

recebendo o parecer número ETIC-075/11 COEP/UFMG (Anexo 1) e o número 

428.667 COEP/SMSPBH (Anexo 2) .  

Os participantes foram devidamente informados sobre a pesquisa, seus 

métodos e objetivos, e incluídos no estudo somente após a autorização pela 

assinatura do consentimento livre e esclarecido (Apêndice 1). Os pacientes 

submetidos à triagem receberam tratamento odontológico indicado, 

independente de sua participação na pesquisa.  

 

3.2 Metodologia 

 

3.2.1 Grupos amostrais 

Os pacientes foram submetidos à anamnese e ao exame clínico. O 

exame clínico periodontal foi realizado por um único examinador previamente 

calibrado (kappa 0,85 para profundidade de sondagem e 0,88 para o nível de 

inserção clínica). Os parâmetros verificados foram: profundidade de sondagem 

(PS), nível de inserção clínica (NIC) e sangramento à sondagem (SS). Para os 

parâmetros PS e NIC, a sondagem foi realizada em seis sítios por dente e 

anotada os maiores valores nas superfícies vestibular, lingual/palatina, mesial e 

distal. Os dados referentes ao SS foram registrados na superfície de todos os 

dentes no momento da realização da PS ou até 30 segundos de forma 

dicotômica (+) e (-). O exame clínico foi realizado obedecendo às normas de 

biossegurança, com o auxílio de um espelho clínico e uma sonda periodontal 

milimetrada (modelo da Universidade da Carolina do Norte Hu-friedy®). 
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O grupo caso foi constituído por indivíduos com periodontite crônica, 

provenientes das Clínicas de Periodontia, Cirurgia da Faculdade de 

Odontologia da UFMG (FO-UFMG) e no Centro de Especialidade Odontológica 

de Venda Nova (CEO-Venda Nova). O grupo controlefoi composto por 

indivíduos sem periodontite, em tratamento nas clínicas da FO-UFMG e CEO-

Venda Nova. 

Os critérios de inclusão no grupo caso foram realizados de acordo com 

os critérios estabelecidos por Armitage (1999) e Lopez et al. (2002). Os 

critérios de exclusão foram: uso de antibiótico ou antiinflamatório nos últimos 

seis meses, uso de medicações que apresentam associação com crescimento 

gengival, gestantes ou lactantes, condições sistêmicas alteradas, como 

diabetes, hepatite, pacientes imunocomprometidos, elementos dentários com 

pericoronarite e indivíduos com menos de 15 dentes.  

Os pacientes foram alocados nos grupos descritos abaixo:  

 

 Grupo Controle: Sem periodontite 

 

As amostras de fragmento gengival foram coletadas em sítios com ausência de 

sinais clínicos de inflamação gengival: alteração de cor, forma, volume, textura, 

sangramento a sondagem e PS menor ou igual a 3mm. 

 

 Grupo Periodontite Crônica 

 

As amostras de fragmento gengival foram coletadas em sítios com presença de 

sangramento a sondagem e PS≥4mm. Os indivíduos apresentavam quatro ou 

mais dentes com um ou mais sítios com PS≥4mm e NIC≥3mm (LOPEZ et al., 

2002), em mais de 30% dos sítios de indivíduos com periodontite crônica, 

segundo a classificação de Armitage (1999).Todos os indivíduos do grupo caso 

apresentavam periodontite crônica avançada generalizada. 
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3.2.1 Coleta das amostras 

As amostras de fragmento gengival do grupoperiodontite crônica foram 

obtidas de indivíduos em tratamento periodontal. A coleta foi realizada em 

sítios que apresentavam sangramento à sondagem, profundidade de 

sondagem alterada, perda inserção clínica e com indicação de cirurgia 

periodontal, e/ ou indicação de exodontia devido ao prognóstico desfavorável.  

As amostras do grupo controle foram coletadas durante exodontia de 

dentes com indicação ortodôntica ou do lado ipsilateral de cirurgia de aumento 

de coroa clínica, em dentes sem alteração inflamatória clínica, sangramento a 

sondagem, profundidade de sondagem alterada ou perda de inserção clínica.  

Os fragmentos gengivais coletados foram divididos em três cortes, um 

corte foi aramazenado em 1mL de solução conservadora de ácidos nucléicos 

(RNAholder, BioAgency, Brasil), e os outros dois cortes em Tissue-tek (Sakura, 

Torrance, CA, USA), ambas estocadas a -80°C até o processamento das 

amostras. 

 

3.2.2 Avaliação histológica 

Uma parte do fragmento gengival armazenado em Tissue-tek (Sakura, 

Torrance, CA, USA) foi submetida a cortes de 5 micrometros no criostato, a -

35º C, e posterior coloração por Hematoxilina e Eosina (HE) para a avaliação 

histológica.  

A contagem das células inflamatórias foi realizada no tecido conjuntivo, 

no aumento de 400x, considerando o maior número de campos possíveis de 

cada corte e realizada a média por campo. 

 

 

3.2.3 Extração e Quantificação do DNA 

O outro fragmento gengival armazenado em Tissue-Tek (Sakkura, 

Torrance, CA, USA) foi incubado com proteinase K a 55ºC, por dois a três dias 

até a completa digestão do tecido. Posteriormente realizou-se a extração do 

DNA pelo kit QIAamp DNA Tissue Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as 
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instruções do fabricante. O DNA extraído foi quantificado no Nanodrop 

(ND1000) e estocado a -20ºC.  

Foram considerados DNA puros aqueles que apresentaram leitura de 

relação DNA/proteína (260/280) acima de 1,8 e relação (260/230) acima de 1,7. 

 
 
 

3.2.4 Avaliação do padrão de metilação do DNA 

O padrão de metilação dos genes CD14 e NFkB foram avaliados 

utilizando o EpiTect® Methyl quantitative PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) em tempo real (qPCR) (SABiosciences, Qiagen, Chatsworth, CA), 

seguindo as instruções do fabricante. O método consiste na detecção do DNA 

após a clivagem com enzimas de restrição, uma enzima cliva o DNA metilado e 

outra enzima o DNA não metilado. O DNA sem enzimas é usado como controle 

positivo e o DNA tratado com as duas enzimas, como controle negativo. Após a 

digestão, as amostras foram submetidas à qPCR no equipamento CFX96 

(Biorad), utilizando primers que flanqueiam a região promotora de interesse. 

As frações relativas de DNA metilado, não metilado e parcialmente 

metilado foram determinadas por comparação da quantidade observada em 

cada digestão com o controle positivo (sem enzima). Os dados foram 

analisados usando um programa fornecido pelo fabricante (SABiosciences, 

Qiagen, Chatsworth, CA). 

 

3.4.5 Extração e quantificação do RNA 

O fragmento gengival estocado em RNAholder (BioAgency, São Paulo, 

Brasil)  foi macerado e posteriormente homogeneizado com Tissue Grinder 

(Kontes, Vineland, NJ, USA) em Trizol (4ºC). A extração do RNA foi feita 

seguindo as recomendações propostas pelo fabricante (Invitrogen Life 

Technologies Inc., Carsbad, CA, USA). 

A cada amostra foi adicionado 200μl de clorofórmio (Merck, Inc., 

Whitehouse station, NJ, USA), agitado em vórtex durante 15 segundos e 

incubada por 3 minutos à temperatura ambiente. Em seguida foi realizada uma 
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centrifugação a 12.000rpm a 4ºC por 15 minutos. Após a centrifugação foram 

observadas 3 fases na solução : fase vermelha (orgânica), interfase contendo o 

DNA e fase aquosa incolor contendo o RNA.  

A fase aquosa foi transferida para outro tubo contendo álcool 

isopropílico (Merck, Inc., Whitehouse station, NJ, USA) e incubada por 10 

minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 12.000rpm, a 

4ºC por 15 minutos, e o sobrenadante desprezado. O precipitado de RNA foi 

lavado com 1ml de álcool etílico 75% gelado (Merck, Inc., Whitehouse station, 

NJ, USA) e centrifugado a 12.000rpm, a 4°C por 5 minutos, descartando 

novamente o sobrenadante. O pellet de RNA foi seco a temperatura ambiente 

por 5 a 10 minutos. Em seguida foi diluído em 15 μl de água livre de nuclease 

DEPC, quantificado no Nanodrop e armazenado a -80ºC. Foram consideradas 

puras as amostras que apresentaram uma relação RNA/proteína (260/280) 

maior que 2,0.  

 

 

3.4.6 Transcrição Reversa – Síntese de DNA complementar (cDNA) 

Após a extração de RNA, as amostras foram submetidas ao tratamento 

com Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies 

Inc., Carsbad, CA, USA), segundo o protocolo do fabricante. Para o 

experimento, 1μg de RNA foi diluido em volume final de 8μL, contendo 1μL de 

tampão e 1μL da enzima DNase. Após 15 minutos de incubação, a temperatura 

ambiente, foi adicionado 1μL de EDTA e as amostras foram incubadas por 10 

minutos a 70ºC para a inativação da enzima DNase. O DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizado após reação de transcrição reversa utilizando o kit 

SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Life 

Technologies Inc.,Carsbad, CA, USA), seguindo protocolo proposto pelo 

fabricante. 

 

3.4.7 Reação em Cadeira da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

A transcrição do CD14, do NFkB e das DNMTs foram realizadas pela 

qPCR, utilizando o equipamento CFX96 BioRad e o sistema TaqMan Gene 
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Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A reação 

foi padronizada com 500 ηg de cDNA em volume final de 20 μl nas condições 

recomendadas pelo fabricante (50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos, 40 

ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto).Todas as reações foram 

realizadas em duplicata. Como controle endógeno foi utilizado o gene RPLPO 

(RPLPO large ribosomal protein; 4333761F, Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA).  

A transcrição gênica foi calculada utilizando o método 2-ΔΔCt (Applied 

Biosystems User Bulletin No. 2) como previamente descrito (Livak e 

Schimittgen, 2001). O método 2-ΔΔCt ou Ct (Threshold cycle) é uma equação 

matemática, na qual as mudanças na expressão gênica são calculadas 

baseadas nas diferenças entre as calibradoras e as experimentais, 

normalizadas por uma amostra de referência. O valor inferido para ΔCt 

equivale às diferenças entre o valor da média dos Cts do gene de interesse 

(alvo) e a média dos Cts do gene normalizador (endógeno). O cálculo da 

fórmula ΔΔCt envolve a subtração entre o valor de ΔCt para cada amostra 

experimental e o valor do ΔCt para as amostras calibradoras. Um conjunto 

(pool) de amostras de sangue de indivíduos saudáveis foi usado como 

amostras calibradoras. 

 

 

3.6 Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences) versão 17.0 (Chicago, EUA). O 

teste de Shapiro-Wilk foi realizado para verificar a normalidade dos grupos 

amostrais. A análise estatística foi realizada utilizando o teste Kruskal-wallis, 

seguido do teste Dunn’s quando a diferença estatística entre os grupos foram 

detectadas. Coeficiente de correlação de Sperman foi usado para verificar a 

correlação entre variáveis. Foram consideradas estatisticamente significativas 

as análises com p<0,05. 
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4.  RESULTADOS 

 

4.1 Parâmetros clínicos e demográficos da população 

 

As características dos grupos de estudo estão descritas na Tabela 

1.Os resultados dos indivíduos fumantes foram considerados separados dos 

não fumantes, devido ao fato do fumo ser um fator risco para a periodontite. 

 

Tabela 1: Parâmetros clínicos e demográficos 

 

 

Controle 

 

(N=30) 

Periodontite 

 

                  (N=30) 

 
 
Idade (anos) 
média±DP 
 

 
 

36,75±7,79 
 

 
 

36,75±7,79 
 

Genêro (n) 
    Mulher 
    Homem 
 

 
15 (50%) 
15 (50%) 

 
15 (50%) 
15 (50%) 

Profundidade de 
sondagem 
(mm)média±DP 
 

 
1,58±1,12 

 
7,75±1,92* 

Nível inserção clínica 
(mm) média±DP 
 

 
2,17±0,58 

 
9,15±2,32* 

Perda de osso alveolar Não Sim 
 
Percentual de sítios com 
sangramento a sondagem 

 
10,87% 

 
60,93%* 

 
Tabagismo 
 
Fumantes 
média de cigarros/dia 
 
Não fumantes 
 

 
 
 

10 (33,33%) 
14,80±8,94 

 
20 (66,67%) 

 
 

 
10 (33,33%) 
15,90±10,13 

 
20 (66,67%) 

   
*p<0,05  
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4.2 Avaliação histológica 

Considerando os indivíduos não fumantes, a mediana do número de 

células inflamatóriaspor campo na periodontite crônicafoi de 295, variando de 

100 a 502. No grupo controle, a mediana foi de 34,5, variando de 17 a 98 

células inflamatórias por campo. A diferença entre os grupos foi 

estatisticamente significativa (p<0,001).  

Nos fumantes, a mediana do número de células inflamatórias foi de 

215na periodontite crônica, variando de 197 a 401. No grupo controle, a 

mediana foi de 29,5 variando de 16 a 76. A diferença entre os grupos foi 

estatisticamente significativa (p<0,001). 

O infiltrado inflamatório era misto, difuso e com predomínio de células 

mononucleares em todos os grupos.  

 

4.3 Gene CD14 

 

4.3.1 Metilação de CD14 

 

A mediana das taxas de DNA metilado, não metilado e metilação parcial 

são observadas nos grupos periodontite e controle estão representadas na 

Figura 6 (não fumantes) e Figura 7 (fumantes) e demonstram o perfil de 

metilação de cada grupo. 
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    Não fumantes 

                          Periodontite                                          Controle 

 

                  Metilado                          Não metilado                    Metilação parcial 
  
Figura 6: Padrão de metilação do gene CD14 nos grupos periodontite crônica (A) e controle 

(B), considerando os indivíduos não fumantes. A barra preta representa a mediana referente às 

taxas de DNA metilado, a barra branca representa a mediana das taxas de DNA não metilado e 

a barra cinza representa a mediana das taxas de metilação parcial. 

 

Fumantes 

A                           Periodontite                              B                                    Controle 

 

 

                     Metilado                            Não metilado                   Metilação parcial 

Figura 7: Padrão de metilação do gene CD14 nos grupos periodontite crônica (A) e controle 

(B), considerando os indivíduos fumantes. A barra preta representa a mediana referente às 

taxas de DNA metilado, a barra branca representa a mediana das taxas de DNA não metilado e 

a barra cinza representa a mediana das taxas de metilação parcial. 

18,23% 

  81,77% 

21,35% 

 59,88% 

  18,76% 

 

  % 

 

  % 

   2,52% 

   97,47%    97,47% 

   2,50% 

A B 
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Considerando os indivíduos não fumantes, não houve diferença 

significativa do percentual de DNA metilado (p=0,904) e de não metilado 

(p=0,065) entre os grupos de periodontite e controle (p=0,904). A metilação 

parcial do CD14 ocorreu somente no grupo controle (Figura 6 A e B).  

Considerando os fumantes, não houve diferença entre os grupos 

periodontite e controle, comparando os percentuais de DNA metilado (p=0,739) 

e não metilado (p=0,739) (Figura 7 A e B). 

Um perfil de DNA não metilado foi observado nos grupos controle e 

periodontite crônica, independente do tabagismo. Contudo, no grupo controle 

houve um maior percentual de DNA não metilado nos indivíduos fumantes 

comparado aos não fumantes (p=0,003) Figura 8. 

 

                                                               Controle 

 

                                                                Não fumante                 Fumante                 p=0,003 

 

Figura 8: Percentual de DNA não metilado do gene CD14 no grupo controle (não fumante x 

fumante). 

 

Em relação aos não fumantes, uma correlação negativa foi observada 

entre o percentual de DNA não metilado do gene CD14 e o número de células 

inflamatórias (p=0,003, r=-0,635) na periodontite crônica (Figura 9). Em relação 

aos parâmetros clínicos, não foi observada correlação significativa entre a 

porcentagem de DNA não metilado do CD14 e a PS (p=0,826; r=-0,052), e o 

NIC (p=0,711; r=-0,088). Nenhuma correlação significativa foi encontrada no 
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grupo controle (p=0,880; r=0,036; %DNA não metilado x número de células 

inflamatórias).  

Em relação aos fumantes, no grupo de periodontite crônica não houve 

correlação significativa entre a porcentagem de DNA não metilado do CD14 e 

número de células inflamatórias (p=0,074, r=-0,588), PS (p=0,905, r=-0,043), 

NIC (p=0,987, r=0,006). No grupo controle fumante, também não houve 

correlação significativa com o número de células inflamatórias (p=0,960; r=-0, 

018). 

 

                                             Periodontite crônica não fumante 

 

Figura 9: Correlação negativa entre o percentual de DNA não metilado e número de células 

inflamatórias no grupo periodontite crônica não fumante. 

 

4.3.1.1 Transcrição de CD14 

 

Considerando os indivíduos não fumantes, o grupo de periodontite 

crônica apresentou uma maior transcrição do gene CD14 comparado ao grupo 

controle (p=0,018) Figura 10. Não foi verificada correlação significativa entre 

os níveis de trasncrição do gene CD14 e o percentual de DNA não metilado 

nos grupos periodontite crônica (p=0,087) e controle (p=0,096). Uma correlação 

positiva foi encontrada entre os níveis de transcrição do CD14 e o número de 

células inflamatórias na periodontite crônica (p=0,019, r=0,546), Figura 11. Em 

relação aos parâmetros clínicos, não foi observada correlação significativa 
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Número de células inflamatórias 
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(PS:p=0,291, r=0,263; NIC:p=0,051, r=0,466). No controle, não houve 

correlação significativa entre os níveis de transcrição e o número de células 

inflamatórias (p=0,730; r=-0,101).  

 

 

    Não fumantes 

 

 

 

 

Figura 10: Comparação do nível de transcrição do CD14 entre os grupos periodontite crônica e 

controle em não fumantes. 

 

 

                                                               Periodontite não fumantes 

 

 

Figura 11: Correlação positiva entre transcrição de CD14 e número de células inflamatórias no 

grupo de periodontite não fumante. 
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Em relação aos fumantes, não houve uma diferença nos níveis de 

transcrição de CD14 entre os grupos periodontite (p=0,959) e controle 

(p=0,432). Não foi verificada correlação significativa entre os níveis de 

trasncrição do gene CD14 e o percentual de DNA não metilado nos grupos 

periodontite crônica (p=0,153) e controle (p=0,067). Nenhuma correlação foi 

observada em relação ao número de células inflamatórias (controle; p=0,867, 

r=-0,071; periodontite, p=0,160, r=0,548) e aos parâmetros clínicos 

(PS:p=0,795, r=-0,110; NIC: p=0,620, r=-0,209). 

Os níveis de transcrição do CD14 foram significativamente maiores no 

grupo fumante comparado aos não fumantes, tanto no grupo controle (p<0,001) 

quanto no grupo periodontite (p=0,017) Figura 12A e B. 

 

 

 

               Controle                                                                              Periodontite 

 

 

Figura 12: (A) Análise do nível de transcrição do CD14 no tecido gengival do grupo controle 

entre não fumantes e fumantes. (B) Análise do nível de transcrição do CD14 no tecido gingival 

do grupo periodontite crônica entre não fumantes e fumantes. 
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4.3.2 Gene NFkB 

 

4.3.2.1 Metilação do NFkB 

As taxas de DNA metilado, não metilado e metilação parcial são 

observadas nos grupos periodontite e controle está representado na Figura 13 

(não fumantes) e Figura 14 (fumantes) e demonstram o perfil de metilação de 

cada grupo. 

 

Não Fumantes 

A                         Periodontite                             B                               Controle 

 

                Metilado                            Não metilado                      Metilação parcial 
 
Figura 13: Padrão de metilação do gene NFkB nos grupos periodontite crônica (A) e controle 

(B), considerando os indivíduos não fumantes. A barra preta representa a mediana referente às 

taxas de DNA metilado, a barra branca representa a mediana das taxas de DNA não metilado e 

a barra cinza representa a mediana das taxas de metilação parcial. 

 

 

 

 

 

 

   0,20% 

   99,78% 

   0,15% 

   99,58% 
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Fumantes 

A                           Periodontite                        B                        Controle  

 

 

                    Metilado                           Não metilado                      Metilação parcial 

Figura 14: Padrão de metilação do gene NFkB nos grupos periodontite crônica (A) e controle 

(B), considerando os indivíduos fumantes. A barra preta representa a mediana referente às 

taxas de DNA metilado, a barra branca representa a mediana das taxas de DNA não metilado e 

a barra cinza representa a mediana das taxas de metilação parcial. 

 

Nos indivíduos não fumantes, não houve diferença significativa do 

percentual de DNA não metilado (p=0,610) e metilado (p=0,860) entre os 

grupos. O mesmo foi observado em relação aos fumantes (DNA metilado 

p=0,579; DNA não metilado p=0,579). O perfil não metilado foi um evento 

comum em todos os grupos, independente do hábito de fumar, com percentual 

de DNA não metilado maior de 98%. 

Em relação aos não fumantes, nenhuma correlação significativa foi 

encontrada considerando a porcentagem de DNA não metilado e o número de 

células inflamatórias (periodontite crônica p=0,287, r=0,250; controle p=0,633; 

r=-0,117;), e também em relação aos parâmetros clínicos (PS: p=0,549, 

r=0,142; NIC:p=0,561; r=0,138).O mesmo foi observado em relação aos 

fumantes (Periodontite: células inflamatórias p=0,881, r=0,055; PS: p=0,510, 

r=0,237; NIC:p=0,310, r=0,358; Controle:células inflamatórias p=0,603; r=-0, 

188). 

   0,32% 

   99,68% 

   1,05% 

   99,78% 
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4.3.2.2 Transcrição de NFkB 

 

Considerando os indivíduos não fumantes, o grupo controle apresentou 

uma maior transcrição do gene NFkB comparado aogrupo periodontite 

crônica(p=0,008) Figura 15. No grupo periodontite crônica nenhuma correlação 

foi observada com os níveis de transcrição do NFkB (percentual de DNA não 

metilado p=0,992; r=0,003;número de células inflamatórias p=0,696, r=-0,110; 

PS:p=0,371, r=-0,249; NIC: p=0,310, r=-0,281). No grupo controle também não 

houve correlação significativa entre os níveis de transcrição e o percentual de 

DNA não metilado (p=0,311; r=-0,320) e o número de células inflamatórias 

(p=0,155; r=-0,386). 

 

 

 

Não fumantes 

 

 

 

Figura 15: Comparação do nível de transcrição do NFkB entre os grupos periodontite crônica e 

controle em não fumantes. 

 

Considerando os indivíduos fumantes, não houve diferença entre os 

níveis de transcrição do NFkB comparando o grupo periodontite crônica e 

controle (p=0,076). No grupo de periodontite crônica nenhuma correlação foi 

observada com os níveis de transcrição do NFkB (percentual de DNA não 

metilado p=0,423; r=-0,331; número de células inflamatórias p=0,131, 
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r=0,355;PSp=0,387, r=-0,356;NIC p=0,456, r=-0,309). No grupo controle 

também não houve correlação significativa entre os níveis de transcrição e o 

percentual de DNA não metilado (p=0,381; r=0,333), e o número de células 

inflamatórias (p=0,603; r=-0,188). 

 

4.3.3 Genes DNMTs 

 

4.3.3.1 DNMT1 

Os níveis de transcritos da DNMT1 nos grupos periodontite e controle 

estão representados na Figura 16. 

 

Não Fumantes                                                Fumantes 

 

 

 

Figura 16: Níveis de DNMT1 no grupo periodontite e controle, considerando os não fumantes 

(A)e os fumantes (B).  

 

Não foi observada diferença nos níveis de transcrição do gene DNMT1 

entre os grupos periodontite crônica e controle, tanto em não fumantes 

(p=0,982) quanto em fumantes (p=0,277). Não houve diferença nos níveis de 

transcrição entre os fumantes e os não fumantes no grupo periodontite 

(p=0,357) e no controle (p=0,973). 
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Em relação aos parâmetros avaliados, verificou-se uma 

correlaçãonegativa entre os níveis de transcrição de DNMT1 e o número de 

células inflamatórias (p=0,013; r=-0,625) no grupo periodontite crônica não 

fumante Figura 17. Não foram observadas outras correlações tanto no grupo 

periodontite (não fumante: profundidade de sondagem p=0,732; r=-0,097 e NIC 

p=0,772; r=-0,082; fumante: número de células inflamatórias p=0,736; r=0,143, 

profundidade de sondagem p=0,329; r=0,398 e NIC p=0,460; r=0,307) quanto 

no grupo controle (não fumante: número de células inflamatórias p=0,077; 

r=0,311e fumante: número de células inflamatórias p=0,092; r=0594). 

 

 

                                             Periodontite Crônica não fumante 

 

                                          Número de células inflamatórias             p=0,013; 

                                                                                                           r=-0.625 

 

Figura 17: Correlação negativa entre os níveis de transcrição de DNMT1 e número de células 

inflamatórias no grupo periodontite crônica não fumante. 

 

 

4.3.3.2 DNMT3A 

Os níveis de transcritos da DNMT3A nos grupos periodontite e controle 

estão representados na Figura 18. 
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A                   Não fumante                                    B                    Fumante 

 

 

Figura 18: Níveis de DNMT3A no grupo periodontite e controle, considerando os não fumantes 

(A) e os fumantes (B). 

 

Não foi observada diferença nos níveis de transcrição do gene 

DNMT3A entre os grupos de periodontite crônica e controle, tanto nos não 

fumantes (p=0,339) quanto nos fumantes (p=0,093). Considerando o grupo 

periodontite crônica, observou-se uma maior expressão de DNMT3A nos 

fumantes comparado aos não fumantes (p=0,012) Figura19. No grupo controle 

não foi observada diferença entre os fumantes e os nãos fumantes (p=0,815). 
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Periodontite Crônica 

 

                                                                 Não fumante                 Fumante              p=0,012 

 

Figura 19: Níveis dos transcritos de DNMT3A no grupo periodontite considerando o tabagismo. 

 

 

Em relação aos demais parâmetros, observou-se correlação positiva 

entre a transcrição de DNMT3A e a profundidade de sondagem no grupo de 

periodontite crônica não fumante (p=0,001; r=0,750) Figura 20. Não foram 

observadas outras correlações tanto no grupo periodontite (não fumante: 

número de células inflamatóriasp=0,558; r=0,164, NIC p=0,098; r=0,443; 

fumante: número de células inflamatórias p=0,097 r=0,601, PS: p=0,627; 

r=0,205 e NIC p=0,599; r=0,221), quanto nogrupo controle (não fumante: 

número de células inflamatórias p=0,117; r=0,457 e fumante: número de 

células inflamatórias p=0,262; r=-0,418). 
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                                                    Periodontite Crônica não fumante 

 
 
                                                  Profundidade de Sondagem (mm)               p=0,001;  
                                                                                                                       r=0,750 

 

Figura 20: Correlação positiva entre os níveis de transcrição da DNMT3A e a profundidade de 

sondagem no grupo de periodontite crônica não fumante. 

 

4.3.3.3 DNMT3B 

Os níveis de transcritos da DNMT3B nos grupos periodontite e controle 

estão representados na Figura 21. 

A                      Não fumante                                   B                          Fumante  

 

Figura 21: Níveis de DNMT3B no grupo periodontite e controle, considerando os não fumantes 

(A) e os fumantes (B). 
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Nos níveis de transcrição do gene DNMT3B, não foi observada 

diferença entre os grupos de periodontite crônica e controle, tanto nos não 

fumantes (p=0,626) quanto nos fumantes (p=0,923). Os fumantes 

apresentaram maiores níveis de DNMT3B comparado aos não fumantes tanto 

na periodontite crônica (p=0,033) quanto no controle (p=0,004) (Figura 22A e 

B, respectivamente). 

 
 

A                                                                                               B 
                                Periodontite Crônica                                                                    Controle 

 
                                Não fumante      Fumante      p=0.033 

 
 

Figura 22:Níveis de transcritos de DNMT3Bno grupos periodontite crônica (A) e controle (B), 

considerando o tabagismo 

 
 

Em relação aos parâmetros avaliados, observou-se correlação positiva 

entre a transcrição de DNMT3B e o NIC no grupo periodontite crônica não 

fumante (p=0,043; r=0,529) Figura 23. Não foram observadas outras 

correlações tanto no grupo periodontite (não fumante: número de células 

inflamatórias (p=0,632; r=-0,135) e PS (p=0,062; r=0,492); fumante: número de 

células inflamatórias (p=0,102; r=0,619), PS (p=0,910; r=0,048) e NIC 

(p=0,931; r=-0,037), quanto no grupo controle (não fumante: número de células 

inflamatórias (p=0,252; r=-0,342) e fumante: número de células inflamatórias 

(p=0,748; r=0,126). 
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                                                           Nível de Inserção Clínica (mm)                         p=0,043; 
                                                                                                                                                      r=0,529 

 

Figura 23: Correlação positiva entre os níveis de transcrição da DNMT3B e o nível de inserção 

clínica no grupo periodontite crônica não fumante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Q
u

a
n

ti
fi
c
a
ç
ã

o
 r

e
la

ti
v
a

 d
e
 R

N
A

m
 

Periodontite Crônica não fumante 



48 
 

5. DISCUSSÃO 

 

A periodontite é uma doença infecciosa, inflamatória, polimicrobiana de 

etiologia multifatorial, caracterizada pela destruição das estruturas de suporte e 

proteção do dente, podendo levar a perda do elemento dentário. Fatores 

relacionados ao hospedeiro, como os epigenéticos e a natureza da resposta 

imunológica têm sido identificados como importantes na determinação do 

desenvolvimento e gravidade da doença periodontal (Gomez et al., 2009; 

Cullinan e Seymour, 2009). 

Pesquisas do padrão de metilação do DNA têm emergido como uma 

importante linha de estudo em várias doenças, incluindo a periodontite. Fatores 

relacionados à patogênese e/ou à progressão da doença periodontal, incluindo 

bactérias, inflamação e tabagismo são considerados moduladores da metilação 

do DNA, podendo afetara resposta do hospedeiro (Zhang et al., 2010; Andia et 

al., 2010).Os eventos epigenéticos podem estar associados com diferentes 

perfis de respostas immune, e isto tem aumentando o interesse da comunidade 

científica para associar esses eventos com as doenças inflamatórias 

(Richardson, 2003). 

No presente trabalho, nenhuma diferença foi observada no padrão de 

metilação do gene CD14 entre os grupos analisados. O perfil de DNA não 

metilado foi um achado comum nos tecidos periodontais. Até o momento, não 

há relatos na literatura sobre o padrão de metilação do gene CD14 na doença 

periodontal. A metilação do CD14 tem sido investigada em outras doenças com 

perfil inflamatório, como na polpa dental humana e na asma. Cardoso et al. 

(2014) avaliaram o padrão de metilação do gene CD14 em polpas dentárias 

humanas com e sem inflamação, e verificaram que o perfil de DNA não 

metilado é um evento comum nas polpas dentárias humanas. Munthe-Kaas et 

al. (2010) realizaram um estudo longitudinal e verificaram que crianças com 

idade entre 2 a 10 tiveram uma hipermetilação pequena do gene CD14 no 

sangue e que após os 10 anos ocorreu uma hipometilação do gene. Os autores 

afirmam que as mudanças epigenéticas podem afetar a suscetibilidade a 
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doença em um contexto relacionado com a idade. Slaats et al. (2012) avaliaram 

amostras de placentas e observaram que a metilação do CD14 foi 

significativamente menor em gestantes que moravam em fazendas 

comparando as que moram em cidades. Os autores afirmam que essa 

regulação epigenetica na placenta pode estar envolvida em um efeito protetor 

ao desenvolvimento de alergias nessas gestantes que vivem em ambiente 

rural. 

Uma correlação negativa foi observada entre a freqüência do 

percentual de DNA não metilado do CD14 e o número de células inflamatórias 

no grupo periodontite crônica não fumante. Na inflamação, as células 

inflamatórias como neutrófilos e macrófagos, induzem a formação de nitrogênio 

e oxigênio reativos que podem causar danos ao DNA (Valinluck et al., 2006). 

Esse dano pode causar alterações no reconhecimento do DNA pelas DNMTs e 

alterar o padrão de metilação. 

Em relação à transcrição do gene CD14, em não fumantes observou-se 

maiores níveis de transcritos no grupo periodontite comparado ao controle. O 

aumento da transcrição do CD14 foi descrito em diferentes doenças 

inflamatórias (Levanet al. 2001, Arroyo-Espliguero et al., 2004, Dahmer et al. 

2005.Munthe-Kasset al. 2010), assim como na periodontite (Nicu et al. 2009; 

Raunio et al. 2009).O aumento dos níveis de transcriçãoobservado no grupo 

periodontite não fumante pode ter sido influenciado pelos altos níveis de 

hipometilação encontrados nas amostras avaliadas deste grupo, cerca de 

80%.Contudo, não foram observadas correlações do perfil de metilação de 

CD14 e os níveis de transcritos no presente trabalho. Até o momento não há 

trabalhos na literatura mostrando a relação entre o padrão de metilação desse 

gene e a transcrição na periodontite.  

Em relação ao gene NFkB, um perfil de DNA não metilado foi verificado 

em todos os grupos estudados. Nenhuma diferença do perfil de metilação foi 

observada entre os grupos, sugerindo não haver associação entre o padrão de 

metilação do NFkB e a periodontite crônica. Até o presente momento não há 

outros trabalhos na literatura que avaliaram o padrão de metilação do NFkB na 

doença periodontal. 
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Nos indivíduos não fumantes, o grupo controle apresentou uma maior 

transcrição de NFkB comparado com o de periodontite crônica. Pesquisas 

mostrando o papel do NFkB na doença periodontal são escassas. Marconcini 

et al.(2002) não verificaram nenhuma diferença nos níveis de expressão do 

NFkB em leucócitos deindivíduos com periodontite comparado com os sem 

periodontite. Em nosso trabalho, os menores níveis de transcrição do NFkB no 

grupo periodontite pode ser baseado no fato dos indivíduos terem sido 

submetidos a terapia periodontal básica antes da cirurgia seguindo os 

protocolos éticos do tratamento periodontal. Apesar de não ter sido significante 

(p=0,061), o grupo periodontite crônica não fumante apresentou um pequeno 

aumento nos níveis de metilação do DNA quando comparado ao controle não 

fumante, isso pode ter contribuído para essa maior expressão do NF-Kb no 

grupo controle. Estudos adicionais são necessários para investigar essa 

hipótese. 

Em relação às DNMTs, não encontramos diferença na transcrição dos 

genes DNMT1, DNMT3A e Bentre os grupos avaliados (controle x periodontite). 

Esses dados são corroborados com os de Pereira et al. (2013) que também 

não verificaram diferença nos níveis de transcrição da DNMT1e DNMT3Aem 

amostras de biópsias gengivais de indivíduos com e sem periodontite. Contudo, 

Yin & Chung (2011) mostraram que a P.gingivalispode causar um decréscimo 

da expressão gênica da DNMT1 em células do epitélio oral. Até o presente 

momento não existem estudos que avaliaram os níveis de transcrição da 

DNMT3B na periodontite. Zheng et al. (2016) observaram que a diminuição dos 

níveis de DNMT3B pode acelerar a progressão da leucemia. Robaina et al. 

(2015) mostraram no Linfoma de Burkitt uma maior expressão dessa enzima.  

Nos indivíduos não fumantes com periodontite crônica, uma correlação 

negativa foi verificada entre os níveis de transcrição da DNMT1 e o número de 

células inflamatórias. Como citado anteriormente, as células inflamatórias 

induzem a formação de oxigênio e nitrogênio reativos que causam danos ao 

DNA diminuindo o reconhecimento pela DNMT1 (Valinluck et al., 2006).Estudos 

adicionais são necessários para elucidar se a diminuição da DNMT1 seja um 

mecanismo de “feedback” pela presença dos produtos da inflamação. Neste 

mesmo grupo foram observadas correlações positivas dos níveis de transcritos 
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das DNMT3A e B com parâmetros de gravidade da doença periodontal 

(profundidade de sondagem e nível de inserção clínica, respectivamente). O 

aumento dos níveis de transcrição das DNMT3A e DNMT3B pode induzir ao 

aumento da metilação (de novo) e este interferir na transcrição de genes que 

atuam na resposta inflamatória na periodontite contra o estímulo 

periodontopatogênico, aumentando a gravidade da doença periodontal. Até o 

presente momento não há outros trabalhos na literatura que avaliaram essas 

correlações. 

O cigarro causa alterações genéticas no DNA (Hecht, 1999). Tem sido 

demonstrado que a exposição ao tabaco induz alterações epigenéticas, 

promovendo hipermetilação nos genes supressor de tumor (Belinsky et al., 

2003; Fujiwara et al., 2005) e pró- apoptóticos (Pulling et al., 2004). Contudo, 

há relato que o fumo pode causar uma hipometilação global (Smith et al., 

2007). No presente estudo, observou-se que o fumo influencia o padrão de 

metilação do gene CD14 no grupo controle, aumentando as taxas de 

hipometilação. Apesar dos altos níveis de hipometilação verificado nos 

fumantes, nenhuma correlação significativa com os níveis de transcrição foi 

detectada. Indivíduos fumantes mostraram maior transcrição de CD14 

comparado aos não fumantes, tanto na periodontite quanto no controle. Como 

não houve correlação entre hipometilação e transcrição, possivelmente os 

níveis de hipometilação encontrados não foram suficientes para induzir 

modificações nos níveis de transcrição ou outros fatores estão interferindo nos 

níveis de transcrição. 

Um aumento na transcrição de DNMT3A e B em fumantes foi 

observado em nosso estudo. Nenhuma associação foi observada entre o hábito 

tabagista e os níveis de transcrição da DNMT1. Não há na literatura outros 

trabalhos que mostram associação entre o tabagismo e a DNMTs na doença 

periodontal. O aumento da expressão da DNMT1 influenciado pelo tabagismo 

no câncer de mama foi mostrado por Burbee et al. (2001). Liu et al. (2007) 

mostraram que a expressão da DNMT3B é diminuída  pelo cigarro, já a da 

DNMT1 e DNMT3A aumentada em vários tipos de câncer. 
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 O presente estudo sugere pela primeira vez que a hipometilação dos 

genes CD14 e NFkB é uma ocorrência comum nos tecidos periodontais. O 

tabagismo, importante fator de risco da doença periodontal, parece influenciar 

nos níveis de transcrição de CD14 e das DNMT3A e B, assim como no perfil de 

metilação de CD14. Estudos adicionais são necessários para determinar a 

relevância funcional dos perfis observados na doença periodontal e para 

compreender os mecanismos epigenéticos envolvidos na patogênese da 

doença. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Um perfil de DNA não metilado dos genes CD14 e NFkB foram 

verificados nos tecidos periodontais; 

 Não houve associação de um perfil de metilação dos genes CD14 e 

NFkB com a periodontite crônica; 

 Não foram observadas correlações entre os perfis de metilação e os 

níveis de transcritos dos genes CD14 e NFkB; 

 O tabagismo parece influenciar o padrão de metilação e a transcrição de 

CD14, assim como na transcrição de DNMT3A e B; 

 Não houve diferença nos níveis de transcrição da DNMT1 entre os 

grupos avaliados; 

 Maiores níveis de transcrição das DNMT3A e DNMT3B foram 

observados no grupo periodontite crônica fumante, e isto pode aumentar 

a taxa de metilaçãode novo, nos indivíduos desse grupo e ter 

implicância na patogênese e progressão da doença; 

 Estudos adicionais são necessários para determinar a relevância 

funcional dos perfis observados na doença periodontal e para 

compreender os mecanismos epigenéticos envolvidos na patogênese da 

doença. 
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8. ANEXOS 

 

Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Minas Gerais (COEP/UFMG) 
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9. APÊNDICES  

 

Apêndice 1: Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

Termo de Consentimento Livre e esclarecido 

Você esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa“Avaliação do padrãode 

metilação dos genes CD14 e NFkB e expressão das DNAs metiltrasnferases na Periodontite 

Crônica”. Essa pesquisa será realizada por mim Simone Angélica de Faria Amormino Carvalho, 

doutorando em Biologia Celular pela UFMG, e orientada pela professora Paula Rocha Moreira. 

A doença periodontal é uma doença que acomete os dentes, gengiva e osso, gerando uma 

inflamação da gengiva, sangramento e perda progressiva do osso ao redor dos dentes e que 

pode variar de uma pessoa para outra. No entanto, pouco se conhece sobre a influência de 

alterações genéticas, no desenvolvimento da doença. Para a realização dessa pesquisa, é 

necessário realizar a remoção de um pequeno pedaço da gengiva que é realizada durante a 

cirurgia que lhe foi indicada enão representa qualquer risco, incômodo ou prejuízo para o seu 

tratamento, pois faz parte do procedimento. Todas as informações coletadas terão finalidade 

exclusivamente científica e serão mantidas em sigilo. Em hipótese alguma o seu nome será 

divulgado.  A sua participação é voluntária. Você poderá desistir de participar e cancelar o seu 

consentimento em qualquer momento da pesquisa. A desistência ou a não aceitação em fazer 

parte dessa pesquisa não irá interferir no seu tratamento na Clínica de Odontologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Esta pesquisa nos ajudará a entender melhor as 

causas da doença periodontal e isso será muito importante para que possamos prevenir o seu 

desenvolvimento e melhorar o tratamento da doença que tanto leva a perdas dentárias. 

Termo de consentimento 

Eu,_____________________________________________,RG:_________________, aceito 

participar deste estudo de forma voluntária e afirmo que devidamente esclarecido quanto aos 

objetivos da pesquisa, quanto à preservação da minha  imagem e quanto ao destino dos dados 

coletados. Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e 

todas as minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo as coletas e a utilização das 

amostras neste projeto de pesquisa.  Sei que posso desistir a qualquer momento sem que isso 

acarrete qualquer tipo de prejuízo para meu tratamento na Clínica de Odontologia da UFMG.  

Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, respeitando sempre meu 

direito de não ser identificado.  

Belo Horizonte, _____ de __________________ de 20_____. 

___________________________________________________ 

Assinatura 

Pesquisadores responsáveis: 

_____________________________                                         __________________________ 

Simone Angélica de Faria Amormino (31) 9283-7602                          Paula Rocha Moreira 

FO-UFMG Av. Antônio Carlos, 6627.Pampulha-Telefone: (31) 3409-2412 

COEP: Comitê de Ética na PesquisaAv. Antônio Carlos, 6.627. Unidade  

Administrativa II, 2° andar Telefone: (31) 3409-4592. 
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Apêndice 2: Ficha Clínica 

 

PESQUISA PARA TESE DE DOUTORADO 
FICHA CLÍNICA 

DADOS PESSOAIS DO PACIENTE 

Declaro que todas as informações deste prontuário, por mim prestadas, são verdadeiras 

Belo Horizonte______________de_____________de 20_________ 

____________________________________________ 

Assinatura do paciente ou responsável 

Nome: Sexo: Estado Civil: 

Data de Nascimento: ___/___/___ Naturalidade: Nacionalidade: 

Profissão: RG: CPF: 

Endereço:   

Bairro: 

Renda Familiar: 

CEP: Cidade: UF: Tel: 

 

ANAMNESE 

1. Queixa principal:______________________________________________________________________________________________  

2. Início e evolução da doença:____________________________________________________________________________________  

3. Quando fez o último tratamento periodontal?_______________________________________________________________________  

4. Esta sob tratamento médico?____________________________________________________________________________________  

5. Faz uso de algum medicamento?________________________________________________________________________________  

6. Fez uso de algum antibiótico e/ou antiinflamatório nos últimos seis meses?_______________________________________________  

7. Tem algum tipo de alergia?_____________________________________________________________________________________  

8. Apresenta algumas das seguintes condições:  

(       ) Alteração de pressão arterial (       ) Doença / alteração respiratória  

(       ) Alteração cardíaca (       ) Doença / alteração gastro-intestinal  

(       ) Hemorragias ou doenças no sangue (       ) Doença nos rins  

(       ) História de febre reumática (       ) Diabetes ou doenças endócrinas  

(       ) Gravidez ou lactante (       ) Alguma DST  

9. Alguém na família apresenta alguma dessas alterações?______________________________________________________________  

10. Tabagismo a. Fumante: Tempo: __________________Quantidade: _____________________  

 b. Ex-fumante: Abandonou o hábito há quanto tempo: ________________________  

 c. Não fumante  



74 
 

Exame Radiográfico 

 

 

 

 

Data:___/___/__ 

 

Periodontograma 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                               Data exame:___/___/__ 

   Data coleta:____/___/__ 

 

Observações 

 

Diagnóstico:  

Tecido     (  ) Dente ________ Região D( ) V(  ) M (  ) L/P(  ) 

 

 

 

 

 

Furca 

Sangramento 

 Mobilidade 

NIC 

PS 

Furca 

 Mobilidade 

Sangramento 

NIC 

PS 

Pesquisadora: Simone Angélica de Faria Amormino 
Orientadora: Pra.Dra. Paula Rocha Moreira 

 


