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RESUMO

Na periodontite, a inflamacgéo representa uma resposta fisiolégica complexa do
hospedeiro a um desafio bacteriano especifico. A metilacado do DNA é uma
modificacao epigenética que possui papel fundamental na regulagéo da transcrigao
do gene Supressors Of Cytokine Signaling (SOCS)-1, que esta intimamente
relacionado com o controle da inflamacao. A metilacdo do DNA tem se mostrado
critica na regulacdo de genes inflamatérios. Além disso, infec¢cdes podem ser
consideradas como potenciais fatores epimutagénicos, capazes de remodelar o
epigenoma. Neste contexto, qual seria o padrdao de metilacdo do DNA no gene
SOCS1 em células presentes em um ambiente acometido pela inflamagéo e pela
infeccdo? Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar o padrao de metilacao do
DNA no gene SOCS71 em células do epitélio oral de individuos afetados pela
periodontite agressiva generalizada (PAgr). Para tanto, DNA genémico das células
epiteliais orais de 30 pacientes sem histérico de periodontite (grupo controle) e de 30
pacientes com periodontite agressiva (grupo PAgr) foram purificados e modificados
pelo bissulfito de sédio e os padrdes de metilagdo do DNA foram analisados com a
técnica COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis). Os resultados apontam
para uma desmetilacdo na regido analisada do gene SOCST1 (97,5 % para o grupo
controle e 92,2 % para o grupo PAgr). Os pacientes com inflamacao periodontal
apresentam o DNA mais metilado nesta regido, quando comparados aos pacientes
do grupo controle (p < 0,001). O grupo controle apresentou maior frequéncia de
pacientes com 100 % de desmetilacdo (83,3 %), comparados ao grupo PAgr (70,8
%). Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que o0s pacientes com
inflamagédo periodontal apresentam a regido analisada do gene SOCST mais
metilada e isso pode fazer parte de um controle epigenético de transcricéo,
relacionado a uma possivel menor permissividade da regido na transcricao do gene,
nos pacientes com periodontite agressiva. Possivelmente, este padrdao de metilagao
apresentado possa ser mais um fator a contribuir com o processo da periodontite.
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Abstract

In periodontitis, inflammation is a complex physiological response of the host to
a specific bacterial challenge. DNA methylation is an epigenetic modification that
plays a critical role in the regulation of the gene transcription of suppressor of
cytokine signaling (SOCS)-1, which translate a protein associated with inflammation
control. DNA methylation has been shown to be critical in the regulation of
inflammatory genes. In addition, infections can be considered as potential
epimutagenic factors able to reshape the epigenome. Thus, what would be the DNA
methylation status in cells that are present in an infected and inflamed environment?
The aim of the present study was to verify the DNA methylation pattern of the SOCS1
gene in oral epithelium cells of individuals affected by generalized Aggressive
periodontitis (AgP). Genomic DNA from epithelial oral cells of 30 generalized AgP
patients (AgP group) and 30 healthy patients (control group) were purified and
modified by sodium bisulfite. DNA methylation patterns were analyzed using
Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) for SOCST7. Although high
frequencies of demethylation was observed for both groups (97,5% control group and
92,2% AgP group), the AgP patients presented low frequencies than the healthy
patients, with significant difference between the groups (p < 0,001). In addition, the
healthy patients were those who showed more complete demethylation (100%). AgP
patients presented a higher frequency of methylation in the analyzed region of
SOCS1 and possibly, the methylation mechanism presented in this region might be
another factor that participates in the disease process.
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1. Introducao

Periodontite € uma doenca complexa e multifatorial que resulta do desequilibrio
entre a presenca do biofilme oral e um mecanismo de defesa do hospedeiro
diminuido (Flemming 1999; Cochram 2008). As principais caracteristicas clinicas da
doenga, como inflamacédo gengival, formacdo de bolsa periodontal e perda de
insercdo clinica e 6ssea (Flemmig 1999; Cochram 2008) s&o resultantes das
interacdes entre a resposta do hospedeiro e as espécies bacterianas.

A maioria dos casos de periodontite € causada por um pequeno numero de
espécies bacterianas, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans. A quantidade e viruléncia dos
microorganismos e os fatores de resisténcia do hospedeiro (fatores de risco e
padrdao de imunidade) sdo cruciais para o inicio e progressdo da destruicao
periodontal (Detert et al. 2010). Este numero limitado de bactérias especificas €
essencial para o inicio da doencga, porém, insuficiente para explicar totalmente a

progressao e o grau de severidade de certas periodontites (Page et al. 1997).

A periodontite acontece em formas diferentes, sendo descrita como
periodontite cronica ou periodontite agressiva, basicamente. A periodontite agressiva
(PAgr) afeta pacientes jovens e normalmente com histérico familiar da doencga. A
doenca manifesta-se com rapida perda de inser¢cdo e destruicdo éssea. Como €
caracterizada como uma doenga multifatorial, doencas sistémicas, habitos
extrinsecos e ambientais podem interferir no curso e progressdo da doenca. A
degradacao dos tecidos periodontais esta estreitamente relacionada a uma gama de
eventos bioldgicos que incluem a complexa rede de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias, fatores de crescimento e enzimas. Estudos em animais e humanos
indicam que fatores genéticos podem modificar a resposta inflamatéria e imune,

afetando a experiéncia da periodontite (Kinane, Shiba e Hart 2005).

Varios genes sao responsaveis pela expressdao de moléculas, como as
citocinas, que participam e conduzem o0s mecanismos imuneinflamatérios do
hospedeiro durante o curso da periodontite. Os genes da familia SOCS
(Suppressors of Cytokines Signaling) sao genes reguladores de citocinas, sendo que
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suas proteinas agem por meio de um “negative feed back loop” da via de

sinalizagao ‘“Janus-kinase-signal transducer and activator of transcription

(JAK/STAT), e participam do processo inflamatério da periodontite.

A familia SOCS contém pelo menos oito proteinas (SOCS1 a 7 e cytokine
inducible SH2-domain-containing protein). Devido a sua habilidade em diretamente
inibir JAK, a proteina SOCS1 € um dos mais potentes inibidores da sinalizacao das
citocinas (Babon e Nicola 2012). O gene SOCST1 pode ser regulado em seus niveis
transcricionais e pos-translacionais (Naka et al. 1997; Saito et al; 2000; Davey et al.
2006), sendo a metilagdo do DNA um mecanismo importante no controle dos niveis
transcricionais. A metilacdo do DNA envolve a adicdo de um grupo metil ao anel de
pirimidina da citosina localizada no contexto do dinucleotideo CpG (Hartnett e Egan
2012). Quando a metilacao ocorre em regides regulatérias do DNA, é provavel que
ocorra uma regulacdo negativa ou um completo silenciamento da transcricdo do
gene, interferindo com o acesso dos fatores de transcricdo ao DNA (Deng et al.
2001; Laird 2010).

Sabendo-se que a inflamacao é parte essencial do curso da periodontite, que a
proteina SOCS1 € uma das proteinas que participam da regulacédo da intensidade
do processo inflamatério e que o promotor do gene SOCST possui conteudo elevado
de dinucleotideos CpG, torna-se muito importante a realizagdo de estudos que
possam elucidar o papel desses fatores dentro do processo inflamatério que se

insere a periodontite.
2. Revisao de literatura
Periodontite agressiva

A periodontite agressiva (PAgr), usualmente afeta jovens saudaveis e promove
uma rapida perda de insercao clinica e destruicao 6ssea (Armitage1999). Possui
pobre resposta as abordagens terapéuticas quando comparada a periodontite
cronica. Entretanto, os mecanismos responsaveis por essas diferencas ainda nao
sao completamente compreendidos. Ferramenta como a genémica pode esclarecer
esses aspectos, gerando importantes informacdes a respeito da patogénese das

doencas periodontais (Casarin 2013).
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Essa condicdo apresenta baixa prevaléncia mundial, estando presente em
aproximadamente 0,5 % da populacdo jovem em paises desenvolvidos (Albandar e
Tinoco, 2002). Contudo em paises em desenvolvimento, como o Brasil, essa

patologia pode ser verificada em até 5% da populagéo (Susin et al; 2005).

Caracterizada pela agregacao familiar (Tonetti e Mombelli 1999), a PAgr
também parece ser influenciada por doencgas sistémicas, fatores microbioldgicos e
ambientais, como por exemplo, o habito de fumar, higiene oral, estresse e estilo de
vida (Kinane, Shiba e Hart 2005). Porém, a caracteristica de agregacao familiar de
seus casos indica que fatores genéticos podem ser importantes na susceptibilidade
a doenca (Tonetti e Mombelli 1999). A histéria familiar é considerada um dos
principais critérios de diagndstico na atual classificacao da PAgr, sendo que o exame
familiar pode ser usado como uma ferramenta preventiva de diagnostico (Nibali et al.
2009). Fatores genéticos que influenciam e modificam a resposta imuneinflamatoria
do hospedeiro ao desafio bacteriano sdo os principais determinantes da
susceptibilidade a periodontite e podem explicar os niveis de progressao e
severidade da doenca em certos individuos (Page et al. 1997), estando assim

intimamente associados ao fendtipo clinico.

Suppressors of Cytokines Signaling (SOCS)

Altamente conservados entre as espécies, os genes SOCS compartilham uma
homologia limitada aos outros membros da familia, sugerindo que cada um possa ter
papel especifico (Starr e Hilton 1998). A transcricdo génica dos genes SOCS é
ativada em resposta a uma série de componentes da cascata inflamatéria, sendo
que sua expressao, induzida por citocinas, fatores de crescimento e horménios,
pode ser mediada, pelo menos em parte, pelo ativador de transcricado STAT (Starr e
Hilton 1998).

A citocina, quando ligada a seu receptor, resulta em agregacgéo e ativacédo de
JAK, levando a uma autofosforilacdo e a uma fosforilagdo do receptor, com
subsequente ligagao, fosforilagdo e ativacdo das proteinas STAT. As proteinas
STAT fosforiladas, por sua vez, dimerizam e translocam para o nucleo para dar inicio
a transcricdo de genes de resposta as citocinas, como os genes SOCS. A proteina
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SOCSH1, por exemplo, quando no citoplasma, é capaz de inibir a transducao do sinal
do receptor de citocina ou pela ligacao de seu dominio SH2 a JAK kinase, inibindo a
atividade de JAK, ou ligando diretamente ao residuo de fosfotirosina do receptor ou
ainda “marcando” proteinas para o complexo elongina BC para ubiquitinizagéo e
degradacgao proteossomal (Tan e Rabkin 2005; Yoshimura 2009; Babon e Nicola
2012).

O SOCS1 desempenha um papel critico na modulacdo de citocinas e na
sinalizacao associada com a inflamacao e tem a capacidade de modular o equilibrio
entre os efeitos biolégicos benéficos e deletérios (Davey, Heath e Starr 2006). No
citoplasma, as proteinas SOCS inibem a transdugéo do sinal do receptor de citocina
pela via JAK/STAT. Portanto, a via JAK/STAT ativa um mecanismo capaz de inibir a
via de sinalizacao destas citocinas (Davey, Heath e Starr 2006), impondo um
controle sobre a resposta disparada na célula pela citocina pela acdo de um
“negative feedback loop” (Alexander e Hilton 2004).

Embora oito proteinas SOCS sejam conhecidas, evidéncias claras tém
mostrado que a participacdo de SOCS1 e SOCS3 é necessaria para reduzir o
excesso de sinalizacao promovido pela ativagao dos receptores alvos (Alexander e
Hilton 2004).

'Haé:iéus cytokine responsive genes -

Figura 1. Esquema de ativagéo dos genes SOCS pela via de sinalizacdo JAK/STAT e a proteina

SOCS participando do “negative feedback loop”. Fonte: Davey, Heath e Starr, 2006.
13



Metilacdo da molécula de DNA

A metilagdo consiste em uma modificacdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CHs) é transferido da S-adenosil-metionina para o carbono 05 de
uma citosina que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), pela agéao
de uma familia de enzimas que recebem o nome de DNA-metiltransferases (DNMT)
(Figura 2).

NH,
_,:_-_f,"* e H
| citosina

'

SAM-CH, >
SAM

NH,
AN CH
J J 5-metilcitosina
o ;"*»\,;_f"

Figura 2. Esquema do processo de formacao da 5-Metilcitosina

— DNMT

(5-MeC) pela DNA metiltransferase.

A metilacao do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos CpG em
células diferenciadas e tem uma importante fungdo na regulacdo da expressao
génica e no silenciamento de elementos repetitivos no genoma (Feinberg e Tycko
2004).

A metilacado do DNA controla véarias fungcées do genoma, como a
recombinacao durante meiose e mitose, controle da replicagcao, controle de DNAs
“parasitas” que se inserem no genoma humano (ex.: DNA viral), estabilizacdo e
manutencao da expressao génica, regulacao da diferenciacao celular, inativacao do
cromossomo X, sendo essencial durante a morfogénese para que ocorra

desenvolvimento normal (Wolffe e Matzke, 1999; Suter et al. 2004).

A transcricao génica pode ser fortemente inibida pela adicdo de radical metil. A
presenga de um “capuz” metil sobre uma citosina que precede uma guanina pode

inibir a ligagdo de fatores de transcrigdo a estas regides. A néo ligagao de fatores de
14



transcricdo aos seus sitios especificos resulta na auséncia de transcricdo génica.
Nao se sabe muito a respeito do papel dos genes SOCS no curso da periodontite.
Porém, recentemente, alguns estudos que investigaram o papel destes genes nos
tecidos periodontais foram realizados e estudaram a expressdo dos SOCS -1,-2 e -3
em tecidos periodontais acometidos por periodontite crénica e gengivite crbnica.
(Garlet et al.2006).

Os padrbes de metilagdo do DNA estao relacionados a estrutura da cromatina.
Um DNA desmetilado esta tipicamente associado a uma conformagédo ativa da
cromatina enquanto que o DNA metilado esta associado a uma cromatina inativa
(Eilertsen et al., 2008). A presenca dos dinucleotideos CpGs metilados (meCpG) no
promotor de um gene ou primeiro éxon pode ter um efeito em sua transcricdo de
maneira direta ou indireta (Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005). No mecanismo direto,
a metilacdo nos CpGs é capaz de modular e/ou silenciar a expressdo do gene,
alterando a acessibilidade do DNA aos fatores de transcrigao (TF) (Turek-Plewa e
Jagodzinski, 2005; Yang et al., 2010). O mecanismo indireto de regulagdo génica é
precedido por proteinas que possuem afinidade e reconhecem os meCpGs,
bloqueando a interagdo dos fatores de transcrigdo com certas sequéncias de DNA
ou por proteinas que formam complexos com outras proteinas de remodelamento de
cromatina e estdo envolvidas na estabilizacdo da estrutura da heterocromatina
(Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005).

P AN oo e BB

I

ﬁ) CpG ? CpG metilado ‘ \ Fator de transcricdo m MBP

Figura 3. Inibicdo da transcrigdo génica pela metilagdo. A. Regido promotora desmetilada permitindo
a ligacdo dos fatores de transcrigdo. B. Metilagcdo impedindo a ligagdo dos fatores de transcri¢édo. C.
MBP - Proteinas que se ligam a metilcitosina em ilhas CpG bloqueiam a ligacdo dos fatores de

transcrigéo



3. Proposicao

Sabe-se que os fatores de transcricdo da familia STAT, juntamente com a
metilacdo do DNA tém se mostrado criticos na regulacdo de genes inflamatérios
(Medzhitov e Horng, 2009; Bayarsaihan, 2011), e que infecgbes sdo consideradas
hoje potenciais fatores epimutagénicos, capazes de remodelar o epigenoma (Barros
e Offenbacher, 2009; Bierne et al. 2012). Associado a estes fatores, o gene SOCS1
atua na regulacado da intensidade do processo inflamatério, sendo a metilacao do
DNA um dos mecanismos de regulacdo da sua transcricdo. Estas observacoes
levaram ao questionamento sobre qual seria o padrdo de metilagdo do DNA no gene
SOCS1 em células presentes em um ambiente oral contaminado e inflamado.
Portanto, a proposicado deste estudo foi verificar o padrao de metilagdo do DNA no
gene SOCST nas células do epitélio oral de individuos afetados pela periodontite

agressiva generalizada.

4. Materiais e Métodos

Os individuos selecionados para o estudo foram: brasileiros, sistemicamente
saudaveis, caucasianos, de ambos os géneros e nao fumantes (nunca fumaram).
Todos os pacientes receberam exame intra oral e periodontal, incluindo indice de
placa boca toda (Ainamo e Bay, 1975) e indice de sangramento boca toda
(MUhlemann e Son, 1971), mobilidade dental, exame radiografico e questionarios
completos dentérios e médicos.

O diagnoéstico de periodontite agressiva generalizada foi feito seguindo o
sistema da Academia Americana de Periodontia, de acordo com a Classificacdo das
Doengas Periodontais de 1999 (Armitage, 1999):

1. Grupo controle (n = 30 pacientes): Pacientes com auséncia de sitios com
perda de insercao clinica e profundidade de sondagem < 3 mm, com auséncia de
mobilidade dentéria e com escore de sangramento boca toda (full-mouth bleeding
score - FMBS) até 25%; idade entre 21 e 34 anos (para parear com a idade dos
pacientes com periodontite agressiva).
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2. Grupo periodontite agressiva (n = 30 pacientes): Pacientes com bolsas
periodontais com perda de insercdo clinica e perda déssea radiografica em pelo
menos 3 dentes (excluindo os primeiros molares e incisivos) e pelo menos 8 dentes
com profundidade de sondagem > 5mm e sangramento a sondagem. Pelo menos 2
dos 8 dentes qualificados com profundidade de sondagem > 7 mm; idade entre 21 e

34 anos.

O presente estudo foi enviado ao Comité em Etica da FOP — UNICAMP
(numero do protocolo 130/2011) e todos os pacientes assinaram o termo de
informagcdo e consentimento livre e esclarecido para a participagdo voluntaria na
pesquisa cientifica, de acordo com as normas do Comité em Etica da FOP -
UNICAMP. Fumantes, diabéticos, gravidas ou em periodo de lactacao, com histérico
médico de doencga auto-imune, com histéria de hepatite e infecgdo por HIV ou com
pré-medicacao antibiotica recente como também uso crénico de anti-inflamatorios e
individuos com histérico de GUN (Gengivite Ulcerativa Necrosante) nao foram

incluidos na amostra.

As medidas de profundidade de bolsa e nivel de inser¢cdo clinico foram
realizadas em seis areas ao redor de cada dente. Os parametros clinicos foram
obtidos por um examinador calibrado (DCA; correlagéo intra-classe = 0.93).

A pesquisa foi realizada no laboratério de Biologia Molecular do Departamento
de Morfologia, area de Histologia da FOP/UNICAMP.

Calibracao

Inicialmente, um total de 3 individuos apresentando PAgr generalizada, mas
que nao participaram do estudo, foram selecionados. O examinador (DCA) mediu o
nivel de insercao clinico relativo (RCAL), que € a distancia do fundo da bolsa a
margem do stent, e profundidade de bolsa, duas vezes em todos os pacientes, em
um intervalo de 24 horas entre os exames. A correlagédo intra-classe foi calculada
para cada parametro, resultando em 93% para ambos. Esta calibracao foi repetida a

cada trés meses.
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Analise genética
Isolamento do DNA genémico

A coleta e processamento das amostras de células epiteliais bucais foram
realizados de acordo com o protocolo descrito em Trevilatto & Line, 2000. Foi
coletado o bochecho dos pacientes em solucao de dextrose 3%. As amostras foram
mantidas congeladas em -20°C até o momento da extragdo e purificacdo do DNA,
realizada com fenol/cloroférmio e precipitacdgo em sal/etanol. O DNA foi
ressuspendido em 50 ul de agua estéril e em seguida sua concentracao e pureza
foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, na razdo OD 260/280 (= 1,8) e
OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).

Conversao do DNA pelo Bissulfito de sddio

Na molécula de DNA submetida a conversdo pelo bissulfito de sodio, as
citosinas metiladas permanecem como citosinas e as citosinas ndo metiladas sao
transformadas em uracila e depois lidas como timinas na reacdo de PCR. Esta
metodologia foi realizada por meio do kit methyl[SEQrTM Bisulfite Conversion kit
(Applied Biosystems). O input de DNA para a conversao é de 300 ng, sendo que 0
volume final é de 50 pL e, portanto, obtém-se 6 ng/uL de DNA convertido, pronto
para ser amplificado.

Desenho dos primers e escolha das enzimas de restricdo

O desenvolvimento da técnica iniciou-se pelo desenho dos primers. A
sequéncia original do gene SOCST1 foi convertida pelo programa Methyl Primer
Express v.1.0 (Applied Biosystems), que nos da ambas as possiveis sequéncias:
metilada e ndo metilada. A partir disto, um trecho proximo a caixa de inicio de
transcricdo do gene foi escolhido, por ser uma regidao regulatéria e, portanto,
susceptivel ao controle epigenético. Segundo a técnica Combined Bisulfite
Restriction Analysis (COBRA), o trecho a ser amplificado ndo deve ser muito
extenso, devido as degradacgdes inerentes ao tratamento com o Bissulfito de sddio e
os primers devem ser livres de dinucleotideos CpG, para garantir igual
reconhecimento do DNA, n&o importando o seu status original de metilacdo. Estas
caracteristicas restringem bastante a escolha do trecho para analise. Os primers
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puderam ser encaixados na regido promotora do gene, proximo ao sitio de inicio de
transcricdo, gerando um amplicon de 221pb. Em seguida, este trecho foi pesquisado
em mapas de restricdo pelo NEBcutter v.2.0 (New England Biolabs). O acesso a
este programa nos deu algumas op¢des de enzima de restricao para as reagdes de
digestéo, tanto para a condicao originalmente metilada quanto para a originalmente
nao metilada do DNA. Para digerir o DNA em uma possivel sequéncia metilada
(mantida como CG mesmo apds a conversao pelo bissulfito de sodio), a enzima
escolhida foi a BstUl (New England Biolabs, Beverly, MA, USA), e para a possivel
sequéncia ndao metilada, a enzima Hphl (New England Biolabs, Beverly, MA, USA).

Seguem os trechos em ambas as condi¢des, o posicionamento dos primers, as

enzimas escolhidas e os locais de digestao.
Foward: GTAGTTTTTATAGTAGTAGAGTTT
Reverse: CTCAAAAACCCCCAATAAAATC
Amplicon: 221pb

Sequéncia ndo metilada: Hphl (GGTGA): fragmentos de 130pb e 91pb

GTAGTTTTTATAGTAGTAGAGTTTTGATGGTGGTTAGAATTTTTTTTTTTTTT
[TTTTTTTTGTTTGTGGTTTTTGTGTGTTTGTGGTTGTGTTTTGTGGTTTTGGTTTT
GGTTTTTGGTGATATGTTTTTTGTATATTTTGTTTGTATGTTGATTATTGGTGTATT
ATGTGTGTTAGTGTGTTTTTGGATGTTGTGGATTTTATTGGGGGTTTTTGAG

Sequéncia metilada: BstUl (CGCG): fragmentos 74pb, 67pb e 40pb e outros
menores
GTAGTTTTTATAGTAGTATAGTTTCGACGGCGGTTAGAATTTTTTTTTTTTITTTTTT
TTTTCGTTCGCGGTTTTCGCGCGTTCGCGGTCGTGTTTCGCGGTTTCGGTTTCG
GTTTTCGGCGATACGTTTTTCGTATATTTCGTTCGTACGTCGATTATCGGCGTAT
TACGCGCGTTAGCGCGTTTTTGGACGTTTGCGGATTTTATTGGGGGTTTTTGAG

Amplificagcdo do DNA tratado com bissulfito de sodio

ApGs os testes de ciclagem e temperatura de anelamento, optamos por realizar
uma PCR inicial de 60 yL, para que todas as reagdes subsequentes pudessem ser
realizadas a partir desta unica PCR. As condigdes da PCR foram as seguintes: 30
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ML Go Tag Green Master Mix (Promega Corporations, Madison, Wi, USA), 2,4 uL de
cada primer (10 uM), 30 ng de DNA convertido (5 uL) e 20,2 yL de agua, em
termociclador Applied Byosystem, em 28 ciclos de: 1 min a 95° C, 45seg a 51° C
para anelamento dos primers, 1 min a 72° C, seguida de extenséo final de 7 min a
72° C. Apbés as amplificagcdbes nas PCRs iniciais, foram corridos géis de
poliacrilamida a 10 % para verificagdo da amplificacdo de todas as amostras, com 15
ML do volume total de 60 pL. Desta forma foi possivel avaliar a amplificacdo de todas
as amostras.

PCR inicial
(60 L)

/

15 ulL aplicados no
gel para testar a
amplificacéo

~
~—

.
-
15 L BstUl 15 uL Hphl

Os outros 15 plL eram colocados no
gel final com as amostras digeridas

Analise de metilagdo pelo método COBRA

Em seguida a amplificagdo positiva dos fragmentos, seguiu-se a digestdo dos
mesmos pelas 2 enzimas escolhidas: BstUl para digestao das sequéncias metiladas
e Hphl para a digestdo das sequéncias nao metiladas. As condi¢des das reacdes de

digestao foram as seguintes:

BstUl — 15 uL do amplificado, 2 yL de Buffer 4 (10 x), 0,4 uL da enzima e 2,6
ML de agua, com volume final de 20 uL. As amostras ficaram em reacao overnight a
60 °C.

Hphl — 15 uL do amplificado, 2 uL de Buffer 4 (10 x), 0,8 yL da enzima e 2,2 pL
de agua, com volume final de 20 yL. As amostras ficaram em reagao overnight a 37
°C.

As amostras foram posicionadas na seguinte ordem no gel de poliacrilamida a
12 %: primeiro a amostra em questao, amplificada e sem digestao (controle 100 %),

na canaleta ao lado, a mesma amostra s6 que digerida pela enzima BstUl e em
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seguida, na préxima canaleta, novamente a mesma amostra, porém digerida pela
enzima Hphl. Desta maneira, cada amostra a ser comparada entre si e quantificada
pelo Scion Image (Scion Corporation, MD, USA) ficava em um mesmo gel. As
amostras foram coradas com Gel RedTM (Biotium), utilizando solu¢gdo mae diluida

500 vezes e adicionando 2,0 pL desta solugédo a cada amostra a ser aplicada no gel.

5. Resultados

Para avaliar os resultados, foi usado o programa Scion Image (Scion
Corporation, MD, USA) que quantificou cada banda com a quantidade de pixels, que
foi convertido em uma porcentagem, permitindo assim a comparagao entre elas. A
banda da PCR no gel foi adotada como 100 %. Algumas amostras apresentaram
uma permanéncia de DNA n&o digerido pela Hphl, sugerindo uma porcentagem de
células metiladas. Ao mesmo tempo, em algumas amostras, notamos uma ligeira
diminuicdo na banda digerida pela BstUl, o que pode confirmar essa pequena
porcentagem de moléculas metiladas nas amostras. A partir deste panorama, as
porcentagens de digestdo de ambas as enzimas foram calculadas e a estatistica

realizada a partir das porcentagens obtidas pela digestdo da Hphl (desmetilacdo).

P
1 281 2383 1 231 23123 123

221pb oL IR ¥ I "1 I ™ PR

e

ba

| ] s
e

130pb | - (- (W
91pb o -

Figura 4. 1: DNA convertido por bissulfito de sédio e amplificado por PCR. 2: DNA convertido por
bissulfito de sédio, amplificado por PCR e digerido pela enzima BstUI.3: DNA convertido por bissulfito
de sédio, amplificado por PCR e digerido pela enzima Hphl. P: Padrdo/marca de massa molecular de
100pb.
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Figura 5. 1: DNA convertido por bissulfito de sédio e amplificado por PCR. 2: DNA convertido por
bissulfito de sédio, amplificado por PCR e digerido pela enzima BstUl. 3: DNA convertido por bissulfito
de sédio, amplificado por PCR e digerido pela enzima Hphl. P: Padrdo/marcador de massa molecular
de 100pb.

O gréfico 1 mostra a distribuicdo do padrédo de desmetilagdo entre os grupos. Os
resultados demostraram uma porcentagem grande de desmetilacdo das células em
ambos os grupos (controle 97,5% x periodontite agressiva 92,2%), com diferenca
estatisticamente significante para o grupo de pacientes do grupo controle (p <0.001).

*

97.5

97 -
9% -
95 -
94 -
93 -
92 -
91 -
90 -
g9 =

92,2

% de desmetilagdo

m Controle " Periodontite Agressiva

Grafico 1. Porcentagem média de desmetilacdo encontrada nos grupos controle e
periodontite agressiva.

A frequéncia de pacientes que apresentavam 100% de desmetilagdo no trecho
de DNA analisado do gene SOCST1 esta apresentada no grafico 2. Os resultados
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demonstram que a maior frequéncia de 100% de desmetilacdo esta localizada no
grupo de pacientes sem histérico de doencga periodontal agressiva, corroborando os
resultados apresentados no graficol. Embora tenha havido uma diferenga numérica
entre os grupos (controle 83,3% x periodontite agressiva 70,8%), esta diferenca nao
foi estatisticamente significante.

& 100 - 83,3
E
g 90 T
E 80
2 70 -
g [
gﬁ 60 -
S = 50 -
8o
o £ 40 -
T 3 _
&g 30
E
«@ 20 T
=
E 10 7
|59

0

m Controle Agressiva

Grafico 2. Frequéncia de pacientes com o fragmento analisado do gene SOCST

totalmente desmetilado.
6. Discussao

As citocinas sao proteinas que regulam uma vasta rede de respostas do corpo
humano, tanto no que diz respeito as condi¢des fisioldgicas, quanto patoldgicas,
como crescimento, funcédo imune e inflamacédo. Nos 6rgaos e tecidos, alteracées nos
niveis de citocinas exercem papel importante no estabelecimento e progressdo de
uma patologia, inclusive durante a inflamagédo. A periodontite € uma doenga
complexa e multifatorial que resulta da interacdo entre os mecanismos de defesa do

hospedeiro com os microrganismos da placa. Esta interacdo é capaz de levar as
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caracteristicas clinicas principais da periodontite, como inflamacao gengival, perda
de insercao clinica, aparecimento de bolsas periodontais e perda 6ssea alveolar
(Flemmig 1999). A periodontite agressiva € uma das formas de periodontite e
usualmente afeta jovens saudaveis, promovendo rapida perda de insercao clinica e

destruicdo dssea (Armitage 1999).

Durante o processo inflamatério que acontece no estabelecimento e
progressado da periodontite, uma rede complexa de citocinas é ativada na tentativa
de restabelecer o equilibrio do hospedeiro e minimizar os danos teciduais. Uma das
vias de sinalizagdo que participa ativamente deste processo, modulando a resposta
das citocinas é a via JAK-STAT. Os genes SOCS codificam uma familia de proteinas
intracelulares denominadas proteinas SOCS, capazes de regular a for¢ca e duragéo
da cascata de sinalizagcao de citocinas (Tan e Rabkin 2005; Babon e Nicola 2012).
Até o momento, oito membros desta familia foram identificados, SOCS1 a 7 e
cytokine inducible SH2-domain-containing protein. Estas proteinas atuam na via de
sinalizacdo JAK/STAT e funcionam em um classico loop de feedback negativo, ou
seja, a sinalizagdo da citocina induz as proteinas SOCS que por sua vez podem
inibir a via de sinalizagdo que estimulou sua prépria producao (Davey et al, 2005;
Tan e Rabkin 2005; Babon e Nicola, 2012).

Garlet et al. (2006) encontraram niveis elevados de mRNA para as proteinas
SOCS 1, -2 e -3 em tecidos periodontais inflamados, mostrando uma maior
transcricdo dos respectivos genes e indicando um envolvimento na regulacdo das
citocinas inflamatdérias, talvez na tentativa de atenuar a reacdo inflamatéria da
periodontite. Achados recentes indicam que a expressédo das proteinas SOCS, em
periodontite induzida por ligadura em ratos, esta correlacionada com a reabsorgcao

Ossea e o “status” inflamatdrio da doenga (de Souza et al., 2011).

A metilacdo € uma marca epigenética comum e frequentemente encontrada
nas sequéncias CpGs e, quando localizada na regido promotora de um gene, é
considerada uma marca repressiva (Laird 2010). Os genes SOCS, por possuirem
varias ilhas CpGs, seriam candidatos perfeitos a regulacao epigenética.
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Ha pouca informagdo na literatura sobre os padrbées de metilagdo e a
periodontite e, até o presente momento, nenhum estudo envolvendo o0s genes

SOCS, periodontite e metilagao.

Os resultados do presente estudo apontam para uma desmetilagdo grande no
trecho analisado do gene SOCST1. Esta desmetilacdo esta presente tanto no DNA
das células coletadas de pacientes com saude periodontal quanto nas dos pacientes
com periodontite agressiva no momento da coleta. No entanto, a desmetilacdo é
menor no grupo de pacientes com periodontite, ou seja, é possivel que haja uma
maior quantidade de DNAs metilados no trecho analisado, tornando este trecho
menos permissivo a transcricdo do gene, nos pacientes que apresentam a doenca.
Talvez este mecanismo possa fazer parte de um controle de transcricao que
participa do processo inflamatdério, contribuindo para a periodontite. A complexidade
da resposta inflamatéria requere o desenvolvimento de uma rede regulatoria
sofisticada capaz de ativar funcbes a nivel de sinais e genes especificos. Esta rede
envolve a ativacao de genes especificos de defesa antimicrobiana, resposta imune,
remodelamento e reparo do tecido (Medzhitov e Horng 2009). Os genes SOCS sao
parte importante na intrincada rede de resposta a inflamacdo, além de outros

inUmeros genes que também possuem papel fundamental.

Alguns outros estudos estdao sendo realizados por nosso grupo de pesquisa,
com o gene SOCST, além do presente estudo. Embora o material genético dos
varios estudos seja coletado de diferentes pacientes e em sitios periodontais
distintos, em pacientes apresentando diferentes formas e severidade da doenca,
sendo os tecidos macerados ou microdissecados ou ainda na forma de bochecho, o
interessante € que ha uma corroboracdo e complementacdo dos resultados,
apontando para uma desmetilacdo neste gene, principalmente na presenca de
saude periodontal. Na presenca da inflamacao, uma frequéncia de metilagdo de
cerca de 10-15% na regido do gene € observada, talvez fazendo parte do controle
da transcricdo que participa do processo inflamatério, contribuindo para a
periodontite.

Um dos estudos foi realizado com tecidos gengivais macerados de pacientes
saudaveis e acometido por periodontite crénica. Os resultados mostraram uma
porcentagem maior de metilagdo nos pacientes com inflamacdo do que nos
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pacientes com o periodonto saudavel, no gene SOCS1. Embora as metodologias
tenham sido diferentes (COBRA no presente estudo x MS-HRM no outro estudo
citado), os resultados apontam para a mesma direcdo. Portanto, parece que as
células do epitélio bucal, durante a inflamacao na periodontite, possuem o mesmo
padrdao de metilacdo no gene SOCST encontrado nas células do tecido gengival,
proximas ao sitio inflamado, detectando-se a possivel propagagéo das alteragdes
epigenéticas no DNA devido a inflamagdo ndo limitada. Esta deducdo deve ser feita
com cautela, pois os pacientes ndo sdo os mesmos em ambos os estudos, porém os

resultados apontam para esta direcao.

Outro estudo do mesmo grupo comparou os padrdes de metilacdo no gene
SOCS1 entre tecidos periodontais saudaveis e tecidos previamente inflamados
cronicamente, porém saudaveis no momento da coleta. A inflamacao neste grupo
havia sido controlada hd 6 meses. Neste estudo utilizou-se a microdisseccdo do
tecido gengival, para avaliacgdo da metilacdo no epitélio e no conjuntivo
separadamente. Descobriu-se que os padrdes de metilacdo no gene SOCS1, apds 6
meses de controle da inflamag¢do sdo os mesmos entre 0s grupos e se apresentam
entre 0 — 5% de metilacdo. Portanto, as células livres de inflamacado (ambos os
grupos) possuem um perfil de desmetilacdo muito acentuado para esta regiao do
gene, assemelhando-se aos resultados encontrados no grupo controle do presente
estudo, demonstrando a manutencdo do padrao de metilacdo a distancia, quando
comparados aos resultados in situ, obtidos diretamente do tecido periodontal
microdissecado. Embora as metodologias tenham sido diferentes (COBRA no
presente estudo x MS-HRM no estudo utilizando a microdisseccéo), os resultados

apontam para a mesma direcao.

Outro dado interessante foi a deteccdo de uma frequéncia maior de pacientes
totalmente desmetilados no grupo sem a doengca, comparados aos que
apresentavam a doenca. Estes dados corroboram os resultados encontrados nos
outros dois estudos citados anteriormente (macerado e microdissecado), nos quais
os DNAs das células dos tecidos sem inflamacao periodontal apresentavam altos
niveis de desmetilacao, sendo que varias amostras apresentavam cerca de 100% de
desmetilacéo, detectadas por MS-HRM.
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Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que o0s pacientes com
inflamag&o periodontal apresentavam maior metilacdo na regido analisada do gene
SOCS1. Este cenério pode fazer parte de um controle epigenético de transcricéo,
relacionado a uma possivel menor permissividade da transcricdo do gene, nos
pacientes acometidos pela periodontite agressiva. Quando comparamos o0s
resultados do presente estudo (material genético a distancia do sitio periodontal)
com outros estudos do mesmo grupo (material genético préoximo ao sitio
periodontal), observamos uma possivel propagacao das alteracdes epigenéticas no
DNA devido a inflamacado nao limitada, para o grupo com periodontite ou a
manutencdo do padrdo de metilagcdo a distancia, para o grupo sem inflamacéao
periodontal.

7. Conclusao

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que o0s pacientes com
inflamacgéo periodontal apresentavam maior metilacdo na regido analisada do gene
SOCS1. Este cenério pode fazer parte de um controle epigenético de transcricao,
relacionado a uma possivel menor permissividade da transcricio do gene, nos
pacientes acometidos pela periodontite agressiva. Quando comparamos o0s
resultados do presente estudo (material genético a disténcia do sitio periodontal)
com outros estudos do mesmo grupo (material genético préximo ao sitio
periodontal), observamos uma possivel propagacao das alteragdes epigenéticas no
DNA devido a inflamacado nao limitada, para o grupo com periodontite ou a
manutencdo do padrdo de metilacdo a distancia, para o grupo sem inflamacéao
periodontal.
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Observacies [ Transaricoes / Frases

Observactes ao Responsdvel
Comanicamos pus o Relafrs Clengificn relafes oo processo aclma refernios fol analissdo pela assessoria clkend
ficax da FAFESP.

& franscricdo do parecer esiz sendo enviada excsivaments a0 onkeniador, sendo de sua responsabilidads co
mpartthar as pasies que considerar relevantes com o bolsksta, o qual receberd uma copia desta measagem.

Fara wisualizar o pareces, por favor, acesse o Shbema SAGe |wew. tapesp brfzage), cligue N0 menu Frocessos)
Meus Propessos o em Mals Informacies/Despachos,

Atenciosamente,

Carlas Henmigue de Erfm Crus
Denetor Cisnlifico da FAPESP

Frases pars o Responsdvel
WD i rases associaoas

Transcrigio de PFarecer para o Responsdvel
PFareces 6o Relatdrio Clantifico

Por faver, emita o parecer, comentarios, criticas ¢ sugestbes.
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O redabicis fAnal do estodo And¥se do padrdo de methacdo do DNA no pene SOCS1 am pacieptes oom perio
donthe agressiva moska ema grande dificuidade que os sutores theermm duranke o desenvolviments do projes
- Pefy descricho essas dificuldades foram soluckonadas, demonstrands oma grande hablbdade o3 oren@dora 2
i alena em resabver oS problamas. O reatioo final agora apresenta uma discussio dos resuiadas com 3 Her
atura encontrada. A metodeiogla mudio bem deadhada. Tem wma conclasho & referenchas. Mo resumec0 ooche
chio dos packenkes Fol coletads & o DNA ewiraids, purificads & convertdo pals bissuifits de sédio. Serla mehars
e fosse: o DA dos paclentes foi obtido através de bochecho da sougdo da..... . Ma metodologia: Esta correto
direr Eu-:n.'u @rupa confrode fod pareado com o beste, ndo acho goe deva INcluir o mesma comentric no grupo ¢
23,73 o a dficaldnde encontrada na enzima o restrigdo sensivel & metiiacio, sugio que am um praxima
projetn sefa felfo am pHote para prevenir t@ls inconversentes. Referencia 5 & © 530 jguals, referencia 10 apress
rita duas referenclas. De acordo com oS resultudos encantrade de metiacio de 97 & 92% apssar de encontrar
gferengas estmbisicas, vools FCham Que UM amcssra maksr o resulisde seria semelbante? Os grafioos dewverl
*m ser felns Com @ Mesma pOrcentagem no sk ¥ (S0 & 3 fgura B deverds ter de 0 a 100% gue & o maks res
1.

Avaliagho

Etapa cumprida no relatdrio apresentado
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Para Relatbrio FINAL

Em relacio & proposta imicial os resultzdos oblidos astio:

[ Acima das expeckitivas
¥ | Denbro das eap=chativas

[ | Aguém das expectativas
[ ] Murin aquém das expecbvas

Frases para Termo de Oulorga
Nio fad fraces Fcocksdas,

Relatorio Cientifico 2 {Aprovado)

Comproamissa 150712013
Perbodo Ralscionads 1oyoT 01T a 310120
Slmuaclo Atendido
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