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RESUMO

Introducdo: A associacao entre a periodontite e lupus eritematoso sistémico (LES) tem sido
baseada principalmente na fisiopatologia semelhante. Entretanto, os dados sobre a condi¢éo
periodontal em pacientes com LES s&o controversos e os mecanismos envolvidos nesta
associacdo ainda ndo sao bem estabelecidos. Objetivo: Considerando a influéncia de fatores
ambientais e genéticos na patogénese de doencas inflamatorias, este estudo investigou a
contribuicdo dos polimorfismos genéticos relacionados a metilacdo: DNMT3B (rs2424913) e
MTHFR (rs1801133) na periodontite e no LES. Métodos: 196 individuos de ambos 0s sexos
foram distribuidos em quatro grupos de acordo com a condi¢do sistémica e periodontal:
controle (n = 60), periodontite (n = 51), LES (n = 47) e LES + periodontite (n = 38). Os
individuos com LES foram divididos de acordo com a atividade da doenca (SLEDAI) em leve
ou grave. A analise do polimorfismo foi realizada por PCR-RFLP utilizando DNA genémico
obtido a partir de células da mucosa bucal. Os dados foram analisados pelos modelos exato de
Fisher, qui-quadrado e regressdo. Resultados: A condicdo periodontal foi similar nos
individuos com periodontite e com LES + periodontite. Pacientes com LES + periodontite
apresentaram um maior tempo de diagnostico da doenca em comparagdo aos pacientes com
apenas LES (P = 0.001). Para o polimorfismo DNMT3B, os grupos periodontite, LES e LES
leve + periodontite apresentaram maior frequéncia do alelo T e do gendtipo TT em
comparacdo ao controle (P < 0.05). As analises de regressdo mostraram que o gendtipo TT
aumenta as chances de periodontite (6 vezes) ou LES (11 a 12 vezes). Conclusédo: Pacientes
com LES + periodontite apresentaram um maior tempo de diagndstico do LES. O
polimorfismo DNMT3B (rs2424913) estd associado a periodontite, a0 LES ou LES +

periodontite.

Descritores: Lupus Eritematoso Sistémico; Doencas Periodontais; Polimorfismo Genético.



ABSTRACT

The association between periodontitis and SLE has been primarily based on the similar
pathophysiology. However, there are controversial data concerning periodontal status in SLE
patients, as well as the underlying mechanisms of PD and SLE association are still largely
unknown. Aim: Considering the influence of environmental and genetic factors in the
pathogenesis of inflammatory diseases, this study investigated the contribution of the
methylation-related gene polymorphisms DNMT3B (rs2424913) and MTHFR (rs1801133) to
periodontitis and SLE. Methods: Overall, 196 individuals of both sexes were allocated into
four groups under assessment of systemic and periodontal status as follows: healthy control (n
= 60), Periodontitis (n = 51), SLE (n = 47) and SLE + Periodontitis (n = 38). Individuals with
SLE were stratified according to disease activity (SLEDAI) in mild or severe. Polymorphism
analysis was performed through PCR-RFLP using genomic DNA from oral mucosa cells. The
data were analyzed by Fisher's exact, chi-square test and regression models. Results:
Periodontal status was similar in subjects with periodontitis and with SLE + periodontitis.
SLE patients with periodontitis presented a longer SLE diagnoses in comparison to SLE only
(P=0.001). For DNMT3B polymorphism, Periodontitis, SLE and Mild SLE + Periodontitis
groups showed a higher frequency of T allele and TT genotypes compared to healthy controls
(P<0.05). Regression analyses showed the TT genotype increases the odds of periodontitis (6-
fold) or SLE (11- to 12-fold). Conclusion: SLE patients with periodontitis had a longer
length of SLE. The DNMT3B (rs2424913) polymorphism was associated with periodontitis,
and SLE alone or combined with periodontitis.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus; Periodontal Diseases; Genetic Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o avanco das pesquisas na area de biologia molecular e
genética, tem se confirmado o papel determinante da resposta inflamatoria/imune do
hospedeiro na manutencdo da homeostase e no inicio e progressdo de diversas desordens de
carater autoimune, inflamatério ou infeccioso. Entre estas, as doencas periodontais (DPs) e as
doencas autoimunes, como a artrite reumatoide (AR) e o lUpus eritematoso sistémico (LES),
compartilham diversas semelhancas patologicas quanto aos mecanismos envolvidos na
destruicdo tecidual (1-3).

A periodontite é caracterizada pela inflamacéao cronica dos tecidos de suporte dental,
com formacdo de bolsa, perda de insercdo e perda dGssea em resposta a um biofilme
predominantemente de anaerobios Gram-negativos. Além do dano direto, a presenca do
biofilme disbidtico estd associada a uma sucessdo de eventos imunoinflamatérios agudos
(gengivite) que podem se cronificar e favorecer a invasdo tecidual com o colapso da
homeostase subgengival e causar danos irreversiveis aos tecidos, a depender da resposta
imune do hospedeiro (4).

A periodontite, juntamente com a cérie dentéria, estd entre as doengas bucais mais
comuns e principais causas de perda dentaria, com aproximadamente 10% da populacdo
mundial afetada por periodontite severa (5). O Brasil estd entre os paises nos quais a
prevaléncia de periodontite apresenta-se significativamente maior do que a média global
(20,4%) (6).

Atualmente, é bem estabelecido que o inicio da doenca esta relacionado a instalacdo
de um biofilme disbi6tico na superficie dentéria (4); contudo, sua progressao depende de
outros fatores incluindo: a condicdo de saude sistémica e comorbidades, habitos de risco
relacionados a periodontite, como o tabagismo bem como fatores ambientais, genéticos e
epigenéticos (7). Isso porque estes fatores podem influenciar de forma decisiva a resposta
imunoinflamatdria do hospedeiro frente a agressdo que, quando exacerbada, € a maior
responsavel pelo dano tecidual (7). Além disso, acredita-se que este estado hiperinflamatorio
pode ndo se restringir a bolsa periodontal, mas alcancar a circulagéo e afetar outros 6rgaos ou
desordens sistémicas, inclusive as doencgas autoimunes (8).

O LES é uma doenca inflamatdria cronica de natureza autoimune que afeta o tecido
conjuntivo de multiplos 6rgdos e tecidos, principalmente as articulagdes, os 6rgédos internos e

a pele e apresenta diversas manifestacdes clinicas. Como a periodontite, apresenta um carater
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multifatorial e é influenciado por fatores genéticos, ambientais, hormonais, epigenéticos e
imunorregulatérios que podem agir sequencialmente ou simultaneamente no sistema imune e
desencadea-lo (2). Neste contexto, infec¢Bes cronicas, incluindo a periodontite, tém sido
apontadas tanto como gatilhos como na cronicidade e atividade de doencas autoimunes
incluindo artrite reumatoide (AR) e o LES (2,9).

A incidéncia mundial é alta, sendo as mulheres mais afetadas, com pico na meia idade
e prevaléncia mundial do LES variando entre 1,2:1 e 15:1 entre mulheres e homens (10) No
Brasil, uma alta incidéncia de LES (8,7 por 100.000/ano) foi encontrada, bem como uma
prevaléncia de 98 por 100.000 habitantes (11,12).

O diagnostico do LES é baseado nos critérios da American College of Rheumatology
(ACR), devendo o individuo apresentar no minimo quatro dos onze critérios: eritema malar,
lesdo discoide, fotossensibilidade, UGlceras orais ou nasofaringeas, artrite, serosite,
comprometimento renal, alteracdes neurolégicas, hematolédgicas, imunoldgicas e anticorpos
antinucleares (13). No entanto, também é possivel um individuo portar a doenga e nao
apresentar quatro dos critérios de classificacdo, principalmente quando apresenta o anticorpo
especifico para LES e apenas uma manifestacdo clinica (14).

Normalmente, um conjunto de fatores: predisposi¢cdo genética, influéncias orgéanicas
(a exemplo do estresse e da atividade hormonal) e fatores ambientais sdo o0s responsaveis por
influenciar o desenvolvimento de doengas autoimunes. Dentre os fatores ambientais, podemos
citar: infeccdes (bacterianas, virais ou parasitarias), medicamentos e produtos quimicos e
toxicos, componentes dietéticos, exposi¢cBes ocupacionais e tabagismo (15). Além destes
fatores, a suscetibilidade genética representa um fundamental aspecto das doencas reumaticas.
Embora um Unico fator de risco genético ndo seja responsavel pelo desenvolvimento da
enfermidade, uma combinacdo de variantes genéticas pode influenciar a suscetibilidade, o
Ccurso e a resposta a terapia (16).

O tratamento do LES normalmente baseia-se na supressdo da resposta imune
associada a terapia com corticosteroides, mas pode variar de acordo com 0s sintomas e
evolugéo da doenga (17). Entretanto, essa terapia imunossupressora tem sido relacionada a
uma maior predisposicédo a infecgdes (18). Neste sentido, ja foi demonstrada a presenca de DP
em 57,1% a 88% dos individuos portadores de LES (19-22) que pode estar relacionada a
fatores ambientais e genéticos que contribuem também para a patogénese da periodontite (20).
Considerando esta alta prevaléncia, bem como as semelhangas na patogénese, a associagdo
entre LES e periodontite vem sendo investigada recentemente.
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Assim, uma associacdo significativa entre historia de DP e risco de LES foi
observada (23), bem como um aumento significativo no risco de periodontite em pacientes
com LES (24). E interessante mencionar que foi demonstrado o efeito benéfico do tratamento
periodontal basico no controle da atividade do LES em pacientes com terapia
imunossupressora a partir da verificagdo da reducdo do SLEDAI (Systemic Lupus
Erytematosus Disease Activity Index) (25). Ao mesmo tempo, este ainda € um assunto
bastante controverso, considerando que alguns estudos observaram uma condicdo periodontal
melhor em pacientes com LES (26), semelhante (21,27,28) ou pior, quando comparada a
individuos sistemicamente saudaveis (20,29). Além disso, ainda sdo escassos 0s estudos que
investigam os mecanismos bioldgicos envolvidos nesta associacao.

Neste sentido, além do carater multifatorial comum, o estado hiperinflamatério é
considerado o principal elo de associacdo entre a periodontite e o LES. (24). Evidéncias mais
recentes tém sugerido o papel da disbiose oral na associagdo da periodontite e o LES.
Acredita-se que a resposta do hospedeiro ao biofilme disbiético pode ser alterada por doencas
sistémicas devido ao maior aumento do estado hiperinflamatério comparado a uma condicgéo
normosistémica (9,30). Além disso, a excessiva ativacdo de Toll like receptor (TLR)-2 e
TLR-4 na periodontite tem sido associada a este desequilibrio inflamatério, o que pode
acelerar o inicio e a progressdao do LES, onde a expressdo de TLR-2 e TLR-4 também se
encontra aumentada (31). Além do alto nivel de citocinas pré-inflamatérias como IL-1 e IL-
18, alteracdes na atividade fagocitica também sdo observadas em ambas as doencas (2).

Na patogénese do LES, este quadro hiperinflamatorio estd relacionado a funcgédo
anormal das células T, com a producao anormal de citocinas, diminuicdo da funcéo citotdxica
e aumento da resposta humoral (32). Este aumento da producdo de citocinas e de
autoanticorpos no LES esta relacionado a hipometilacdo da regido reguladora de DNA em
células T (33). Alguns estudos sugerem a importancia da metilacdo do DNA no
desenvolvimento do LES e a hipometilagdo parece desempenhar um papel importante na
etiologia desta doenca (34). Também foi demonstrada a associacdo entre a hipometilacdo do
DNA no LES e a diminuicdo da atividade enzimatica das DNA metiltransferases (DNMTSs)
(35). Essa alteracdo na metilacdo pode ser causada por variacfes genéticas nas enzimas da via
do folato/ homocisteina, as quais fornecem o grupo doador do radical metil para ser
adicionado ao DNA (36), como tambem variagOes genéticas nas proprias enzimas DNMTs
que conduzem o processo de metilacdo. Neste cendrio, seria interessante investigar ndo

apenas o grau de metilagcdo, bem como o polimorfismo dos genes envolvidos na modulagdo da
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metilacdo em pacientes portadores de LES e/ou periodontite; entre possiveis alvos de
investigacao, estdo: o gene MTHFR (que participa do metabolismo do folato gerando o radical
metil) e o gene DNMT3B (responsavel por catalisar a transferéncia do radical metil nos
nucleotideos CpG). Alteracdes genéticas nestes genes ja foram relatadas em alguns tipos de

cancer e doencas inflamatorias (20,37-42).

1.1 MTHFR

O locus do gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) esta localizado no
cromossomo 1, no final do braco curto (1p36.3) (Figura 1) (43). A enzima
metilenotetrahidrofolato redutase é responsavel por converter 5,10-metilenotetrahidrofolato
em 5-metiltetrahidrofolato, o que produz o radical metil a ser doado para a conversédo de

homocisteina em metionina (Figura 2) (44).

Figura 1 — Localizacdo cromossdémica do gene MTHFR.
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Fonte: Gene Cards: Human Gene Database.

Figura 2 - Ciclo do folato e da metionina.
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A atividade da enzima MTHFR € reduzida para cerca de 35% na presenca de
heterozigose (677CT) e cerca de 70% em homozigose (677TT) em relagdo ao genotipo

normal (677CC) (45). A enzima codificada por esse gene é importante para 0 metabolismo do
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folato (46). O folato e a vitamina B12 sdo necessérios para a sintese da timina e a caréncia
destes diminui a sintese de DNA (47). Nesta reagdo, o folato participa na forma de N5-N10-
metilenotetraidrofolato, doando um radical -CH3 (metil) a desoxiuridinamonofosfato
(dUMP), transformando-a em timidinamonofosfato (dATMP), que sera incorporada ao DNA. Ja
a vitamina B12 participa de forma indireta, atuando como coenzima da conversdo de
homocisteina em metionina, transformando o 5-metiltetraidrofolato em tetraidrofolato, a
forma ativa de folato que participa da sintese de timina. Na auséncia da vitamina B12, o folato
vai se transformando em 5-metiltetraidrofolato, uma forma de transporte do folato indtil para
a sintese do DNA. Se a sintese de DNA n&o for adequada, sdo observadas modificacfes do
ciclo celular, retardo da duplicagéo e defeitos no reparo do DNA (47).

1.2 DNMT3B

O locus do gene DNA metiltransferase 3B (DNMT3B) esta localizado no
cromossomo 20, no brago longo (20911.21) (Figura 3). A enzima codificada por este gene

participa do processo de metilacdo do DNA.

Figura 3 - Localizacdo cromossdmica do gene DNMT3B.
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Fonte: Gene Cards: Human Gene Database.

O processo de metilagdo do DNA representa uma modificacdo na qual um grupo
metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 do dinucleotideo
CpG (citosina que precede uma guanina). Esse processo € conduzido pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTS), as quais se dividem em duas classes: metilases de manutencao,
como a DNMT1 e as envolvidas nos processos de metilagdo de novo, que acontecem em sitios
sem indicacdo de metilacdo, ou seja, sem metilacdo anterior, como as DNMT2, DNMT3A e
DNMT3B (48). Entre estas, a DNMT3B é considerada a principal DNA metiltransferase de
novo ativa durante a implantacdo e estd comprometida em doengcas humanas com

instabilidades cromossémicas e genémicas, incluindo doencas hereditérias e cancer (49).
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Além disso, a metilacdo do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos
CpG em células diferenciadas e possui funcdo de extrema importancia no silenciamento de
elementos repetitivos no genoma, bem como na regulacdo da expressdo génica (50). Neste
contexto, a transcricdo génica pode ser amplamente inibida com a metilacdo. Isso porque a
presenca do radical metil sobre o CpG pode inibir a ligacdo de fatores de transcrigdo a essas
regides, resultando na auséncia ou na reducdo da transcri¢do génica (51).

Além de alteracdes epigenéticas, como no perfil de metilacdo de genes que regulam a
expressao de citocinas, por exemplo, tanto a periodontite quanto o LES apresentam também
associacGes com polimorfismos genéticos em uma variedade de genes, incluindo os genes
envolvidos no processo de metilacdo (20,42,52-54), sendo esta uma area interessante para se
investigar a possivel associacdo entre essas desordens inflamatorias, visto que ainda séo
escassas as evidéncias na literatura sobre a influéncia de polimorfismos no aumento do risco

de periodontite em pacientes portadores de LES (20).

1.3 Polimorfismo genético

O polimorfismo genético é caracterizado pela coexisténcia de alelos multiplos em
um locus génico. Um sitio onde existem alelos multiplos como correspondentes estaveis da
populacéo é considerado polimérfico. Um alelo é considerado polimérfico se ele se apresentar
em pelo menos 1% da populacdo. A base para o polimorfismo entre os alelos séo as diferentes
mutac¢des que podem acontecer na sequéncia de DNA. As mudancas em um locus incluem: 1-
mudanca na sequéncia de DNA, sem alterar a sequéncia de aminoacidos da proteina; 2-
mudanca na sequéncia de aminoacidos da proteina sem alterar a sua funcdo; 3 - criacdo de
proteinas com diferentes atividades; 4 - criacdo de proteinas mutantes que ndo séo funcionais
(55).

Muitas variantes de sequéncias diferentes podem existir em um determinado locus e,
quando elas afetam o fendtipo, sdo evidentes, mas outras sdo ocultas por ndo terem efeito
visivel (56). Ainda ndo é bem elucidada a influéncia de polimorfismos no aumento do risco de
periodontite em pacientes portadores de LES (20). Portanto, considerando o importante
envolvimento de polimorfismos na patogénese destas duas desordens multifatoriais, maiores
investigacOes sobre possiveis genes alvo que possam elucidar os mecanismos da associacéo

entre periodontite e LES seriam interessantes, entre os quais 0s genes MTHFR e DMNT3B.
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O polimorfismo C677T é uma mutacdo pontual de nucleotideo Gnico (SNP) que
ocorre na posicdo 677 no gene MTHFR, substituindo a citosina por timina, sendo a
substituicdo de aminoacidos uma mutacdo comum nesse gene. A mutacdo no éxon 4 do gene
MTHFR, especificamente, gera a alteracdo do aminoacido alanina por valina na enzima
MTHFR, reduzindo a sua atividade, o que pode estar relacionado a deficiéncia do folato em
humanos (57). Neste sentido, foi relatado efeito deletério desse polimorfismo no metabolismo
da homocisteina, levando a hiperhomocisteinemia e ao baixo nivel plasmatico de folato (58).

Apesar de a epidemiologia desse polimorfismo variar geograficamente e etnicamente
(46), ele estd associado a diversos tipos de céancer e doencas inflamatorias (40,46,59).
Entretanto, ainda é pouco conhecida a relacdo do polimorfismo C677T no éxon 4 do gene
MTHFR com a periodontite e 0 LES (37,42).

Ja o polimorfismo -149C—T ocorre na regido promotora do gene DNMT3B
substituindo a citosina por timina. A enzima codificada por este gene participa do processo de
metilacdo do DNA, podendo inibir a transcricdo génica (51). Este polimorfismo esta
associado ao aumento do risco de cancer, incluindo cancer de cabeca e pescoco (60) e em
doencas autoimunes da tireoide (41).

Assim, o estudo dos polimorfismos genéticos possui extrema importancia no
mapeamento génico e na procura de genes envolvidos em distlrbios comuns, apresentando
grande aplicabilidade para a medicina personalizada. Esta representa um sistema que integra
caracteristicas moleculares e bioquimicas com os dados clinicos do paciente, possibilitando a
previsibilidade da doenca antes dos sinais e sintomas clinicos e permitindo maior enfoque na
prevencdo e na intervencdo antes do avanco das doencas (61). Com isto, torna-se possivel
implementar politicas de satde, diminuir custos com tratamentos e, consequentemente, trazer
uma melhoria na atengdo a saude.

Neste contexto, a investigacdo de polimorfismos em genes que modulam o processo
de metilacdo como os genes MTHFR e o DNMT3B pode ser interessante, visto o papel da
hipometilagdo do DNA no aumento de citocinas e a producdo de autoanticorpos por células T
no LES (34) e as crescentes evidéncias da influéncia epigenética (com alteracdes no perfil de
metilagdo) na periodontite e no LES (42,62-67).

Desse modo, considerando as evidéncias disponiveis sobre a possivel associagao
entre a periodontite e o LES, sobretudo no que se refere a similaridade nos mecanismos de
patogenicidade, bem como as controvérsias relativas a prevaléncia e severidade da

periodontite em pacientes portadores de LES, o ainda reduzido nimero de estudos sobre esta
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associacao e a falta de informacdes sobre os mecanismos envolvidos, além da relevancia do
componente genético para o desenvolvimento do LES e da periodontite, o presente estudo
pretende, por meio de andlises clinicas e de alteracbes geneticas (mais especificamente,
polimorfismos dos genes envolvidos na modulacdo da metilagdo: DNMT3B e MTHFR), trazer

dados importantes sobre esta associagao.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo geral

Avaliar a associagdo entre a periodontite e 0 LES no que se refere a aspectos clinicos

e genéticos em pacientes portadores de LES e/ou periodontite.

Obijetivos especificos

a)

b)

Avaliar a condicdo periodontal nos individuos com diferentes graus de
atividade do LES (leve e grave) comparados a individuos sistemicamente
saudaveis.

Investigar pela técnica de RFLP-PCR (Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorfism) a presenca do polimorfismo
C677T do gene MTHFR em células epiteliais da mucosa bucal em pacientes
portadores de LES e/ou periodontite comparados a individuos sistemicamente
saudaveis com ou sem periodontite.

Investigar pela técnica de RFLP-PCR a presenca do polimorfismo -149C—T
do gene DNMT3B em células epiteliais da mucosa bucal em pacientes
portadores de LES e/ou periodontite comparados a individuos sistemicamente

saudaveis com ou sem periodontite.
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ABSTRACT

Aim: This study investigated the contribution of the methylation-related gene polymorphisms
DNMT3B (rs2424913) and MTHFR (rs1801133) to Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and
Periodontitis. Methods: 196 individuals of both sexes ranging from 24 to 60 years were
allocated into four groups based on their systemic and periodontal status, namely: Healthy
control (n=60), Periodontitis (n=51), SLE (n=47) and SLE + Periodontitis (n=38). Individuals
with SLE were stratified according to disease activity (SLEDAI) in mild or severe.
Polymorphism analysis was performed through PCR-RFLP with genomic DNA from
mouthwash. Data were analyzed by Fisher's Exact, Chi-square test and regression models.
Results: Periodontitis was similar in subjects with periodontitis and with SLE + periodontitis.
SLE patients with periodontitis presented a longer SLE diagnoses in comparison to SLE only
(P=0.001). For DNMT3B polymorphism, Periodontitis, SLE and Mild SLE + Periodontitis
groups showed a higher frequency of T allele and TT genotypes compared to healthy controls
(P<0.05). Regression analyses showed the TT genotype increases the odds of periodontitis (6-
fold) or SLE (11- to 12-fold). Conclusion: SLE patients with periodontitis had a longer
length of SLE. The DNMT3B (rs2424913) polymorphism was associated with periodontitis,
and SLE alone or combined with periodontitis. Clinical Relevance: This study contributes to

understanding the molecular mechanisms involved in periodontitis and SLE susceptibility.

Keywords: systemic lupus erythematosus, periodontitis, DNA methylation, polymorphism,

inflammation, genetic, LES
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INTRODUCTION

The host immune response is the key point for the onset or progression of chronic
immune inflammatory disorders, including periodontal disease, rheumatoid arthritis (RA) and
systemic lupus erythematosus SLE [1, 2]. SLE is a systemic autoimmune disease
characterized by connective tissue destruction in multiple organs under abnormal T cell
activity and high autoantibody levels [3, 4]. While the exact etiology remains unclear, chronic
infections have been identified as triggers for SLE development in genetically predisposed
subjects [5]. In this context, there is strong evidence that periodontitis and oral dysbiosis are
associated with autoimmune inflammatory diseases [6]. Periodontitis is a chronic
inflammatory polymicrobial infection in which attachment loss and bone destruction around
teeth results from an imbalance in the host immune response against a dysbiotic dental
biofilm in susceptible individuals. Notably, environmental, epigenetic and genetic factors
dictate disease susceptibility as the main modulators of the host response, which drives most
of the tissue damage in periodontitis [7].

The association between periodontitis and SLE has been primarily based on the
similar pathophysiology [8]. Increasing epidemiologic evidence has shown both a high
prevalence and an increased risk of periodontitis in SLE patients [6, 9]. Conversely, there are
controversial data concerning periodontal status in SLE patients, and some studies reported a
better [10], a similar [11-13] and a more severe form of Periodontitis in SLE patients [14].
Moreover, interventional studies have demonstrated the beneficial effect of periodontal
therapy in reducing SLE disease activity [15] and ameliorating the response to treatment.
Indeed, there are few mechanistic studies to further elucidate the underlying mechanisms of
Periodontitis and SLE association, which are still largely unknown. Recently, a Mendelian
randomization study proposed a causal association between periodontitis, RA and SLE [16].

In light of the common multifactorial signature of Periodontitis and SLE, including
the influence of both environmental and genetic factors on susceptibility to diseases, there is
growing evidence of epigenetic changes in PD and SLE pathogenesis [17-21]. This is because
environmental factors may induce epigenome changes in DNA and histones, including DNA
methylation in CpG dinucleotide islands (mostly in gene promoter regions), and modulate
gene expression and host response [17, 18].

A systemic hyperinflammatory scenario has been considered the major underlying
link between PD and other chronic inflammatory disorders [8]. Specifically, in SLE, both
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increased cytokine and autoantibodies released by abnormal T and B cells are related to the
hypomethylation of the DNA regulatory region [22].

Genetic polymorphisms in genes encoding enzymes from folate/homocysteine
pathways may influence the DNA  methylation profile, including the
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and DNA methyltransferase (DNMT) genes
[23, 24]. The enzyme encoded by MTHFR originates during folate metabolism the S-adenosyl
methionine (SAM) radical (a methyl donor), whereas DNMT uses SAM as a substrate in the
DNA methylation process [25]. In particular, C677T MTHFR (rs1801133) polymorphism is
related to decreased enzyme activity of methylenetetrahydrofolate reductase and -149C—T
DNMT3B (rs2424913) polymorphism is related to increased expression of DNMT3B. Changes
in the activity or concentration of these enzymes can influence the DNA methylation profile,
which in turn can lead to changes in gene expression [26].

Studies have shown the involvement of MTHFR or DNMT3B polymorphisms in
inflammatory diseases [27, 28]. Recently, our group revealed the association of the 149C—T
DNMT3B (rs2424913) polymorphism with periodontitis [19], but not for C677T MTHFR
(rs1801133). In the present study, our aim was to study the association of these
polymorphisms in individuals with systemic lupus erythematosus, as well as in individuals

with systemic erythematosus and periodontitis.

MATERIAL AND METHODS

Subjects and research ethics

This cross-sectional study comprised a study population of 196 individuals, of both sexes,
aged from 18 vyears. Participants were recruited from February 2019 to October 2019.
Systemically healthy individuals (n = 111) were selected from the staff team and patients at
the Dental Periodontics Clinic, Department of Clinical and Social Dentistry at UFPB, Jo&o
Pessoa, Brazil. Subjects with SLE (n = 85) were recruited at the Center of Rheumatology at
the Lauro Wanderley University Hospital, UFPB. This study followed the Helsinki
Declaration and was approved by the Institutional Research and Ethics Committee at the
Federal University of Paraiba (UFPB) (CAAE: 3.100.993). All subjects signed an informed
consent form to authorize their participation in the study.



26

SLE and periodontal assessment

SLE status- SLE activity was classified by a rheumatologist specialist in mild (Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index: SLEDAI > 2 < 7) or severe (SLEDAI > 7)
stages according to the guidelines of the American Academy of Rheumatology [29].
Periodontal status- Oral examination was performed to evaluate oral health conditions and to
determine periodontal status. Periodontal diagnosis was assessed by a single examiner
previously calibrated and included plaque index (PI), probing depth (PD), bleeding on
probing (BOP), clinical attachment level (CAL) at six sites per tooth, as well as the number of
missing teeth. Periodontal assessment was based on the current Classification of Periodontal
and Peri-Implant Diseases and Conditions [30]. The control group (periodontal health)
consisted of CAL and PD < 3 mm (no clinical attachment loss), BOP in less than 10% of sites
and no radiographic bone loss. The following criteria for the diagnosis of periodontitis were
considered: at least 15 remaining natural teeth; clinical attachment loss and PD > 5 mm
detected in three or more nonadjacent interproximal sites; and clinical attachment loss > 3 mm
in the buccal or lingual/palate sites of at least 2 teeth not related to factors other than
periodontal disease [30]. Considering that current periodontal inflammatory status does not
influence the polymorphism analysis, SLE patients with stable periodontitis in a reduced
periodontium according to the current Classification of Periodontitis [30] were included in the
SLE + Periodontitis group.

According to systemic condition (systemic health or with SLE diagnosis) and periodontal
status (absence or presence of periodontitis), a convenience sample was categorized into four
groups as follows: healthy control (n = 60), Periodontitis (n = 51), SLE (n = 47) and SLE +
Periodontitis (individuals with SLE also diagnosed with periodontitis (n = 38). Demographic
and medical history of participants were assessed through a questioner or medical chart
patient analysis. The exclusion criteria consisted of a history of HIV, hepatitis, diabetes,

pregnancy, orthodontic treatment and smoking habits.

Sample collection

Genomic DNA samples were obtained from buccal mucosa cells through a mouthwash.
Briefly, the cells were harvested through a one-minute mouthwash with 3% dextrose solution
(6 mL) followed by TNE addition (3 mL). The homogenates were centrifuged at 3000 rpm
for 10 minutes, and pelleted cell samples were stored in lysis solution at -20 °C until DNA
extraction [31].
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DNA extraction and genetic polymorphism analysis

Genomic DNA was purified using 8 M ammonium acetate as described previously [19]. The
quantity and purity of DNA were determined on a Nanodrop spectrophotometer. The analysis
of the single nucleotide polymorphisms (SNPs) C677T MTHFR (rs1801133) and -149C—T
DNMT3B (rs2424913) was performed using the PCR-RFLP technique (polymerase chain
reaction—restriction fragment length polymorphism), which consisted of DNA amplification
by PCR and digestion of DNA fragments by a restriction enzyme. Restriction enzyme
activity determined the presence or absence of the SNP. Briefly, PCR was performed using
100 ng of total DNA in a 15 uL final volume reaction containing 7.5 pL of GoTag® G2 Hot
Start Green Master Mix (Promega), 4.5 uL of DNA and nuclease-free water in the presence
of 1 uL of each primer (10 uM). Primer sequences, as well as both PCR and enzymatic
digestion conditions, were used as previously described [19]. PCR products were resolved by
electrophoresis on 6% (w/v) polyacrylamide gels containing GelRed® (Biotium) or silver
nitrate. The 677 CC/CT/TT and -149 CC/CT/TT genotypes were identified through their
band pattern [19].

Statistical analysis

All data were tabulated into Excel® spreadsheets and analyzed in SPSS 25.0 at a significance
level of P < 0.05. Demographic data were analyzed descriptively. Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) was calculated for each polymorphism using the chi-square test. Fisher’s
exact test and chi-square test with or without Yates correction were used to analyze possible
associations among allele and genotypic frequencies, SLE and periodontitis. Binary logistic
regression models (univariate and multivariate) were used to determine the most significant
associations. Variables with p-values < 0.10 were considered for entry into the model, and p-
values < 0.05 were considered for permanence in the multiple model. Model adjustment was
performed using the backward method. Categorical variables with a p value < 0.10 on
univariate analysis were recategorized, and the nonsignificant category for the outcome was
inserted next to the reference category. Five models were adjusted for regression analysis,
considering the following outcomes: (1): Periodontitis (1) x Control (0); (2): SLE (1) x
Control (0); (3): SLE (1) x Periodontitis (0); (4): SLE + Periodontitis (1) x Periodontitis (0);
and (5): SLE (1) x SLE + Periodontitis (0). For the outcome “SLE + Periodontitis (1) x

Control (0)”, none of the variables was significant at the level of 0.10 in the univariate
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analysis, and therefore, a predictive model could not be adjusted. All analyses were performed
using Software R (version 3.6.1).

RESULTS

The demographic data and clinical and periodontal status of the study population are shown
in Table 1. The subjects in the control, Periodontitis, SLE and SLE + Periodontitis groups
presented a similar mean age with no significant differences: Control: (38.48 £ 8.16) years,
Periodontitis: (48.96 + 11.30 years), SLE: (33.17 + 8.95) years, SLE + Periodontitis: (38.87 +
10.03), P = 0.110).

Patients with SLE without periodontitis presented a shorter time of SLE diagnosis
(5.21 + 5.17) years, whereas patients from the SLE + Periodontitis group had a longer length
of SLE diagnosis (10.34 £ 7.81 years, P = 0.001). The number of mild cases (n = 20; 42.6%)
was lower than severe cases (n = 27; 57.40%) in the SLE group (P < 0.001). For the SLE +
Periodontitis group, 63.20% (n = 24) of subjects presented mild SLE, and 36.80% (n = 14) of
individuals presented severe SLE (P < 0.001). There was no difference in the profile of
medication used by SLE subjects and patients with SLE and periodontitis.

Periodontal status was similar in both the periodontitis and SLE + Periodontitis
groups, and no significant differences were observed (P = 0.877); subjects from Periodontitis
group were diagnosed as Stage Il (n = 25; 49.00%) and Stage II/IV (n = 26; 51.00%);
individuals with SLE + Periodontitis were classified as Stage Il (n = 18; 47.4%) and Stage
IH/IV (n = 20; 52.6%). The number of missing teeth was similar in all case groups:
periodontitis (7.84 + 5.84), SLE (8.04 = 5.15) and SLE + Periodontitis (9.16 £ 5.54) (P =
0.332).

Genetic polymorphism analysis
The allelic and genotypic distributions of the study population are presented in Table 2 and 3,
respectively. Genotypic frequencies are in accordance with HWE for both studied
polymorphisms: MTHFR (rs1801133): Control (P = 0.57), Periodontitis (P = 0.13), SLE (P =
0.25) and SLE + Periodontitis (P = 0.27), and DNMT3B (rs2424913): Control (P = 0.54),
Periodontitis (P = 0.89), SLE (P =0.72) and SLE + Periodontitis (P = 0.80).

For MTHFR, the C allele and genotypes CC and CT were the most common
distributions in all groups, and no significant differences were observed (p>0.05).

For the DNMT3B polymorphism, the frequency of the T allele and the TT genotype
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respectively was higher in the periodontitis (52.9%; 27.5%) and SLE (60.5%; 38.3%) groups
compared to the control group (31.7%; 8.3%), even when the groups with mild (67.5%; 40%)
and severe (55.5%; 37%) form of SLE were compared separately with the control group
(p<0.05). When the comparison was made between the control (31.7%; 8.3%) and the SLE +
Periodontitis (46%; 21.1%) group, the difference was no longer observed (p>0,05), However,
when stratifying the group according to severity of SLE, it is observed that the higher
frequency of the T allele and the TT genotype is detected in the SLE group with mild form
(50%; 29.2%) in comparison to control group (p<0.05).

Binary logistic regression analysis

Binary logistic regression (adjusted and nonadjusted) for different outcomes are presented in
Table 4. As expected, SLE subjects without periodontitis presented as a protective factor in
the number of bleeding sites (OR: 0.95 [0.92-0.98]) and (OR: 0.95 [0.92-0.98]) in comparison
to the SLE + Periodontitis group. Intriguingly, patients with SLE and Periodontitis presented
a protective factor regarding the number of sites with periodontal pockets (OR: 0.96 [0.93-
0.98]) and (OR: 0.95 [0.92-0.99]).

Binary logistic regression performed for the whole sample showed that SLE not
increased the odds of periodontitis (P= 0.863). However, regarding genotypic profile, the TT
genotype increased the odds of SLE development from 12 to 11 times in univariate and
multivariate analyses, respectively. Individuals with the TT genotype are approximately six

times the risk of periodontitis development.

DISCUSSION
Considering the marked role of genetic, epigenetic and environmental factors on the onset of
both SLE and periodontitis, the present study investigated for the first time the contribution of
methylation-related gene polymorphisms to the clinical association between SLE and
periodontitis. Here, the polymorphism -149C—T DNMT3B (rs2424913) was found to be
linked with both diseases. Indeed, demographic and clinical findings suggest that periodontitis
develops similarly in SLE patients and that its establishment may be associated with the
length of SLE diagnosis.

Indeed, we observed a lower prevalence of periodontitis in SLE patients (25.9%) in
comparison to findings from other studies (42.59% to 88.53%) [14, 32, 33]. This can also be
attributed to variations and a lack of clarity of periodontal case definitions used to diagnose
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periodontitis [6, 12]. Moreover, while other studies in this field considered a minimum of 8
remaining teeth in the inclusion criteria, we considered at least 15 remaining teeth; this
criterion also may have contributed to underestimating the presence of periodontitis and to
reducing SLE + Periodontitis cases in our study [12, 34, 35]. Tooth loss is an important
parameter to be considered that has been incorporated into the current classification of
periodontal disease that was used in the present study [30, 36]. In our data, the mean tooth
loss was similar among systemically healthy and SLE subjects with periodontitis. To date,
there is an emerging discussion regarding the inclusion of patients with extensive tooth loss
and stable remaining teeth (with no current active periodontal disease) in periodontal
medicine studies [36]. Notably, we observed SLE patients with this clinical profile (tooth loss
and signs of previous history of periodontitis), which were included in the SLE +
Periodontitis group. However, a longitudinal follow-up is important to accurately distinguish
the causes of high tooth loss due to periodontal or other dental problems, including caries, in
SLE patients [37].

The study of genetic polymorphisms is extremely important in gene mapping and in
the search for genes involved in common disorders, with important applicability for
personalized medicine [38]. In particular, MTHFR or DNMT3B polymorphisms have been
associated with inflammatory diseases [27, 28].

In the current study, we observed that individuals with periodontitis, SLE and mild
SLE + Periodontitis presented a higher frequency of the T allele and the TT genotype for
DNMT3B. The data in relation to periodontitis confirm our results previously found [19] and
for the first time we show an association between rs2424913 polymorphism and SLE and SLE
concomitant with periodontitis. The TT genotype (no CT genotype) has been associated with
an upregulation of DNMT3B and increased hypermethylation status, which may silence
important protective genes related to periodontitis and SLE [24]. In fact, there is growing
evidence of DNA methylation changes in periodontitis and SLE [19, 20, 22].

Intriguingly, the frequency of the T allele and TT genotype observed in Mild SLE +
Periodontitis group was not observed in the Severe SLE + Periodontitis group. We may
hypothesize that this can be explained by the smaller sample size in the Severe SLE +
Periodontitis group or possibly by a different biological mechanism with the influence of
other polymorphisms in patients with concomitant Severe form of SLE and periodontitis.
Recently, a review emphasized that SLE is the most heterogeneous disease treated by
physicians, making diagnosis and treatment a challenge [39]. Other authors have previously
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argued that SLE is not just one disease, but many, based on different clinical presentations
and their degrees of severity [40]. Thus, based on the data from the present study, we can
speculate that the heterogeneity of the disease may also be related to different metabolic
pathways, which in turn are determined by different polymorphisms. In fact, authors state that
genetics is not only involved in susceptibility to SLE, but is also involved in the clinical
course of the disease. In addition, the literature shows that SLE may have a multifactorial
etiology (environmental factors associated with genetic polymorphisms) or monogenic
etiology (mutations) [41, 42].

While data on polymorphisms related to SLE and periodontitis are relatively vast
[41, 43], to the best to our knowledge, few studies have evaluated genetic polymorphisms in a
population with SLE + Periodontitis. Kobayashi et al (2003) [14] showed an association of
the FcgammaR polymorphism with SLE + Periodontitis in a Japanese population. In a
Mendelian randomization study, the IGF2R polymorphism was associated with periodontitis
and SLE in an European population [16]. In both studies, the degree of SLE severity was not
taken into account, unlike the present study.

In contrast to the findings for DNMT3B (rs2424913), the C677T MTHFR
polymorphism was not associated with periodontitis and/or SLE, as the C allele and the CC
and CT genotypes were the most frequent genotypes in the entire population. The data in
relation to periodontitis confirm our results previously found [19] and in relation to SLE are
consistent with Salimi et al., 2017 [44] that found no association too.

Regarding disease activity, a similar periodontal condition was observed between the
Periodontitis and SLE + Periodontitis groups, as verified in other investigations [12, 13, 34,
35], contrasting to a worse periodontal condition in SLE patients found by others [14].
Moreover, SLE patients without periodontitis presented a protective factor in the number of
bleeding sites in comparison to SLE patients with periodontitis, in agreement with a previous
study [45]. Intriguingly, patients with SLE + Periodontitis presented a protective factor
regarding the number of sites with periodontal pockets. These findings may be related to the
chronic use of medications by SLE patients, which may affect the infectious and
inflammatory processes. For instance, increased doses of immunosuppressive agents in
nonresponding patients may possibly contribute to the control of periodontal inflammation
[46, 47]. In contrast, prolonged use of corticosteroids at high doses has been associated with
periodontal destruction in patients with SLE [12]. Importantly, periodontitis was most
frequent in severe activity SLE patients with longer length of SLE diagnosis (P = 0.001) and,
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consequentially, under prolonged treatment. This finding highlights the importance of an early
periodontal diagnosis to prevent the onset and progression of periodontal disease in patients
with SLE.

Notably, current research has shown the influence of common drugs used in SLE
treatment (glucocorticoids and hydroxychloroquine) on the epigenetic profile of diverse
immune cells [48]. As an example, MTX treatment increased global DNA methylation in
monocytes, B and T cells from patients with RA, with no changes in DNMT3B expression or
other methylation-specific enzymes, and this effect needs to be further elucidated [49]. Thus,
we can speculate that the prolonged use of immunosuppressive drugs may influence the
methylation profile of patients with SLE and periodontitis and, finally, the clinical outcomes.
This association between the DNA methylation profile and specific clinical manifestations has
been verified in SLE [50]. Indeed, the methylation status of some genes has been proposed as
a biomarker for both diagnosis and monitoring disease activity [18]. The present study
focused on methylation-related gene polymorphisms associated with inflammatory diseases
that had never been studied before in diagnosed SLE patients with periodontitis. However,
many target genes still need to be analyzed.

The limitation of this study consists of a low sample size due to the well-defined
inclusion criteria as well as a narrow sample collection period. So, this data should be further
explored in larger populations with different ethnic backgrounds which could provide
definitive conclusions.

Taken together, this study demonstrates the association of the polymorphism -
149C—T DNMT3B (rs2424913) with the occurrence of SLE and concomitant SLE +
periodontitis in individuals with the mild form of SLE. Moreover, SLE patients with

periodontitis had a longer length of SLE.
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Table 1. Demographic data and clinical and periodontal status of the study population
including the mean age, the mean time of SLE diagnosis (in years), disease severity (mild or
severe), sex distribution, current use of drugs as well as periodontal status and the number of
missing teeth are described as the mean + SD or total number (n) and percentage (%).

] o SLE +
. Control Periodontitis SLE ) .
Variable Periodontitis | p value
(n =60) (n=51) (n=47)
(n=238)
38.48 48.96 33.17 38.87 |
Age (mean SD) 0.110
(£8.16) (£11.30) (£8.95) (£10.03)
Sex n (%)
47
Female 29 (56.90%) | 43 (91.50%) | 36 (94.70%)
(78.30%) "
3 <0.001
Male 22 (43.10%) 4 (8.50%) 2 (5.30%)
(21.70%)
SLE duration (years) 521 10.34 "
- - 0.001
(mean SD) (5.17) (7.81)
SLE activity
Mild SLE n (%) - - 20 (42.60%) | 24 (63.20%) | <0.001
Severe SLE n(%) - - 27 (57.40%) | 14 (36.80%) v
Medication use
Use of corticosteroid v
- - 18 (38.30%) | 16 (42.10%) | 0.086
n (%)
Use of immunosuppressive v
- - 30 (63.80%) | 17 (44.70%) | 0.825
n (%)
Use of hydroxychloroquine v
- - 42 (89.40%) | 34 (89.50%) | 0.987
n (%)
Periodontal status
Stage 11 n (%) 25 (49.00%) - 18 (47.40%) 0877V
Stage Il or IV n (%) 26 (51.00%) - 20 (52.60%) '
Number of missing teeth |
- 7.84 (5.84) 8.04 (5.15) 9.16 (4.54) 0.332
(mean SD)

' One-way ANOVA (Tukey post-hoc test);

Square test. Significance level=5%.

"' Chi-Square test with Yates Correction; " Student T-test; "V Chi-
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Table 2. Comparative analysis of allele frequencies of the studied polymorphisms (MTHFR and
DNMT3B) among the control, periodontitis, SLE and SLE + Periodontitis groups. Chi-square test
and chi-square test with Yates correction. Significance level = 5%.

Gene SNP MTHFR DNMT3B
C677T(rs1801133) CA46359T (rs2424913)
Allelic frequency C T C T
Control* 85 (70.80% 29.20% 2 (68.30% 1.70%
ontre (70.80%) 35 (29.20%) 82 (68.30%) 38 (31.70%)
- 2
Pne:”5°1 69 (67.60%) 33 (32.40%) 48 (47.06%) 54 (52.94%)
p value®? 0.181 0.011
3
f]';; 70 (74.50%) 24 (25.50%) 37 (39.36%) 57 (60.64%)
p value®® 0.565 <0.001
: 7
MIIS:SQI(_)E 28 (70.00%) 12 (30.00%) 13 (32.50%) 27 (67.50%)
p value™* 0.897 0.002
5
Se"erﬁzS?LE 42 (77.78%) 12 (22.22%) 24 (44.44%) 30 (55.56%)
p value®® 0.360 0.002
- 6
SLEnJ;;;”O 51 (67.10%) 25 (32.90%) 41 (53.95%) 35 (46.05%)
p value® 0.529 0.138
: —7
Mild SLE Perto 32 (66.67%) 16 (33.33%) 24 (50.00%) 24 (50.00%)
p value"’ 0.810 0.020
Severe SLE + 0 0 0 0
S N 19 (67.86%) 09 (32.14%) 17 (60.71%) 11 (39.20%)
p value’® 0.773 0.370
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Table 3. Comparative analysis of genotype frequencies of the studied polymorphisms (MTHFR and DNMT3B)
among the control, periodontitis, SLE and SLE + Periodontitis groups. Chi-square test and chi-square test
with Yates correction. Significance level = 5%.

MTHFR DNMT3B
Gene SNP C677T C46359T
(rs1801133) (rs2424913)
Genotype
frequencies CC CT TT CC CT TT
1
oo | 31 23 6 (10.00%) 27 28 5
- (51.70%) (38.30%) : (45.00%) (46.70%) (8.30%)
-2
ieféi 21 27 3 11 26 14
= (41.20%) (52.90%) (5.90%) (21.60%) (51.00%) (27.50%)
p value’? 0.275 0.005
SLE®
- 27 16 4 8 21 .
n=47 (57.40%) (34.00%) 850%)  (17.00%)  (44700)  18(38:30%)
p value’? 0.842 <0.001
F Z
MIL?—S;(;E 10 8 2 (10.00%) L 1 8
= (50.00%) (40.00%) ke (5.00%) (55.00%) (40.00%)
p value*? 0.991 <0.001
5
Se\/erlmrfxzs?LE 17 8 2 ’ 10 10 (37.00%)
= (63.00%) (29.60%) (7.40%) (26.00%) (37.00%) S0
p value®® 0.618 0.003
6
S'—En’::;”o 19 13 6 (15.80%) 11 19 8
= (50.00%) (34.20%) SV (28.90%) (50.00%) (21.10%)
p value™® 0.735 0,105
MIIF?eEiIc_)F ' L 10 3 (12.50%) ! 10 7
e (45.80%) (41.70%) : (29.20%) (41.70%) (29.20%)
p value™’ 0.876 0.042
Severe SLE +
Perio® 8 3 3 (21.40%) 4 J L
by (57.20%) (21.40%) : (28.60%) (64.30%) (7.10%)
p value’® 0.378 0.620
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Table 4. Results for binary logistic regression (nonadjusted and adjusted) for different
outcomes, considering the sex, age, DMNT3B, bleeding sites and sites with periodontal

pocket.
) ) Non adjusted Adjusted
Outcomes Variable  Categories
p value OR IC 95% Pvalue OR IC 95%
Female - 1.00 - - - -
Sex
Male 0.017 2.74 1.20-6.27 - - -
Periodontitis Age <0.001 1.11 1.06-1.16  <0.001 1.11  1.05-1.16
X cC - 1.00 - - 1.00 -
Control CT 0.067 2.27 0.94-5.50 0.363 1.60 0.58-4.43
DMNT3B
1.13-
TT 0.002 6.87 1.20-23.71  0.032 4.53
18.05
Female - 1.00 - - - -
Sex
Male 0.074 0.33 0.10-1.11 - - -
SLE Age 0.003 0.92 0.88-0.97 0.008 092 0.87-0.98
X CcC - 1.00 - - 1.00 -
Control CT 0.061 2.53 0.95-6.68 0.094 2.37  0.86-6.53
DMNT3B
3.12-
TT <0.001 12.15 3.42-43.11 <0.001 1157
42.84
Female - 1.00 - - 1.00 -
Sex
SLE Male <0.001 0.12 0.03-0.39 0.023 0.11  0.01-0.73
X Age <0.001 0.85 0.79-0.91 0.003 0.82  0.72-0.93
Periodontitis Bleeding
_ <0.001 0.92 0.89-0.95 <0.001 091 0.87-0.95
sites
Female - 1.00 - - - -
Sex
SLE with Male 0.001 0.07 0.01-0.33 - - -
Periodontitis Age <0.001 0091 0.87-0.96 0.004 0.90 0.83-0.96
X Sites with
Periodontitis  periodonta 0.047 0.96 0.93-0.98 0.024 095 0.92-0.99
I pocket
SLE xSLE .
Bleeding
with " 0.002 0.95 0.92-0.98 0.002 0.95 0.92-0.98
sites

Periodontitis

* Some variables were not evaluated for all groups, and for this reason, only those that were evaluated in the
compared groups are shown for each outcome.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

Este é o primeiro estudo que analisa os polimorfismos C677T MTHFR e DNMT3B -
149C—T em pacientes com LES e periodontite, trazendo importantes contribuicdes para a
literatura mostrando que o polimorfismo DNMT3B -149C—T pode estar associado a uma
maior suscetibilidade ao LES ou a periodontite.

Os resultados encontrados contribuem para o esclarecimento dos mecanismos
moleculares que podem estar envolvidos no desenvolvimento do LES e da periodontite.
Achados desta natureza sdo extremamente importantes no mapeamento génico e na procura
de genes relacionados a distdrbios comuns, possuindo importante aplicabilidade para a
medicina personalizada, a qual pode permitir a prevencao, o diagnostico precoce de doengas e
o tratamento direcionado para cada paciente.

Como limitagdes, foram encontradas dificuldades em atingir o tamanho amostral
ideal para todos os grupos devido ao tempo de coleta de dados limitado e os critérios de
inclusdo bem definidos e restritos. Esta dificuldade foi maior no recrutamento de pacientes
com LES e periodontite, considerando o grande nimero de pacientes com extensiva perda
dental e uso de préteses que ndo puderam se enquadrar nos critérios de inclusdo por ndo
apresentarem um minimo de 15 dentes remanescentes. Muitos destes pacientes ndo avaliados
podem ter estas perdas dentais decorrentes da periodontite e serem atualmente portadores de
uma provavel sequela da doenca periodontal (poucos dentes remanescentes em um periodonto
reduzido). Entretanto, ndo temos como confirmar com precisdo a causa de cada perda dental
que pode ter ocorrido devido a periodontite ou por outros problemas dentais, incluindo a
carie. Acreditamos que em futuros estudos a inclusdo destes pacientes na investigacdo é
essencial para o melhor entendimento desta associacao ja que os pacientes portadores de LES
sdo individuos que apresentam uma grande perda de dentes provavelmente pela instalagéo
mais precoce da periodontite como observado no presente estudo.

O presente estudo investigou pela primeira vez a contribuicdo de polimorfismos de
genes relacionados & metilagdo na associacao clinica entre LES e periodontite em pacientes
portadores das duas doencas. No entanto, muitos genes-alvo ainda precisam ser analisados.
Assim, sugerimos novos estudos com maior tamanho amostral e com a realizagdo da
metilacdo global e outros alvos de investigacdo genéticos e epigenéticos, bem como a
realizacdo de estudos longitudinais multicéntricos para melhor avaliar a associacdo entre essas

desordens.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os achados pode-se concluir que:

O polimorfismo DNMT3B (rs2424913) est4 associado a ocorréncia da periodontite, LES e

LES + periodontite. O gendétipo TT torna os individuos até 11-12 vezes mais suscetiveis ao

LES e até 6 vezes mais suscetiveis a periodontite.

O polimorfismo MTHFR (rs1801133) néo esta associado a periodontite e/ou LES.

A condigdo periodontal dos pacientes com periodontite e LES + periodontite foi similar,

assim como o nimero de dentes perdidos. Entretanto, pacientes com LES + periodontite

apresentaram maior tempo de diagnostico do LES.
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5 ANEXOS

5.1 ANEXO1

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

. CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
Q ‘ " DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
Campus | - Cidade Universitaria

Dhpirisionic o Fickmeisticale; Telefones: (083) 3216-7436 ¢ 3216-7495
DBM CEP 58059-900 - Jodo Pessoa - PB - Brasil

Jodo Pessoa, 23 de novembro de 2018
A quem possa interessar:

Eu, Naila Francis Paulo de Oliveira professora da Universidade Federal da
Paraiba, coordenadora do Laboratério de Genética Molecular Human‘é do
Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza, autorizo a aluna Larissa Dias do Programa de Pés Graduagdo em
Odontologia da UFPB a realizar as atividades de seu projeto intitulado
“Associacdo entre doenca periodontal e IUpus eritematoso sistémico:

investigacéo de aspectos clinicos e genéticos” no Laboratdrio acima citado.

Sem mais, me despeco e me coloco a disposicdo para quaisquer
dividas.

Att,

Universidade Federal da Paraiba

Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Departamento de Biologia Molecular
Laboratério de Genética Molecular Humana
Cidade Universitiria — Campus 1

Jodo Pessoa-PB

Brasil

CEP 58051-900

Phone: +55 83 3216-7643
nailafpo@gmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE CLINICA E ODONTOLOGIA SOCIAL
CLINICA DE PERIODONTIA

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos, para os devidos fins, que aceitaremos a pesquisadora
Larissa Nadine Silva Dias, do Programa de P6s-graduacéo em Odontologia da
Universidade Federal da Paraiba, para desenvolver o seu projeto de pe;qtvli‘usa
“Associacdo entre doenga periodontal e IL’des eritematosq _siétérhico:
investigacéo de aspectos clinicos e genéticos”, sob a orientagéo da Proﬁ Dr?
Sabrina Garcia de Aquino, na clinica de Periodonti; da Universidade Federal
da Paraiba.

Esta autorizag@o esta condicionada ao cumprimento, pela pesquisadora,
dos requisitos da Resolucdo 466/12 CNS e suas complementares,
comprometendo-se a mesma a utilizar os dados pessoais dos sujeitos da
pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos, mantendo o sigilo e
garantindo a nZo utilizacéo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das
comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados, a pesquisadora devera apresentar a
esta Instituicdo o Parecer Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao

Sistema CEP/CONEP.

JoZo Pessoa, 30 de noygméw— de 2018.

/

| @
/ Assinatura e carimbd do responsavel Dr,EmwOS.CﬁsﬂimSifm
lmpl‘?’gtooggaglsta



5.3 ANEXO3

UFPB - HOSPITAL

= L
- UNIVERSITARIO LAURO %"W“M -
A WANDERLEY DA
Continuagéo do Parecer: 3.100.893
/ Brochura PROJETO.pdf 23:06:28 |Dias Aceito
Investigador
Declaragao de ANUENCIA.pdf 02/12/2018 |Larissa Nadine Silva | Aceito
Instituicao e 23:05:40 |Dias
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 02/12/2018 |Larissa Nadine Silva | Aceito
Assentimento / 22:50:01 |Dias
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

JOAQ PESSOA, 21 de Dezembro de 2018

Assinado por:
MARIA ELIANE MOREIRA FREIRE
(Coordenador{a))




6 APENDICES

6.1 Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa é sobre genética, doengas que acometem a cavidade
bucal e o lipus eritematoso sistémico e estd sendo desenvolvida pela
mestranda Larissa Nadine Silva Dias do Programa de Pés-graduagdo em
Odontologia da Universidade Federal da Paraiba, sob a orientagéo da Prof®
Sabrina Garcia de Aquino. '7 ;

O objetivo do estudo é identificar possiveis alterag:ées'no DNA (a
molécula que guarda a nossa informagdo genética) em pacientels que
apresentam periodontite (na gengiva) e/ou lUpus eritematoso sistéﬁﬁico.

A finalidade deste trabalho é contribuir para o entendimento do processo
de desenvolvimento da doenga, visando indiretamente contribuir para o
desenvolvimento de diagndstico e tratamento.

Solicito a sua colaboracéo para resp(_)nder algumas perguntas cobre a
saude e doagéo de células da boca. As células serdo coletadas a partir de um
bochecho por 1 minuto com solugéo esterilizada de aglcar. Solicito também a
sua autorizagéo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicagéo dos
resultados, seu nome, bem como do doador sera mantido em sigilo. Informo
que héa um risco minimo de o senhor (a) n&o gostar do gosto da solug&o para o
bochecho efou se sentir desconfortavel ao fazer o bochecho.

Esclarego que sua participagdo no estudo € voluntéria e, portanto, o (a)
senhor (a) ndo é obrigado (a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador (a). Caso decida n&o participar do
estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrera
nenhum dano, nem havera modificagéo na assisténcia que vem recebendo na
instituic&o.

A pesquisadora estara a sua disposicdo para qualquer esclarecimento
que considere necessario.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido (a) e dou
meu consentimento para participar da pesquisa e para publicagdo dos
resultados. Estou ciente que receberei uma copia desse documento.
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Assinatura do Participante da Pesquisa ou Responsavel Legal

Assinatura da Testemunha

Espaco para impressao dactiloscopica

Contato com a Pesquisadora Responsavel:

Caso necessite de mais informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para
a pesquisadora: Sabrina Garcia de Aquino — (83) 3216-7251 - Enderego (setor
do trabalho): Centro de Ciéncias da Saude/ Departamento de Clinica e
Odontologia Social ou para o Comité de Etica do Hospital Universitario Lauro
Wanderley - Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW — 2°
andar. Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco — Jodo Pessoa - PB. CEP:
58059-900. E-mail: comitedeetica.hulw2018@gmail.com - Campus | — Fone:
3216-7964.

Atenciosamente,

Assinatura da Pesquisadora Responsavel



6.2 Ficha para coleta de dados

- - TUNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
: 1

mosa

Nome

Sexa: = M cads Com M P 3
=noerece

ooade: Estado:

Tel Cel

DADOS CLINICOS SOBRE SAUDE GERAL

Ooengacronica? § N (ndc acaitar diabetes). Quai?
Digbstes nafamilia? S N Grau de parentesco? i

Céncer nafamilia? S N Qual? Parentesco?
Algums outra doenca na famflia? Qual? Grau de parentesco?

Usc de medicamentes?S N Qusl?

£ alérgico e algum medicamente? Qual?
Fumante? S N Quantos cigarros/dia? Quantos anos?
Fumantse passive? S N

Ex-fumante? S N Quantos cigarrosidia? Quantos anos?
Parou ha quanto tampo?
Consoms &icool? S N Qual frequéncia? Quanic?
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DADOS CLINICOS SOBRE SAUDE BUCAL )

E portadorde doenga.na gangiva? 8 N Hé quanto ‘-‘Hmnﬂ? ;

~-Jé& realizol aigum tratamento na gangiva? 5 N P
‘Quetipo? Quando? :

= Bangramenio gengival com faciidade? § N : i
Historico de doenga periodontal na familia? Parentesss?

Sente saus dentes inseguros? S N
Seus dentes doem? 5 M Regido:

Haltose? 3 N
Tem com frequéncia: afta, harpes lablal ou ferida na boca e l&bios? 5 N
Os alimenios prandem-sa entre os dentes? S N Regido:

Usafiodental? 8 N Frequéncia:

Usa palits? S N Fraquéncis;

Frequéncia de escovagio:

Tipo de escava; - -

. - -3
¥

Outros mekos de higiene:

Hdblito anormal de mordida? S N Especificar

Mastigagiio unflatera!? N Direlto Esquerdo
Pressdio linguatk 8 N Brudsmo: S N Respiragho bucal? 5 N
Dor nos musculos mastigatérios? S N Especificar

Dorouruidona ATM: 8 N Espacificar

Assinstura do paciente:

Dats; | /

53



54

Denig | w1 | T Milulnlulnlalasl sl alsl Il =
s )
Flaren.
E.- [ ray TR LI CEN el -
. e b e -
uE-_. Dfvimingy l:#..___:cta._.____...____.:_:1...:.¢¢£...€.:T.arq_.___..___u:____.___tqe:_..____
NG I i
PS5, T TEY
[ i il 1
NN - 4 =1 L.
i L L O 1 __.____..I:-..____:_.._.n..i__.rﬂ_._.nuIa:l..F.:....:..u_.tﬂ.mm.i....:_.:
g ]
i i
i, T i
RL N P -
- e : cu B . .AI@_.. s PRT. P . ILLIr L
Ot | 45 | & I A L O T T a [ AT ST T HT %] % | 5 &
-.ﬁll N [T R T Ry i il gt —
Mok, i \ i .. BRI TRV
T TR T T B mivivindo|viale|viningvisfadviniu] vioia]vinfm] vio il ofu]s [olwl[e|u] v leialv]e
. ! SN et SR e B i
. A . Il
—_.qﬂ. o I.Ill.r_. i L= £9
ML
s Jofe [mlufe rh.._t.u_hi.._r:l._...l:......_.l_._..:..u!ru=r=:r=r...::r.|.1rn.
Jrap. - f i, "“m.m..m.p“h. ..r"_. !
. o T e
R, : . 1.1
; -
. S A - |||LFLL|.. oA




