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LISTA DE ABREVIATURAS

cDNA: Acido Desoxirribonucléico complementar

CD4+: glicoproteina presente na superficie do linfocito T

CD8+: glicoproteina transmembrana do linfécito T

CD4+CD45RA+: sub divisdo da glicoproteina de superficie do linfécito T

COX-2: Ciclooxigenase 2

CuZnSOD 1: Enzima cobre-zinco-superdxido-dismutase 1

DEPC: 4gua tratada com Dietil Pirocarbonato, livre de RNAses, DNAses e residuos
de proteinas

DP: Doenca Periodontal

ICAM1: gene Molécula de Adeséo Intercelular 1

ICAM -1: Proteina da Molécula de Adesao Intercelular 1

IFN-y : Interferon-y

lgG1: Imunoglobulina 1

IL10: gene Interleucina 10

IL-10: Proteina Interleucina 10

IL-6: Proteina Interleucina 6

IL-12: Proteina Interleucina 12

IL-13: Proteina Interleucina 13

IL10RA: gene Interleucina 10 receptor alfa

IL-10RA: Proteina Interleucina 10 receptor alfa

IL10RB: gene Interleucina 10 receptor beta

IL-10RB: Proteina Interleucina 10 receptor beta

IP10: gene da Proteina 10 Induzivel por Interferon Gama

IP-10: Proteina 10 Induzivel por Interferon Gama

JAKT: gene Janus-quinase 1

JAK-1: Proteina Janus-quinase 1

LFA-1: Antigeno 1 associado a Fungéo de Linfécitos

LPS: lipopolissacarideo

MMPs: Metaloproteinases

PCR: Reacao em Cadeia da Polimerase

PGE:: Prostaglandina E»

PMN: Polimorfonucleares

gRT-PCR: Reagéo de PCR quantitativo em tempo real

RNA: Acido Ribonucléico

SBE: Elemento Ligador da proteina STAT

SD: Sindrome de Down

SOCS3: gene Supressor de Sinalizacao da Citocina 3

Socs 3: gene Supressor de Sinalizagao da Citocina 3 em camudongo

STAT3: gene Transdutor de Sinal e Ativador da Transcrigéo 3

STAT-3: Proteina Transdutora de Sinal e Ativador da Transcricao 3

TCR/CDS: receptor celular de linfécito T/ glicoproteina de linfécito T

Th1: Linfécito T auxiliar 1

Th2: Linfocito T auxiliar 2

TNF: Fator de Necrose Tumoral

ZAP-70: cadeia ZETA associada a proteina quinase
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Cavalcante LB. Expressao de genes envolvidos na resposta imune de
individuos com Sidrome de Down frente a doenca periodontal.
[dissertacdo mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2008.

Resumo

Varios periodontopatdégenos podem colonizar muito precocemente
a cavidade bucal de individuos com Sindrome de Down (SD). Isso reflete
a alta prevaléncia (40%) de Doenca Periodontal (DP) em adolescentes
com SD, que evolui para cerca de 100% em individuos com idade
proxima aos 30 anos. A higienizagédo oral deficiente dos individuos com
SD néo é capaz de isoladamente explicar a destruicdo periodontal severa
nesses individuos. Esta pesquisa investigou a expressao dos genes IL10
(interleucina 10), IL10RA, IL10RB (receptores Alfa e Beta da IL-10), JAK1
(janus-quinase 1), STAT3 (transdutor de sinal e ativador da transcricao 3),
SOCS3 (supressor de sinalizacao de citocina 3), /P10 (proteina 10
induzivel por interferon gama) e ICAM1 (molécula de adeséo intercelular
1) em individuos com Sindrome de Down com Doenca Periodontal e sem
DP em relagéo a individuos sem SD com e sem DP. Fizeram parte deste
estudo 80 individuos entre 6 e 61 anos de idade subdivididos em 4
grupos: Sindrome de Down com Doencga Periodontal (SDcDP); individuos
com SD sem DP (SDsDP); individuos nao-sindrobmicos com DP (CcDP) e
individuos néao-sindrébmico sem DP (CsDP). A expressdo génica foi

investigada por meio de quantificacdo relativa utilizando a técnica da
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reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real com o sistema
Sybr Green. Obteve-se como resultado uma superexpressdo do gene
IL10 em individuos nao-sindrébmico com DP e uma menor expressao em
individuos com SD. Nos individuos com SD houve uma superexpressao
do IL10RB. Observou-se que os genes SOCSS, IP10 e ICAM1 foram
responsivos a IL10. Portanto, a SD interfere na sinalizacdo da IL10,
causando assim uma imunodeficiéncia nesses individuos e a DP
proporciona uma maior sinalizacdo da IL10 gerando um processo

antiinflamatério.

Palavras-chave: Sindrome de Down; doencgas periodontais; Interleucina -

10.
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Cavalcante LB. Expression of the genes involved in the immune response
of individuals with Down syndrome and periodontal disease [dissertacdo
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Abstract

Many periodontopathogens can colonize the oral cavity
early in individuals with Down syndrome (DS). This reflects the high
prevalence (40%) of periodontal disease (PD) in adolescents with DS and
affects nearly 100% of these individuals when they are around 30 years
old. The severe periodontal destruction that occurs in these individuals
cannot be explained by poor oral hygiene alone. This study investigated
individuals with DS and PD and individuals with DS without PD regarding
the expression of the genes IL10 (interleukin 10), IL10RA, IL10RB (IL-10
alpha and beta receptors), JAK1 (janus kinase), STAT3 (signal transducer
and activator of transcription 3), SOCS3 (suppressor of cytokine signaling
3), IP10 (gamma interferon-induced protein) and ICAM1 (intercellular
adhesion molecule-1). Eighty individuals aging from 6 to 61 years of age
participated in this study and were divided into 4 groups: Down syndrome
with periodontal disease (DSwPD); Down syndrome without periodontal
disease (DSoPD); individuals without Down syndrome (control) with PD
(CwPD) and control without PD (CoPD). Gene expression was
investigated by relative quantification using the real-time polymerase chain
reaction technique (Real-time PCR) with the system Sybr Green. A

superexpression of the gene IL10 was found in individuals with PD and a
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smaller expression in individuals with DS. A superexpression of IL10RB
was found in individuals with DS. The genes SOCS3 and ICAM1 were
responsive to IL10. Therefore, DS interferes in IL10 signaling thus causing
an immune deficiency in these individuals and PD promotes greater IL10

signaling, generating an anti-inflammatory process.

Keywords: Down Syndrome; periodontal diseases; Interleukin - 10.
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1 Introducao

Um grupo de individuos com comprometimento intelectual e
algumas caracteristicas fenotipicas marcantes foi descrito em 1866 por
John Langdon Down, vindo a ser denominada “Sindrome de Down”
(SD)**. Em 1959 foi identificado que a SD é causada pela Trissomia do

cromossomo 21°*

. Atualmente, sabe-se que a trissomia do cromossomo
21 ocorre devido a mecanismo de nao disjuncdo. Além disso, a SD
também pode ser causada por translocacdo geralmente entre o
cromossomo 21 e o cromossomo 15 ou 14 em cerca de 2% dos afetados.
Essa mesma frequéncia dos individuos com SD s&o do tipo mosaicos, ou
seja, possuem uma populagdo de células com 46 cromossomos e outra
com a Trissomia do cromossomo 21. Existe forte correlagdo entre idade

materna e incidéncia de SD%*, sendo que o material cromossémico

adicional tem origem materna em 89,4% dos casos>®.

Apesar de existirem caracteristicas clinicas bem marcantes
na SD, a presenca delas é bastante variavel entre os afetados. Como
caracteristicas clinicas mais frequentes entre os individuos com SD estéo:
comprometimento intelectual (100%), hipotonia (99%), microcefalia (85%),
epicanto e prega unica transversa (40%), clinodactilia do 5° dedo e
malformacgdes cardiacas (50%), entre outras. As principais manifestagdes
orais da SD séao: palato ogival, macroglossia, lingua fissurada, prevaléncia
reduzida de carie e aumentada de doenca periodontal®’. Criangas com SD

exibem menor numero de Streptococcus do grupo mutans na saliva e
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maior pH salivar®. A prevaléncia de Doenga Periodontal em adolescentes
com SD é de 30% a 40%, sendo que em individuos com idade proxima

aos 30 anos a prevaléncia sobe para cerca de 100%"°.

Individuos com comprometimento intelectual apresentam
higienizacao bucal precaria, e esse fator € importante para o surgimento
da DP. Entretanto, a higienizacdo oral precaria ndo é capaz de
isoladamente explicar a destruicdo periodontal severa que ocorre nos
individuos com SD, pois foi observado que a prevaléncia de DP foi maior
em criancas com SD do que em criancas com semelhante retardo

mental®"®,

Os individuos com SD apresentam algumas alteragdes no
sistema imune. Foram observadas fung¢des diminuidas de quimiotaxia e
fagocitose por neutréfilos e leucdcitos**®; além do desbalanco nas
subpopulagdes de linfocitos T° e ativagdo defeituosa dos mesmos®.
Alguns pesquisadores acreditam que tais caracteristicas podem contribuir
para o alto indice de DP nesses individuos quando comparados com

individuos normais ou com deficiéncia mental”"">.

Tem crescido o numero de publicacbes cientificas que
investigam o envolvimento imunogenético da DP em individuos
normais®*6284997  Apesar de tais estudos contribuirem muito para a
elucidacdo da etiopatogénese da DP, é importante também investigar
qual o papel de citocinas e seus receptores na DP frente a SD. O papel

de algumas citocinas reconhecidamente importantes na DP, como a
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Interleucina 10 (IL10) ainda nao foi investigado em individuos com SD.
Desta forma, mostra-se importante conhecer a resposta imunogenética de

individuos com SD que apresentam DP.



Revisdo de literatura
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2 Revisao de literatura

2.1 Sindrome de Down

Segundo o Censo de 2000 do IBGE ha no Brasil cerca de
300 mil individuos com Sindrome de Down e, anualmente nascem cerca
de 8 mil brasileiros com a sindrome”.

O cromossomo 21 contém aproximadamente 225 genes, o
que corresponde a menos de 1% de todo genoma humano, sendo assim,
0 menor cromossomo existente no ser humano’?. Este fato faz com que a
trissomia do cromossomo 21 seja a condicdo aneupléide mais comum
compativel com a sobrevida a termo®. Apesar disso, a taxa de aborto
espontaneo de fetos com SD é de 25% em média, subindo para 33% para
mé&es com idade mais avancada, até 45 anos®’. A expectativa de vida de
uma crianga com SD esta relacionada ao alto risco de mortalidade nos
primeiros anos de vida (principalmente de 0 a 5 anos) por infec¢oes
respiratérias (33,1%) e por malformacdes cardiacas congénitas (12,8%)"".

A SD causada por um cromossomo 21 extra é chamada
Trissomia Simples e ocorre em 95% dos casos. Estudos recentes
evidenciaram que 89,4% dos casos de individuos com SD tem como
etiologia a ndo-disjuncdo cromossdmica durante a meiose materna, 8,8%
durante a meiose paterna e 1,8% dos casos tem origem na n&o disjungao

durante a mitose do zigoto (Mosaicismo)®.
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A SD também pode ser causada por translocacao
geralmente entre o cromossomo 21 e o 14 ou 15, que sdo todos
cromossomos  acrocéntricos'>. Para ocorrer a translocacdo os
cromossomos sofrem quebras nas regides centroméricas, de forma que
um novo cromossomo sera constituido pelos bracos longos do
cromossomo 21 e do 14 (ou 15), tornando-se um Ccromossomo
submetacéntrico. Os bracos curtos dos cromossomos envolvidos na
translocacao tendem a se perder nas divisdes subsequentes. Esse tipo de
translocacdo é chamada Robertsoniana e € responsavel por 2,2% dos
casos de SD®¥. Em alguns casos (1%) a translocagdo ocorre entre o
cromossomo 21 e o0 21 ou 22%,

Alguns individuos com SD possuem uma populacdao de
células com 46 cromossomos e outra com a Trissomia do 21, ou seja, séo
do tipo Mosaico (1,8%). Isso ocorre por mecanismo de nao-disjuncdo
cromossémica nas primeiras mitoses apds a formacao do zigoto e pode
originar diferentes percentuais de Mosaicismo. Quanto maior o percentual
de células com trissomia do 21 maiores serdao as manifestacdes clinicas
da SD no individuo.

Ha forte correlacdo entre a idade materna e a geracao de
filhos com SD, ou seja, numa mulher com 30 anos o risco é 1:1000, e com
40 anos a chance de ter um filho afetado é de 9:1000 nascidos vivos®¥**,
A explicagdo mais provavel para o efeito da idade materna na maior

predisposicdo a gerar um filho com SD é o envelhecimento do gameta
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feminino, pois a gametogénese fica estacionada por muitos anos no fim
da préfase I'2.

Casos de SD por translocagao sao mais comuns em familias
cujas maes sdao mais jovens. Assim, recomenda-se analisar o cari6tipo
dos pais para investigar se ha presenca de translocagdes equilibradas,
como a Robertsoniana, onde apesar do individuo ser fenotipicamente
normal, ele pode transmitir o cromossomo alterado.

De forma geral, o risco de recorréncia da SD é de 1%, ou
seja, mulheres que ja tiveram um filho com SD (seja por Trissomia
Simples, por Transloca¢do ou Mosaicismo) tém 1% de chance de ter outro
filho com a mesma sindrome'®. Um estudo mais aprofundado baseado no
risco de recorréncia comparado ao risco associado a idade materna
originou a “taxa de morbidade padrao” a SD, mostrando que a recorréncia
para SD foi de 2,4 vezes, e para qualquer outro tipo de trissomia foi 2,3
vezes, independente da idade materna na época de gestacédo do primeiro
filho com SD%.

A SD é uma condicdo complexa com mais de 30
caracteristicas clinicas que sado bastante variaveis entre os afetados e
estdo relacionadas com a superexpressdao de genes especificos que se
encontram no cromossomo 21'®. Entre as caracteristicas clinicas
importantes em individuos com SD estdo: hipotonia (99%), microcefalia

(85%), malformagdes cardiacas (50%) e gastrointestinais congénitas

(3%), deficiéncias no sistema imune, instabilidade atlanto-axial, maior
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incidéncia de ataques convulsivos e de leucemia (15 a 20 vezes maior),
perda auditiva, hipotireoidismo e anomalias oculares®”®. Existem outros
sinais de menor comprometimento meédico, mas que sao Uteis na
caracterizacdo da SD: baixa estatura, boca entreaberta (devido a
macroglossia e/ou hipotonia), epicanto, maos curtas e largas com uma
Unica prega palmar transversa (linha simiesca — 40%), quinto dedo
encurvado (clinodactilia)®’. Individuos com SD também apresentam
senilidade prematura, provavelmente relacionada a um dano aos lipidios
de células nervosas'®. Entre as caracteristicas observadas nos individuos
com SD, somente duas ocorrem em praticamente 100% dos casos:
retardo mental e modificagcdes neuropatolégicas idénticas as observadas
em individuos com a Doencga de Alzheimer (em individuos com SD de
mais de 35 anos)®.

Em relacdo a cavidade bucal observa-se palato ogival,
macroglossia associada a hipotonia muscular, lingua fissurada,
prevaléncia reduzida de lesbes de carie e aumentada de doenca
periodontal®®. Também sdo observadas anomalias dentarias como a
presenca de dentes conodides, oligodontia e retardo na erupgao dentaria’’,
microdontia, hipocalcificagcdo dos dentes, fusdo e geminagao dentaria'®.

Pelo fato de individuos com SD manifestarem varias
complicacdes clinicas, é necessario que a anamnese e 0 exame clinico

nesses individuos sejam cuidadosos e detalhados para que o0s
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procedimentos médicos e odontoldgicos a serem realizados nao tragam
danos a saude do paciente.

Especificamente quanto aos procedimentos odontol6gicos
invasivos a serem realizados em individuos com SD, os pacientes com
alteracdes cardiacas devem ser encaminhados ao cardiologista antes do
procedimento para que seja prescrita uma profilaxia antibiética adequada
para se evitar o risco de uma complicagdo como a endocardite®.

Apesar da maior freqUiéncia de disturbios clinicos
importantes, individuos com SD que recebam o mais precocemente
possivel cuidados médicos e odontolégicos adequados, além de
educacao que atenda as suas necessidades especiais, podem ter um
bom desenvolvimento neuromotor e da capacidade de socializacédo, de
forma que eles e seus familiares podem possuir uma boa qualidade de

vida.

2.2 Doenca Periodontal

A Doenca Periodontal (DP) € uma infeccdo de ordem
multifatorial, causada por uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais tendo como fator essencial para seu desenvolvimento a
presenca de bactérias especificas®.

Algumas bactérias tém relacdo direta com a doenca

periodontal como o  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,
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Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema denticola,
entre outras. Essas bactérias iniciam e perpetuam a inflamacao podendo
causar destruicdo no periodonto®™. Além das bactérias, a resposta
imunoinflamatéria € necessaria para determinar o grau de destruicdo dos
tecidos periodontais®.

Além dos periodontopatégenos e da resposta do hospedeiro
o carater multifatorial da DP sofre influéncia de fatores de risco como o
fumo*® e diabetes®®, além de indicadores de risco como stress® e
osteoporose®. Nas doencas de carater multifatorial é dificil quantificar

qual a influéncia de fatores ambientais e de fatores genéticos.

Alguns estudos tém investigado a relacdo de fatores
genéticos com a Doenga Periodontal. Citocinas como a IL-4, IL-6, IL-10,
IL-18 e TNF-a tiveram relacdo positiva ou negativa com a DP
dependendo da populagdo estudada?’:2%47:8487,

Portanto, dependendo do grau de predisposicdo genética a
DP de um individuo, medidas de prevengdao devem ser tomadas o mais

precocemente possivel, evitando assim a instalagdo ou progressao da

doenca.

2.3 Sindrome de Down e Doenca Periodontal

Individuos com  comprometimento intelectual

apresentam higienizagdo bucal precaria, e esse fator € importante para o



30

surgimento da DP. Entretanto, a higienizacado oral precaria ndo é capaz
de isoladamente explicar a destruicdo periodontal severa que ocorre nos
individuos com SD, pois foi observado que a prevaléncia de DP foi maior

em criangas com SD do que em criancas com similar retardo mental 2'%°.

A prevaléncia de DP em adolescentes com SD ¢é de
30% a 40%, sendo que em individuos com idade préxima aos 30 anos a
prevaléncia aumenta para cerca de 100%’°. Cichon et al.'® (1998)
sugeriram que a destruicdo periodontal severa que ocorre nos individuos
com SD é consistente com o padrdao de periodontite agressiva. Varios
periodontopatégenos podem colonizar muito precocemente a cavidade
oral de individuos com SD. Foram detectados por PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) 9 de 10 espécies de periodontopatégenos em
placa subgengival de individuos portadores de SD de 2 a 4 anos de idade,
com significativa diferenca em relacdo ao Controle (sem SD). Vale
acrescentar que Tannerella forsythensis (T.forsythensis), Bacteroides
forsythus (B.forsythus) e Treponema denticola (T.denticola), considerados
importantes na periodontite do adulto, foram encontrados em criancas
com SD desde os 2 anos de idade, sendo que em criangas nao-
sindrdmicas apenas o B. forsythus foi detectado a partir de 8 anos de
idade. A ocorréncia de todas as espécies testadas aumentou
gradualmente com a idade (até 13 anos), mas manteve a prevaléncia

significativamente maior no grupo SD3. Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans (A.a.) estd associado a Periodontite Agressiva e

é considerado importante na periodontite de individuos SD°.

Acredita-se que a progressao da DP em individuos com

SD seja influenciada por fatores enddgenos relacionados ao sistema

imune. Individuos com SD apresentam imunodeficiéncias como:

1)

Quimiotaxia deficiente de neutréfilos**%%3

, relacionada inclusive a
perda de osso alveolar*?;

Menor atividade de fagocitose de Staphylococci por leucécitos®*?;

Desbalanco nas subpopulacdes de linfécitos T, estando a
proporcdo de CD8+ aumentada e a de CD4+ diminuida, inclusive a
de CD4+CD45RA+, o que pode indicar envelhecimento precoce do
sistema imune de individuos com SD°. Aumento na proporgdo de
CD8+ também foi observado em adolescentes com SD (12 a 16
anos), além de maior expressdo de LFA1 nos linfécitos T CD4+ e
CD8+ de individuos com SD, embora tenha sido demonstrada

menor adesao celular a ICAM1% (Figura 1);
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FIGURA 1 - A figura mostra a relacdo de adeséo entre LFA-1 e ICAM-1 e a relacédo
entre uma citocina (ex. IL-10) e seu receptor (Adaptado de Abbas et al., 2003).

4) Ativagdo defeituosa de linfocitos T de individuos com SD
caracterizada pela transducdo de sinal parcial de complexo
TCR/CD3 associada a falha de fosforilagdo de residuos de tirosina

da proteina ZAP-70%;

Considerando-se em conjunto tais peculiaridades do
sistema imune de individuos com SD isso pode contribuir para que
esses manifestem um alto indice de DP quando comparado com

individuos cromossomicamente normais ou com deficiéncia
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|*74° Qutra caracteristica peculiar do sistema imune dos

menta
individuos com SD é a superexpressdao da enzima cobre-zinco-
superéxido-dismutase 1 (CuZnSOD 1), cujo gene esta localizado no
cromossomo 21. Essa enzima converte rapidamente superéxidos em
peréxido de hidrogénio. Devido a trissomia, encontram-se niveis dessa
enzima de 50% a 150% mais elevados quando comparados ao
controle. Esses altos niveis sao capazes de provocar nos
polimorfonucleares (PMN) drastica reducdo de superoéxidos,
diminuindo a capacidade dessas células agirem contra

microrganismos que requeiram estritamente superéxidos para serem

destruidos®’.

2.4 Imunogenética

z

E crescente o niumero de publicacbes cientificas que
investigam o envolvimento imunogenético da DP em individuos
normais®*6284997 Em relacdo & DP que acomete individuos com SD,
observa-se que as publicagdes cientificas enfocam mais o papel de
enzimas como as metaloproteinases (MMPs), que sado as principais
enzimas que atuam na degradacéo tecidual®**’. Apesar de tais estudos
contribuirem muito para a elucidacdo da etiopatogénese da DP, é
importante também investigar o papel de citocinas, seus receptores e vias

de sinalizacao intracelular na DP.
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O papel de algumas citocinas reconhecidamente
importantes na DP, como a Interleucina 10 (IL-10), ainda nao foi
investigado em individuos com SD. O mesmo se aplica a outros genes
envolvidos no mecanismo efetor da IL-10, como receptores e moléculas
de transdugado do sinal ao nucleo celular que atuam na expressao de
outros genes, que também participam do intrincado mecanismo de

resposta imune.

A IL-10 é produzida principalmente por macrofagos e
atua como um potente inibidor de macréfagos ativos, sendo assim um
excelente regulador de feedback negativo. Os macrofagos secretam
citocinas como a IL-12 e TNF que aumentam a ativagao de células T e da
imunidade mediada por células. Como a IL-10 inibe a funcdo dos
macrofagos ativados, ela colabora para o retorno do sistema imune ao
estado de repouso a medida que a infeccdo bacteriana vai sendo
erradicada’. A IL-10 também atua como ativadora de linfécitos B,
estimulando tanto a proliferacdo quanto a diferenciacdo dos mesmos.
Yamamoto et al.'® (1997) analisaram a produgéo de citocinas em tecidos
gengivais inflamados e observaram a expressdo de RNA mensageiro
(RNAm) da IL-10, juntamente com interferon-y (IFN-y), interleucina 6 e 13
(IL-6 e IL-13). Como havia predominancia das citocinas derivadas de
células Th2, os autores sugeriram que estas poderiam contribuir na
inducao de respostas mediadas por células do tipo B nos sitios doentes.

Acredita-se que em uma condicao inflamatéria ocorra um desbalanco
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entre a resposta Th1 e Th2, mas ainda ndo se sabe precisar o real papel

de cada uma na DP®".

Cada molécula que compde o sistema imune é
regulada por uma intrincada rede de comunicacdo entre citocinas®. O
estudo da cinética da doenca pode mostrar diferentes padrbes de
ativacao e inibicao de citocinas e enzimas durante a evolugdo da doenga.
Assim, ainda ha muitas questdes a serem elucidadas, principalmente no
que se refere a DP em individuos com SD, os quais apresentam

particularidades no seu sistema imune.

Pelo fato de a resposta imune ocorrer mediante a
ligacdo das citocinas aos seus receptores na superficie das células, é
valido investigar também a expressdao dos receptores da IL-10. Os
receptores da IL-10 pertencem ao tipo Il, caracterizados por possuirem
dois dominios extracelulares com cisteinas conservadas'. A IL-10 tem
dois receptores: IL10R-a (OMIM 146933) cujo gene esta localizado no
cromossomo 11g23.3; e IL10R-B (OMIM 123889) cujo gene esta

localizado no brago longo do cromossomo 21 (21q)"*.

Considerando que a citocina IL-10 liga-se a
receptores do tipo Il, 0 mecanismo pelo qual ocorre a transdugao do sinal
que desperta respostas especificas nas células-alvo é mediado pela via

JAK/STAT, ou seja, envolve uma enzima chamada Janus-quinase 1 (JAK-
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1) e o fator de transcricdo STAT-3 (Transdutor de Sinal e Ativador da

Transcrigdo)’.

Quando a citocina IL-10 se liga ao dominio
extracelular do receptor IL10R-a (ou IL10R1) forma-se uma associacao
do IL10R2 com o IL10R1 gerando um complexo entre esses receptores
da IL-10 (Figura 2). Isso da inicio a cascata de eventos de transducéo de
sinal que inclui a fosforilacdo de JAK-1 (associada ao IL10R1 no dominio
citoplasmatico). Essa Kinase entdo fosforila residuos especificos de
tirosina (Y) no dominio intracelular da cadeia IL10R1. Uma vez
fosforilados esses residuos de tirosina servem como sitios de ancoragem
para o fator de transcricdo latente STAT-3. A proteina STAT-3 torna-se
ativada e se dissocia do receptor IL10R1 ligando-se a outra molécula
STAT-3. Os dimeros STAT-3 migram para o nucleo da célula e se ligam
as sequéncias de DNA (SBE, elemento ligante de STAT) nas regides
promotoras de genes responsivos a IL-10, e ativam a transcricdo desse
gene. Um desses genes, o SOCS3, € um membro de uma familia de
genes que produzem proteinas que inibem a sinalizagdo dependente de
JAK/STAT. A habilidade de IL-10 em rapidamente produzir a expressao
de SOCS-3 pode explicar, ao menos em parte, como a IL-10 inibe a
inducdo de muitos genes (como a IL-1 e TNF-a) em mondcitos'?2.
Recentemente, foi observado que camundongos com o gene Socs3

inativo que apresentavam artrite reumatoide tiveram seus macrofagos
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hiper-responsivos a IL-1 e concluiu-se que SOCS-3 é um regulador

negativo importante em artrite inflamatéria aguda dependente de IL-1'%.

FIGURA 2 - Sinalizagao da citocina IL-10 pela via JAK/STAT. A citocina IL-10 se
liga ao receptor IL1I0R1 dando inicio a cascata de eventos de transdugdo de sinal que
inclui a fosforilacdo de JAK-1 e conseqiiente fosforilacdo dos residuos de tirosina
(Y) no receptor IL10R1 que servem como sitios de ancoragem para o STAT-3 que
torna-se ativada e se dissocia do receptor IL10OR1 ligando-se a outra molécula STAT-
3. Os dimeros STAT-3 migram para o nticleo da célula e se ligam as seqiiéncias de
DNA nas regides promotoras de genes responsivos a IL-10, e ativam a transcri¢do
desse gene. Que neste exemplo é o gene SOCS3 (Donnelly et al.®, 1999).

Foi demonstrado em monécitos humanos que IL-10

inibiu a expressao dos genes /P10 (proteina 10 induzivel por interferon
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gama) e ICAM1 (molécula de adesdo intercelular 1)*'. Esses genes sdo
induzidos por Interferon (IFN-a e IFN-y) que utilizam a STAT-1 como
molécula transdutora de sinal ao nucleo e que se liga na seqiéncia SBE
(ou GAS - seqUéncia ativadora de interferon gama) presente no promotor
dos citados genes IP10 e ICAM1*'. Portanto, a IL-10 pode diretamente
inibir a expressao de genes induzidos por IFN-a e IFN-y por meio da
supressdao da fosforilacdo de STAT-1. Isso pode ocorrer devido a

habilidade da IL-10 em induzir a expressdo de SOCS-3%'.

E relevante acrescentar a importancia das proteinas
IP-10 e ICAM-1 no sistema imune. A IP-10 € uma citocina quimiotatica
(quimiocina) para mondécitos e linfécitos T, promove adesao de linfécitos T
a células endoteliais e atua como um potente inibidor de angiogénese in
vivo. Mais recentemente a IP-10 tem sido chamada CXCL-10, pois na
composicao de aminoacidos da estrutura protéica do ligante (L) 10, ha
dois residuos conservados de cisteina (C) separados por um Unico
aminoacido qualquer (X), dai o termo CXCL-10 (OMIM 147310). No que
se refere a ICAM-1, esta é uma molécula de adesao intercelular cuja
principal fungéo é ligar-se a linfécitos T que expressam em sua superficie

a LFA-1 (antigeno 1 associado a funcéo de linfécitos)' (OMIM 147840).

Até o momento ndo foi encontrada na literatura
nenhuma pesquisa investigando expresséo diferencial em individuos com
SD do gene IL10, seus receptores, moléculas transdutoras de sinal e

fatores de transcricdo que influenciam a expressao de genes responsivos
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a IL-10. Acredita-se que este trabalho podera contribuir com valiosas
informagbes sobre peculiaridades do sistema imune de individuos com

SD.



Proposigdo
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3 Proposicao

Investigar a expressdo dos genes [L10, IL10RA,
IL10RB, JAK1, STAT3, SOCS3, IP10 e ICAM1 em individuos com
Sindrome de Down (SD) que apresentam ou nao Doenca Periodontal.
Esses dados serdo comparados com os obtidos de individuos nao

Sindrémicos com e sem DP.



Material e método
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4 Material e método

4.1 Delineamento do Estudo e Selecao da Casuistica

Constituiu-se a casuistica deste estudo o total de 80
individuos divididos nos seguintes grupos com 20 individuos cada:
1) Grupo Sindrome de Down com Doenca Periodontal (SDcDP)
2) Grupo Sindrome de Down sem Doenca Periodontal (SDsDP)
3) Grupo Controle (nado-sindrébmicos) com Doenca Periodontal
(CcDP)
4) Grupo Controle (nao-sindrébmicos) sem Doenca Periodontal
(CsDP)

Os individuos com Sindrome de Down e individuos
nao sindrémicos selecionados foram de ambos os géneros e qualquer
etnia com idade a partir dos 6 anos. Os individuos do grupo SD foram
selecionados fazendo-se esforcos para parear idade seguida do género.
Desta forma essas variaveis teriam menor influéncia na comparagédo da
expressao génica entre os grupos.

Os individuos com SD foram selecionados na Clinica de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
FOAr/UNESP e na Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais
(APAE) de Araraquara e regido. Individuos n&o-sindromicos foram
selecionados de acordo com a faixa etaria nas Clinicas de

Odontopediatria, Periodontia e Cirurgia da FOAr/UNESP.
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Todos os individuos selecionados para compor a
casuistica deste estudo tiveram seu histérico médico e odontolégico
avaliados sendo considerados o0s seguintes critérios de exclusao:

V' Individuos institucionalizados;

V' Pacientes SD do tipo mosaico;

\ Pacientes SD sem autorizacdo do cardiologista para realizagéo
de procedimento odontolégico mais invasivo (ex: exodontia,
gengivectomia)

\ Histéria de antibioticoterapia, uso de antiinflamatérios e/ ou de
imunossupressores nos ultimos 3 meses;

\  Histéria de tratamento periodontal nos ultimos 6 meses;

\ Histéria de diabetes, alteracdo sistémica ou alguma doenca
infecciosa.

\  Pacientes fumantes

Para que um individuo fosse selecionado para este
estudo, além de atender aos critérios de exclusdo, o mesmo deveria
apresentar uma area passivel de coleta de tecido gengival, ou seja,
deveria haver indicagdo clinica para realizagdo de exodontia,
gengivectomia ou outro procedimento clinico em que a coleta de um
fragmento gengival n&o infringisse principios éticos.

Apos explicar de maneira acessivel, os objetivos da
pesquisa aos individuos selecionados e seus responsaveis, obtendo a

colaboragdo dos mesmos, estes foram convidados a assinar o termo de
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consentimento livre e esclarecido (TCLE) que foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos — CEP da Faculdade de

Odontologia de Araraquara — UNESP, protocolo n°79/04 (Anexo 1).

4.2 Exame Clinico Periodontal

Cada sujeito participante desta pesquisa foi
submetido a um exame periodontal realizado por meio de secagem prévia
da regido a ser examinada com jato de ar, utilizando uma sonda
periodontal milimetrada tipo Williams, espelho plano e pinga clinica
devidamente esterilizados®'.

Os exames foram executados por um examinador
previamente treinado, o qual realizou 0 exame periodontal em todos os
dentes presentes na cavidade bucal. Os parametros clinicos de
profundidade de sondagem e nivel de insercao clinico (NIC) foram
examinados em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mésio-lingual, lingual e disto-lingual) de cada dente, além de sangramento

a sondagem.

Os seguintes critérios clinicos periodontais foram
utilizados para classificar os individuos em:
o Sem Doencga Periodontal: individuos sem sinais clinicos de

doenca periodontal, tendo como caracteristicas: auséncia de
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sangramento marginal, profundidade de sondagem e NIC <
3mm.

o Com Doenca Periodontal: individuos com pelo menos 3 sitios
ndao adjacentes apresentando sangramento a sondagem,

profundidade de sondagem e NIC > 3mm.

4.3 Anadlise da Expressao Genética

4.3.1 Obtencao de tecido gengival

No caso de individuos (SD ou Controle) pertencentes
aos grupos com DP foi coletado tecido gengival de area inflamada e do
grupo sem DP o tecido gengival foi obtido de area néao inflamada.

Um fragmento de gengiva de aproximadameste 2 mm
foi coletado durante o tratamento odontolégico dos individuos
selecionados e mergulhado imediatamente em Trizol (Invitrogen, Aukland,
Nova Zelandia) (1 ml/mg de tecido). O microtubo contendo o fragmento de
gengiva em Trizol foi mantido em gelo até ser levado ao laboratério para

ser armazenado a —80°C.

4.3.2 Obtencao de RNA Humano
No momento de extrair o RNA do tecido gengival, o

microtubo foi mantido em gelo para permitir o descongelamento do tecido
e do Trizol. Fora do gelo, o tecido foi macerado com pistilo de vidro no
proprio microtubo com Trizol para facilitar a extragdo do RNA. Para cada 1

ml de Trizol foi acrescentado 0,2 ml de cloroférmio (J.T.Baker, Cidade do
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México, México) e apds agitar em vortex por 15 segundos, o microtubo foi
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foi
centrifugado a 14.000 rpm a 4°C por 15 minutos. Apés a centrifugacao, o
conteudo do microtubo apresentou 3 fases: uma inferior résea que
contém o fenol/guanidina isotiocianato/cloroférmio; uma fase intermediaria
esbranquicada e uma fase superior aquosa que contém o RNA. A fase
aquosa foi transferida com micropipeta para um novo microtubo onde foi
acrescentado 0,5 ml de isopropanol (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil)
com o intuito de precipitar o RNA. A mistura no microtubo foi
homogeneizada (levemente por inversao), incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Ap6s a centrifugacdo foi observado um pellet de RNA no fundo do
microtubo com  aparéncia branco-gelatinosa. Descartou-se 0
sobrenadante (isopropanol) de forma cuidadosa e acrescentou-se 1 ml de
etanol 75% (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil). Apds leve
homogeneizacdo do microtubo, este foi centrifugado a 7.500 rpm por 5
minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante (etanol) de forma cuidadosa
e, com o microtubo aberto, permitiu-se que resquicios de etanol
evaporassem a temperatura ambiente, sem no entanto deixar o pellet
secar completamente. O pellet de RNA foi ressuspenso em 20 a 50 pl de
agua ultrapura tratada com DEPC (BioAgency, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil) por meio do up-&-down com micropipeta. O microtubo foi incubado

a 55°C por 10 minutos.
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Uma aliquota de RNA (2 pl) foi dissolvida em 98 pl de
agua-DEPC para realizar a quantificacdo do RNA em espectrofotdmetro
(Biophotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Também foi analisada
a pureza do RNA de cada amostra, por meio da razdo entre a
absorbancia a 260 nm (acidos nucléicos) e 280 nm (proteinas), ou seja,

Az60/280-

4.3.3 Reacoes de Transcricao Reversa

Foi sintetizado o DNA complementar (cDNA) de todas
as sequéncias génicas expressas no tecido gengival coletado por meio da
transcricdo reversa utilizando Oligo dT e o kit SuperScript Il First-
Strand Synthesis Super Mix (Invitrogen).

Em um microtubo de 0,2 ml o volume de RNA
correspondente a concentragdo de cerca de 350 ng foi acrescido de 1 pl
de Oligo dT, 1 ul de Annealing Buffer e agua-DEPC até o volume final de
8 ul. A reagédo foi incubada a 65°C por 5 minutos. Em seguida, o
microtubo foi mantido em gelo por 1 minuto, onde foi acrescentado 10 pl
do Mix da Reacéo First-Strand e 2 ul do Mix das enzimas SuperScript I/
RNAseOUT. A reacgéo foi incubada a 50°C por 50 minutos, seguido por
85°C por 5 minutos. Assim foi obtido um volume final de 20 pl de cDNA
que foi armazenado em freezer -80°C até sua utilizacao para as reagdes

de amplificagdo por PCR (reacao em cadeia da polimerase).
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4.3.4 Reacoes de PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

As reacoes de PCR para amplificar o cDNA referente
a cada gene a ser investigado foram realizadas utilizando um par de
primers especifico que foi desenhado no Primer Express 3 do SDS 7500
(anexo 2) e o Kit Power Sybr® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, S&o Paulo, S&do Paulo) no aparelho Real Time PCR SDS
7500 (Applied Biosystems — obtido através do Projeto Multiusuarios
FINEP n°5085/06).

A investigacdo da expressdo genética foi realizada
por meio da quantificacdo relativa pelo método de comparagcdo de Ct
(Threshold cycle) de cada gene alvo de investigacdo com o0 gene
constitutivo B-actina como normalizador (controle enddégeno) da reagéao.
As reagbes de PCR foram realizadas em microplacas de maneira a
amplificar em um poco um gene de cada vez, ou seja, foi realizado o
método singleplex, em que se amplifica em um pogo ou o gene alvo ou o
gene da B-actina de acordo com a utilizacdo dos primers especificos. O
PCR em Tempo Real utilizando o sistema SYBR Green realiza as reagbes
de amplificacdo e promove a deteccdo da expressdo génica na amostra
por meio da fluorescéncia que é emitida quando o SYBR esté intercalado
a fita dupla de DNA recém-formada. A quantificagdo da expressdo do
gene alvo, objetivo da investigacao desta pesquisa é relativa a expressao
do gene constitutivo, neste caso, o gene da B-actina. Em cada microplaca

incluiu-se uma amostra de cada um dos quatro grupos que foi investigada
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em duplicata para cada um dos genes IL10, IL10RA, IL10RB, JAKT,
STAT3, SOCS3, IP10, ICAM1 e ACTB (B-actina). Além disso, havia na
placa o controle positivo da reagédo de amplificagdo e o controle negativo
(agua ao invés de cDNA).

As condicdes de reacdo de PCR para cada gene de
interesse foram otimizadas com relacdo a concentracdo de primers,
auséncia da formacdo de dimeros (primer-dimer) e eficiéncia de
amplificagdo do gene alvo. Inicialmente foi necessério verificar qual a
concentragao ideal de cada par de primers que seria utilizado nas reacdes
de qRT-PCR. Foram testadas as concentragdes de 100, 300 e 500 nM.
Constatou-se que a concentragdo ideal de todos os primers a serem
investigados neste estudo foi de 500 nM. Em seguida, foi necessario
determinar a eficiéncia de amplificagdo de cada gene. Para isso foi
realizada a titulagdo de uma amostra de cDNA de tecido gengival nas
seguintes concentragdes: 50, 10, 2, 0,2 e 0,05 ng, tendo sido escolhida a
concentragdo de 10 ng de cDNA mediante a observagdo das curvas de
eficiéncia.

A ciclagem térmica aplicada foi: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a
60°C. Um ciclo final com temperatura crescente de 60 a 95°C (2°C/min)
teve a fluorescéncia do produto da PCR medida a cada 15 segundos e
esses dados foram empregados para a obtencdo de uma curva de

dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para a analise da
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especificidade de amplificacdo. Os resultados foram analisados com base
no valor de Cr, que foi definido apds o término da reacao.

Para realizar as reagbes qRT-PCR de toda a
casuistica foram necessarias 20 microplacas. Ao final, foi necessario
analisar os resultados de todas elas em conjunto. Para isso foi utilizado o
programa Microsoft Excell (versédo 2000) contendo os calculos estatisticos
(algoritmos) iguais aos presentes no programa Relative Quantification
(ddCt) Study do termociclador em Tempo Real da Applied Biosystems, o
SDS 7500, versao 1.3. O referido programa, conhecido como RQ Study
analisa simultaneamente somente dez microplacas. Por esse motivo, 0
programa Microsoft Excell foi utilizado para analise das 20 microplacas
simultaneamente a partir dos algoritmos descritos no User Bulletin,
Subject: Relative Quantification (RQ) algoritms in Applied Biosystems
Real-Time PCR Systems Software’. De forma simplificada, a andlise
consistiu em, apés normalizar os resultados, ou seja, descontar o Ct
obtido do gene constitutivo do Ct de cada gene alvo de cada amostra

(ACt), foram realizadas comparagdes dos resultados entre os diferentes

grupos (AAGt), pois a quantificacéo € relativa. O valor final da analise foi

obtido da equagao: 2 A%,

*Applied Biosystems. Guide to performing relative quantitation of gene

expression using Real-Time quantitative PCR.
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4.4 Analise Estatistica dos Resultados

A Doencga Periodontal e a Sindrome de Down foram
consideradas variaveis independentes, influenciando ou ndo a expressao
dos genes IL10, IL10RA, IL10RB, JAK1, STAT3, SOCS3, IP10 e ICAM1,
consideradas variaveis dependentes.

De acordo com a proposicdo deste trabalho, as
hip6teses testadas foram:

e Se a Sindrome de Down influencia a expressado dos genes
Ho: A Sindrome de Down ndo exerce influéncia sobre a expressao dos
genes
Hi: A Sindrome de Down exerce influéncia sobre a expressao dos genes
e Se a Doenca Periodontal influencia a expressao dos genes
Ho: A Doenga Periodontal ndo exerce influéncia sobre a expressédo dos
genes
Hi: A Doenca Periodontal exerce influéncia sobre a expressao dos genes
e Se a Sindrome de Down associada a Doenca Periodontal
influenciam a expressao dos genes
Ho: A Sindrome de Down associada a Doenca Periodontal ndo exerce
influéncia sobre a expressao dos genes
Hi: A Sindrome de Down associada a Doenca Periodontal exerce
influéncia sobre a expressao dos genes
Os dados foram avaliados quanto a sua distribuigao.

Por ndo apresentarem aderéncia a curva de normalidade, utilizou-se o
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teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis associado ao método de Student-
Newman-Keuls, por meio do programa BioEstat v.4.0 (UFPA, MCT,
CNPq, Belém, PA, Brasil) para verificar diferencas entre os genes na
analise de um grupo em relagcdo a um calibrador. Para identificar e/ou
confirmar diferencas na expressao genética foi utilizado o teste de Mann-
Whitney (comparagdes 2 a 2). A andlise estatistica foi realizada ao nivel

de significacia de 5% (a = 0,05).
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5 Resultado

5.1 Casuistica, obtencao do RNA e padronizacao de qRT-PCR

individuos

incluidos

neste estudo
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foram

classificados quanto a presencga ou auséncia da SD e DP e subdivididos

em quatro grupos. Dentro de cada grupo esses individuos foram

organizados quanto ao género e suas respectivas idades (Quadro 1).

Quadro 1 - Casuistica subdividida nos diferentes grupos especificada por

género e idade

Grupos
Género SDcDP SDsDP CcDP CsDP
(n=20) (n=20) (n =20) (n=20)
Feminino (F) 06 11 11 10
Masculino (M) 14 09 09 10
26 (F) 06 (F) 34 (F) 15 (F)
Idade e Género 15 (F) 06 (F) 19 (F) 20 (F)
28 (F) 07 (F) 31 (F) 27 (F)
30 (F) 13 (F) 27 (F) 36 (F)
32 (F) 16 (F) 31 (F) 40 (F)
36 (F) 12 (F) 47 (F) 45 (F)
33(M) 07 (F) 34 (F) 22 (F)
30 (M) 12 (F) 60 (F) 30 (F)
31 (M) 08 (F) 39 (F) 28 (F)
37(M) 07 (F) 26 (F) 29 (F)
33 (M) 14 (F) 42 (F) 20 (M)
25 (M) 07 (M) 47 (M) 24 (M)
25 (M) 11 (M) 41 (M) 13 (M)
32 (M) 23 (M) 52 (M) 06 (M)
40 (M) 29 (M) 54 (M) 04(M)
20 (M) 14 (M) 61 (M) 06 (M)
28 (M) 20 (M) 47 (M) 9 (M)
34 (M) 06 (M) 37 (M) 10 (M)
38 (M) 10 (M) 57 (M) 13 (M)
39 (M) 12 (M) 40 (M) 14 (M)
Média (+ DesvPad) 30,6 + 6,34 12+6,18 41,3+11,7 |20,5+11,7
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Obteve-se uma porcentagem um pouco maior de
individuos do género masculino (52,5%) em relacao ao feminino (47,5%).
A faixa etaria dos individuos com SD foi de 6 a 40 anos. Essa amplitude é
justificavel pelo desenho experimental deste estudo que incluiu dois
grupos de individuos com SD (um com DP e outro sem DP). Era esperado
qgue individuos com SD e com DP fossem mais velhos (30,6 anos em
média) que aqueles que nao tivessem desenvolvido DP (12 anos em
média). O grupo CcDP teve a média de idade de 41,3 anos em
comparacao a do grupo SDcDP (30,6 anos), enquanto no grupo CsDP a
média de idade foi de 20,5 anos e no grupo SDsDP a idade média foi de

12 anos.

O rendimento médio de RNA total foi de 43,07 ng por
mg de tecido gengival, com pureza média de 1,88. Na padronizagao de
cada par de primers utilizado neste estudo obtiveram-se curvas de
dissociacdo com somente um pico indicando a amplificacéo especifica do
respectivo gene alvo (Figuras 3 e 4). Constatou-se que a concentracao
ideal dos primers foi de 500 nM e que a concentracdo de 10 ng de cDNA
era a ideal para ser utilizada nas reacées de gRT-PCR, mediante a
observacdo das curvas de eficiéncia (Figura 5). As eficiéncias de
amplificagdo obtidas foram: 97% (gene IL10RA), 99% (gene JAKT) e
100% (genes ACTB, IL10, IL10RB, STAT3, SOCS3, IP10 e ICAMT),

permitindo a utilizacdo de gRT-PCR para investigacdo da expressao
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2 -AACt

génica nas amostras de gengiva e a utilizacdo da equacéo: para

analise dos resultados.

ACTB

FIGURA 3 - Curvas de dissociacdo do gene constitutivo ACTB (B-actina) mostrando um
Unico pico referente ao Tm do respectivo amplicon, o que comprova a especificidade do
par de primers.
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ILIo ILI0RA
ILIORB JAK]
STAT3 SOCS3
P10 ICAMI

FIGURA 4 - Curvas de dissociagdo dos genes alvo mostrando um Unico pico referente
ao Tm do respectivo amplicon, o que comprova a especificidade do par de primers.
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Slope= -3,319
Eficiéncia= 100%

ACTB

FIGURA 5 - Curva padrao para verificacdo da eficiéncia de amplificagdo por PCR em
Tempo Real utilizando o par de oligonucleotideos do gene constitutivo ACTB (B-actina) e
diferentes quantidades de cDNA (50, 10, 2, 0,2, 0,05 ng). A eficiéncia de amplificagédo é
determinada pela fungéo: Efic = 10 ("s°P®) 1.

Para analise da expressao génica pelo método de
comparacéo de Cr, ap6s a normalizagao dos resultados (descontar o Ct
obtido do gene constitutivo do Ct de cada gene alvo de cada amostra)
onde se obteve o ACt, foram realizadas comparagdes dos resultados
entre os diferentes grupos (pois a quantificacdo é relativa), gerando o
AACt. Por exemplo: Para saber a expressdo do gene /L10 no grupo
SDcDP (ACt=10,1881) em relacdo ao grupo SDsDP (ACt=11,0443), foi

realizado o célculo:
AACt (SDcDP — SDsDP) = 10,1881 - 11,0443

AACt (SDcDP — SDsDP) = -0.8562
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Nesse exemplo, o grupo SDsDP é chamado de calibrador,

pois a expressao sera relativa a obtida nesse grupo. No presente estudo,

houve a possibilidade de determinarem-se calibradores diferentes

dependendo da forma de se avaliar os dados. Isso foi feito como

apresentado a seguir:

a)

Grupo A - B (SDcDP - SDsDP): neste grupo foi avaliado se a
Doenca Periodontal faz diferenca na expressao génica de

individuos que apresentam Sindrome de Down;

Grupo A — C (SDcDP — CcDP): foi avaliado se a Sindrome de
Down interfere na expressdao génica de individuos com Doenca

Periodontal;

Grupo B — D (SDsDP — CsDP): foi avaliado se a Sindrome de
Down interfere na expressao génica de individuos com periodonto

saudavel (sem Doenca Periodontal);

Grupo C — D (CcDP — CsDP): foi avaliado se a Doencga Periodontal
faz diferenca na expressao génica de individuos ndo portadores da

Sindrome de Down (pertencentes ao grupo Controle);

Grupo A+B — C+D [(SDcDP+SDsDP) — (CcDP+CsDP)]: foi avaliado
se a Sindrome de Down faz diferenca na expressdo génica em
comparagdo a individuos cromossomicamente  normais,

independente da presenca de Doenca Periodontal;
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f) Grupo A+C — B+D [(SDcDP+CcDP) — (SDsDP+CsDP)]: foi avaliado
se a presenca da Doenca Periodontal faz diferenga na expressao
génica dos individuos, independente de serem portadores ou nao

da Sindrome de Down.

Com os valores obtidos de AACt calcula-se a
expressdo relativa por meio da equagdo: 2 “*“. Seguindo o exemplo
anterior onde AACt (SDcDP — SDsDP) = -0.8562, a expressao relativa
serg: 2 ~ (0-8%62) _ p+0.8%2 _ 1 81 |sso significa que individuos com SDcDP
tém 1,81 vezes a expressao do gene /L10 em relagdo ao calibrador
(SDsDP). Convencionando-se o calibrador com uma expressao de IL10
de 100%, o grupo SDcDP tem uma sobre expressao de 81% em relagéo
ao calibrador. Esse valor de 1,81 é chamado de RQ (relative
quantification), e é o valor médio ponderado obtido para o grupo, levando-
se em consideracdo o numero de placas envolvido no estudo e a
variabilidade estatistica entre placas do mesmo grupo (teste t de Student)
de acordo com os algoritmos do RQ Study*. Para cada valor de RQ

obteve-se também o valor de RQ minimo e RQ maximo, indicando os

valores extremos de expressao relativa identificados em cada grupo.

5.2 Analise da expressao génica de SDcDP em relacao a SDsDP
Analisando a expressao dos individuos SDcDP em
relacdo ao grupo SDsDP (calibrador), ou seja A — B, observou-se que ha

uma sobre expressdo dos genes IL10 (81%), IL10RA (152%), JAK1
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(214%), SOCS3 (92%), IP10 (23%) e ICAM1 (95%), enquanto 0s genes
IL10RB (46%) e STAT3 (14%) tiveram diminuicdo de expressao em

relacdo ao (grupo) calibrador (Figura 6).

Grupo A-B

2 -AACt
5,00
4,00

IL10 IL10RA IL10ORB JAK1 STAT3 SOCS3 IPI10 ICAM1

FIGURA 6 - Comparacdo da expressdo genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STAT3, SOCSS3, IP10 e ICAM1 do grupo SDcDP em relagdo ao grupo SDsDP
(calibrador).

Para verificar se existiam diferengas estatisticamente
significantes da expressao génica entre os diferentes genes do grupo
SDcDP (em relagéo ao grupo SDsDP), submeteram-se os valores obtidos
de RQ (quantificagdo relativa = 2**“Y) ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. O teste foi realizado adotando-se um intervalo de
confiangca de 95%, o que significa um erro a = 0,05. Obtiveram-se o0s

seguintes resultados (Quadro 2).
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Quadro 2 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre
os diferentes genes na analise SDcDP em relagdo a SDsDP

Genes | IL10 | IL10ORA | IL10RB JAKA1 STATS3 SOCS3 | IP10 ICAM1
IL10 - ns p=0,022 | p=0,031 ns ns ns ns
IL10RA - p=0,0007 ns p=0,019 ns ns ns
IL10RB - p<0,0001 ns p=0,035 | p=0,032 | p=0,010
JAKA1 - p=0,0005 | p=0,020 | p=0,021 ns
STAT3 - ns ns ns
SOCS3 - ns ns
IP10 - ns
ICAM1 i

ns= nao significativo, ou seja, p>0,05 (teste Kruskal-Wallis).

Analisando os resultados apresentados na Figura 6 e
no Quadro 2, nota-se que individuos com SDcDP expressam quase o
dobro de /IL710 (0,81 vezes em relacdo a SDsDP), juntamente com uma
alta expresséo do receptor IL10RA, mas que, em contraste, a expressao
de IL10RB esta significativamente menor do que a de /IL10 e IL10RA.
Além disso, destaca-se a expressao de JAK7 como a maior em relagéo
ao calibrador e em comparacdo com 0s outros genes investigados,
mostrando expressao significativamente diferente de todos os genes
exceto IL10RA e ICAM1. No grupo SDcDP, STAT3 apresentou sub
expressdao em relaggo a SDsDP, mas SOCS3, IP10 e ICAM1
apresentaram superexpressdo, sem no entanto diferirem estatisticamente
entre si. Portanto, comparando individuos com SD, os resultados
indicaram que no contexto da inflamagao causado pela DP houve maior
expressao do gene IL10, do seu principal receptor (IL10RA), de JAKT,

além dos genes SOCS3, IP10 e ICAM1, os quais pareceram realmente

ser responsivos a IL10.
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5.3 Analise da expressao génica de SDcDP em relacao a CcDP

Por meio da comparagdo do grupo SDcDP em relacao ao grupo
CcDP (calibrador), ou seja A — C, observou-se uma sutil sobre expresséao
somente de dois genes: IL10RB (24%) e JAK1 (12%) (Fig 7). Portanto
foram sub expressos os genes IL10 (81%), IL10RA (24%), STAT3 (31%),
SOCS3 (87%), IP10 (57%) e ICAM1 (73%), indicando que individuos com
SD manifestam uma resposta imune deficitaria no controle da inflamagao
em comparacao a individuos nao-sindrémicos em que ambos apresentam

DP.

Grupo A-C
2 -AACt

2 4

1,5 4

LR L L

IL10  IL10RA IL10RB JAK1 STAT3  SOCS3 IP10 ICAMI

FIGURA 7 - Comparacdo da expressdo genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STAT3, SOCS3, IP10 e ICAM1 do grupo SDcDP em relagdo ao grupo CcDP
(calibrador).
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Quadro 3 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre

os diferentes genes na analise SDcDP em relagéo a CcDP

Genes |IL10 | IL10RA | IL10RB | JAK1 STAT3 | SOCS3 |IP10 | ICAM1
IL10 - p=0,017 | p=0,017 | p=0,008 | p=0,021 ns ns ns
IL10RA - ns ns ns p=0,001 ns | p=0,009
IL10RB - ns ns p=0,001 ns | p=0,009
JAK1 - ns p=0,0004 | ns | p=0,004
STAT3 - p=0,001 ns | p=0,011
SOCS3 - ns ns
IP10 - ns
ICAM1 -

No Quadro 3, pode-se verificar que a sub expresséo
de IL10 é estatisticamente significativa em relacao a IL10RA, IL10RB,
JAK1 e STAT3, enquanto que houve correspondéncia entre a baixa
expressao de IL10, SOCS3, IP10 e ICAM1. Esses dados indicam que
individuos com SD manifestam uma resposta imune deficitaria no controle
da inflamacéao, dada pela sub expressdao de IL710 (acado principalmente
antiinflamatéria) assim como de genes responsivos a IL10 (SOCS3, IP10
e ICAMT). Um fato interessante foi, em comparacao a expressao de /L 10,

a elevada expressao de seus receptores e de JAK/STAT.

5.4 Analise da expressao génica de SDsDP em relacao a CsDP
Analisando a expressado do grupo SDsDP em relagdo ao

grupo CsDP (calibrador) observou-se uma maior expressdo do gene

IL10RB (92%). A expressao do gene STATS3 foi ligeiramente (1%) maior

que a do calibrador. Os genes IL10 (73%), ILT0RA (21%), JAKT (29%),
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SOCS3 (74%), IP10 (23%) e ICAM1 (70%) expressaram menos em

relacdo ao calibrador (Figura 8).

5 “MACt GrupoB-D
2,5 -
2
1,5
.
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0.
IL1I0  ILIORA ILIORB  JAKI STAT3 SOCS3  IPI0 ICAMI

FIGURA 8 - Comparacao da expressao genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STAT3, SOCSS, IP10 e ICAM1 do grupo SDsDP em relagao ao grupo CsDP
(calibrador).

Quadro 4 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre
os diferentes genes na analise SDsDP em relagdo a CsDP

Genes IL10 | IL10RA | IL10RB | JAK1 | STAT3 | SOCS3 | IP10 ICAM1
IL10 - ns p=0,001 ns 0,049 ns ns ns
IL10RA - ns ns ns ns ns ns
IL10RB - ns ns p=0,002 ns p=0,001
JAKA1 - ns ns ns ns
STAT3 - ns ns ns
SOCS3 - ns ns
IP10 - ns
ICAM1 -
ns= nao significativo, ou seja, p>0,05 (teste Kruskal-Wallis).
Nos individuos SD em comparagdo aos

cromossomicamente normais, ambos sem DP, foi possivel notar um
padrao semelhante ao de A — C (SDcDP — CcDP) para a expressao dos
genes IL10, IL10RA, SOCS3, IP10 e ICAM1 (Figuras 7 e 8). Esse fato
parece indicar que independentemente da presenca da DP a resposta

imune dos individuos com SD se mostra semelhante.



67

5.5 Analise da expressao génica de CcDP em relacao a CsDP

Ao analisar a expressao dos individuos CcDP em relacéo
ao grupo CsDP (calibrador) observou-se uma maior expressdo de todos
0s genes com excecao do gene da IL10RB (sub expressdo em 16%).

Portanto os genes IL10 (157%), IL10RA (162%), JAK1 (98%), STAT3

(26%), SOCS3 (288%), IP10 (123%) e ICAM1 (119%) tiveram
superexpressdo em relacédo ao calibrador.
p A Grupo C-D
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FIGURA 9 - Comparagdo da expressdo genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STATS3, SOCS3, IP10 e ICAM1 do grupo CcDP em relagdo ao grupo CsDP
(calibrador).

Quadro 5 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre
os diferentes genes na analise CcDP em relagédo a CsDP

Genes | IL10 [ IL10RA | IL10RB | JAK1 | STAT3 | SOCS3 IP10 ICAMA1
IL10 - ns p=0,035 ns p=0,024 ns ns ns
IL10RA - ns ns ns ns ns ns
IL10RB - ns ns p=0,003 ns p=0,041
JAK1 - p=0,041 ns ns ns
STAT3 - p=0,001 | p=0,034 | p=0,032
SOCS3 - ns ns
IP10 - ns
ICAM1 -

ns= nao significativo, ou seja, p>0,05 (teste Kruskal-Wallis).
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Neste grupo foi analisado se a DP interferia na
expressao genética de individuos cromossomicamente normais.
Observou-se que os individuos CcDP tiveram superexpressdo de /L10,
IL10RA, JAK1, SOCS3, IP10 e ICAM1 em relagao ao calibrador (CsDP).
Apenas o gene da IL10RB apresentou sub expressado (16%) em relagéo
ao calibrador. Também € possivel observar que a expressédo de IL10 e
IL10RA sao semelhantes, ndo apresentando diferenca estatistica entre
esses genes. Os genes SOCS3, IP10 e ICAM1 também manifestaram
aumento de expressao acompanhando a super expressao do gene IL10.
Isso reforca o conceito que os genes SOCS3, IP10 e ICAM1 séo
responsivos a IL10. A andlise da expressao génica no grupo CcDP indica
que no processo inflamatério, dado pela Doenca Periodontal, individuos
cromossomicamente normais tém o desempenho normal da resposta
imune, pois, niveis mais elevados de genes como /L1710 (uma citocina anti-
inflamatéria) e SOCS3 (regulador negativo da acdo de citocinas)
justificam-se pela tentativa do sistema imune em conter o processo

inflamatério e restabelecer o equilibrio.

5.6 Analise da expressao génica de SDcDP + SDsDP em relacao a
CcDP + CsDP

Ao avaliar a expressdo genética em individuos com

SD em relacdo a individuos cromossomicamente normais (calibrador),

independente da presenca de DP em ambos os grupos, observou-se
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apenas a superexpressdo do gene IL10RB (55%). Os demais genes

IL10 (78%), IL10RA (23%), JAKT (11%), STAT3 (17%), SOCS3 (82%),

IP10 (43%) e ICAM1 (72%) foram sub expressos nos individuos com SD

(grupo A + B) em comparagcdo aos individuos cromossomicamente

normais (grupo C + D).
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FIGURA 10 - Comparacao da expressao genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STAT3, SOCSS3, IP10 e ICAM1 do grupo SDcDP + SDsDP em relagdo ao grupo
CcDP + CsDP (calibrador).

Quadro 6 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre

os diferentes genes na andlise SDcDP + SDsDP em relacdo a CcDP +

CsDP

Genes | IL10 | IL10RA | IL10RB JAK1 STAT3 | SOCS3 IP10 ICAM1

IL10 - | p=0,003 | p=0,0002 | p=0,004 | p=0,007 ns ns ns
IL10RA - ns ns ns p=0,0008 ns p=0,002
IL10RB - ns ns p<0,0001 | p=0,029 | p=0,0001

JAK1 - ns p=0,001 ns p=0,004
STAT3 - p=0,001 ns p=0,0065
SOCSS3 - p=0,043 ns

IP10 - ns
ICAMA -

ns= nao significativo, ou seja, p>0,05 (teste Kruskal-Wallis).

O padrao da expressao génica visto na Figura 10 é

semelhante ao encontrado na andlise de A — C e B — D, que também
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compararam individuos SD em relacdo aos nao sindrébmicos. O Unico
gene que teve maior expressao em relacdo ao calibrador foi o IL10RB,
assim como observado nas andlises A — C e B — D. Uma possivel
explicacéo é o fato do gene IL10RB estar localizado no cromossomo 21,
portanto, € natural que individuos com a trissomia do 21 apresentem
expressao excessiva de genes localizados nesse cromossomo.

Com a fusdo dos grupos A+B e a comparacao de
C+D, foi possivel observar o padrdao de expressao dos genes em relacao
a presenca da SD. Nessa analise também ficou evidente a responsividade
de SOCS3 e ICAM1 a IL10. Apesar do gene IP10 ser também responsivo
a IL10, o padrao de expressao de SOCS3 e ICAM1 parecem bem mais
relacionados entre si (Figuras 6, 7 e 8), do que /P10, sugerindo que haja
outros fatores influenciando na sua expressao.

Considerando a Figura 10 e o Quadro 6 compreende-
se que individuos com SD em comparagdo aos cromossomicamente
normais apresentaram uma diminuicdo na expressdo de IL10 e genes
responsivos a essa citocina, demonstrando uma deficiéncia imunolégica
desses individuos independente da presenca do processo inflamatério

ocasionado pela DP.
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5.7 Anadlise da expressao génica de SDcDP + CcDP em relacao a
SDsDP + CsDP
Analisando a expressao geneética dos individuos
SDcDP+CcDP em relacdo a SDsDP+CsDP (calibrador), ou seja, unindo
todos os individuos com DP em um mesmo grupo e todos os individuos
sem DP em outro grupo, independente de apresentarem SD, observou-
se maior expressdao dos genes [IL10 (116%), IL10RA (157%),
JAK1(150%), STAT3 (4%), SOCS3 (173%), IP10 (65%) e
ICAM1(106%). Apenas o gene IL10RB mostrou sub expresséo (33%)
em relacdo ao calibrador. Tal padrdo de expressao foi semelhante ao
demonstrado na Figura 9 para a andlise C — D, onde nao havia

individuos com SD.

Grupo (A+C) - (B+D)

2 -AACt

%ijﬁaﬁﬁﬁ

IL10 IL10RA IL10RB JAK1 STAT3 SOCS3 IP10 ICAM1

FIGURA 11 - Comparagdo da expressao genética dos genes IL10, IL10RA, IL10RB,
JAK1, STAT3, SOCSS, IP10 e ICAM1 do grupo SDcDP + CcDP em relagdao ao grupo
SDsDP + CsDP (calibrador).
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Quadro 7 - Significancia das diferencas de expressao (valores RQ) entre

os diferentes genes na analise SDcDP + CcDP em relagdo a SDsDP +

CsDP
Genes | IL10 | IL10RA | IL10RB JAK1 STAT3 | SOCSS3 IP10 ICAM1
IL10 - ns p=0,004 ns p=0,012 ns ns ns
IL10RA - p=0,022 ns ns ns ns ns
IL10RB - p=0,001 ns p=0,001 | p=0,034 | p=0,016
JAK1 - p=0,003 ns ns ns
STAT3 - p=0,004 ns p=0,042
SOCS3 - ns ns
IP10 - ns
ICAM1 -

ns= nao significativo, ou seja, p>0,05 (teste Kruskal-Wallis).

Considerando a Figura 11 e o Quadro 7, € possivel

compreender que a DP (independentemente da presenca de SD)
promoveu a superexpressao de todos 0s genes investigados neste
estudo (com excecao de IL10RB), com destaque para IL10, SOCS3 e
ICAM1 pela sua importancia na resposta imune conduzindo o sistema a

controlar o processo inflamatério e restabelecer o equilibrio.

De forma geral, neste estudo foi possivel notar que
individuos normais (sem sindrome) expressam mais /L 10 e outros genes
a ele relacionados do que individuos com Sindrome de Down,

independente de terem DP.

Comparando-se os genes IL10, SOCSS, ICAM1 e
IP10, observou-se que os individuos sem SD expressam em média 2,8
vezes mais que os individuos sindromicos frente ao mesmo estimulo

inflamatério (DP). Portanto, individuos com SD apresentaram
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imunodeficiéncia quando comparados com individuos

cromossomicamente normais.



Discussao
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6 Discussao
No delineamento deste estudo houve o intuito de

selecionar individuos com SD que apresentassem DP e individuos com
SD sem DP, por esse motivo a faixa etaria de individuos com SD foi
ampla (6 a 40 anos). Ha grande prevaléncia de gengivite em individuos

com SD mais jovens (de 4 a 10 anos)®

, ocorrendo evolugdo para
periodontite na adolescéncia numa prevaléncia de 30% a 40%, subindo
para cerca de 100% em individuos com idade préxima aos 30 anos”’.
Pelos critérios clinicos periodontais estabelecidos neste estudo,
individuos com gengivite estdo incluidos nos grupos sem DP, juntamente
com individuos com periodonto plenamente saudavel. Assim, no grupo
SDsDP, onde também ha individuos com gengivite, nota-se que a idade
média & 18,6 anos menor em relacdo ao grupo SDcDP, onde estédo
incluidos somente individuos com periodontite estabelecida, inclusive com

perda 6ssea. Portanto, a idade média dos individuos nos grupos com SD

encontrada neste estudo concorda com o relatado na literatura.

Foram feitas tentativas de pareamento principalmente
por idade, seguida do género, entre os grupos com SD e sem sindrome,
pois desta forma essas variaveis teriam menor influéncia na comparagao
da expressao génica entre os grupos. Houve dificuldade para compor o
grupo CcDP com individuos na faixa etaria de 25 a 35 anos, pois a
periodontite em individuos cromossomicamente normais afeta com maior

prevaléncia individuos com idade superior aos 40 anos®. O tipo de DP



76

que afeta preferencialmente individuos jovens até cerca de 35 anos
sistemicamente (e cromossomicamente) normais, € a periodontite
agressiva®.

Pelo fato de criancas e adolescentes com SD terem
alta prevaléncia de gengivite e que esta se manifesta de forma extensiva
progredindo rapidamente para periodontite’*®*8" ¢ de extrema
necessidade o acompanhamento odontolégico desses pacientes com
medidas de motivacdo de higiene oral (envolvendo inclusive os
responsaveis e/ou cuidadores do paciente) e controle de placa bacteriana,
no intuito de prevenir e/ou conter o processo inflamatério da

periodontite®*°.

Esta comprovado que a DP é causada por fatores
etiolégicos locais, especialmente a placa bacteriana, mas disturbios
sistémicos podem reduzir ou alterar a resisténcia ou a resposta do
hospedeiro e entdo predispor a alteracdes periodontais® . Em vista disto,
o fator etioldgico e a reacao tecidual ndo podem ser equacionados como
uma simples reacado de causa e efeito, além disso, ndo se pode atribuir
aos fatores locais (com sua intensidade, freqliéncia e duragéao) toda a
responsabilidade do processo, pois 0s tecidos sdo governados pelo

estado de saude geral do paciente® .

A higiene oral precéaria dos individuos com SD por si
sO ndo é o fator determinante da DP, pois foi observado que a prevaléncia

de DP foi maior em criangcas com SD do que em criangas com retardo
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mental?"®. Em outro estudo semelhante onde foram analisados pacientes
com SD, pareados por idade com pacientes com retardo mental, mas sem
SD, observou-se que os individuos com SD também apresentavam
prevaléncia maior de DP®. Agholme et al.? (1999) observaram que
individuos com SD apresentaram uma perda éssea alveolar de 74% em
um estudo longitudinal de 7 anos de acompanhamento, mostrando assim
a rapida evolucdo da DP nesses individuos com idade média de 23,5
anos. Essa rapida evolugcdo da DP nos individuos com SD pode ser

explicada por deficiéncias no sistema imunolégico”®.

Os individuos com SD apresentam alteragdes no
sistema imune como fun¢des diminuidas de quimiotaxia e fagocitose por

432454993 o ativacdo defeituosa de linfécitos T.

neutréfilos e linfocitos
Também foi observado que a proporcao de imunoglobulina G1 (IgG1) em
individuos com SD é maior que em individuos normais’. Fibroblastos
gengivais de portadores de SD estimulados com lipopolissacarideos
(LPS) de A.a. expressam mais ciclooxigenase 2 (COX-2) que induz a
producédo de prostaglandina E> (PGE>), a qual € um potente estimulador

de reabsorcdo Ossea, e que esta se apresenta em niveis elevados no

fluido gengival de portadores de SD®"°.

A investigagdao mais ampla em busca de conhecer
outras diferencas envolvendo a resposta imune de individuos com SD em
relagdo aqueles cromossomicamente normais frente a DP, é necessaria

em vista da pouca informagéo existente nessa area, considerando-se a
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magnitude de mecanismos da resposta imune que participam do processo

inflamatério.

Este estudo focou de forma inédita a expressao de
genes que fazem parte da cascata de sinais da IL-10 em individuos com e
sem SD frente a DP. Lembrando que a IL-10 é uma citocina com agao
principalmente anti-inflamatéria e que faz parte da resposta imune tipo
Th2%°, observou-se neste estudo que individuos com DP mas sem SD
manifestaram super expressdo de /L1710 como uma forma de conter o
processo inflamatério desencadeado pela DP (Fig. 9). Esse resultado
condiz com o de Garlet et al.*° (2003) que mostra maior expressdo de
IL10 no tecido gengival de individuos com Doenca Periodontal Crdnica
em comparacao com individuos sem DP. Também foi demonstrado que a
IL-10 tem papel inibidor sobre a acéo de LPS de T.forsythensis que é uma
bactéria importante no desenvolvimento da DP®8.

Individuos com SD, independente de apresentarem
DP, manifestaram uma sub expressao de /IL10 (Figuras 7, 8 e 10). Dentre
os individuos que tém SD (A — B), o processo inflamatério dado pela DP
promove maior expressdo /L10 numa tentativa de conter a inflamagédo. No
entanto, nota-se que a expressdo de /IL10 é quase a metade (82% -
Figura 6) em comparacao a expressao de /IL10 nos individuos que nao
tem sindrome (157% - Figura 9) e 1,4 vezes menor que aqueles que tém
DP independentemente da SD (116% - Figura 11), frente ao mesmo

estimulo inflamatério dado pela DP.
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Para iniciar a sinalizacao da IL-10, esta citocina tem
que se ligar a receptores na superficie celular, que sdo os IL10RA e
IL10RB?338:48:58.61 'A || 10 se liga primeiramente ao IL10RA por apresentar
uma alta afinidade com esse receptor. Em seguida, depois de ja ligados
IL10/IL10RA, o receptor IL10RB se associa ao complexo®. Esse
mecanismo funcional concorda com os achados desta pesquisa, ja que, o
nivel de expressdo de IL10 foi compativel com a do IL10RA nas
comparacoes independentes da SD (Figuras 9 e 11). Nos individuos com
SD quando comparados com diferentes calibradores formados por
individuos sem sindrome (Figuras 7, 8 e 10), a expressédo de IL10 e
IL10RA foi proporcional, mostrando uma deficiéncia principalmente na
expressao de IL10 (de 78 a 81%) e em menor nivel de IL10RA (de 21 a
24%).

E possivel notar uma super expresséo de IL10RB nos
grupos onde a SD é o fator diferencial em relacdo ao calibrador (24%
Figura 7; 92% Figura 8; 55% Figura 10). Esse resultado condiz com o fato
do gene IL10RB estar localizado no cromossomo 217, Os individuos com
SD apresentam um cromossomo 21 a mais, 0 que explica a super
expressdao desse gene em relacdo a individuos cromossomicamente
normais.

A ligagdo de IL10 aos receptores da inicio a
transducéo do sinal para o meio intracelular que inclui a fosforilacdo de

JAK1, que esta associada ao IL10RA (Figura 2)?**%. Resultados obtidos
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nesta pesquisa comprovam uma correspondéncia entre 0s niveis de
expressdao de IL10RA e JAK1, uma vez que n&o houve diferenca
estatistica em nenhuma das comparagées entre os diferentes grupos para
0s niveis de expressao de IL10RA e JAK1 (Quadros 2, 3, 4, 5,6 e 7).

Segundo Donnelly et al.?® (1999) o STAT3 é um fator
de transcricdo essencial na via de sinalizacdo de IL10, sendo, portanto
ativado pela IL10. J4 para Crepaldi et al.*° (2001), Kinjyo et al.*® (2006) e
Cassatella et al."” (1999) a expressdo de STAT3 ndo é completamente
dependente do gene /L10. Neste estudo comparando os niveis de
expressao de IL10 e STAT3, os resultados parecem concordar com a
idéia de correlagéo entre IL10 e STATS3, pois viu-se que havia uma
diferenca estatistica entre eles (Quadros 3, 4, 5, 6 e 7), exceto para a
comparagdo dos grupos A-B. Portanto, os resultados deste estudo
parecem indicar uma relacao significante na expresséo de IL10 e STATS,
pois também se observa que quando a expressédo de /L10 aumenta a
expressao de STAT3 diminui (Figuras 9 e 11) ou o contréario (Figuras 7, 8
e 10). Além disso, analisando os niveis de expressao de STAT3 nao se
observou diferenca estatistica nas diferentes comparagdes entre grupos,
portanto, neste estudo a expressdo de STAT3 apresentou-se
independente da presenca de SD e/ou DP (Figuras 6,7,8,9,10e 11).

A expressao de /L10 induz rapidamente (30 min.) a
expressao de SOCS3 pela habilidade de induzir a fosforilagdo de tirosina

do STAT3*. Donnelly et al.?* (1999) concorda com lto et al.*' (1999) ao
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afirmar que /L1710 induz a expressao de SOCS3 em mondcitos. Analisando
as diferentes comparacdes entre os grupos investigados neste estudo,
(Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11) observa-se uma equivaléncia de expressao
entre 0 IL10 e SOCS3, o que concorda com a afirmagédo de que IL10
induz a expressdo de SOCS3''®°. E possivel notar que quando a
expressao de IL10 aumenta, a expressdo de SOCS3 também aumenta
nas comparacdes evidenciando a presenca da DP (Figuras 6, 9 e 11);
quando /L10 diminui, SOCS3 parece acompanha-lo nas comparacdes
evidenciando a presencga da SD (Fig 7, 8 e 10). Como SOCS3 funciona
como um feedback negativo para o IL10'®, acredita-se que o organismo
imunocompetente busque um equilibrio entre a expressao desses genes,
controlando assim o processo inflamatério®®. No entanto, em um
organismo com resposta imune deficiente, como no caso deste estudo
que foca individuos com SD, tanto /L710 quanto SOCS3 estdo expressos
em niveis menores (1,9 vezes para IL10 e 3 vezes para SOCS3). Em
outras palavras, evidenciando a presenca de DP como estimulo
inflamatério, individuos cromossomicamente normais tém super
expressao de IL10 (157%) e de SOCS3 (288%) (Figura 9), ja individuos
com SD tém niveis bem menores de expressao de IL10 (81%) e SOCS3
(92%).

A IL-10 pode inibir a expressao de alguns genes que
sdo induzidos pelo IFN-y, dentre eles citam-se o ICAM1 e IP10*%. lto et

al.' (1999) demonstrou em mondcitos humanos que IL-10 inibiu a
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expressdao dos genes /P10 e ICAM1. A habilidade de IL-10 em inibir
ICAM1 e IP10 esta correlacionada com a inducdo de SOCS3*'. A
expressdao de SOCS3 atuaria como um gene intermediario na via de

1*" _ Tanto o

inibicdo da expressdo de outros genes como /P10 e ICAM
ICAM1 como o IP10 apresentam uma seqiéncia ativadora interferon
gama (GAS) na sua regido promotora*', a qual tem funcdo semelhante ao
elemento ligante de STAT (SBE) presente na regido promotora do
SOCS3?. Os achados desta pesquisa mostram uma responsividade &
IL10 pelos genes SOCS3 e ICAM1 (Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11). A
expressao do gene /P10 ndo apresentou uma relagéo tdo estreita com a
expressao dos genes IL10, SOCS3, e ICAM1, como se pode observar
principalmente na Figura 10. Esses dados podem ser interpretados como
uma indicativa de que na expressao de /P10 haveria influéncia de outros
genes que ndo aqueles presentemente investigados (ex. STAT1).
Segundo Luster et al.®® (1995), Sgadari et al.®® (1996) e Xia et al.'
(1997), o IP10 tem maior expressado nos processos inflamatérios crénicos.
Essa afirmativa concorda com os resultados visualizados nas Figura 9
(superexpressdao em 123%), Figura 11 (65%), e em menor nivel (23% -
Figura 6); onde se nota maior expressdao de /P10 nos grupos com DP
(processo inflamatério) quando comparados a um calibrador formado por
um grupo que nao tinha DP.

Em um estudo que investigou a expressdo genética

no timo de quatro criancas com SD pareadas por idade com criangcas sem
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sindrome, demonstrou que ICAM1 foi mais expresso nos individuos com
SD e que a distribuicdo de ICAM1 na regido cortical e medular do timo
estava alterada em comparagcdo com individuos cromossomicamente
normais®. Essa elevada expressdo de ICAM1 e sua distribuicdo anémala
no timo pode levar a interagdo aumentada e inapropriada entre os
timécitos em desenvolvimento e o estroma do timo®. Essas interagées
aberrantes podem resultar em delecdo aumentada de timocitos no timo de

individuos com SD e explicam a deplecéo cortical'®®

, além da proporcao
diminuida de linfécitos maduros expressando altos niveis de TCR-a,3 e
CD3 no timo de individuos com SD®. Diferentemente do timo, neste
estudo em que foi avaliada a expressao genética em tecido gengival,
observou-se que individuos com SD manifestaram sub expressdo de
ICAM1 (72%) em comparagdo com individuos cromossomicamente
normais, independentemente de terem DP (Figura 10). Considerando que
a expressao de ICAM1 é um fator importante no mecanismo de adeséo
de linfécitos T CD8" a células apresentadoras de antigenos, pode-se
depreender que se individuos com SD expressam menos ICAM1 isso
pode contribuir com a imunodeficiéncia que esses individuos apresentam.
Um importante dado que da suporte a essa suposicéo foi a constatagao
de que linfécitos de individuos com SD sdao menos adesivos a ICAM1 em
relagdo a individuos cromossomicamente normais, embora a expressao

de LFA1 tenha sido compativel entre eles; portanto, linfécitos de

individuos com SD tém menos adesividade comparando-se a individuos
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sem sindrome®. No entanto, no presente estudo foi observado que em
individuos cromossomicamente normais frente a DP, ICAM1 esta super
expresso (119% - Figura 9; 106% - Figura 11) acompanhando a super
expressao de IL10 e SOCSS3. Esse resultado concorda com dados prévios
que demonstraram maior expressdao de ICAM1 em bibdpsias de tecido
gengival de individuos com periodontite e (em menor grau) com
gengivite®’, assim como em cultura de células (individuos
cromossomicamente normais) de: a) epitélio oral apds inducado por
produtos soluveis de Eikenella corrodens, um importante
periodontopatégeno'®; b) células endoteliais apés estimulo de P.
gingivalis’; c) monécitos e células de ligamento periodontal apés inducédo
por periodontopatégenos do género Treponema™; d) fibroblastos
gengivais apés estimulo com a citocina pré-inflamatéria IL-2".

Do presente estudo, que permitiu varias comparacdes
entre grupos com diferentes calibradores resultando em varias
informacgdes, de forma geral, depreendeu-se que os genes IL10, SOCS3,
IP10 e ICAM1 foram os que mais se destacaram, demonstrando
expressao significativamente menor em individuos com SD independente
da presengca de DP (A+B — C+D), comparando-se aos individuos
cromossomicamente normais com DP (C-D). Adicionalmente, entre
individuos com SD, os que tém DP (A-B) mostraram uma elevacédo da
expressdao desses mesmos genes em relacdo a comparacado (A+B —

C+D), mas esta foi cerca de 2,8 vezes menor que a expressao observada
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em individuos cromossomicamente normais (C-D), frente ao mesmo
estimulo inflamatério dado pela DP. Esses dados parecem indicar que
individuos com SD tém deficiéncia em um importante mecanismo da
resposta antiinflamatéria que parece ser inerente a trissomia do
cromossomo 21, e que mesmo entre individuos com SD o controle da
inflamacdo € menor se comparado a individuos com numero normal de
cromossomos. Isso prové uma nova informagdo a gama de mecanismos
da resposta imune que se mostram deficientes em individuos com
SD*9:32:454956.8598 '3 menor controle da resposta inflamatéria dada pela
sub expressao dos genes IL10, SOCS3, IP10 e ICAM1 em individuos com
SD em relacao aos cromossomicamente normais, pode explicar em parte
a maior susceptibilidade que individuos com SD manifestam a doencas
infecciosas e inflamatérias relacionadas, por exemplo, ao aparelho
respiratério’’ e periodontais®.

Acredita-se que o0s achados dessa pesquisa
contribuem com a compreensédo mais aprofundada do comportamento
do sistema imune de individuos com SD frente a DP, ou independente
dela, revelando outros aspectos da resposta imune que se apresentam
deficientes nesses individuos em comparagdo com aqueles
cromossomicamente normais. Isso pode nortear outros grupos de

pesquisadores em busca de terapias mais direcionadas e eficientes em

individuos com SD, como novos farmacos, o que poderia proporcionar
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melhoria da saude dos portadores da SD e ganhos inestimaveis a sua

qualidade de vida e dos seus responsaveis.



Conclusado
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Conclusao

Em tecido gengival humano, ao avaliar a expresséo

do gene IL10 e outros relacionados a sua cascata de acao em individuos

com Sindrome de Down frente a Doenca Periodontal, comparando-se a

individuos cromossomicamente normais com e sem DP observou-se que:

individuos com SD apresentaram uma expressao
significativamente maior do gene IL10RB, o qual reside no
cromossomo 21;

individuos com SD independente da presenca de DP (A+B — C+D),
tém expressao significativamente menor dos genes IL10 (p=0,001),
SOCS3 (p<0,0001), IP10 (p=0,002) e ICAM1 (p=0,0001) que
individuos cromossomicamente normais com DP (C-D), indicando
uma imunodeficiéncia em um importante mecanismo de controle da
inflamacao que parece ser inerente a SD;

individuos com SD frente a DP apresentaram uma elevagdo na
expressao dos genes IL10, SOCS3, IP10 e ICAM1 como uma
tentativa de controlar a inflamagdo, mas mesmo assim, ainda
apresentaram 2,8 vezes menor expressao que individuos sem

sindrome frente ao mesmo estimulo inflamatorio dado pela DP.
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