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Lista de abreviaturas e Siglas

APC : células apresentadoras de antigenos

IFN-y: interferon-gama

IL-10: interleucina-10

MSP : Reacdo em Cadeia de Polimerase Metilagdo Especifica
PAMPs : padrdo molecular associado a patdgenos

PCR : reagdo em polimerase de cadeia

PRRs : receptores de reconhecimentos padrao

TLRs : Toll-like receptors

TNF : fator de necrose tumoral
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Identification of methylation pattern of IFN-y and IL-

10 genes in human dental pulp

Between the mechanisms with effectors and modulation action of immune
response in pulp are the cytokines. Its regulation depends on several factors, among
them; epigenetic factors are considered mechanisms of control of gene transcription.
This mechanism allow activation or suppression of genes without modification in
sequence of nucleotides of DNA. The methylation of DNA generates a conformational
change that prevents the transcription. This has been evaluated in many tissues in the
presence or absence of inflammation. The dental pulp, due to its characteristics, can
provide constraints for the pattern of methylation. The purpose of the present study was
to evaluate the methylation status of the genes in the cytokines IFN-y and IL-10 in
human dental pulp. For this two groups are selected: control (without inflammation) —
pulps recovered for impacted tooth- and case (with inflammation) — pulps recovered
from decayed tooth. The DNA was extracted, treated with sodium bisulfite, and the
methylation was evaluated by MSP (IFN-y) or sequenced (IL-10). Partial methylation
was observed in case group and total methylation was observed in control group with
respect IFN-y gene. In relation IL-10, partial methylation and total methylation was
observed in both groups. Concluded that epigenetic mechanisms can be involved in

modulation of inflammatory response in pulp tissue.

Uniterms: Methylation; Dental pulp; Inflammation; Interleukine-10; Interferon-

gamma
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Entre os mecanismos com acOes efetoras e moduladoras da resposta imune
pulpar encontram-se as citocinas. Sua regulacdo depende de diversos fatores, dentre
eles, os fatores epigenéticos, considerados mecanismos de controle da transcri¢do
génica. Estes mecanismos permitem que genes sejam silenciados ou ativados, sem que
haja alteracdo na seqtiéncia de nucleotideos do DNA. O processo de metilacdo do DNA
gera uma alteragdo conformacional que impede a transcricdo. O padrdo de metilagéo
dos genes tem sido avaliado em varios tecidos na presenca ou auséncia de inflamacéo.
A polpa dental, devido a suas caracteristicas, pode apresentar particularidades quanto a
esse padréo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ocorréncia de metilacdo nos
genes das citocinas IFN-y e IL-10. Dois grupos foram selecionados: controle (sem
inflamacdo) - polpas recuperadas de dentes inclusos — e, caso (inflamado) — polpas
recuperadas de dentes cariados. O DNA foi extraido, tratado com bissulfito de sédio, e a
metilacdo foi analisada por MSP (IFN-y) ou seqlienciamento (IL-10). Observaram-se
metilacdo parcial no grupo caso e metilacdo total no grupo controle (p< 0,005) no gene
do IFN-y. Quanto a IL-10, metilacdo parcial e total foram observadas em ambos os
grupos. Concluiu-se que mecanismos epigenéticos podem estar relacionados a

modulacgdo da resposta inflamatoria no tecido pulpar.
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1-Introducéo

O complexo dentino-pulpar, constituido pelo 6rgdo pulpar e paredes dentinarias
circundantes, apresenta algumas particularidades, quando comparado a outros tecidos
conjuntivos. Dentre estas, destaca-se o fato de se encontrar envolto por paredes rigidas,
que limitam o estabelecimento do edema inflamatdrio. Outra caracteristica relevante é o
fato do 6rgdo pulpar ndo apresentar uma circulagdo colateral, o que interfere nos
mecanismos de defesa que ai se processam. No que diz respeito aos aspectos
histofisioldgicos, observa-se que este tecido apresenta uma camada de células
especializadas periféricas, uma grande inervacdo sensitiva e uma abundante
microcirculacdo (Yu & Abbott, 2007).

Quando submetido a danos fisicos, quimicos ou mecéanicos, o complexo dentino-
pulpar responde a estas agressées, a principio, produzindo dentina reacional e esclerose
dentinaria e, mais tardiamente, reacdes vasculares imuno-inflamatérias sdo observadas.
A resposta imune é ativada frente a uma agressdo, podendo também ocorrer,
ocasionalmente, como o resultado de uma auto-agresséo (Trowbridge & Emling, 1996).
O objetivo deste fendbmeno é eliminar o agente agressor, permitindo que o reparo
tecidual ocorra. Desenvolve-se de forma dindmica, podendo variar em intensidade e
duracdo. Essas varia¢fes decorrem ndo s6 em funcgdo do tipo e intensidade do agente
agressor, mas também em funcdo de caracteristicas proprias do individuo (Pereira &
Bogliolo, 1998).

As citocinas, peptideos produzidas por diferentes tipos celulares, sdo agentes
efetores e reguladores das respostas imuno-inflamatérias que ocorrem no tecido

agredido, com suas agdes ocorrendo sobre diversos tipos celulares (pleomorfismo).
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Dentre os diversos mecanismos envolvidos na regulacdo da producdo de citocinas estdo
os fatores epigenéticos, que podem controlar a transcri¢do génica (Santos et al., 2005).

Os fatores epigenéticos permitem que genes sejam silenciados ou ativados, sem
que haja alteracdo na seqiiéncia de nucleotideos do DNA. Dentre eles, destaca-se, 0
processo de metilacdo de DNA, que consiste na adi¢cdo de um grupo metil & regido
promotora do gene, gerando uma alteragéo que pode impedir a transcri¢do génica (Bird,
2002; Fitzpatrick & Wilson, 2003). Acredita-se que o padréo de metilacdo em genes de
citocinas, possa estar relacionado com a transcricdo ou ndo desses peptideos, o que
interferira no padrdo de resposta imune dos individuos frente a um dado estimulo.
Embora alguns trabalhos tenham avaliado a ocorréncia de metilagdo em diferentes
tecidos, até o presente momento ndo existem relatos avaliando este fendmeno em polpa
dental.

Sabendo-se que as caracteristicas anatdbmicas do complexo dentino-pulpar
interferem nas respostas imuno-inflamatdrias que ai se processam, pode-se especular
que o padrdo de metilacio do DNA pode ser influenciado por esse fator, o que
interferiria na expressdo de determinadas moléculas. Além disso, a polpa dental
representa um excelente modelo de estudo para avaliar a interagdo entre inflamacéo e
metilacdo do DNA, por minimizar a influéncia de fatores externos. Diante disto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o padrdo de metilacdo dos genes responsaveis
pela transcricdo das citocinas IFN-y e IL-10, ambas envolvidas na resposta imuno-

inflamatoria pulpar.
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2-Revisado de Literatura

2.1-Orgao Pulpar

As células da polpa dental derivam da crista neural, sendo, portanto, um tecido
de origem ectomesenquimal. Caracteriza-se por apresentar uma camada periférica de
celulas especializadas, os odontoloblastos. Além de densa inervacdo e rica
microcirculacdo (Yu & Abbott, 2007).

O tecido pulpar saudavel apresenta dentre outras células, aquelas envolvidas na
resposta imune, sendo os linfdcitos T citotoxicos e auxiliares as principais. Possui
também, células dendriticas e macré6fagos, mas parece ndo apresentar linfocitos B (Yu
& Abbott, 2007).

Os odontoblatos séo células Unicas, localizadas na periferia pulpar, responsaveis
pela formacdo dentinaria e pela defesa pulpar. Apresentam prolongamentos celulares,
no interior dos tdbulos dentindrios, que muitas vezes alcancam a juncdo amelo-
dentinéria (Yu & Abbott, 2007). Além disso, estdo envolvidos no controle do fluxo
sanguineo, e no desenvolvimento da inflamacdo pulpar. A enzima NADPH-diaforase,
envolvida na produgdo de 6xido nitrico, um potente vasodilatador, esta presente nessas
células (Law et al., 1999; Kerezoudis et al., 1993) .

O tecido pulpar possui fungdo sensorial, sendo grande sua sensibilidade a
estimulos térmicos. Entretanto, independente da natureza do estimulo, a polpa somente

o interpretara como dor (Holland, 1994).
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2.2-Resposta imune

O sistema imune é o responsavel por proteger o organismo contra possiveis
agressoes, sendo constituido pela resposta inata e adaptativa, intimamente relacionadas,
e que se influenciam mutuamente (King, 2005; Albiger et al., 2007).

A resposta inata ndo é especifica contra os patégenos que agridem o organismo,
entretanto, reconhece distintos padrdes moleculares compartilhados por diferentes
grupos de agentes infecciosos, definidos como “padrdo molecular associado a
patogenos” (PAMPs) (Hahn & Liewehr, 2007; Tosi 2005; King, 2005). Essas moléculas
sdo reconhecidas por receptores padrdo (PRRs) que, quando ativados, permitem uma
rapida mobilizacdo de mecanismos capazes de eliminar os agentes agressores (King,
2005; Hahn, 2007).

Entre os componentes da resposta inata estdo as barreiras fisicas, formadas por
superficies epiteliais intactas, e o sistema complemento. Este possui a capacidade de
lisar a membrana celular de bactérias, inativar virus, melhorar a fagocitose por
neutréfilos e agir como quimiotaticos (Beutler, 2004; Tosi, 2005; King, 2005).
Neutréfilos, macrofagos e células natural Killer sdo as principais células relacionadas a
essa resposta, exercendo uma variedade de funcbes e produzindo uma gama de
mediadores (Beutler, 2004; King, 2005).

A resposta inata ocorre de maneira inespecifica, levando a liberacdo de diversos
mediadores, citocinas e quimiocinas que irdo exacerbar o processo inflamatorio local,
estimulando a migracdo de diferentes tipos celulares, com o objetivo de debelar o agente
agressor (King, 2005). Por sua vez, em determinadas situaces, a resposta inata é

incapaz de eliminar o agente agressor, estimulando uma resposta adaptativa.
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A resposta adaptativa é antigeno-especifica, tendo com principais componentes
os linfécitos T e B e seus produtos, que incluem quimiocinas inflamatorias, citocinas e
anticorpos. A resposta adaptativa pode eliminar o agente agressor diretamente através
de suas células e mediadores, bem como potencializar os mecanismos efetores da
resposta inata (Cooper & Alder, 2006; Hahn & Liewehr, 2007).

A interligacdo entre ambas as respostas se da através das células apresentadoras
de antigenos (Lind et al., 2004), em particular pelos macréfagos e células dendriticas,
bem como por mediadores, como as citocinas (Beutler, 2004).

A resposta celular, mediada por muitas dessas citocinas, consiste em induzir
mudangas na expressdo génica das células alvo, resultando na expressdo de novas
funcdes e, as vezes, na proliferacdo dessas células. Dessa forma, citocinas, em grande

parte, modulam as fases efetoras da imunidade natural e especifica (Abbas, 2002).

2.3 - Citocinas

Citocinas sdo peptideos produzidos por uma variedade de células do sistema
imune, assim como por células epiteliais e endoteliais, podendo apresentar acdo
sistémica e/ou local (Basset et al., 2003). Atuam sobre receptores especificos, ndo s6
nas células que as produzem, acdo autocrina, como também em outros tipos celulares,
acdo paracrina, influenciando sua funcdo (Wilson, 2008; Pereira,1994). Podem atuar
como hormdnios enddcrinos classicos e sdo componentes de uma ampla e complexa
rede de sinais, responsavel pela modulacdo da resposta imuno-inflamatoria. Seu efeito
sobre as células alvos pode ser inibido ou ampliado por outras citocinas, hormonios,

receptores antagonistas de citocinas ou receptores circulantes (Beutler, 2004).
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Sua producdo pode ser influenciada por bactérias e seus subprodutos, por outros
tipos de agentes inflamatorios, assim como por outros mediadores inflamatdrios. Sendo
um evento breve e autolimitado, iniciando pela transcricdo do gene envolvido, apos a
ativacdo celular (Wilson, 1998; Abbas, 2000, Siqueira Junior, 2000).

Podem influenciar a ativacdo e recrutamento de células do sistema imune
(Licastro et al., 2005). Quando a intensidade do estimulo que induz a producdo de
citocinas ¢é alta, elas passam a ser produzidas em grande quantidade e s&o liberadas na
circulacdo sanguinea, podendo gerar alteracGes sistémicas (Licastro et al., 2005).

Em algumas doencas a resposta do hospedeiro ao agente agressor causa mais
dano do que a prépria presenca deste agente. Um exemplo deste fendmeno € observado
na Ulcera inflamatéria que se forma no intestino em resposta a infeccdo pelo
Helicobater pylori (Nathan, 2002). Isto ocorre de forma semelhante nas doengas
pulpares, onde as paredes rigidas de dentina envolvendo o 6rgao impedem a instalagdo
do edema inflamatorio, levando a necrose tecidual (Hahn & Liewer, 2007).

A interacdo entre bactérias e células do hospedeiro, invariavelmente, resulta na
liberagdo de uma ou mais citocinas, sendo que o tipo de citocinas produzida depende da
bactéria e célula do hospedeiro envolvida nessa interagdo (Wilson, 1998).

Algumas citocinas possuem acgdo pro-inflamatoria, enquanto, outras apresentam
funcdo antiinflamatéria. S8o exemplos de citocinas com acdo pro-inflamatéria: o
Interferon-gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-1o (IL-
la), IL-1P, IL-12 e 1L-18. Entre as antiinflamatorias temos: IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-

(Netea et al., 2003; von der et al., 1996; O'Garra 1998).
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2.3.1. - Interleucina-10

A interleucina-10 é uma importante citocina regulatdria que apresenta, de forma
geral, uma agdo imunosupressora. Foi, inicialmente, descrita como sendo produzida por
linfocitos Th2, tendo como principal acdo inibir a ativagdo e producdo de citocinas por
linfocitos Th1l. Originalmente identificada por sua habilidade em antagonizar a
imunidade celular (de Waal et al., 1991). Entre as suas caracteristicas, destaca-se a
potente acdo imunossupressora, inibindo a ativagdo de celulas mononucleares,
prevenindo a producdo de mediadores pro-inflamatérios (de Waal et al.,1991;
Fiorentino et al., 1991); deprimindo a apresentacdo de antigenos (de Waal et al., 1991) e
a expressao de moléculas co-estimuladoras in vitro (Willems et al., 1994), além de
modular a produgdo de quimiocinas (Moore et al., 2001). Alguns de seus efeitos
biol6gicos devem-se a sua habilidade em inibir muitas das funcbes dos macréfagos
ativados, sendo sua influéncia sobre a producdo de IL-1 e TNF crucial para sua agédo
antiinflamatdria. E liberada como resultado do estimulo as células do sistema imune
por células apresentadoras de antigenos (Lind et al., 2004) e, adicionalmente, em
presenca de células lesadas (Langenkamp, et al., 2000). Apresenta acdo pleiotrépica, ou
seja, age em diversos tipos celulares, sendo produzida por mondcitos, macréfagos,
linfocitos T e B, e células dendriticas (Dong et al., 2007; Moore et al., 1993; Mosmann,

1994).

Apesar de predominantemente antiinflamatoria, estudos recentes atribuem a IL-
10 uma acgdo dual, pro e anti-inflamatoria. Nos estagios iniciais da inflamagéo
apresentaria acdo pro-inflamatdria. Apenas em estagios posteriores, genes que regulam
a resposta adaptativa sdo expressos e sua acao antiinflamatdria € observada. Assim, nos

estagios iniciais da inflamag&o, a IL-10 induz a ativacdo de células Natural Killer (NK)
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e atua como quimiotatico para mondcitos e macrofagos. Por sua vez, em estagios
posteriores, suprime as funcdes pro-inflamatérias e a maturagdo de APCs, assim como

inibe a liberagdo de moléculas co-estimuladoras (Mocellin et al., 2003).

As acles da IL-10, avaliadas em modelos in vivo de auto-imunidade, cancer e
transplantes, parecem determinar diferentes respostas. Dependendo da concentracdo e
local de sua atuacdo, a IL-10 pode atuar como um citocina imunossupressora e ou
potencializando a resposta imuno-inflamatoria (Moore, et al.,2001).

Adicionalmente, a IL-10 aumenta o crescimento e diferenciacdo de células B,
granuldcitos, células dendriticas, mastocitos e células endoteliais (Mocellin et al.,

2003).

2.3.2-Interferon-gama

O interferon-gama (IFN-y) ¢ uma citocina, predominantemente produzida por
células T e NK em resposta a uma variedade de estimulos inflamat6rios e imunes
(Billiau, 2001). E produzido por células Thi, estimuladas por IL-12, sendo a principal
citocina secretada por estas células. Sua producdo € fundamental para que a resposta
imune contra patdgenos seja eficiente (Frucht et at.,, 2001). Receptores para essa
citocina sdo expressos por praticamente todas as células do corpo, permitindo sua acdo
em muitos orgaos e tecidos (Billiau, 2001).

O combate a infecgdes intracelulares depende da imunidade mediada por
células, sendo o IFN-y um dos principais moduladores (Dorman & Holland, 2000). Sua
potente acdo antiviral é baseada principalmente na inducdo a expressdo de genes

protetores, responsaveis pela sintese de mediadores como a proteina cinase ativadora de
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RNA duplafita, algumas GTPases , 2’-5’oligoadenylate synthetase e proteina MxA, que
conferem resisténcia celular, inibem a replicacdo e a disseminacéo viral (Bogdan, 2000).
O IFN-y interfere na modulacéo da resposta inflamatoria, ativando macréfagos e
células endoteliais, estimula a secrecdao de quimiocinas, citocinas com a¢do quimiotatica
e outros mediadores inflamatorios. Adicionalmente, aumenta a atividade de células
apresentadoras de antigenos e a capacidade de reconhecimento de antigenos por
linfécitos T (Billiau, 2001). Ativa a transcricdo de genes que participam da atividade
antiviral, apoptose, processamento de antigeno, expressdo de MHC e o desenvolvimento
de linfocitos Thl. Além disso, induz macréfagos a destruir e/ou restringir o crescimento
de bactérias alvos (Dorman & Holland, 2000).
Os defeitos associados aos mecanismos de atuacdo do IFN-y provocam um
grande dano a resisténcia contra infec¢des causadas por virus e algumas bactérias
(Billiau, 2006). Portanto, o IFN-y possui relevante funcdo na modulacdo da resposta

inflamatoria.

2.4 - Resposta imune pulpar

Diferentes agentes podem induzir uma resposta imunoinflamatoria no 6rgéo
pulpar, sendo a infec¢cdo bacteriana advinda de um processo carioso o principal agente.
Por sua vez, a resposta inflamatdria na polpa dental apresenta algumas particularidades
em relagdo aos outros tecidos, ndo s6 em funcdo de sua localizagdo anatdmica, mas
também em relacdo as células ai presentes, aos mediadores produzidos e a suas
caracteristicas fisiologicas, tais como a saida de um fluxo continuo de liquido, gerado a
partir de uma maior presséo intra-pulpar em relagdo ao meio externo, e a presenca dos

odontoblastos (Adachi et al., 2007). Apesar de ndo fazerem parte da resposta inata
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classica, esses fatores sdo fundamentais na resposta contra a agressao microbiana no
tecido pulpar. Além disso, o plexo neural pulpar influencia a resposta inflamatéria, seja
diretamente pela liberacdo de neuropeptidios que ativam células do sistema imune ou
indiretamente pelo aumento da vasodilatagcdo (Kim & Lim, 2002).

Na polpa dental humana, o principal indutor de resposta infamatéria, e
conseqliente producdo de citocinas, sdo a agressdo microbiana e seus subprodutos
(Bergenholtz et al., 1982). Uma vez que a carie dental se processa lentamente, antes
mesmo das bactérias alcancarem diretamente a polpa, seus subprodutos ja a
estimularam, induzindo uma resposta inflamatdria inicial. Assim quando as células
bacterianas entram em contato com o tecido pulpar, a resposta imune ja foi ativada e a
producdo de citocinas iniciada (Hahn & Liewehr, 2007).

Vérios estudos tém demonstrado a expressdo de diferentes citocinas no 6rgdo
pulpar inflamado. Avaliando a polarizacdo da resposta pulpar em fungdo da
profundidade da leséo cariosa e porcentagem de Streptococcus mutans e Lactobacillus
casei encontrada nessas lesdes, Hahn et al. (2000), confirmaram a presenca de
mensagem (MRNA) para as citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 no 6rgdo pulpar. A
concentracdo de mRNA variou em funcdo da profundidade da cérie, sendo observado
uma pequena quantidade de mRNA para o IFN-y, no grupo controle (dentes
impactados), sem estimulo microbiano. Zehnder et al., (2003) estudando a producao de
(mRNA) de citocinas em dentes inflamados e normais, ndo encontraram diferencas
estatisticas quanto a producéo de IL-1a e IL-1p entre 0S grupos experimentais. Por sua
vez, foi demonstrado previamente que, a citocina inflamatéria IL-1 3 é produzida pelo
tecido pulpar em resposta ao LPS bacteriano (Lu et al., 2002a).

Uma vez que os antigenos bacterianos induzem a producdo de citocinas pro-

inflamatdrias, entre elas IL-12, IL-1, TNFo e¢ IFNy, assim como citocinas anti-



29

inflamatdrias, como 1L-10 (Tosi, 2005; Basset, et al.,2003). O esclarecimento quanto
aos diferentes mecanismos envolvidos nesta resposta é de extrema importancia nos
estudos da patogénese das alteragdes pulpares, bem como na implementagdo de novas

estratégicas terapéuticas na clinica odontoldgica.

2.5 - Epigenética

Epigenoma é o resultado da interacdo entre 0 genoma e o ambiente, representado
na estrutura da cromatina e no padrdo de metilacio do DNA (Levenson & Sweatt,
2005). Epigenética, por sua vez, representa mudancas na expressdo génica possiveis de
serem herdadas na meiose e mitose, que ndo sdo codificadas pela sequéncia de
nucleotideos do DNA (Adcock et al., 2007). O padrdo de expressao génica celular pode
ser alterado por diversos mecanismos envolvendo o DNA, RNA ou proteinas (Vercelli,
2004).

Os fatores epigenéticos é um dos fatores que permitem que células com o
mesmo genoma, tenham fendtipos distintos. Refere-se as mudancas na expressao génica
que ndo decorrem de alteracbes na sequéncia de nucleotideos, e que podem ser
transmitidas por hereditariedade (Bird, 2002). Enquanto, a informacdo genética é
codificada pela sequéncia de DNA, a informacdo epigenética pode ser codificada por
diferencas no padrdo de metilacdo, por proteinas que estdo associadas ao DNA e suas
modificacdes covalentes, e pela estrutura da cromatina (Santos et al., 2005).

A regulacdo da expressdo génica por mecanismos epigenéticos € um processo
dindmico, sendo que o seu status pode ser mudado, regulando a transcri¢cdo génica em
conjunto com fatores de transcrigdo (Vercelli, 2004). Assim, a metilagio do DNA,

algumas formas metiladas de histonas e a condensacdo da cromatina estdo associadas a
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inacessibilidade ao DNA e sua conseqliente repressdo ou silenciamento. Por sua vez, o
DNA ndo metilado, formas acetiladas de histonas e cromatina aberta estdo geralmente
associados com a ativagdo ou expressao de determinado gene. Esses fatores afetam a
transcricdo génica, provocando mudangas no fenotipo, sem as correspondentes
alteracOes de gendtipo (Cho et al., 2004; Vercelli, 2004).

Apesar de ser potencialmente hereditario, diferentemente da informagéo
codificada pelas sequiéncias de nucleotideos, o codigo epigénico pode ser modificado,
permitindo que alteragcdes ocorram (Fitzpatrick & Wilson, 2003). Entretanto, o padréo
de metilacdo é mantido entre 97 e 99,9% das meioses, mostrando que fatores epigénicos
sdo quimicamente estaveis (Bird, 2002).

Cada tipo celular possui um padrdo epigenético Unico, determinado nas fases
iniciais do desenvolvimento quando células pluripotentes se diferenciam em tecidos
especificos (Vercelli, 2004). Entretanto, esse padrdo pode ser modificado, por pressdes
do ambiente, determinando o desenvolvimento de doencas.

AlteracGes epigénicas estdo associadas a diversas doencas, como o ldpus
eritematoso (Lu et al. 2002b; Richardson 2003), a artrite reumatoide (Backdahl et al.,
2009), a bronquite asmatica (Kwon et al., 2008), dentre outras. Em alguns tumores,
como no cancer gastrico que esta associado a hipermetilacdo do gene RunX3 (Kitajima
et al., 2008), no cancer de nasofaringe associado a hipermetilacdo da regido promotora
do gene TIG1 (Kwong et al., 2005); cancer coloretal (Lind, et al., 2004), dentre outros.

Recentemente, os estudos véem investigando os eventos epigenéticos envolvidos
em doengas com perfil inflamatorio, tais como doengas cronicas associadas ao
envelhecimento, onde de uma forma geral se observa um aumento na taxa de ilhas CpG

metiladas (Sanchez-Pernaute, 2008).
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2.5.1-Metilacdo do DNA

A metilagdo do DNA é uma alteragdo epigenética que ocorre pela adicdo
covalente de um grupo metil, no carbono 5’ do anel de citosina, resultando em uma 5-
metilcitosina (5-mC) (Bird 2002; Baylin 2005). Esse processo ndo afeta a sequéncia
primaria de bases do DNA, mas resulta em uma alteracdo conformacional do mesmo.
Podendo interferir diretamente na transcricdo génica, impedindo a ligacdo de fatores de
transcricdo, ou indiretamente atraindo repressores da transcri¢ao (Kass et al. 1997).

A metilacdo ocorre geralmente nas ilhas CpG, normalmente localizadas nas
regibes promotoras do gene, que séo regides ricas em citosinas e guanina na mesma fita
de DNA (CG ou CpG, onde p representa o grupo fosfato) (Baylin, 2005) . Quando uma
alteracdo epigenética ocorre em areas onde a transcricdo do DNA se inicia, a expressao
da proteina pode ser alterada. Geralmente, genes metilados sdo silenciados, enquanto
que a regido promotora de genes ativados esta hipometilada (Richardson, 2003).

A metilacdo do DNA pode interferir na expressao génica de pelo menos trés
formas: 1) afetando diretamente a adesé&o de ativadores ou repressores da transcrigéo; 2)
inibindo a transcricdo através de proteinas de adesdo a citosina metilada, que se liga
especificamente ao DNA metilado; 3) alterando a estrutura da cromatina, influenciando
na acessibilidade ao gene (Armenante et al., 1999).

A metilagdo que esta associada a repressdo ou silenciamento genético funciona
atraves de mecanismos diretos e indiretos. Os diretos incluem a inibi¢do da adesdo de
fatores de transcricdo ao DNA, enquanto os fatores indiretos resultam na compactacéo
da cromatina, gerando um lécus menos acessivel aos fatores de transcri¢do (Fitzpatrick

& Wilson, 2003).
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Em células somaticas de animais, a 5-metilcitosina representam 1% das bases de
DNA e afetam de 60 a 90% dos CpG, dinucleotideos no genoma (Santos et al., 2005).
Entretanto, para que o silenciamento epigenético ocorra sdo necessarios fatores
adicionais, como a condensac¢do da cromatina e a metilacdo das proteinas do grupo das
histonas.

Portanto, apesar de controlar a atividade génica, a metilacdo € insuficiente para
inibir a transcricdo sozinha. A configuracdo local da cromatina contribui para
determinar quais genes serdo ou ndo expressos, sendo a acetilagdo das histonas
importante na determinacdo da estrutura da cromatina e, portanto, da transcricdo génica.
Em geral, histonas acetiladas permitem a transcri¢do (Baylin, 2005).

Existem evidéncias mostrando que algumas doencas humanas podem estar
associadas a alteragdes no padrdo de metilacdo (Jones, 2001). No cancer, o
silenciamento epigenético através da metilacdo ocorre com mais freqiiéncia que
mutagOes ou delecdes, podendo provocar um silenciamento anormal no funcionamento
de genes supressores de tumores (Baylin, 2005).

O lupus eritematoso sistémico parece estar relacionado a hipometilacdo de
determinados genes em células T (Sekigawa et al., 2006). Além disso, alteraces no
padrdo de metilacdo de alguns genes, parecem estar relacionadas a doengas, como a
asma e artrite (Richardson, 2003).

Embora existam alguns estudos sobre metilacio e doencas com perfil
inflamatdrio, estudos dos eventos epigenéticos em genes de citocinas sdo escassos na
literatura. Dentre os genes ja estudados, destaca-se o do IFN-y, onde um aumento na
transcricdo foi correlacionado com a hipometilagdo da regido promotora do gene (Kersh
et al., 2006). Por sua vez, a presenca de hipermetilagdo inibiu a expressdo do mRNA e

da proteina em linfdcitos (Fitzpatrick & Wilson, 2003).
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Armenante et al. (1999) observaram que ap0s o tratamento com um agente
desmetilante (5-aza-2 deoxicetidina) ocorreu uma reducdo na metilagdo do DNA
correlacionada com uma hipometilacdo do gene da IL-6 e também com um aumento no
nivel da sua expressao em células de carcinoma de pulméo.

Szalmas et al. (2008) observaram que o padrdo de metilagdo da regido
promotora do gene da IL-10 é um dos principais fatores envolvidos na regulacdo da
transcricdo deste gene. Sendo que em células produtoras de 1L-10 a porgdo proximal
deste gene esta hipometilada.

Wilson (2008) sugere que o estado de metilacdo da regido promotora do gene de
TNF é importante na determinacdo no nivel de expressdo dessa citosina, podendo
explicar em parte as diferencas observadas na resposta inflamatoria de diferentes
individuos.

Nile et al. (2008) observaram uma hipometilagdo em uma ilha CpG da regido
promotora do gene da IL-6, ao se comparar individuos com artrite reumatdide com
individuos saudaveis. Por sua vez, Bruniquel & Schwartz (2003) observaram a
demetilacdo do gene da IL-2 anteriormente a sintese dessa citosina por células T.

Estes dados sugerem que o padrdo de metilacdo de genes codificadores de
citocinas pode interferir na sua producdo e, consequientemente, interferir no perfil da
resposta imuno-inflamatoria. Desta forma, a avaliacdo da presenca de metilacdo em
genes de citocinas podera esclarecer importantes aspectos relacionados a resposta imune

nas doencas pulpares.
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3 - Objetivos
Avaliar a ocorréncia de metilacdo do DNA em genes relacionados a transcri¢ao
de citocinas na polpa dental humana.

Objetivos especificos
Auvaliar a presenca da metilacéo nos genes IL-10 e IFN-}em tecido pulpar com e

sem inflamacéo.
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4 - Matérias e métodos

4.1-Caracterizacdo da amostra

Selecionaram-se 2 grupos amostrais, obtidos nas clinicas de graduacdo e pds-
graduacdo na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais,

apresentando as seguintes caracteristicas:

Grupo controle (Dentes sem estimulo pulpar)

Neste grupo coletaram-se o tecido pulpar de terceiros molares, totalmente
inclusos, indicados para exodontia. Foram incluidos neste estudo aqueles dentes que se
encontravam totalmente intra-6sseos, ou aqueles cuja coroa apresentava completamente
coberta por tecido gengival. Foram descartados os elementos dentais que sofreram

fratura durante o procedimento cirargico de remocao.

Grupo caso (Dentes com estimulo pulpar)

Neste grupo coletaram-se o tecido pulpar de elementos dentais erupcionados
cariados e /ou restaurados que haviam sido indicados para a exodontia ou tratamento
endoddntico. Foram incluidos neste grupo aqueles dentes que responderam
positivamente aos testes de vitalidade pulpar e ndo apresentaram exposi¢do do tecido

pulpar a cavidade oral.
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4.2-Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG), parecer n°. ETIC 390/08
(Anexo II).

O paciente e/ou responsavel foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e
aqueles que voluntariamente se dispuseram a participar desta pesquisa assinaram 0

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo I).

4.3-Coleta e processamento do material para a analise

Amostras coletadas a partir de dentes indicados para a exodontia.

Apo6s os procedimentos cirdrgicos, os dentes foram imersos em hipoclorito de
sodio a 2,5% por 5 minutos para remoc¢do do tecido aderido a sua superficie externa,
seguido da imersdo em soro fisiologico, por 5 minutos, para a neutralizacdo do
hipoclorito. Apos esses procedimentos, os dentes foram friccionados com gaze Umida
para remoc¢éo dos tecidos remanescentes.

Um sulco longitudinal foi realizado ao redor de todo o dente, sem atingir a
cavidade pulpar, com disco diamantado montado em peca de m&o. Um instrumento
metélico estéril foi entdo introduzido no sulco induzindo-se a fratura . O tecido pulpar

foi removido, armazenado em Tissue-Tek e congelado a -80°C.
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Amostras coletadas durante o tratamento endodontico

Ap6s remocdo do tecido cariado e a constatacdo clinica de que o tecido pulpar
ndo foi exposto, os dentes foram submetidos a isolamento absoluto e & desinfec¢éo por
polivinilpirrolidona-iodo (PVPI) a 5%, seguido por hipoclorito de sddio a 2,5%. A
cavidade de acesso endodontico foi entdo realizada e a polpa dental removida com
colher de dentina estéril. O tecido pulpar foi removido, armazenado em Tissue-Tek e

congelado a -80°C.

4.4 -Analise Histoldgica

Cortes histologicos de 5um, das amostras congeladas foram confeccionados e
corados com hematoxilina para avaliacdo histoldgica. Os cortes foram submetidos a
contagem de células inflamatorias, com um aumento de 400x, € 0 numero total de

células inflamatorias obtido para cada amostra.

4.5-Extracdo do DNA

Extraiu-se o DNA presente no tecido pulpar utilizando-se 0 QIlAamp DNA
Tissue Mini Kit (Qiagen 51106), obedecendo-se as instrucdes do fabricante. O DNA
obtido foi diluido em 4&gua, estocado a -20°C, e posteriormente utilizado para
amplificagdo das regides de interesse pela técnica de PCR (MSP) e através do

seguenciamento génico.
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4.6-Tratamento com Bissulfito de Sodio

O padrdo de metilacdo foi avaliado através da técnica de PCR especifica para
metilacdo - (MSP). Essa técnica distingue os alelos metilados dos ndo-metilados de um
gene, baseando-se na mudanca induzida no DNA pelo tratamento com o bissulfito de
sodio. Este tratamento converte as citosinas ndo metiladas em uracila, enquanto as
citocinas metiladas séo protegidas dessa conversao.

Fez-se a conversdo por bissulfito de acordo com Goldenberg et al. (2004). Em
resumo, 1ug de DNA foi desnaturado por incubacdo em 2 ul de NaOH 3M, por 20
minutos, a 50°C. Seguiu-se o tratamento com o bisulfito de sodio (2.5M) e a
hidroguinona (1M), por 3 horas, a 70°C. As amostras, de DNA modificado foram
purificadas pelo Wizard DNA Purification Resin, de acordo com as recomendacdes do
fabricante (Promega, Madison, WI, USA), seguido pela eluicdo em &gua MilliQ.
Posteriormente, adicionou-se NaOH (3M), para completa modificacdo e precipitagdo

por etanol. Os pellets foram resuspendidos em 25 ul de TE e congelados a -20°C.

4.7 MSP (Reacdo em Cadeia de Polimerase Metilacdo Especifica) para

analise da metilacao de IFN-gama

O DNA tratado pelo bissulfito de sodio foi amplificado utilizando-se os primers
abaixo relacionados para se identificar os alelos metilados e ndo metilados, utilizando-se
a técnica de MSP para avaliagdo do gene IFN-gama.

Os primers utilizados em cada reagdo foram: Ndao-Metilados F -
5’GTGATAATGGGTTTGTTTTATT3® e R-

5'CCTAATTAAAATCTCCTAAAAATTACATAZ e Metilados 5F-
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GTGGGTATAATGGGTTTGTTTTATC3" e R- 5AATTAAAATC
TCCTAAAAATTACGTAS (Bonilla-Henao et al. 2005).

A reacdo de PCR foi realizada apresentando em um volume final de 25pl,
10XPCR buffer, 5 pl dNTP-mix (ImM de cada), 0,75ul magnésio (50mM), 0,5ul de
cada primer (20pmol/ul), 0,5ul de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen Life
Tecnologies, Calsbad, CA, USA) e 200 ng de DNA. As condicdes de amplificacdo
consistiram de 94°C por 4 min, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 48°C por 1 min
e 72°C por 1 min, e uma extensdo final de 7 min a 72°C. A reagéo foi realizada no
termociclador Eppendof AG, Germany. Foram utilizados como controle positivo da
reacdo metilada, DNA tratado com a enzima Sssl metilase (New England Biolabs,
Ipswich, Mass, USA) e para a reacdo ndo metilada DNA de células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) (Kowng et al., 2005; Brakensiek et al. 2005).

Os produtos do MSP foram verificados pela eletroforese em gel de
poliacrilamida. Foram aplicados 2ml de cada produto juntamente com 2ml de gel
loading buffer (GLB) no gel a 6,5%. A corrida foi realizada em tampdo TBE 1x, a
160V, durante aproximadamente 40 minutos, utilizando-se cuba especifica (mini
vertical gel electrophoresis unit, Sigma). Posteriormente, cada gel foi corado pela prata
para verificacdo e analise do material amplificado. Como controle negativo, realizou-se
a reacdo com auséncia de DNA. Controles positivos e negativos foram utilizados em

todos 0s experimentos.

4.8 - Sequenciamento de DNA para avaliacdo da metilacéo do gene IL-10

O DNA tratado com bissulfito foi amplificado pela técnica de PCR, utilizando-se

os primers : F - 5-GGTAGGGGTTATGGTGAGTATTATTTGA-3 e R -
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5" CCTAAACTAACCCTCCACCCAATC 3, previamente descritos (Szalmas, 2008). Os
produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5% e
corado por prata. Para a reacdo de PCR foram incluidos 2,5ul de 10XPCR buffer, 5 pl
dNTP-mix (ImM de cada), 0,75ul magnésio (50mM), 0,5ul de cada primer
(20pmol/ul), 0,5ul de Taqg Platinum DNA Polimerase (Invitrogen Life Tecnologies,
Calsbad, CA, USA) e 200 ng de DNA, constituindo um volume final de 25ul. Neste
caso as condi¢des para amplificacdo consistiram de 94°C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 30s e 72°C por 1 min, e uma extensdo final de 10
min a 72°C. A reacdo foi realizada no termociclador Eppendof AG, Germany. Os
produtos foram analisados em gel de alcrilamida 6,5% corados pela prata, e em seguida
purificados pelo GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ), segundo instrucGes do fabricante.

Posteriormente, os produtos de PCR purificados foram submetidos a reacdo de
sequenciamento. Cada reacdo para seqiienciamento consistiu de um volume final de
20ul, por adigdo de 2pl de Big Dye™, 3ul de tampéo, 1pl do primer diluido (1:5,25) e
400ng de produto de PCR, colocados no termociclador Eppendof AG, Germany. Os
produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados de acordo e sequenciados no
ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os CGs
analisados no gene da IL-10 foram -634, -599, -373, -352, -350, -320, -185, -110.

Este dltimo procedimento permitiu que se confirmasse a efetividade do
tratamento por bissulfito ao demonstrar que as citosinas presentes fora das ilhas CpG

eram lidas como timina, demonstrando a conversao.
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4.9 - Analise dos resultados

Foi feita analise estatistica usando o teste de Mann-Whitney pelo programa

BioEstat 4.0 (Belém, Brasil). Um valor de p < 0.05 foi considerado significante.
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5 - Resultados

5.1 - Anélise Histoldgica
Observaram-se ao se analisar os cortes histoldgicos que, no grupo controle a
média do numero de células foi de 10, variando de 2 a 75 células. No grupo caso a

média foi de 61, variando de 23 a 180 células (p=0.0025).

Apenas duas amostras no grupo caso mostraram predominancia de
polimorfonucleares neutrofilos, enquanto nos demais cortes houve um predominio de

células mononucleares.

Figura 2 : Microfotografia representativa dos cortes histoldgicos do grupo

Controle
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5.2 - MSP para o IFN-y

A Tabela 1 ilustra os dados representativos do MSP para o gene do IFN-y
(Anexo IlI- Artigo). Todas as amostras do grupo caso mostraram-se positivas para a
sequiéncia ndo-metilada. Por sua vez, a maioria das amostras mostraram-se positivas
para a sequéncia metilada, o que demonstra a ocorréncia de uma metilacdo parcial
(Tabela 1). No grupo controle, 44.5% das amostras mostraram-se negativas para a
sequéncia ndo-metilada. Entretanto, neste grupo, todas se mostraram positivas para a

sequiéncia metilada, correspondendo a uma metilagéo total do gene IFN-y (Tabela 1).

Amostra IFN-y gene

Grupo Caso M U
1 + +

2 + +

3 + +

4 + +

5 + +

6 + +

7 + +

8 - +

9 + +

10 + +
% de positivo 90% 100%

Grupo Controle

11 + +

12 + +

13 + -

14 + +

15 + -

16 + -

17 + +

18 + -

19 + +
% de positivo 100% 55.5%

Tabela 1 — Resultado do MSP para o gene de IFN-y , onde M representa

metilado e U ndo-metilado.
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5.3 - Analise do sequienciamento do gene da IL-10

Para a anélise do sequienciamento do gene da IL-10 foram avaliadas 10 amostras,
sendo 5 provenientes do grupo caso e 5 do grupo controle. Foi observado através do
programa BiQ Analyser v2.00 uma taxa de conversdo de 100% em todas as amostras
apos o tratamento com bissulfito de sédio, em ambos os grupos. Cada CpG foi analisado
quanto ao padrdo de metilacdo, quando observaram-se, de um modo geral, em ambos 0s
grupos, que os CpGs localizados nas posicdes -634, -599, -373, -353, - 350, -320, -185,
da regido promotora apresentaram metilacéo total, enquanto o CpG -110 mostrou
metilag&o parcial. A figura 3 ilustra um eletroferograma representativo dos resultados
obtidos. As figura 4 (grupo controle) e 5 (grupo caso) ilustram os resultados obtidos no

sequenciamento das amostras avaliadas.

| ,
I i 1 UYL T | '
|1‘ | (]| (| ||” r| AL LU l !.Il' ! | |}

d Lon L Lo oUW ] ) LSRN

Figura 3- Eletroferograma representativo do sequenciamento do gene IL-10 em uma

amostra do grupo Controle. CpGs totalmente metilados.



Cont. 00 118 bp 33 up 1224 bp 19 bp 0D bp 28 bp 133 bp 73 bp llB!bO
Cont. 02 11850 33 bp 224 bp 18 bp 0 bp 28 bp 133 bp 73 bp IlBlbp
Cont. 03 118 bp 33 bp 224 bp 19 bp 0 bp 28 bp 1330p 73 bp lIEI bp
Cont. 05 1500 33 p 724 bp 19 bp 0 bp 28 op 33 bp 13 bp Iml bo
Cont. 07 118 bp 33bp 224 bp 19 bp Obp 28 bp 133 bp 13 bo 181 bp

Ausente Metilado .Néo -Metilado .Metilagﬁo Parcial

Figura 4- Resultados do sequenciamento do gene IL-10 do Grupo Controle. Metilado (

apenas a presenca do C no CpG), Ndo-metilado ( apenas a presenca de T no CpG), Metilagéo

parcial ( presenca de C e T simultaneamente), Ausente ( ndo foi possivel fazer a leitura)

Caso 02 118 bp 33 bp 224 bp 19 bp 0 bp 28 bp 133 bp 13bp 161 bp
prm— —

Caso 04 118 bp 33 bp 224 bp 19 bp Dbp 28 bp 133 bp 3 p 181 o
—_— —

Caso 06 118 bp 33 bp 224 o 18 bp 0 bp 28 bp 133 bp 73 bp 161 bo

Caso 08 118 bp 33 bp 224 bp 19 bp 0bp 28 bp 133 bp 73bp 181 bp

C 09 118 bp 33 bp 724 bp 19 bp 0bp 28 bp 133 bp 73 bp 181 bp

. ~ . . ~ .
Ausente Metilado .Nao -Metilado .Metulagao Parcial

Figura 5- Resultados do sequenciamento do gene IL-10 do Grupo Caso. Metilado ( apenas

a presenca do C no CpG), N&o-metilado ( apenas a presenca de T no CpG), Metilacdo parcial

( presencga de C e T simultaneamente), Ausente ( ndo foi possivel fazer a leitura)
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Discussao
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Este estudo procurou avaliar o padréo de metilagho do DNA em genes
relacionados a duas citocinas envolvidas na modulacdo da resposta imune. As
caracteristicas anatdbmicas da polpa dental, que se encontra confinada em paredes rigidas
que a mantém distante da microbiota presente na cavidade oral, permitem que se estude
este tecido em condicGes de presenga ou auséncia de um processo inflamatério. Neste
estudo os espécimes clinicos foram obtidos a partir de dentes inclusos (sem inflamacéo)
ou dentes portadores de lesdes cariosas, indicados para o tratamento endodontico (com
inflamacéo).

A metilacgéo total observada no grupo controle e a metilagéo parcial observada no
grupo caso sugerem que a inflamacdo pulpar pode alterar o padrdo de metilacéo,
levando a uma hipometilacdo do gene do IFN-y. Kersh e colaboradores, em 2006,
osbservaram que a auséncia de metilacdo na regido promotora esta associada a uma
expressdao aumentada dos niveis de mRNA de IFN-y, principalmente em células T
CD8+ efetoras. A perda da metilacdo do gene do IFN-y em polpa dental inflamada
talvez represente um mecanismo modulador da resposta inflamatoria nesse tecido.
Anteriormente, foi demonstrado por Hahn et al. (2000) que ocorre uma elevada
prevaléncia de mMRNA-IFN-y nos estagios inicias da inflamagdo pulpar. Da mesma
maneira, Kim & Lim (2002) detectaram uma maior expressdo de IFN-y em polpas
estimuladas com Porphyromonas endodontalis quanto comparadas ao controle, sem

estimulo.

A regido promotora do IFN-y possui seis ilhas CpG localizadas nas posi¢oes
-205, -190, -170, -52, -45 e -34 (Jones & Chen 2006). O primer utilizado neste estudo
permitiu avaliar as ilhas localizadas nas posigdes -170 e -52. Anteriormente, Jones &
Chen (2006) observaram que a posicdo -52 é a principal controladora da expresséo

génica associada a metilacdo. Observaram ainda que a expressdo do IFN-y estava
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associado a hipometilacdo nessa posicdo, quando se comparou células Thl com
linfécitos T naive. Entretanto, a expressdo de IFN-y pode também ser modulada por
fatores de transcricdo especificos e pela estrutura da cromatina (Kersh, et al.,2006).

O padrdo de metilacdo do gene IFN-y observado neste estudo demonstrou uma
hipometilagdo que difere dos resultados do estudo que analisou a metilagéo do genoma
em tecidos com inflamacéo crénica, onde uma hipermetilacdo foi detectada (Stenvinkel
et al., 2007). Essa contradi¢do provavelmente se justifica pelo fato de que, neste estudo,
analisaram-se genes especificos e ndo o padrdo de metilacao do genoma. Segundo
Backdahl et al. (2009) o estresse oxidativo gerado em processos inflamatorios cronicos
pode ser um fator que promova a reducao geral no padréo de metilacéo.

Durante uma inflamacdo pulpar ocorre uma expressdo aumentada de citocinas
pré-inflamatorias (Hahn, et al., 2000). A hipometilacdo do gene do IFN-y, observada
neste estudo, no grupo caso, sugere uma maior expressao desta citocina, como
demonstrado em estudos anteriores (Hahn, 2000; Kim & Lim 2002). Dong et al., (2007)
encontraram uma associacdo entre o padrdo de metilacdo da regido promotora do gene
IFN-y e a sua transcricdo, observando uma hipometilacdo em células produtoras. Por
sua vez, Kwon et al. (2008), ao avaliarem ilhas CpG na regido promotora do IFN-y, ndo
encontraram relacdo entre a expressdo génica é o padrdo de metilacdo. Ao analisar o
padrdo de metilacdo do gene do IFN-y e o perfil de células T, Young et al. (1994)
observaram que em células Thl (produtoras de IFN-y) a regido promotora estava
completa ou parcialmente hipometilada, ao passo que em celulas Th2 a regido

promotora encontrava-se hipermetilada.

No que diz respeito ao IFN-y, 0 mecanismo epigenético que estaria envolvido na
modulacdo da resposta inflamatoria no tecido pulpar seria a demetilacdo do DNA. Este

processo poderia ocorrer pela inibicdo da metilagéo das novas fitas de DNA formadas
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durante a replicacdo celular, como resultado de uma demetilacdo oxidativa, ou devido a
possivel acdo de uma enzima, que induz a demetilacdo diretamente, removendo o

radical metil da citosina (Kersh et al., 2006).

Neste estudo avaliaram-se também o padrdo de metilagdo em oito CpGs
localizadas nas posigdes -634, -599, -373, -352, -350, -320, -185, -110 da regido
promotora do gene da IL-10. De um modo geral, os CpGs, totalmente e parcialmente
metilados, foram observados tanto no grupo caso quanto no controle. Uma alta
frequéncia de metilagéo total foi observada nas ilhas CpGs -373, -352, -350, -320 e -185
em ambos 0s grupos, sugerindo que a metilacdo destas regides é um evento comum na
polpa dental.

Apesar de uma menor frequéncia de metilacdo total ter sido observada nas
posicoes -634 e -599, principalmente no grupo controle. Szalmas et al. (2008) relataram
que o padrdo de metilacdo da regido promotora proximal (-110) é a principal
determinante do silenciamento transcricional da expressdo da IL-10 humana em células
epiteliais normais e neoplasicas. Estes autores detectaram a ndo metilacdo da posicao
-110 em células produtoras da IL-10, enquanto a presenca de metilacdo determinou o
silenciamento, uma vez que esta regido associa-se a ligacdo de um importante fator de
transcricdo, o STATS3. Diante disto, como néo se observaram diferencas nesta posicéo, a
alteracdo no padréo de metilacdo entre os grupos avaliados neste estudo ndo permite
sugerir diferenca na expresséo desta citocina.

Dong et al. (2007) ndo observaram, em ceélulas T recuperadas em sangue
periférico humano, uma associacao entre um padrdo de metilacdo e a expressao de IL-
10, diferentemente do observado com o IFN-y. Estes autores concluiram que o padréo
de metilagdo desse gene ndo € fator decisivo em sua transcri¢do. Segundo outros

pesquisadores  (Bonilla-Henao, 2005; Johnson & Belshaw, 2008) embora seja
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reconhecido o papel da metilacdo do DNA no controle de muitos processos imunes, 0
grau do silenciamento transcricional depende da quantidade de citosinas metiladas nos
CpG e suas posi¢des dentro da sequéncia.

A presenca de inflamag&o cronica, infeccdo bacteriana ou estresse oxidativo
podem também promover a demetilagdo do DNA. Especula-se que a inflamacéo
persistente pode levar a metilacdo do DNA via inativacdo de citocinas sinalizadoras
supressoras e via compostos halogénios (Backdahl et al., 2009). Torna-se relevante
assim, definir se os mecanismos epigenéticos que ocorrem em tecidos infectados, tais
como aquele de polpas de dentes portadores de uma leséo cariosa ativa, séo o resultado
do contato microbiano direto ou sdo consequiéncia da resposta inflamatoria gerada por
eles (Bobetsis et al., 2007). Apesar de 0 presente estudo ser um passo importante no
entendimento da interacdo metilagdo-processo inflamatério no tecido pulpar, estudos
posteriores sdo necessarios para se definir a acdo de fatores epigenéticos na modulagdo
da resposta inflamatdria neste tecido. Para tanto seria interessante comparar o padréo de
metilacdo com a expressdo de mRNA e a producdo de proteinas. Assim, avaliar-se-ia

ndo s os fatores relacionados a transcrigdo, mas também & tradugao.
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Conclusoes
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- A presenca de metilacdo € um evento observado no tecido pulpar na presenca e

ou auséncia de inflamagé&o;
- A hipometilagdo do gene IFN-y foi observada em polpa dental inflamada;

- N&o se observou diferencga na alteracdo do padrdo de metilagcdo do gene da IL-
10 na posigéo -110, na presenca e ou na auséncia de inflamacdo. Os CpGs -634 e -599
necessitam de estudos adicionais para se definir sua influencia em processos

inflamatorios.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

AVALIACAO DO PADRAO DE METILACAO NOS GENES IL-1, IL-10 E

IFN-y EM POLPA DENTAL HUMANA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar deste projeto de pesquisa e, portanto,
sera solicitado que leia este material de modo a garantir que esta sendo informado da
natureza deste estudo e de como seré sua participacdo no mesmo, se concordar em fazé-
lo. A assinatura deste termo ira indicar que vocé foi informado e que concorda em
participar.

Um consentimento informado por escrito é solicitado pelas regulamentacdes,
antes da participacdo em qualquer pesquisa, de forma a assegurar que 0 paciente
entendeu a natureza e 0s riscos de sua participacdo e para que 0 mesmo possa decidir
em participar ou ndo, de forma livre e esclarecida.

OBJETIVO

A carie dental, uma doenca provocada por bactérias, pode levar a necessidade de
tratamento endoddntico (tratamento de canal) dependendo da sua gravidade. Isso
acontece, porque dentro dos nossos dentes existe um tecido, susceptivel a inflamacéo.
Quando esse tecido inflama € necessario sua remocgao e obturacdo ou fechamento do

espago que anteriormente era ocupado por ele, nisso consiste o tratamento de canal. Os
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tecidos inflamados produzem moléculas para controlarem a inflamacdo. Entre essas
moléculas estdo: a interleucina-1 (IL-1), interleucina-10 (IL-10) e o interferon-gama
(IFN-y). A produgdo dessas moléculas ¢ influenciada pela estrutura do DNA, que
contem 0s genes necessarios para essa producdo. O DNA estd sujeito a alteracdes
estruturais, que influenciam na atividade dos genes, ou seja, se ou genes produziréo ou
ndo moléculas. No tecido inflamado pode haver uma mudanca na estrutura dos genes,
pois algumas moléculas que sdo produzidas nesse tecido, ndo sdo produzidas nos
tecidos normais. Portanto, o objetivo dessa pesquisa € avaliar se existem alteracbes
estruturais nos genes relacionados a sintese de IL-1, IL-10 e IFN-y, quando comparamos

o tecido inflamado com o normal.

CRITERIOS DE SELECAO

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo, pois necessita de um
tratamento endodontico (tratamento de canal) que envolve a remogdo do tecido
inflamado necessario a realizacdo de nossa pesquisa. O porqué necessita da remocao de
terceiro molar incluso, que possui em seu interior o tecido, em condi¢do de
normalidade, necessario a realizacdo de nossa pesquisa.

Para que decida ou ndo em participar desta pesquisa, vocé deve entender o
suficiente a respeito do protocolo, de modo a fazer um julgamento preciso. Se houver
alguma davida que vocé ndo tenha entendido sobre este estudo, apds a leitura deste
consentimento informado, por favor, dirija suas perguntas ao Dr. Fabiano Pereira
Cardoso.

Os tecidos necessarios a execucdo desse estudo serdo obtidos nas clinicas de
Endodontia e Cirurgia da Faculdade de Odontologia da UFMG, de pacientes que

necessitarem que tratamento endodéntico ou da remocdo cirurgica de terceiros molares
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inclusos. Sua parte laboratorial sera realizada no Laboratério de Patologia da mesma
instituicdo
Este estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (COEP/UFMG).
Qualquer davida referente a sua participagdo podera ser esclarecida no COEP

(Tel.: 3409-4592- Av.: Presidente Antonio Carlos, 6627/ 2° andar, sala 2005).

PROCEDIMENTOS

Seréo selecionados 10 pacientes que necessitem de tratamento endoddntico e 10
pacientes que necessitem da remocéo do terceiro molar incluso. O tecido que fica dentro
do dente desses pacientes serd submetido a analise para avaliar se existe diferenca na
estrutura do DNA, relacionado aos genes IL-1, IL-10 e IFN-y, entre os pacientes.

Todos os pacientes estardo sob tratamento nas clinicas de endodontia e cirurgia
da Faculdade de Odontologia da UFMG, obedecendo as normas da instituicdo. Apos a

coleta, as amostras serdo analisadas em laboratorio.

BENEFICIOS
As informacOes obtidas com a sua participagdo podem resultar no melhor
entendimento dos fenémenos relacionados ao controle da resposta inflamatoria, ndo s6

no dentes, mas também em outras partes do corpo.

PARTICIPACAO E COMPENSACAO
A participagdo neste estudo néo tera nenhum custo a sua pessoa. A coleta das
amostras sera realizada durante o seu tratamento, sendo assim ndo serdo necessarias

consultas adicionais, além das previstas para a realiza¢do do tratamento necessario.
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DIREITO DE ABANDONAR O ESTUDO
A participagdo neste estudo é voluntéaria. Vocé tem o direito de se recusar em
participar ou retirar-se do estudo a qualquer momento. Caso recuse, mesmo assim tera o

seu tratamento concluido.

CONFIDENCIABILIDADE DOS DADOS
Est4 garantida a confidenciabilidade das informagfes que vocé fornecer. As
informagdes serdo codificadas e mantidas em local reservado o tempo todo, tendo

somente acesso as informagdes 0s pesquisadores que participam da pesquisa.

AUTORIZACAO

Antes de fornecer meu consentimento pela assinatura deste termo, 0os métodos
foram explicados a mim e as minhas perguntas foram respondidas. Eu entendo que
posso perguntar a qualquer momento e que estou livre para retirar-me deste estudo sem
causar constrangimentos ou afetar meus cuidados odontol6gicos. Uma cépia assinada
deste termo de consentimento me sera concedida.

Declaro ter lido e entendido os termos da pesquisa a ser realizada por:

Fabiano Pereira Cardoso (aluno de Mestrado em Odontologia, area de
concentragdo em Endodontia, da FO-UFMG).

Rua Hermilio Alves 332 / Santa Tereza / Belo Horizonte-MG

Tel: 3467-4000

Assinatura do paciente Data  / [/

Assinatura do investigador Data_ / [

Fabiano Pereira Cardoso
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ANEXO Il — Copia da autorizagdo do COEP/UFMG (Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais) para realizagdo da pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 390/08

interessado(a): Prof. Antonio Paulino Ribeiro Sobrinho
Departamento de Odontologia Restauradora
Faculdade de Odontologia - -UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 14 de outubro de 2008, apos atendidas as solicitagbes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado “ldentificagdo do padrao de metilagado
de Genes IL-1, IL-10 e IFN-y em polpa dental humana"™ bem como ©
Termo de Consentimento Livre € Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o Iniclo do projeto.
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Abstract

DNA methylation is characterized by addition of methyl groups in cytosines
within CpG islands. Unmethylated islands are related with transcriptionally active
structure, whereas methylated DNA recruits methyl-binding proteins that promotes
chromatin compactation. Although epigenetic events can influence the expression of
cytokines, it has not been already investigated in dental pulp. The purpose of the present
study was to evaluate the methylation status of IFN-y gene in human dental pulp
affected by inflammation compared with pulp tissue cells of impacted molar teeth. The
MSP was used to verify the DNA methylation status. While total methylation was only
observed in some samples of the normal dental pulp tissues, partial methylation was
found in most of the cases of inflamed pulp tissues. In conclusion, the present study
gives the first evidence of the possible participation of epigenetic events in inflamed

dental pulp.

Keywords: methylation, interferon-gamma, dental pulp, inflammation
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Introduction

Epigenetics is described as modifications in conformational structure of DNA
which do not involve changes in the sequence, making it more or less accessible to
transcription (1, 2). DNA methylation is the most common epigenetic event
characterized by addition of methyl group in cytosines within CpG regions (2).
Unmethylated CpG islands are related with transcriptionally active structure, whereas
methylated DNA recruits methyl-binding proteins leading to chromatin compactation
and preventing the binding of transcription factors (3, 4).

Evidence is emerging about the importance of epigenetic regulatory
mechanisms in controlling the inflammatory response (5). Epigenetic changes occur in
cytokine genes in human cells, affecting the ability of the cell to express cytokines (6).
Despite the small number of studies that evaluated CpG methylation in cytokine genes,
the initial findings have offered insights into the pathogenesis of some inflammatory
diseases, such as chronic gastritis (7), airway inflammation (1), periodontitis (8) and
bronchial asthma (9).

Few studies evaluating the methylation pattern in IFN-y gene have been
performed. CpG methylation in the IFN-y promoter is considered a negative
transcriptional regulator of IFN-y production (10). IFN-y is an important
proinflammatory cytokine released mainly from T-cells in response to antigenic
stimulation and involved in activation of macrophages and endothelial cells (11). It also
regulates the antigen-specific immune response and potentiates many of the actions of

TNF-o. on endothelial cells (12). A high prevalence of IFN-y mRNA in inflamed pulps
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from shallow caries has been detected, being the initial stages of pulpal inflammatory
response characterized by a cell-mediated type-1 immune response (13). Due to
important role of IFN-y cytokine in the development of pulp inflammation, the presence
of methylation in promoter region of this gene may interfere in immune response
elaborated during the inflammatory process.

Although epigenetic events can influence the expression of cytokines, it
has not been already investigated in dental pulp. The purpose of the present study was to
evaluate the methylation status of IFN-y gene in human dental pulp affected by
inflammation compared with pulp tissue cells of impacted molar teeth. We found
evidence for the first time that epigenetic events may be important to IFN- y expression

in human dental pulp.

Materials and methods

Sample collection

A total of 19 samples of human dental pulp from individuals under treatment at
the Dentistry School, Universidade Federal de Minas Gerais, were included in this
study. The samples were stratified into two groups: case group (n=10) composed by
pulp tissue from tooth with symptomatic pulpitis and the control group (n=9) composed
by pulp tissue from impacted third molars. The case group was composed of 6 female
and 4 male subjects (median age 32 years, ranging from 15 to 57) and the samples were
collected during conventional endodontic therapy. The control group was composed of
9 female subjects (median age 25 years, ranging from 16 to 29), and the samples were
collected after surgical removal of impacted third molars. Pulp tissues were immediately
included in Tissue-tek (Sakura Finetek, CA, USA) and stored at -80°C. The present

study was approved by the local Ethics Committee (ETIC 390/08).



74

Histological study

Two sections of 5um from frozen samples were stained by haematoxylin-eosin
to histopathological evaluation. The histological sections were submitted to
inflammatory cell counting (original magnification x400) and the total number of

inflammatory cells was obtained for each sample.

DNA extraction

The remaining fragments of the frozen samples were used to DNA extraction.
The genomic DNA was extracted with the QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s protocol. The concentration of DNA was

determined with a spectrophotometer.

Bisulfite modification

Methylation pattern of tissues were assessed using DNA modification by
bisulfite treatment, similar to that reported by Goldenberg et al. (14). With the bisulfite
treatment, unmethylated cytosines of DNA are converted to uracil while methylated
cytosines remain unmodified. The bisulfite conversion was carried out with Iug of
DNA, which was denatured by incubation with 2ul of NaOH 3M for 20 minutes at
50°C. Then the samples were treated with sodium bisulfite (2.5M) and hydroquinone
(IM) for 3 hours at 70°C. Modified DNA samples were purified with Wizard DNA
purification resin according to the manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI,
USA) and eluted in distilled H,O. NaOH (3M) was added to complete the modification
and this was followed by ethanol precipitation. The pellets were resuspended and 200

ng of DNA were used for the PCR assay.



75

Methylation-specific Polymerase Chain Reaction (MSP)

MSP distinguishes the presence of methylation based on alterations produced
after bisulfite treatment of DNA using specific primers for methylated or unmethylated
DNA. The primer sequences used were previously described (15).

PCR was carried out in a total volume of 25ul containing 2.5 pl 10X
PCR buffer, 5 pul dNTP-mix (ImM of each), 0.75ul Magnesium Chloride (50mM),
0.5ul of each primer (20pmol/ul), 2.5 units of Platinum Tag DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and 200 ng of DNA. The
amplification conditions consisted of 94°C for 4 min followed by 30 cycles of 94°C for
1min, 48°C for 1min and 72°C for 1min, and final elongation at 72°C for 7min. The
reactions were performed into a thermocyler (Eppendorf AG, Germany). PCR products
were visualized in silver stained 6.5% polyacrilamyde gel.

DNA treated with Sssl methylase (New England Biolabs, Ipswich, Mass,
USA) was used as positive control in methylated reactions, while the DNA from
peripheral blood mononuclear cells was used as control for unmethylated reactions,
similarly to previous reports (16, 17).

Positive amplification only for methylated primers was interpreted as
total methylation. Positive amplification for both methylated and unmethylated primers

were considered as partial methylation, according with Zhang et al. (18).

Statistical analysis
Statistical analysis of data was performed using the Mann-Whitney test from

BioEstat 4.0 software (Belém, Brazil). A p-value of < 0.05 was considered significant.
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Results

Histopathological evaluation

The median number of inflammatory cells in the control group was 10, ranging
from 2 to 75. In the case group the median was 61, ranging from 23 to 180. The Mann-
Whitney test showed increased number of inflammatory cells in the case group
(p=0.0025). The inflammatory infiltrate, when present, was predominantly
mononuclear. Only two samples of the case group showed predominance of

polymorphonuclear neutrophils.

MSP results

MSP representative data of IFN-y gene are illustrated in figure 1. All the
samples of the case group showed positive unmethylated sequence and all but one
showed methylated sequence as well (partial methylation of IFN-y gene) (Table 1). In
the control group, 44.5% of the samples were negative for unmethylated sequence but
were positive for the methylated sequence of the gene (total methylation of IFN-vy)

(Table 1).

Discussion
The dental pulp may be considered a unique tissue due to its morphological
characteristics and its physical confinement (19). This tissue is protected of oral
environment by a rigid-walled pulp chamber, which gives the dental pulp favorable
conditions for investigation of methylation-inflammation interaction. The interaction
between DNA methylation and inflammation may have relevance for inflammatory

diseases, as the pulpitis. Microarray studies have shown different levels of 445 genes
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expression in pulp of healthy and carious teeth (20). Furthermore, upregulation of
various cytokines mRNA were reported in symptomatic dental pulps (13, 21).
Therefore, differentiated cytokines expression may occur during inflammatory reaction
in dental pulp.

In present study, the profile of total methylation was only observed in
some samples of the control group, in contrast with the profile of partial methylation
verified in most of the samples in the case group, indicate that the presence of
inflammation in human dental pulp is associated with loss of DNA methylation in the
promoter region of the IFN-y gene. Since unmethylated sequence of gene is correlated
with high mRNA levels of IFN-y (22), the loss of DNA methylation may represent a
defense mechanism of pulp during the inflammation. Our findings may explain the high
prevalence of IFN-y mRNA in inflamed pulps and a cell-mediated type-1 immune
response in initial stages of pulp inflammation (13).

The epigenetic control observed in inflamed pulp may be explained by
occurrence of DNA demethylation. It has been postulated that DNA demethylation can
occur by blocking methylation of newly synthesized DNA during replication (23), or
due to unknown enzimatic factor with demethylase activity (24), and also due to an
oxidative demethylation (25). Although the process involving demethylation is poorly
known, IFN-y promoter demethylation was reported in memory CDS8T cells after
antigenic stimulation (22).

Despite of many questions about the epigenetic control of inflammatory
response, clues of epigenetic influence in the development of immune response may be
important in diseases with an inflammatory profile. In conclusion, our study shows that
inflammation in human dental pulp is associated with loss of total methylation of the

promoter region of the IFN-y gene. This finding suggests that epigenetic events may be
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relevant to IFN-y modulation in dental pulp. Further studies are necessary to determine

the functional relevance of these alterations.
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Figure 1 - MSP representative data of the IFN-y gene. U shows PCR products
when amplified by unmethylated primers and M shows PCR products when amplified
by methylated primers. Lane 1 and 2 shows samples with partial methylation. Lane 3

and 5 shows samples with total methylation. Lane 4 shows an unmethylated sample.



Table 1- Results of MSP for IFN-y gene

Samples IFN-y gene
Case M U
group

1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 + +
6 + +
7 + +
8 - +
9 + +
10 + +

% of 90% 100

positivity %
Control
group

11 + +
12 + +
13 + -
14 + +
15 + -
16 + -
17 + +
18 + -
19 + +

% of 10 55.

positivity 0% 5%
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