MICHELLE BEATRIZ VIANA

ESTUDO DA METILACAO NOS GENES IFN-yE IL-10 NA
DOENCA PERIODONTAL

Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Odontologia
Belo Horizonte
2009



15

MICHELLE BEATRIZ VIANA

ESTUDO DA METILACAO NOS GENES IFN- yE IL-10 NA
DOENCA PERIODONTAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacéo
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial para a obtencdo do

titulo de mestre em Periodontia

Orientador: Prof. Dr. José Eustaquio da Costa
Co-orientadora: Dra. Paula Rocha Moreira

Belo Horizonte
2009



Este trabalho contou com a colaboragéo:

- pesquisadores:

Dr. Ricardo Santiago Gomez
Dr. Fernando Oliveira Costa

- alunos:

Marina Gongalves Diniz

Fabiano Pereira Cardoso

16



17

AGRADECIMENTOS

A Deus que teve o papel principal nessa jornada académica; por me dar coragem,
forca e determinacéo.“ Senhor eu sei que tu me amas.”

Ao professor Dr. José Eustaquio da Costa, pelo voto de confianca e pela oportunidade
de desenvolver este trabalho.

A minha co-orientadora Paula Rocha Moreira, por ter acreditado neste trabalho e na
minha competéncia para desenvolve-lo, pelas atitudes positivas sempre, pelo carinho,
atencao, competéncia e dedicacdo. Muito obrigada!

Ao professor Dr. Ricardo Santiago Gomez, pela acolhida no laboratério de biologia
molecular, pelo seu apoio e por suas orientacdes tdo importantes na construcéo desta
pesquisa.

Ao professor Dr. Fernando Oliveira Costa, pelas valiosas contribuicbes durante a
execucao deste trabalho.

Aos amigos do laboratério de Biologia Molecular, pela disponibilidade em ajudar
sempre.

Em especial

ao Flavio, pela oportunidade de acompanhar seus experimentos, pela
paciéncia em me ensinar, por sua participacéo no projeto deste trabalho. Obrigada por
me ajudar a dar os primeiros passos em direcao a biologia molecular,

ao meu colega de experimentos Fabiano, por compartilharmos os mesmos
“genes”. Muito obrigada por sempre ter uma palavra de incentivo nas horas em que
mais precisei,

a Marina Diniz, por sua contribuicdo nos experimentos de sequenciamento.

Aos amigos da “Perio” pelas conversas, pelo incentivo, pelos trabalhos desenvolvidos,
pelas trocas, pelos momentos de descontracdo. Foi muito bom ter convivido com
VOCES.



18

Em especial, a Luis Otavio de Miranda Cota

Aos meus familiares, pelo apoio e carinho.
Aos amigos que compreenderam a minha auséncia.
A minha querida mae, pelo exemplo de coragem e persisténcia, pelas palavras certas

nas horas que mais precisei, pelo seu apoio e por seu amor incondicional que posso
contar sempre. Sem vocé eu nada seria.

A minha avd, por sua perseveranca, por me ensinar que ndo devemos desistir
nunca, mesmo quando pensamos nao ser possivel.

Ao Takeshi, por ter dado um novo sentido a minha vida. Com certeza esse caminho
teria sido muito mais dificil sem vocé. Obrigada, pelo carinho, paciéncia, apoio e por
todo o cuidado que teve comigo. Seu amor foi essencial para que eu conseguisse
chegar até aqui.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico (CNPqQ), pelo apoio financeiro.
Aos pacientes participantes desta pesquisa, que tiveram a disponibilidade em doar as

amostras para os experimentos, desejo-lhes muitas felicidades.

Ao Anibal, por seu carinho e pela valiosa correcao de portugués deste trabalho.



19

‘Apesar dos nossos defeitos, precisamos
enxergar que somos pérolas Unicas no teatro da
vida e entender que nao existem pessoas de
sucesso e pessoas fracassadas. O que existem
sdo pessoas que lutam pelos seus sonhos ou
desistem deles.”

Augusto Cury



20

RESUMO

A metilacdo do DNA é um fator epigenético caracterizado pela adicdo de um grupo
metil em citosinas de regibes CpG, promovendo modificagées na estrutura do DNA
sem envolver altera¢des na sequéncia de nucleotideos. A presenca de metilagdo na
regido promotora dos genes pode provocar o silenciamento transcricional dos
mesmos. Alteracbes epigenéticas podem ocorrer em genes de citocinas afetando a
expressdo dessas moléculas envolvidas no processo inflamatério. Estudos recentes
apontam para a participacao da metilacdo em genes de citocinas na patogénese de
algumas doencas inflamatérias. O objetivo do presente estudo foi verificar a
presenca de metilacdo nos genes IFN-y e IL-10 na doenca periodontal e avaliar seu
impacto na gravidade da doenca. Foram avaliadas amostras de tecidos periodontais
de individuos com gengivite e de individuos com periodontite crénica. Para a andlise
do gene IFN-y utilizou-se a técnica do MSP que usa primers especificos para o DNA
metilado e ndo metilado. A metilacdo do gene IFN-y foi frequente nas amostras
avaliadas. Nao houve diferenca na presenca de metilacao entre os grupos e também
em relacdo a gravidade da doenca periodontal. Esses resultados sugerem que a
metilacdo do gene IFN-y € um evento comum nos tecidos periodontais inflamados.
Em relacdo ao padrdo de metilacdo no gene IL-10, avaliado pelo sequenciamento
das amostras, foram observados apenas CpGs totalmente ou parcialmente
metilados, em ambos os grupos. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos,
guando comparados os CpGs totalmente metilados. Esses resultados mostram que
a metilacdo do gene IL-10 pode ser um evento comum nos tecidos periodontais
inflamados. Acreditamos que mais estudos sdo necessarios para uma melhor

compreensao sobre mecanismos epigenéticos e suas influéncias na doenca
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periodontal, contribuindo assim para o esclarecimento de aspectos importantes na

patogénese dessa doenca.

Palavras-chaves: Metilagéo, Genes de citocinas, Doenga Periodontal.
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ABSTRACT

DNA methylation is characterized by the addition of methyl groups in cytosines within
CpG islands. Unmethylated CpGs are related with transcriptionally active structure,
whereas methylated CpG recruits methyl-binding proteins that promotes chromatin
compaction. DNA methylation can influence the expression of cytokines and to affect
the development of periodontal disease. The purpose of the present study was to
evaluate the methylation status of the interferon gamma (IFN-y) and interleukin-10
(IL-10) gene in periodontal tissues. Methylation-specific polymerase chain reaction
(MSP) and DNA sequencing analysis were used to verify the DNA methylation status
of the IFN-y and IL-10 gene, respectively, in samples from no periodontitis subjects
and individuals with chronic periodontitis. Histologic sections stained by hematoxylin-
eosin were used for histopathological evaluation of samples. The methylation status
of the IFN-y and IL-10 gene were similar among the groups. Most of samples were
positive for IFN-y methylation. Only 11% of periodontitis group showed unmethylated
DNA. Considering IL-10 gene, no unmethylated sample was observed. The profile of
total or partial methylation were detected in CpGs evaluated. The results showed
evidence that methylation of IFN-y and IL-10 genes are usual features on periodontal
tissues. Further studies are necessary to determine the functional relevance of these

alterations.

Keywords: methylation, cytokines, inflammation, periodontitis



23

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacéo dos géis de PCR do gene IFN-7........cccooieiiiniincneenne. 48
Figura 2 - Padréo de metilacdo do gene IFN- y considerando a gravidade da periodontite
(o] 70] o1 o7 T TP TP PPPPPPPP 50
Figura 3 - Representacdo do gel de PCR parao gene IL-10........ccccoeevveeeiiiininennnns 51
Figura 4 - Eletroferograma representativo de CpG totalmente e parcialmente
013 11 F= o [o T PP PP TP TPTPPPPP 52
Figura 5 - Padréo de metilacdo de 8 CpGs da regidao promotora do gene IL-10 ...53
Figura 6 - Porcentagem de amostras metiladas por CpGs especificos nos grupos

geNGIVItE € PEIOUONTITE. .......uuiiiiiiiiiiiiie e e 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos grupos de estudo............ccccceeeeviiiiiieeeeennnns 40
Tabela 2 - Resultados do MSP para 0 gene IFN-7.......cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene e 49

Tabela 3 - Frequéncia do padrao de metilagao..............ccoevvevrveviiiiiiiiiii e, 50

24



LISTA DE ABREVIATURAS

AAP - American Academy of Periodontology

AgNO; — Nitrato de Prata

C - Citosina

CD4 - Cluster of differentiation 4

CMSP — Células Mononucleares de Sangue Periférico
DNA - Acido Desoxirribonucléico

DNMT - DNA Metiltransferases

DP - Doenca Periodontal

FO-UFMG - Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas
FIG — Figura

F- Foward

FCG - Fluido Crevicular Gengival

G —Guanina

GLB - Gel Load Buffer
HDAC - histone deacetilase

H,O - Agua

IL- Interleucina

IFN-y— Interferon gama

LPS - Lipopolissacarideo

MSP Reacdo em cadeia de polimerase metilacdo especifica.
Min — Minutos

NK - Célula Natural Killer

Pb - Pares de Bases

PS - Profundidade de Sondagem

25

Gerais



26

Pl - Perda de Insercao

PC - Periodontite Cronica

PCR - Polymerase Chain Reaction — Reacdao em Cadeia da Polimerase
PGE - Prostaglandinas

RNA - Acido Ribonucléico

RT-PCR - Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction

R - Reverse

S - Segundos

S| - Sistema Imune

Th - Célula T Auxiliar

TNF — Fator de Necrose Tumoral



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt 15
2 REVISAO DE LITERATURA ... oot 18
2.1 DOENGA PERIODONTAL ..cttuttttteetetuaaetauuaeseastneeessnaeessseeesssnaaessnaasessneeesnnaaeees 18
2.2 CITOCINAS . ..ttt ettt ettt e e ettt e e e et e ettt e e e e e et sa e e aeeesba e eeeeenbnan e aaaeernes 21
2. 2.1 INTERFERON GAMA . ... uuiitttttuieeaeeetutaa e e e eeettaa s e e aeessan e aeeeeesaaaaeeaeesssnneaaeaeees 25
2.2.2 INTERLEUCINA =10, ittt e e e e et e aeeeaaanns 26
2.3 MECANISMOS EPIGENETICOS. ...cettuuieaieiitiniaeeeaeettiaeaeeeessnanseassnnnseeaseessnnnaeeens 28
2.3. 1 METILAGAO DO DINA . ...t e e e e e e 29
2.3.2 METILAGCAO NOS GENES DE CITOCINAS ...cvuuiiiiiieeeeiieeeetneeeeanneeeeanaeesesnaeeannns 31
2.3.3 MECANISMOS EPIGENETICOS E DOENGCAS INFLAMATORIAS CRONICAS............. 33
S OBUIETIVOS. ... et e e e r e 37
3.1 OBUIETIVOS GERAIS. ..ttt e etteitiie e e e eeettia e e e e eeeeti s e e e e eeesaaaeaaeeesnneeseeansnnnaaaeaeennes 37
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... tttitttieaeeteetta e e aeeeettaa e e e eeetn e e eaeessaa e aesaeessnnaaeeeenes 37
A ASPECTOS ETICOS. ... ooiieeeeceeeeeeeee ettt en e 38

5 MATERIAIS E METODOS........oioeiiieeeeeeee ettt 39

27



5.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRAS. ....ccvveeeteeiteeeireestessseesstesssesessessssssreesssesseeas 39
5.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA A ANALISE.......ccoveeveeeiveeennnnnn. 41
5.3 ANALISE HISTOLOGICA. . ..eiuvieieeecteeeeteeeeeeseeeseteseseeeaessneeesessseeestesaseesressseeenes 41
5.4 EXTRACAO DO DN A . ottt e e e b 41
5.5 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO.......ccuveeiueeiereeeteeieesiressseeseesseeseesnnes 42
5.6 METODOLOGIA PARA A AVALIAGAO DA METILAGAO NO GENE IFN-y........c.......... 42

5.6.1 MSP-PCR (REAGAO EM CADEIA DE POLIMERASE METILAGAO ESPECIFICA) DO GENE

LN = 4 e e et e e e e et e e e et rr— i raaeeeeees 42
5.7 METODOLOGIA PARA A AVALIACAO DA METILACAO NO GENE IL-10................... 44
5.7.1 PCR, PURIFICAGAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE IL-10 DO GENE IFN-y....... 44
D8 AN ALISE ESTATISTICA i tttitiet it e ettt et et e et e e et s et s e s s s easea e sneebseasenrasneees 46
B RESUL T AD S . .. e e e e e e e b e e e e e eaaeaes 47
6.1 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA. ..cutitietietiiteeeeetee ittt ee et ee e e ea e e e enae e easetaaeanns 47
6.2 RESULTADOS DO MSP DO GENE IFN-7ccviiiiiiiii e 47

6.3 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DO GENE IL-10......ccoeviiiiiiiiiiiciieeeeeeei, 51

28



7 DISCUSSAOQ.....ciiiiiiiiieietetees ettt ettt 55
8 CONCLUSAOD. ..ottt bbbt 62
O REFERENCIAS. ...ttt e et ea ettt teste e tennene e 63
ANEXO A - Termo de esclarecimento e termo de livre consentimento............. 73
ANEXO B - FICha ClINICAL ....cci ittt 75
ANEXO C - Tratamento do DNA com bissulfito de sodio.............cccccveevriinnnnee. 78

ANEXO D - Precipitagcdo do DNA com Isopropanolol/ Etanol........................... 81

29



30

1 INTRODUCAO

Doencas periodontais (DP) sao infec¢cdes polimicrobianas que provocam a
destruicdo das estruturas de sustentacdo do dente, como resultado de uma acgéo do
sistema de defesa do hospedeiro, em resposta ao acumulo de placa (KINANE E
HART, 2003; KINANE E LINDHE, 2005).

Este processo patogénico apresenta diferencas na extenséo e gravidade no
préprio individuo e entre individuos, sendo as razGes para isso multifatoriais
(KINANE E LINDHE, 2005). Sua progressao parece nao ocorrer de forma continua,
mas de maneira episddica, em pequenos periodos de atividade que sdo seguidos
por longos periodos de remissédo (LINDHE et.al., 1989; ALBANDAR, 1990). Durante
a atividade da doenca € observada uma destruicdo periodontal mediada por
citocinas (GOMEZ; DUTRA E MOREIRA, 2009).

Patdgenos e seus fatores de viruléncia ativam a resposta imuno-inflamatéria,
promovendo a liberacdo de citocinas, produtos ativadores de complemento, quininas
e metaloproteinases. Alguns desses mediadores inflamatorios participam da
destruicdo Ossea e do ligamento periodontal (ISHIKAWA, 2007). Dentre estes
mediadores, destacam-se: interferon-gama (IFN-y) e interleucina-10 (IL-10). IFN-y é
um tipo de citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por células T, cujo
aumento na sua producédo esta relacionado a progressédo e a gravidade da doenca
periodontal (GARLET et al., 2003). Por outro lado, a IL-10 é uma citocina
antiinflamatodria, importante na limitacdo das respostas imuno-inflamatérias, por inibir
a funcéo efetora em células T (SZALMAS et al., 2008).

A doencga periodontal é influenciada pelos microorganismos da leséo

subgengival, por doencas sistémicas adquiridas que reduzem ou alteram a
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resisténcia organica e por fatores ambientais. Entretanto, existe um reconhecimento
crescente que ha um forte componente genético na susceptibilidade a periodontite
(OFFENBACHER, 1996).

Novos avancos na medicina e na biologia molecular comecam a ter impacto
na patogénese da DP. Apesar da natureza multifatorial da periodontite, € possivel
identificar genes que l|he confere susceptibilidade. Acredita-se que 0S genes
responsaveis pela resposta imune desempenham um papel crucial na patogénese
da periodontite. Pesquisadores tém focado sua atencdo na identificacdo de
polimorfismos genéticos em mediadores da resposta imune, como as citocinas, que
vém sendo usados potencialmente como fatores de suscetibilidade em relacdo a
doenca (OFFENBACHER, 1996).

Genes de citocinas sdo alvos de multiplos mecanismos epigenéticos tais
como metilacdo, desmetilacdo do DNA e modificagdes na histona como acetilacao,
metilacéo, fosforilacdo (FITZPATRICK E WILSON, 2003; ADCOCK et al., 2007). A
presenca de alteracBes epigenéticas na regido promotora desses genes pode afetar
a habilidade celular de expressar citocinas (SANDERS, 2006).

A importancia desses mecanismos nas éareas de desenvolvimento e de
biologia do céncer esta estabelecida, e seu conhecimento na &rea da imunologia
esta em crescimento (FITZPATRIC E WILSON, 2003). Pesquisas recentes
evidenciam a importancia desses fatores na patogénese de algumas doencas,
principalmente naquelas que envolvem a resposta inflamatoria (WILSON, 2008), tais
como: gastrite cronica (BOBETSIS et al., 2005), bronquite asmatica (KWON et al.
2008) e periodontite (OFFENBACHER, BARROS, BECK, 2008).

Eventos epigenéticos sdo capazes de alterar a producdo de citocinas,

consequentemente influenciando na patogénese e no resultado de muitas doencas
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infecciosas (STENVINKEL et al, 2007; BOBETSIS et al, 2007). Essas descobertas
tém relevancia para alteracdes inflamatorias cuja regulacdo € determinada pela
expressdo de citocinas. Além disso, sugere-se que a presenca de inflamacao
cronica e a infeccao bacteriana promovam a metilacdo do DNA (STENVINKEL et al,
2007; BOBTESIS et al, 2007).

Estudos indicam que as caracteristicas clinicas da DP podem ser
influenciadas por fatores genéticos e epigenéticos. Esta claro que determinantes
genéticos da resposta inflamatdria modulam a expressdo da doenca. Muitos fatores
associados a periodontite incluindo acumulo de placa bacteriana, fumo e diabetes
sdo capazes de provocar alteracdes epigenéticas nos tecidos periodontais, o que
propbe o envolvimento de um componente epigenético nas diferentes respostas
inflamatorias no proprio individuo e entre individuos (OFFENBACHER, BARROS e
BECK, 2008).

Considerando a natureza complexa e multifatorial da doenca periodontal é
possivel assumir que eventos epigenéticos influenciem no estabelecimento e na
progressdo da doenca. Como tem sido demonstrado que mecanismos epigenéticos
podem ter impacto em desordens inflamatérias e devido a escassez de informacdes
sobre esses eventos na periodontite, a pesquisa nessa area podera aprimorar 0
conhecimento sobre a patogénese dessa doenca (GOMEZ; DUTRA E MOREIRA,
2009).

Tendo em vista que a presenca de metilagdo em genes de citocinas pode
interferir na patogénese das doencas inflamatoérias, o objetivo geral deste estudo foi
avaliar a ocorréncia da metilacdo do DNA nos genes IFN-y e IL-10 na gengivite e

periodontite crénica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal é uma doenca infecciosa caracterizada pela ocorréncia
de reacdo inflamatoria destrutiva, que pode levar a subsequente perda de tecido de
suporte dentario. E a doenca 6ssea mais prevalente em humanos e importante
causa de perda dental em adultos (PAGE, 1997).

A DP caracteriza-se por uma diversidade de manifestacbes clinicas que
acometem o periodonto, caracterizadas pela formacdo de bolsa periodontal,
migracao do epitélio juncional, destruicdo de tecido 6sseo e conjuntivo (MOORE E
MOORE, 1994). Sdo comumente divididas em infec¢cbes que afetam somente o0s
tecidos gengivais (gengivite) e aquelas que acometem o tecido periodontal de
suporte, incluindo o ligamento periodontal e osso alveolar (periodontite) (GRENNIER
E MAYRAND, 2000).

O diagnostico de gengivite geralmente implica que ndo ocorreu perda de
insercdo no periodonto, sendo caracterizada clinicamente por vermelhidao,
tumefagcéo gengival e uma tendéncia aumentada de sangramento dos tecidos moles
a sondagem delicada (KINANE E LINDHE, 2005). Por outro lado, na periodontite
ocorre uma inflamacéo no periodonto de suporte, perda dos tecidos de insercao e
reabsorcdo 0ssea. Nessa forma de doencga, a recessdo gengival e a ocorréncia de
bolsas periodontais sdo sinais clinicos comuns.

De acordo com a classificacdo das doencas periodontais, proposta por

Armitage (1999), duas categorias principais de DP foram estabelecidas: a
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periodontite cronica e a periodontite agressiva. A periodontite cronica apresenta uma
taxa de progressdo frequentemente baixa sendo caracterizada por eventuais
episodios ou surtos de atividade da doenca e por presenca de irritantes locais
compativeis com a gravidade da doenca. Embora ocorra mais comumente em
adultos, pode ser encontrada também em criancas e adolescentes (ARMITAGE,
1999). Pode estar associada a fatores locais, ser modificada ou estar associada a
fatores sistémicos e ser alterada por fatores comportamentais (ARMITAGE, 1999). A
periodontite agressiva difere da periodontite crénica pela alta taxa de progressao,
que leva a uma avancada destruicdo periodontal associada a perda precoce do
dente. A quantidade de deposicdo microbiana é incompativel com a gravidade da
destruicdo periodontal, mas pode haver uma tendéncia familiar sendo que essa
forma de periodontite ocorre de uma maneira localizada ou generalizada
(ARMITAGE, 1999; CALIFANO, 2003).

Independentemente da forma clinica, infeccdo e inflamacdo constituem
marcos fundamentais da DP. A presenca de reacdo inflamatéria no periodonto,
visivel clinica e microscopicamente representa uma resposta do hospedeiro
suscetivel aos microorganismos da placa dental e seus produtos, que estdo em
constante contato com o epitélio sulcular e juncional (OFFENBACKER, 1996;
SCHENKEIN, 2006). A resposta do hospedeiro a infec¢do depende da natureza e da
viruléncia dos patdgenos e de fatores genéticos e ambientais (BORREL E
PAPAPANOU, 2007).

A etiologia priméria da doenca periodontal consiste de bactérias especificas,
predominantemente anaerdbias gram-negativas (HAFFAJEE e SOCRANSKY,

1994), que formam um biofilme bacteriano possibilitando a permanéncia dos
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patdgenos nas superficies dos dentes e no ambiente da bolsa periodontal,
determinando uma inflamacéao persistente (MARTINS, 1997).

As bactérias periodontopatogénicas sao capazes de promover uma
degradacéo dos tecidos do hospedeiro, através da liberagcdo de uma variedade de
produtos biologicamente ativos, como lipopolissacarideos (endotoxinas), peptideos
guimiotaxicos, toxinas proteicas e acidos organicos (OFFENBACKER, 1996)

As moléculas liberadas pelo biofilme dental estimulam o hospedeiro a
produzir varios mediadores, entre eles a producéao e liberacédo de citocinas, incluindo
a interleucina-1 beta ((IL-14), a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-8 (IL-8), IFN-y, IL-
10, prostaglandinas, e o fator de necrose tumoral (TNF-a), (SASAKI et al., 2000;
GAFFAR e VOLPE, 2004). Essas citocinas secretadas aumentam a infiltracdo
linfocitaria, a reabsorcdo Ossea e a dissolucdo da matriz extracelular
(OFFENBACKER, 1996). H4 também evidéncias cada vez maiores de que células
predominantes do periodonto, os fibroblastos, sdo capazes de produzir
prostanglandinas, interleucinas, TNF-¢, e IFN-y (GAFFAR e VOLPE,2004).

Os processos inflamatérios agem nos tecidos gengivais para proteger contra
0 ataque microbiano e impedir que 0s microrganismos se disseminem ou invadam
os tecidos (GALET et al., 2003; KINANE, BERGLUNDH e LINDHE, 2005). Os
estagios iniciais da doenca periodontal representam uma evolucdo inflamatéria
acompanhada de modificacdes no tecido conjuntivo e epitélio juncional. A lesédo
inicial € caracterizada pela presenca de um infiltrado celular composto
principalmente por macréfagos e linfocitos T (PAGE E SCHROEDER, 1976). A lesdo
avancada ocorre quando a inflamacdo se estende para o ligamento periodontal e

osso alveolar, verificando-se uma continua perda de fibras colagenas subgengivais
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préoxima a bolsa periodontal, presenca de reabsorcado 6ssea e aumento de linfocitos
B e plasmacitos (PAGE E SCHROEDER, 1976).

De acordo com Allisson e Lanier (1987), esta bem definido que o sistema
imune do hospedeiro € essencial no processo da doenca, apesar das bactérias
apresentarem um papel claro na patogénese da gengivite e periodontite. As células
do sistema imune estdo amplamente distribuidas pelo organismo e, na presenca de
um processo infeccioso, ha necessidade de concentrar essas células e seus
subprodutos no local da infeccdo (ALLISSON E LANIER, 1987). O processo
inflamatoério que ocorre na doenca periodontal é caracterizado pela infiltracdo
linfocitaria (GRAVES, 2008) e pela adesao dos leucécitos ao endotélio, assim como
sua posterior migracdo para o tecido (TEDDER et al., 1995). Esse recrutamento
leucocitario é promovido por diversos fatores, incluindo produtos bacterianos,
citocinas, quimiocinas e complemento (GRAVES, 2008). A atividade bioldgica
dessas citocinas pode ser diretamente relevante para a destruicdo periodontal, como
a perda de insercéo, a destruicdo de colageno e a reabsorcdo dssea (GORSKA et

al., 2003).

2.2 CITOCINAS

Devido a natureza inflamatéria da doenca periodontal, as citocinas
desempenham um papel essencial hos mecanismos imunopatoldégicos (GEMMELL;
YAMAZAKI E SEYMOUR, 2002). Essas moléculas, sendo produzidas por células no

microambiente inflamatorio, irdo, pelo controle das funcbes de diversos tipos
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celulares e da migracdo/recrutamento celular, determinar o destino da atividade
inflamatoria. O equilibrio entre estas citocinas e de atividades por elas coordenadas,
associados a outros fatores, podem definir estagios diferentes da inflamacéo
(GEMMELL; YAMAZAKI E SEYMOUR, 2002).

Na doenca periodontal, a presenca dos produtos bacterianos apresenta a
habilidade de induzir uma ampla resposta pro-inflamatoria, estimulando a producéao
de citocinas (MADIANOS; BOBETSIS E KINANE, 2005).

As citocinas sao proteinas soluveis, com grande espectro inflamatério,
hematopoiético, metabdlico e com propriedades imunorreguladoras, sendo
secretadas por macrofagos, células dentriticas, linfocitos, células endoteliais e
fibroblastos (GROSKA et al., 2003). Esses polipepitideos agem como mensageiros
transmitindo sinais para outras células e realizam numerosas a¢fes que incluem o
inicio e a manutencado da resposta imunoinflamatdria, a regulacdo do crescimento e
diferenciacao celular (OFFENBACKER, 1996).

As interleucinas (IL) sdo membros importantes do grupo das citocinas e
encontram-se envolvidas, principalmente, na comunicagdo entre leucdcitos e outras
células que participam dos processos imune e inflamatério, como as células
epiteliais, endoteliais e fibroblastos (OFFENBACKER, 1996). Além das interleucinas,
as citocinas também incluem fatores de crescimento, quimiocinas que atuam no
recrutamento celular, e interferons que séo importantes moléculas ativadoras de
linfécitos (OFFENBACKER, 1996).

As citocinas podem ser classificadas segundo suas acdes ou propriedades,
tais como agbes pro-inflamatdrias ou anti-inflamatorias, ou por seu papel como
fatores de crescimento ou efeitos hematopoiéticos etc. As citocinas pro-

inflamatorias, tais como IL-1, interleucina 2 (IL-2), IL-6, IL-8, interleucina 12 (IL-12),
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TNF-a, e IFN-y, promovem a ativacdo do processo inflamatério, auxiliando na
eliminacdo de patdégenos (MARQUES; CIZZA E STENBERG, 2007). Elevacédo dos
niveis de citocinas pro-inflamatérias resulta na ativacdo dos macrofagos, células
natural killer (NK), células T e células B; proliferacdo de células T e células B; e
proliferacdo e secre¢cdo de imunoglobulinas. No nivel sistémico, as citocinas
demonstraram induzir febre e aumentar a sintese de proteinas da fase aguda.
Localmente, promovem o recrutamento de células inflamatoérias para os sitios da
inflamacédo. Algumas citocinas sao responsaveis pelo recrutamento, ativacdo e
retencdo dos leucdcitos nos sitios de inflamagbes locais (MARQUES; CIZZA E
STENBERG, 2007). J4 as citocinas anti-inflamatérias, tais como interleucina 4 (IL-4),
IL-10, interleucina 13 (IL-13), TGF-4, reduzem a resposta inflamatdria por meio da
diminuicao das citocinas pro-inflamatoérias e da supressao da ativacdo de mondcitos.
Adicionalmente, as citocinas exercem seus efeitos dependendo do local de acéo.
Por exemplo, a IL-8 tem uma ac¢éo pré-inflamatéria em sitios de inflamacéo locais,
ao passo que, em alta concentragdo e no compartimento intravascular, exerce uma
acao anti-inflamatoéria (MARQUES; CIZZA E STENBERG, 2007).

As citocinas podem também ser classificadas pela fonte de producédo do
linfécito T helper, se produzidas pelos linfocitos T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-
2). Os linfécitos Th-1 liberam citocinas que ativam macrofagos, células NK,
neutrofilos, linfécitos citotdxicos, ampliando assim a resposta imunoldgica celular
(e.g. IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-¢, IL-2). Por outro lado, as citocinas Th-2 (e.g. IL-4, IL-6,
IL-10, IL-13, TGF-p) ampliam a resposta humoral por meio da ativacdo das células
B. As citocinas Th-1 sao principalmente pré-inflamatérias, enquanto as citocinas Th-
2 sdo principalmente anti-inflamatérias (GROSKA et al., 2003; MARQUES; CIZZA E

STENBERG, 2007).
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As células T possuem um papel imunorregulatério importante na patogénese
da DP (ISHIKAWA, 2007). Em razdo de seus principais produtos agirem
antagonicamente, o IFN-y inibe a proliferacdo de Th2 enquanto IL-4 e IL-10 inibem a
sintese de citocinas por Thl, pode-se dizer que ha uma mutua regulacdo entre as
respostas Thl e Th2 (MOSSMAN E SAD, 1996).

Durante a resposta imune, um perfil de citocinas Thl ou Th2 pode dominar
indicando uma polarizacédo da resposta. Pode-se ainda observar um perfil misto de
producdo de citocinas Thl e Th2, que caracteriza uma outra sub-populacdo
denominada ThO (MOSSMAN E COFFMAN, 1989). Alguns pesquisadores acreditam
que as células ThO séo apenas precursoras ainda ndo totalmente diferenciadas das
células Thl e Th2, outros acreditam que essas células representam uma populacao
com caracteristicas proprias (MINER E CROFT, 1999). A natureza dessa resposta
tem sido avaliada em diversas doencas (COOFMAN, 2006), inclusive na DP,
apresentando resultados conflitantes.

Resultados tém frequentemente demonstrado uma mistura de citocinas
derivadas de células Thl e Th2, ou uma predominancia de um dos tipos de resposta
em individuos com doenca periodontal (SEYMOUR E GEMMELL, 2001). A
ocorréncia da mistura de citocinas Thl e Th2 pode ser explicada tendo em vista o
grande numero de espécies bacterianas que podem interagir com o sistema imune
na DP. Outros resultados favorecem a hipétese que as lesbes da periodontite
cronica sdo mais associadas com uma resposta Th2, enquanto a resposta com
periodontite agressiva parece estar polarizada em direcdo a Thl (SCHEINKEIN,
2006). Os estudos histolégicos caracterizam as lesdes iniciais de gengivite clinica
como consistentes em uma resposta Thl, enquanto que as lesbes avancadas como

consistentes com uma resposta Th2 (SEYMOUR E GEMMELL, 2001).
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Assim, a polarizacao da resposta imune local por células Th pode determinar
a estabilidade ou a progressdo da doenca. A resposta imune polarizada por Thl,
caracterizard uma resposta celular inflamatéria, e por Th2, uma resposta imune
humoral com caracteristicas anti-inflamatérias (SEYMOUR E GEMMELL, 2001;

GEMMEL; YAMAZAKI E SEYMOUR, 2002).

2.2.1- INTERFERON GAMA

O IFN-y desempenha um papel fundamental na manutencdo da homostease
imunolégica, particularmente na ativacdo da resposta imune celular associada a
Thl, importante para a defesa do hospedeiro contra infecgdes bacterianas e virais.
Entretanto, a producdo excessiva de IFN-y pode contribuir para a patogénese de
doencas inflamatdrias, diretamente por efeitos toxicos ou indiretamente pela
ativacao de células efetoras citotoxicas, tais como magrofagos (WHITE et al., 2002).

Essa citocina possui um perfil pré-inflamatorio, sendo liberada por células Thl
qguando ativadas por certos tipos de antigenos (OFFENBACHER, 1996). Elevados
niveis de IFN-y no FCG proporcionam um aumento na resposta de mondcitos a
lipopolissacarideos (LPS) de bactérias periodontopatogénicas (SALVI et al., 1998).
Esse aumento gera uma maior secrecdo por estes mondécitos de mediadores proé-
inflamatorios responsaveis pelo estimulo a reabsor¢do 0ssea, tais como IL-1, TNF-«
e prostaglandinas 2 (PGEZ2). Sugere-se que o IFN-y seja a citocina mais produzida
por células T nos tecidos periodontais inflamados, e 0 aumento na sua expressao

pode estar correlacionado a progressdo da doenca (ROBERTS; McCAFFERY; E

MICHALEK, 1997). Salvi et al. (1998) observou um aumento no nivel de IFN-y no
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fluido crevicular gengival (FCG), em ambas periodontite crénica (TSAI, 2007) e
agressiva. Segundo Alpagot e colaboradores (2003), a quantidade de IFN-y em
sitios periodontalmente ativos, acompanhados por seis meses, foi significativamente
maior do que em sitios inativos, sugerindo o papel dessa citocina na progresséo da
periodontite.

ApOs terapia periodontal inicial, observou-se uma reducdo significante nas
taxas de IFN-y associada a melhora no indice de sangramento gengival e
profundidade de sondagem (PS); e um aumento na expressao de IL-4 (TSAI et al.,
2007). Esses dados sugerem que o IFN-y é predominante nas lesdes periodontais
cronicas e a citocina IL-4 estd envolvida com a remissdo ou melhora da inflamacéo

periodontal (UKAI et al., 2001; TSAI et al., 2007).

2.2.2- INTERLEUCINA -10

Durante o processo inflamatorio, destaca-se também a importancia da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 produzida pela ativacdo de mondcitos e células Th2
(DE WALL MALEFYT et al., 1992). Essa citocina apresenta um papel fundamental
na regulacdo da resposta imune e inflamatéria, reduzindo significantemente a
producado de citocinas e a apresentacao de antigenos (GEMMELL et al., 1997). Sua
principal funcéo é inibir as respostas imunes do hospedeiro, particularmente as que
envolvem macréfagos, diminuindo a capacidade fagocitica dessas células (ABBAS
E LICHTMAN, 2005). A sua atividade n&do afeta apenas o sistema imune, mas,

através da modulacéo de fatores de crescimento, de citocinas e outros mediadores,



42

pode influenciar processos fisiolégicos, como angiogénese, e infeccbes (DE WALL
MALEFYT et al., 1992).

A IL-10 é uma importante supressora da reabsorcdo 6ssea estimulada por
doenca infecciosa, como a doenca periodontal, provavelmente atuando via inibicao
da expressdo da citocina IL-1 (SASAKI et al 2000). Além disso, a quimiotaxia de
células produtoras de IL-10 e IL-4 pode controlar potencialmente a destruicdo
induzida por células Thl. Consequentemente, a alta expressdo de IL-10 nos
pacientes com periodontite crénica poderia reduzir a gravidade da doenca (GARLET
et al., 2003). Considerando suas funcdes, essa citocina anti-inflamatéria, apresenta
importante papel na doenca peridontal.

Tendo em vista que a presenca de alteracdes genéticas e epigenéticas em
genes de citocinas podem afetar a expressdo dessas moléculas e, como descrito
anteriormente, devido a natureza inflamatéria da DP, torna-se importante verificar a
ocorréncia dessas variagcdes nesses genes. A producao alterada de citocinas pode
tornar o individuo suscetivel a peridontite ou a gravidade da doenca, uma vez que as
citocinas sdo sintetizadas em resposta a bactérias patogénicas e seus produtos,
induzindo e mantendo uma resposta inflamatéria no periodonto (GAMONAL et al.,
2000).

Estudos tém avaliado a variacdo genética nos genes mediadores da resposta
imune. A presencga de polimorfismos funcionais nos genes de citocinas, como IL6
(MOREIRA et al., 2007; TERVONEN et al., 2007), IL-1 (MOREIRA et al., 2005),
TNF-a (KINANE et al, 1999), IFN-y (BABEL et al., 2006) e IL-10 (YAMAZAKI et al.,
2001), tem sido descrita e usada como alvo potencial para investigar os fatores de
suscetibilidade em relacdo a periodontite. Entretanto, alteracbes epigenéticas em

genes de citocinas ainda ndo foram avaliadas na doenca periodontal.
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2.3 MECANISMOS EPIGENETICOS

Ao longo dos anos, mecanismos epigenéticos envolvendo modificadores no
DNA (metilacdo) e histonas (acetilagdo, metilacéo) e seu impacto correspondente na
regulacdo do gene, tem despertado consideravel interesse (GOPISSET,;
RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006). Diversas funcdes celulares, como expressao
génica, reparo do DNA e proliferacdo celular, sdo regulados por mecanismos
epigenéticos (ADCCOCK et al., 2007).

Fator epigenético refere-se a mudancas hereditarias na expressao dos genes
que ndo sao resultantes de alteracdes na sequéncia de nucleotideos do DNA
(BAYLIN, 2005). Os dois principais mecanismos epigenéticos sdo modificacdes na
histona e metilacdo do DNA. Esses mecanismos podem ativar ou inativar genes que
controlam o crescimento celular, proliferagcdo, apoptose, e determinam em que
momento o gene é expresso durante o desenvolvimento (ADCCOCK et al., 2007,
WILSON, 2008). Os parametros de modificacdes nas histonas e no DNA constituem
um programa epigenético Unico para cada tipo celular, sendo replicado durante
sucessivas divisdes celulares (GOPISETTY; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006).

A metilagdo € a modificacdo mais comum no DNA eucariotico, tendo sido
ativamente investigada, devido a sua habilidade de alterar a expressao do gene.
Mudancas nos parametros da metilacdo podem ocorrer na forma de hipometilacdo
ou hipermetilacdo. O DNA hipometilado pode estar associado a reativagdo do gene
ou a instabilidades cromossomais. A hipermetilecdo na regido promotora dos genes
por outro lado parece estar envolvida na repressédo transcricional (GOPISETTY;

RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006).
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2.3.1 METILAGAO DO DNA

A metilacdo do DNA ocorre por uma adi¢cao covalente de um grupo metil no
carbono 5 do anel de citosina, resultando em 5-metilcitosina. Esse grupo metil
projetado com maior encaixe no DNA e inibe efetivamente a transcricao
(RICHARDSON, 2003; BAYLIN, 2005). A adicao do grupo metil é feita por enzimas
conhecidas como DNA metiltransferases (DNMTs) (DNMT1, DNMT2, DNMT3a e
DNTM3b) que catalisam essa adicdo aos residuos de citosina do DNA (BAYLIN,
2005; ADCOCK et al., 2007). DNMT1 é responsavel por manter a metilcdo do DNA
ja estabelecida durante a sua replicacio e DNMTs3 sdo mediadoras do
estabelecimento de um novo parametro de metilacdo (FITZIPATRICK E WILSON,
2003; BAYLIN, 2005; GOPISETTY; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006).

No DNA de mamiferos, 5-metilcitosina é encontrado praticamente em 5% do
DNA gendmico, principalmente nos dinucleotideos citosina-guanina, chamadas ilhas
de CpG. Essas ilhas séo tipicamente encontradas dentro ou proximo das regifes
promotoras dos genes, onde a transcricdo € iniciada (GOPISSET,
RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006; WILSON, 2008). Aproximadamente 50% dos
genes de humanos possuem ilhas GpGs, e a maioria dessas ilhas ndo séo
metiladas em tecidos normais (GOPISSET; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006;
JOHNSON E BELSHAW, 2008).

Embora a metilacdo controle a atividade do gene, sozinha ela ndo é suficiente
para inativar a transcricdo. A estrutura da cromatina proxima da regido promotora

dos genes também interfere na metilacdo e na atividade transcricional. O DNA
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gendmico é organizado dentro da cromatina, onde a fita de DNA € enovelada em

histonas formando os nucleossomos (BACKDAHL; BUSHELL E BECK, 2009).

As histonas sado proteinas que podem passar por modificacdes, tais como
acetilacao, fosforilacdo, metilacao e ubiquitinacdo (FITZIPATRICK E WILSON, 2003;
BACKDAHL; BUSHELL E BECK, 2009). A acetilacdo da histona e o espaco do
nucleossomo afetam a estrutura da cromatina,regulando, assim a transcricdo do
gene (BAYLIN, 2005). Nas ilhas CpGs nao metiladas, os nucleossomos possuem
uma configuracdo mais aberta, facilitando o acesso aos fatores de transcricao.
Quando as ilhas estdo hipermetiladas, 0s nucleossomos tornam-se mais
compactados, inibindo o acesso das proteinas que promovem a transcricao
(BAYLIN, 2005; BACKDAHL; BUSHELL E BECK, 2009). A acetilacdo de histonas
mantém a cromatina aberta e no seu estado transcricionalmente ativo, permitindo a
aglutinacéo dos fatores de transricao, histonas acetilases e outros coativadores que

promovem a expressao do gene (BAYLIN, 2005).

As DNMTs para regular o silenciamento do gene recrutam proteinas
aglutinadoras de metil que interagem com deacetilases de histonas (HDACS)
(BAYLIN,2005). HDAC remove o grupo acetil das histonas levando a compactacéo
da cromatina e impedindo a aglutinacdo dos fatores de transcricdo (EGGER et al.,

2004; GOPISSET; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006).

O processo de metialcdo do DNA e as modificagbes nas histonas estao
conectados. A acetilagdo de histonas trabalha em conjunto com a metilagdo para
regular a transcricdo do gene (WILSON, 2008). A acetilacdo é requerida para manter
a cromatina aberta e transcricionalmente ativa, quando o DNA esta hipometilado.

Contrariamante, ilhas de CpGs hipermetiladas recrutam HDACs que levam a uma
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desacetilacdo das histonas resultando em uma forte interacdo eletrostatica entre
histonas e DNA, compactando a cromatina e reprimindo a expressao do gene
(GOPISETTY; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006; WILSON, 2008). No entanto, a
metilacdo do DNA é considerada um fator dominante na regulacao da transcricdo do

gene (GOPISETTY; RAMACHANDRAM E SINGAL, 2006).

2.3.2 METILAGAO NOS GENES DE CITOCINAS

A metilagdo do DNA ¢é um dos mecanismos principais durante o
desenvolvimento imune, controlando recombinagbes, a expressao linhagem
especifica de antigenos na superficie celular e a regulacdo transcricional de
citocinas durante a resposta imune (BONILLA-HENAMO et al.,2005).

A investigacdo da ocorréncia de metilacdo em genes envolvidos com a
resposta imune tem sido realizada em véarios trabalhos (BONILLA-HENAO et al.,
2005; FITZPATRIC E WILSON, 2003; GALM et al.,, 2003; ARMENANTE et al;
1999). Com o objetivo de analisar alteracfes epigenéticas nesses genes, estudos
foram realizados em células T (RICHARDDSON, 2003), em células de mieloma
multiplo (GALM et al., 2003), no carcinoma hepatocelular (YOSHIAKWA et al.,
2001), no lapus eritematoso (BURZUNSKI et al, 2007) e em linfomas (CHEN et al,
2007).

A metilacdo do DNA ocorre nos linfocitos TCD4+ durante a sua diferenciacao
em Thl e Th2, que secretam predominantemente IFN-y e IL-4, respectivamente.

Durante esse processo a expressdo de um gene de citocina e o silenciamento de
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outro € regulada por mecanismos epigenéticos, demonstrando que a diferenciacdo
Th1/Th2 é dependente de fatores epigenéticos (YANO et al.,, 2003; SANDERS,
2005).

Alteracdes epigenéticas em genes codificadores de citocinas, como IL-2, IL-6,
IL-10, IFN-» TNF-o (WHITE et al., 2002; FITZIPATRICK E WILSON, 2003;
ADCCOCK et al., 2007; SULLIVAN et al., 2007) também foram avaliadas. White et
al. (2002) sugerem que a expressdo do gene IFN-y em humanos é regulada pelo
padrao de metilacdo em sua regido promotora.

A regulacdo da transcricdo do gene IFN-y também foi observada em ratos
(FITZPATRICK et al.,, 1998). Um aumento na transcricdo do gene IFN-y foi
correlacionado a hipometilacdo na regido promotora de células Thl em humanos e a
hipermetilacdo demonstrou inibir a expressdo do RNAm e da proteina desse gene
em linfocitos (YANO et al., 2003; BONILLA-HENAMO et al., 2005).

A metilacdo na regido promotora do gene IFN-y atua significativamente na
diferenciacdo in vitro de células T em Th2, inibindo a conformacdo aberta da
cromatina e o recrutamento de fatores de transcricdo. Durante a diferenciagdo em
Th2, a regido promotora torna-se hipermetilada e na diferenciacdo em Thl
permanece hipometilada (YONG et al., 1994; IYANO, et al., 2003; WINDERS,;
SCHWARTZ E BRUNIQUEL, 2004). De acordo com esses resultados, Jones e Chen
(2006) demonstraram que uma metilagdo isolada no CpG -53 do gene IFN-y é
suficiente para inibir sua expresséao, durante o desenvolvimento de Th2, por impedir
diretamente a aglutinacéo de fatores de transcricéo.

Algumas pesquisas atuais também demonstraram que alteracbes nos
parametros de metilacdo e modificagcbes nas histonas podem ocorrer no gene da

IL-10 durante a diferenciagéo de células T em Th2, interferindo na expresséao desse
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gene (SARAIVA et al., 2005). Na artrite reumatoide (AR), a frequéncia de metilacao
na regido promotora no gene da IL-10 foi significativamente maior quando
comparada aos controles saudaveis. Tais descobertas sugerem que a
hipermetilacdo da regido promotora pode ser um mecanismo crucial para a
inativacdo do gene da IL-10 em AR, evidenciando seu possivel envolvimento no
inicio e desenvolvimento dessa doenca (FU et al., 2007). Existem evidéncias de que
em células epiteliais normais e neoplasicas o parametro de metilacdo nas CpGs da
regido promotora €é o maior determinante do silenciamento transcricional da
expresséo de IL-10 em humanos (SZALMAS et al., 2008).

Embora seja reconhecido o papel da metilagdo do DNA no controle de muitos
processos imunes, o grau do silenciamento transcricional depende da quantidade de
citosinas metiladas nas ilhas de CpG e suas posicbes dentro da sequéncia

(BONILLA-HENAMO et al., 2005; JOHNSON E BELSHAW, 2008).

2.3.3 MECANISMOS EPIGENETICOS E DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS

Esta clara a importdncia do padrdo epigenético na regulacdo do
desenvolvimento e ativagdo celular. Evidéncias apontam para uma participacdo
desses mecanismos em doencas humanas, incluindo inflamagdo e desordens
neoplasicas (WILSON, 2008). Contudo, a maioria das pesquisas de doencas
humanas avalia o padrdo de metilagdo no céncer. O silenciamento epigenético
nessa enfermidade esta associado com genes supressores de tumor, genes
responsaveis pelo reparo do DNA e outros genes responsaveis por fendtipos

neoplasicos. Porém a influéncia epigenética em outras doencas ainda € pouco
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conhecida (FITZPATRICK E WILSON, 2003). Com o avanco da biologia molecular e
na tentativa de proporcionar novas dimensdes aos mecanismos epigenéticos,
estudos sobre o padrdo de metilacdo nos genes de citocinas em doencas
autoimunes e doencas inflamatérias tém sido propostos (RICHARDSON, 2003;
OFFENBACHER; BARROS E BECK, 2008).

Estudos epigenéticos envolvendo genes de citocinas foram realizados em
algumas doencas como bronquite asmatica (KNOW et al., 2008) e no Idpus
eritematoso sistémico (Ml E ZENG, 2008). Na bronquite asmatica o grau de
desmetilagdo no gene IL-4 foi alto em individuos sensiveis (KNOW et al., 2008), e no
lGpus eritematoso foi observada uma hipometilacdo na regido promotora de IL-4 e
IL-6 em células T ativadas (Ml E ZENG, 2008). A regulagcéo epigenética, por uma
hipometilacdo também pode estar envolvida na inflamacao das vias respiratorias e
na intolerancia a endotoxinas bacterianas como lipopolissacarideos (LPS) (ADCOCK

et al., 2007).

A avaliacdo dos parametros de metilacdo em genes de citocinas é importante
em desordens inflamatérias nas quais a expressao de citocinas € alterada.
Mecanismos epigenéticos como metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas séo
frequentemente associados com uma transcricdo alterada dos genes, podendo ser

relevantes na patogénese da DP (Ml E ZENG, 2008).

Evidéncias iniciais apontam para uma hipometilacdo no gene IL-6 em
individuos com DP, comparados a controles, sugerindo um aumento da expressao
dessa citocina em tecidos inflamados (OFFENBACHER; BARROS; BECK, 2008). A
IL-6 € uma citocina envolvida na reabsorcdo 0ssea, sendo encontrada em altos

niveis em individuos com periodontite grave (MOREIRA et al., 2007).
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Além disso, a presenca de inflamacéo cronica e infeccfes bacterianas podem
promover a metilacdo do DNA (VALINLUCK E SOWERS, 2007; BOBETSIS et al.,
2007). O stress oxidativo e componentes haldgenos produzidos por reacdes
quimicas durante o processo inflamatério persistente sdo capazes de alterar o
padrdao de metilagdo do DNA (VALINLUCK E SOWERS, 2007). O potencial de uma
infeccdo microbiana provocar modificacbes epigenéticas na mucosa estd sob
investigacdo (BOBETSIS et al., 2007). Entretanto, ndo se sabe se alteracfes
epigenéticas ocorrem devido a uma interacdo bacteriana direta com os tecidos ou
como consequéncia a resposta inflamatoria do hospedeiro (BOBTESIS et al., 2007).

O epigenoma, devido a sua plasticidade, também pode ser modificado por
fatores como dieta, idade (ISSA, 2002; EDWARDS E MYERS, 2007), tabaco, alcool
e toxinas. Estudos mostram a metilacdo do gene de COL1Al, responséavel pela
expressao da proteina colagenoa1, no ligamento periodontal, durante o processo de
envelhecimento (OHI et al., 2006).

Considerando as descobertas citadas anteriormente, fatores epigenéticos
podem interferir na resposta do hospedeiro a infeccdo bacteriana e contribuir no
fenétipo clinico da peridontite (OFFENBACHER; BARROS E BECK, 2008; GOMEZ;
DUTRA; MOREIRA, 2009). Os mecanismos epigenéticos relacionados a doenca
periodontal ainda ndo foram estudados. Uma vez que os individuos ndo séao
igualmente suscetiveis aos efeitos destrutivos das infeccdes periodontais, esta claro
que a variabilidade na resposta do hospedeiro entre os individuos contribui
significativamente para a expressédo da periodontite na populacdo (VAN DYKE E
SHEILESH, 2005). Dessa forma, a avaliacado da presenca de metilacdo em genes de
citocinas na doenca periodontal podera esclarecer importantes aspectos

relacionados a resposta imune na DP.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Verificar a presengca de metilagio em genes de citocinas nos tecidos

periodontais de individuos com gengivite e periodontite cronica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar a presenca da metilagédo nos genes IL-10 e IFN-Y em

tecido gengival dos individuos com gengivite e periodontite crénica.

Associar a presenca da metilagdo nos genes IL-10 e IFN-) com a gravidade

da periodontite cronica.
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4 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa deste trabalho foi submetido a apreciacéo e aprovacao
da Camara do Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Posteriormente, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP/UFMG), obedecendo ao exigido pela legislacdo brasileira, conforme as
resolucbes CNS n° 196/96 e 304/00, do Conselho Nacional de Saude, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos,
recebendo o parecer n° ETIC 337/08.

Todos os pacientes submetidos a triagem receberam tratamento odontoldgico
indicado, independente de sua participacdo na pesquisa. Os pacientes e/ou
responsaveis foram esclarecidos sobre 0s objetivos da pesquisa e forneceram o
consentimento livre e esclarecido (Anexo A).

O presente estudo ndo levou riscos para os participantes do trabalho, visto
gue a curetagem da bolsa utilizada para coleta do material foi realizada durante o
processo de raspagem subgengival que constitui um método de tratamento para
esses pacientes. Além disso, todos os procedimentos foram realizados por pessoas
devidamente habilitadas, seguindo as normas técnicas adequadas. A pesquisa
atendeu aos preceitos éticos de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, justica e
equidade. Quanto aos beneficios, este trabalho podera contribuir para a elucidacéo

dos fatores envolvidos no processo da doenga periodontal.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os individuos foram triados na Clinica de Especializacdo em Periodontia e da
Clinica de Graduacdo em Cirurgia, ambas da FO-UFMG. Foram incluidos 34
individuos adultos categorizados em dois grupos: gengivite e periodontite cronica, de
acordo com a classificagéo da Academia Americana de Periodontia em 1999 (AAP).

No grupo gengivite, foram coletadas amostras de tecido gengival, em sitios
com sinais clinicos de inflamacdo (sangramento a sondagem, edema, alteracao de
cor e forma), com profundidade de sondagem < 3 mm, perda de insergéo (Pl) <3 mm
e auséncia de perda 6ssea comprovada radiograficamente. O material foi coletado
de areas adjacentes a dentes indicados para extracdo por motivo ortoddntico,
exodontia de terceiros molares ndo inclusos ou em dentes com necessidade
cirdrgica para recuperacao do espaco biologico.

No grupo periodontite, foram coletadas amostras de tecido gengival de
individuos com diagnostico de periodontite cronica. As amostras foram provenientes
de sitios com profundidade de sondagem =4 mm, Pl 2 4 mm e presenca de perda
dos tecidos de suporte constatada radiograficamente. Os pacientes com PS < 7mm
foram considerados com periodontite moderada e aqueles com PS > 7mm, com
periodontite grave. As amostras foram removidas durante processos cirargicos para
a raspagem e alisamento radicular em “campo aberto”, com a finalidade de
tratamento da DP. Anteriormente a cirurgia, esses individuos foram submetidos a

terapia periodontal inicial constituida por profilaxia e raspagem e alisamento
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radicular (RAR). No entanto, a cirurgia foi realizada naqueles sitios que nao
apresentaram melhora clinica, exibindo sangramento a sondagem e PS
persistentes. A tabela 1 mostra as caracteristicas dos grupos avaliados

Um questionario (Anexo B) foi aplicado a todos os individuos envolvidos neste
estudo com objetivo de obter informacBes sobre a histéria dental, condicGes
sistémicas e habitos considerados fatores de risco para a DP. O uso de aparelhos
ortodénticos e de drogas antimicrobianas, anti-inflamatorias ou imunossupressoras,
histéria de diabetes, hepatite ou infeccdo por HIV, presenca de discrasias
sanguineas ou sistema imune comprometido, uso de tabaco e gravidez foram
critérios de exclusdo. Exceto pela presenca da periodontite, os individuos incluidos

neste trabalho eram sistemicamente saudaveis.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos grupos de estudo

FORMAS CLINICAS GENGIVITE PERIODONTITE CRONICA
N 16 18
IDADE 29,5 (19- -
GENERO (M/F) 13:5 12: 4
PS (sitio de coleta) (mm) <3 7 (4-
PI (sitio de coleta) (mm) <3 -

: mediana (min-méx)
PS: profundidade de sondagem, Pl: perda de inser¢édo
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5.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA A ANALISE

A coleta das amostras realizada durante processos cirargicos citados
anteriormente foi realizada com curetas estéreis e respeitando as normas de
biosseguranca. Apos a coleta, a amostra foi dividida em dois fragmentos colocados
em recipientes estéreis (criotubo de 2.0 ml) com Tissue-teck, e posteriormente
armazenada a -80°C até o momento em que as amostras seriam utilizadas para a

extracdo do DNA e confecc¢éo de cortes histoldgicos.

5.3 ANALISE HISTOLOGICA

Cortes histolégicos de 5um das amostras congeladas foram confeccionados e
corados com hematoxilina para uma avaliacdo histolégica. Os cortes foram
submetidos a contagem de células inflamatérias com um aumento de 400x, variando
de 2 a 8 campos. Para a caracterizacdo do infiltrado inflamatério nas amostras foi

selecionado o campo com maior numero de células inflamatérias.

5.4 EXTRACAO DO DNA

O DNA do tecido gengival foi extraido através do QIAamp DNA Tissue Mini

Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA
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obtido teve um volume final de 50ul diluido em agua e foi estocado a -20°C. A

concentracdo do DNA foi determinada por um espectrofotdmetro.

5.5 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

Ap0s a extracdo do DNA, as amostras foram tratadas com bissulfito de sédio,
segundo a técnica de GOLDENBERG et al (2004). O tratamento com bissulfito de
sodio converte todas as citosinas ndo metiladas em uracila, enquanto as citosinas
metiladas ndo se modificam. O protocolo de tratamento do DNA com bissulfito de

sédio encontra-se no anexo C.

5.6 METODOLOGIA PARA A AVALIAGAO DA METILAGAO NO GENE IFN-¥

5.6.1 MSP-PCR (REAGAO EM CADEIA DE POLIMERASE METILAGAO ESPECIFICA) DO

GENE IFN-Y

Para analisar o estado de metilacdo do DNA da regido promotora do gene
IFN-yfoi utilizada a técnica MSP, conforme previamente realizado por Bonilla-Henao
et al. (2005). Essa técnica distingue alelos metilados de ndo metilados em um dado
gene, baseando-se na sequéncia de mudancas induzidas pelo tratamento do DNA

com o bissulfito de sédio (GOLDENBERG et al., 2004) e subsequente PCR (Reacéo
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em Cadeia de Polimerase), utilizando primers especificos para DNA metilado e néo-
metilado.

A PCR consiste na amplificacdo in vitro de fragmentos especificos de DNA
pela enzima DNA polimerase (SAKI et al., 1998). O protocolo padrdo utilizado na
maioria das amplificacbes de uma sequéncia de DNA utliza pares de
oligonucleotideos denominados primers (iniciadores), que delimitam o segmento de
DNA a ser amplificado, funcionando como iniciadores da reacdo. Adiciona-se
solucdo contendo desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), a enzima Tag DNA
polimerase, tampéao de incubacao especifico e 0 DNA genémico a ser amplificado. A
amplificacdo pela PCR ocorre em termocicladores e consiste de ciclos repetidos de
desnaturacao, anelamento e extensao.

Para a realizacdo do MSP do IFN-y foram utilizados primers previamente
descritos por Bonilla-Henao- et al. (2005) especificos para o DNA metilado e ndo
metilado. Para a reacdo ndo-metilada o primer foward (F) foi: 5- GTG ATA ATG
GGTTTGTTT TAT T - 3’ e oreverse (R) 5- CCT AAT TAA AAT CTC CTA AAA ATT
ACA TA - 3 gerando um produto de 183 pares de base (pb), e o para a reacéo
metilada 5 - 'GTG GGT ATA ATG GGT TTG TTT TAT C -3 (F) e 5 - AAT TAA
AAT CTC CTA AAA ATT ACG TA - 3’ (R) gerando um produto de 180pb. Os CGs
avaliados estavam localizados na regido —186 e —54 da regido promotora do IFN-y.
A reacdo de PCR foi feita com um volume final de 25ul, 2,5 pl 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 bissulfito-modificado. As condicbes de
amplificacéo 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
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reacao 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 rea¢do ndo metilada, DNA de
células mononucleares de sangue periférico (CMSP) (KOWNG et al.,, 2005;
BRAKENSIEK et al., 2005).

Para a visualizacdo dos produtos da PCR foram utilizados géis de
poliacrilamida 6,5%. Um volume de 5ul de cada produto juntamente com 3ul de gel
loading buffer (GLB) foram aplicados a cada canaleta. A eletroforese foi realizada
em tampao TBE 1x, a 180V, 200mA, durante aproximadamente 45 minutos,
utilizando-se cuba especifica (mini vertical gel electrophoresis unit, Sigma). Para a
revelacdo, os géis foram submetidos a 150ml de solucao fixadora (100ml de etanol,
5ml de acido acético, 1000ml de agua destilada) por 10 min., a solucao de coloragéo
(0,15g de nitrato de prata (AgNO3), 50ml de solucdo fixadora e 100ml de agua
destilada) por 15 min., e apds a lavagem em agua destilada por 30s, a 150ml de
solucado reveladora (15g de NAOH, 3ml de formaldeido, 1000m| de agua destilada)

por 15 min.

5.7 METODOLOGIA PARA A AVALIACAO DA METILACAO NO GENE IL-10

5.7.1-PCR, PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE IL-10

Para a andlise do padréo de metilacdo da regido promotora do gene IL-10, foi
realizado inicialmente um PCR para amplificacdo do DNA modificado pelo bissulfito

de sédio. Os seguintes primers foram utilizados: 5’- GGT AGG GGT TAT GGT GAG
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TAT TATTTG A -3 (F) e 5 - CCT AAA CTA ACC CTC CAC CC AAT C - 3 (R),
gerando um produto de 800 pb (SZALMAS et al., 2008). Para a reacdo de PCR,
foram incluidos 2,5ul de 10XPCR buffer, 5 ul dNTP-mix (ImM de cada), 0,75ul
magnésio (50mM), 0,5ul de cada primer (20pmol/ul), 0,5ul de Tag Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen Life Tecnologies, Calsbad, CA, USA) e 200 ng de DNA,
constituindo um volume final de 25ul. Neste caso as condi¢cdes 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 reacéo foi
realizada no termociclador (Eppendof AG, Germany). Os produtos foram analisados
em gel de alcrilamida 6,5% corado pela prata., E em seguida esses produtos foram
purificados pelo GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ), segundo instrucfes do fabricante. A concentracao do
DNA foi determinada por um espectrofotomero.

Posteriormente, os produtos de PCR purificados foram submetidos a
reacdo de sequenciamento. Cada reacdo para sequenciamento constituiu de um
volume final de 20pl , por adicdo de 2ul de Big Dye™, 3ul de tamp&o SAVE 5X, 1pl
do primer (3,2pmol), e 400ng de produto de PCR. Os produtos da reacdo de
sequenciamento foram precipitados de acordo com protocolo em anexo (Anexo D) e
sequenciados no ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Os CpGs analisados no gene da IL-10 foram -634, -599, -373, -352, -350, -320,

-185, -110.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o programa BioEst 4.0
(Belém, Brasil). O teste x?, teste exato de Fisher e o teste de Mann-Whitney, quando
aplicaveis, foram utilizados para comparar a frequéncia do padrdo de metilacao
entre os grupos gengivite e periodontite. Um valor de p < 0.05 foi considerado

significante.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A mediana das células inflamatorias nos campos com maior quantidade de
células no grupo gengivite foi 114, com variacdo de 34 a 287 células por campo. No
grupo periodontite, a mediana foi 77, com variacdo de 11 a 400 células inflamatérias
por campo. O teste de Mann-Whitney mostrou ndo haver diferencas estatisticamente
significativas quanto ao numero de células inflamatérias nos dois grupos. Em ambos
os grupos o infiltrado inflamatério foi predominantemente mononuclear. Somente

uma amostra no grupo gengivite foi caracterizada com infiltrado polimorfonuclear.

6.2 RESULTADOS DO MSP DO GENE IFN-Y

Na analise dos resultados do gene IFN-y, a amplificacdo positiva somente
para primers metilados foi interpretada como metilacdo total e a amplificacdo apenas
para os primers ndao-metilados, como amostra ndo metilada. A amplificacdo positiva
para ambos os primers, metilados e ndo metilados, foi considerada como metilacao
parcial, de acordo com Kwon et al. (2008).

Dados representativos dos resultados do gene IFN-y estao ilustrados na figura
(fig. 1). A maioria das amostras no grupo gengivite (100%) e no grupo periodontite
(88,8%) apresentaram metilacdo para o gene IFN-y (tabela 2). No grupo gengivite,

apenas quatro foram positivas para metilacdo total do IFN-y e doze amostras
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mostraram metilagdo parcial do IFN-y. Nenhuma amostra mostrou-se positiva
apenas para os primers ndo metilados (U) (tabela 2). No grupo periodontite, seis
amostras foram consideradas totalmente metiladas, dez foram parcialmente

metiladas e apenas duas foram consideradas ndao metiladas (tabela 2).

180 pb

<+— 183 pb

Figura 1. Representacdo dos géis de PCR para gene IFN-y.
U- reac¢des com primers ndo metilados

M - reacdes com primers metilados



Tabela 2: Resultados do MSP para o gene IFN-y

Amostras IFN-y gene

Gengivite M U
1 + +
2 + -
3 + +
4 + +
5 + +
6 + -
7 + +
8 + +
9 + -
10 + -
11 + +
12 + +
13 + +
14 + +
15 + +
16 + +

% de positivos  100% 75%
Periodontite

1 + +
2 + +
3 + +
4 + -
5 + -
6 + +
7 + +
8 + +
9 + +
10 + -
11 - +
12 + +
13 + -
14 + -
15 + +
16 - +
17 + +
18 + -

% de positivos 88,88%  66,6%
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Na analise da frequéncia do padrdo de metilacdo entre os grupos, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas com relacdo a frequéncia de
totalmente metilados, parcialmente metilados e ndo metilados entre os grupos

(Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia do padrédo de metilacdo

GRUPOS M+/U+ M+/U- M-/U+
GENGIVITE 75% 25% -—--
PERIODONTITE 55% 33,33% 11,11%

M+/U+: parcialmente metilados, M+/U-: totalmente metilados, M-/U+: ndo metilados

Em relacdo a gravidade da periodontite, ndo foi observada qualquer
associacdo entre o padrdo de metilagdo da regido promotora do gene IFN-y e a

gravidade da doenca no grupo periodontite (fig.2).

Influéncia do padrédo de metilacdo na gravidade da doenca

= %]

S 100% 91% - gggs 5 100%

@ =z 73%

< 80% - — = 80%

g g ’ 58%

= 60% - —_— B PS<7 o = 60% pPS<7
(3]

€ 40% . PS>7 S 40% +——0 — |mps7
21 0

S 20% - . g 200 ——— SE—

2] 7] 0/ ]

g 0% - § 0% _

< Gravidade dadoenga Gravidade dadoenca

Figura 2: Padrao de metilagdo de IFN-y considerando a gravidade da periodontite

cronica
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6.3 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DO GENE IL-10

A andlise do sequenciamento do gene IL-10 foi realizada com os produtos de
PCR de cada amostra (fig. 3), através dos eletroferogramas fornecidos pelo ABI
PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystem, Foster City, CA). Neste gréfico,
cada base € representada por uma cor e a leitura do gene pelo sequenciador
proporciona picos para cada base identificada. Primeiramente, foi averiguada a
conversado das citosinas ndo metiladas pelo tratamento das amostras com bissulfito
de sédio. Em seguida, cada CpG foi analisado quanto ao padrdo de metilacdo e
classificado em ndo metilado quando apresentava no grafico apenas o pico da
Timina (T), em parcialmente metilado, quando foram reconhecidos 0s picos da
Citosina (C) e da T simultaneamente e em totalmente metilado, quando apenas o
pico da C foi verificado. A figura 4 mostra um eletroferograma representativo dos

resultados obtidos.

<«— 800pb

Figura 3: Representacéo do gel de PCR para o gene IL-10.
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CpG parcialmente metilado

1{‘ "‘,I I
L [V | i REARA AR
IRARARRRUAARSEA B ES B RRG AN AN RS R AR

CpG totalmente metilado

rro rav

Figura 4: Eletroferograma representativo de CpG totalmente e parcialmente
metilado. CpG -110 (parcialmente metilado) e CpG -599 (totalmente metilado)

Para o gene da IL-10 foram avaliadas dez amostras, sendo seis do grupo
gengivite e quatro do grupo periodontite. A figura 5 mostra os resultados obtidos no
sequenciamento das amostras avaliadas. Foram observados CpGs totalmente e
parcialmente metilados em ambos os grupos. Nenhum CpG nao-metilado foi
observado nas amostras consideradas. Nao foi possivel fazer a leitura dos CpGs -

634 e -699 em duas amostras do grupo gengivite e do CpG -373 em uma amostra
do grupo periodontite .
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Grupo A

1 [ [ EEIN [ ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

2 ? 2?2 [171m [1 [1 []
-634 -599 373 -352-350 -320 -185  -110

3 HHE [1 Ml [] || ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

4 (1A EHEE B | ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

?2 92

5 7 7 HEHE N | ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

6 HHE HEE B [1 [
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

Grupo B

1 (M EEE ] | []
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

2 (1M N EE B | ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

3 (1m 2 HE B | ]
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

4 HE 1 1 1 1 []
-634 -599 -373 -352-350 -320 -185  -110

Figura 5: Padrao de metilacdo de 8 CpGs da regiao promotora do gene IL-10 de
amostras de individuos com gengivite (grupo A) e de individuos com
periodontite (grupo B)

[l Totaimente metilados [ ] Parciaimente metilados

(?) CpGs néo sequenciados
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Uma comparacao entre as porcentagens das amostras totalmente metiladas
Nno grupo gengivite e no grupo periodontite, para cada CpG, evidencia que 100% das
amostras estavam totalmente metiladas no CpG -599. Na regido dos CpGs -373 a -
185, 50% ou mais das amostras apresentaram metilacéo total em ambos 0s grupos
gengivite e periodontite. Para o CpG -634 uma menor porcentagem de amostras
totalmente metiladas no grupo com periodontite foi observada quando comparado ao
grupo com gengivite. O CpG -110 foi caracterizado como parcialmente metilado em
todas amostras dos dois grupos (fig.6). Contudo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos considerando cada CpG

(p>0.05).

Porcentagem de amostras metiladas em cada CpG do gene IL-10

100

90

80

60 [JGrupo A
] Grupo B

S0

407

30]

% amostras totalmente metiladas

207

107

-634 -599 -373 -352 -350 -320 -185 -110

CpG

Figura 6: Porcentagem de amostras metiladas, por
CpGs especificos nos grupos A (gengivite) e no

grupo B (periodontite).
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7 DISCUSSAO

A doenca periodontal, por ser considerada uma doenca multifatorial, tem sido
alvo de inumeros estudos com o objetivo de esclarecer os fatores relacionados a
sua patogénese. Apesar da presenca de bactérias especificas ser necessaria para o
inicio e a progressao da doenca, esta ndo é suficiente para causar a periodontite.
Fatores do hospedeiro sdo igualmente ou mais importantes do que as bactérias na
determinacdo do estabelecimento e do desenvolvimento da doenga periodontal.
Fatores de risco, proprios e adquiridos, como habitos comportamentais e
caracteristicas transmitidas geneticamente, modificam a resposta do hospedeiro e
determinam a suscetibilidade, inicio, progressdo, gravidade e progndstico da
doenca, em suas diversas expressoes fenotipicas (PAGE et al., 1997; SALVI et al.,

1998).

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de identificar marcadores
genéticos especificos que possam estar relacionados a doenca periodontal,
enfatizando a busca nos aspectos imunol6gicos do hospedeiro, principalmente em
genes de citocinas. A descoberta por alteracdes epigenéticas nesses genes esta em
evidéncia (WHITE et al., 2002; ADCCOCK et al., 2007). O impacto de mecanismos
epigenéticos em doencas inflamatérias cuja regulacdo €é determinada pela
expressdo de citocinas tem sido demonstrado (BOBETSIS et al., 2005; WILSON,

2008).

A natureza da resposta inflamatoria na DP €& que determina suas
caracteristicas destrutivas. A interacdo entre produtos bacterianos e células de

defesa induz a producdo de citocinas e quimiocinas. A presenca persistente de
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bactérias leva a formacao de um infiltrado inflamatorio constituido principalmente por
macrofagos e linfocitos (PAGE E SCHROEDER, 1990; GEMMEL; YAMAZAKI E
SEYMOUR, 2002). A resposta inflamatéria € caracteristica de cada estagio da
doenca; dessa maneira, gengivite e periodontite possuem populacdes de células

inflamatorias distintas quantitativa e qualitativamente (OKADA et al., 1983).

No presente estudo foi realizada a contagem do infiltrado inflamatério
presente nas amostras de tecido gengival coletadas de individuos com gengivite e
periodontite cronica. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada
entre os dois grupos avaliados. Pesquisas anteriores mostram uma diferenca no
namero total de células inflamatdrias entre gengivite e periodontite, sendo observado
um aumento dessas células na periodontite (BATISTA et al., 2002). Tal contradicdo
em relacdo aos nossos resultados pode ser devido aos individuos do grupo
periodontite, por questdes éticas, terem sido submetidos anteriormente a coleta, a
terapia periodontal basica (AESCHIMANN et al., 1980; BATISTA et al., 2005). Uma
vez realizada a remocdo de parte do fator irritante, através da raspagem
subgengival, h4 uma diminui¢cdo na inflamacdo e conseqlientemente na contagem
das células do infiltrado. Os individuos do grupo gengivite foram tratados apos a
coleta. Quanto as caracteristicas do infiltrado inflamatério, este foi
predominantemente mononuclear nos dois grupos, o que esta de acordo com
observacdes prévias (BATISTA et al., 2002).

Um grupo controle com auséncia de inflamagdo n&o foi incluido nesta
pesquisa, devido a varios estudos demonstrarem uma inflamacéo histologica
presente antes mesmo do acumulo de placa resultar em sinais clinicos de

inflamagéo (HONDA et al., 2006; YOUNES et al., 2009).
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No presente estudo, foi avaliado o padrédo de metilacdo nos CpGs -186 e -54
do gene IFN-y em tecidos periodontais. Segundo Jones e Chen (2006), a metilacado
apenas do CpG -54 é suficiente para inibir a transcricdo do IFN-y em células Thil,
sendo importante no controle da expressao pela metilacdo (WHITE et al.,, 2002;
BONILLA-HENAO et al, 2005). Adicionalmente, tem sido sugerido que a n&o
metilacdo do CpG -186 pode ter um forte efeito na expressédo do gene (KNOW et al.,
2008).

Tanto no grupo gengivite quanto no grupo periodontite foram observadas
altas frequéncias de metilacéo, incluindo metilacéo total e parcial. Nossos resultados
sugerem que a metilacgdo do gene IFN-y é um evento comum nos tecidos
periodontais inflamados. Até o momento, ndo existem relatos na literatura sobre o
padrdao de metilacdo de IFN-y nos tecidos periodontais inflamados. Entretanto,
considerando a bronquite asmatica, uma doenca com perfil pré-inflamatério, Know et
al. (2008) também verificaram que a maioria dos CpGs avaliados estavam metilados
no gene IFN-y.

Know et al. (2008) observaram que, apos um estimulo especifico, hd um
aumento na porcentagem de amostras ndo metiladas para o gene IFN-y. No entanto,
nao foi encontrada uma correlagéo positiva entre a concentracdo da citocina IFN-y e
0 aumento da porcentagem de sitios ndo metilados no gene. Por outro lado, Winders
e colaboradores (2004) mostram um aumento na porcentagem de CpGs
hipometilados em subgrupos de células T produtoras de IFN-y. Em nosso trabalho, a
presenca de amostras ndo metiladas foi detectada apenas no grupo periodontite.
Apesar da expressao do IFN-y néo ter sido verificada, estad bem estabelecido que na
doenca periodontal células Thl e suas citocinas sdo os principais mediadores da

resposta inflamatéria em lesdes iniciais (GEMMEL E SEYMOUR, 2004). A diferencga
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na producdo de IFN-y entre gengivite e periodontite é pequena, havendo uma
tendéncia para maior producdo na periodontite (GARLET et al., 2003; GEMMEL E
SEYMOUR, 2004). Essa diferen¢a pode determinar a expressao dos diferentes tipos
da doenca periodontal, assim como sua atuagcdo na patogénese da doenca pode
variar de individuo para individuo e em um mesmo individuo ao longo do tempo
(HONDA et al., 2006).

Ao contrario do esperado, foi observada no presente estudo uma alta
frequéncia de metilacdo de IFN-y em ambos os grupos, sugerindo que a metilacédo
dos CpG avaliados € um evento comum e gue outros mecanismos estejam
envolvidos na expressdo dessa citocina. O controle da metilacdo sobre o
silenciamento transcricional do gene depende do numero de citocinas metiladas nas
ilhas de CpG e da sua posicdo dentro da sequéncia do gene (KNOW et al., 2008;
WINDERS; SCHAWARTZ E BRUNIQUEL, 2004; BONILLA-HENAO et al., 2005).
Uma vez que s6 analisamos dois CpGs dentro da seqiiéncia do IFN-y, a avaliacao
de outros CpG envolvidos na transcricdo génica e sua correlagdo com a expressao
de IFN-y nessas amostras pode ser relevante.

Na doenca periodontal, muitos tipos celulares estdo envolvidos na resposta a
infeccdo bacteriana. De acordo com Tato et al (2004), em uma populacao celular
mista, com células em diferentes estagios de ativacdo, podemos observar células
metiladas e ndo metiladas. A presenca de metilacdo parcial do gene IFN-y,
evidenciada em doze amostras do grupo gengivite e em dez amostras do grupo
periodontite pode ser esclarecida pela possivel presenca de diferentes tipos
celulares nos tecidos periodontais, podendo em uma mesma amostra de tecido, ser

verificadas células metiladas e ndo metiladas.
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De forma similar a auséncia de diferencas na frequéncia do padrédo de
metilacdo entre os grupos também n&o foi observada diferenca relacionada a
gravidade da doenca. Em conjunto, nossos dados sugerem que as alteracbes no
padrao de metilacdo ndo estdo envolvidas com o estabelecimento e o
desenvolvimento da doenca periodontal. Embora evidéncias sugiram que a
presenca de inflamacdo possa interferir na metilacdo do DNA (STENVINKEL et al.,
2007; VALINLUCK E SOWERS, 2007), a metilacdo do gene IFN-y parece ser um
padrao normal em tecidos periodontais inflamados.

Em relacdo ao gene IL-10, foi avaliado o padrdo de metilacdo de oito CpGs,
localizados nas posicdes -634, -599, -373, -352, -350, -320, -185, -110 (SZALMAS et
al., 2008). De um modo geral, foi constatada uma alta frequéncia de metilacdo nos
CpGs avaliados na regido promotora em todas as amostras.

Em relacdo ao CpG -110, foi observada uma metilagdo parcial em todas as
amostras nos dois grupos. A presenca de metilagao parcial pode ser explicada pelos
diferentes tipos celulares encontrados nas amostras, em diferentes estagios de
ativagdo. Estudos prévios de IL-10 demonstraram uma alta frequéncia de metilacao
total do CpG -110 em queratindcitos, e auséncia de metilacao em células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) (SZALMAS, et al., 2008). Szalmas et
al. (2008) notaram que a expressdo de IL-10 estd associada principalmente ao
padrao de metilacdo observado no CpG localizado na posi¢ao -110, uma vez que
essa regido esta associada a ligacdo de um importante fator de transcricdo, STATS3.
A auséncia de metilacdo dessa regido € observada em células produtoras de IL-10,
enquanto a presenca de metilacdo estd associada ao silenciamento do gene em

questdo (SZALMAS, et al., 2008).
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No CpG localizado na posicdo -185, uma tendéncia a metilacdo total foi
observada, embora uma metilacdo parcial também tenha sido encontrada em
algumas amostras. O mesmo padrdo de metilacdo foi observado por Szalmas et al.
(2008) em queratindcitos. As alteracbes de metilacdo desses dois CpGs mais
proximais na regidao promotora do gene IL-10 podem determinar o silenciamento
transcricional desse gene em diferentes tipos celulares (SZALMAS et al,. 2008).

Considerando os CpGs mais distais do gene IL-10, Szalmas et al. (2008)
relataram que o alto nivel de metilacdo nesas regides parece nao interferir na
producdo da citocina. Uma alta frequéncia de metilacdo total foi observada nos
CpGs -599, -373, -352, -350 e -320 em ambos 0s grupos, sugerindo que a metilacao
dessas regides é um evento comum nos tecidos periodontais inflamados. Ja no CpG
-634, foram observadas amostras totalmente metiladas e parcialmente metiladas em
ambos 0s grupos, existindo uma menor porcentagem de amostras totalmente
metiladas no grupo periodontite. Contudo, dados sobre a expressao de IL-10 em
nossas amostras sao necessarios para que se possa verificar a relacdo entre a
ocorréncia de metilagéo total/parcial e a expressao da citocina.

Dados da literatura sobre a importancia na expresséo de um gene em relacéo
a porcentagem total de sitios metilados versus a metilacdo de um sitio especifico
séo controversos (Know et al., 2007). Diversamente de Szalmas et al. (2008), Dong
et al. (2007) encontraram poucas diferencas no padrdao de metilacdo da regido
promotora do gene IL-10 quando comparadas células Th produtoras ou néao de IL-
10. Baseado nesses dados, torna-se relevante avaliar a expressdo de IL-10 e
correlaciona-la com o padréo de metilacdo observado nas amostras.

Embora ainda existam controveérsias na literatura, a participacédo crucial das

citocinas IFN-y e IL-10 no desenvolvimento da doenga periodontal é inquestionavel.
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Apesar de avaliarmos o padrdo de metilacdo nos genes que expressam essas
citocinas e nao termos encontrado associacoes significativas, é importante ressaltar
que outros fatores podem estar envolvidos na regulacdo da transcricdo, como
polimorfismos genéticos (MOREIRA et al., 2007), a auséncia de fatores de
transcricdo (DONG, et al., 2007) e outros. Além disso, uma variedade de genes esta
envolvida no complexo mecanismo da patogénese das doencas periodontais e o
estudo da metilacdo nesses genes pode ser esclarecedor, bem como o estudo da
expressao das moléculas codificadas por eles.

Ao longo da vida, os individuos séo expostos a fatores que podem influenciar
0 epigenoma e alterar a resposta a presenca bacteriana. Mecanismos genéticos, ja
associados a doenca periodontal, e epigenéticos ndo sdo mutuamente exclusivos,
mas atuam concomitantemente na regulacdo da expressdo do gene. Assim,
acreditamos que o estudo sobre fatores epigenéticos pode ser importante no
entendimento das variacdes nas respostas inflamatdrias entre diferentes individuos,

contribuindo para esclarecer mecanismos na patogénese da doenca periodontal.
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8 CONCLUSAO

A metilagdo do gene IFN-y e IL-10 pode ser considerada um evento comum
nos tecidos periodontais inflamados. Considerando que a metilacdo é um importante
mecanismo no controle da expressao de genes de citocinas e devido a importancia
dessas moléculas no processo imunoinflamatério da doenca periodontal, estudos
adicionais sdo necessarios para investigar a atuacdo de alteracdes epigenéticas

nesses tecidos.
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ANEXO A

TERMO DE ESCLARECIMENTO

A doenca periodontal € uma doenca que acomete dentes, gengiva e 0SSO,
gerando uma inflamacao da gengiva, sangramento e perda progressiva do 0Sso em
volta dos dentes. Esta pesquisa estd sendo realizada para identificar possiveis
ocorréncias de alteracbes genéticas em pacientes que apresentam doenca
periodontal, para isso sera necessario coletar uma amostra (uma pequena parte de
tecido da gengiva) removida durante cirurgia que ja fara parte do seu tratamento
periodontal. Os tecidos coletados, apos a andlise, servirdo para comparar amostras
de pacientes sem doenca periodontal com amostras de pacientes com doenca
periodontal. Este documento tem por finalidade propor a sua participacdo neste
projeto de pesquisa. A sua participacdo nesta pesquisa néo ira interferir de maneira
alguma na execucado dos procedimentos do tratamento indicado. Os dados obtidos
serdo utilizados na dissertacdo de mestrado da cirurgid-dentista Michelle Beatriz
Viana, pelo Programa de POs-Graduacdo em Periodontia da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagOes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas as minhas duavidas foram respondidas a contento. Autorizo a
coleta e a utilizacdo da amostra neste projeto de pesquisa. Permito também a
utilizacdo dos dados para divulgacdo e ensino, respeitando sempre meu direito de
nao ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer
momento da pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuagéo

normal do tratamento.
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LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE NOME DO RESPONSAVEL
ASSINATURA DO PACIENTE ASSINATURA DO RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO: No.

Pesquisadora: Michelle Beatriz Viana. Telefone: 91986065
Pesquisador responsavel: José Eustaquio da Costa
Telefone: 34092470/ 34092412
COEP: Av, presidente Anténio Carlos, 6627 - Unidade administrativa Il
Sala 205 - Cep: 31270-901- BH- MG
Telefax: (031) 34094592 - email: coep@prpg.ufmg.br



ANEXO B

FICcHA cLiNICA

Pesquisa para dissertacao de mestrado

Aluna: Michelle Beatriz Viana
Orientador: Prof. Dr. José Eustaquio da Costa

Coorientadora: Dra. Paula Rocha Moreira

DATA DO EXAME RADIOGRAFICO:

DATA DA COLETA

IDENTIFICACAO

Nome:

Sexo: Cor: Profissao:

Data de nasc: / /

Naturalidade:

Est. Civil:

Endereco:

CEP: Cidade:

UF: Telefones:

ANAMNESE

QP:

HDA:




Esta sob tratamento médico? Sim )
Esta fazendo uso de algum medicamento? Sim (
Tem algum tipo de alergia? Sim ()

Apresenta alguma das seguintes condic¢oes:
() diabetes / disturbios enddcrinos;
()hemorragias/doencas hematoldgicas;

() cardiopatias;

() hepatite;

() hipertensao arterial;

() doencas renais;

() doencas respiratorias;

() doencas gastrointestinais;

() outros.

Observacoes:

)
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Nadao ( )
Nao ( )
Nao ( )

Habitos:

Exame radiografico




Periodontograma

Dente

Profundidade
Sondagem

Perda Insercéo

Sangram.

Supuracéao

\Y

M

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46
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ANEXO C
TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SODIO
Desnaturacédo do DNA

1.Pipetar 0.5ul de DNA em eppendorf de 2.0ml..

2.Completar com &4gua MiliQ autoclavada para 17ml.

3.Adicionar 1ul de DNA de esperma de salméo. (Ci=10mg/ml).

4.Adicionar 2 pg de NAOH 3M.
5.Vortexar e dar spin.

6.Aquecer por 20 minutos a 5° C em banho seco ou Umido.

Tratamento com Bissulfito de Sodio
Solugdes
-NAOH 2M
-Solucao de Bissulfito de Sodio 2.5M
-Solucao de Hidroquinona 1M

-Agua milliQ aquecida a 80 °C (alterar durante o texto)

As solucbes de Bissulfito de Sodio 2.5M e Hidroquinona 1M devem ser preparadas na hora do

experimento, para que estejam frescas.

Para 8 amostras:

-1.9 de bissulfito + 2.5 ml DDW a 80 graus celcius ( 2.5 ml solucéo Bissulfito 2.5M)

-0.7ml de NAOH 2M

-0.11g de hidroquinona + 1 ml DDW a 80 graus celcius (1ml de hidroquinona 1M).

1.Adicionar 0.7 ml de NAOH 2M A soluc&o de Bissulfito de Sédio para ajustar o ph.
2.Acrescentar metade do volume (500 pl) da solucéo de hidroquinona a solucao de Bissulfito.
3.Adicionar 500ul da solucéo Bissulfito Hidroquinona a solucéo de DNA.

4.Incubar por 3 horas a 70 graus celcius em banho seco ou Umido, cobrindo os tubos com

5.papel aluminio, devido a Hidroquinona ser fotossensivel.
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Purificacdo do DNA

Solucdes
-Isopropanol
-Etanol 100% gelado
-Etanol 70% gelado
-Agua milliQ aquecida a 80 graus celcius
-Acetato de amonio (5M)
-NAOH 3M

OBS: Verificar a resina. Se necessario, dissolve-la a 37 graus celcius por 10 minutos, e resfria-

la antes de utilizar.

Ligacdo do DNA

1.Adicionar 1 ml da resina a amostra.

2.Homogeinizar no agitador mecanico durante 5-10 minutos.

3.Retirar o émbolo de uma seringa de 5ml.

4.Conectar a seringa & coluna.

5.Adicionar a amostra contendo a resina a seringa, com pipetador ou apenas vertendo o tubo.

6.Recolocar o émbolo na seringa e pressionar até o volume passar pela coluna.

IMPORTANTE: e fundamental ndo deixar o émbolo voltar, pois isso faria com que o DNA

voltasse junto, retirando-o do filtro da coluna.

Lavagem

1.Desconectar a coluna de seringa e, entéo, retirar o émbolo.

2.Reconectar a coluna a seringa.

3.Pipetar 4 ml de isopropanolol 80% na seringa.

4.Recolocar o émbolo na seringa e pressionar até o volume passar pela coluna, sem que o
émbolo volte.

5.Desconectar a coluna da seringa e reposiciona-la no tubo de 2,0 ml



6.Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos , para secar a resina.

Eluicdo

1.Transferir a coluna para um novo tubo de 1.5ml.

2.Adicionar 45 pl de agua MilliQ autoclavada pré-aquecida a 80 graus celcius a coluna.
3.Incubar durante 1 minuto, temperatura ambiente.

4.Centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm.

5.Retirar a coluna e descarta-la.

6.Adicionar 5,0 ul de NAOH 3M (Cf=0,3M).

7.Incubar durante 10 minutos, temperatura ambiente.

Preciptacao

1.Adicionar 75ul de acetato de aménio 5M.
2.Incubar 5 minutos, para completa deaminacéao.
3.Adicionar 350 ul de etanol 100% gelado.
4.Adicionar 1 ul de glicogénio ( Ci= 20mg/ml).

5.Incubar o DNA a -20 graus celcius.

Ressuspenséao

1.Centrifugar por 15 minutos a 14000rpm, temperatura ambiente.
2.Descartar o sobrenadante.

3.Adicionar 500ul de etanol 70% gelado.

4.Centrifugar por 15 minutos a 14000 rpm, temperatura ambiente.
5.Secar em centrifuga a vacuo ou em temperatura ambiente.
6.Ressuspender o DNA em 25-50ul de TE.



96

ANEXO D

PRECIPITACAO DO DNA cOM ISOPROPANOL / ETANOL

1. Adicionar 20ul de H,O e 60ul de isopropanol 100%em cada amostra

(fazer em tubos de 1,5ml).

2. Vortexar rapidamente e deixar em temperatura ambiente por 15 min

(pode ficar na centrifuga, para proteger da luz).
3. Centrifugar por 25 min (14.000 rpm).

4. Descartar o sobrenadante virando e enxugando a borda do tubo no

papel de filtro.

5. Adicionar 150ul de etanol 70% em cada amostra.

6. Centrifugar por 10 min (14.000 rpm).

7. Descartar o sobrenadante como em 4.

8. Deixar o pellet secando em temperatura ambiente, protegido da luz, ou

acondiciona-lo no termociclador por 2 mim a 80°C

9. Os tubos com o pellet seco podem ser armazenados no freezer até a

hora do sequenciamento.

10.Ressuspender as amostras com 14pul de formamida



