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RESUMO

A periodontite é considerada uma desordem inflamatéria de etiologia bacteriana que resulta
em danos ao tecido periodontal, devido a complexa interagdo entre os periodontopatégenos
e o sistema de defesa do hospedeiro. Mecanismos genéticos e epigenéticos podem modular
a resposta de um individuo uma vez que podem interferir na expressdo génica de
importantes mediadores da inflamacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a metilacdo e o
polimorfismo no gene da Interleucina-6 (IL-6) e sua expressdo fenotipica em amostras
gengivais de individuos com periodontie crbnica. Foram coletados fragmentos de tecido
gengival de 21 pacientes com periodontite crénica e de 21 pacientes com periodonto
clinicamente sadio. As amostras foram submetidas a avaliacdo histologica, reacdo em
cadeia da polimerase metilacdo especifica, avaliacdo do polimorfismo através da enzima de
restricdo Hspll e avaliagdo da expressado do gene IL-6 pela reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real. O numero de células inflamatérias nos fragmentos de tecido com periodontie
cronica foi maior que no grupo controle (p=0.0001) e o infiltrado inflamatério foi
predominantemente mononuclear. A avaliagdo do padrdo de metilagdo em duas regides
diferentes do gene IL-6 ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos, sendo que a
maior parte das amostras apresentou-se parcialmente metilada. Na analise do
polimorfismo, ndo houve diferenca estatistica na distribuicdo dos genotipos GG, GC e CC,
bem como dos alelos G e C para o gene da IL-6 em ambos os grupos. A expresséao de II-6
foi maior no grupo de individuos com periodontite (p=0,041). A elevada expressao de IL-6 é
um importante fator relacionado & periodontite crénica, entretanto ndo foi associada ao
padrdo de metilacdo ou ao polimorfismo genético -174 (G/C), sugerindo que outros

mecanismos estejam envolvidos na regulacéo da transcricdo deste gene.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite, metilagdo do DNA, polimorfismo, Interleucina-6



ABSTRACT

METHYLATION PATTERN, POLYMORPHISM AND EXPRESSION OF
INTERLEUKIN-6 IN PERIODONTAL TISSUES

Periodontitis is considered an inflammatory disorder of bacterial etiology that results in
periodontal tissue destruction, as a result of complex interactions between periodontal
pathogens and host and immune responses. Genetic and epigenetic mechanisms may
modulate the individual response since it is able to able to influence the gene expression of
important inflammatory mediators. The aim of this study was to evaluate the methylation
pattern, gene polymorphism and expression of the Interleukin-6 (IL-6) in gingival samples
from individuals with chronic periodontitis. Gingival biopsies were collected from 21 patients
with chronic periodontitis and 21 patients with clinically healthy periodontium. Histologic
sections stained by hematoxylin-eosin were used for histopatological evaluation. Methylation-
specific polymerase chain reaction was used to verify the DNA methylation pattern and the
polymorphism IL-6 -174 C/G was studied by polymerase chain reaction (PCR)
amplification and restriction endonuclease digestion (Hspll). The IL-6 gene expression
was assessed by quantitative real-time PCR. The number of inflammatory cells in tissue
fragments with chronic periodontitis was higher than in the control group (p = 0.0001) and the
inflammatory infiltrate was predominantly mononuclear. The methylation pattern in two
different regions of the gene IL-6 was not statistically different between the groups, the most
of samples had were partially methylated. In polymorphism assay, no statistical difference in
the distribution of genotypes GG, GC and CC, and allele G and C for the IL-6 gene in both
groups were observed. The expression of IL-6 was higher in the group with periodontitis (p =
0.041). The high expression of IL-6 is an important factor related to chronic periodontitis, but
was nhot associated with methylation status or the -174 (G/C) genetic polymorphism,

suggesting that other mechanisms are involved in this gene transcription regulation.

KEYWORDS: Periodontitis, DNA methylation, polymorphysm, Interleukin-6
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1 INTRODUGCAO

As doencas periodontais sdo infecgbes causadas por  microrganismos
periodontopatogénicos e seus produtos metabolicos. A presenca desses microrganismos no
biofilme dental desencadeia uma série de eventos inflamatoérios e imunolégicos nos tecidos
periodontais, capaz de levar a destruicdo das estruturas de suporte dental (SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 1992).

Caracteristicas especificas do biofilme, resposta imunoinflamatéria e outros fatores
inerentes ao hospedeiro, tais como o tabagismo e a condig&o sistémica, interferem no curso
da doencga periodontal. Individuos com caracteristicas clinicas e fatores de risco envolvidos
semelhantes respondem de formas diferentes as terapias empregadas, 0 que ressalta a
importancia dos componentes genético e epigenético no desfecho da doenca
(OFFENBACHER et al., 2008). Muitos estudos se empenharam em identificar polimorfismos
genéticos em mediadores da resposta imune, como as citocinas, e vém sendo considerados
fatores potenciais de suscetibilidade em relacdo a doenca periodontal (OFFENBACHER,
1996; KORNMAN et al., 1997; TERVONEN et al., 2007; MOREIRA et al., 2007).

A interleucina 6 é uma citocina pro inflamatéria envolvida, no processo de reabsor¢céo 6ssea,
sendo encontrada em niveis elevados em individuos com doencga periodontal grave
(MOREIRA et al., 2007). Genes de citocinas sdo alvos de mdltiplos eventos epigenéticos,
como metilacdo do DNA e desacetilacdo de histonas. Tais eventos envolvem o padrédo de
expressao génica sem, no entanto, promover alteracbes na sequéncia de nucleotideos
(FEINBERG, 2008). Estudos recentes sugerem que estes mecanismos sejam capazes de
influenciar a producéo de citocinas e, consequentemente, alterar o padrao clinico da doenca
inflamatéria (ADCOCK et al., 2002; FITZPATRICK e WILSON, 2003; NILE et al., 2008;
GOMEZ et al., 2009).

O papel da epigenética nas doencas auto-imunes e inflamatorias foi objetivo de estudos
atuais (NILE et al., 2008; GOMEZ et al., 2009; Ml e ZENG, 2008). A identificacdo de
alteracfes epigenéticas pode apontar um novo marcador biolégico preditor de gravidade de
doenca (NILE et al., 2008). Alguns autores consideram que, por serem farmacologicamente
reversiveis, conhecimentos aprofundados dos mecanismos epigenéticos poderdo, no futuro,
ser relevantes para o diagndstico e terapia (BAYLIN, 2005; ALTUCCI e STUNNENBERG,
2008; KARGUL e LAURENT, 2008; TOST, 2010). Devido a importancia de eventos

BN

epigenéticos na regulagcdo da expressdo génica e a escassez de dados na literatura
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s

referentes a doenca periodontal, é importante investigar os padrdes de metilacdo, sua

associacdo com a gravidade da doencga e com a expressao da molécula IL-6.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

O termo doenca periodontal se refere tanto a gengivite quanto a periodontite. A gengivite
uma condi¢éo inflamatéria restrita ao tecido gengival, em resposta a presenca de biofilme
bacteriano inespecifico na superficie dental (KINANE, 2001). Caracteriza-se pela presenca
de sinais e sintomas de inflamagéo tais como edema, alteragcdo na coloragdo da gengiva,
sangramento a sondagem, aumento do exsudato gengival e auséncia de perda de insercao.
Apos a remocgdo da placa bacteriana, todas essas alteragfes séo reversiveis. Devido a sua
alta prevaléncia na populacdo dentada de todas as idades, é considerada a forma mais
comum de doenca periodontal (ARMITAGE, 1996; MARIOTTI, 1999).

A periodontite, em contraste com a gengivite, € menos prevalente na populacdo em geral,
porém, pode causar danos irreversiveis, como a perda do elemento dental. E considerada
uma doencga destrutiva devido a perda de insercgéo clinica, perda de osso alveolar detectavel
radiograficamente, formagéo de bolsa periodontal e inflamagéo gengival (KINANE, 2001).
Estudos epidemiolégicos mostram que apenas um pequeno numero de individuos e uma
porcentagem limitada de sitios com gengivite experimentam perda de tecido periodontal. A
predisposicdo a doenca varia consideravelmente entre individuos e é influenciada por uma
série de fatores (ALBANDAR, 2002).

Segundo a classificacdo proposta pela Academia Americana de Periodontia em 1999, a
periodontite pode ser dividida em agressiva ou crbnica. A periodontite agressiva afeta
geralmente individuos com menos de 30 anos de idade, e pode se apresentar de forma
localizada ou generalizada. A quantidade de depdsitos bacterianos € incompativel com a
gravidade da destruicdo periodontal. A taxa de progresséo € rapida e ha uma tendéncia a
agregacao familiar (ARMITAGE, 1999).

A periodontite cronica caracteriza-se por ser a forma de periodontite mais comum na
populacdo adulta, podendo afetar também individuos jovens. A presenca de irritantes locais
€ compativel com a gravidade da doenca e a taxa de progressao € normalmente baixa ou

moderada e pode apresentar periodos de rapida progressdo (ARMITAGE, 1999).
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2.2 PATOGENESE DA DOENCA PERIODONTAL

A periodontite é considerada uma desordem inflamatéria de etiologia bacteriana que resulta
em danos ao tecido periodontal, devido a complexa interagéo entre os periodontopatégenos
e o sistema de defesa do hospedeiro (SOCRANSKY E HAFFAJEE, 1992). Os processos
inflamatorios e imunoldgicos, apesar de agirem nos tecidos periodontais, para proteger o
hospedeiro contra o ataque microbiano, podem ser prejudiciais por danificarem as células e
as estruturas do tecido conjuntivo (PAGE e KORNMAN, 1997).

Fatores microbiologicos causam destruicdo periodontal indiretamente, em decorréncia da
ativacao de varios componentes do sistema de defesa do hospedeiro (ISHIKAWA, 2007). O
processo inflamatério é inicialmente induzido pela liberacdo de produtos bacterianos e
citocinas pro-inflamatérias que ativam o recrutamento de leucécitos polimorfonucleares
(PMNL), principalmente os neutrdéfilos, para a regido do sulco gengival. A liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias é capaz de regular a acdo das moléculas de adesao das células
endoteliais, estimulando os leucécitos a migrarem através dos vasos para a regiao do sulco
gengival (KORNMAN, PAGE e TONETTI, 1997).

Os PMNL, apesar de estarem aumentados na presenca de doenca, sdo também os
leucécitos predominantes na gengiva clinicamente sadia, sendo considerados a primeira
linha de defesa contra os patdgenos periodontais. A sua resposta inflamatéria, quando
eficaz, pode garantir a interrupcdo ou a resolucdo do processo da doenca (DENNISON e
VAN DYKE, 1997).

O aumento do infitrado de PMNL para a regido do sulco gengival, na presenca de
inflamacao, € acompanhado por alteragdes vasculares, tais como dilatacdo dos capilares e
elevacdo da pressdo hidrostatica com conseqiente aumento do exsudado de fluidos e
proteinas para os tecidos. Além dos leucécitos, observa-se nessa fase a presenca de
linfécitos retidos no tecido conjuntivo quando em contato com antigenos. Para garantir
espaco suficiente para esse intenso infiltrado inflamatério, observa-se também a destruicéo
do coldgeno e a degeneracdo de fibroblastos no tecido gengival (KORMAN, PAGE e
TONETTI, 1997). Segundo Page e Schroeder (1976), essas caracteristicas histolégicas,

classificadas como lesé&o inicial e precoce, correspondem clinicamente a gengivite

A evolugdo das caracteristicas histopatolégicas de leséo inicial para lesdo estabelecida e
avancada, marca a progressdo da gengivite para a periodontite. A lesdo estabelecida

caracteriza-se pelo predominio de plasmocitos e intensificacdo da perda de colageno. O
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epitélio sulcular e o juncional tornam-se permedveis a penetracdo dos patdgenos e seus
produtos. Na lesdo avancada ocorre a migracdo do epitélio juncional, com consequente
aumento da profundidade do sulco, caracterizando a presenca da bolsa periodontal, o que
favorece a migracdo do biofilme em direcdo apical. Ha também perda do osso alveolar,
dano extenso as fibras do ligamento periodontal, danos inflamatérios e imunopatol6gicos. A
lesdo ndo esta mais restrita ao tecido gengival e o infiltrado inflamatério estende-se por todo
o tecido conjuntivo (PAGE E SCHROEDER, 1976; KORMAN, PAGE e TONETTI, 1997,
KINANE, 2001).

Diversas citocinas estdo presentes no cenario da doenca periodontal. (GEMMEL et al.,
1997, SILVA et al, 2007). Estas moléculas sado produzidas por células no microambiente
inflamatério e irdo, pelo controle das funcbes de diversos tipos celulares e da
migragao/recrutamento celular, determinar o destino do processo inflamatério. Enquanto
citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-8 promovem direta ou indiretamente a
atividade inflamatoria, IL-4, IL-10 e IL-13 estdo relacionadas a atividade anti-inflamatéria. O
equilibrio entre estas citocinas e, consequentemente, o equilibrio entre a representatividade
das atividades coordenadas por elas, pode definir estagios diferentes da inflamagéo
(MOREIRA, 2007). A expressdo de diferentes citocinas pode representar fendétipos e
estagios de desenvolvimento da doenca ou transicdo de fases das doencas periodontais
(GEMMEL et al., 1997).

2.3 CITOCINAS

As citocinas séo proteinas de baixo peso molecular envolvidas no processo inflamatério e
imune. S&o reguladoras celulares e produzidas principalmente por linfocitos T e macrofagos
(GEMMELL et al.,, 1997). Realizam diversas a¢fes na resposta imunoinflamatéria, na
regulacdo do crescimento e diferenciacdo das células (OFFENBACKER, 1996), sendo
consideradas reguladoras do processo imunoinflamatério na periodontite (ISHIKAWA,
2007).

O componente microbiano desencadeia a producdo e liberacdo de citocinas, ativacdo do
sistema do complemento e quimiocinas (ISHKAWA, 2007). Tanto as citocinas pro-
inflamatérias quantos as anti-inflamatérias podem ser detectadas em tecidos periodontais
acometidos por periodontite, bem como nos tecidos de granulagdo (KINANE e LAPPIN,
2002).
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2.3.1 INTERLEUCINA 6 (IL-6)

Dentre as citocinas envolvidas na patogénese da doenca periodontal, destaca-se a IL-6 por
estar relacionada com a absorcdo 6ssea (SODEK e McKEE, 2000; IRWIN et al., 2002;
MERCADO et al., 2003). Experimentos in vitro demonstraram que a IL-6 é um fator de
diferenciagdo para a conversdao de mondcitos em osteoclastos (ARMITAGE, 1996,
ISHIKAWA, 2007). Significantes correlagBes foram observadas entre a presenca de IL-6 no
fluido crevicular gengival (FCG) e profundidade de sondagem, assim como, a presenca de
niveis elevados de IL-6 em sitios com periodontite, em progressao, e com a gravidade da
doencga (ARMITAGE, 1996; OFFENBACHER, 1996, MOREIRA et al., 2007).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria secretada por macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais. Sua producdo pode ser estimulada por lipopolissacarideos (LPS), IL-1 e TNF-a
(VAN SNICK, 1990). Esta citocina pode também ser produzida, localmente, por células
osteoblasticas em resposta ao hormonio paratireoidiano, apds o estimulo de IL-1 e TNF-q,
sendo considerada importante na remodelacdo éssea (LOWIK et al.,1989; SODEK e
McKEE, 2000). Promove a reabsor¢cdo Ossea tanto sozinha quanto em sinergismo com
outros fatores (FEYEN et al., 1989; ISHIMI et al.,1990). Tem-se mostrado potente indutora
da fosfolipase A2, intermediaria na via final da producéo de leucotrienos, prostaglandinas e
fator de ativacdo de plaquetas (CROWL et al.,, 1991). A IL-6 também esta envolvida na
ativacao, crescimento e diferenciagdo dos linfocitos T, em sinergia com a IL-1 (VAN SNICK,
1990 e HOUSSIAU e VAN SNICK, 1992). A expressao da IL-6 em respostas aos diversos
estimulos pode ser modulada por fatores genéticos e epigenéticos uma vez que estes
fatores podem alterar a transcrigdo génica (BAYLIN, 2005; BACKDAHL, et al., 2009).

2.4 MECANISMOS EPIGENETICOS

Os mecanismos epigenéticos se referem a modificagdes génicas que ndo séo resultantes de
alteracdes na sequéncia de nucleotideos. Tais modificagbes podem ser hereditarias ou
adquiridas ao longo da vida de um individuo. Fatores como tabagismo, obesidade, diabetes,
envelhecimento e toxinas podem contribuir para alteracdes dindmicas na modulacdo
epigenética (OFFENBACHER et al.,, 2008, GOMEZ et al., 2009). A presenca dessas
modificagBes epigenéticas pode resultar em mudangas na via que mantém a homeostase
celular (HA e CALIFANO, 2006) e interferir no desenvolvimento das doengas bucais. Fatores

epigenéticos podem interferir na resposta do hospedeiro frente ao desafio bacteriano,
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contribuindo para alteragBes nas caracteristicas da doenca periodontal em cada individuo
(GOMEZ et al., 2009).

Embora as alteracdes epigenéticas, tais como a metilagio do DNA e a acetilacdo de
histonas sejam consideradas importantes na carcinogénese humana (ARMENANTE et
a.l.,1999; KISHI et al., 2005; FEINBERG, 2008), estes eventos ainda ndo foram bem
estabelecidos na doenca periodontal. A partir de 2009 surgiram as primeiras investigagbes
do papel da metilacdo na periodontite (OLIVEIRA et al., 2009, VIANA et al., 2010; ZHANG et
al., 2010).

2.4.1 METILACAO DO DNA

Os estagios de condensacdo da cromatina sdo controlados por padrdes epigenéticos
reversiveis de metilacdo do DNA e de modificacdo das histonas (FEINBERG e TYCKO,
2004). RegibGes ricas em citosina e guanina, conhecidas como regiées CpG, foram
observadas em regibes promotoras do DNA, e a hipermetilacdo dessas, estid associada com
o inapropriado siléncio transcricional de genes supressores do tumor (HA e CALIFANO,
2006). A metilagdo de regides CpG esta associada a desacetilagdo das histonas, o que
possivelmente induz @ compactagdo da estrutura cromatina, tornando-a inacessivel aos

fatores de transcrigdo génica (NG e BIRD, 1999).

A metilacdo do DNA ocorre por uma adicao covalente de um grupo metil no carbono 5 do
anel de citosina, resultando em 5-metilcitosina. Em condi¢des fisiolégicas normais, a
metilacdo € mantida pela enzima DNA-metiltransferase, como mecanismo regulatério para

silenciamento de genes especificos (EGGER et al., 2004).

2.4.2 METILACAO NOS GENES RESPONSAVEIS PELA RESPOSTA IMUNE

Devido a natureza inflamatéria da doenca periodontal, a regulacdo da expressdo das
citocinas pode determinar o destino da atividade inflamatéria e a progressdo da doenca. O
equilibrio entre as citocinas e as atividades por elas coordenadas, associados a outros
fatores, podem definir estagios diferentes da inflamacdo. Desta forma, alteracdes
epigenéticas em genes codificadores de citocinas podem interferir na expressédo destas
moléculas e consequentemente no desenvolvimento da doenga periodontal (GOMEZ et al.,
2009).
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Estudos dos eventos epigenéticos, avaliados em genes de citocinas, sdo escassos na
literatura. Um dos genes estudados foi o IFN-y, onde a hipometilacdo da regido promotora
foi correlacionada com um aumento na transcricdo do gene, e a hipermetilacdo demonstrou
inibir a expressdo do mMRNA e da proteina em linfocitos (FITZPATRIC E WILSON, 2003;
HENAO-BONILLA et al., 2005). Armenante et al. (1999) avaliaram o padrdo de metilacdo e
a expressédo de IL-6 em células de carcinoma de mama. ApGs tratamento com o agente
desmetilante (5-aza-2 deoxicetidina), na presenca de TNF-a, observaram aumento da
expressao da IL-6, concluindo que a hipermetilagcdo na regido promotora, em parte, é
responsavel pela repressdo génica nestas células. Outro estudo utilizando agente
desmetilante (5-azacitidina) observou um aumento na transcricdo de IL-4 e IL-6 em
pacientes portadores de lUpus eritematoso sistémico, concluindo que a hipometilagdo na
regido promotora de IL6 nestes pacientes estava associada com a gravidade da doenca.
(Ml e ZENG, 2008). Nile et al. (2008) sugerem que a hipometilacdo no gene da IL-6
contribui para o risco de desenvolver artrite reumatoéide. Estes dados sugerem que o padrao
de metilacdo de genes codificadores de citocinas pode interferir na sua producdo e assim,
diante de um estimulo, o perfil da resposta inflamatéria pode ser alterado, dependendo do

padrdo de metilagdo presente em genes envolvidos com a resposta imune.

Embora a identificacdo de genes suscetiveis a hipermetilacdo / hipometilacdo possa
fornecer dados importantes sobre o desenvolvimento da doenca periodontal, até o
momento, poucos estudos foram conduzidos neste sentido. As alteracdes epigenéticas no
gene da IL-6 ainda ndo foram avaliadas, apenas um relato sobre dados preliminares
sugerem que o gene da IL6 encontra-se hipometilado, quando comparado com tecidos
periodontais clinicamente sadios (OFFENBACHER et al., 2008).

2.5 MECANISMOS GENETICOS — POLIMORFISMO

As alteracBes genéticas sao caracterizadas por alteragdes na sequéncia gendbmica, podendo
alterar a transcri¢cdo de proteinas, sendo exemplificadas pelas mutacdes esporadicas e pelo
polimorfismo. Mutacdes foram identificadas em sindromes hereditarias com significantes
alteracdes no periodonto, indicando que um defeito génico pode predispor a periodontite
(KINANE et al., 2005).

O polimorfismo genético € definido como a ocorréncia de multiplos alelos num locus, no qual
pelo menos dois alelos aparecem com frequéncias superiores a 1% (MILLER et al.,2001). O
polimorfismo em anico nucleotideo (SNP) é o tipo mais comum, e a sua ocorréncia é

estimada em 10 milh6es de SNP no genoma humano. Quando um polimorfismo ndo altera
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0 aminodcido, a alteracdo genética é dita silenciosa. Uma vez que ha alteracdo na

expressao e/ou fungdo da proteina, é denominado polimorfismo funcional (KINANE, 2005).

Influéncias genéticas e ambientais tém papel importante na suscetibilidade do hospedeiro
(ALBANDAR, 2002; KINANE e LAPPIN, 2002), uma vez que a variagdo genética influencia a
resposta imune e inflamatoria frente a agressé@o bacteriana, podendo assim aumentar ou

reduzir o risco do individuo para determinada doencga (KINANE et al., 2005).

2.5.1 POLIMORFISMOS GENETICOS NA DOENCA PERIODONTAL

Estudos de polimorfismos genéticos nas doencas periodontais, com énfase em genes de
citocinas, vém sendo realizados na tentativa de elucidar a suscetibilidade do hospedeiro
frente ao desafio bacteriano (KINANE, 2000; SCHENKEIN, 2002). O primeiro estudo de
polimorfismo relacionado a doenca periodontal foi descrito por Kornman et al (1997),
associando o polimorfismo da citocina IL-1 com a periodontite grave em nao fumantes.
Posteriormente, polimorfismos em diversas citocinas foram associados a doenca periodontal
como IL-1B (+3953), TNFa (-308), IL-6 (-174), entre outros (SCHENKEIN, 2002).

Devido ao importante papel da IL-6 no metabolismo 6sseo, estudos tém avaliado sua
variacdo genética na doenca periodontal. O polimorfismo (G/C), no lécus —174, do gene IL6
estd localizado no cromossomo 7 e parece reduzir a transcricdo do gene, sendo o alelo G
associado a maiores niveis de expressao de IL-6 (FISHMAN et al., 1998). A presenca deste
polimorfismo funcional tem sido associado a periodontite cronica (TREVILATTO et al.,
2003), a gravidade da doenca (TREVILATTO et al., 2003; MOREIRA et al., 2007) e ao
aumento da expressdo desta molécula na periodontite (IRWIN e MYRILLAS, 1998;
MOREIRA et al., 2007). Desta forma, estudos recentes descrevem o polimorfismo funcional
-174 (G/C) IL-6 como um aspecto importante no entendimento da suscetibilidade do
individuo a doenca periodontal.



24

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a metilacao e o polimorfismo no gene da IL-6 e sua expressao fenotipica em

amostras gengivais de individuos com periodontie crénica

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a presenca da metilacdo na regido promotora do gene IL-6 em tecido gengival

dos individuos com periodonto clinicamente sadios e com periodontite cronica.

Verificar a presenca do polimorfismo no gene da IL-6 (-174 G/C) nos grupos de individuos

com periodonto clinicamente sadios e com periodontite crénica.

Correlacionar a presenca de metilagcdo e do polimorfismo no gene IL6 com os parametros

clinicos da doenca periodontal.

Comparar a expresséo da IL-6 em tecido gengival dos individuos clinicamente sadios e com

periodontite crbnica.

Correlacionar a presenca da metilacdo e a presenca do polimorfismo do gene com a

expressao de IL-6 nos grupos considerados.
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4 HIPOTESE

Considerando a importancia da IL-6 no desenvolvimento da doenca periodontal, a
ocorréncia de hiper ou hipometilagdo no gene IL-6 e do polimorfismo -174 (G/C) podem
interferir na transcricdo génica e, consequentemente, podem estar relacionadas ao

desenvolvimento e a gravidade da doenca periodontal.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi submetido & avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais e aprovado sob o numero ETIC-337/08. Algumas
amostras foram coletadas no Centro de Especialidades Odontolégicas (CEO) da Prefeitura

Municipal de Contagem — MG mediante autorizacdo da Coordenacao de Saude Bucal.

Os participantes foram devidamente informados sobre a pesquisa, seus métodos e objetivos
e incluidos na amostragem somente ap0s a autorizacdo pela assinatura do consentimento
livre e esclarecido (ANEXO A e B). Todos o0s pacientes ja estavam em tratamento
periodontal e as orientacbes em relacdo a sua condicdo periodontal, a importancia do
tratamento, a gravidade e consequéncias da periodontite e do risco de perda dental

associado a doenca foram reforgadas.

5.2 GRUPOS AMOSTRAIS

Apbés a anamnese, foram realizados os exames clinicos, considerando os parametros
periodontais de sangramento a sondagem (SS), nivel de insercdo clinica (NIC) e
profundidade de sondagem (PS), de acordo com o modelo proposto no Anexo C, baseado
em Armitage (1996). A sondagem foi realizada em seis sitios por dente e, para os
parametros PS e NIC, foi registrado o maior valor encontrado nas superficies vestibular,
mesial, distal e lingual/palatina de todos os dentes presentes. Os dados referentes ao SS
foram registrados para todas as superficies de todos os dentes, no momento da medida de
profundidade de sondagem ou até 30 a 60 segundos apés, sendo anotada de forma
dicotbmica, como presenca (+) ou auséncia (-) de sangramento. Os exames foram
realizados em condi¢cdes adequadas de iluminacdo e infra-estrutura e obedecendo as
normas de biosseguranca. Os dentes foram previamente limpos com agua e gaze estéril e
secos com ar da seringa triplice, propiciando melhor visualizagdo da area a ser examinada.
Os parametros clinicos periodontais foram mensurados com o auxilio de sonda milimetrada

(modelo Carolina do Norte Hu-friedy®) e espelho bucal.

Os individuos que relataram uso de antibiético ou anti-inflamatério nos ultimos 3 meses, ou
em uso continuo de medica¢Bes que apresentam associacdo com crescimento gengival, os
portadores de diabetes, doencgas inflamatorias crdnicas ou condicao sistémica em que havia
indicacdo de profilaxia antibidtica prévia ao exame periodontal foram excluidos. Elementos
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dentérios com alteragdo endodontica ou pericoronarite também n&o foram incluidos neste

estudo.

Foram coletadas amostras de tecido gengival de 42 individuos entre 18 e 69 anos (idade
mediana 35 anos) que atenderam aos critérios de inclusdo. Os participantes foram alocados
em dois grupos de acordo com os critérios descritos abaixo. As caracteristicas destes

individuos estao descritas no Quadro 1.

GRUPO CONTROLE — PERIODONTO CLINICAMENTE SADIO
Amostras de tecido coletadas de sitios com auséncia de PS maior ou igual a 4 mm e de
sinais clinicos de inflamacao, proveniente de individuos que apresentavam no minimo 24

dentes presentes e menos de 25% dos sitios com sangramento a sondagem.

GRUPO CASO - PERIODONTITE CRONICA

Amostras de tecido coletadas em sitios com SS, PS > 4 mm, NIC maior ou igual a 3 mm
(Lépez et al., 2002) de individuos portadores de periodontite crénica segundo a classificacdo
de Armitage (1999). Quanto a gravidade da doenca periodontal, consideramos PS>4mm e
<7mm periodontite moderada e PS > 7mm, periodontite grave, conforme descrito

previamente por Trevilatto et al. (2003).

QUADRO 1
Descri¢do dos grupos de estudo (n=42)
Controle Periodontite Cronica
(n=21) (n=21)
Género
Masculino (%) 8(38,1) 6 (28,6)
Feminino (%) 13 (61,9) 15(71,4)
Idade mediana (anos) 28 (18-69) 41 (25-58)

5.3 COLETA DAS AMOSTRAS

A amostra foi constituida por fragmentos de tecido periodontal de individuos adultos com
periodonto clinicamente sadios e de individuos portadores de periodontite crénica,
diagnosticados segundo o0s parametros da Academia Americana de Periodontia

(ARMITAGE, 1999) e com indicacdo para intervencdes cirargicas. As coletas foram
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realizadas nas clinicas da Faculdade de Odontologia da UFMG e no Centro de
Especialidades Odontolégicas (CEO) da Prefeitura Municipal de Contagem - MG. Os
fragmentos de tecidos do grupo com diagnéstico de periodontite (Grupo Caso) foram obtidos
de um Unico sitio durante cirurgias periodontais para raspagem ou exodontias de dentes
com prognéstico periodontal desfavoravel. Os espécimes referentes ao grupo com
periodonto clinicamente sadio (Grupo controle), foram coletados durante exodontias por
indicacdo ortoddntica ou da regido contra-lateral a invaséo do espaco biol6gico, em cirurgias
de aumento de coroa clinica, em dentes sem alteracdo de profundidade de sondagem no

sitio selecionado para coleta.

5.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

O material coletado foi dividido em duas por¢des. Parte do fragmento da amostra de cada
participante foi fixado em RNAholder (BioAgency Biotecnologia, Sado Paulo, Brasil) e outra
parte foi armazenada em Tissue-tek (Sakura, Torrance, CA, USA), ambas estocadas a -
80°C.

5.5 AVALIACAO HISTOLOGICA DAS AMOSTRAS

As amostras coletadas em Tissue-tek (Sakura, Torrance, CA, USA) foram submetidas a
seccOes de 5 a 10 micrometros no criostato e posterior coloragdo por HE para a avaliagdo
histologica. A contagem das células inflamatoérias foi realizada no tecido conjuntivo e com
aumento de 400x, considerando o maior numero de campos possiveis de cada corte.

5.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

A extracdo do DNA de cada amostra armazenada em Tissue-tek foi realizada através do
QIAamp DNA Tissue Mini Kit (Qiagen 51106), com a digestdo pela proteinase K, de acordo
com as instrucbes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro
(BioSpec-mini, Shimadzu) e estocado a -20°C. Parte do DNA extraido foi designada para a
avaliacdo da metilacdo e outra para a avaliagdo do polimorfismo.
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5.7 AVALIACAO DO PADRAO DE METILACAO DO GENE IL-6

5.7.1 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

Parte do DNA extraido e quantificado foi modificado por tratamento com bissulfito de sodio
para determinar o estado de metilacdo dos genes sob investigacdo, como previamente
descrito por Goldenberg et al.(2004). O tratamento com bissulfito de sédio promove a
desaminacdo das citosinas ndo-metiladas e as converte em uracil. As citosinas metiladas
permanecem retendo sua sequéncia de DNA original. Esta técnica permite distiguir o DNA

metilado (M) do ndo-metilado (U) apds a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

O tratamento com bissulfito foi realizado conforme Goldenberg et al,( 2004). 0,5 a 1,0 ug de
DNA foi desnaturado com esperma de salmdo e NaOH (2M) e incubado por 20 min. a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras de DNA foram tratadas com solucdo de
hidroquinona (1M) e bissulfito de sédio (2.5M), permanecendo incubadas por 3h a 70°C. O
DNA foi purificado utilizando o Kit de purificacdo Wizard DNA Purification System
(Promega,Madson, USA ), de acordo com o protocolo do fabricante. As amostras foram
desulfonadas com NaOH (3M) e precipitadas com acetato de amonio, etanol e glicogénio e
incubadas a -20°C overnight. As amostras tratadas foram ressuspensas em Tris-EDTA,

novamente quantificadas e armazenado a -20 °C até a sua posterior utilizacao.

5.7.2 REAGCAO EM CADEIA DE POLIMERASE METILAGAO ESPECIFICA (MSP)

A técnica de PCR especifico para a metilacdo (MSP) baseia-se nas diferencas entre as
sequéncias de DNA ap0s o tratamento com bissulfito. Para cada amostra foram realizadas
duas PCR, uma utilizando primers especificos para deteccdo do DNA metilado (primer M) e

outra primers (primer U) especificos para deteccdo do DNA n&o metilado.

As sequéncias de primers utilizadas, especificas para a regido promotora do gene da IL-6
(AY170325-1), foram desenhadas com o auxilio do programa MethPrimer Design for
Methylation PCR (LI E DAHIYA, 2002). Duas regides contendo dinucleotideos CG foram
estabelecidas para analise e foram denominadas MSP-1 e MSP-2. O Quadro 2 descreve 0s

pares de primers utilizados.
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QUADRO 2

Descricao das sequéncias de primers utilizados

REGIAO PARES DE PRIMERS TAMANHO DO PRODUTO
5° GAGATGTTTTGAAGTAATTGTATGA 3° F .
X R primer U 160 pb
5 AAACTAAATTTCCTCTAACTCCATCAC 3 (R)
MSP-1
5 TGGAGACGTTTTGAAGTAATTGTAC 3 F primer M: 171 pb
5° AAACTAAATTTCCTCTAACTCCATCG 3° (R)
5" AGTTTAGAGTTGTGTTTGTGTTTGT 3° )
5 CATCTTACAAAATTTATATTTATCACT 3° ®) primer U:104 pb
MSP-2 . .
5 AGTTTAGAGTCGTGTTTGCGTTC 3 )
5° CATCTTACAAAATTTATATTTATCGCT 3° ®R) primer M:104 pb
F: forward R: reverse pb: pares de base

Ao volume de 15 pl de solucdo contendo aproximadamente 200 ng de DNA foi adicionado 5
ul NTP, 0,5ul de cada primer a 20 pm, 0,5 pl de Platinum®Tag DNA Polymerase (Invitrogen
Life Technologies Inc., Carsbad, CA, USA), 2,5 ul de tardp especifico para e enzima e

0,75ul de cloreto de magnésio. As reagfes foram incubadas no termociclador Eppendof AG,
Germany por 3 min a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 35 seg (para
o0 primer MSP-2U esta temperatura foi padronizada em 55°C), e 72°C por 30 seg, com
extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos da PCR foram analisados ap0s eletroforese em

gel de acrilamida a 6,5% e corados pelo método da prata.

Amostras de DNA proveniente de células mononucleares do sangue periférico de individuos
saudaveis foram utilizadas como controle positivo da reacdo ndo-metilada. O controle
positivo da metilacdo foi obtido a partir do tratamento de parte do DNA extraido destas
células com a enzima metiltransferase MSssl (New England Biolabs, Ipswich, Mass, USA).
Todos os controles positivos foram submetidos ao tratamento com bissulfito. Para controle

negativo das duas reacdes foi utilizado 15 pl &gua DEPC.

5.8 AVALIACAO DO POLIMORFISMO -174 (G/C) DO GENE IL-6

O polimorfismo IL-6 -174 G/C foi avaliado por PCR seguida de digestdo pela endonuclease
de restricdo. As aliquotas das amostras de DNA extraido ndo tratadas com bissulfito foram

submetidas a PCR utilizando os seguintes pares de primers, descritos anteriormente por
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Klein et al. (2001): 5 -CAGAAGAACTCAGATGACTG-3 (forward) e 5°-
GTGGGGCTGATTGGAAACC-3 (reverse), resultando em um produto de 431 bp. Para o
volume final de 25ul, foi utilizado 11,5 pl de solucdo de DNA genémico (400ng), 12,5 pl preé-
mix | B buffer (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) e 0,5 yl de cada primer (20 pm/reacéo). A
reacao foi mantida a 94°C por 3 min., seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 54°C por 35
seg. e 72°C por 30 seg. e extensdo final a 75°C por 5 min. Os produtos da PCR foram
incubados a 37°C por 4 horas para a digestdo com a enzima de restricdo HSpll (Promega,
Madson, USA) para detectar os alelos G (229 + 173 + 29 bp) and C (229 + 122 + 51 + 29
bp). Os produtos da restricdo foram visualizados apos eletroforese em gel de poliacrilamida

a 6,5 % e corados pela prata.

5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE IL-6

5.9.1 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO RNA

Cada fragmento estocado em RNAholder (BioAgency, S&o Paulo, Brasil) foi macerado em
recipiente especifico e posteriormente homogeinizados com Tissue Grinder (Kontes,
Vineland, NJ, USA) em Trizol. A extracao foi realizada segundo o protocolo recomendado

pelo fabricante do reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies Inc., Carsbad, CA, USA).

Foi adicionado a cada amostra 200ul de clordirmio (Merck, Inc., Whitehouse station, NJ,
USA), agitado em vortex durante 15 seg. e incubada por 3 min. a temperatura ambiente
(TA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min. a 12.000 x g a 4°C. Apés a
centrifugacdo foram observadas 3 fases na solucdo : fase vermelha (organica) composta
pelo fenol-cloroférmio, interfase e fase aquosa incolor contendo o RNA. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo e acrescida de élcool isopropilico (Merck, Inc., Whitehouse
station, NJ, USA), incubada por 10 min. a TA e centrifugada a 4°C em 12.000 x g por 15
min., promovendo a precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi descartado e o0 RNA foi lavado
com 1ml de alcool etilico 75% (Merck, Inc., Whitehouse station, NJ, USA), centrifugado a
12.000 x g a 4°C por 5 min., descartando novamente o sobrenadante. ApGs seco, o pellet de
RNA foi ressuspensos em 15 uphglen DEPC, quantificado em espectrofotémetro

(BioSpec-mini, Shimadzu) e armazenado a -80°C.
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5.9.2 SINTESE DE cDNA — TRANSCRICAO REVERSA

As amostras de RNA foram tratadas com Deoxyribonuclease |, Amplification Grade
(Invitrogen Life Technologies Inc., Carsbad, CA, USA), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Oito yl de RNA tratado submetida reagédo de trancriptase reversa pelo kit
SuperScript™ First-Strand Synthesis System Fo RT-PCR (Invitrogen Life Technologies Inc.,
Carsbad, CA, USA) seguindo protocolo proposto pelo fabricante. A viabilidade das amostras
foi testada atraves de PCR compD,de cada primer (20 pm/reacdo), para 0 gene
constitutivo B-actina (Forward: 5GCT CGT CGT CGA GAA CGG CTC-3'; Reverse: 5-CAA
ACA TGA TCT GGG TCA TCT TCT C -3') 5 ul dNTP, 0,2 pl de Platinum®Tag DNA
Polymerase (Invitrogen Life Technologies Inc., Carsbad, CA, USA) 2,5 ul de Tandp

especifico para a enzima e 1l de cloreto de magrésio. A reacéao foi incubada por 2 min. a

94°C, seguida de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 57°C por 30 seg., 72°C por 1 min. e
extensdo final de 7 min. a 72°C. Os produtos da reacao foram visualizados apds eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6,5% corados pela prata. As amostras positivas para a B-actina

foram submetidas a qPCR.

5.9.3 REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL (gPCR)

A expressao de IL-6 foi determinada utilizando o equipamento Step-One Real-time PCR 48-
well plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e o sistema TagMan Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A reagéo foi padronizada com 200
ng de cDNA em volume final de 20 ul nas congh es recomendadas pelo fabricante (95°C
por 10 minuto, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto).Todas as reacdes
foram realizadas em duplicata.

O célculo da expressdo génica relativa foi realizado pela equacdo 2" descrita por
SCHIMITTGEN e LIVAK (2008), também denominado de método Ct comparativo. As
alteracdes na expressdo génica foram calculadas com base nas diferencas entre as
amostras de referéncia e as experimentais, normalizadas por um gene enddgeno. (Applied
Biosystems User Bulletin n © 2 — P/N 4303859 - Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Para esta analise, a amostra de referéncia foi constituida por pool de 4 amostras de sangue
de pacientes clinicamente saudaveis e o gene endofeno -actina foi utilizado como

normalizador.
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5.10 ANALISES ESTATISTICAS

Para as andlises estatisticas foram realizados os testes de Exato de Fisher e Mann-Whitney,
utiizando o programa Biostat 3.0 (Belém, Brasil). Foram consideradas estatisticamente

significativas, as analises com p<0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO HISTOLOGICA

A mediana do namero de células inflamatérias por campo no grupo controle foi 3, com
variagdo de 1 a 15 células. No grupo periodontite, a mediana foi 15 com variagdo de 2 a 214
células inflamatdrias por campo, apresentando diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos (p=0.0001). No grupo periodontite o infiltrado inflamatério foi predominantemente
mononuclear, e no grupo controle, embora a maioria dos cortes tenha exibido infiltrado

mononuclear, cerca de 37% das laminas apresentaram infiltrado mono e polimorfonuclear.

6.2 PADRAO DE METILACAO

Na avaliacdo dos resultados da MSP a amplificagdo positiva somente para primers
metilados (M) foi interpretada como metilacéo total (M*) e a amplificacdo apenas para os
primers ndo-metilados (U), como amostra ndo metilada (U"). A amplificacdo positiva para
ambos os primers, U e M, foi considerada como metilacdo parcial (U*/M"), de acordo com
Kwon et al. (2008). Dados representativos dos resultados das reagfes estdo ilustrados na
Figura 1.

MSP-1 MSP-2

200 pb

100 ph

. Nao Parcialmente . Mao Parcialmente
Metilada Metilada Metilada Metlada Metilada Metilada

FIG 1: Representages dos géis para PCR do gene IL-6
MSP-1 primer U 160 pb / primerM: 171 pb ;. MSP-2:primer U e M:104 pb

A maioria das amostras apresentou metilacdo parcial para os pares de primers MSP-1 e
MSP-2 em ambos os grupos. Apenas 14,29% das amostras do grupo Periodontite foi ndo-
metilada para os primers MSP-1. Nas reacfes com os primers MSP-2, 4,76% das amostras
do grupo controle apresentou-se ndo-metilada. No grupo Periodontite, tanto para o resultado
M*, quanto para U, a frequéncia foi de 4,76% das amostras. Os resultados das reacées
com MSP-1 e MSP-2 estdo descritos na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos tanto para a regido MSP-1 quanto para a MSP-2 (p>0,05).
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TABELA 1

Padrdo de metilagao dos grupos controle e periodontite

MSP-1 MSP-2
CONTROLE PERIODONTITE CONTROLE PERIODONTITE
n=21 n=21 n=21 n=21
U" (%) 0 3(14,29) 1 (4,76) 1 (4,76)
M" (%) 0 0 0 1 (4,76)
U'/M" (%) 21 (100) 18 (85,71) 20 (95,24) 19 (90,48)

(p>0,05)

Para as analises considerando a gravidade da periodontite foram excluidas duas amostras
do grupo Periodontite por ndo apresentarem dados consistentes que possibilitassem a
alocacdo em um dos grupos. Nao houve associagéo entre o padrao de metilacdo, nas duas

regibes estudadas, com a gravidade da periodontite cronica (P>0,05). (TAB.2).

TABELA 2

Padrao de metilagdo considerando a gravidade da periodontite

MSP-1 MSP-2
n=19 n=19
MODERADA GRAVE MODERADA GRAVE
n=9 n=10 n=9 n=10
U’ 2 (22) 1 (10) 0 1 (10)
M* 0 0 0 1 (10)
UM’ 7 (78) 9 (90) 9 (100) 8 (80)

(p>0,05)

6.3 AVALIACAO DO POLIMORFISMO

Para a avaliacdo do polimorfismo IL-6 -174 G/C, foi utilizada a endonuclease de restricdo
Hspll, que permite determinar os gendtipos de cada amostra de acordo com as regides

clivadas, produzindo os padrbes de bandas ilustrados na figura 2.



300pb

CG:229+173+122 pb
GG:229+173 pb

CC: 229+122 ph

FIG. 2: Representacdo dos gendtipos apds a digestdo com a enzima Hspll

As frequéncias dos genotipos e alelos nos grupos controle e periodontite estdo descritas na
tabela 3. Os resultados n&o foram diferentes estatisticamente entre os grupos.

TABELA 3
Frequéncias dos genétipos e alelos referentes ao polimorfismo IL-6 G/C na posi¢do — 174, nos grupos controle e

periodontite

Controle Periodontite

Genotipos n=21 n=21

GG (%) 11 (52,38) 12 (57,14)

GC (%) 8 (30,10) 8 (38,10)

CC (%) 2 (9,52) 1(4,76)

Alelos n=42 n=42

G (%) 30 (71,43) 32 (76, 19)

C (%) 12 (28,57) 10 (23,81)

(p>0,05)

A Tabela 4 descreve os gendtipos e alelos considerando a gravidade da periodontite. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre as formas de periodontite moderada e
grave, tanto para os genotipos (p=0,06) quanto para os alelos (p= 0, 11).
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TABELA 4
Frequéncias dos gendtipos e alelos referentes ao polimorfismo IL-6 G/C na posigdo — 174, considerando a

gravidade da periodontite cronica

Moderada Grave
Gendtipos n=9 n=10
GG (%) 3(33,3) 8 (80,0)
GC (%) 6 (66,7) 2 (20,0)
CC (%) 0 0
Alelos n=42 n=42
G (%) 30 (71,43) 32 (76, 19)
C (%) 12 (28,57) 10 (23,81)

(p>0,05)

A presenca do alelo alto-produtor para a IL-6 foi avaliada pela frequéncia de individuos G *
comparado com individuos G™(TAB.5) e nao foi estatisticamente diferente entre os grupos.
Todas as amostras do grupo Periodontite apresentaram o gendétipo G+ e ndo houve
diferenca estatistica entre a periodontite moderada e grave. Apenas duas amostras do grupo
controle apresentaram o genétipo baixo-produtor (p>0.05).

TABELA S

Distribuicdo dos gendtipos G'/G™ da IL-6 nos grupos de estudo.

Controle Periodontite Moderada Periodontite Grave
n=21 n=9 n=10
G (%) 19 (90,5) 9 (100) 10 (100)
G (%) 2(9,5) 0 0
TOTAL 21 9 10

(p>0,05)

6.4 EXPRESSAO DE IL-6

As amostras positivas para a B-actina, foram submetidas & gPCR (n=35). Os resultados
foram determinados por quantificacdo relativa pelo método 2°4°" (LIVAK SCHMITTGEN e
LIVAK, 2008). O gréfico 1 representa o valor de 2*2°T (em Log de 10) para cada amostra

comparada com a amostra de referéncia (pool).
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GRAFICO 1

Expresséo de IL-6 em cada amostra avaliada

Quantifica¢ioRelativa- Log 10 (2 2%7)
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(p=0,041)

A comparacéo da expressao de IL-6 (Gréfico 2) mostrou diferenga estatisticamente

significante entre os grupos controle e periodontite (p=0,041)

GRAFICO 2

Comparacéo de expressédo de IL-6 nos grupos controle e periodontite
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(P=0,41)
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Em relacdo a gravidade da doenga, ndo houve diferencga estatisticamente significante entre

0s grupos grave e moderada (p=0.41). (dados ndo mostrados)

Como a maioria das amostras apresentou metilacdo parcial, ndo foi possivel estabelecer
uma comparagdo entre a expressdo de IL-6 e os diferentes perfis de metilacdo. A
comparacdo da expressdao de IL-6 com o0s genotipos de polimorfismo nédo foi

estatisticamente diferente (p>0,05), Tabela 6.

TABELA 6

Expresséao da IL-6 considerando os genétipos do polimorfismo IL-6 -174G/C

Expresséo da IL-6
(Mediana de 2 )

Controle Periodontite Controle e Periodontite
5,904 54,935 12,764
GG (n=9) (n=9) (n=18)
20,314 16,015 16,015
GC
(n=6) (n=8) (n=14)
0,147 902,309 0,587
CcC
(n=2) (n=1) (n=3)

(p>0,05)
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7 DISCUSSAO

A periodontite cronica € caracterizada pela inflamacdo nos tecidos gengivais, seguida de
perda do osso alveolar, decorrente de agressdo bacteriana (ARMITAGE, 1999).
Histologicamente, os tecidos acometidos pela periodontite apresentam PMNL no epitélio
juncional e no epitélio da bolsa, e denso infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear no conjuntivo subjacente (FLEMMING, 1999; BATISTA et al.,, 2002). No
presente estudo o maior numero de células inflamatérias no tecido conjuntivo das amostras
com periodontite foi confirmado na avaliacdo histolégica, bem como a caracteristica

predominantemente mononuclear do infiltrado.

Embora o biofilme bacteriano seja considerado a causa primaria das doencas periodontais,
estudos recentes enfatizam a importancia do sistema imune no desenvolvimento da doenca.
A resposta imunolégica desencadeada pelos periodontopatégenos, os niveis das citocinas
produzidas e a suscetibilidade do paciente determinam o desfecho da doenga (GEMMELL et
al.1997, KINANE et al., 2005; OFFENBACHER et al.,, 2008). Logo, a presenca de
alteracBes epigenéticas e genéticas, que determinam a expressdo dos genes do sistema

imune, podem interferir diretamente na patogénese da doenca periodontal.

Na avaliacdo do padrdo de metilagdo, o gene da IL-6 mostrou-se parcialmente metilado,
tanto no grupo controle quanto no grupo periodontite. Até o momento, o Unico relato sobre o
padrdo de metilacdo de IL-6 na doenca periodontal é uma citacdo sobre resultados
preliminares que indicam uma hipometilacdo de IL-6 (OFFENBACHER et al., 2008).
Entretanto, os dados completos sobre esta investigacdo ainda ndo foram publicados. Na
literatura consultada, a metilacdo de IL-6 tem sido estudada em outras doencas. Nile et al
(2008) identificaram hipometilacdo na regido promotora do gene da IL-6 em individuos com
artrite reumatéide, quando comparados com o grupo controle. Mi e Zeng (2008) concluiram
que a hipometilacdo na regido promotora de IL6 em pacientes portadores de lupus
eritematoso sistémico estava associada com a gravidade da doenca.

Recentemente, outros estudos de metilagdo na doencga periodontal avaliaram a regido
promotora do gene da Interleucina-8 (IL-8). Oliveira et al. (2009) encontraram maior
porcentagem de individuos apresentando hipometilacdo em células do epitélio oral, no
grupo com periodontite crénica comparado ao grupo controle. Entretanto, no tecido

gengival, os autores relataram que a maioria dos individuos de ambos os grupos foi positiva
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para metilado e ndo-metilado. Outro estudo, avaliando células do epitélio oral em pacientes
com periodontite agressiva, relatou maior frequéncia de hipometilagdo de IL-8 no grupo

doente que no grupo controle (ANDIA et al, 2010).

Embora a hipometilagédo esteja relacionada com aumento da expressdo génica, ao avaliar
células de tecido gengival de individuos com periodontite, ndo encontramos esta relagéao.
Este fato sugere que na doenca periodontal outros mecanismos participam da modulacao
da expressao da IL-6, uma vez que muitos tipos celulares estao envolvidos na resposta a
infeccdo bacteriana. De acordo com Winders et al. (2004), em uma populacao celular mista,
com células em diferentes estagios de ativacdo, células metiladas e ndo metiladas podem
ser observadas. A presenca de metilacdo parcial evidenciada na maioria das amostras 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.

No presente estudo, ao avaliarmos a expresséo da citocina IL-6 nas amostras consideradas,
observou-se uma expressao maior no grupo periodontite comparado ao grupo controle.
Entretanto, ndo houve associagdo com a gravidade da doenca. Embora o aumento dos
niveis da IL-6 em tecidos de individuos periodontalmente acometidos seja contraditoria, a
maioria deles sugere que essa citocina estd aumentada nos sitios com periodontite
(GEIVELIS et al., 1993; LEE et al., 1995; IRWIN e MYRILLAS, 1998; IRWIN et al. , 2002).
Uma vez que a maioria das amostras apresentou metilacao parcial em ambos 0s grupos néao
foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a ocorréncia de metilacdo e a expressao da
IL-6.

Com o objetivo de compreendermos 0s mecanismos envolvidos com o aumento da
expressao de IL-6 na periodontite crénica, avaliamos o polimorfismo -174 (G/C) IL-6. N&o
encontramos diferenga na frequéncia de gendtipos e alelos entre os grupos controle e
periodontite. Estes dados estdo em conformidade com diversos estudos que investigaram o
papel deste polimorfismo e de outras moléculas inflamatérias no desenvolvimento das
doencas periodontais (MOREIRA et al., 2007 ; HOLLA et al. , 2002, TERVONEN et al.,
2007). Entretanto, Trevilatto et al. (2003), Moreira et al. (2007) e Tervonen et al. (2007)
descreveram maior freqiéncia do genétipo GG nos individuos com periodontite grave,
sugerindo que o alelo G tenha um papel importante no curso da doenga periodontal. Ao
considerarmos a gravidade da doenca, observamos maior frequéncia de GG nos pacientes
com periodontite grave, embora esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante

ao considerar o intervalo de confianga de 5%(p=0,06).
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E importante ressaltar que o presente estudo foi delineado inicialmente enfocando a
avaliacdo do padrdo de metilacdo e a expressdo da IL-6 nos tecidos periodontais, e
posteriormente surgiu o interesse de avaliarmos a presenca do polimorfismo IL-6 -174 G/C.
Assim, o numero de individuos incluidos foi menor que dos demais estudos de
polimorfismos e o n empregado pode ser uma possivel explicagdo para nossos resultados
diferirem do apresentado pela literatura. Estudos envolvendo maior numero de individuos

poderiam confirmar a associa¢éo descrita na literatura.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a ocorréncia de metilagdo e de polimorfismo no
gene IL-6 ndo estdo envolvidas com o desenvolvimento da doengca e com a expressao
fenotipica aumentada. Embora evidéncias sugiram que a presenca de inflamacédo possa
interferir na metilacdo do DNA (STENVINKEL et al., 2007; VALINLUCK e SOWERS, 2007),
a metilacdo do gene IL-6 parece ser um padrdo normal em tecidos periodontais.

Na doenca periodontal o desafio microbiano desencadeia uma cascata de sinalizagbes
extra-celulares que incluem a ligacdo de proteinas adaptadas e a ativagcdo de quinases que
levam & ativagdo de fatores transcricionais. Estes fatores ligam-se ao DNA do hospedeiro,
iniciando a sintese de mRNA de diversas citocinas (BARROS et al., 2010). A acdo das
citocinas abrange muitas células levando a proliferacao celular, aumento de prostaglandinas
e proteases, bem como a reabsorcdo 6ssea (MERCADO et al., 2003). Pertubacdes em
gquaisquer das vias que compdem o sistema inume podem resultar em alteracdes na
expressao de moléculas inflamatérias. O papel dos mediadores inflamatérios presentes na
periodontite precisa ser interpretado dentro da complexidade da doenca. Assim, a intersecao
e a sobreposicdo dessas vias poderiam explicar a ndo associacdo do polimorfismo e do
padrdo de metilacdo avaliados neste trabalho com a expressdo de IL-6, uma vez que a
expressao desta citocina pode ndo ser influenciada apenas por estas duas alteragdes.
Outros mecanismos envolvidos com a regulacdo de sua expressdo necessitam ser

pesquisados.
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8 CONCLUSAO

O padrédo de metilagdo e o polimosfismo genético -174 (G/C) nado diferiram quando

considerados os parametros clinicos.

A metilagdo parcial parece ser frequente nos tecidos periodontais e ndo mostrou relagéo

com a expresséo da IL-6.

A maior expressao de IL-6 no grupo periodontite ndo foi relacionada a ocorréncia do

polimorfismo genético -174 (G/C).

A elevada expressao de IL-6 € um importante fator relacionado a periodontite crénica.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome € Florenca Abdanur Stefani, sou dentista e aluna do curso Mestrado em Periodontia
da Faculdade de Odontologia da UFMG. Estou realizando uma pesquisa para avaliar se
existem diferencas genéticas nos pacientes com doenca periodontal. A doenca periodontal é
uma doenca que acomete dentes, gengiva e 0sso0, gerando uma inflamacdo da gengiva,
sangramento e perda progressiva do 0sso em volta dos dentes e que pode variar de uma
pessoa para outra. Para a realizacdo dessa pesquisa, € necessario coletar um fragmento da
gengiva (que chamamos de amostra). A remoc¢do deste pequeno pedaco da gengiva é
realizada durante a cirurgia que lhe foi indicada e ndo representa qualquer risco, incbmodo ou
prejuizo para o seu tratamento, pois faz parte do procedimento. Todas as informacdes
coletadas terao finalidade exclusivamente cientifica e serdo mantidas em sigilo. Em hipétese
alguma o seu nome sera divulgado. A sua participacdo é voluntaria. Vocé podera desistir de
participar e cancelar o seu consentimento em qualquer momento da pesquisa. A desisténcia ou
a ndo aceitacdo em fazer parte dessa pesquisa nao ira interferir no seu tratamento no
CENTRO DE ESPECIALIDADES ODONTOLOGIAS (CEO) da prefeitura Municipal de

Contagem.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,RG: , aceito

participar deste estudo de forma voluntaria e afirmo que devidamente esclarecido quanto aos
objetivos da pesquisa, quanto a preservacao da minha imagem e quanto ao destino dos dados
coletados. Li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Autorizo a coleta e a utilizagdo da

amostra neste projeto de pesquisa.

Sei que posso desistir a qualquer momento sem que isso acarrete qualquer tipo de prejuizo
para meu tratamento no CEO da Prefeitura Municipal de Contagem. Permito também a
utilizac&o dos dados para divulgagdo e ensino, respeitando sempre meu direito de ndo ser

identificado.

Contagem, de de 2009.

Assinatura

Pesquisador responsavel: Dra. Florenca Abdanur Stefani

FO-UFMG Av. Anténio Carlos, 6627.Pampulha-Telefone: (31) 3409-2412

COEP: Comité de Etica na Pesquisa

Av. Anténio Carlos, 6.627. Unidade Administrativa Il, 2° andar Telefone: (31) 3409-4592



ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome € Florenca Abdanur Stefani, sou dentista e aluna do curso Mestrado em Periodontia
da Faculdade de Odontologia da UFMG. Estou realizando uma pesquisa para avaliar se
existem diferencas genéticas nos pacientes com doenca periodontal. A doenca periodontal é
uma doenca que acomete dentes, gengiva e 0sso0, gerando uma inflamacdo da gengiva,
sangramento e perda progressiva do 0sso em volta dos dentes e que pode variar de uma
pessoa para outra. Para a realizacdo dessa pesquisa, € necessario coletar um fragmento da
gengiva (que chamamos de amostra). A remoc¢do deste pequeno pedaco da gengiva é
realizada durante a cirurgia que lhe foi indicada e ndo representa qualquer risco, incbmodo ou
prejuizo para o seu tratamento, pois faz parte do procedimento. Todas as informacdes
coletadas terao finalidade exclusivamente cientifica e serdo mantidas em sigilo. Em hipétese
alguma o seu nome sera divulgado. A sua participacdo é voluntaria. Vocé podera desistir de
participar e cancelar o seu consentimento em qualquer momento da pesquisa. A desisténcia ou
a ndo aceitacdo em fazer parte dessa pesquisa nao ira interferir no seu tratamento na
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS — UFMG.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,RG: , aceito

participar deste estudo de forma voluntaria e afirmo que devidamente esclarecido quanto aos
objetivos da pesquisa, quanto a preservacao da minha imagem e quanto ao destino dos dados
coletados. Li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Autorizo a coleta e a utilizagdo da

amostra neste projeto de pesquisa.

Sei que posso desistir a qualquer momento sem que isso acarrete qualquer tipo de prejuizo
para meu tratamento na UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS — UFMG. Permito
também a utilizacdo dos dados para divulgacdo e ensino, respeitando sempre meu direito de

nao ser identificado.

Belo Horizonte, de de 2009.

Assinatura

Pesquisador responsavel: Dra. Florenca Abdanur Stefani

FO-UFMG Av. Anténio Carlos, 6627.Pampulha-Telefone: (31) 3409-2412

COEP: Comité de Etica na Pesquisa

Av. Antbnio Carlos, 6.627. Unidade Administrativa Il, 2° andar Telefone: (31) 3409-4592



ANEXO C

PESQUISA PARA DISSERTACAO DE MESTRADO
FICHA CLINICA

DADOS PESSOAIS DO PACIENTE

Nome:

Data de Nascimento: [/ |
Profiss&o:

Endereco:

Bairro: CEP:

Naturalidade:
RG:

Cidade: UF:

Sexo: Estado Civil:
Nacionalidade:
CPF:

Tel:

ANAMNESE

1. Queixa principal;

2. Inicio e evolugdo da doenca:

4. Esta sob tratamento médico?

5. Faz uso de algum medicamento?

6. Fez uso de antibiético e/ou antiinflamatérios nos ltimos 6 meses?

8. Tem algum tipo de alergia?

9. Apresenta algumas das seguintes condigfes:

() Alteracdo de presséo arterial
() Alterecdo cardiaca

() Hemorragias ou doencas hematoldgicas
() Historia de febre reumatica

() Doenga /alteracdo respiratdria

() Doenga /atlteracdo gastro-intestinal

() Doengas renais

( ) Diabetes ou doencas enddcrinas

()

Outros

19. Antecedentes familiares:

20. Vocé fuma ou bebe?

Declaro que todas as informag@es deste prontudrio, por mim prestadas, sdo verdadeiras.

Belo Horizonte de de

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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