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RESUMO

Nosso objetivo neste estudo foi investigar o padrdo de metilacdo na
posicao CpG -686 do promotor da MMP-3 em células epiteliais da mucosa bucal e
células do tecido gengival. Os voluntarios foram divididos em trés grupos:
individuos com periodonto saudavel nao fumantes e individuos com periodontite
cronica fumantes e nao-fumantes. Também foi nosso objetivo analisar os niveis de
expressao de RNAm da MMP-3 nestes individuos. Para isto, DNA foi purificado de
células epiteliais bucais obtidas ap6s bochecho com dextrose 3%. DNA e RNA
foram purificados de células gengivais obtidas de bidpsias de tecido gengival. O
padrdo de metilacdo na posicdo -686 do promotor do gene da MMP-3 foi
investigado utilizando a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall, em
seguida foi realizada a PCR e eletroforese. Amostras metiladas apresentaram
amplificagdo positiva e amostras nao-metiladas n&o apresentaram amplificagao
pela PCR. A analise estatistica entre o padrdao de metilagdo encontrado nas
amostras dos diferentes grupos foi realizada pelo teste de 2 ao nivel de 5%. A
expressao relativa da MMP-3 foi analisada em aparelho real time PCR e a analise
estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. Nao foi
observado diferenca no padrdo de metilagdo encontrado nas células analisadas
dos diferentes grupos. A freqiiéncia de padrao de nao-metilagdo encontrada nas
células epiteliais de mucosa bucal foi 18,3% no grupo controle, 12,5% em
periodontite fumante e 9,7% em periodontite ndo fumante, ja a taxa de nao-
metilagdo nas células do tecido gengival foi maior em todos os grupos 28% no
grupo controle, 38% no grupo periodontite fumantes e 27% no grupo periodontite
nao-fumantes.Também nao foi observada diferenca na expressdo genética da
MMP-3 entre estes grupos. Concluimos que ndo ha associacao entre o padrao de
metilagdo encontrado na posicao -686 e a periodontite crénica em fumantes ou
nao-fumantes.

Palavras chave: Tabaco; Metilacdo; Periodontite; MMP-3

ix



ABSTRACT

The objective in this study was to investigate the methylation status of
CpG site at position -686 of MMP-3 gene promoter in epithelial cells from oral
mucosa and gingival tissue cells. Subjects were divided into three groups: non-
smokers healthy subjects and non-smokers and smokers subjects with chronic
periodontitis. Another objective was also to examine the levels of mRNA
expression of MMP-3 in these individuals. For this, DNA was purified from buccal
epithelial cells, that were obtained after oral rinse with 3% dextrose and DNA and
RNA were purified from gingival cells that were obtained from biopsies of gingival
tissue. The methylation status at position -686 of MMP-3 gene promoter was
investigated wusing the restriction enzyme sensitive to methylation Hpall,
subsequently the PCR and electrophoresis was performed. Methylated samples
showed positive bands after PCR and non-methylated samples showed no bands
after PCR. The statistical analysis between the methylation status found in this
samples in each groups was performed by y ? test at 5% level. The relative
expression of MMP-3 was examined by real time PCR and statistical analysis was
performed by Kruskal-Wallis test at 5 % level. There was not difference in the
methylation status found in the cells from each different group. The frequency of
the unmethylated status found in the epithelial oral cells was 18,3% in healthy
subjects non-smokers, 12,5 % subjects with chronic periodontitis smokers and
9,7% non-smokers. And the unmethylated status of gingival tissue cells was higher
in all groups: 28% in healthy subjects non-smokers, 38% in smokers subjects with
chronic periodontitis and 27% in non-smokers subjects with chronic periodontitis.
Also, there was not difference in genetic expression of MMP-3 among these
groups. We conclude that there is not association between the methylation status
observed at position -686 of MMP3 gene promoter and chronic periodontitis in
smokers and non-smokers.

Keywords: Tobacco; Methylation; Periodontitis; MMP-3
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a maior causa de perda dental nas sociedades ocidentais é
a periodontite. A periodontite (ou doenga periodontal) € uma desordem
inflamatéria que afeta os tecidos de suporte dos dentes (periodonto) e que da fase
aguda pode torna-se crbnica. Esta claro que o acumulo de bactérias sobre a
superficie dos dentes desencadeia a doenca, porém seu agravamento e
severidade sdo dependentes de fatores como a genética do hospedeiro, condicao
de saude sistémica e habitos como fumar (Kornman, 2008).

Os efeitos colaterais do habito de fumar na saude bucal podem ser
traduzidos em variados tipos de tumores malignos e na prépria doenca
periodontal. A fumaca derivada do tabaco, principalmente como fumaca derivada
do cigarro, é reconhecida como um dos piores fatores de risco para a periodontite
(Page & Kornman, 1997; Bagaitkar et al., 2008; Bagaitkar et al., 2009). Tao
importante € o assunto que na Uultima década diversos estudos lancaram
propostas para tentar entender os mecanismos de acdo do fumo nos tecidos
bucais (Tonetti, 1998; Johnson & Hill, 2004).

O fumo aumenta a predisposicido para alteracbes genéticas e
epigenéticas, como alteracdo do padrao de metilacdo no DNA, nas células que
estdo em contato com os agentes quimicos da fumaca do cigarro, entre eles, os
tecidos da boca (Gabriel et al., 2006). A presenca de metilacdo no DNA em
regidbes CpG em promotores de genes pode promover elevagao ou supressao dos
niveis de transcricao, podendo até mesmo silenciar totalmente a sua expressao.

Sabe-se que as MMPs estao envolvidas na inflamacdo Acredita-se que
a acao das MMPs nos tecidos periodontais deva ser a mais importante via efetora
da destruicao do tecido. A MMP-3 aparenta ter um papel central na morte celular e
na inflamacéao (Walker & Rosenberg, 2009). Sendo que o nivel sérico de MMP-3 ja
€ considerado um marcado e fator de prognético para doencgas inflamtorias como
a artrite reumatoéide (Kotake et al., 2009). Assim, parece importante analisar o

padrao de metilagdo no DNA na regido promotora do gene da metaloproteinase da



matriz-3 em células epiteliais bucais de individuos com periodontite crénica
fumantes e nao-fumantes, uma vez que esta enzima é capaz de degradar varios

componentes de matriz extracelular e ativar outras MMPs presentes no tecido.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodontite Crénica e o Habito de Fumar Cigarro

O mecanismo pelo qual o tabaco, principalmente o habito de fumar
cigarro, gera efeitos deletérios sobre os tecidos periodontais e mucosa bucal ha
décadas é estudado. Alguns autores concluiram que independente de outros
fatores de risco, como exemplo o controle da higiene bucal, o habito de fumar
representa um fator de risco isolado para o desenvolvimento da periodontite (Salvi
et al., 1997; Bagaitkar et al., 2008; Laxman & Annaji, 2008; Kornman, 2008;
Bagaitkar et al., 2009).

A periodontite é freqiientemente mais severa e o risco estimado para o
desenvolvimento é de 2.5 a 7 vezes em individuos que fumam quando comparada
com individuos ex-fumantes ou ndo fumante estando os menores riscos entre
pessoas que nunca fumaram (Papapanou, 1996). Em jovens que apresentam
periodontite e com idade inferior a 33 anos o habito de fumar é relatado em
aproximadamente 50% dos individuos. Nestes casos o fumo aumenta o risco para
a periodontite em 14 vezes ou mais (Linden & Mullaly, 1994; Schenkein et al.,
1995). O hébito de fumar também é um importante fator na ocorréncia de
periodontite refrataria, isto é, os casos onde mesmo havendo boa condi¢cdo de
higiene bucal, controle de placa de dental e tratamento clinico a resposta a terapia
€ pobre, geralmente nestes casos o0s individuos sdo fumantes massivos
(MacFarlane et al., 1992; Magnusson & Walker, 1997; Salvi et al., 1997).

Varios possiveis mecanismos de acado para os efeitos do tabaco tém
sido investigados. Entre eles o efeito que o cigarro poderia ter sobre a qualidade e
a quantidade da microflora bucal, sobre os tecidos do periodonto e principalmente
sobre a funcao dos neutréfilos. Estudos sobre os efeitos do cigarro na microflora
subgengival durante a periodontite encontraram pouco ou nenhuma diferenca
significante entre as espécies bacterianas observadas em fumante e nao-fumantes
(Darby et al., 2000; Bostrom et al., 2001; van der Velden et al., 2003). Enquanto



outros autores identificaram diferenga significativa da microflora oral subgengival
com predominio de bactérias dentre elas a P.gingivalis em fumante (Haffajee &
Socransky, 2001), permanecendo duvidas sobre esta influéncia.

O fumo promove alteragdes na vascularizacao do tecido gengival. Tais
alteracées ocorrem possivelmente devido a vasoconstricdo local ou também
devido a alteracées dos niveis de oxigénio, uma vez que a fumaca do cigarro
possui monoxido de carbono (Scott et al., 2001). As consequiéncias destes efeitos
podem ser observadas clinicamente como diminuicdo da coloracdo vermelha da
gengiva, menor sangramento durante sondagem periodontal em fumantes e
diminuicdo da quantidade de vasos sanglineos observados clinicamente e
também histologicamente (Palmer et al., 2005).

O cigarro altera direta e indiretamente a funcdo dos neutrdéfilos
(Bagaitkar et al., 2008). O fumo provoca aumento na sintese de algumas citocinas
da inflamacéo, entre elas, o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e interleucina-8
(IL-8) (Zeilhofer & Schorr, 2000). Neutréfilos expressam receptores celulares para
estas citocinas e sabe-se que os antagonistas naturais destas moléculas estao
desregulados em individuos fumantes (Akgul & Edwards, 2003). Assim, em
fumantes a resposta dos neutréfilos quando estimulados pelo TNF-a e IL-8 é
exarcebada. A fumaca do tabaco também modifica a atividade proteolitica dos
neutréfilos (Domagala-Kulawik, 2008). O recrutamento de neutréfilos para o
periodonto aumenta os niveis de metaloproteinase e elastase locais (Lorencini et
al., 2009), enzimas que exercem importante papel na degradacdo do tecido.
Evidencias tém mostrado que o fumo pode alterar o turnover do colageno,
diminuindo a sintese de colageno e elevando a sintese de metaloproteinases
(Palmer et al., 2005).

Na periodontite ocorre o recrutamento de polimorfonucleares que
juntamente com os fibroblastos irdo liberar metaloproteinases, O papel destas é de
grande importancia neste evento, devido ao fato da habilidade de ativar proteinas

efetoras em formas latentes como quimiocinas, citocinas inflamatérias (Giannobile,



2008). Levando a destruicao do tecido conjuntivo e do 0sso, resultando na
apresentacao clinica (Kornman, 2008).

Entretanto, muito pouco ou nada ainda foi investigado a respeito das
alteragbes quimicas que o cigarro pode provocar na molécula do DNA das células
do periodonto e quais os efeitos que possam surtir destas possiveis alteragdes.

2.2 Metaloproteases da Matriz Extracelular

As metaloproteases da matriz (MMPs) compreendem uma familia de
enzimas que apresentam especificidade pelas macromoléculas da matriz
extracelular. A familia das metaloproteinases é formada por pelo menos vinte e
cinco membros encontrados em humanos, que exibem similaridades estruturais e
funcionais e que estdo divididos em pelo menos quatro classes principais:
colagenases, gelatinases, estromelisinas, metaloproteinases tipo-membrana (MT-
MMP) e matrilysina (Giannobile, 2008).

Estas enzimas desempenham papel importante em varios processos
fisiologicos e patoldgicos, tais como: involucao poés-parto (Weeks et al., 1976;
Souza et al., 1989), defesa da mucosa entérica (Wilson et al., 1999), reabsorcao
O0ssea (Okada et al, 1995), na inflamacédo através da migracdo leucocitaria
(Knauper et al., 1993), osteoartrite (Woessner, 1994; Baragi et al., 1995), doenca
periodontal (Birkedal-Hansen, 1993a; Katono et al, 2006), crescimento e
expansao de tumores benignos (Autio-Hermainen et al.,1993), invasao de tumores
malignos e metastase (Kenny & Lengyel, 2009; Jezierska & Motyl, 2009), infarto
do miocardio (Van den Borne et al.,, 2009) ruptura da placa da aterosclerética
(Newby, 2008) e artrite reumatéide (Miller MC et al., 2009).

As colagenases intersticiais sdo as mais especificas. Foram as
primeiras a serem descritas (Gross & Nagai, 1962) e, durante as ultimas décadas,
tém sido objeto de muitos estudos que versam sobre sua expressao, distribuicao,

estrutura quimica e molecular em processos normais e patoldgicos. Estas enzimas



s80 as unicas com a capacidade de clivar a tripla hélice dos colagenos tipo I, II, 1lI
em condigdes fisioldgicas, tornando estas moléculas suscetiveis a acao de outras
enzimas.

Existem dois tipos de colagenases intersticiais que, apesar de exibirem
grande semelhanca estrutural e de especificidade, sdo codificadas por genes
distintos. A MMP-1, que exibe uma distribuicdo ambigua, é sintetizada por
fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, macrofagos, osteoblastos,
condrocitos e osteoclastos (Birkedal-Hansen, 1993b). Quando analisada em
eletroforese de gel de poliacrilamida, a colagenase de fibroblastos aparece como
varias bandas com peso molecular variando entre 57 e 52 kDa. Esta variagédo
provavelmente se deve a proteodlise parcial da molécula.

A  MMP-8 ¢é produzida exclusivamente por leucécitos
polimorfonucleares. Apesar de possuir um nucleo protéico muito semelhante ao da
colagenase de fibroblastos, a alta taxa de glicosilacao faz com que esta molécula
tenha peso molecular de 75 kDa. Ao contrario da colagenase de fibroblasto, que é
rapidamente secretada ap6s a sua sintese, a colagenase de polimorfonucleares é
armazenada em granulos intracelulares que s6 sao liberados apéds a ativacao das
células (Hibbs & Bainton, 1989).

As gelatinases sao capazes de degradar colageno tipo V e VII, elastina
e gelatina (colageno desnaturado). A gelatinase de 72 kDa (MMP-2) parece ser
capaz de clivar também o colageno tipo X (Welgus et al., 1990), porém, nao é
ativa sobre o colageno tipo I, Il e lll, laminina e proteoglicanos. A especificidade
dessas enzimas sobre o colageno tipo IV parece indicar que elas participam da
remodelacdo e degradacdo da membrana basal. E também possivel que a
atividade gelatinolitica dessas enzimas esteja relacionada com a remocao de
fragmentos de coldgeno desnaturado que sofreram acdo de outras
metaloproteases (Reponen et al., 1992; Reponen et al., 1994).

A gelatinase de 72 kDa (MMP-2) é a metaloprotease mais abundante,
sendo secretada por fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, macréfagos,
osteoblastos e condrdcitos, estando também presente no plasma sanguineo



(Birkedal-Hansen, 1993a). A gelatinase de 92 kDa (MMP-9) é produzida por
neutréfilos polimorfonucleares, queratinécitos e macréfagos e, ocasionalmente,
por fibroblastos. Estudos de hibridizagdo “in situ” tém demonstrado que as
gelatinases de 92 kDa sao fortemente expressas nos tecidos embrionarios de
ratos (Reponen et al., 1994).

O grupo a qual a metaloproteinase da matriz-3 pertence é formado
pelas estromelisinas. As estromelisinas-1 (MMP-3) e —2 (MMP-10) sdo capazes de
digerir varias proteinas da matriz extracelular como a laminina, fibronectina,
proteoglicano (core protéico), colageno tipo IV, V, VIl e X, colageno desnaturado
(gelatina) e caseina (Chin, Murphy; Werb, 1985; Sternlicht et al., 1999; Humphries
et al., 2002; Medley et al., 2003; Hoppmann et al., 2004).

Quando analisada em gel de poliacrilamida, a MMP-3 apresenta um
peso molecular entre 60 e 53 kDa. Esta enzima parece ndo ser expressa por
leucécitos ou queratinécitos. A MMP-10 é expressa em menor quantidade e,
aparentemente, pelas mesmas células que expressam a MMP-3. (Birkedal-
Hansen, 1993b).

A sequéncia primaria da MMP-3 € 54% idéntica a colagenase de
fibroblasto de pele humana sugerindo uma origem evolutiva comum entre as duas
proteases (Saus et al., 1987).

A MMP-3 pro-dominio, um dominio catalitico e o dominio C-terminal
conservados , ela ativa com eficacia a proMMP-1 and proMMP-7 in vitro e
tipicamente nao é co-expressa com a MMP-1. Acredita-se que seu gene resultou
de uma duplicacdo de um gene acestral afinal os genes da (MMP-1, -3, -7, -8, -10,
-12, -13, and -20) encontram-se no cromossomo 11 no 11g21-23 (Ra & Parks,
2007).

Descrita primeiramente como enzima protease pré-tumorgénica, hoje
seu papel duplo no desenvolvimento do cancer ja € reconhecido pois, mostrou um
papel de protecdo em cancer de pele (Lépez- Otin & Matrisian, 2007).

Hoje reconhece o papel da MMP-3 em doencas neurodegenerativas

associadas a isquemia, trauma cerebral , neuroinflamagéo, esclerose multipla,



doenca de Alzheimer’s, doenca de Parkinson’s disease e derrame (Choi et al.,
2008).

A MMP-3 participa da sinalizagdo molecular intracelular que modula a
resposta neuroinflamatéria. Neurbnios dopaminergicos em apoptose liberam
metaloproteinase da matriz-3 e a inibicdo farmacolégica da atividade dessa
proteina consegue suprimir os fendmenos que ocorrem nestas células em morte
celular através da inibicdo da ativacdo da caspase-3 sugerindo um papel
importante nesse processo (Choi et al., 2008).

Cogita-se um papel central da MMP-3 na inflamacdo (Walker &
Rosenberg, 2008) uma vez que esta enzima poderia aumentar a resposta
inflamatéria. Por ser responsavel pela clivagem de varias proteinas do estroma
como a fibronectina, pela degradagao de proteinas da membrana basal como a
laminina e colageno IV e proteinas de complexos juncionais como a E-caderina e
pela ativacdo de moléculas sinalizadoras importantes, como a forma latente do
TGF-B1, IL-1B8 e TNF-a que participam da cascata pré-inflamatéria (Parks et al.,
2004), e também por participar da ativagao do zimoégeno de outras MMPs, como a
MMP-1 responsavel pela quebra da triplice hélice do colageno tipo | (Birkedal-
Hansen, 1993b), a MMP-3 poderia amplificar a resposta inflamatéria mesmo em
niveis discretos.

As MMPs sao transcritas e secretadas para a matriz extracelular ou
ficam ancoradas na superficie da membrana celular com seu dominio catalitico
voltado para o espago extracelular. Sao secretadas como zimdégeno ou
complexadas na forma enzima-inibidor (Stricklin et al., 1983; Emonar & Grimaud,
1990) sendo que sua ativagao se da em duas etapas.

Inicialmente o zimdgeno sofre clivagem proteolitica que resulta na
remocao da por¢dao amino-terminal. A clivagem pode ser feita por varias enzimas
como a tripsina, plasmina, catepsina B e elastase. Numa segunda etapa, a enzima
sofre autodigestao que resulta na sua forma ativada (Van Wart & Birkedal-Hansen,
1990).



Acredita-se que a ativacao é causada pela ruptura da ponte existente
entre 0 aminoacido cisteina e o ion zinco, que bloqueia o sitio ativo da molécula.
Outra caracteristica comum entre as metaloproteases é a dependéncia pelos ions
zinco e célcio. O dominio catalitico tipico de uma MMP apresenta um ion zinco
(motivo do prefixo “metalo”) ligado a trés residuos de histidina, com importancia
crucial para o funcionamento adequado destas enzimas (Souza et al., 2000). Os
dois atomos de calcio conferem uma estabilidade para a estrutura terciaria da
proteina (Dioszegi et al., 1995).

Pelo menos trés importantes mecanismos reguladores podem controlar
a acao das MMPs: a regulacao dos niveis de transcricdo, ativacdo do zimdégeno na
matriz extracelular e a inibicdo das MMPs pelos inibidores teciduais (TIMPs). O
controle da transcricdo tem sido considerado a etapa principal na regulacao da
atividade das MMPs. Entretanto, o controle da atividade das enzimas € também de
maxima importancia. Com excecado da MMP-2 (gelatinase-A) que é encontrada em
niveis baixos no tecido normal, as MMPs sao transcritas somente quando
requeridas durante a remodelagao fisiolégica da matriz extracelular ou durante
destruicao tecidual em uma patologia (Matrisian, 1990; Fini et al., 1998; Ye, 2000).

A expressdao das MMPs pode ser aumentada ou diminuida por
proteinas da matriz extracelular (sinalizagcdo quimica), stress celular, ésteres de
forbol e alterac6es na morfologia celular (Kheradmand et al., 1998). Expressao de
MMPs pode ainda ser induzida pelos seus préprios substratos e especificamente
reprimida por este. Como exemplo, colageno tipo | atua como ligante para
receptores tipo tirosina kinase que induz expressao da MMP-1mas torna-se inativo
apds a degradacgado do colageno pela MMP-1 (Vogel et al.,, 1997, Shrivastava et
al., 1997).

A expressao de MMPs pelas células do tecido periodontal
(fibroblastos, queratindcitos, osteoblastos e macrofagos) e células da inflamacéao
pode ser regulada por citocinas. Um mesmo sinal molecular pode regular a
expressdao de varias MMPs. TGF reprime a transcricio da MMP-1 e MMP-3
enquanto induz a transcricao da MMP-13 (colagenase-3) e MMP-2 (Uria et al.,



1998; Birkedal-Hansen, 1993a). Em fibroblastos do periodonto a IL-1f e TNF-1a
podem aumentar a sintese da MMP-1, MMP-2 e MMP-3 (Birkedal-Hansen, 1993).
IL-1B e TNF-1a tém o mesmo efeito sobre a sintese da colagenase-3 em
osteoblastos (Julovi et al., 2004). IL-8 recruta neitréfilos para os locais da
inflamacédo e é capaz de promover degranulacdo dos neutréfilos que liberam
grande quantidade de MMP-9 nos locais da inflamacao (Opdenakker et al., 2001).

Alguns estudos tém mostrado que as MMPs também afetam direta ou
indiretamente a agdo das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Estudos
recentes revelaram a existéncia de sitios de ligagdo para substratos nao-
colagenos denominados exocites, localizados fora do sitio ativo das MMPs e
capazes de degradar moléculas polipeptidicas como citocinas e quimiocinas
(Overall, 2002). Muitas citocinas e fatores de crescimento necessitam de
protedlise para tornarem-se ativos e muitas vezes este processo requer a
participacao das MMPs. Pelo menos trés MMPs (MMP-2, -3 e -9) podem converter
a forma inativa da IL-1 em sua forma ativa. Uma proteédlise pode também resultar
em fragmentos menores de peptideos que podem ser mais ativos que suas
moléculas precursoras. Como antes mencionado IL-8 apds promover liberacao da
MMP-9 dos granulos de neutrdéfilos torna-se alvo desta enzima e o produto desta
degradacdao é um fragmento mais potente que a molécula de IL-8 precursora
(Opdenakker et al., 2001).

Varios polimorfismos genéticos sdo encontrados na regido do promotor
de MMPs, influenciando os niveis de expressao destes genes e podendo levar ao
desenvolvimento ou progressao de doenca, inclusive periodontite (de Souza et al.,
2003; Itagaki et al., 2004; Santos et al., 2004; Holla et al., 2004). Polimorfismos
genéticos caracterizam troca, perda ou insercdo de bases nitrogenadas na
molécula do DNA, mas alteracées de grupos quimicos na molécula de DNA
também podem provocar alteracbes na expressao genética das
metaloproteinases. Sato et al. (2003) observou que metilacdo do DNA interferiu
drasticamente com a transcricdo de todas as metaloproteinases (MMP-1,-2,-3,-7, -
9, -14) pesquisadas em linhagens celular de tumor de pancreas.
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A regulacdo da atividade proteolitica das metaloproteases ocorre na
matriz extracelular pela acdo do seu inibidor tecidual (inibidor tecidual de
metaloprotease (TIMP). Quatro membros da familia TIMP: TIMP-1, -2, -3, -4 ja
foram caracterizados (Herron et al, 1986). Estes inibidores estdo distribuidos
pelos tecidos e fluidos e sdo secretados por diversos tipos celulares, incluindo
fibroblastos, neutréfilos, células endoteliais, condrécitos e células neoplasicas. O
mecanismo de acdo da TIMP é complexo, e envolve numerosos pontos de
interacdo com as metaloproteases. O evento principal parece ser resultado da
ligacdo ao dominio catalitico N-terminal, do sitio ativo da metaloprotease (Murphy
et al., 1994). A inibicdo possui carater seletivo, isto &, existe preferéncia na
inibicdo. TIMP-1 parece ser mais efetivo na regulacdo das colagenases, enquanto
que TIMP-2 é mais efetivo com o grupo das gelatinases, TIMP-3 inibe MMP-1,
MMP-2 e MT-MMPs (Howard et al., 1991).

A sintese e degradacdo das moléculas da matriz extracelular é um
processo altamente regulado. Quantidades elevadas de MMPs nos tecidos podem
acarretar em perda tecidual mesmo durante a remodelacgao fisiologica, entretanto
isto ndo ocorre em parte pela acdo das TIMPs. Desequilibrio entre a sintese de
MMPs e TIMPs pode acarretar em destruicdo acentuada de proteinas da matriz
extracelular e em grande perda de tecido. Como a superexpressao de MMPs esta
envolvida também com a expansdo e metastase de tumores malignos, genes de

proteinas TIMP podem ser considerados supressores de tumores.
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2.3 Metilacao na Molécula de DNA

O termo epigenética foi introduzido por Conrad Waddington para
descrever as mudancgas na expressao génica durante o desenvolvimento. Porém
hoje, com o avanco dos estudos, sabe-se que o termo epigenética é mais amplo
do que sua primeira descricao e uma definicdo mais apropriada seria modificagdes
quimica no DNA que nao alteram a seqUéncia de bases e que sao herdaveis,
controlando varias fungdes do genoma (Henikoff & Matzke, 1997).

Metilagdo, acetilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo sado alteracdes
quimicas chamadas de epigenéticas. Todas estas podem ocorrer em proteinas
histonas, formando um cdédigo nas histonas que participa do controle da
conformacao da cromatina (Bender, 2004). Na molécula de DNA somente ocorre a
metilagdo, podendo controlar funcées do genoma sem que haja alteracdo na
sequéncia dos nucleotideos (Henikoff & Matzke, 1997).

Na ultima década a pesquisa sobre metilacdo na molécula de DNA
cresceu dramaticamente e tornou-se uma das mais dindmicas e interessantes
areas da Biologia Molecular (Schumacher et al., 2006). O grupamento quimico
metil ligado ao carbono na quinta posi¢do do anel pirimidinico da citosina, que esta
presente em aproximadamente 80% dos dinucleotideos CpG no genoma humano,
€ um dos mais importantes entre os grupos funcionais, sendo conhecido como a
“quinta” base do genoma humano (Figura 1) (Bird, 1996). Definindo, “CpG islands”
sao regidoes do DNA maior que 200 pares de base contendo aproximadamente
50% de bases C e G e com uma presenca esperada de aproximadamente 60% de
dinucleotideos CG (Li & Dahiya, 2002).
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Entre estas funcdes citamos: recombinacdo durante meiose e mitose,
controle da replicacédo, controle de DNAs “parasitas” que se inserem no genoma
humano (ex.: DNA viral), estabilizacdo e manutencdo da expressao génica,
regulacao da diferenciagédo celular, inativagdo do cromossomo X, sendo essencial
durante a morfogénese para que ocorra desenvolvimento normal (Wolffe &
Matzke, 1999; Suter et al., 2004). Entretanto, aberracao no padrao de metilacdo
do promotor de um gene pode levar a perda de fungdo deste gene e pode ser
muito mais freqlente que a mutacao genética.

A transcricdo génica pode ser fortemente inibida pela adi¢cdo de radical
metil. A presenca de um “capuz” metil sobre uma citosina que precede uma
guanina pode inibir a ligacdo de fatores de transcricido que se ligam a estas
regides. A figura abaixo mostra como isto pode acontecer: A nao-ligacao de
fatores de transcricdo aos seus sitios especificos resulta na auséncia de
transcricdo génica. Padrao de hipermetilacdo aberrante em promotores de genes
vem sendo considerado um dos principais mecanismos associados com a
inativacdo de genes principalmente, supressores de tumores no cancer
(Fukushige et al., 2009)

Proteinas chamadas MBPs (Methyl Binding Proteins) com afinidade

pelo grupo metil se ligam as regides CpGs localizadas nas regides promotoras e
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impedem o0 acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios (Attwood et al.,
2002).

As primeiras MBP foram isoladas no final dos anos 80 inicio dos anos
90 por Bird e colaboradores. Familia de proteina composta pelo menos 5
membros sendo que as mais estudadas sdo a MeCP 1 e MeCP2 ( Methyl cytosine
binding protein) (Dhasarathy & Wade, 2008): A MeCP1 que se liga ao grupo metil
necessita de multiplos sitios CpG préximos para se ligar e assim promover a
condensacao da cromatina para a forma inativa, a proteina MeCP2 pode se ligar a
apenas um simples sitio CpG, promovendo alteracdes na cromatina semelhantes
as promovidas pela proteina MeCP1.

A B & ~ C -~ -
- et z a ® ; e o aﬂ ‘a ‘ ° o‘a ;g
( >
CpG . CH3 na cistosina G Fator de Transcrigdo

‘Protel’na que se liga a metilcitosina

Figura 2. Mecanismo pelo qual a metilagdo de DNA inibe a transcricao génica. A. Regiao
promotora desmetilada permitindo a ligacdo dos fatores de transcricdo. B. Metilacao
impedindo a ligagdo dos fatores de transcri¢cdo. C. A presenca de proteinas que se ligam
a metilcitosina em ilhas CpG bloqueiam a ligagao dos fatores de transcri¢ao.

Fonte: Attwood et al., 2002.
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Aberracdes epigenéticas provocam sindromes (Prader-Willi [OMIM
#176270], Angelman [OMIM #105830], Beckwith-Wiedemann [OMIM #130650],
Rett [OMIM #312750]) e podem predispor ao cancer (Laird, 2003). Metilagao no
DNA é uma alteragéao freqliente em muitos tumores humanos e tém crescido o
namero de genes relacionados a tumores que apresentam metilacdo da base
citosina em sequUéncias ricas em CG, normalmente ndo metiladas. Metilagdo
ocorre especificamente pela acdo da enzima metiltransferase (DNA metilase).
Metilacdo em regides ricas em CG pode ocorrer em genes implicados com
diferentes fungdes durante o desenvolvimento do cancer como supressao do
tumor (p14, p15, p16, p73 e BRCAT), reparo do DNA (hMLH1 e MGMT), invasao e
metastase (CDH1, ECAD, TIMP1, TIMP2, TIMP3 e DAPK) (Russo et al., 2005).

A associacao entre o habito de fumar e as alteragdes quimicas que este
possa promover na molécula do DNA e que proporcione o surgimento de tumores
malignos (principalmente nos tecidos que tem contato com os agentes nocivos da
fumaca do cigarro) ha alguns anos ja vem sendo estudada (Von Zeidler et al.,
2004; Russo et al., 2005; Gabriel et al., 2006). Existe uma forte semelhanca em
eventos que ocorrem no cancer e na inflamacao crénica, havendo mediadores
quimicos comuns aos dois processos (Hodge et al., 2005). A associacao entre
polimorfismos genéticos e tumores ou doenca inflamatérias crénicas tem sido
exaustivamente investigada e do mesmo modo a associagdo entre alteracoes
epigenéticas, tumores e inflamacao deve ser estudada desde que estas alteragdes
podem propiciar o desenvolvimento de um tumor e podem também modular a
inflamacao.

Diferencas no padrao de metilagcdo em sitios CpG ja foram observadas
em genes da resposta inflamatéria (Wilson, 2008). Como exemplo, a
hipometilacdo do gene do receptor Toll-like-2 tem sido associada com o aumento
da resposta pro-inflamatoria durante infecgdo pulmonar em pacientes com fibrose
cistica (Shuto et al, 2006). In vitro, células tratadas com interleucina-6
aumentaram a expressao da enzima DNA metiltransferase -1 (Kanai, 2008). E as
préprias células T sofrem desmetilacdo no promotor da interleucina-2 depois da
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ativacdo levando a producdo dessa interleucina (Wilson, 2008). Também,
alteracdo no padrdao de metilacdo no gene da MMP-3 ja foi observada em
osteoartrite. (Roach et al., 2005).
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3 PROPOSICAO

e Comparar o padrao de metilacdo encontrado na posi¢ao -686 do promotor
do gene da MMP-3 em individuos com periodonto saudavel e individuos

com doenga periodontal cronica fumantes e nao-fumantes

e Analisar a correlacdo de padrdo de metilacdo e o nivel de expressao

genética da MMP-3 nestes individuos
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4 MATERIAL E METODO

Selecao da Amostra

A amostra foi composta por individuos saudaveis, brasileiros de ambos
0s sexos, adultos (acima de 25 anos), fumantes (5 cigarros ou mais/dia ha pelo
menos 5 anos) e nao-fumantes (nunca fumaram). Estes pacientes foram
recrutados da clinica de especializagdo em Periodontia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba-FOP/UNICAMP. O grupo controle foi composto por
alunos de pés-graduacao e funcionarios da FOP-UNICAMP e também individuos
pacientes da clinica que ndo apresentavam problemas periodontais. Apds triagem

inicial, os individuos se foram divididos em trés grupos:

1) Pacientes do Grupo Controle: Pacientes ndo fumantes, sem sinais clinicos de

inflamacéo dos tecidos bucais e sem perda de inser¢do conjuntiva = 3mm

2) Pacientes do Grupo Periodontite Nao-Fumante: Pacientes que declararam
numca fumar, com pelo menos trés dentes apresentando perda de insercéo

conjuntiva > 5 mm e sinais clinicos evidentes de inflamacgéo gengival generalizada

3) Pacientes do Grupo Periodontite Fumante: Pacientes que fumam no minimo ha
5 anos e pelo menos 5 cigarros por dia, com pelo menos trés dentes apresentando
perda de insercdo conjuntiva > 5 mm e sinais clinicos evidentes de inflamacgao

gengival generalizada

O diagnéstico de doenca periodontal crénica foi baseado no diagndstico
clinico levando em consideracdo a perda de insercdo conjuntiva. Este sistema é
utilizado na clinica de graduacdo e poés-graduagcdo em periodontia da

FOP/UNICAMP onde recrutamos os participantes da pesquisa. Todos os
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pacientes assinaram termo de consentimento para a participagdo voluntaria na
pesquisa de acordo com as normas do Comité em Etica da Instituicdo
(FOP/UNICAMP) (anexo 1) e preencheram uma ficha periodontal, que excluia:
pacientes alcodlatras, pacientes com historia de diabetes, pacientes gravidas ou
em lactacdo, pacientes com histéria de hepatite e infeccdo por HIV ou com pré-
medicacdo antibidtica recente como também uso crénico de antiinflamatérios
(anexo 2). Ambos os sexos foram incluidos na amostra. Nao foram excluidos
pacientes pertencentes a qualquer grupo étnico-racial, pois a tentativa de se isolar
determinadas caracteristicas raciais € de pouco valor em um pais altamente
miscigenado racialmente.

A tabela abaixo apresenta dados clinicos e dados demograficos do
grupo amostral:

Tabela 01. Caracteristicas clinicas e demogréficas da populagao estudada

Nao
Critérios Controle Fumante Fumante
Idade ( Anos) 39,69 £ 15,32 46,23 +7,26 44,34 +9,19
Variacao (Anos) 17-44 28-59 27-72
% Homens 40,4 46,5 40,5
% Mulheres 59,6 53,5 59,5
Profundidade de sondagem (mm) 7,8 +2,02 79+2,18
Cigarros/dia (média) 15,6 + 7,32
Consumo de cigarro (ano) 22,3 +9,26
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Extracdao de DNA de células de epitélio bucal

O DNA foi purificado a partir de células epiteliais bucais. As células
epiteliais foram colhidas apds bochecho com glicose a 3% por 2 min (Trevilatto &
Line 2000). DNA genbémico de células epiteliais foi purificado utilizando acetato de
aménio 8M segundo protocolo de Aidar & Line 2006. Ao final, a quantidade de
DNA purificado e sua pureza foram mensuradas em aparelho de

espectrofotdmetria na razado OD 260/280.

Andlise de Metilacao no Promotor do Gene da MMP-3

DNA genbmico foi submetido a digestdo com a enzima de restricao
sensivel a metilagdo Hpall (New England Biolabs) em reagédo contendo 2U da
enzima, 100ng de DNA gendmico durante 16 h a 37°C em reagdes individuais de
20uL. Em seguida foram realizadas PCRs para amplificacdo da regiao analisada.
A solucéo para reacdao da PCR continha: 1x Go Taq Green Master Mix (Promega
Corporations, Madison, Wi, USA), 1,25 uM primers (Invitrogen Carlsband, CA) e
DNA tratado pela enzima de restricdo. Amplificacédo foi realizada em termociclador
Perkin Elmer modelo 9600 em 35 ciclos de: 1 min a 95°C, 1 min a 60°C, 1 min a
72°C, seguida de extensao final de 7 min a 72°C. Resultados positivos para
posicdo CpG metilada apresentaram banda de ~ 442 bp. Resultados negativos
para posicdo CpG metilada ndo apresentaram amplificagdo pela PCR devido a
digestdo da regido pela Hpall (New England Biolabs). As bandas foram
visualizadas em gel de poliacrilamida 10% em TBE 1X corridos & 20mA corado
pelo nitrato de prata segundo protocolo de Sanguinetti et al.. (1994) ou pelo SYBR
Green Gold (Invitrogen Carlsband, CA). Para confirmacado dos resultados, as
amostras com resultados negativos foram realizadas uma PCR sem digestao
prévia. Como controle do termociclador foi usado para cada reacdo de PCR uma
amostra sem reagir com a enzima de restricdo e para controle da reacdo de

digestao foi usado amostras amplificadas previamente.

20



Abaixo estdo descritos os primers que foram utilizados para a analise de metilacao
no gene da MMP-3:

Tabela 2: Primers e amplicons para MMP-3 (GenBank U43511)

Gene Sense primer Anti-sense primer

MMP3 5 GGTGGCAGGTGGCAAGAG 3" | 5 ATGGGCAGAATAGAACAAAGAGG 3

Analise do RNAm

Extracao do RNA

Tecido gengival foi utilizado para a andlise da transcricio do RNAm
destes genes. O padrao de metilacdo do DNA do gene da MMP3 foi novamente
investigado nas células deste tecido a fim de confirmar o padrdo de metilacao
presente nas células da gengiva (coincidente ou ndo com o achado nas células
epiteliais).

Assim DNA e RNA total foram purificados de células de bidpsias de
tecido gengival de individuos componentes da amostra que iriam requerer
procedimento cirargico como parte do tratamento periodontal. Apdés a coleta, os
tecidos foram imediatamente armazenados em solucdo conservante de acidos
nucléicos (BioAgency). Apos, a purificagdo do DNA e RNA total foi realizada com
reagente TRIZOL, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante para a
purificacdo de RNA seguida da purificacdo de DNA (Invitrogen Carlsband, CA)
descrito a seguir: os tecidos foram transferidos separadamente para tubo tipo
eppendorf contendo 1ml de TRIZOL (4°C) e homogeneizados por 5 minutos em
aparelho homogeneizador de tecidos tipo Turratec modelo MA-102 mini (Marconi
Equipamnetos LTDA). Apo6s, 0,2 ml de cloroférmio (Merck) foi adicionado ao
TRIZOL e a solucdo foi manualmente agitada com delicadeza por 5 minutos a

24°C, seqguida por centrifugacédo a 14.000 rpm, a 4°C por 15 minutos. Da interfase
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aquosa/organica foi purificado o DNA e da fase aquosa o RNA como a seguir: A
fase aquosa foi transferida para outro tubo de polipropileno e incubada por 10
minutos a 24°C, apds adicao de 1 ml de isopropanol (Merck). Novamente o
material foi centrifugado a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante
desprezado. O precipitado de RNA foi lavado com etanol gelado a 75% (Merck) e
centrifugado a 8.000 rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado desidratado por cerca de 40 minutos a 24°C. Em seguida o material foi
diluido em 30ul de agua livre de nucleases, incubado a 56°C por 5 minutos e
guardado em freezer -70°C.

Da interfase aquosa/orgéanica foi purificado o DNA conforme protocolo
do fabricante como a seguir: 0,3ml de etanol 100% foram adicionados para cada 1
ml de TRIZOL e as amostras foram misturadas por inversao. Apds, as amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante contendo
proteinas foi separado e deste foram purificado proteinas que estdo armazenadas
em -20°C para futuras andlises (material ainda nao testado). O pellet de DNA foi
lavado duas vezes com 1 ml de solucdo contendo 0,1 M citrato de sddio em etanol
10% durante 30 min e centrifugado a 2000rpm por 5 min a 4°C. Em seguida o
pellet de DNA foi seco a temperatura ambiente por 40 min, diluido em 0,3 ml de
tampao TE (Tris-EDTA) e armazenado —20°C.

Uma aliquota de 2pl foi utilizada para determinar a concentragcao de
DNA e RNA/ul nas amostras por espectrofotometria (OD 260/280 nm). Ambos
foram considerados puros quando a razao entre as duas leituras estive acima de
1,8.

Apos, 1ug do RNA total foi submetido ao tratamento com DNase |
Amplification Grade (Invitrogen Carlsband, CA) segundo protocolo do fabricante.
Para tanto, o RNA foi dissolvido para um volume final de 8ul com adicao de 1ul de
tampdo e 1pl de enzima DNase. Apdés 15 minutos de incubagdo a 37°C foi
adicionado 1ul de EDTA e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 70°C
para a inativacao da enzima DNase. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
apos reacao de transcricao reversa utilizando o kit Superscript Il First-Strand
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Synthesis SuperMix (Invitrogen Carlsband, CA), contendo 500ng de RNA em
volume final de reacéo de 20pl.

Reacoes de PCR em tempo real (RT-PCR Real Time)

A expressdo quantitativa do gene da MMP-3 foi analisada utilizando
reacdes de PCR em tempo real, pelo sistema SYBRGreen. Os iniciadores da PCR
adequados para tais reacoes foram criados a partir de seqiiéncias de mRNA para
0s genes alvos encontradas no GenBank. Os primers foram confeccionados
utilizando o software LightCycler probe design (Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany). A reacdo quantitativa da reacao em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real foi realizada no equipamento LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostics GmbH) utilizando o sistema Fast-Start DNA Master Plus SYBR Green
kit (Roche Diagnostic Co.). Para as reacées de PCR em tempo real para MMP3
foram utilizados: 4pul do reagente do kit, 9 pl de agua nuclease-free, 1 ul da
solugdo contendo cada primer (10uM) e 5 ul de cDNA. Durante a padronizagéo, os
produtos de amplificacdo também foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em comparagcdo a padroes de peso molecular, para analise de
presenca ou auséncia de bandas inespecificas.

Para a andlise da expressdao génica, como no caso deste estudo, se
utiliza comumente a expressao relativa, onde o dado é normalizado de acordo
com a expressao de um gene constitutivo, chamado de gene de referéncia. Entre
os genes de referéncia utilizados para experimentos de PCR em tempo real estdo
0os genes da gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH), B-actina, ribossomal 18S e a
hipoxantina guanina fosfotransferase HPRT. Neste estudo, o gene de referéncia
escolhido foi GAPDH. Para as reagbes de PCR em tempo real para GAPDH foram
utilizados: 4ul do reagente do kit, 9,8 ul de agua nuclease-free, 0,6 ul da solucéo
contendo cada primer (10uM) e 5 ul de cDNA.
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A tabela 3 mostra as sequUéncias de primers escolhidas para serem
utilizadas nas reac¢des de RT-PCR em tempo real:

Tabela 3: Primers e amplicons para MMP-3 e GAPDH

Gene Sense primer Anti-sense primer Amplicon

MMP3 5 GGATACAACAGGGACCAATTTA 3 5 TCATCTTGAGACAGGCGG 3 150pb

GAPDH 5 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3 5 GAAGATGGTGATGGGATTTC 3"  226pb

Analise Estatistica dos Resultados

O padrao de metilacdo encontrado no DNA dos individuos do grupo
controle versus grupo doenga periodontal fumante versus ndo-fumante foi avaliado
pelo teste x* ao nivel de significancia de 5%. A andlise dos niveis de expressdo
génica entre os grupos foi testada utilizando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis ao nivel de significaAncia de 5%. A correlacao entre padrao de metilacao
encontrado no DNA e expressao génica foi analisado pelo teste de coeficiente
nao-linear de Spearman ao nivel de significancia de 5%
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5 RESULTADOS

A figura abaixo apresenta o padrao das bandas ap6s a reacao positiva da PCR:

'HHHHhHmmhwmm'ﬂmmﬁ'ﬁ

'_'FJ"""M"‘-". —

Figura 3. Gel de poliacrilamida a 10% corado com SYBR Green gold mostrando um
padrao de bandas para a PCR da MMP-3

Analise da MMP-3

O padréao de metilacdo encontrado na posicao -686 do promotor do
gene da MMP-3 apresentou variagdo em todas as células dos tecidos analisados,
mas nao mostrou diferenga significante entre as células destes tecidos nos
diferentes grupos. Quando células epiteliais de mucosa bucal foram investigadas
nds observamos um padrao de nao - metilacdo em 18,3% dos individuos do grupo
controle, 12,5% nos individuos do grupo fumante e 9,7% nos individuos do grupo

nao fumante (p= 0,2960, x°teste) (Figura 4 e Tabela 4).
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Figura 4. FreqUéncia do padrao de metilagdo no promoter do gene da MMP-3 (posicao -
686) em células epiteliais de mucosa bucal de individuos saudéveis e com periodontite

cronica fumantes e ndo-fumantes.

Tabela 4. Distribuicdo do padrao de metilagcao no promoter do gene da MMP-3 (posicao -

686) em células epiteliais de mucosa bucal nos grupos estudados. (p=0,2960)

Controle | Periodontite | Periodontite
(n=282) Fumante Nao Fumante
(n =40) (n=72)
Metilado 67 35 65
Nao Metilado 15 05 07

Nas células de tecido gengival a taxa de desmetilacdo foi maior em
todos os grupos de forma homogénea e também ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos. A frequéncia do padrdo desmetilado
correspondeu a 28% dos individuos do grupo controle, 38% dos individuos do
grupo periodontite fumantes e 27% dos individuos do grupo periodontite nao-

fumantes (p=0,79, x*teste) (Figura 5 e Tabela 5).
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Figura 5. FreqUéncia do padrao de metilagdo no promoter do gene da MMP-3 (posicao -

686) em células de tecido gengival de individuos saudaveis e com periodontite cronica

fumantes e ndo-fumantes

Tabela 5. Distribuicdo do padréo de metilagdo no promoter do gene da MMP-3 (posicao -

686) em células de tecido gengival dos trés grupos analisados. (p=0,79)

Controle Periodontite Periodontite
(n=14) Fumante Nao Fumante
(n=13) (n=18)
Metilado 10 08 13
Nao Metilado 04 05 05
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Embora a andlise da expresséo relativa do RNAm da MMP-3 por PCR
em tempo real tenha sido maior no grupo periodontite ndo-fumante, esta diferenca
nao foi significante entre os grupos estudados (p= 0,2716, Kruskal-Wallis teste). A
figura 6 mostra grafico contendo a média da expressao para MMP-3 e o grafico
com desvio padrdao das amostras encontrada nos grupos.

A andlise da correlacéo entre padrdao de metilagdo no DNA e expressao
génica nao mostrou diferenga entre os grupos para o gene da MMP-3 (p=0,05,
Coeficiente de Spearman).
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Figura 6. Média e desvio padrao da expressdao da MMP-3 presente nos grupos
estudados. Uma amostra pertencente ao grupo periodontite ndo-fumante apresentou

maior desvio padrdo e esta foi removida.
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Figura 7. Gréficos da expressao relativa no Real Time PCR. A) GAPDH; B)
MMP-3. Observar que a curva de Melting mostra a especificidade das reagdes.
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6 DISCUSSAO

Mudanca no perfil epigenético representa um mecanismo central no
desenvolvimento de muitas doencas humanas, incluindo o cancer. Dinucleotideos
CpG potencialmente “metilaveis” ndo estdo randomicamente distribuidos pelo
genoma, aparecem em regides isoladas ou em regides onde se concentram e sao
denominados ilhas CpG. Geralmente estas ilhas estdo presentes no promotor de
muitos genes que normalmente estao desmetilados em células normais (Esteller,
2007). O gene selecionado para investigacao neste estudo foi escolhido pelo seu
reconhecido papel na patogénese da periodontite. Porém, o promotor da enzima
MMP-3 ndo tem como caracteristica a presenca destas ilhas CpG, os sitios CpGs
aparecem esparsos pelo promotor deste gene.

A andlise de padrao de metilacdo em promotores que apresentam sitios
CpG esparsos € um tanto negligenciada, dando-se mais valor a andlise de
multiplos sitios. Embora a proteina MeCP1 que se liga ao grupo metil requeira
multiplos sitios CpG proximos entre si para se ligar e assim promover a
condensacao da cromatina para a forma inativa, a proteina MeCP2 pode se ligar a
apenas um simples sitio CpG, promovendo alteragdes na cromatina semelhantes
as promovidas pela proteina MeCP1. A interacdo de um unico sitio CpG com
elementos enhancers potentes que estdo muitas vezes muito distante do promotor
pode também ser suficiente para promover alteracao na transcricao genética (Bird,
1986). Até o momento, ndo se sabe se 0os promotores das enzimas da familia das
MMPs possuem elementos enhancers potentes (Roach et al., 2005).

Estudos tém mostrado que metilacdo de dinucleotideos CpG deve ser
um mecanismos importante no controle da atividade do promotor do gene das
estromelisinas. Ensaios in vitro mostraram que a metilacdo do promotor da MMP-3
foi capaz de suprimir completamente a atividade transcripcional deste promotor.
Por outro lado, a ablacao genética dos genes das DNA metiltransferases Dnmt-1 e
Dnmt-3b ou a inibicdo destas enzimas pelos inibidores 5-aza-dC e Zebularmina
induziram a expressao da MMP-3 e MMP-10 (Couillard et al., 2006).

30



Alteracdo no padrdao de metilacdo no promotor do gene da MMP-3
(posicao -635 e -686), MMP-9 (posicao -36) e MMP-13 (posicdo -110) em
condrocitos de articulacoes afetadas pela osteoartrite foi reportada por Roach e
colaboradores (2005). A osteoartrite € uma doenca inflamatéria que promove a
degeneracdo das cartilagens articulares. Semelhante a periodontite é
caracterizada pela presenca de elevados niveis de MMP-3 e MMP-9 nos tecidos,
onde estas enzimas desempenham um papel importante na degradacdo de
moléculas extracelulares como, por exemplo, colagenos I, IX e Xl e
proteoglicanos. Neste estudo os autores encontraram uma forte correlacao entre
presenca de sitios metilados e silenciamento da expressdo da MMP-3 em
condrocitos saudaveis e desmetilacao associada a elevada expressao da MMP-3
em condrécitos afetados pela osteoartrite.

Em nosso estudo ndo foi possivel verificar correlacdo direta entre
presenca/auséncia de metilagcdo na posicdo analisada e taxa de expressao. Isto
pode ter ocorrido devido a rigueza de tipos celulares diferentes existentes no
tecido gengival. Enquanto o tecido cartilaginoso é formado apenas por condrdcitos
que devem apresentar um padrao epigenético quase idéntico, a gengiva apresenta
células residentes diferentes e células sanguineas que migraram para o tecido,
que devem apresentar perfis epigenéticos diferentes, e isto pode ter camuflado
uma possivel correlagao.

Ainda, ndo podemos descartar modificacoes epigenéticas em outros
sitios CpGs mais importantes no promotor da MMP-3. Tanto em individuos
controle quanto em individuos afetados o promotor do gene da MMP-3 nao esta
necessariamente completamente metilado ou completamente desmetilado como
poderiamos supor inicialmente (Roach et al., 2005). O sitio CpG na posicao -686
esteve desmetilados em individuos controle e individuos afetados pela
periodontite, o que faz pensar que esta posicdo pode nao ser fundamental no
controle da transcricao da MMP-3.

A conformacéo tridimensional da cromatina em certas regides do DNA

também poderia influenciar neste padrdo. O mecanismo epigenético € um
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processo que requer a participacdo de enzimas, no caso da metilacao das DNA
metiltransferases. Estas enzimas ativas necessitam de uma fonte doadora de
grupamentos quimicos CH3 para atuarem sobre dinucleotideos CpG acessiveis. O
acesso a estes dinucleotideos nem sempre é tdo facil, sendo modulado pela
condensacao da cromatina. Assim, genes transcritos em determinadas células
poderiam estar mais suscetiveis a estas alteragdes, uma vez que a cromatina na
regido transcrita torna-se menos condensada e a dupla fita de DNA se separa,
tornando-se momentaneamente fita simples para que ocorra a transcricao,
estando o acesso ao DNA facilitado a agdo enzimatica no geral.

A influéncia do tabaco neste resultado nao é totalmente clara. Outros
estudos também obtiveram resultados inconclusivos sobre o risco do tabaco na
predisposicao as alteracdes epigenéticas em cancer de pulmao (Guo et al., 2004).

Sendo a periodontite uma doenca infecciosa devemos ainda ressaltar a
relacdo entre a microbiota local e alteracées no padrdo de metilacdo que tem sido
reportada em algumas doencas. Um dos melhores exemplos é a associagao entre
a presenca da bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) e alteragdes no padrao de
metilagdo em cancer gastrico. A infecgcdo por H. pylori aumenta o risco ao
desenvolvimento de tumores na mucosa gastrica e esta infeccdo tem sido
associada com alteragdes epigenéticas em genes importantes para o
desenvolvimento de tumores, incluindo metilagdo no gene CDH1 que expressa a
proteina E-caderina (Ushijima, 2007).

Terminando, fugimos intencionalmente do foco para discutimos uma
questdo ainda sem resposta concreta, mas intrigante. No inicio deste estudo
pensavamos em encontrar alteracbes no padrao de metilacdo associadas com a
maior suscetibilidade e/ou severidade da inflamacéo periodontal. Entretanto, hoje
pensamos que existe uma possibilidade do inverso ocorrer. A inflamagao
desengatilharia alteragdes neste padrdo devido as alteracbes geradas no
microambiente celular, e isto poderia estar muito proximo de eventos associados a

formacao de tumores.
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O tema inflamacao versus carcinogénese €& polémico havendo na
literatura diversas revisées sobre o assunto, muitas delas indicando uma intima
relacdo na trajetoria dos dois eventos (Coussens & Werb 2002). Na década de
cinqlenta, Slaughter e colaboradores afirmaram que o epitélio da mucosa
apresenta o que eles chamaram de “field cancerization” muito antes do
aparecimento do tumor, sendo isto demonstrado pela primeira vez em cancer
bucal. Atualmente sabe-se que estes campos apresentam defeitos genéticos e
epigenéticos, que ja foram diagnosticados em mucosa de estdbmago (Maekita et
al., 2006), colon (Shen et al., 2005), es6fago de Barret (Eads et al., 2000), epitélio
de pulmao (Guo et al., 2004), figado (Kondo et al., 2000), rim (Arai et al., 2006) e
em glandulas mamarias (Yan et al,, 2006). Se isto € fato, permanece ainda a
duvida sobre o papel da irritagdo cronica promovida pela inflamacao nestes

tecidos no surgimento destes defeitos celulares.
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7 CONCLUSOES

A. Nossos resultados mostram que o padrdao de metilacdo encontrado na posicao -686
do promotor do gene da MMP-3 néao apresentou diferenca entre os grupos com o

periodonto saudavel e com periodontite crénica fumante e ndo fumante

B. Também nao houve diferenga nos niveis de expressdo de RNAm da MMP-3 em
individuos com periodonto saudavel ou com periodontite crénica fumantes ou néao-
fumantes, nao sendo possivel verificar correlacao direta entre presenca/auséncia de

metilacdo na posicéo analisada e taxa de expressao
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ANEXO 1

TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA CTENTIFICA

ANALISE DE METILACAO NO DNA E DE TRANSCRICAO GENETICA DOS GENES IL-8, MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 E TIMP-2, TIMP-3 EM CELULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL
E SANGUE PERIFERICO DE INDIVIDUOS FUMANTES E NAO-FUMANTES COM

PERIODONTITE CRONICA

1. INTRODUCAQ: Leia este termo_cuidadosaments, pois as inf rmacdes a seguir irio descrever esta

pesquisa e a sua funcdo nela como participante, Caso tenha qualquer duvida sobre este estudo ou termo. vocé

4 do0 apresentando este termo a

devera esclarecé-la com os pesquisadores responsaveis pelo trabalho que e

vocé: Profa. Dra. Ana Paula de Souza Pardo e/ou mestranda Giley R. Damm do Depto. de Morfologia da
FOP/UNICAMP; Fone: (19) 2106-5214

'JUSTIFICATICA E OBJETIVO DA PESQUISA: Esta pesquisa terd como objetivo estudar a capacidade
do cigarro em provocar modificagSes em nosso DNA (a molécula que guarda nossa genética) para tentar
explicar porque a pessoa que fuma tem maiores chances em desenvolver problemas de gengiva que possam
levar & perda dos dentes. Para tanto, seré necessério coletar o material que durante o tratamento fica retido no
instrumental do dentista e também sera necessério coletar amostra de sangue venoso. O sangue seré coletado
utilizando agulha descartivel e tubo descartavel proprio para coleta de sangue (material igual ao utilizado
para tirar sangue em laboratério de analise). Vocé deve decidir se deseja ou ndo colaborar com esta
pesquisa, entendendo-a o suficiente para fazer uma decisdo consciente. No laborat6rio este material serd
analisado por uma técnica chamada de MSP-PCR que identifica alteragdes quimicas no DNA (o material
coletado do paciente). Se alteragSes forem encontradas, elas nio irdo significar doenga, apenas variagdes

entre os individuos que pré-dispde a0 problema na gengiva.

DESCRICAO DOS PARTICIPANTES: [iio participar deste estudo pacientes do sexo feminino e
masculino, adulto com idade entre 25 ¢ 60 anos, fumantes (+ 5 cigarros/dia) e nio-fumantes (nunca
fumaram), que apresentam doenga periodontal crénica em grau moderado a severo e que estejam em
tratamento periodontal na Clinica de Especializagio em Periodontia da FOP-UNICAMP. Nio havera nenhum
custo adicional a0 paciente decorrente da pesquisa.

DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS: Serio coletadas células do instrumental do dentista e 10 mL de

sangue venoso da veia radial. O sangue servira como material controle do individuo. No laboratério, 0 DNA

destas células serd purificado e analisado por uma técnica chamada de MSP-PCR. Esti técnica detecta
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possiveis alteragdes quimicas que tenham ocorrido no DNA das células. Os resultados encontrados nas

células de individuos fumantes e nio fumantes serfio entio comparados para sabermos se existem diferencas.

DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS: Os procedimentos da pesquisa ndo geram
riscos significativos a satide do paciente. A coleta do material presente no instrumental nio gera desconforto
ou risco adicional ao individuo uma vez que este material € obtido durante o tratamento periodontal
(instrumentag&o). A coleta de sangue nio gera riscos graves, mas podera ser considerada desconfortivel para
o paciente devido & dor da “picada” da agulha, possibilidade de surgimento de hematomas e equimoses. Esta
coleta sera realizada por profissional capacitada para coleta de sangue (a mestranda Giley Raymundo Damm,
formada em Biomedicina) ¢ em local apropriado. O _paciente e o cirurgido dentista responsivel

tratamento poderfio se beneficiar com a possibilidade de receber o dizgnéstico genético previsto na pesquisa.

Porém, o voluntirio podera optar abaixo em receber ou nio este diagnostico, O tratamento proposto nfo serd
modificado, mas o paciente poderd ser aconselhado sobre os possiveis maleficios que o fumo esteja causando
no DNA de suas células, O maior beneficio esperado sera a melhor compreensio dos eventos moleculares e

dos mecanismos que tomam o fumo um agente de risco a4 gengiva e periodonto. Uma vez conhecido este

mecanismo, novas estratégias terapéuticas poderio ser abordadas para tratar e até mesmo prevenir a
destruigdo do periodonto. O paciente serd mais bem esclarecido sobre os maleficios do cigarro e potenciais
riscos a que se expdes com o habito de fumar através de folheto explicativo e/ou palestra educativa.

() Sim, desejo receber meu diagnéstico genético

( ) Nio, ndo desejo receber meu diagnéstico gengético

ALTERNATIVAS: Realizar coleta somente do material retido no instrumental do dentista. Porém a nio
coleta do sangue frustrara os resultados ¢ as conclusdes finais esperadas na pesquisa uma vez que o sangue

serd 0 material controle individual utilizado na pesquisa,

EXCLUSOES: Pacientes com historia de diab_etes; mulheres grividas ou em lactagio; pessoas com historia
de hepatite ou infecgdo por HIV, histéria de sangramento ou discrasias sanguinea, ou com pré-medicagdo
antibiotica recente ou uso crénico de drogas antiinflamatorias serdo excluidos da pesquisa, pois estes fatores
mascaram os dados analisados. Caso no decorrer da pesquisa se identifique pacientes com estes perfis que

ainda ndo se encontrem em tratamento, estes serdo encaminhados para tratamento competente,

CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: A identificagio das amostras serd realizada utilizando
niimeros. Os resultados desta pesquisa serdo apresentados em congressos cientificos, porém a identidade dos
participantes ndo serd divulgada nessas apresentagdes, 0 mesmo ocorrendo em eventuais publicagdes. Os
resultados identificados somente serdo liberados ao voluntario e ao dentista responsavel pelo tratam.ento, se

de acordo com a vontade do voluntario.
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DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Sua participaciio neste estudo é voluntaria e vocd

poderé recusar-se a participar ou podera interromper sua participacio a qualquer momento, sem penalidades

ou perda dos beneficios aos quais de outra forma tenha direito

ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA E GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS: Os voluntarios

poderdo ter acesso ao andamento da pesquisa ¢ serdio esclarecidos sempre que necessario sobre dividas a

respeito da pesquisa no telefone de contato das pesquisadoras Ana Paula de Souza Pardo ou Gilcy Raymundo

Damm abaixo informados.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO, INDENIZACAO E REPARACAO DE DANOS: Sempre que o

voluntirio necessitar vir até a FOP/UNICAMP exclusivamente devido & pesquisa seré ressarcido com seus

gastos com transporte no valor referente ao passe de énibus (ida e volta). Nao prevemos nenhum dano ou

risco ao paciente decorrente da pesquisa e portanto, ndo h4 previsio de 1ndemza;:ao

BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO: Este material podera ser utilizado para pesquisa de outros genes

em outras pesquisas, mas vocé serd comunicado e novo TCLE serd obtido.

VOCE ESTARA RECEBENDO UMA COPIA DESTE TERMO ASSINADA POR VOCE E POR UM
DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS,

CONTATOS: Em caso de divida sobre a pesquisa, entrar em contato com a Profa. Dra. Ana Paula de Souza
Pardo e/ou a aluna de pés-graduacio Giley Raimundo Damm no departamento de Morfologia da FOP-
UNICAMP, Av. Limeira 901 Piracicaba-SP fone: (019) 2106-5214

Em caso de duvida sobre seus direitos como voluntirio, entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa em Seres Humanos da FOP/Unicamp, secretiria Leny Cecilia Faro Pereira Rosilho, Fone (019)

2106-5349, Home Page www.fop unicamp br/cep, E-mail: cep@fop.unicamp br

Recebi informagdes para participagio em pesquisa cientifica que me foi explicado dentro da
minha compreens&o. Também tirei minhas duvidas sobre este estudo com o pesquisador até minha completa
satisfagio. Sei que minha participagiio ¢ voluntaria e que posso interrompé-la a qualquer momento sem
penalidade e sem prejudicar ou influenciar os resultados do estudo. Recebi uma cbpia deste termo de
consentimento e também autorizo a liberacio dos dados obtidos da pesquisa aos pesquisadores e para
publicagio em revistas cientificas e congressos. Nio assine este termo se ndo teve a oportunidade de -

solucionar suas ditvidas e recebido respostas satisfatérias a todas elas,
Piracicabs, 26 de Sk de 20 0%

« I

Assinatura d;7p,aciente, RG, Telefone para contato
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ANEXO 2

Sangue:
Bochecho:
Gengiva:

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP

N°® amostra:

Nome: /

Sexo: FM Idade:. ~ CorrMPB
Endereco:

Cidade: Profissao:
Tel: GEL:

DADOS CLINICOS SOBRE SAUDE GERAL

Doenca Crénica ? S N (n&o aceitar diabetes) Qual?
Diabete na familia? S N
Fumante? S N

Fumante Passivo? S N

Quantos cigarros por dia? (minimo 5)
Ha quanto tempo fuma? (minimo 5)
DADOS PERIODONTAIS

Quantos dentes?

Direito : Esquerdo
181 A8 369 T 32 - [ 212522028 224 725 1281 ~27 0 28
487 A7 AR 45 AL A A2 N A (3% 327 335 B 35 36! .. 8738

Maior Sondagem: (minimo 5 mm)
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Historico

Cancer? S N Qual?

Cancer na Familia? S N Qual?

Freqiiéncia de Doenga Periodontal

Doenga Periodontal na familia? S N Frequéncia
Fumante na Familia? S N

OBSERVACOES:

Estado periodontal: leve ( ) moderado ( )
Sangramento Gengival S N

Tartaro: S N
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Anexo 3

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
= UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa “Andlise de metilagdo no DNA e de transcricio
genética dos genes IL-8, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-2, TIMP-3 e iNOS em células do ligamento periodontal e sangue periférico
de individuos fumantes e nio-fumantes com periodontite crénica”, protocolo n® 172/ 2006, dos pesquisadores ANA PAULA DE SOUZA PARDO,
GILCY RAYMUNDO DAMM & NAILA FRANCIS PAULO DE OLIVEIRA, satisfaz as exigéncias do Conselho Nacional de Sadde - Ministério da Saude para
a5 pasquisas em seres humanos e foi aprovado por este comité em 13/12/2006,

Piracicaba, 20 de junho de 2007

The Ethics Committee in Research of the 5chool of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the project “Analysis of
DNA methylation and genetic transcription of IL-8, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-2, TIMP-3 and iNOS genes in periodontal
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