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RESUMO

A doenca periodontal crénica € caracterizada pela inflamagao e destruicdo dos tecidos
periodontais, podendo levar a perda dos dentes. Esta claro que a periodontite é
influenciada pela genética do hospedeiro, constituicdo do biofilme bucal e o habito de
fumar. Sabe-se que a interleucina 8 (IL-8) é a principal molécula atrativa de neutréfilos.
Essas células sdao as primeiras a chegar aos locais inflamados e além de realizar
fagocitose, participam também da destruicdo do tecido periodontal. Sabe-se também que
os patdégenos que causam a periodontite sdo reconhecidos por proteinas receptoras de
membrana denominadas receptores Toll-like (TLR), que uma vez acionados iniciam a
resposta imune inata. /L8 e TLRs sao expressos constitutivamente por células bucais e
estdo superexpressos na periodontite. Em particular, a IL-8 estd ainda aumentada em
individuos com periodontite cronica fumantes. A expressdao génica € controlada por
diferentes mecanismos, incluindo a metilacdo de DNA. A metilacdo em dinucleotideos
CpG presentes em promotores de genes inibe a expressdo do gene, podendo silenciar
por completo a expressao génica. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar o padréao de
metilacdo no DNA nas regides promotoras dos genes /L8, TLR2 e TLR4 em células
bucais e sanguineas de individuos com periodontite crénica fumantes e ndo fumantes.
Também, analisar os niveis de transcritos destes genes quando encontrado diferenga no
padrao de metilagdo entre os grupos, a fim de associar o padrdo de metilagdo com a
transcricdo génica. Amostras de DNA foram purificadas de células da mucosa bucal, de
tecido gengival e tecido sanguineo de individuos saudaveis e com periodontite crénica
fumantes e ndo fumantes. A metilagcdo no gene /L8 foi investigada pela transformagéo
com bissulfito de sédio seguida pela técnica de PCR Especifica para Metilagao. A analise
de metilacdo nos genes TLRZ2 e TLR4 foi realizada utilizando o método de Digestéao
Enzimatica Sensivel a Metilacdo. Apds o tratamento pelo bissulfito de so6dio (IL8) ou
digestao enzimatica (TLRs), DNA foi amplificado por PCR, submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% corado pelo SYBR Gold. Os niveis de transcritos foram
analisados utilizando PCR Quantitativo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de 2
e Kruskal-Wallis para metilacdo e expressao génica, respectivamente. A correlagdo entre
metilagdo versus expressao foi realizada a partir do teste de coeficiente ndo linear de
Spearman. Os resultados indicam que para células epiteliais da mucosa bucal, a
frequéncia de desmetilagdo no gene da /L8 é maior no grupo periodontite crdnica,
independente do habito de fumar, em comparacao ao grupo saudavel (p<0,0001). Nao
foram detectadas diferengas no padrdo de metilagdo no tecido gengival e sanguineo entre
os grupos. Foram encontrados maiores niveis de transcritos de IL-8 no grupo periodontite
em comparagao ao grupo saudavel (p=0,007), entretanto, ndo ha relacado entre o padrao
de metilagdo e expressao génica (p>0,05). Para o gene TLR2, nado foram detectadas
diferencas no padrdao de metilacao entre os grupos em nenhum tecido estudado (p>0,05).
Para o gene TLR4, foi encontrada massiva desmetilacdo na mucosa bucal e para tecido
gengival a desmetilagdo foi ainda maior, principalmente dentro do grupo periodontite
(p=0,03).

Palavras-chave: DNA, epigenética, metilacéo, inflamacéo, periodontite, IL-8, TLR
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ABSTRACT

Chronic periodontal disease is characterized by inflammation and destruction of
periodontal tissues, culminating in teeth loss. It is clear that periodontitis is
influenced by host genetic, biofilm, and smoking habit. There are some important
molecules involved on the pathogenesis of periodontitis. Interleukin (IL-8) is
responsible for inducing chemotaxis, which is the directed migration of neutrophil to
a site of inflammation. Neutrophil contributes to the elimination of the infecting
bacteria and tissue destruction. Infecting bacteria are recognized by
transmembrane receptors called Toll-like receptors (TLR), which recognized
molecular pattern of microorganisms. The recognition of a variety of
microorganisms components by individual TLRs induces innate immune
responses. /L8 and TLRs are constitutively expressed by buccal cells and they are
upregulated during periodontitis. Genetic transcription is regulated by different
pathways, including DNA methylation. Methylation in CpG dinucleotides of gene
promoters downregulates the levels of transcription and may even silence the gene
transcription completely. So, the objective of this study was to analyze the pattern
of DNA methylation in the promoter region of IL8, TLR2 and TLR4 genes in oral
cells and blood tissue from healthy subjects and subjects with chronic periodontitis
smokers and non-smokers. We also investigated the levels of mRNA expressed
when different methylation status were found amoung groups. DNA samples were
purified from buccal mucosa, gingival tissue and blood tissue of healthy subjects
and subjects with chronic periodontitis smokers and non-smokers. Methylation of
IL8 gene was investigated using sodium bisulphite modification followed by
Methylation Specific PCR. Methylation analysis of TLRs genes were performed
using Specific Methylation-Sensitive Restriction Enzymes. After sodium bisulphite
modification (IL8) or enzymatic digestion (TLR2 and TLR4), DNA was amplified by
PCR and the results were visualized after electrophoresis on 10% polyacrylamide
gels stained by SYBR Gold. Levels of mRNA were analised using Real Time PCR.
The statistical analysis was performed using the test of x2 and Kruskal-Wallis test
for methylation status and gene expression, respectively. The correlation among
methylation status versus gene expression was performed using no linear
coefficient test of Spearman. The results indicate that frequency of IL8 gene
demethylation is higher in individuals with chronic periodontitis, independent of
smoking habit, than healthy group (p<0.0001). Differences were not detected in the
methylation status in gingival tissue and blood tissue among the groups. Higher
levels of IL-8 mRNA are expressed in periodontitis group than healthy group
(p=0.007), however, we did not observe a relationship between /L8 gene
methylation and gene expression. No significant difference was observed for TLR2
gene promoter among groups in all studied tissues (p>0.05). TLR4 gene promoter
showed massive demethylation in oral mucosa and for gingival tissue it was even
higher, mainly in periodontitis group (p=0.03).

Key words: DNA, epigenetic, methylation, inflammation, periodontitis, IL-8, TLR
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Introducéo

1. INTRODUGCAO

Atualmente, a maior causa de perda dental nas sociedades ocidentais é a
periodontite (Nanci & Bosshardt, 2006). A periodontite (ou doencga periodontal) é
uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos de suporte dos dentes (o periodonto,
composto pelo osso alveolar, pelo ligamento periodontal e pelo cemento) e que da
fase aguda pode torna-se crbnica. Esta claro que a composicdo do biofilme
bacteriano que se instala sobre a superficie dos dentes representa o fator que
inicia e promove a doenca, porém sua progressao € dependente de outros fatores,
tais como a condicao de saude sistémica do individuo, a presenca de habitos de
risco a doenga, como fumar cigarros, e composicao genética e epigenética do
hospedeiro (Kornman, 2008). Juntos estes fatores determinardo o chamado
“fendtipo clinico” do hospedeiro (Offenbacher et al., 2008).

Os efeitos colaterais do habito de fumar na saude bucal podem ser
traduzidos em variados tipos de tumores malignos e na propria doenca periodontal
(Meyer et al., 2008). A fumaga derivada do tabaco, principalmente como fumaga
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 é o assunto que na ultima década diversos estudos
langaram propostas para tentar entender os mecanismos de agao do fumo nos
tecidos bucais (Tonetti, 1998;Johnson & Hill, 2004). Os componentes quimicos do
cigarro aumentam a predisposi¢ao para alteracées genéticas e epigenéticas, como
alteragao do padrdao de metilagdo no DNA, nas células que estdo em contato
direto com os agentes quimicos da fumacga do cigarro, entre elas, as células da
mucosa bucal (Gabriel et al., 2006).

A interleucina-8 (IL-8) representa a mais potente quimiocina com a funcao
de recrutar células inflamatoérias, principalmente polimorfonucleares, para o tecido
inflamado. Dentre as células inflamatérias, os neutréfilos sdo um dos primeiros a
serem quimioatraidos pela acao da IL-8 e a migrar da corrente sanguinea para 0s
locais da inflamag&o. Estas importantes células do contexto inflamatério liberam
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dos seus granulos citoplasmaticos fatores bactericidas e proteases, entre elas a
MMP-9, participando na primeira linha de defesa da inflamagéo (Remick, 2005).

Outras proteinas importantes, que participam tanto da resposta imune inata
quanto adaptativa sdo os receptores chamados Toll-like (TLR). Os TLRs
representam proteinas receptoras de membrana plasmatica que atuam como
sensores no reconhecimento de varios patéogenos (Hornef & Bogdan, 2005). Os
TLRs possuem papel chave na periodontite, uma vez que esta doenca é disparada
por microrganismos, tais como Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus
actinomycetemcomitans, que apresentam lipopolissacarideos (LPS) em suas
paredes, e que sao reconhecidos pelos TLRs. A familia de receptores Toll-Like é
composta por varios membros, entretanto, TLR-2 e TLR-4 representam os mais
potentes no reconhecimento de lipopolissacarideos derivados de microrganismos
(Akira & Takeda, 2004). Os receptores Toll-like participam também da sinalizacdo
para ativacao do gene da interleucina-8 (Medzhitov & Janeway, 2000a).

Assim, uma vez que as proteinas IL-8, TLR-2 e TLR-4 desempenham papel
importante na patogénese da doenca periodontal crénica, o objetivo deste estudo
foi analisar o padrdo de metilacdo no promotor dos genes que codificam estas
proteinas em células epiteliais da mucosa bucal e células do tecido gengival de
individuos fumantes e nao fumantes com periodontite crénica, e relacionar com o

nivel dos transcritos desses genes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Periodontite Crénica e o Habito de Fumar Cigarro

A periodontite é iniciada e mantida pelo biofilme bacteriano que contem
centenas de espécies bacterianas diferentes, ndo havendo uma espécie
identificada como sendo a principal no desenvolvimento da periodontite. Porém, a
causa da doenca € complexa e multifatorial, relacionada com a resposta
imuneinflamatéria do hospedeiro, desencadeada pelo biofilme bacteriano, que
gera alteracdes na homeostase do tecido conjuntivo e tecido dsseo, e influenciada
por fatores de risco que agravam a doenca. Dentre estes fatores, podemos citar o
cigarro.

O mecanismo pelo qual, o tabaco, e outros componentes presentes na
composigdo dos cigarros promovem efeitos deletérios sobre os tecidos
periodontais e mucosa bucal ha décadas € investigado. 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).

A periodontite é frequentemente mais grave em individuos que fumam
quando comparada com individuos ex-fumantes, estando os menores riscos entre
pessoas que nunca fumaram. O risco estimado para o desenvolvimento de
periodontite € de 2,5 a 7 vezes maior em individuos fumantes do que em nao
fumantes (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 habito de fumar
também é um importante fator na ocorréncia de periodontite refrataria, isto €, os
casos onde, mesmo havendo boa condicdo de higiene bucal, controle do biofilme
e tratamento, a resposta a terapia é pobre. Geralmente nestes casos os individuos
sdo fumantes massivos (MacFarlane et al, 1992; Magnusson & Walker, 1996;
Salvi et al., 1997).
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Varios possiveis mecanismos de agao 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 pouca ou nenhuma diferenca
significativa entre as espécies bacterianas observadas em fumantes e néo
fumantes (Darby et al., 2000; Bostrom et al., 2001; van der Velden et al., 2003). Ja
outros autores identificaram diferenga entre a microflora oral subgengival em
fumantes e ndo fumantes (Haffajee & Socransky, 2001), havendo ainda duvidas
sobre esta questao.

O fumo promove alteragdes na vascularizagdo do tecido gengival. Tais
alteracoes ocorrem possivelmente devido a vasoconstricdo local ou também
devido a alteragdes dos niveis de oxigénio, uma vez que a fumaca do cigarro
possui monoxido de carbono (Scott et al.,, 2001). As consequéncias 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 sanguineos observados clinicamente e
também histologicamente (Palmer et al., 2005).

O cigarro altera direta e indiretamente a funcdo dos neutréfilos. O fumo
provoca aumento na sintese de algumas citocinas da inflamacgao, entre elas, o
TNF-a e IL-8. Neutrofilos expressam receptores celulares para estas citocinas e
sabe-se que o0s antagonistas naturais destas moléculas estdo desregulados em
individuos fumantes (Zeilhofer & Schorr, 2000; Akgul & Edwards, 2003). Assim, a
resposta dos neutroéfilos quando estimulados pelo TNF-a e IL-8 esta modificada,
havendo exacerbacédo da resposta em fumantes. A fumaca do tabaco também
modifica a atividade proteolitica dos neutrofilos. O recrutamento de neutréfilos
para o periodonto aumenta os niveis de metaloproteinase e elastase locais.
Evidéncias tém mostrado também que o fumo pode alterar o turnover do colageno,

diminuindo a sintese de colageno e elevando a sintese de metaloproteinases
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(Palmer et al., 2005). Estas enzimas exercem importante papel na degradagao dos
tecidos periodontais.

Entretanto, muito pouco € conhecido a respeito das alteracbes quimicas
que os componentes do cigarro podem provocar na molécula do DNA das células

do periodonto e quais os efeitos que possam surtir destas possiveis alteragdes.

2.2 Interleucina 8 (IL-8 ou CXCL8)

Células inflamatérias sdo intensamente recrutadas para tecidos inflamados
em um processo chamado quimiotaxia celular e as responsaveis por este
fenbmeno sdo moléculas mediadoras da inflamacdo liberadas nos locais
inflamados, como: leucotrienos, fragmentos bacterianos e citocinas inflamatérias.

Entre as citocinas, a IL-8 é a que melhor representa o protétipo capaz de
promover quimiotaxia celular. IL-8 é membro da familia de a-quimiocinas e
também conhecida pela sigla CXCL8, nomenclatura derivada da estrutura proteica
onde CXC significa dois residuos de cisteina interpostos pelo residuo de outro
aminoacido qualquer (exceto cisteina) e L significa que a molécula representa um
ligante (Remick 2005). Seu gene esta localizado no cromossomo 4q13-g21, sendo
constituido por quatro exons e trés introns. A regido 5 do gene apresenta
sequéncias “TATA” e “CAT” e potenciais sitios de interagcdo para fatores de
transcricdo nucleares, como fator de ativacdo 1 e 2, fator regulador de IFN,
elementos responsiveis a glicocorticéides e heat shock element.

Praticamente toda célula nucleada do corpo humano produz IL-8, incluindo
mondcitos, macrofagos, células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos
gengivais (Standiford et al, 1990). Multiplos estimulos podem levar a célula a
produzir IL-8, incluindo bactérias e lipopolissacarideos (LPS), mas sua expressao
€ potencializada pelas citocinas inflamatérias IL-1p e pelo TNF-a.

Uma vez sintetizada, a IL-8 é liberada na matriz extracelular na forma de
uma molécula precursora inativa de 77 aminoacidos, sendo ativada por clivagem
proteolitica que resulta em um polipeptidio de 72 aminoacidos (Remick, 2005).
Produzida nos primeiros instantes da inflamacgéo, pode persistir no local inflamado



Revisdo da Literatura

por longos periodos que vao de dias a semanas (DeForge et al.,, 1992), em
contraste com outras citocinas que sao produzidas e imediatamente removidas do
local inflamado em um processo rapido que dura apenas horas. Possui afinidade
pelos receptores de membrana CXCR1 e CXCR2, receptores com configuragao
em forma de “serpentina”, com sete passagens e acoplados a uma proteina G
reguladora (Remick, 2005).

A IL-8 é um potente quimioatraente de neutréfilos, a célula chave
responsavel pelo processo inflamatério agudo. Assim, ndo é surpresa encontrar
quantidades elevadas de IL-8 nos fluidos corpéreos durante a fase aguda do
processo inflamatério em varias doencas, incluindo fluido expectorante em
asmaticos (Chanez et al., 1996), fluido sinovial na artrite (Remick et al., 1992) e
fluido gengival durante gengivite e periodontite. Entretanto, niveis elevados de IL-8
podem persistir também na inflamacao crénica. Alta quantidade de proteina e
RNAm da IL-8 tem sido encontrada em tecido gengival e fluido gengival de
individuos com periodontite crénica, o que nos leva a acreditar na importancia
desta citocina no desenvolvimento e na manutencdo da periodontite cronica
(Yucel-Lindberg & Brunius, 2006).

Além da fungéo exercida sobre os neutréfilos, IL-8 parece também atuar
como fator angiogénico. Esse papel favorece a criagdo de um novo suplemento
vascular nos tecidos afetados pela infeccéo e inflamacéao, melhorando a remocéo
de residuos metabdlicos celulares, necessario para que haja eficiente eliminacao
de microrganismos invasores e reparacao do local afetado. O mecanismo exato
pelo qual a IL-8 promove a angiogénese ainda ndo esta totalmente claro. Alguns
pesquisadores reportam um efeito direto da IL-8 sobre as células endoteliais
enquanto outros descrevem um efeito indireto (Kumar et al., 1998; Murdoch et al.,
1999). Na acao indireta, os neutrofilos que migraram em resposta a IL-8 e que
liberaram no tecido proteases e heparanase promovem hidrélise de componentes
da matriz extracelular. Durante este processo, a elastase derivada dos neutrofilos,
ativa proteases latentes da matriz que entdo clivam e inativam o inibidor do

ativador de plasminogénio, o inibidor natural da plasmina (Bjornland et al., 1998;
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Foekens et al., 2003). Durante esta remodelagéo, ocorre a liberacado de fatores de
crescimento como o FGF, um potente fator angiogénico que também possui
funcédo de quimioatracdo de células endoteliais (Vlodavsky et al., 1991; Bashkin et
al., 1989). Estes eventos associados a saida dos neutréfilos da corrente
sanguinea (que durante o seu extravasamento formam canais de escape nas
paredes dos vasos) promovem a migracdo de células endoteliais para o local
afetado, possibilitando assim a criacdo de uma nova rede vascular neste local.

A IL-8 esta envolvida também em processo que leva a destruicido de matriz
extracelular. Apds migragéo, os neutréfilos liberam o conteudo de seus granulos
no tecido, uma série de enzimas, incluindo a enzima proteolitica MMP-9. Esta
enzima pertence a familia das metaloproteinases da matriz (MMP), que séao
responsaveis por mediar a degradagcao/remodelagédo da matriz extracelular. Uma
vez liberada, a MMP-9 cliva a IL-8 dando origem a um polipeptideo menor e mais
potente (Opdenakker et al., 2001). Desta forma, se instala um sistema de
feedback positivo que exacerba o processo de quimiotaxia e destruicdo tecidual.
Além disto, neutréfilos liberam fatores responsaveis pela ativacdo de MMPs
latentes produzidas por outras células, como a MMP-2, o que favorece a

degradacao do tecido.

2.3 Receptores Toll-like (TLRs)

O sistema immune reconhece produtos microbianos conservados,
denominados padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs), que sdo um
diverso grupo de moléculas presentes nos microrganismos. PAMPs séo
reconhecidos por um grupo de receptores incluindo os receptores Toll-like (TLRs)
(Aderem & Ulevitch, 2000; Hornef & Bogdan, 2005). Pelo menos dez membros ja
foram identificados em humanos, e cada membro reconhece um PAMP especifico.
Alguns anos atras, o protétipo da proteina Toll de Drosophila — uma proteina
receptora transmembrana que foi inicialmente mostrada como controladora do
padrao de desenvolvimento dorso-ventral do embrido — foi também associada a
resposta antifingica em moscas adultas (Gay & Keith, 1991). Desde entado, dez
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homélogos da proteina Toll foram identificados em humanos, os quais contém um
dominio extracelular rico em leucina e um dominio citoplasmatico conservado,
contendo regides semelhantes a cadeia dos receptores IL-1R, IL-18R SIGRR e
MyD88, assim denominados regides homélogas Toll/IL-1R. Dados genéticos e
bioquimicos suportam uma via de sinalizagdo comum que finalmente leva a
ativagdo de NF-kB (Medzhitov & Janeway, 2000b).

Estudos tém mostrado que o TLR-2 reconhece principalmente
peptideoglicanos e lipopeptideos (Akira & Takeda, 2004) e o TLR-4 reconhece
lipopolissacarideos (Yoshimura et al., 2002; Darveau et al., 2004; Mochizuki et al.,
2004). TLR-2 pode ainda participar no reconhecimento de LPS e fimbrias
provenientes de bactérias envolvidas na periodontite, como a P. gingivalis (Asai et
al., 2001; Hirschfeld et al., 2001). Ja o TLR-4, além de reconhecer LPS de P.
gingivalis, participa também do reconhecimento de LPS de A
actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum (Yoshimura et al., 2002;
Darveau et al., 2004; Mochizuki et al., 2004). Esta ultima é uma bactéria que esta
presente também no periodonto saudavel, entretanto em menores proporgées em
relacao ao periodonto inflamado.

O reconhecimento de LPS pelo TLR-2 ainda é controverso. Um recente
estudo mostrou que o mesmo LPS pode ser reconhecido por TLR-2 ou TLR-4.
Esse estudo utilizou LPS de P. gingivalis e constatou que células epiteliais o
reconheceram via TLR-2 e células endoteliais via TLR-4 (Kocgozhu et al., 2009).

Os TLRs sao expressos por muitos tipos celulares diferentes, componentes
do sistema imune inato, incluindo: macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos,
células epiteliais e células endoteliais (Mahanonda et al.,, 2007). Em relacdo as
células bucais, os receptores Toll-like 2 e 4 sdo constitutivamente expressos por
células da mucosa e tecido gengival (Uehara et al., 2002; Kusumoto et al., 2004;
Uehara & Takad,a 2007). Os genes TLR2 e TLR4 estdo localizados nos
cromossomos 4932 e 9932-q34 respectivamente. Alguns estudos tém mostrado
que ambos 0s receptores sdo ainda mais expressos em células epiteliais bucais
(Uehara et al., 2002) e células epiteliais ndo bucais (Kikkert et al., 2007) quando
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induzidos por LPS. Alguns autores mostraram que TLR2 e TLR4 sao altamente
expressos em tecidos gengivais obtidos de individuos com periodontite cronica em
comparacao com individuos com gengivite (Kajita et al., 2007). Estudos recentes
mostraram por imunocitoquimica que todos os receptores Toll-like, exceto TLR-10,
sao expressos por células do tecido gengival (Beklen et al., 2008) e que a
expressdao destes € mais forte nas células de tecido gengival proveniente de
individuos com periodontite cronica versus individuos saudaveis (Beklen et al.,
2009).

Uma vez acionado, o receptor Toll-like media uma sinalizagdo induzindo
transducéo de sinais, levando a transcricdo de genes de citocinas e quimiocinas
que iniciam a resposta imune inata e que sao criticas para o controle da
inflamacéao tecidual, homeostase local e apresentacdo de antigenos (Akira et al.,
2001).

2.4 Epigenética

O termo epigenética surgiu na metade do século 20 apds estudos
correlacionando bases genéticas e embrioldgicas. Conrad Waddington (1942),
estudioso dessas duas ciéncias, foi o primeiro a perceber a relacao entre elas e
acreditou que deveriam de alguma forma, ser estudadas em conjunto. Surgiu
entao a epigenética, nome derivado do termo grego epigenesis que descreve uma
teoria da biologia do desenvolvimento que propde que embrides em estagios
iniciais sao indiferenciados.

A importancia dos estudos de Waddington reside na relacdo estabelecida
entre genes, atividade genética e desenvolvimento, durante um periodo no qual o
intercambio das informagdes geradas por geneticistas e pesquisadores da biologia
do desenvolvimento ndo acontecia adequadamente. Com o tempo, tornou-se claro
que alguns aspectos fundamentais do desenvolvimento precisavam de
explicagées. Um deles era entender como células diferenciadas como fibroblastos
ou linfécitos mantinham estaveis seus fendtipos apds a divisdo celular. Isso
significava que genes relacionados com a especializacdo de determinados
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fenétipos celulares permaneciam “ligados” enquanto outros genes, ativos em
outros tipos celulares, deveriam permanecer “desligados” e, de maneira ldgica,
esses controles celulares teriam que ser herdados apés a divisao da célula.

Tradicionalmente heranga refere-se a transmissdo de genes de uma
geracao a outra ou de uma célula-mae para uma célula-filha, a chamada heranca
mitotica que ocorre em células de organismos superiores. Mas a partir do instante
que se entende que o mecanismo de “liga-desliga” genes também é herdado,
torna-se necessario acrescentar a esta definicdo o conceito da heranca da
atividade génica. Em células-tronco de organismos superiores a heranca da
atividade génica assume propor¢coes ainda mais complexas, jA que estas
representam células indiferenciadas que se dividem produzindo outra célula
indiferenciada ou se dividem produzindo células ja diferenciadas. No caso das
células-tronco da medula éssea, uma variedade de tipos celulares sanguineos é
produzida, e nessa situacao, esta claro que ocorre uma troca de atividade génica
associada com a divisao celular.

Outro exemplo é o cromossomo X de fémeas de mamiferos eutérios. No
desenvolvimento inicial dessas fémeas um dos cromossomos X é aleatoriamente
inativo em todas as células, enquanto o outro cromossomo X se mantém ativo. Se
esses dois cromossomos possuem praticamente a mesma sequéncia de DNA e
residem no mesmo local, entdo se acredita que a diferenca na atividade génica
deva ser intrinseca ao proprio cromossomo e independente da sequéncia de
bases presentes. A inativacdo do cromossomo X também difere entre as células,
sendo ora inativado o herdado materno, ora o herdado paterno. Assim, fica
evidente que ocorre uma troca na inativagdo do cromossomo X durante o
desenvolvimento inicial e esta troca € aleatéria, permanente e herdavel em células
que sofrerdo mitose.

Se a herdabilidade ocorre, e ndo esta envolvida com a sequéncia de bases
no DNA, qual o mecanismo pelo qual isto acontece? A explicagao poderia residir
em alteracbes quimicas associadas a histonas e DNA. A primeira sugestao de que
uma modificacdo quimica em bases do DNA poderia desempenhar importante

10
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papel bioldgico foi publicado em 1969 por Griffith & Mahler. Um pouco mais tarde,
estudos independentes mostraram um modelo molecular para a troca de atividade
génica e também a herdabilidade da atividade ou inatividade génica (Riggs, 1975;
Holliday & Pugh, 1975). Esses autores sugeriram que a metilacao da molécula de
DNA poderia ter fortes efeitos na expresséo génica, e as alteracées no padrao de
metilacdo do DNA poderiam explicar como genes estao “ligados” ou “desligados”
em diferentes tipos celulares e como o sistema “liga-desliga” dos genes ocorre
durante o desenvolvimento.

A identificacdo de uma enzima capaz de reconhecer DNA hemimetilado
apoés a replicacado e nao atuar em DNA ndo metilado esclareceu a questao sobre o
mecanismo para a herdabilidade do DNA metilado e ndo metilado e ainda, a
herdabilidade de um padrao de atividade génica.

Um pouco mais tarde, foi mostrado também por outros autores que a
progressdao de tumores malignos poderia estar associada com mudancas no
padrao de metilacdo do DNA da célula tumoral, devido a aberrantes alteracoes na
distribuicao de 5-metilcitosina em células cancerosas, o que resultaria na mudanca
da expressao génica. Entretanto, a palavra epigenética ndo foi usada em nenhum
dos trabalhos sobre metilacdo de DNA e expressao génica, possivelmente porque
esse termo ja tinha sido utilizado em trabalhos com contextos diferentes e o termo
ainda permanecia indefinido.

Até entdo, os modelos propostos para metilacdo de DNA nao tinham
evidéncias experimentais. Foi no final da década de 70 que as evidéncias
comecgaram a surgir. Contudo, o termo epigenética ainda nao estava definido, mas
os estudos relacionados a modificacdes do DNA e atividade génica continuaram
até que, em 1987, um artigo introduziu a palavra “epimutacao” para descrever
alteracoes herdaveis em genes que nao apresentavam diferencas na sequéncia
do DNA (Holliday, 1987). Esta publicacdo foi importante para o inicio do uso do
termo epigenética, o qual explodiu na década de 90. Nesse periodo o imprinting
gendmico foi descoberto e novas definicbes de epigenética foram necessarias.

11
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Duas definicobes sugeridas em 1994 excluiam um ou outro aspecto, mas ja
estavam mais pautadas em evidéncias experimentais.

Muito progresso foi feito nas duas Uultimas décadas do século 20
relacionando metilacdo de DNA e expressao génica numa variedade de contextos
biolégicos e o estudo experimental da epigenética foi estabelecido. Modificagdo do
DNA nao é o unico objeto de estudo da epigenética, pois as histonas também
podem sofrer modificacbes, dentre elas, metilacdo, fosforilacdo e acetilagao.
Dessa maneira, podemos definir epigenética como sendo o estudo das
modificacoes do DNA e das histonas (cromatina) que sdo herdaveis e nao alteram
a sequéncia de bases do DNA (Henikoff et al., 1997). O epigenoma, entao, é
dindmico e varia de célula para célula dentro de um mesmo organismo
multicelular.

Atualmente as pesquisas envolvendo metilagdo de DNA tém focado o
estudo de genes relacionados ao desenvolvimento do céancer. Contudo, é
crescente o interesse por estudos envolvendo doencgas inflamatérias e,

ultimamente, o fator envelhecimento tem sido investigado.

2.5 Metilacao na Molécula de DNA

A metilacdo consiste em uma modificacdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CHj3) é transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), pela
acado de uma familia de enzimas que recebe o nome de DNA metiltransferase
(DNMT) (Fig. 1).

As DNA metiltransferases estdo divididas em duas classes de
representantes: aquelas envolvidas na metilacdo de fitas hemimetiladas do DNA
(Fig. 2), conhecidas como metilases de manutengdo como a DNMT1, e outro

grupo, responsavel pela maioria dos processos de metilacao de novo, que ocorre
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Figura 1 - Esquema do processo de formagdo da 5-Metilcitosina (5-MeC) pela DNA metil
transferase. Fonte: Strathdee & Brown, 2002.

em sitios com nenhum tipo de indicacdo de metilacdo, ou seja, sem a presencga de
metilacdo prévia, como as DNMT2, DNMT3A e DNMT3B (Bestor, 2000). Os
doadores de radical metil sdo obtidos pela dieta e sédo principalmente a metionina,
seguido do folato, colina e vitamina B12 (Waterland & Jirtle, 2003; Waterland,
2006; Zeisel, 2009).

e s DGO
l Replicacdao DNA
Fita A 9@&\2‘%/% Q%WW Fita B

Manutencao da
m etilacdao DNA

PN RIRRGS

Figura 2 - Esquema mostrando a aquisicdo de radical metil pelas fitas-filhas. Fonte: Allis et al.,
2006.
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Outro grupo de enzimas é responsavel pela desmetilacdo do DNA. O
processo denominado de desmetilacdo ativa envolve as demetilases e parece ser
necessario para ativar genes especificos ou apagar a marca epigenética durante o
desenvolvimento ou em respostas a perturbagcées ambientais. A desmetilagao,
ainda, pode ser passiva, quando ndo ha envolvimento de desmetilases e ocorre
quando a manutencao pelas metiltransferases € inativa durante o ciclo celular
(Zhu, 2009). Assim, o nivel e padrao de 5-MeC sao determinados por ambos os
processos de metilacdo e desmetilacdo, e as enzimas envolvidas nesses
processos devem estar altamente reguladas.

A metilacdo do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos CpG
de células diferenciadas e tem uma importante funcao na regulacao da expressao
génica e no silenciamento de elementos repetitivos no genoma (Feinberg & Tycko,
2004), sendo ela randdémica ou sitio especifica, sendo frequente em genomas de
eucariotos (Poole et al., 2001). Curiosamente, os pesquisadores do primeiro
epigenoma recentemente sequenciado e publicado na revista Nature (Lister et al.,
2009) observaram que, em células embrionarias indiferenciadas a porcentagem de
metilacdo em CpA, CpT ou CpC é alta e isto poderia estar relacionado com a
pluripoténcia destas células.

Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou
agrupados em regides definidas como ilhas CpG. A literatura nos mostra que a
maioria dos dinucleotideos CpG esparsos estdao metilados, ao contrario das ilhas
CpG que estdo desmetiladas. Estas ilhas sédo frequentes em regiées promotoras
de certos genes, incluindo genes housekeeping. Definindo, ‘ilhas CpG” sao
regides do DNA maior que 200 pares de bases contendo aproximadamente 50%
de bases C e G e com uma presenca esperada de aproximadamente 60% de
dinucleotideos CpG (Li & Dahiya, 2002).

Mas, recentes ensaios de microarranjos mostraram que 3-4% das ilhas
CpG do genoma humano sao hipermetiladas numa variedade de tecidos
somaticos e isto estaria associado ao conteudo CpG desta ilha (Weber et al,

2005; Shen et al., 2007; Weber et al., 2007). Assim, promotores com percentual
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reduzido de nucleotideos CpG sdo mais comumente vistos hipermetilados. Weber
e colaboradores (2007), denominaram essas sequéncias com CpG reduzidas de
“ilhas CpG fracas”. De acordo com esses pesquisadores, um promotor denso em
CpG, também chamado de “ilha CpG forte”, contém uma area de 500 pb, com
razdo C/G acima de 0,75 e conteudo de CpG acima de 55%. llhas CpG que
apresentam um ou mais parametros abaixo desses sao chamadas de ilhas fracas.
Ainda, uma ilha fraca pode ser dividida em pequena ilha CpG se apresentar
parametros minimos e ilha intermediaria se apresentar parametros intermediarios.

Metilacdo do DNA controla vérias funcbes do genoma. Entre estas funcoes
citamos: recombinacédo durante meiose e mitose, controle da replicagdo, controle
de DNAs “parasitas” que se inserem no genoma humano (ex.: DNA viral),
estabilizacdo e manutencao da expressao génica, regulacdo da diferenciacao
celular, inativacdo do cromossomo X, sendo essencial durante a morfogénese
para que ocorra desenvolvimento normal (Wolffe & Matzke, 1999; Suter et al.,
2004). Entretanto, aberracdo no padrao de metilacdo do promotor de um gene
pode levar a perda de fungédo deste gene e pode ser muito mais frequente que a
mutagao genética.

A transcrigdo génica pode ser fortemente inibida pela adigdo de radical
metil. A presenca de um “capuz” metil sobre uma citosina que precede uma
guanina pode inibir a ligagcdo de fatores de transcricdo a estas regides. A figura
abaixo mostra como isto pode acontecer (Fig. 3). A néo ligacdo de fatores de
transcricao aos seus sitios especificos resulta na auséncia de transcrigdo génica.
Padrao de hipermetilacdo aberrante em promotores de genes vem sendo
considerado um dos principais mecanismos associados com a inativacao de
genes principalmente, supressores de tumores no cancer (Fukushige et al., 2009).

Proteinas chamadas Methyl Binding Proteins (MBP), com afinidade pelo
grupo metil, se ligam a dinucleotideos CpG localizados nas regiées promotoras e
impedem o0 acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios (Attwood et al.,
2002). As primeiras MBPs foram isoladas no final dos anos 80 por Bird e

colaboradores (1986). Essa familia de proteinas é composta por pelo menos cinco
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membros, sendo que as mais estudadas sdo a MeCP1 e MeCP2 (Methyl Cytosine
Binding Protein) (Dhasarathy & Wade, 2008). A MeCP1, que se liga ao grupo
metil, necessita de mdultiplos sitios CpG proximos para se ligar e assim promover a
condensacao da cromatina para a forma inativa, e a proteina MeCP2 pode se ligar
a apenas um simples sitio CpG, promovendo alteragcbes na cromatina
semelhantes as promovidas pela proteina MeCP1.

A B C
. ® - — i' - -

Figura 3 - Mecanismo pelo qual a metilagdo de DNA inibe a transcricdo génica. A. Regido
promotora desmetilada permitindo a ligacdo dos fatores de transcricdo. B. Metilagdo impedindo a
ligacdo dos fatores de transcricao. C. A presenca de proteinas que se ligam a metilcitosina em
ilhas CpG bloqueiam a ligagédo dos fatores de transcrigao. Fonte: Attwood et al., 2002.

Aberragbes epigenéticas provocam sindromes (Prader-Willi [OMIM
#176270], Angelman [OMIM #105830], Beckwith-Wiedemann [OMIM #130650],
Rett [OMIM #312750]) e podem predispor ao cancer (Laird, 2003). Metilacdo no
DNA é uma alteragao frequente em muitos tumores humanos e tém crescido o
namero de genes relacionados a tumores que apresentam metilacdo da base
citosina em sequéncias ricas em CG, normalmente ndo metiladas. Metilagdo em
regides ricas em CG pode ocorrer em genes implicados com diferentes funcdes
durante o desenvolvimento do céancer, como supressdo 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).

Existe uma forte semelhanga em eventos que ocorrem no cancer e na
inflamacéao crbénica, havendo mediadores quimicos comuns aos dois processos
(Valinluck & Sowers, 2007b). A associacao entre polimorfismos genéticos e
tumores ou doencas inflamatérias crénicas tem sido exaustivamente investigada.

Do mesmo modo, a associacdo entre alteracbes epigenéticas, tumores e
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inflamacédo deve ser estudada, uma vez que estas alteracées podem propiciar o
desenvolvimento de um tumor. De fato, evidéncias epidemioldgicas de céncer
derivado da inflamacéao, tém sido investigadas em nivel molecular. Alguns estudos
epigenéticos mostram que a presenca da inflamacao crénica no pulmao ou na
mucosa gastrica estd associada ao padrdo de metilacdo aberrante em genes
supressores tumorais, que por sua vez esta associado ao cancer pulmonar ou
gastrico respectivamente (Blanco et al., 2007; Ushijima, 2007).

Padrbes aberrantes de metilacdo podem ainda modular a inflamacéo.
Como exemplo, a hipometilacdo do gene do receptor Toll-like-2 tem sido
associada com o aumento da resposta pro-inflamatéria durante infec¢cdo pulmonar
em pacientes com fibrose cistica (Shuto et al., 2006) e também a hipometilacao do
gene da MMP-3 tem sido associada com a degradagado de cartilagem durante a
osteoartrite (Roach et al., 2005).

Além da dieta, outros fatores ambientais tém sido implicados na modulacao
da metilacdo, incluindo poluentes, tais como os ions metélicos cromo (Shiao et al.,
2005), cadmio (Takiguchi et al., 2003) e niquel (Salnikow & Costa, 2000), além de
medicamentos (Veurink et al. 2005) e fungicidas (Anway et al., 2006). Esses
fatores podem inibir ou aumentar a atividade das metiltransferases, ou ainda,
afetar a cascata metabdlica que leva a sintese de S-adenosilmetionina, o principal
doador de radical metil (Tao et al., 2000).
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Proposicéo

3. PROPOSICAO

3.1- Analisar o padrao de metilacao da regido promotora dos genes IL8, TLR2 e
TLR4 em células epiteliais da mucosa bucal e células do tecido gengival de
individuos com periodonto saudavel e individuos fumantes e ndo fumantes com

periodontite crénica.

3.2- Analisar o padrdo de metilacdo em células sanguineas, quando diferencas no
padrao de metilacdo sdo encontradas nas células bucais.

3.3- Analisar os niveis de transcritos em células do tecido gengival quando

diferengas no padrdo de metilacdo sdo encontradas, na tentativa de associar o
padrao de metilagcdo com a expressao génica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao da Amostra

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

divididos em trés grupos:

1) Grupo Saudavel: Individuos ndo fumantes, sem sinais clinicos de inflamacéao

dos tecidos bucais e sem perda de inser¢ao conjuntiva = 3mm.

2) Grupo Periodontite Nao Fumante: Pacientes que declararam nunca fumar, com
pelo menos trés dentes apresentando perda de insercdo conjuntiva >5 mm e

sinais clinicos evidentes de inflamacao gengival generalizada.

3) 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
insercao conjuntiva >5 mm e sinais clinicos evidentes de inflamacao gengival

generalizada.

O diagnodstico de doenca periodontal crénica foi baseado no diagnédstico
clinico levando em consideragcdo a perda de insercao conjuntiva. Este sistema é
utilizado na clinica de graduacdo e poés-graduagcdo em periodontia da
FOP/UNICAMP onde recrutamos os participantes da pesquisa. O presente
trabalho foi aprovado pelo comité de ética FOP-UNICAMP (anexo 1). Todos os

pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para a

19



Material e Métodos

participacdo voluntaria na pesquisa de acordo com as normas do Comité em Etica
da Instituicao (FOP/UNICAMP) (anexo 2) e preencheram uma ficha periodontal,
que incluia: individuos nao alcodlatras, sem histéria de diabetes, hepatite ou
infeccao por HPV, ndo gestantes ou em lactacdo, sem uso de prémedicacao
antibiética recente e sem uso crbnico de antiinflamatérios (anexo 3). Ambos os
sexos foram incluidos na amostra. Foram incluidos individuos pertencentes a
qualquer grupo étnico-racial, pois a tentativa de se isolar determinadas
caracteristicas raciais € de pouco valor em um pais altamente miscigenado

racialmente.

4.2 Coleta das amostras

Células epiteliais da mucosa bucal — As células epiteliais foram colhidas apés
bochecho realizado com 5mL de dextrose a 3% e centrifugadas durante 10 min a
3000 rpm para sedimentacgao (Trevilatto & Line, 2000).

Tecido gengival — Fragmentos de tecido gengival foram obtidos a partir de
biopsias de individuos que estavam sob tratamento periodontal e tinham indicagéo
de cirurgia periodontal ndo estética (grupos teste), ou de individuos que possuiam
indicacdo de exodontia do 3° molar (grupo controle). Os fragmentos foram
coletados e imediatamente armazenados em 1mL de solucdo conservadora de
acidos nucléicos (RNAholder, BioAgency, Brasil). Apés, os tecidos foram mantidos

a -702C até o momento das analises.

Células sanguineas — Células sanguineas foram colhidas a partir de puncao
venosa de sangue periférico utilizando a veia radial. Foram utilizados tubos
Vaccumtainer® com a capacidade de vacuo para coleta de 5mL de amostra,

contendo EDTA como anticoagulante.

20



Material e Métodos

4.3 Extracao de DNA

Células epiteliais da mucosa bucal — DNA gen6mico foi purificado utilizando
acetato de aménio 8M segundo protocolo de Aidar & Line (2007). Ao final, a
quantidade de DNA purificado e sua pureza foram mensuradas em aparelho de
espectrofotometria utilizando a razdo OD 260/280. Foram considerados puros
DNAs que apresentavam a raz&o entre as duas leituras acima de 1,8.

Tecido gengival — Apds descongelado, o liquido conservante foi removido e os
tecidos foram transferidos separadamente para tubos tipo eppendorf contendo
1mL de TRIZOL (4°C) e homogeneizados por 5 min em aparelho homogeneizador
de tecidos tipo Turratec modelo MA-102 mini (Marconi Equipamnetos LTDA).
Apods, 0,2mL de cloroformio (Merck) foi adicionado ao TRIZOL e a solugao foi
manualmente agitada com delicadeza por 5 min a 24°C, seguida por centrifugacao
a 14.000 rpm, a 4°C por 15 min. Da interfase aquosa/ organica 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 inversdo. Apds, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 min a 4°C.
O sobrenadante contendo proteinas foi separado e descartado. O pellet de DNA
foi lavado duas vezes com 1mL de solucdo contendo 0,1M citrato de s6dio em
etanol 10% durante 30 min e centrifugado a 2000 rpm por 5 min a 4°C. Em
seguida o pellet de DNA foi seco a temperatura ambiente por 40 min, diluido em
0,3mL de tampao TE (Tris-EDTA) e armazenado a — 20°C. Ao final, a quantidade
de DNA purificada e sua pureza foram mensuradas em aparelho de
espectrofotometria na razdo OD 260/280. Foram considerados puros DNAs que

apresentaram a razao entre as duas leituras acima de 1,8.

Células sanguineas — Sangue total foi centrifugado por 5 min a 3000 rpm para
separacao do plasma. Apos o descarte de 1mL de plasma, foram adicionados ao
sangue total 9mL de cloreto de amdnia 0,144M acrescido de 1mL de bicarbonato
de aménia 0,01M e mantidos por 25 min em agitacao constante. Apds, a amostra
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foi centrifugada por 15 min a 3000 rpm e 1mL da amostra foi descartada. Seguiu-
se de duas centrifugacées nas mesmas condigdes para completa lise dos glébulos
vermelhos. Apos a lise de globulos vermelhos, DNA genémico foi purificado
utilizando acetato de aménio 8M segundo protocolo de Aidar & Line (2007). Ao
final, a quantidade de DNA purificado e sua pureza foram mensuradas em
aparelho de espectrofotometria na razdo OD 260/280. Foram considerados puros

DNAs que apresentaram a razao entre as duas leituras acima de 1,8.

4.4 Extracao de RNA

Tecido gengival — ApG6s descongelado, o liquido conservante foi removido e os
tecidos foram transferidos separadamente para tubos tipo eppendorf contendo
imL de TRIZOL (4°C) e homogeneizados por 5 minutos em aparelho
homogeneizador de tecidos tipo Turratec modelo MA-102 mini (Marconi
Equipamentos LTDA). Apds, 0,2mL de cloroférmio (Merck) foi adicionado ao
TRIZOL e a solugao foi manualmente agitada com delicadeza por 5 min a 24°C,
seguida por centrifugacdao a 14.000 rpm a 4°C por 15 minutos. Da interfase
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 min
a 24°C, apos adicdo de 1mL de isopropanol (Merck). Novamente o material foi
centrifugado a 14.000 rpm a 4°C por 10 min 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 min. O sobrenadante foi descartado e em seguida o pellet
de RNA foi seco a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida o material foi
diluido em 30ul de agua livre de nucleases, incubado a 56°C por 5 min e
armazenado em freezer a -70°C. Ao final, a quantidade de RNA purificado e sua
pureza foram mensuradas em aparelho de espectrofotdmetria na razdo OD
260/280. Foram considerados puros RNAs com a razdo entre as duas leituras

acima de 1,8.
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4.5 Analise de metilacao no promotor do gene IL8

A regiao escolhida para analise no promotor do gene /L8 foi submetida a andlise
da presenca de ilhas CpG no programa CpGPlot disponivel na pagina do grupo
European Bioinformatics Institute (EMBL) (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/).

Esta analise seguiu os parametros estipulados pelo CpGPlot que reconhece como
ilha CpG uma regido de DNA maior que 200 pb contendo pelo menos 50% de
G+C e uma razao entre a freqiéncia observada e a esperada de dinucleotideos
CG maior ou igual a 0,6. A anélise pelo CpGPlot, indicou que o promotor da IL8
nao é composto por ilha CpG.

A analise de metilacdo para esse gene foi realizada utilizando o método de
PCR Especifica para Metilacao (Methylation Specific PCR - MSP), cujo principio
estda em transformar citosina ndo metilada em uracila sem provocar alteracdo em
citosina metilada (Herman et al. 1996). Um pug de DNA foi desnaturado por 2uL de
NaOH (0,2M) durante 20 min a 42°C, em volume total de 20uL. Apds, 30uL de
hidroquinona 10mM e 520uL de bissulfito de so6dio 3M pH 5,0 frescos foram
adicionados a mistura, e as amostras foram incubadas durante 16h a 55°C. DNA
ja modificado pelo bissulfito de sodio foi purificado utilizando kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System conforme protocolo do fabricante (Promega Corporations,
Madison, Wi, USA) e eluido em 50uL de agua livre de nucleases. As diferencas
nas sequéncias de DNA apos tratamento com bissulfito de sodio foram detectadas
pela técnica da PCR utilizando primers especificos para seqliiéncias metiladas e
ndo metiladas de DNA (MSP). A PCR foi realizada em volume total de 25uL
contendo: 12,5uL Go Taq Green Master Mix (1X) (Promega Corporations,
Madison, Wi, USA), 2uL do set de primers (25 uM), 1uL (~100 ng) de DNA
modificado pelo bissulfito de sédio e 9,5uL de agua. Fragmento de 173 pb foi
amplificado utilizando a sequéncia dos primers para a condicdo metilada (sense-
5’-aaaattttcgttatatttcg-3'/ anti-sense 5’-tccgataactttttatatcat-3°), e para a condicao
nao metilada (sense- 5°-aaaatttttgttatattttg-3°/ anti-sense 5°- tccaataactttttatatcat-
3") que foi obtida utilizando as informacdes depositadas no GenBank (accession

number M28130). Como controle positivo para metilacdo foi utilizado DNA
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previamente tratado com a enzima DNA metilase. Reagbes num volume final de
20uL, continham: 2uL de tampéo, 0,1uL de SAM (doador de radical metil), 0,5uL
(3U) de Sssl CpG metilase (New England Biolabs, Mississauga, ON, USA), 1uL de
DNA e agua. Seguiu-se de incubagao a 37°C por 16h. Como controle negativo foi
utilizado agua nas solucoes de PCR. A amplificacao foi realizada em termociclador
da marca Technne em 30 ciclos de: 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 47°C, 45
segundos a 72°C, seguida de extensao final de 7 min a 72°C. Finalmente, 6L das
amostras de PCR foram aplicados e, realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%. Os géis foram corados pelo SYBR Gold (Invitrogen) em 50
mL de TBE 1X contendo 10uL de SYBR por 5 min.

Abaixo, esquema representativo da regido escolhida para analise no
promotor do gene IL8:

CpG CpG CAAT TATA CpG Start transcription ATG
-168 -158 -100 -20 -7 +1 +102
Primer sense I;rimer anti-sense
173 pb

Figura 4 - Representagdo esquematica de parte da regido promotora do gene /L8.

4.6 Analise de metilagao no promotor dos genes TLR2 e TLR4

A posicao dos dinucleotideos CpG escolhidos para o estudo dos genes TLR2 e
TLR4 sao importantes pois situam-se préximos a locais de ligacdo de fatores de
transcricdo. As regides promotoras escolhidas foram submetidas a analise da
presenca de ilhas CpG no programa CpGPlot, e assim foi determinado que o
promotor do TLRZ2 apresenta ilha CpG ao contrario do promotor do gene TLR4
(Figura 5A e B).
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A analise de metilagdo para o promotor desses genes foi realizada a partir
do método de Digestdo Enzimatica Sensivel a Metilagao (Specific Methylation -
Sensitive Restriction Enzymes), cujo principio esta na digestao das amostras com
sitios ndo metilados, e, portanto, como resultado a auséncia de amplificagdo do
fragmento, e nao digestao dos sitios metilados, uma vez que a enzima utilizada
para corte ndo reconhece o sitio metilado, e, consequentemente, amplificagéo

desses.

DNA genbmico foi submetido a digestdo com enzimas de restricao
sensiveis a metilacao: Aci |, Hha |, Hpa |l e Hpy CH4IV (New England Biolabs,
Mississauga, ON, USA) em reacdes contendo 2U de cada da enzima, tampéao 1x,
100ng de DNA gendmico e agua durante 16h a 37°C em reacdes individuais de 20
ML.

Para amplificacdo do DNA, a solug&o da PCR foi realizada em volume total
de 25uL contendo: 12,5uL Go Taq Green Master Mix (1X) (Promega Corporations,
Madison, Wi, USA), 2uL do set de primers (10uM), 5uL do volume de DNA
digerido e agua. Amplificacdo do fragmento de 127 pb do gene TLRZ2 foi realizada
em termociclador Applied Byosystem em 35 ciclos de: 1 min a 95°C, 1 min a 63°C,
1 min a 72°C, seguida de extenséao final de 7 min a 72°C, com primer sense (5'-
gaggtccagagttcecctceg-3) e antisense (5°-ccgggactaggaagtaagcea-37). A sequéncia
de primers foi obtida a partir da sequéncia publicada por Haehnel et al. (2002) e
depositada no GenBank (accession number AC013303). Amplificacdo do
fragmento de 393 pb do gene TLR4 foi realizada em termociclador Applied
Byosystem em 35 ciclos de: 1 min a 95°C, 1 min a 52°C, 1 min a 72°C, seguida de
extensao final de 7 min a 72°C, com primer sense (5-aaaggggaaatggggagtta-3) e
anti-sense (5°-ttttgcaggacacaatttgg-3°). A sequéncia de primers foi obtida a partir
da sequéncia depositada no GenBank (accession number AF172169).
Finalmente, 5uL das amostras de PCR foram aplicados e a eletroforese realizada
em gel de poliacrilamida a 10%. Os geis foram corados pelo SYBR Gold
(Invitrogen) em 50 mL de TBE 1X contendo 10uL de SYBR Gold por 5 min.
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Como controle das condicdes de digestao pelas enzimas, uma amostra de
DNA nao metilado foi gerada a partir da amplificacdo pela PCR para os genes
TLR2 e TLR4. Esses fragmentos foram digeridos nas mesmas condi¢des que as
amostras. Ainda, amostras de DNA nao digerido foram incluidas como controle da
reacdo de PCR, em paralelo as amostras digeridas e, ambas foram aplicadas no
gel para eletroforese. Como controle negativo, solugées de PCR contendo agua

como amostra também foram utilizadas.

Ao todo, foram estudados treze sitios CpG do gene TLRZ2 e dois sitios CpG
do gene TLR4. A figura 5 apresenta esquema da regido promotora dos genes
TLR2 e TLR4 escolhida para analise neste estudo. A tabela 1 mostra as enzimas

de restricao utilizadas e seus respectivos sitios de corte.

Start transcription

Sp-1 NF-kB
c b a b d P a a b c a b a ATG c
-83 -77 -72 -69 -65 -47 -40 -20 -16 -12 -10 -8 +1 +24
primer sense > < primer anti-sense
127 pb A
. Sp- 1a TATA Start transcription
-822 -646 -577 +1
—_— -
primer sense primer anti-sense
393 pb B

Figura 5 - (A) Representagao esquematica de parte da regido promotora do gene TLR2. (B)
Representagcdo esquematica de parte da regido promotora do gene TLR4. Sitios CpG séao
mostrados em vermelho. Os sitios de ligacdo para diferentes fatores de transcricao séo indicados.
Sitios de digestao para enzimas sensiveis a metilagdo sao indicados (a- sitio Aci |, b- sitio Hha |, c-
sitio Hpa ll, d- sitio Hpy CH4l1V).
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Tabela 1- Enzimas de restri¢cdo utilizadas para o estudo do gene TLR2 (Aci |, Hha I, Hpa Il e Hpy
Ch4lV) e TLR4 (Acil) e seus respectivos sitios de digestao.

Enzima de restricio sensivel a metilacao Sitio de digestao
Acil 5..CCGC... &

3...GGCG...5

Hha 1 5...GCGC...3

3...CGCG...5

Hpa Tl 5...CCGG...3

3 ..GGCC...5

HpyCH4 IV 5...ACGT...3

3...TGCA...5

4.7 Sequenciamento do gene IL8

Para verificar a especificidade das sequéncias metiladas e ndo metiladas, algumas
amostras amplificadas para o gene /L8 foram sequenciadas. Ap6s a MSP, os
fragmentos foram corridos em gel de agarose e purificados utilizando-se o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean - Up System kit (Promega Corporations), seguindo-
se as recomendagbes do fabricante. Em seguida, 1uL de DNA, 1puL de primer
sense (3uM), 8uL de tampao e 8uL de Reagente Big Dye Terminator Ready v. 2.0
em volume final de 20uL foram submetidos a PCR. Apd6s, o DNA foi precipitado
com isopropanol e etanol 70% e submetido ao sequenciamento em aparelho AB/
Prism 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.8 Analise de expressao de IL8

Transcricdao reversa — 1 ug do RNA total foi submetido ao tratamento com
DNase | Amplification Grade (Invitrogen Carlsband, CA), segundo protocolo do
fabricante. Para tanto, 1ug de RNA foi dissolvido em volume final de 8uL contendo
1uL de tampéao e 1uL da enzima DNase. Apdés 15 minutos de incubacao 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
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apods reacao de transcricao reversa utilizando o kit Superscript Il First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen Carlsband, CA), contendo 500ng de RNA em

volume final de reacéo de 20uL.

PCR Quantitativo — A analise da expressao quantitativa do gene /L8 foi realizada
em reac6es de PCR em Tempo Real, pelo sistema SYBR Green. Os primers para
amplificacéo do fragmento de 172 pb (sense 5°-gccaagagaatatccgaactttaat-3/anti-
sense 5’-ctggctagcagactaggg-3°) foram criados a partir de sequéncias de mRNA
para o gene alvo depositadas no GenBank. Os primers foram confeccionados
utilizando o software LightCycler Probe Design (Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany). A reacdo quantitativa da 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
reacoes de PCR em tempo real para IL-8 foram utilizados: 4uL do reagente do Kit,
9uL de agua livre de nucleases, 1uL da solucao contendo cada primer (10pM) e
5uL de cDNA. Durante a padronizacdo, os produtos de amplificacdo também
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em comparacao a
padroes de massa molecular, para andlise de presenca ou auséncia de bandas
inespecificas. Para a anélise da expressao génica, como no caso deste estudo, se
utiiza comumente a expressao relativa, onde o dado é normalizado de acordo
com a expressao de um gene constitutivo, chamado de gene de referéncia. Neste
estudo, o gene de referéncia escolhido foi GAPDH. Para as reagdes de PCR em
tempo real para GAPDH foram utilizados: 4uL do reagente do kit, 9,8uL de agua

livre de nucleases, 0,6uL da solucédo contendo cada primer (10uM) e 5ul de cDNA.

4.9 Analise Estatistica

Andlise de metilacdgo — O padrao de metilagdo encontrado no DNA dos
individuos do grupo controle versus grupo doenga periodontal fumante versus néao
fumante foi avaliado pelo teste y2 ao nivel de significaAncia de 5%, a partir do
Software BioEstat 5.0.
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Andlise de expressao — O nivel de transcritos entre os grupos foi avaliado
utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal - Wallis ao nivel de significancia de
5%, a partir do Software BioEstat 5.0.

Andlise de metilacao versus expressdao — A correlacdo entre padrdao de
metilagdo encontrado no DNA e expressdao génica foi analisada pelo teste de
coeficiente nao linear de Spearman ao nivel de significancia de 5%, a partir do
Software BioEstat 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 IL8
Os resultados do promotor do gene IL8 estdo publicados em Journal of Clinical
Periodontology 2009 (36) 719-25 com o titulo “DNA methylation status of the IL8
gene promoter in oral cells of smokers and non-smokers with chronic periodontitis”
(anexo 4).
A tabela abaixo apresenta os dados clinicos e demograficos da amostra
selecionada para o estudo do gene IL8.

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrao dos parametros clinicos e demograficos da populagao
estudada para analise do gene /L8. (p>0,05; ANOVA).

Saudavel Fumante Nao Fumante
n=41 n=30 n=40

Idade (anos) 46,2 £ 141 47,03 £ 6,49 44,94 + 9,17
% Homens 33,4 95,8 40,5
% Mulheres 66,6 44,2 59,5
Profundidade de sondagem (mm) 7,8 +2,02 79+2,18
Cigarros/ dia 15,6 £7,32
Consumo cigarros (em anos) 22,3 +9,26

O sequenciamento automatico confirmou a especificidade das sequéncias
metiladas e ndao metiladas amplificadas por MSP (Fig. 6).

S g ST T T T O TT AT & T T T 23T &

Figura 6 - Sitios CpG metilados no promotor do gene /L8 confirmados apds sequenciamento.
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Os resultados obtidos a partir das células epiteliais da mucosa bucal
mostraram que a maioria dos individuos do grupo saudavel € positiva para ambas
as condi¢cbes, metilada e ndo metilada. Entretanto, uma alta porcentagem de
individuos dos grupos periodontite fumante e ndo fumante apresentaram
positividade somente para a condicdo ndo metilada. Praticamente todos os
individuos do grupo saudavel foram positivos para a condicdo metilada, enquanto
que somente 23% e 20% dos individuos dos grupos periodontite fumante e nao
fumante respectivamente apresentaram metilacdo. Isso ocorreu independente da
idade e a diferenca entre o grupo saudavel e os grupos periodontite foi significativa
(Fig. 7) (p< 0,0001; %2).
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Figura 7 - (A) Bandas de /L8 com 173 pb, derivada de células epiteliais da mucosa bucal. S=
Saudavel (n=41); PF= Periodontite Fumante (n=30); PNF= Periodontite Ndo Fumante (n=40);
M=Metilado; N=Nao metilado. (B) Frequéncia de metilagdo no promotor do gene /L8 para células
epiteliais da mucosa bucal de individuos saudaveis e com periodontite crénica fumantes e nao

fumantes. (* p< 0,0001; x2).

O mesmo nao foi observado para o DNA purificado de tecido gengival (Fig.
8) e leucécitos do sangue periférico (Fig. 9). As células do sangue foram utilizadas
como controle endbégeno. Nao foram observadas diferencas entre as condicdes
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metilada e ndo metilada para esses tecidos. A maioria dos individuos foi positiva
para ambas as condi¢des nos trés diferentes grupos.
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Figura 8 - (A) Bandas de /L8 com 173 pb, derivada de tecido gengival. S= Saudavel (n=13); PF=
Periodontite Fumante (n=13); PNF= Periodontite Nao Fumante (n=13); M=Metilado; N=N&o
metilado. (B) Frequéncia de metilagdo no promotor do gene /L8 para tecido gengival de individuos

saudaveis e com periodontite cronica fumantes e ndo fumantes. (p>0,05; X2).
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Figura 9 - (A) Bandas de /L8 com 173 pb, derivada de células sanguineas. S= Saudéavel (n=13);
PF= Periodontite Fumante (n=13); PNF= Periodontite Nao Fumante (n=13); M= Metilado; N= N&o
metilado. (B) Frequéncia de metilagdo no promotor do gene /L8 para células sanguineas de

individuos saudaveis e com periodontite crénica fumantes e nao fumantes. (p>0,05; X2).
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Uma vez que houve diferenca no padrdo de metilacdo entre os grupos para
as células epiteliais da mucosa bucal, foi investigado o padrdo de expressao deste
gene. Os resultados mostraram que os niveis de transcritos de /L8 foram maiores
nos grupos afetados pela periodontite, principalmente para o grupo fumante (Fig.
10) (p= 0,007; Kruskal-Wallis). Entretanto, ndo foi observada correlagéao direta nas
amostras entre o padrdao de metilacdo encontrado e a expressao génica da IL-8

(p>0,05; Coeficiente de Spearman).

IL-8 (mMRNA/GAPDH)

0.38 0.46
0 L 0.035I | |

S PF PNF

Grupos

Figura 10 — Niveis de transcritos de /L8 em tecido gengival de individuos saudaveis e com
periodontite cronica fumantes e ndo fumantes. S=Saudavel (n=13); PF=Periodontite Fumante
(n=13); PNF=Periodontite Nao Fumante (n=13). Resultados apresentados como mediana e valores
minimo e maximo. (* p=0,007; Kruskal-Wallis).

A figura 11 mostra a imagem da PCR Real Time (Melting Curve) mostrando

a especificidade da reacao para o gene GAPDH e para o gene IL8.
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Figura 11 - (A) PCR em tempo real para GAPDH. (B) Real-time PCR para IL8.
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5.2 TLR2 e TLR4

Os dados clinicos e demograficos da amostra selecionada para o estudo dos
genes TLR2 e TLR4 sao mostrados na tabela que segue.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrao dos parametros clinicos e demograficos da populagao
estudada para analise dos genes TLR2 e TLR4. (p>0,05; ANOVA).

Saudavel Fumante Nao Fumante
n=40 n=40 n=40

Idade (anos) 39,8 £15,5 457174 45,5+ 10,1
% Homens 32,5 92,5 32,5
% Mulheres 67,5 47,5 67,5
Profundidade de sondagem (mm) 78+£19 74121
Cigarros/ dia 16,5+7,6
Consumo cigarros (em anos) 23,7+9,1

O método escolhido para andlise de metilacdo nos genes Toll-like, Digestao
Enzimatica Sensivel a Metilacao, permite o estudo de varios sitios CpG com a
utilizacdo de apenas um par de primers, porém, esta metodologia fica restrita a
regibes CpG que possuam enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo que
reconhecam a sequéncia de nucleotideos do sitio que se dejesa estudar. O
principio da técnica se baseia na digestdo do DNA gendmico pelas enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo que nao reconhecem a sequéncia de clivagem
quando a citosina se apresenta metilada. Assim, a auséncia de bandas apés a
amplificacao indica auséncia de metilacdo em CpG contido no sitio de restricao,
enquanto a presenca de bandas apds a amplificacdo indica a presenca de
metilacdo em CpG contido no sitio de restricdo. Desta forma, quando esta técnica
€ utilizada, é importante sempre usar amostra de DNA genémico que nao sofreu
digestdo pelas enzimas como controle da amplificacdo pela PCR para cada
amostra analisada.

Para o promotor do gene TLRZ2, a maioria dos individuos em todos os
grupos (em alguns sitios a totalidade dos individuos) foi positiva para metilagao
tanto nas células epiteliais da mucosa bucal (Fig. 12 e 13) quanto nas células do
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tecido gengival (Fig. 14 e 15). Como nédo foram observadas diferencas na
frequéncia de metilacdo para esses tecidos, a analise de metilacdo em leucécitos
do sangue periférico, utilizada como controle endégeno, e analise de expressao
génica nao foi realizada.

S PF PNF

s o e gl = " e o gy ™ S S e e

— e D P T O e e e e T e e
Hpy CHAM i I ieeeauuengpsy il BN NN —R_J NN E N
d n d n d n d n d n d n d n d n d n

Figura 12 - Bandas de 127 pb do gene TLR2 de DNA digerido (d) e nédo digerido (n) de células
epiteliais da mucosa bucal. S=Saudavel (n=40), PF=Periodontite Fumante (n=40), PNF=
Periodontite Ndo Fumante (n=40).
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A Hha | Hpall  Hpy CHA4W

Sitios CpG

Figura 13 - Freqiiéncia de metilagdo no promotor do gene TLR2 em células epiteliais da mucosa
bucal. Sitio Aci | (p=0,85; )2); sitio Hha | (p=0,35; %2); sitio Hpa Il (p=1,0; ¥2); sitio Hpy CH4IV (p=
1,0; X2) Saudavel n=40; Periodontite Fumante n=40; Periodontite Ndo Fumante n=40.
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Figura 14 - Bandas de 127 pb do gene TLR2 de DNA digerido (d) e nao digerido (n) de tecido
gengival. Saudavel n=14; Periodontite Fumante n=12; Periodontite Nao Fumante n=18.
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Figura 15 - Freqiéncia de metilagdo no promotor do gene TLR2 em tecido gengival. Sitio Aci | (p=

0,90; X2); sitio Hha | (p=0,47; Y2); sitio Hpa Il (p=1,0; %2); sitio Hpy CH4IV (p=1,0; X2). Saudavel
n=14; Periodontite Fumante n=12; Periodontite Nao Fumante n=18.

Entretanto, quando comparada a intensidade das bandas obtidas apés
amplificagdo do DNA que nao sofreu digestdo, com a intensidade das bandas
obtidas apo6s amplificacdo do DNA que sofreu digestdo, percebe-se que a
metilagdo em certos dinucleotideos CpG no promotor do gene TLR2 nao deve

ocorrer em todas as células, e/ou em todos os alelos.

Nota-se que a intensidade das bandas obtidas apés a digestdo do DNA é

visivelmente menor, indicando que provavelmente parte do DNA apresenta-se nao
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metilado e, portanto, pode sofrer digestdo enzimatica (Fig. 12 e 14). Com base
nessa observacgao, a intensidade das bandas foi mensurada em todas as amostras
a partir do Software Image J. A quantificacéo relativa considerou que a amostra de
DNA que nao sofreu digestdao pelas enzimas representava o DNA totalmente
amplificado (100% das copias do template inicial sdo amplificadas). Desta forma, o
valor da quantificacdo da banda obtida do DNA que sofreu a digestdo era
subtraido do valor da quantificacdo da banda de DNA que nao sofreu a digestao e
a diferenca do resultado transformado em valor relativo estimado da porcao de
DNA que provavelmente estava desmetilada e, assim, ndo foi amplificada. Esta
analise foi realizada individualmente para cada enzima de restricdo utilizada que
clivava diferentes sitios CpG no gene TLR2.

Os resultados mostram que os sitios Aci | e Hha |, apresentaram maior
proporcdo de desmetilagdo entre os quatro sitios estudados para TLRZ2. Para
células epiteliais da mucosa bucal, a proporcdo de DNA ndo metilado para o sitio
Aci | foi de 49,5%, 54,6% e 36,6 % para os grupos saudavel, periodontite fumante
e periodontite ndo fumante respectivamente. No sitio Hha | os valores médios de
desmetilacdo foram: 42%, 58% e 40% para os grupos saudavel, periodontite
fumante e periodontite ndo fumante respectivamente. O sitio Hpa Il apresentou a
menor proporcdo de DNA nao metilado, com 22% de desmetilacdo para os grupos
saudavel e periodontite fumante e 29% para o grupo periodontite ndo fumante. O
sitio Hpy CH4I1V apresentou proporgdes de DNA ndo metilado de 42,6%, 39,5% e
39,5% para os grupos saudavel, periodontite fumante e periodontite ndo fumante
respectivamente (Fig. 16). Para o tecido gengival esses valores foram ainda
maiores, principalmente para os sitios Acil, Hha |l e Hpa ll. O sitio Aci | apresentou
proporcoes de desmetilacdo de 40%, 54% e 47% para 0s grupos saudavel,
periodontite fumante e periodontite ndo fumante. Esses mesmos grupos
apresentaram desmetilacdo de 71,5%, 55,6% e 54,5% respectivamente para o
sitio Hha |. Valores médios de desmetilagdo para o sitio Hpa Il foram 30,7%,

47 ,5% e 26,8% para os grupos saudavel, periodontite fumante e periodontite nao
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fumante respectivamente. E finalmente o sitio Hpy CH4IV apresentou 27%, 22,1%

e 48,5% de desmetilagdo para os mesmos grupos. (Fig. 17).
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Figura 16 - Proporcdo de
desmetilagcdo, obtida a partir de
medidas de intensidade de bandas
de DNA digerido e DNA néao
digerido no promotor do gene
TLR2 de células epiteliais da
mucosa bucal. Saudavel n=40;
Periodontite Fumante n=40;
Periodontite Nao Fumante n=40.
Resultados apresentados como
média e desvio padrdo. (One-Way
ANOVA seguido de Teste de
Dunnet com nivel de significancia
de 1%). p>0,01.

Figura 17 - Proporcdao de
desmetilacdo, obtida a partir de
medidas de intensidade de bandas
de DNA digerido e DNA nao
digerido no promotor do gene
TLR2 de tecido gengival. Saudavel
n=14; Periodontite Fumante n=12;
Periodontite Nao Fumante n=18.
Resultados apresentados como
média e desvio padrdo. (One-Way
ANOVA seguido de Teste de
Dunnet com nivel de significancia
de 1%). * p<0,01.
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Em contraste, a andlise de metilacdo para o promotor do gene TLR4
mostrou que a maioria dos individuos de todos os grupos esta desmetilada nos
sitios CpG estudados (Fig. 18 e 19). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. A desmetilagdo do gene TLR4 foi ainda maior no
tecido gengival em comparacado com as células epiteliais da mucosa bucal, sendo
esta diferenca significativa dentro dos grupos afetados pela periodontite cronica
(Fig. 19) (p=0,03; ¥2). Como nao foram observadas diferengas no padrao de
metilagdo entre os grupos, as andlises de metilagdo para células sanguineas

(controle endbgeno) e expressao génica nao foram realizadas.

S PF PNF

feo—
Mucosa Bucal |

Tecido Gengival

Figura 18 - Bandas de 393 pb do gene TLR4 de DNA digerido (d) e ndo digerido (n), sitio Aci I.
Células epiteliais da mucosa bucal: S=Saudavel (n=40), PF=Periodontite Fumante (n=40),
PNF=Periodontite Nao Fumante (n=40). Tecido gengival: S=Saudavel (n=14), PF=Periodontite
Fumante (n=12), PNF=Periodontite Ndo Fumante (n=18).
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Figura 19 - Freqiéncia de metilagdo no promotor do gene TLR4, sitio Aci |. Células epiteliais da
mucosa bucal (p=0,25; x2) (Saudavel n=40; Periodontite Fumante n=40; Periodontite Nao Fumante
n=40). Tecido gengival (p=0,55; x2). Saudavel n=14; Periodontite Fumante n=12; Periodontite Nao
Fumanten=18.(*p=0,03;%2).
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6. DISCUSSAO

O entendimento da epigenética tornou mais claro o mecanismo pelo qual
habitos como fumar e beber, dieta, meio ambiente e infecgcdes afetam o DNA de
células tecido-especificas e alteraram o comportamento das células deste tecido.
Estudos de padrdo de metilagdo de DNA tém emergido como um importante
campo de pesquisa em muitas doencas, se nao todas, incluindo a periodontite
crénica, uma vez que a alteracdo do padrdao de metilacdo pode modificar
dramaticamente a transcricao génica.

Estudos mostram que a represséao transcricional causada pela metilacao na
molécula de DNA parece ser mediada por uma familia de proteinas ligantes de
radical metil, as Metil Binding Proteins (MBP) tais como MeCP1 e MeCP2 (Wade,
2001) que interagem indiretamente com o DNA pela associacédo aos radicais metil,
impossibilitando fisicamente a ligacdo de fatores de transcricdo ou da prépria
maquinaria transcricional ao DNA. Enquanto MeCP1 requer multiplos sitios CpG
metilados para se ligar ao DNA e promover a condensagdo da cromatina, a
proteina MeCP2 é capaz de se ligar a somente um sitio CpG metilado. J& se sabe
que a interacao entre MeCP2, um unico sitio CpG metilado e, elementos enhancer
distantes deste sitio pode ocorrer devido a dobras da cromatina que aproximam
estes elementos. Assim, elementos enhancer distantes de um gene podem
interagir com estas proteinas ligantes de grupo metil e modificar a transcricdo
génica dramaticamente (Bird, 1986).

Interleucina-8

O promotor do gene /L8 ndo é uma tipica ilha CpG e nao contém
sequéncias repetidas de dinucleotideos CpG, ao contrario, os sitios CpG sao
esparsos e distantes entre si. Andlise de metilacdo, em sitios que aparecem
esparsos pelos genes é normalmente negligenciada, porém, isto nao significa que
a alteracao nesses sitios, ndo possa afetar a funcdo do gene. Os dinucleotideos
CpG selecionados para analise no promotor do gene /L8 estdo localizados

préximos a regidao compreendida entre os nucleotideos -136 e +43. Essa regiao
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representa uma area de modulacdo basal de transcricdo, consistindo de quatro
elementos regulatérios cis, com sitio de ligacdo para NF-kB (-82 e -70), sitio
CCAAT (-94 e -84) e sitio de ligacao para proteina AP-1 (-126 e -120). Os quatro
elementos regulatérios cis estdo localizados entre os nucleotideos -90 e -93,
sendo ativados pelo fator Oct-1, que regula a transcricao de IL-8 (de Larco et al.,
2003). Esses sitios se posicionam também préximos as caixas TATA e CCAAT,
importantes regides do promotor para a iniciacdo da transcricdo do gene.

Neste estudo ndés observamos que a maioria dos individuos do grupo
saudavel mostrou positividade para ambas as condi¢cées, metilada e desmetilada,
para o promotor do gene /L8, tanto para células epiteliais da mucosa bucal quanto
para células do tecido gengival e células sanguineas. Isto pode sugerir que a
metilagado talvez seja um mecanismo de controle da expressao alélica. Os grupos
periodontite fumante e n&o fumante apresentaram grande porcentagem de
individuos positivos somente para a condicdo ndo metilada. O mesmo nao foi
observado para células do tecido gengival e células do sangue para esses grupos.
A diferenca observada para o gene da IL-8 nas células epiteliais da mucosa bucal
entre o grupo saudavel e os grupos periodontite pode ser resultado do efeito direto
da infecgéo/inflamagéo sobre as células que estdo mais expostas na cavidade
bucal ou também uma resposta diferencial destas células aos produtos
bacterianos da infecgao/inflamacéo, ja que a IL-8 atua como uma citocina chave
no processo de defesa.

Os niveis de transcritos de /L8 foram maiores para 0s grupos periodontite
em comparacao ao grupo saudavel, principalmente no grupo fumante. Estudos
anteriores ja haviam revelado niveis elevados de IL-8 em individuos fumantes com
periodontite crénica (Giannopoulou et al., 2003). Foi sugerido que a fumaca do
cigarro induz mais células a produzir IL-8, resultando numa acumulagéo local de
neutrofilos. Sob condicées normais, a expresao de IL-8 contribui para a eliminacao
de bactérias pelos neutrofilos. A liberacdo excessiva de IL-8 leva a uma
hiperatividade dos neutrdfilos, contribuindo para a destruicao tecidual, marcada
pela liberacdo de MMPs por essas células (Yoshimura et al., 1997). Isso poderia
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contribuir para a severidade da periodontite em fumantes, que geralmente é maior
em relacdo aos individuos ndo fumantes. Entretanto, no presente trabalho, néo foi
observada relacao direta entre o padrao de metilagdo e a expressao génica de
IL8. O tecido gengival do qual foi extraido o RNA, apresentou positividade para as
condigdes metilada e ndo metilada e esse resultado néo foi diferente entre os
grupos, embora o0s niveis de transcritos foram maiores para 0S Qrupos
periodontite. Mas uma relacao indireta pode ser observada. O padrao de metilagao
dos grupos periodontite para a mucosa bucal foi desmetilado em sua maioria, e
isso pode ter uma relacdo com a maior expressao do gene. Esse tecido apresenta
um padrdo homogéneo de células, e, portanto, reflete também um padrdo de
metilagdo mais homogéneo, ao contrario do tecido gengival que apresenta varios
tipos celulares, inclusive células epiteliais, e cada qual com seu padrao especifico.
Talvez por isso, encontramos grande presenca da condicdo metilada, mesmo nos
grupos periodontite para o tecido gengival.

Assim, um mecanismo liberador da transcricio do gene como a
desmetilagdo poderia ser “benéfico” ao tecido afetado porque estimularia o
processo de defesa pelos neutréfilos, mas ao mesmo tempo “maléfico”, pois
potencializaria a degradacao tecidual.

O modo como as células epiteliais da mucosa bucal foram obtidas nao
permite a coleta especificamente de queratindcitos bucais. Além de células
epiteliais, a saliva pode conter também outras células, tais como neutréfilos e
mondcitos, especialmente em pacientes com periodontite crénica devido aos
sangramentos. Entretanto, acreditamos que essa possivel contaminacao nao
tenha interferido nos resultados das reacées de PCR, pois observamos massiva
desmetilacdo nas amostras provenientes de células epiteliais da mucosa bucal.

Nas amostras de células coletadas da saliva as principais células obtidas
sao as células epiteliais. Ja o tecido gengival é formado por um grupo de células
muito mais heterogéneo como os préprios queratindcitos, fibroblastos gengivais,
células do sangue como neutréfilos e linfécitos, células endoteliais, macréfagos e

ainda outros tipos celulares possivelmente presentes em menor quantidade. Desta

43



Discusséo

forma, os resultados do padrdo de metilagdo nas células epiteliais da mucosa
bucal foram obtidos de um grupo mais homogéneo de células equanto os
resultados do padrao de metilacao observados nas células do tecido gengival nao
refletem uma Unica populacdo celular. Diferengas entre as células presentes na
gengival podem existir, porém n&o puderam ser detectadas devido as limitacdes
técnicas deste projeto.

E importante também mencionar que células basais que originam o epitélio
bucal permanecem na cavidade oral durante toda a vida do individuo, enquanto
que fibroblastos do tecido conjuntivo, células inflamatérias e sanguineas presentes
nos tecidos periodontais sdo continuamente renovadas. Assim, a exposicao de
células epiteliais por longos periodos a produtos bacterianos e citocinas
inflamatérias pode ser uma possivel causa da perda de metilacdo observada
nesse tecido.

Receptores Toll-like 2 e 4

Além dos genes de citocinas da inflamacdo, outros genes de proteinas
envolvidas na doencga periodontal devem ser investigados, pois também podem
sofrer modificagbes epigenéticas, modificagdes no padrédo transcricional e, assim,
alterar a resposta aos fatores de viruléncia. Como previamente descrito, 0s
receptores Toll-like sdo importantes na patogénese da doenca periodontal, pois
reconhecem padrées moleculares associados a patégenos. Os receptores Toll-like
1-9 sdo expressos por células do tecido gengival normal e esta expressao
aumenta nas células do tecido inflamado. Diferencas estatisticas significantes
foram observadas na expressdao de TLR-2 e TLR-4 entre individuos com
periodonto saudavel e com periodontite, sendo estes receptores, alias, os
membros mais importantes envolvidos na periodontite crénica (Beklen et al.,
2008).

Diferente do gene IL8, que foi analisado pelo método de transformacao pelo
bissulfito de sodio, os genes TLR2 e TLR4 foram analisados utilizando enzimas de

restricdo sensiveis a metilagdo. Este método foi eleito devido a possibilidade do
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uso de enzimas para andlise dos dinucleotideos CpG escolhidos e representa um
método facil e de baixo custo. A técnica de MSP foi descartada para estes genes
porque as regides escolhidas para o estudo nos promotores do TLR2 e TLR4
foram submetidas a andlise do programa MethPrimer

(http://www.urogene.org/methprimer/indexi.html), que desenha primers para PCR

especifica para metilacdo (MSP), ou seja, para fragmentos transformados pelo
bissulfito de sédio e, de acordo com o programa, nao foi possivel a confeccao de
primers étimos para a regido escolhida do promotor do TLR4 e TLR2 utilizando o
método de MSP.

Outro fator levado em consideracao para a nao escolha da metodologia de
MSP para esse promotor foram estudos mostrando que algumas sequéncias
altamente metiladas sao resistentes a conversao pelo bissulfito de sédio (Harrison
et al., 1998). Esses autores utilizaram um modelo bem definido de metilacéo, e
observaram que, citosinas localizadas imediatamente préximas a CpGs metilados
falham em sofrer conversdo em aproximadamente 30% das moléculas. A falha na
conversao é dependente de ambas as sequéncias e o0 estado de metilacdo de
CpGs adjacentes. Esse tipo de ndo conversao parece ser limitado a sequéncias
especificas, frequentemente em regides CpG, e parece envolver a formacao de
estruturas secundarias estaveis prdéximas ao sitio CpG, criando uma regido
localizada de DNA dupla fita e prevenindo o acesso pelo Dbissulfito.
Interessantemente, a falta de completa conversdo parece ser mais pronunciada
em regides ricas em dinucleotideos CpG que séo hipermetiladas em comparacao
a mesma sequéncia que € hipometilada. Isso pode ser devido ao efeito das
citosinas metiladas na temperatura de melting do fragmento, deixando assim o
fragmento mais resistente a desnaturacao e, consequentemente, a conversao pelo

bissulfito.

Os dinucleotideos CpG selecionados no promotor dos genes TLR2 e TLR4
estdo localizados proximos a sitios de transcrigdo importantes. Essas regides
respondem aos fatores de transcricdo NF-kB e Sp-1. A regido 5" proximal do
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promotor do TLR2 nao apresenta TATA box ou regides consenso. Entretanto,
apresenta regides ricas em CpG, sendo assim um promotor com ilha CpG tipica,
como verificado no CpGPlot, com critério descrito por Takai & Jones (2002). Dos
muitos sitios de metilagdo encontrados nessa regido, treze foram analisados no
presente estudo.

Os resultados para o TLR2 mostraram presenca de bandas apés digestao
enzimatica, o que indica que tanto as células epiteliais da mucosa bucal quanto as
células do tecido gengival estdo metiladas nos sitios CpG investigados.
Entretanto, foi possivel perceber que parte do DNA ndo era amplificada, e isto
deveria corresponder a uma porcentagem de DNA que estava provavelmente
desmetilado nestes sitios. Os sitios CpG clivados pelas enzimas de restricao Aci |
e Hha | foram os mais frequentemente observados desmetilados. Isto mostra que
certos dinucleotideos CpG no promotor do gene do TLR2 nao estdo metilados em
100% das células das camadas mais externas do tecido epitelial bucal e 100% das
células do tecido gengival. As enzimas Aci |, Hha | e Hpa |l possuem mais de uma
regiao de corte na regido analisada do promotor do gene TLRZ2 e estas regides
poderiam estar totalmente desmetiladas ou parcialmente desmetiladas. O padréao
de metilacao nestas ilhas pode ainda ser diferente entre os alelos.

Estudos prévios de metilacdo no promotor do TLRZ2 detectaram metilagao
moderada (aproximadamente 50%) na linhagem de queratinécitos HaCat (Haehnel
et al., 2002). Nesse mesmo estudo, outras células normais apresentaram completa
desmetilacdo. Um pouco mais tarde, foi demonstrado que algumas linhagens
celulares apresentaram completa desmetilacdo ou porcentagens baixas de
metilacdo, chegando ao maximo de 20 a 30% (Shuto et al., 2006). Analisados
conjuntamente esses dados nos mostram que nem todas as ilhas CpG sao
totalmente desmetiladas em todas as células.

A maior proporcao de desmetilagcdo encontrada em CpG alvo da Aci |l e Hha
| pode talvez indicar uma participacao desses sitios na transcricao génica. Dois
sitios CpG clivados pela Aci | estdo muito préximos ao sitio de ligacao do fator de
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transcricao Sp-1 e um sitio Aci | e outro Hha | estdo muito préximos ao sitio de
ligacéo do fator NF-kB. Sabe-se que este fator de transcricdo possui papel central
na regulacao da resposta imuneinflamatéria e tem papel chave na patofisiologia de
doencas importantes que ocorrem em muitos 6rgaos, participando também na
homeostase dos tecidos (Li & Verma, 2002). Além do NF-kB, o fator de transcricao
Sp-1 também ja foi mostrado como fator principal na transcricdo constitutiva e
induzida de TLR-2 em células de murinos (Wang et al., 2001) e humanas
(Johnson & Tapping, 2007). Recentemente, foi mostrado que uma regiao
especifica do promotor do TLR2, a qual contém dois sitios Aci | muito préximos, é
importante para a ligacdo de Sp-1 em células epiteliais humanas. Ainda nesse
mesmo estudo foi encontrado desmetilagcdo nesses sitios e houve relacao direta
com a expressao génica (Furuta et al., 2008). Esses dados indicam que esses
sitios CpG sao importantes para a atividade transcricional do TLR2 e, portanto,
devem estar livres de metilagéo.

Assim como o promotor do gene /L8, e em contraste com o promotor do
TLR2, o promotor do gene TLR4 nao contém sequéncias repetidas de
nucleotideos CpG, nao representando portanto uma ilha CpG. Os dinucleotideos
CpG sao esparsos e ha a presenca de TATA box que esta localizada préxima aos
sitios CpG estudados.

Nossas andlises mostraram que esse promotor apresenta alta porcentagem
de desmetilacdo nas células epiteliais da mucosa bucal e nas células do tecido
gengival a porcentagem é ainda maior. Ndo foram observadas diferencas no
padrao de metilacdo entre os grupos saudaveis e periodontite crénica. Entretanto,
diferenca significativa foi observada dentro dos grupos periodontite cronica quando
os dados da mucosa bucal foram comparados com os dados do tecido gengival. A
frequéncia de desmetilagdo foi maior para o tecido gengival. O sitio CpG
investigado no gene TLR4 apresenta sequéncia consenso com o sitio CpG que
apresentou alta porcentagem de desmetilacdo no gene TLRZ2 e possui sequéncia
reconhecida pela enzima Aci |. Como descrito anteriormente, este sitio favorece a

ligacéo do fator de transcricao Sp-1.
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As diferencas observadas no padrdao de metilacdo entre as células epiteliais
da mucosa bucal e células do tecido gengival dos grupos periodontite sugerem
que a desmetilacdo do TLR4 poderia ser um dos fatores que potencializa a
expressdo deste receptor no tecido gengival durante a periodontite. Recente
estudo observou que as células do tecido gengival expressam maior quantidade
de receptores Toll-like do que as células do epitélio bucal durante a periodontite
(Beklen et al., 2008).

O TLR-4 é um receptor que participa de uma cascata de reacdes de
sinalizacao celular, comecando com o reconhecimento de LPS e culminando na
ativacdo de proteinas da familia de NF-kB. Estas por sua vez, participam da
ativacao de varios genes envolvidos nas respostas imune inata e adaptativa. Se a
relacdo entre desmetilacao e ativacdo da transcricido génica, for verdadeira para
esse gene, a desmetilacdo no promotor do TLR4 pode estar potencializando a
expressao do receptor que ativa uma das principais vias de ativagdo de NF-kB (Li
& Verma, 2002). De fato, recentemente, um estudo in vitro demonstrou que a
expressao génica de TLR4 é regulada epigeneticamente, inclusive pela metilagao
de DNA (Takahashi et al., 2009). Em adicédo, esse receptor desenvolve papel
dominante na sinalizagdao pelo LPS (Poltorak et al., 1998; Arbour et al., 2000;
Uehara et al., 2002).

Alteracoes no Padrao de Metilacao, Inflamacao e Doenca Periodontal

No inicio deste projeto esperavamos encontrar resultados relacionando o
habito de fumar com as modificagdes dos perfis de metilacdo. Curiosamente néo
foi observada a interferéncia do fumo no padrao de metilacgdo em nenhum dos
genes estudados. O fumo € conhecido como indutor de desmetilagéo (Smith et al.,
2007). As diferencas no padrao de metilacdo observadas entre 0s grupos
saudavel e periodontite foram independentes do habito de fumar. Estudos prévios
também mostraram resultados inconclusivos em relacdo ao risco do fumo na
predisposicao para alteracdes epigenéticas em cancer de pulmao (Guo et al.,

2004). Outros autores sugeriram que uma clara associacdo entre o padrdao de
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metilacdo em certos genes e o tabaco talvez seja observada somente em
fumantes ha mais de 50 anos e que comecaram a fumar desde muito cedo.

Mas sendo a periodontite uma doenca infecciosa devemos ressaltar a
relacdo entre a microbiota local e as alteracées no padrdao de metilagdo induzido
pela infeccdo, que tem sido reportada em algumas doencas. O LPS, potente
agente inflamatério presente em alguns microrganismos que causam a
periodontite, foi mostrado como indutor de metilagdo de novo em sitios CpG de
células embrionarias de ratos (Tatemichi et al., 2008), e em linhagens de células
epiteliais de tumores gastricos (Katayama et al., 2009). No presente estudo
propor¢cdes de metilagdo foram encontradas também nas células do grupo
saudavel e recentes estudos mostraram que P. gingivalis coloniza tecidos bucais
sem a presenca necessaria da doenca periodontal (Rudney & Chen, 2006;
Colombo et al., 2007).

Um dos melhores exemplos entre a associacdo da presenca de bactéria e
alteragbes no padréo de metilagao € a infecg@o por Helicobacter pylori (H. pylori).
A infeccao por essa bactéria aumenta o risco ao desenvolvimento de tumores na
mucosa gastrica e isto tem sido associado a presenca de alteracées epigenéticas
em genes importantes para o desenvolvimento de tumores, incluindo metilagdo no
gene CDH1 que expressa a proteina E-caderina (Ushijima, 2007). Um recente
estudo demonstrou que tumores positivos para HPV também foram associados ao
aumento de metilacdo em genes protetores importantes (Richards et al., 2009).

Autores reportaram que a hipermetilagdo provocada no promotor do gene
CDH1 pode ser mediada pela expressao de IL-1B (Qian et al., 2007). A expressao
de IL-1B estd aumentada na presenca de infeccéo pelo H. pylori e alguns estudos
postulam que esta citocina teria um efeito regulatério diferencial sobre a expressao
de duas classes de metiltransferases (Veluthakal et al., 2006). IL-13 parece ativar
a producao de metiltransferase via producédo de 6xido nitrico (Hmadcha et al.,
1999), sendo este produzido pela enzima oOxido nitrico sintase, que esta
superexpressa na presenca de H. pylori (Fu et al., 1999; Watanabe et al., 2000).
Assim, H. pylori poderia induzir metilacdo em E-caderina pelo aumento na
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expressao de metiltransferases via IL-13 e iINOS. A cascata de eventos que ocorre
na infeccdo pelo H.pylori se assemelha muito com as etapas do processo
inflamatério que acontecem durante a periodontite, sendo a IL-18 uma citocina
chave no processo da doencga periodontal.

Pouco ainda se sabe sobre o papel da inflamacdo nas alteragdes
epigenéticas e se esta seria a causa ou apenas uma consequéncia das alteracoes
no padrao de metilacdo. Segundo alguns autores, a inflamagao cronica poderia
predispor ao desenvolvimento de certos tumores via alteracbes epigenéticas
(Hahn et al., 2008). No cancer colorretal, a presenca de inflamacao ¢é
reconhecidamente considerada um fator de risco para o desenvolvimento do tumor
(Rutter et al. 2004). O processo inflamatério gera stress oxidativo nas células do
tecido afetado. A producdo de espécies reativas de oxigénio pode danificar
proteinas, lipideos e DNA. Neste ultimo elas podem acontecer na forma de
mutacdes, delecdes, alteracées no agucar das bases, halogenacédo ou oxidacao
de citosinas. Citosinas 5-halogenadas podem causar inapropriada metilacao de
novo uma vez que a DNMT1 ndo é capaz de distinguir citosina metilada de
citosina halogenada (Valinluck et al., 2006; Valinluck & Sowers, 2007b). Ja a
oxidacao da citosina leva a desmetilacdo do DNA. A oxidacdo dos grupos metil
muda a conformagdo da 5-metilcitosina para hidroximetilcitosina, tornando-a
irreconhecivel pela DNMT1, o que, apds a mitose, leva a perda de metilacao
(Valinluck & Sowers, 2007a). Sendo esta hipétese verdadeira, a inflamacéao seria
um agente capaz de modificar epigeneticamente a cromatina, e todo tecido
inflamado cronicamente estaria predisposto a estas alteracées. Assim, o papel da
inflamacéao periodontal no desenvolvimento de alteracdes epigenéticas em células
da mucosa bucal e tecido gengival ndo deve ser descartado.

Relevancia Clinica
O diagnostico da doenca periodontal é ligado a uma combinacao de fatores
associados que criam o fenétipo clinico. A arquitetura bioldgica desse fenétipo

inclui resposta imuneinflamatoéria contra a microbiota do biofilme bucal, que é
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orquestrada pela composicdo genética e epigenética individual. Alteracdo no
padrao de metilacao representa um evento epigenético que modifica a transcricéo
génica drasticamente.

Muitos autores tém reportado padrdao de metilagdo aberrante em genes
associados ao céancer, e ha crescentes evidéncias de que a metilagdo de DNA é
critica para regular a resposta inflamatéria de uma maneira dinamica. O presente
estudo investigou o padrao de metilacdo de genes associados ao reconhecimento
de patégenos orais e destruicdo do tecido periodontal durante a inflamagao.
Alguns resultados mostram alteracées no padrdo de metilacdo em células bucais
afetadas pela periodontite crénica e isso pode trazer novos insights do papel da
inflamacdo na biologia oral. Pode também, ajudar a entender os eventos
moleculares que estdo ocorrendo nas células bucais e no desenvolvimento de

novos métodos de diagndstico e tratamento.
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Conclusoes

7. CONCLUSOES

Nas células epiteliais da mucosa bucal, os dinucleotideos CpG investigados no
promotor do gene /L8 apresentam maior desmetilacdo nos grupos afetados pela
periodontite, tanto em fumante como em nao fumante. Possivelmente esse
mecanismo possa ser um dos fatores que participa do processo da doenca e,
portanto, importante na etiologia e patogénse da doenca periodontal.

O nivel de transcritos de /L8 é significativamente maior nos grupos afetados pela
periodontite, entretanto, ndo ha associacao direta entre desmetilacdo e aumento

da expressao.

Nao foi observada diferenca no padrdo de metilacdo dos dinucleotideos CpG
investigados no promotor do gene TLRZ2 entre os diferentes grupos, tanto para
células epiteliais da mucosa bucal quanto para células do tecido gengival. Porém,
observamos que em alguns dinucleotideos CpG a metilagdo ndo estava presente

em 100% das células e/ ou alelos.

Nao foi observada diferenca no padrdo de metilacdo dos dinucleotideos CpG
investigados no promotor do gene TLR4 entre os diferentes grupos, tanto para
células epiteliais da mucosa bucal quanto para células do tecido gengival.
Entretanto nos grupos afetados pela periodontite a diferenca no padrédo
encontrado entre as células da mucosa bucal e as células do tecido gengival foi
significativa. Possivelmente esse mecanismo possa ser um dos fatores que
participa do processo da doencga e, portanto, importante na etiologia e patogénse

da doenca periodontal.
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Anexo 2

A

“a¥
unieans TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA CIENTIFICA

ANALISE DE METILACAO NO DNA E DE TRANSCRICAO GENETICA DOS GENES IL8, MMP1,
MMP2, MMP3, MMP9, TIMP2, TIMP3, iNOS, TLR-2, P53 e P21 EM CELULAS BUCAIS E
SANGUE PERIFERICO DE INDIVIDUOS FUMANTES E NAO FUMANTES COM

PERIODONTITE CRONICA E INDIVIDUOS COM PERIODONTITE AGRESSIVA

1. INTRODUCAO: Leia este termo cuidadosamente, pois o mesmo visa convidi-lo a participar de uma

pesquisa, sendo que as informacGes a seguir irdo descrever esta pesquisa € a sua funcdo nela como

participante. Caso tenha qualquer divida sobre este estudo ou termo, vocé devera esclarecé-la com os

pesquisadores responsaveis pelo trabalho que estardo apresentando este termo a vocé: Profa. Dra. Ana Paula

de Souza Pardo, a doutoranda Denise Carleto Andia ou a doutoranda Naila Francis Paulo de Oliveira, do

Departamento de Morfologia da FOP/UNICAMP; Fone: (19) 2106-5214/2106-5381.

JUSTIFICATICA E OBJETIVO DA PESQUISA:

Esta pesquisa terd como objetivo estudar o padrdo de metilacdo (presenca do grupo quimico CHj; em alguns
pontos do DNA, que é a molécula que guarda nossas informagdes dentro da célula) encontrados em alguns
genes ligados a destruicdo tecidual durante a doenga periodontal, que sdo problemas de gengiva que podem
levar a perda dos dentes. Vocé deve decidir se deseja ou nao colaborar com esta pesquisa, entendendo-a o
suficiente para fazer uma decisio consciente. Este tipo de pesquisa € importante e justificdvel porque trard
avancos no conhecimento da histéria da doenca periodontal que poderdo contribuir no futuro com avangos no
tratamento da periodontite. No laboratério este material serd analisado por uma técnica chamada de MSP-
PCR que identifica alteracdes quimicas no DNA (o material coletado do paciente). Se alteragdes forem
encontradas, elas nao irdo significar doenca, apenas variagdes entre os individuos que pré-dispde ao

problema na gengiva.

DESCRICAO DOS PARTICIPANTES:

PERIODONTITE AGRESSIVA- Irdo participar deste estudo pacientes adultos, do sexo feminino e
masculino, com idade entre 18 e 35 anos, ndo fumantes (nunca fumaram), que apresentam doenca periodontal
agressiva generalizada e que estejam em tratamento periodontal na Clinica de Especializa¢cdo em Periodontia

da FOP-UNICAMP. Nio haverd nenhum custo adicional ao paciente decorrente da pesquisa.
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PERIODONTITE CRONICA- Participardo deste estudo pacientes do sexo feminino e masculino, adulto
com idade entre 25 e 60 anos, fumantes (+ 5 cigarros/dia) e ndo fumantes (nunca fumaram), que
apresentavam doenca periodontal cronica em grau moderado a severo e que estavam em tratamento
periodontal na Clinica de Especializacdo em Periodontia da FOP-UNICAMP. Nao haverd nenhum custo
adicional ao paciente decorrente da pesquisa.
Grupo que o voluntdrio se enquadra:

() controle

() periodontite cronica

() periodontite agressiva

DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS:

PERIODONTITE AGRESSIVA- Serdo coletadas células de um bochecho com dextrose a 3% (um agtcar)
autoclavada (solugdo estéril). O exame clinico e radiografico, necessdrios a classificacio da doenca
periodontal do paciente, serdo os mesmos ja realizados pelo Cirurgido Dentista que estd tratando o paciente,
portanto, o paciente ndo deverd comparecer a clinica exclusivamente por conta da pesquisa. No laboratério do
Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — FOP - Unicamp, o DNA destas
células serd purificado e analisado pela técnica MSP-PCR, que detecta possiveis alteragdes quimicas no
DNA. Se alteracdes forem encontradas, elas nio irao significar doenca, apenas variacdes entre os individuos
que poderdo indicar quem possui pré-disposicdo a doenga periodontal ou quem possui pré-disposi¢do a
protecdo contra a doenga periodontal. Os resultados encontrados nas células dos individuos participantes da
pesquisa serdo entdo comparados para sabermos se existem diferencas significantes entre quem apresenta
periodontite e quem ndo apresenta periodontite. Haverd a participacdo de um grupo controle que serd formado
por individuos que apresentam 6timas condi¢des de saide bucal e, portanto, ndo apresentam a doenga
periodontal. Nao hd a possibilidade de inclusdo em grupo placebo nem a possibilidade de métodos
alternativos para a obten¢do dos resultados.

PERIODONTITE CRONICA- Serdo coletadas células do instrumental do dentista, 10 mL de sangue
venoso da veia radial e um bochecho com dextrose a 3% autoclavada. O sangue servird como material
controle do individuo. No laboratério do Departamento de Morfologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — FOP - Unicamp, o DNA destas células serd purificado e analisado pela técnica chamada MSP-
PCR, que detecta possiveis alteracdes quimicas no DNA. Os resultados encontrados nas células de individuos
fumantes e ndo fumantes serdo entdo comparados para sabermos se existem diferencas. Se alteracdes forem
encontradas, elas nao irao significar doenca, apenas variacdes entre os individuos que poderdo indicar quem
possui pré-disposicdo a doenca periodontal ou quem possui pré-disposicdo a prote¢do contra a doenca
periodontal. Os resultados encontrados nas células dos individuos participantes da pesquisa serdo entdo

comparados para sabermos se existem diferengas significantes entre quem apresenta periodontite € quem nao

apresenta periodontite. Haverd a participagdo de um grupo controle que serd formado por individuos que
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apresentam Otimas condicdes de satdde bucal e, portanto, ndo apresentam a doenca periodontal. Ndo ha a
possibilidade de inclusdo em grupo placebo nem a possibilidade de métodos alternativos para a obtengdo dos
resultados.

DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS: Os procedimentos da pesquisa ndo geram
riscos significativos a saide do paciente. A coleta do material presente no instrumental ndo gera desconforto
ou risco adicional ao individuo uma vez que este material é obtido durante o tratamento periodontal
(instrumentacdo). A coleta de sangue ndo gera riscos graves, mas poderd ser considerada desconfortivel para
o paciente devido a dor da “picada” da agulha, possibilidade de surgimento de hematomas e equimoses. Esta
coleta serd realizada por profissional capacitada para coleta de sangue (a mestranda Gilcy Raymundo Damm,

formada em Biomedicina) e em local apropriado. O paciente e o cirurgido dentista responsdvel pelo

tratamento poderao se beneficiar com a possibilidade de receber o diagndstico genético previsto na pesquisa.

Porém, o voluntario poderd optar abaixo em receber ou nio este diagndstico. O tratamento proposto ndo serd

modificado, mas o paciente podera ser aconselhado sobre os possiveis maleficios que o fumo esteja causando

no DNA de suas células. O maior beneficio esperado serd a melhor compreensao dos eventos moleculares e

dos mecanismos que tornam o fumo um agente de risco a gengiva e periodonto. Uma vez conhecido este
mecanismo, novas estratégias terapéuticas poderdo ser abordadas para tratar e até mesmo prevenir a
destrui¢do 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 diagndstico genético

() Nao, ndo desejo receber meu diagnéstico genético

EXCLUSOES: Pacientes com histéria de diabetes; mulheres gravidas ou em lactacdio; pessoas com histéria
de hepatite ou infeccdo por HIV, histéria de sangramento ou discrasias sanguinea, ou com pré-medicacdo
antibidtica recente ou uso cronico de drogas antiinflamatdrias 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 identificacio das amostras serd realizada utilizando
nimeros e ndo os nomes dos pacientes. Os resultados desta pesquisa serdo apresentados em congressos
cientificos, porém a identidade dos participantes ndo serd divulgada nessas apresentagdes, 0 mesmo
ocorrendo em eventuais publicacdes. Os resultados identificados somente serdo liberados ao voluntério e ao
dentista responsdvel pelo tratamento, se de acordo com a vontade do voluntdrio.

DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Sua participagdo neste estudo é voluntdria e vocé

podera recusar-se a participar ou poderd interromper sua participacdo a qualquer momento, sem penalidades

ou perda dos beneficios aos quais de outra forma tenha direito, inclusive com relacio ao seu tratamento

odontolégico.
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ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA E GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS: Os voluntarios
poderdo ter acesso ao andamento da pesquisa e serdo esclarecidos sempre que necessdrio sobre duvidas a
respeito da pesquisa, no telefone de contato das pesquisadoras Ana Paula de Souza Pardo, Denise Carleto
Andia ou Naila Francis Paulo de Oliveira, abaixo informados.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO, INDENIZACAO E REPARACAO DE DANOS: Sempre que o
voluntdrio necessitar vir at¢ a FOP/UNICAMP exclusivamente devido a pesquisa serd ressarcido com seus
gastos com transporte no valor referente ao passe de Onibus (ida e volta). Nao prevemos nenhum dano ou
risco ao paciente decorrente da pesquisa e, portanto, ndo hé previsao de indenizacao.

BANCO DE MATERIAL BIOLOGICO: Este material poders ser utilizado para pesquisa de outros genes
em outras pesquisas, mas vocé serd comunicado e novo TCLE sera obtido. Vocé pode concordar ou ndo com
esta condicao:

() Sim, concordo em permitir que o material bioldgico, que serd coletado com meu consentimento, faca parte
de um Banco de Material Bioldgico.

() Nao, ndo permito que o material biolégico, que serd coletado com meu consentimento, faca parte de um
Banco de Material Bioldgico.

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

CONTATOS: Em caso de duvida sobre a pesquisa, entrar em contato com a Profa. Dra. Ana Paula de Souza
Pardo e/ou com a aluna de pds-graduacdo Denise Carleto Andia ou Naila Francis Paulo de Oliveira no
Departamento de Morfologia da FOP-UNICAMP, Av. Limeira 901, Piracicaba-SP. Fone: (019) 2106-5214.
E-mail: denise @fop.unicamp.com.br / naila_francis @yahoo.com.br

Em caso de diivida sobre seus direitos como voluntario da pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos da FOP/Unicamp, Fone (019) 2106-5349, Home Page

www.fop.unicamp.br/cep, E-mail: cep @fop.unicamp.br

Recebi informagdes para participagdo em pesquisa cientifica que me foi explicado dentro da minha
compreensdo. Também tirei minhas ddvidas sobre este estudo com o pesquisador até minha completa
satisfagdo. Sei que minha participacdo € voluntdria e que posso interrompé-la a qualquer momento sem
penalidade e sem prejudicar ou influenciar os resultados do estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento e também autorizo a liberagdo dos dados obtidos da pesquisa aos pesquisadores e para
publicagdo em revistas cientificas e congressos. Nao assine este termo se nio teve a oportunidade de
solucionar suas dividas e recebido respostas satisfatérias a todas elas.

Piracicaba, de de 200_.
RG

Telefone

Assinatura do paciente
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Faculdade de Odontologia de Piracicaba —- UNICAMP

N° amostra:

Nome:

Sexo: F M Idade: Cor: MPB

Endereco:
Cidade: Profissao:

Tel: CEL:

DADOS CLINICOS SOBRE SAUDE GERAL

Doenga Crénica ? S N (ndo aceitar diabetes) Qual?

Diabete na familia? S N

Fumante? S N (ndo aceitar ex-fumante por mais de 5 anos)

Fumante Passivo? S N

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

Quantos dentes?

Direito Esquerdo
8 17 16 15 14 13 12 11 (21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 |31 32 33 34 35 36 37 38

Maior Sondagem: (minimo 5 mm)
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Historico

Cancer? S N Qual?

Cancer na Familia? S N  Qual?

Freqiiéncia de Doenca Periodontal
Doenga Periodontal na familia? S N  Freqiiéncia

Fumante na Familia? S N

OBSERVACOES:

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

Tértaro: S N
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J Clin Periodonial 0% 36: TI-TI5 dod: 10011 M. WO0-051 X X000 0 M#.x

DNA methylation status of the /L
gene promoter in oral cells of
smokers and non-smokers with
chronic periodontitis

Hiveira NFP, Damm GR, Andia DC, Sslmon C, Mociti FH Ir, Lne SRP, de Sours
AP, DNA methylstion dstu of /LY gene promoder in oral cells of smolers and non-
smokers with chomse penodontitis. § Clin Perivdomiol XN8: 36 TH-T25

doiz MLE T 1§ 1 S00-05 IX 2008 0 14 déx.

Abgract

Aim: This dudy snalysed the gates of DNA methylation in the promoter region of Lhe
IL8 gene in oral mucosa cells from heslthy, smoker snd non-smoler subjects with
chrmic periodontitis and ¢ompared these findings among groups with mENA levek.
Material and Methids Cenomic DNA from epithelisl orsl cells of 41 healthy
shjects, 3 smokers with chrnic periodontitis and 40 non-smokers with dhronic
penodontiis were purified snd modified by sodivm bisulphite. Genomic DNA from
hload leucocytes and gngival cells from biopsies of 13 subject of each group were
alay purified and modified by sodium biaiphie. Modilied DNA wis submitied by
methy lation-specific polymersse chain reaction (PCR) (MSP), eectrophoresed on 100%
polyacr ylamide gels and sained with 5YBR Gokl. Total RNA from gingival cell was
alay wolsted nsng the TRIzal reagent, and resltime PCR performance wis ueed 1o
detect the levels of inerdeukin-§ mRMNA.

Resultss Our resulls indicate that individualk with chrnic periodontitiz, independent
of smoking hahit, have a higher percentage of hipomethylation of the /L8 gene than
those controk in epithelial orsl cells (p< U ), and expresdon of higher level of
interleukin-5 { IL-8) mRMA than controls in gingival cells (p = 0007). Mo significant
differences among groups were dhaerved in gingival cells and blood cells.
Concludon: We conclude thet inflammation in the orsl mooms might lesd o changes
in the DNA methylstion stams of the /L5 gene in epithelial oral cells

JTuum.z: of
* Clinical
P["r‘lt:n[|Jc'.|n1:t:|]u~£.§*gr

Mailla F. P. Oliveirs’, Glley R. Damm’,
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Koy words: apgeneiic; IL-8; inflamema fon;
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Aoepted for publcation 31 May 2009

Chronle periodontitis s an infections
disesse characterized by a dedmctive
inflammaiory process hat affecs e
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sopposted by the MNafiomal Cooncl of
Ressaxh (CHPg-1 4159 0300795
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supporting  Hsues of the iooth, and
promotes los of the sofi connective
tsues and alveols bone (Willians
19490). These evenls are dependent on
a combination of associsled factors,
including the individual's genetc and
epigenetic characenstics, which orestes
the clinical phenotype.

The early 2age of periodonial disease
1% characenzed by an inlense accumuls-
i of nflammaiory cells in the gingi-
val dssoe (Willams 1990, Seymour
et al 1996), which coniribaie o laier
degenerative evenis. Il & necognized
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that inerleukin-8 (IL-8) & one of the
i podent facton responable for indu-
cing nentrophil chemotaxis, directing
the migration of these cells to the
inflammation site (Remick 2005). IL-8
& comtitutively produced and secreted
by & wide range of cells such a3 macro-
phages, monocyles, fibroblasts  and
epithelial cells, The production of IL-8
can be induced by muliple @imub
including lipopolysascchanide  (LFS),
lve bacteria and early poodnfl anmakory
cyiokines { Remick A05). [L-8 seems o
play & relevant role in dsme dedmotion

T8
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in periodontal disesse. High levels of
IL-8 mRNA were observed in a culiwre
of huoman gingival fibroblags afier
resiment with [L-18 and epidermal
growth factor, showing that these cells
aner ahle Lo regpond afer stimuold, neleas-
ing IL-8 (Yuocel-Lindberg & Brunius
Aa). The production of this cyiokine
& stimulated by perodontopathogens
(Cursoy et al. 2008), and the levels of
IL-§ are incressed in the crevicular
fluid and ssues in patients with per-
dontitis (Taad et al. 1995, Gamonal
et al. 2000, 2000 ).

DA methylationis acmcial mechan-
m in the comrol of gene activity and
miclesr architecture. Dinucleotides CpG
“miethylable’ are not randomly distrib-
med in the homan genome; hey appear
in Cplirich regions denominated as Cpl
wslands, which ane present in the proaso-
ters of mamy genes. §ome Lransedplional
factors (e, Spl) can inleract only with
nomeme thylated DINA sequences, wheness
methylation of eytodne sholshes inter-
actions (Clark et al. 1997). This in mwm
leadk o s effective ranseription of
certain genes or even siences the pene.
Thus, methylation defects include gen-
ome hypomethylation (resuliing in epi-
genetic activation of poo-0ncogenes
and metroelements) and localized aber-
rani hypermethylation of CpG islands,
resuliing in ransorplional repressdon of
many imponan genes &8 LWmMoUr Spe
presor genes (Ting et al 2006).

Several authors have meponed an
sherrant methylation stalms in genes
smociated with oral cancer (Kolkarnd
& Saranath 2004, Kaio et al. Aa),
lung cancer (Blanco et al. A0T), oeto-
phagl cancer (Eads et al 2001, Cuo
et al 006, Ihii et al 2007) colon cancer
(Lee et al. X, Taknhashi et al 2006)
and gadric cancer (Esteller et al AW
Kang et al 20Ba; Chang et al A06).

Although alterations in the methyla
tHon paten have been exiemively
implicated in cancer processes, recent
andies have shown thai changes in the
methylation sste of s and other
inflammatory factors can modulate the
inflammatory  proces  (Abolhassan
e al. 2008, Nile et al. 2008). In fact,
aherrant methylation has been detected
in some inflammastory disesses such s
pmirds (Kang et al 20{8h), cyaic
fibwosds { Shuo et al. 2006, Forots et al.
AWy and chronic kidney disesse (Sten-
vinke] et al A0T). It is ako known that
the expresion of [L-§ can be modulsted
Iy the methylaton sistos of i p

It iz well known thatsmoking i3 arsk
facior for periodonial dsesse (Brothwell
2001). Likewiss, recenl experimenits]
smdies have shown that nbacco smok-
ing can alier the methylation sans of
gene promokers Micotine can directly
induce mehylaton in DMA {Marsit
et &l 2006, Soma et sl A06). Addition-
ally, changes in the promoker methyla-
tion of e TSLCUIGSFS  mumour
suppresaor genes have been asoctaied
with a poor prognoeds (Kilochi et al.
2006). Therefore, the aim of the present
amdy wias 1o investigate the methylaton
staiug in the gene promoter of IL-8 in
cells of the oral epithelium, gingival
tssne and blood levcocyes of healihy
subjects and 1o compare i with the
findings in cells of smokers and non-
amokers with chronde periodomniite We
alan analysed the levels of IL-§ mEMA

in these groaps.

Materisl and Methods
Subject populaion

This audy was approved by the Insgim-
tional Review Board of the Piracicaba
Dhenta] School, Universty of Campings.
All patienis wene informed about the
natue of the proposed restment, and
informed consent forms were signed. A
convemence sample of umrelaed sub-
jects =25 years old, male and female,
was recriled for the smdy. The patients
were firom the Souhessien region of
Brazil. All smbjecs were in good gen-
eral health and had st leas 2 eeth in
the mouth. All suljects were subjecied
1o anamnedis and o clindcal and pero-
dontal examinstion. Exclmdon eriterda
incloded any sysemic disorder that
wnld affect the perodontal condidon
(with the exceplion of smoldng), current
pregrancy or lctstion and patents who
had psed sysiemic antibiotics or ant-
inflammatory medication within émo
before baseline. The smoking habit
wai recorded, and patients who had
conanmed five cgareties/day for at lesst

5 years were clasified s smokers. Only
patients who had never smoled wene
included in the nommoker group. The
diagnoats and clsaification of dise e
were made on the basi of clindeal
parameters and consisted of a physdcal
examination, medical and denial his-
tory, probing asmedament  of
altachment les [clindeal  atmchment
loss (CALD], tooth mobility and obser-
valion of gngval bleeding on probdng.
Memwements of probing depth and
attachment level were eoorded at sx
povinis anund each oo, Subjects wene
included in clinical categones scoonding
o pedodonta]l disesse and smoking
habd:

(1) Healthy group (neve r smoked ): Sub-
jects found o exhibit no sgns of
periodonta] ditesse a8 deterndned
by the sheence of CAL and no sies
with prohing depth= Imm.

(2) Mon-sowking chronic periodontins
(mever smoked): Subjects with at
lemat three ieeth esxhibiting sites
=5 mm CAL, in st least two differ-
ent quadranis.

(3) Smoking chronic periodongtic: Sub-
jects with st lesst three testh exhi-
biting ates =5 mm CAL, af lesst
twn  different quadranis and had
conamed five cgareiies fday for
ol lesst 5 yesrs

Table 1 shows the clndcal and demo-
graphic characteristics of the panic-
pamnis of the smdy.

Blopay o allection

Cingival bdopaies were oblained from
single teeth from subjects ndergoing
periodontal surgery for perodontal dis-
ease-related (test groups) and non-dis-
ease-related reasons (oonirol group)
Following blocks asnsesthesia, tismues
on the booth surface where periodonial
pockets were evalusted were incsad o
inclode the entine soft tsue walk of the
pocke s Lo be investigsted . Entire pocket,

Table I. Mean valoes and stan dard deviation for ghe clinimal parametes in the selecied sites, and
demographic and bebovioera] dats in smokes amd meom-smo ks

Comtral Smolem Niom smokers
(n=41) " =30) (n=40)
Age (yearsh 4672 4 141 4703+ 649 4494 £ 917
% men 354 55R 405
b wamen L2 447 595
Probing depth fmm) T £+ 202 T+ 218
G garetewday 156 + 732
Cigaredie c o {in years) bRk

(D Larco et al. 2008).
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unctional epithela and comective ds-
aes were removed. Then, the samples
were divided into groups.

OHA extraction and bisulphite
modification

Samples of epithelial oral cellk were
collected by mouthwash with dexirose
3% and the DMA was purified wing § M
ammoninm acetale and 1mM EDTA
acoonding 1o Adder & Line (X7).
DA from gngival cell were obiained
from biopsdes and stored in 3 whe con-
tining RENAholler (Bioagency, S50
Pauky, 5P, Branl) and fromen st
— NFC il aralyses Tow] DNA was
murfied wing the TRIZOL rmeageni
(Invitrogen, Carflaband, CA, TISA) fol-
lowing the manufssorer’s meoommen-
dation. DMNA from lewcocyies was
purified after red cell haemolysis
acoonding 1o Aidar & Line (A7) i
b2 nsed = an endogenous conirol
of methylstion sisima Then, 1pe of
purfied DNA was modified by sodinm
hsulphite, whose principle explodts the
different sensdvites of cylosine and
Smethyleyimine (SMeC) 1o deamins-
tion by basul phiie under acidie condiions,
in which cylodne undergoss conversdon
o mracil while 5-MeC remains inresctive
(Herman ot al. 1996). DN A aleady maod-
ifhed by sodium basulphie was porfied
the using Wizard 5V Gel and polymersse
chain resction (PCR) Clean-Up System
kit (Promega Coporations, Madison,
WL USA) and siored at — 70°C. One
ample wai methylated in vitro using
AU of the recom bnant Scol Cpl methy-
laze (New England Biolsha, Mismizau-
g, OMN, USA) in the presence of 160 M
S-adenogylmethionine &t 37C  over-
mght i srve ad a control of the mehy-
lated reaciion.

Methylation specfic PCA (MEP)
Differences in DMNA squences afier
restment with sodivm bisulphite wene
detecied by MSP. A fragment of 173bp
was amplified with specific pimerns for
either methylaied (foward 5ssastiiegns
bt g3 freverse 5 icgatssciiiatstestY )
or unmethylsted (forwand 5'aasstimiging
ittty Vreverse §icons hactiits tateail’ )
o el accegion  number
M28130). Each MSP reaction incospo-
rated  10dng of sulphite-modified
DA, 1 pM of each primer and 1 x Go
Tag Green Master Mix (Fromega Cos-
porstions) in & final reaction of 25 pl.

5 00 ks Wiley & Sons A

DINA meerhyarion of TER gene in oral cells

The methylated and unmethylsted eyele
conditions were 2 follows 950 x
Smin; 30 eyeles x (95°C x 454, 4T°C
w A58 T80 w 45 8); and 727C x Tmin.
Amplified PCR samples were carned on
10¥% polyac rylamide gels and subjec ied
o electrophoresis. DNA - hands  were
detected after SYBR Gold gsin (Inv-
rogzen ).

B suifite ssquending

Some samples were mbjected 1o suto-
malic sequencing o verfy the specific
methylaed and mmethylaed amplified
wquences. Afier MSF, fragmenis were
eluded from agarme gel, purifed weng
the Wizard SV Cel and PCR Claan-
Up Sydem i (Promega Corponations)
following the manufaciuness reoomime -
dati on and subjected Lo sntomatic wquen-
cing i Mpl conaning 1pl of DMA,
3 pM of sense primer and 8 pl of Big Dye
Terminator Feady v2.0 (Appliad Biosys-
lems, Foier city, CA, USA)

FANA extraction

Cingival hWopsdes were collected and
immediately stored in & tube contaning
ENAholder™ (Bioageney) at foom lem-
peraiure for 24h. Then samples were
fromen st — 0°C untl] analyses. Total
BMA was purified using the TRIzol
reagent (Invitrogen) fiollowing the man-
nfacturer's mecom mendation.

Feal-fme PCR
Reverse transcription

Ome mdcrogram of oial RNA was res-
ted with DMase (Invitrogen) and S0dng
wias used for e DNA synthesis The reac-
ton wat carried oul ueng e Firs-
strand ¢cDMA synthesis kit {Invitrogen)
following the mamfacwrer's recom-
me ndations.,

Reverse transcrigion PCR

A fragment of 172bp using specific
primers (forward 5'gocss ga gastaic cpase
nzstd e verse 5 clgpetageapac tagr ')
was amplified by a quantitative Pﬂt
thai was performed in the L:gh.l'_‘ydu
symtem (Roche INagnoeties GmbH,
Indisnapolis, N, USA) wing the Fad-
Start DNA Magter Plis SYBR Green kit
(Roche Nagnoaic GmbH.). The neac-
tion product was quantified using the
Relative Quantification tool (LIGHT-
CYCLER™ Software 4; Roche Diagnos-

73

T

tics GmbH), with glyceraldehyde-3-

phiephate delydropenase (GAPDH) &
the reference gene.

Statistical anal ysis

The difference in the methylaton sams
in the grows was compared by the ¥
test af & level of 5%, With respect o
gene expresdon analyds, an e group
analyds was performed wing the non-
parametnc Kmsksl-Wallis test st the
level of 5%, followed by Dumn's st
when differences wene detected. The
linear correlation between methylation
stams and I1-8 expresion was ieded by
the Spesrman ooefficient.

Results

Aupmatic sequencing confirmed  the
methylated and unmethylsted sequences
amplified by MSP (Fig. 1). The resulis
of DMA purified from epithelisl oral
cells dhowed that the majorty of ndi-
viduals in the conirol groap ane posil ve
for both conditions, methylsted and
unmethylated, in the 8 gene How-
ever, & high percentage of suhjects of
the periodontis groupe, smokers and
node smokers have epithelial cellk posi-
tive only i the unmethylated condition
Practically all abjects in the healthy
contrl group were methylated in con-
trast o only 23% and 200% of subjects of
periodontitiz smoldng and perodonti-
s noresmoking groups, respectively
(Fig. 2. This occurred independent of
age, and the difference between control

AAAAT TTOCOTTATATTICCT &

r\
. H w ||
b mm ik

Fig. I. CplGameshylaterd sites in he [LS pro-
mater comfemed afier amtomatic ssquencing .
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Gaus

Cpli sites to hind to DMA and promoe
chromatin condensstion, the MeCP2
prodein 15 shle o bind o only one
methylated Cpl sdte. It is known that
the inkeraction between only one Cpl
sdie and DMA enhancer e lemenis can be
enpugh o modify pene wameriplion
(Bird 1986). The promoter of [L-8 is
nod & typical Cpl dsland promoter a4 it
dowes nol contain repest sequences of
Cpl dinueleotides. The Cpl siles ane
aparse in the [LY gene promaoter. It is
warth mentoning that moa smdies on
DMA methylation are focused on gene
e ters contning moltple Cpd dies

d. 1,

mmmethy lated. (h) Meshylhton fraquency of the /LS gene promoter in ora q:l:dn]n:dk af
healthy suhjects and sohjects with chronic pesiodontitis (contral groop, N = 41; periodontitis
smukers N =3 periodontits non-smokers, N = 407

B methylsted
O unmethylated
100
&y
g ¥
; 70
m-_
_
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Control Periodontitia Peroconiis
SMOKETE MNoN-EMokars
Groups

Fig. 3. Methylsiion frequency of ithe /L8 gene promoier in gingival cells of healiby sahjecis
md smhbjects with chronic perindomtitic (contral, N = 1% periodontitic smokers, N=13;

petindongitis non-smokers, N = 15

and periodontitis groups was strongly
dgnificant (p<0ui; ¥ tesi.

The same was nol observed for DNA
purified from gingival dsme celk and
bood lencocyies Mo difference was
observed hemween the methylied and
the unmethylaied conditions for the /L8
gene promoler. The majority of the
abject were positive for both eondi-
toms in the three dfferent groups (Fgs
Jand 4)

Deta for gene expresion analysis
demomsiraied that IL-8 mRNA lkewk
were higher in the periodontitis than in
the he alily group (Fig. 5). This i fference
was sisitdcally significant (p= Q00T
Eruskal-Wallis pest).

D scussion

Epgenatics highlights how habits such
& amoking and alechol denk, det,
environmen and nfections may after
the tsmue behavowr. Stdies of DMA
methylation paitemns have emerpedasan
imporiant fleld of research in several
pathologies, if not all disesses including
chronie perodontiis, becanse this event
may modify the genetic iranseripion
dramatically. The ramenplional repres-
sion cansed by DNA mehyladon seems
o he medisied by the methyl binding
proiein (MBF) family sch as MeCF1
and MeCP2 (Wade 2001). While
MeCF1 requins muliple methylied
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andl that the analysds of the methylation
slalg in promolers conlaimng spere
Cpl sites has been larpe ly neglected.

The CpG dinucleotides s lecied in the
present  study  ane  locaed  hetween
nuclestides — 136 and +43 of the /L8
gene promoier. Il containg a basal mod-
nlator transeAplion region, comdding of
four civ-regnlator elements, an NF-xB
{(—82 o —T0), a OCAATenhancer-
binding protein (— % o —84) and
AP-protein (— 126 o — 120)-hnding
sdies. The fourth cis-regulsior element
i locaied between nucleotides — 90 and
—H3, being activaied by the Owt-1
factor, which down-regulates the FL-8
transcription (de Larco et al. 20{8)
These sites are located nesr TATA and
CCAAT boxes, which ane impartant for
the initation of transcrption.

Mgt individuals in e control group
showed an [L8 methylation stsius posi-
tive to both conditions, methylated and
unmethylated, n epithelisl oral cells,
gingival tsave cells and Wood cells
while a high frequency of perodoniits
group individoals showed completely
unmethylated epdthelial oral cella The
differences between healthy and dis-
eased mdividmls were prolably doe 1o
the differential response of datnet cell
types o producis of bactertal infection
or inflammation. While buccal mouth-
washes contained mainly epithe ial cells
(Addar & Line AWT), mngival tsues
include not only epitheial cells but ako
fibroblasts, blood cells macrophages
and some other cell types Ii is worh
mentiomng thai hasa] cells that give dae
o oral epithelom remain in the oral
cavity during ihe individual's whole
lifie, while comnective tksue fibroblasis,
inflammatory and blood cells present in
periodonial Himes are  contimously
renewed Thus, the long-lerm exposure
of has] epithelial cells o bacteral
producis and nflammaiory ¢yiokines
may be a pesible came of the specific
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Fig. 4. Methylstion frqmency of the /.5 gene promoter in lencocytes from the pesipheral
hlood of healéhy sohjecis and suhjeds with chomic periodontiiis (moirol, N=13; perio-
dontitis smaokas, N' = 13 ; parind ontitis mon -smokers, N = 13}
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Fig. 5. Imerlenkin-8 mRNA levels from gingival cells of heakthy sohjects and sobjects with
dimonic perindontitis {coniral, N = 13; periodonfiis smokers, N= 1% periodoniiiis non-

smukers, N= 13}

losa of mehylation observed i this
tsmue. B is alss imporiant o mention
that hesddes buceal epithelial cellks, the
slivary rinses could also contsin some
ather cells such = nedrophils and
monocyles, espectally in patienis with
chronde peridontitis. It seems, however,
that this & a minor contamination &5 it
was nit detecied in the PCR reactions,
where DINA was unmethylated.

The relationship between gene
methylation and local pathogens has
heen reponted. One of the examples &
the smsoctation of Helicobacter pylor
(H plod) presence and  modified
methylation ssie in gaddc cancer.
The H pylori infection incresses the
risk of methylation in genes responsible

£ 20009 Jokn Wikey & Scas A

for tumour development, incloding tran-
scripiion erasing of de CDHI gene
(Ushijima 2007, In this context, oral
infection may ako lead o epdgenetc
aleraiions, locally within gingival e
or more globally, with widespread
effects (Offenbacher et al. A0E). The
synihesds of I8 can be regulated by
vimlence facion prodoced by hacedal
cella The synthesis of ILE by uman
fibrohlast celk & enlanced by the for-
sythis detaching factor, a cyseine pro-
tesie produced by periodontopathogen
T. forythia (Tomi et al . AW#). Inieres-
ingly, incubation of oral epdihelal cells
with the Pophyromonas  gengivalis
vimlence faciors lysine-specific gngl-
pain (Egp) and high-moleculsr-mass
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srginine-pecific  gingipain  (HRgpA)
realied in a decrese in the production
of IL8, while arginine-specific gingipain
2 (RgpB), from ithe same sounoe,
incrested IL-8 prodoction (Ushara et
al. 2008). Therefore, it i plausdble to
aaume that the methylation of IL8 and
other cytokines, in diverse cell types
present in gingival (Bsoes may be
influenced by bacterial virdence fac-
tors In fact, bacieral popolysac haride,
a lnown potent inflammatory agent, was
shown 1o indoce de novo methylation in
the Cpl sdies of mowse embryonic cells
(Tatemichi et al. 2008). We predict that
futurne investigation on this subject may
help 1o mravel the molecolsr mechan-
iz by which bacterial cells modolae
periodontal inflammetion.

Clgarete smole i3 known o induee
global hypomethylation (Smith et al
2007y, Inerestingly, in ithe present
atudy, smoking was not found Lo dnber-
fere with the los of methylation in the
cells collecied in the monthwash Pre-
vims stdies alio shown meonclusive
reailis on the sk of smoking on pre-
dispoved epigenetic modification in ung
cancer (Guo et al. 2004). Oiher suthors
have sugpested thal a clesr oornelation
between methylation stams in cenain
genes  and  tobecos may  only  be
observed in heavy smokers who have a
tohacon history of maore than 50 years
and who steried oganetie smoking sl an
early age.

Finally, we wonder whether ikaue
inflammation conld be a consaquence
of the methylation ats modifications
or 3 canse of it. Fifty yesrs ago, Slangh-
ter et &l (1953) repored that “fheld
cancerization'’ could appear in oral-
stratified squamoms epitheliom cell dies
befone oral cacinoma  development
Ty, it & known that *“feeld ¢ ancertza-
tion** represenis dies that contsdn genetic
and epigenetic alerstions. “Feld cancer-
ization'’ has been described i gasnc
mucois (Maeldia et al. 2006), colorectal
cancer developed from ulcerative colitis
(Tsa et al. 2001), Baret ozsophagms
(Eads et al. 20000, lung epdthelium
(Ouo et al. 2004), chronde hepatitis
(Kondo et al Ay, kidney disesse
(Aral et al 2006) and bresst cancer
(Yan ei al. 2006). Ii is thoughi that a0
lessst some types of nflammaton mdght
lead o alierations in the epd
regulation (Ushijima 2007). The refore,
the role of perdodontal inflammation in
the development of epigeneiic shnosm-
alities in oral muocosa must nol be dis-
carded.
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Clinical Reevance

Scientific ratiooale of for the gudy:
The disgnoeis and prognoss of
periodonial inflsmmaton are closely
linked w0 & combdnation of sssocisted
factors thal creaie the clincal pheno-
type. The biology architec mre of this
phenotype  mncludes  inflammsiony
and mmunologe responses againg
a microhial compaedton of biofilms
that sre orchesirsed by individosl
genetic and epigenetic composdilions.
Alterstions in the DNA methylation
slale represent an epigenstic venl
that may modify the genetic tran-
seription drasdcally. Several suthos
have neported an sherrant methyls-
ton stalie in genes ssoctsted with

cancer and there & noressing evi-
dence that DNA methylation is ori-
tical for regulsting the inflammatory
respinde in & dynamic manner. We
have mvestigsied the methylaton
sislug in several candidste genes
in the host response Lo
oral microbial infection andie invol
vement in the desimetion of pero-
dontal Hsmes doring inflammation.
In the preseni audy, we present the
resulis found in the /L8 pene promo-
ter in samples of non-smoker healthy
subjects and smokers and non-smo-
ker mbjecis with chronde perio-
doniitis
Principal  findings: Ow  resulis
showed that the /L8 gene promoler

shows a decreste in the methylation
siams in Opdi dies in epithelia] cells
of he oral muocosa of ndividoals
with chronic periodontiti, indepen-
dent of smoking habit The same was
nol observed in gingival celk and
hlood eells

Praedcal implicatisne These resulis
show for the fist time epigenstic
changes in oral celk affected by
chronde periodontits amd this may
provide new insdghts into the role of
inflammstion in oral bology. It may
help o undergand the molecular
evenis that are ocourring in he oral
cells and may ad the development of
new methods of dagnods and rest-
ment in the e,
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