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1 INTRODUCAO

O tabagismo é considerado uma epidemia global, atingindo cerca de 1,1
bilhdo de pessoas. Em 2013, sua prevaléncia era de 25% nos adultos dos paises de
alta renda, 21% nos adultos dos paises de média renda e 16% nos adultos dos
paises de baixa renda (World Health Organization, 2015).

A fumaca do cigarro tem milhares de componentes que sdo impactantes a
saude de modo geral, e esses elementos nocivos alteram a fisiologia do osso. Foi
sugerido que o tabagismo aumenta a remodelacao 6ssea e diminui a densidade do
osso (Gao et al., 2011).

Os componentes da fumaca do cigarro exercem essa influéncia nociva sobre
a fisiologia 6ssea porgue muitos deles se ligam a um receptor denominado
hidrocarboneto arilo (Ahr) (llvesaro et al., 2005; Igbal et al., 2013), que é um fator de
transcricdo expresso em osteoblastos e osteoclastos (llvesaro et al., 2005). Culturas
celulares Ahr -/- demonstram haver menos osteoclastos em comparacdo com
culturas celulares do tipo selvagem, sugerindo que o Ahr seja fundamental a
ativacdo da osteoclastogénese induzida pelo ligante do receptor ativador do fator
nuclear Kappa-B (RANKL). Nessas culturas de células, o efeito de RANKL foi
cessado e a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) apresentou niveis
suprimidos (Igbal et al, 2013). Devido aos efeitos adversos da fumaca do cigarro, a
busca de mediadores biolégicos que poderiam atuar como balanceadores € um
tema de investigacdo em curso.

O resveratrol, um polifenol usado na medicina complementar, é encontrado
em cascas de uva, amoras, amendoins e plantas medicinais. Tem sido evidenciado
pela comunidade cientifica que o resveratrol apresenta potente efeito antioxidante,
antitumoral e anti-inflamatério. Além disso, o resveratrol parece ter a capacidade de
inibir os efeitos deletérios causados pela fumaca do cigarro em diversos tecidos,
incluindo o tecido 6sseo (Andreou et al., 2004; Kurus et al., 2009; Arcand et al.
2013). Recentemente, Bo et al. (2013) avaliaram, em estudo clinico, que o
resveratrol promoveu efeitos séricos benéficos nos marcadores inflamatorios e do
estresse oxidativo em individuos fumantes. Foi demonstrado que o tratamento com
resv reduziu as concentracdes de proteina c-reativa e triglicérides e aumentou 0s
niveis de antioxidantes totais em pacientes fumantes, sugerindo seu papel

terapéutico anti-inflamatorio e antioxidante nesses pacientes. No metabolismo



0sseo, ele é capaz de induzir a formacéo éssea e inibir processos de perda dssea
(Casarin et al. 2011; Uysal et al., 2011; Casati et al., 2013).

O resveratrol foi identificado como um ativador direto da regulacdo das
proteinas Sirtuinas (Sirt). A Sirtl pertence a familia das desacetilases de histonas
(HDACs), proteinas capazes de catalisar a desacetilacdo dos residuos de lisina nas
histonas (Stunkel et al., 2011; Tanner et al., 2000), provocando efeitos sobre a
regulacdo epigenética e a transcricdo de genes. Publicacdes recentes evidenciam
seu papel na regulacdo dos sinais e sintomas de doencas, tais como a artrite, por
exemplo, além de fazer parte da regulagdo da funcdo endotelial dos vasos
sanguineos (Arunachalam et al., 2011; Lei et al., 2011; Engler et al., 2015). No
tecido 0sseo, o resveratrol esta envolvido na regulacédo das atividades osteoclastica
e osteoblastica, promovendo equilibrio durante a diferenciacdo osteogénica e
contribuindo para a formacéo e funcdo do osso (Shakibaei et al., 2011; Zang et al.,
2016; Qu et al., 2016). Como a Sirtl € uma HDAC, o resveratrol pode ter influéncia
na modulacdo dos mecanismos epigenéticos envolvidos no tecido 6sseo.

A epigenética consiste na promocédo da estabilidade e diversidade do fenétipo
celular através das marcas da cromatina, que afetam o processo transcricional e que
sdo transmitidas através do processo de divisdo celular, mas sem promover
alteracdes da sequéncia do DNA (Tang et al., 2009; Laird et al.,, 2010). Esse
fendbmeno biolégico funciona por meio de modificacbes quimicas no DNA e nas
proteinas histonas, como a metilacdo e a hidroximetilacdo do DNA e desacetilacao
de histonas. A metilagdo do DNA é catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases
(DNMTSs). As enzimas de Ten-Eleven Translocation (TET) foram descobertas como
implicadas na catalisacdo da oxidacdo da metilcitosina (5mC) em hidroximetilcitosina
(5hmC), participando da desmetilacdo do DNA (Tahiliani et al.,, 2009). A
desacetilacdo de histonas é uma modificacdo promovida pelas enzimas HDACs, que
culmina com a condensacdo da cromatina e a regulacdo da transcricdo do DNA
(Goldberg et al., 2007). No entanto, as modificacbes da cromatina s&o mecanismos
epigenéticos dindmicos que atuam orquestradamente para promover a regulacéo da
expresséo do gene.

A regeneracdo do tecido 0sseo € regulada em varios niveis, e a regulacao
epigenética pode adicionar outra camada regulatdria a essa complexa cascata de
eventos. No entanto, os mecanismos epigenéticos e as moléculas acionados pelo

consumo do cigarro e do resveratrol na reparacédo do tecido 0sseo ainda nao foram



determinados completamente. Além disso, a hipétese de que o resveratrol pode agir
como mediador bioldgico, equilibrando os efeitos nocivos da fumaca do cigarro,
precisa ser investigada. Portanto, o objetivo deste estudo é desvendar padrdes de
expressao génica de genes essenciais da maquinaria epigenética e do metabolismo
0sseo sob a acdo da inalacdo da fumaca do cigarro e da ingestdo de resveratrol.
Além disso, a hipotese de que a inalagdo da fumaca do cigarro e a ingestdo do
resveratrol podem provocar mudancas nos niveis de metilacao e hidroximetilacdo do

gene RANKL também foi avaliada.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os padrées de expressao dos genes da
maquinaria epigenética sob o impacto que a fumaca do cigarro e a ingestdo do
resveratrol causam ao metabolismo 0sseo e observar se eles foram capazes de

desencadear alteracdes nos niveis de metilacdo / hidroximetilagdo do gene RANKL.
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3 CONCLUSAO GERAL

Os resultados apontam, de forma antagbnica, que a fumaca do cigarro e o
resveratrol modulam os padrbes de expressdao das enzimas da maquinaria
epigenética e do metabolismo ésseo. A fumaca do cigarro e o resveratrol, de
maneira contrastante, foram capazes de desencadear alteracdes no padréo de
metilacdo do gene RANKL. Os resultados chamam a atencéo para o resveratrol, que
executou um papel de modulador biologico para os ratos que inalaram a fumaca do

cigarro.
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Sao Paulo, 01/06/2015

Ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIP — ICS

Encaminho um adendo ao Projeto aprovado: “Impacto do resveratrol em condi¢cGes de risco:
Avaliacdo dos processos de reparo dsseo e da periodontite experimental induzida em ratos
diabéticos e expostos a fumaca do cigarro” (226/14) para ser avaliado por este Comité de Etica em
Pesquisa. O titulo do Projeto é “Metilacdo no DNA de genes envolvidos no reparo dsseo e na
regulagdo epigenética em ratos diabéticos, submetidos ao tratamento com resveratrol” e sera
desenvolvido pelo aluno de Mestrado em Odontologia Aladim Gomes Lameira Junior, sob minha

supervisao.

Agradeco antecipadamente.

Denise Carleto Andia
Docente do Programa de Mestrado em Odontologia
Instituto de Ciéncias da Saude — UNIP

Denise @andia.com.br
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Aluno do Programa de Pés-Graduag¢ao em Odontologia — Mestrado
Universidade Paulista
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Introdugdo: Durante o reparo do tecido ésseo, genes especificos precisam ser modulados para que o
reparo 6sseo aconteca. Esta regulacao pode ocorrer via mecanismos epigenéticos, sendo a metilagao

do DNA um dos mecanismos epigenéticos envolvidos.

Objetivo: Este projeto se propde a investigar o padrdao de metilacdo de genes envolvidos no reparo

dsseo e na regulacdo epigenética.

Material e Métodos: Como este projeto é um adendo a um projeto aprovado (226/14), os genes
avaliados serdo os correspondentes aos mRNAs que sofreram alteracdo na expressdo com o
tratamento. Assim, poderemos inferir se essas mudancas ocorreram pela regulacdo epigenética, via

metilacdo do DNA.

Extracdo e purificacdo do DNA gendmico: Poderdo ser realizadas ou por fenol/cloroférmio e

precipitacdo com etanol ou por kits comerciais de vdrias marcas existentes. A concentracdo sera

estimada utilizando-se o NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA).

Conversido do DNA pelo Bissulfito de sédio: Serad realizada com o kit Methyl SEQr™ Bisulphite

Conversion Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), ou similar. Esta metodologia converte as
citosinas ndo metiladas em uracila enquanto as citosinas metiladas permanecem como citosinas. Os
tubos com volume final de 50 plL serdo armazenados a -20°C, obtendo-se, portanto, 6ng/uL de DNA

convertido.

Avaliacdo do padrdo de metilacdo dos genes: Dependendo da qualidade e quantidade do DNA

obtido, custo e tempo disponiveis, poderdo ser realizadas ou por MSP-PCR (Methylation-Specific
Polymerase Chain Reaction), gMSP-PCR (quantitative Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction) ou COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis). Nos dois primeiros casos, serdo
desenhados 2 sets de primers, 1 set (Foward e Reverse) para a condicdo metilada e o outro set para a
condicdo ndo metilada. No MSP-PCR, as reacbes serdo conduzidas em Termociclador comum, as
amostras serdo corridas em gel e as bandas quantificadas em programa de imagem. Os controles
100% metilado e 0% metilados para comparagdo estardo presentes em cada gel e serdo
comercialmente adquiridos. No gMSP-PCR, as reagdes serdao conduzidas no Termociclador Roche 96,
com uma curva padrao de porcentagem de metilagdo, construida a partir dos controles 100% e 0%
metilados. Esta metodologia ja proporciona a quantificacdo final. No caso do COBRA, serdo
utilizadas enzimas de restricao que reconhecem sequéncias originalmente metiladas, clivando-as ou
nao, gerando fragmentos de DNA com diferentes tamanhos, que serdao observados em forma de
banda em géis, que serdo quantificadas em programa de imagem, a semelhanca do MSP-PCR. Os

controles 100% metilado e 0% metilados para comparagao estardo presentes em cada gel.



