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RESUMO

A dentição não é somente o maior componente do complexo crânio facial dos mamíferos,
mas um modelo útil de desenvolvimento, combinado em um sistema de um único órgão,
onde ocorrem fenômenos de organização espacial, simetria, aquisição de formas complexas
e citodiferenciação órgão-específica. Durante os primeiros estágios do desenvolvimento do
dente ocorre uma série de interações entre o epitélio oral e mesênquima, por meio de
diferentes moléculas sinalizadoras ao longo do futuro processo alveolar. Bmp4 atua
ativando Msx1 na região de incisivos e molares e restringe a ação de Barx1 apenas na
região dos molares. A interação entre o sinal mesenquimal Bmp4 e o sinal epitelial Shh faz
parte dos primeiros eventos da formação do germe dentário no estágio botão. As fases
seguintes são os estágios capuz e sino. Mutações nos genes Msx1 e Barx1 impedem o
desenvolvimento do germe dentário além do estágio botão. Para o gene Msx1 essa condição
é permanente, enquanto para Barx1 é temporal e o crescimento do germe dentário é
retomado após o estágio E14.5 em camundongos. O objetivo desse trabalho é investigar a
interação genética entre Msx1 e Barx1 no desenvolvimento do primeiro molar inferior na
fase sino (E16.5) e qual a influência da ausência do gene Msx1 na dimensão das estruturas
vestigiais MS, R2 e do primeiro molar inferior nas fases botão (E13.5) e sino (E16.5). Esse
estudo também se propôs a avaliar se genes Barx2, Barhl1 e Barhl2 estariam expressos em
botões de molares inferiores (E13.5). Os resultados indicaram que na ausência completa de
Barx1, um único alelo de Msx1 não é suficiente para promover a evolução do botão
dentário a capuz em camundongos E16.5 Barx1;Msx1 e não houve expressão de Bmp4

nesses camundongos. A expressão nula dos genes Barx2, Barhl1 e Barhl2 em botões de
molares inferiores em camundongos wild-type E13.5 indica que genes da família Bar não
possuem nenhum papel no desenvolvimento de molares inferiores. Ainda, dados
alométricos de Msx1

-/- (E13.5 e E16.5) indicam que a mutação no gene Msx1 e consequente
ausência de expressão de Smad1-5-8 e Shh não impede o crescimento no sentido proximal-
distal. Conclui-se que existe interação entre Barx1 e Msx1. Barx1 é necessário para
controlar os níveis de expressão de Bmp4. Barx2 possivelmente desempenha um papel
importante na morfogênese de pré-molares e incisivos inferiores. O atraso no
desenvolvimento dos molares inferiores de camundongos Msx1

-/- é permanente ao estágio
botão, contudo, os botões dentários destes camundongos continuam a exibir um
crescimento no sentido proximal-distal no estágio E16.5.

Palavras chave: Genes Homeobox, Fatores de transcrição, Histologia, Embriologia.
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ABSTRACT

The dentition is not only the largest component of the craniofacial complex of mammals,
but a useful model of development, combined in a single organ system, where phenomena
of spatial organization, symmetry, complex shape acquisition and organ-specific
cytodifferentiation occur. During the early stages of tooth development, series interactions
take place between oral epithelial and mesenchyme by different signalling molecules along
the future alveolar process. Bmp4 acts by activating Msx1 in the region of incisors and
molars and it restricts the action of Barx1 only to the molars’ region. The interaction
between mesenchymal Bmp4 signal and Shh epithelial signal is part of the first events of
tooth germ formation at the bud stage. The next stages are cap and bell. Mutations in Msx1

and Barx1 genes inhibit the development of the tooth germ beyond the bud stage. For the
Msx1 gene, this condition is permanent, while for Barx1 is temporal and the growth of
tooth germ is retaken after stage E14.5 in mice. This study investigates the genetic
interaction between Msx1 and Barx1 in the first lower molar development at the bell stage
(E16.5), the effect of the absence of Msx1 gene in the size of the vestigial structures MS,
R2 and first lower molar bud (E13.5) and bell (E16.5). This study also aimed to assess
whether Barx2, Barhl1 and Barhl2 genes were expressed in lower molars buds (E13.5). The
results indicated that in the complete absence of Barx1, a single allele of Msx1 is not
sufficient to promote the development of tooth bud to cap in E16.5 Barx1;Msx1 mice, and
there was no expression of Bmp4 in these mice. The null expression of Barx2, Barhl1 and
Barhl2 genes in lower molar buds in E13.5 wild-type mice indicates that genes of the Bar
family do not exert any role in the development of lower molars. Still, allometric data on
Msx1

-/- (E13.5 and E16.5) indicates that Msx1 gene mutation and consequently the absence
of Shh and SMAD1-5-8 expression do not prevent growth towards proximal-distal. It is
concluded that there is interaction between Barx1 and Msx1. Barx1 is necessary to control
the expression levels of Bmp4. Barx2 might play a role in the lower premolars and incisors
morphogenesis. The delayed development of Msx1

-/- lower molars is permanent at the bud
stage, however, the tooth buds of these mice continue to exhibit growth towards proximal-
distal at E16.5 stage.

Keywords: Genes, Homeobox, Transcription factor, Histology, Embryology
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1 INTRODUÇÃO

A dentição não é somente o maior componente do complexo crânio facial dos

mamíferos, mas um modelo útil de desenvolvimento, combinado em um sistema de um

único órgão, onde ocorrem fenômenos de organização espacial, simetria, aquisição de

formas complexas e citodiferenciação órgão-específica (Lumsden, 1988).

Durante os primeiros estágios do desenvolvimento do dente ocorre uma série de

interações epitélio-mesênquima, entre as células que migraram da crista neural e epitélio

oral, mediadas por diferentes moléculas sinalizadoras ao longo do futuro processo alveolar

(Chai et al, 2000, Lumsden, 1988). A iniciação da formação do dente envolve a síntese e

secreção, pelo epitélio oral, de fatores de crescimento difusíveis (Cobourne & Sharpe,

2003, Thesleff & Sharpe, 1997, Tucker & Sharpe, 2004), concomitantemente, com a

expressão de fatores de transcrição no mesênquima subjacente (Bei, 2009, Tummers &

Thesleff, 2009).

Nesse estágio ainda ocorrem interações recíprocas entre os dois tecidos,

orquestrando o desenvolvimento do órgão dentário, que mesmo antes do início da

mineralização já passa a apresentar os primeiros indícios de formação da coroa dental. O

desenvolvimento do dente prossegue através das fases iniciação, botão, capuz, e sino (Cate

& Nanci, 2003). Formam-se importantes centros de sinalização denominados nós do

esmalte primários (fase capuz) (Thesleff & Jernvall, 1997) e secundários, os quais estão

associados ao epitélio dental interno, durante o desenvolvimento das pontas das cúspides

(fase sino) (Matalova et al, 2005, Thesleff et al, 2001).

Delinear os mecanismos pelos quais as células do epitélio oral adotam e

mantém as relações moleculares que originam os dentes é crítico para entender o

desenvolvimento de síndromes dentais e para desenhar estratégias para a regeneração ou

reparo dos tecidos dentais (Liu et al, 2008).

Alterações genéticas que afetam os estágios iniciais do desenvolvimento

dentário envolvem fatores de transcrição, moléculas de sinalização e seus receptores e têm

como consequência a agenesia dental (Msx1, Pax9, Axin2, Eda) ou dentes supernumerários
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(Runx2, APC) (Bayés et al, 1998, Kere et al, 1996, Lammi et al, 2004, Nieminen, 2009,

Stockton et al, 2000, Vastardis et al, 1996, Wang et al, 2009).

Em humanos, o gene Msx1 está localizado no cromossomo 4 (Gonzalez et al,

1998), e em camundongos (Mus musculus) no cromossomo 5 (Robert et al, 1994). Além do

papel no desenvolvimento craniofacial, particularmente na odontogênese, Msx1 tem sua

expressão relacionada com a formação dos membros inferiores e superiores, além de atuar

na inibição do crescimento tumoral (Bei & Maas, 1998, Jezewski et al, 2003).

Gould e Walter (2000) mapearam o gene Barx1 no cromossomo 9 em humanos,

e nos camundongos no cromossomo 13 (Tissier-Seta et al, 1995). Barx1 possui uma forte

expressão em áreas restritas do mesênquima da cabeça, pescoço e na parede do estômago

em desenvolvimento. Também foi observada uma fraca expressão na região proximal de

membros inferiores e superiores.

A ausência da expressão de genes relacionados à morfogênese do molar, como

Msx1 e Barx1, revela que não há evolução do germe dentário além da fase botão. Este foi o

primeiro trabalho a investigar a existência de uma interação entre Msx1 e Barx1 na

formação do molar inferior.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 EMBRIOLOGIA DA FACE

A cabeça é a parte anatomicamente mais sofisticada do corpo e sua evolução foi

fundamental para a origem dos vertebrados. Dentro dos modelos de organismos usados

para o estudo do desenvolvimento humano, os roedores são os que mais precisamente

refletem o desenvolvimento, especialmente da região craniofacial (Wilkie & Morriss-Kay,

2001).

Alterações evolutivas craniofaciais (Corbo et al, 1997) fazem paralelo à origem

do crânio dos vertebrados (Wilkie & Morriss-Kay, 2001). Apesar de não existir uma

homologia estrutural óbvia entre o cérebro dos cordados e invertebrados, evidências

indicam que a mesma família de genes está envolvida em processos chave de organismos

como Drosophila melanogaster e vertebrados (Hirth & Reichert, 1999). Wilkie e Morris-

Kay (2001) questionam como um plano genético pré-existente foi modificado para atingir

uma elaboração tão espetacular, como a encontrada no cérebro. Alguns autores observaram

que genes chave são sujeitos a um único ou a vários ciclos de duplicação. O exemplo mais

conhecido é o cluster codificador do homeobox (Hox), que está presente como uma única

cópia no anfioxo, e em várias cópias nos vertebrados. Outras famílias de genes

codificadores de homeodomínios, também estão presentes em várias cópias: paired (Pax),

orthodenticle (Otx) e distal-less (Dlx) (Shimeld & Holland, 2000).

A maioria das estruturas faciais é formada a partir de células originadas da

crista neural, um tecido que permanece independente e se dissemina após o fechamento do

tubo neural, colonizando os arcos branquiais (Koentges & Matsuoka, 2002). Os arcos

branquiais são proeminências visíveis na porção superior e frontal do embrião e são os

predecessores de todos os elementos faciais. Dentro do primeiro arco branquial

desenvolvem-se três proeminências que serão a futura maxila, mandíbula e processo

frontonasal. Essas estruturas primitivas são preenchidas por células da crista neural de duas

diferentes origens: romboencéfalo e mesencéfalo (Kontges & Lumsden, 1996). A mistura

generalizada dessas células suporta a hipótese de que, a exposição a sinais instrutivos
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ambientais orientam o estabelecimento de um eixo proximal-distal para a maxila e

mandíbula formada a partir do primeiro arco branquial (Kontges & Lumsden, 1996).

2.2 ODONTOGÊNESE

O desenvolvimento da dentição dos mamíferos pode ser dividido em uma

sequência de eventos, que começa com a determinação regional da dentição. A este evento

segue-se a determinação de sub-regiões, como as regiões dos incisivos e molares.

Finalmente a morfologia individual de cada dente é formada (Jernvall & Thesleff, 2000,

Tucker & Sharpe, 2004).

A origem ou iniciação dos elementos dentários está fortemente vinculada a

células da crista neural e epitélio. Lumsden (1988) utilizou células da crista neural de

embriões de camundongos CD1 no oitavo dia embrionário (E8) e epitélio dos arcos

mandibulares de embriões E9 e E10 implantados in oculo em camundongos adultos

machos, e observou que, apenas a combinação dos dois: células da crista neural e epitélio

originaram molares, que foram observados em desenvolvimento até a fase capuz. Os

implantes de tecido epitelial ou células da crista neural originaram tecidos semelhantes ao

epitelial queratinizado e cartilagem, respectivamente.

Esses experimentos demonstraram uma relação de dependência entre epitélio e

mesênquima, cujas interações recíprocas são coordenadas por fatores de transcrição e

moléculas de sinalização conservadas nas famílias: Wnt, Fgf (fibroblast growth factor),

Bmp (bone morphogenetic protein) e Hedgehog, regulando a iniciação dos germes dentários

(Jarvinen et al, 2006, Jernvall & Thesleff, 2000).

Os fatores de transcrição são por definição moléculas que interagem com o

DNA modulando a expressão de um gene. Os genes homeobox, codificam fatores de

transcrição e atuam como genes controladores do desenvolvimento e da evolução. Fatores

de transcrição, como Msx1, Lef1, Pax9, Barx1, Lhx6/7 e membros da família Dlx atuam

downstream dos sinais epiteliais para regular a iniciação do dente e sua morfogênese

(Cobourne & Sharpe, 2003, Thesleff & Sharpe, 1997).
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Durante a fase de iniciação vários brotos epiteliais se formam na região do

diastema entre incisivos e molares. A atrofia destes brotos epiteliais parece estar associada

com a expressão diminuída do gene Pax9 (Keranen et al, 1999). É interessante notar que,

mutações nos genes Pax9, Msx1 e Activin beta A em camundongos knockout também

causam o bloqueio do crescimento do germe dental na fase de botão (Ferguson et al, 1998,

Satokata & Maas, 1994). Da mesma forma que, mutações inativadoras do inibidor da

sinalização do Wnt, o Axin2, causa uma diminuição no número de dentes, devido à falta de

reposição dos mesmos (Jarvinen et al, 2006).

Em uma série de experimentos de expressão em camundongos, Tucker e

colaboradores (1998b) demonstraram que Bmp4 ativa a expressão de Msx1, levando ao

desenvolvimento de incisivos e molares. Ainda segundo esses autores, Bmp4 inibe a

expressão de Barx1, limitando sua expressão proximalmente, na região de molares em E10.

Fgf8 estimula a expressão de Barx1. Quando a sinalização de Bmp4 foi inibida durante os

estágios iniciais de desenvolvimento através da aplicação exógena da proteína Noggin, a

expressão ectópica de Barx1 resultou na transformação de incisivos em molares (Tucker et

al, 1998b).

Altos níveis de Fgf8 ativam a expressão dos genes homeobox Lhx6 e 7 na

região oral. É interessante notar que nessa região a expressão de Fgf8 e Bmp4 é

mutuamente antagônica (Stottmann et al, 2001). Uma vez que, o mesênquima com

potencial odontogênico inativo entre em contato com o epitélio oral e seja ativado pelo

Fgf8, seguirá uma cascata de eventos que irá resultar na formação final de um dente

específico. Essa cascata de eventos inicia-se com a liberação, pelo mesênquima, do Bmp4,

que induz a proliferação das células epiteliais. A proliferação do epitélio prossegue com a

formação do botão epitelial, que, juntamente com o mesênquima condensado subjacente,

formam o primeiro estágio do germe dental (Kettunen & Thesleff, 1998, Tucker & Sharpe,

2004).

Os fatores de crescimento são importantes moléculas sinalizadoras que podem

afetar o desenvolvimento de outra célula na vizinhança, de forma parácrina, ou exercer um

efeito autócrino (Scarel et al, 2003). O epitélio oral em desenvolvimento pode ser dividido
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em dois domínios onde são expressos lateralmente os fatores de crescimento: Fgf8 e Fgf9,

sobrepondo o campo dos futuros molares, e Bmp4 que é expresso distalmente, sobrepondo

o campo dos futuros incisivos. O Fgf8 (e Fgf9 de uma forma menos atuante) regula

positivamente a expressão de Barx1 (Bar homeobox 1) e Dlx2 (distal-less homeobox2),

enquanto Bmp4 regula positivamente a expressão de Msx1 e Msx2 (homeobox, msh-like 1 e

2), ao mesmo tempo, que regula negativamente Barx1 (Bei et al, 2004, Ferguson et al,

2001, Haworth et al, 2007, Tucker et al, 1998b). Esses eventos resultam na restrição da

expressão dos genes Barx1 e Dlx2 na região dos futuros molares e Msx1 e Msx2 na região

dos futuros incisivos (Tucker et al, 1998a).

A importância desses genes homeobox pôde ser identificada em estudos com

camundongos knockout. Dlx1 e 2 são coexpressos proximalmente na região dos futuros

molares e acredita-se que possuam uma função no desenvolvimento dos molares. O tipo do

dente é determinado precocemente no desenvolvimento, pela expressão espacialmente

restrita do gene homeobox no mesênquima. Camundongos com ausência funcional dos

genes Dlx1 e Dlx2 possuem um padrão fenotípico de dentes, no qual há inibição  do

desenvolvimento dos molares na maxila, enquanto o desenvolvimento de todos os outros

dentes é normal (Thomas et al, 1997). O fato de que o gene Dlx é expresso de formas

diferentes na mandíbula e maxila indica que há uma diferença genética básica entre os

molares na arcada superior e inferior (Zhao et al, 2000b).

Em humanos, agenesias dentárias envolvendo os genes Msx1 e Pax9 estão

restritas a porção posterior da dentição. Apesar de mutações em Msx1 envolverem pré-

molares e raramente molares, as mutações em Pax9 apresentam agenesias em padrão

oposto a Msx1 (Ogawa et al, 2006). Estudos em camundongos demonstraram que em

animais mutantes homozigotos para Msx1 e Pax9 o desenvolvimento do dente fica restrito

ao estágio botão (Peters et al, 1998, Satokata & Maas, 1994).
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2.3 MODELOS ANIMAIS UTILIZADOS PARA O ESTUDO DO

DESENVOLVIMENTO DENTAL

Os camundongos (Mus musculus) são os animais mais comumente utilizados

em estudos de alterações genéticas. A dentição dos camundongos é composta em cada

quadrante por um único incisivo, um diastema e três molares. Em cada quadrante, o

incisivo é separado dos três molares por um diastema, onde incisivo, canino e pré-molar

estariam presentes em outras espécies. Nos camundongos a morfogênese é iniciada no

estágio E11, quando ocorre o espessamento dentário na área dos incisivos e molares (Viriot

et al, 2000).

Apesar da ausência de pré-molares nos camundongos adultos, existe evidência

morfológica para o desenvolvimento de estruturas em formato de botão, que se

desenvolvem antes do desenvolvimento do primeiro molar (M1) superior e inferior, e

anterior a ele (Prochazka et al, 2010). Essas estruturas têm sido interpretadas como botões

de pré-molares rudimentares ou vestigiais (Peterkova et al, 2002, Viriot et al, 2002). Na

mandíbula, esses botões chamados MS (mesial segment) e R2 (second rudiment)

desenvolvem-se transitoriamente entre os dias embrionários (E) 12 e 13, respectivamente, e

começam a regredir. Entre os estágios E13.5 e 14.5 ocorre apoptose em algumas porções de

R2, que passa a integrar M1, que se torna uma estrutura diferenciada em E14.5 (fase capuz)

(Peterkova et al, 2002, Viriot et al, 2000). Exceto por M2 (segundo molar) e M3 (terceiro

molar), que são formados a partir da porção posterior final dos molares anteriores a eles, os

outros botões e estruturas rudimentares são formados pela invaginação do epitélio que

forma um botão a partir da lâmina dental. O mesênquima condensa-se ao redor dos botões

de molares e mais tarde forma a papila dental. Cada molar exerce um efeito inibitório sobre

o sucessor, e cada estrutura posicionada anteriormente a nova estrutura formada terá

porções distais integradas morfologicamente ao seu sucessor, como ocorre entre M1 e M2 e

possivelmente em estruturas como MS e R2 (Prochazka et al, 2010)
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2.3.1 Produção de camundongos knockout

A tecnologia denominada gene knockout ou gene targeting é o resultado da

combinação de duas técnicas: cultura de células-tronco embrionárias (ES) e introdução de

mutações nas células, através de recombinação homóloga. O processo de recombinação

homóloga foi demonstrado pela primeira vez em bactérias (LEDERBERG, 1955). Alguns

pesquisadores (Smithies et al, 1985, Thomas & Capecchi, 1986) passaram a utilizar a

recombinação homóloga, com auxílio de vetores (Evans & Kaufman, 1981), para introduzir

sequencias exógenas de DNA em células-tronco de camundongos (Evans & Kaufman,

1981, Robertson et al, 1986).

Sequências de DNA podem sofrer alterações, permitindo alguns rearranjos

provocados por recombinação homóloga. Este processo é extremamente importante para a

evolução das espécies, favorece a troca de material genético entre cromossomos

recentemente duplicados durante a meiose e ainda assegura que cada gameta possua

informação genética materna e paterna. A recombinação de DNA envolve a troca de

material genético, tanto entre múltiplos cromossomos, como entre diferentes regiões do

mesmo cromossomo. Durante esse processo, duas moléculas de DNA dupla-fita, que

possuem regiões com sequências muito semelhantes (homólogas), alinham-se através da

complementaridade das bases nitrogenadas. As moléculas de DNA podem, então, realizar o

crossover: as duas fitas de cada hélice são clivadas, e as extremidades são religadas às

extremidades da molécula de DNA oposta, restaurando duas duplas hélices intactas, cada

uma formada por partes de duas moléculas de DNA diferentes (Alberts et al, 2006, Clancy,

2008)

A recombinação homóloga entre sequências de DNA nativas e clonadas permite

a transferência de qualquer modificação no gene clonado para o genoma da célula

hospedeira. Um vetor contendo a mutação desejada é introduzido em células-tronco

embrionárias por eletroporação ou microinjeção. Na maioria das células o vetor é

incorporado aleatoriamente ao genoma das ES, contudo em algumas células o vetor

transfere a mutação para o genoma por recombinação homóloga. A confirmação da
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incorporação da mutação ao genoma da célula pode ser realizada por PCR. As células são

então injetadas na cavidade do blastocisto (blastocele) de um embrião pré-implantado e o

blastocisto é transferido cirurgicamente para o útero de outro camundongo (Capecchi,

1989).

Em experimentos convencionais, o vetor contém a sequência de DNA

homóloga ao gene alvo, um gene para seleção por antibióticos (como neomicina - neo) e

um gene timidina quinase do vírus herpes simples (HSV-tk), adjacente à região de

homologia. O vetor é desenhado de tal forma que a recombinação homóloga não resulte na

transferência do gene HSV-tk, o qual é perdido durante o crossover. Somente as células

onde a recombinação é aleatória mantêm esse marcador. Usando G418 para selecionar

células com o gene neo e aciclovir contra células com o gene HSV-tk, é possível selecionar

células com eventos positivos de recombinação homóloga (Capecchi, 1989).

Para algumas mutações, há uma enorme letalidade após o nascimento. Faz-se

necessária uma técnica que possa ser ativada em outros períodos de desenvolvimento. A

técnica utilizada nesses casos é o sistema Cre/loxP para geração de knockouts

condicionados. A proteína recombinase Cre (Causes recombination) do bacteriófago P1 é

uma recombinase com 38 kDa, capaz de catalisar sem o auxílio de proteínas adicionais ou

cofatores, a recombinação entre dois sítios loxP (locus of crossover of P1), cada um destes

possui 34pb, consistindo de duas sequências palindrômicas com 13pb, separadas por um

separador direcional de 8pb (Liu et al, 2000, Missirlis et al, 2006, Sauer & Henderson,

1988) (Figura 1).
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loxP site Left inverted repeat
sequence

Spacer
(5’→3’)

Right inverted repeat sequence

Wild-type ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT

Figura 1. Sequência dos sítios loxP e separador direcional. Fonte: Adaptado de Missirlis et al,
2006.

Sítios Cre-loxP favorecem trocas intra ou intermoleculares. Dependendo da

localização e da orientação desses sítios, eles podem inverter, inserir, remover ou trocar os

fragmentos de DNA em eucariotos e procariotos. A orientação do inserto do DNA pós-

recombinação é dependente da orientação dos sítios antes da reação. Sítios que estão na

mesma orientação do DNA e entre as sequencias loxP serão removidos. Se a orientação for

contrária, o DNA será invertido (Missirlis et al, 2006, Sauer & Henderson, 1989, Sauer &

Henderson, 1988).

O sistema pode ainda utilizar linhagens Cre indutíveis: através da fusão do Cre

com o domínio de ligação do receptor de estrogênio mutato (Feil et al, 1996), ativação do

Cre por tamoxifen (Weber et al, 2003) e ativação da transcrição condicionada à tetraciclina

(Belteki et al, 2005). Durante o cruzamento de linhagens Cre com Rosa26R, a expressão do

lacZ é ativada pela remoção de um códon de parada (stop codon) e do gene neomicina

(Soriano, 1999).

Há vários modelos animais para o estudo de agenesias, em particular, animais

homozigotos para mutações nos genes Msx1 e Barx1 apresentam alterações no

desenvolvimento dos germes dos molares.
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3 PROPOSIÇÃO

Investigar a interação genética entre Msx1 e Barx1 na formação do primeiro

molar inferior na fase sino (E16.5) e qual a influência da ausência do gene Msx1 na

dimensão das estruturas vestigiais MS, R2 e do primeiro molar inferior nas fases botão

(E13.5) e sino. Propôs-se também avaliar se os genes Barx2, Barhl1 e Barhl2 estariam

expressos em botões de molares inferiores.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos knockout Barx1 e Msx1 provenientes de cruzamentos seletivos e

segregantes F2 foram gerados e mantidos no Biological Services Unit da King’s College

London, de acordo com regulamentações estabelecidas pela UK Home Office, sob o número

de referência 70/6870.

4.1.1 Msx1

O camundongo mutante Msx1 (Houzelstein et al, 1997a) foi produzido por

recombinação homóloga. O plasmídeo nlacZ foi introduzido no sítio BglII, do segundo

exon do gene Msx1 de camundongo, de tal forma que interrompesse a terceira hélice do

homeodomínio deste gene. O gene da neomicina (neo), sob o controle do promotor timidina

quinase, foi introduzido logo após o gene nlacZ para que fosse obtida uma seleção positiva

das células-tronco embrionárias (Figura 2).

Figura 2.Construção do lócus Msx1-nlacZ. XbaI (Xb), HindIII (H), BglII(Bg), BamHI(B),
EcoRI (E), neomicina (neo) e Diphtheria toxin A gene (DTA). Fonte: Adaptado de Houzelstein
et al, 1997.
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4.1.2 Barx1

A linhagem de camundongos knockout Barx1 foi desenvolvida pelo

departamento Craniofacial Development & Orthodontics, na instituição King’s College

London (Miletich et al, 2011). Foi utilizado o sistema CreloxP para possibilitar a remoção

do exon 3. As células positivas para a recombinação homóloga foram selecionadas por

neomicina (Figura 3).

Figura 3. Geração de camundongo mutante Barx1 através do sistema CreloxP. Fonte:
Adaptado de Miletich et al, 2011.

Os cruzamentos foram realizados entre animais knockout heterozigotos Barx1,

Msx1 e Barx1;Msx1. Ao meio-dia do dia em que os tampões vaginais foram detectados

tanto nos animais knockout, quanto em wild-type (WT) foi considerado dia embrionário (E)

0.5.
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4.2 OBTENÇÃO DOS EMBRIÕES

Camundongos com prenhez de 13.5 e 16.5 dias foram sacrificados por

deslocamento cervical. As placentas contendo os embriões foram coletadas em tubos de

polipropileno (50mL), contendo PBS1X resfriado e colocados no gelo. Os embriões foram

removidos da placenta e decapitados. A cauda de todos os embriões foi coletada em

microtubos para reação de genotipagem, com o objetivo de confirmar a presença de

mutações nos genes Barx1 e Msx1 assim como, a ausência de alterações nesses mesmos

genes para o embrião WT. Durante esse trabalho, foram coletados 37 embriões E13.5 (7

ninhadas) e 3 embriões E16.5 (uma ninhada).

4.3 GENOTIPAGEM

Às caudas coletadas foi adicionado 200L de DirectPCR® Lysis Reagent Tail

(Peqlab-31-101-T), contendo 0.9mg/mL Proteinase K (Sigma). A reação de lise foi

incubada a 55°C por 16 horas e após esse período, inativada a 85°C por 45 minutos.

Para reação de PCR do gene Barx1 (Tabela 1 e 2) foram utilizados, 1L da

reação de lise, com 0.5M de primer senso, 0.25M primer antisenso, 0.25M primer Neo

(Tabela 1), 0.2mM de dNTPs (Promega), 5X GoTaq Flexi (Promega), 2.5mM de MgCl2

(Promega), 0.5L DMSO (Sigma), 0.3125u Go Taq Polymerase (5u/L - Promega). O

primer Neo foi utilizado para confirmar a presença do gene neomicina, uma vez que sua

presença indicaria sucesso no processo de geração do camundongo knockout para o gene

Barx1.
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Tabela 1. Seqüência dos primers e tamanhos dos produtos de PCR para o gene Barx1.

Primer 1- Senso 5'-3' CGCAGTGTTCAAGTTCCCACT

Primer 1- Antisenso 5'-3' CTATTCTGGAAAGAGTAACGCACA

Primer Neo GAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCC

Wild-type 358pb

Homozigoto 445pb

Heterozigoto 358pb e 445pb

A reação de PCR foi realizada no termociclador MJ Research PTC-200,

segundo condições descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condições de termocilcagem para reação de PCR para genotipagem do
camundongo knockout Barx1.

95°C 5 minutos

95°C 1 minuto

62°C 1 minuto 9 vezes

72°C 1 minuto

95°C 1 minuto

60°C 45 segundos 29 vezes

72°C 45 segundos

72°C 10 minutos

4°C ∞
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Para a reação de PCR (Tabela 3 e 4) do gene Msx1 foram utilizados, 1L da

reação de lise, 0.5M primer senso, 0.5M antisenso, 0.5M primer LacZ (Tabela 3) e 2X

KAPA HiFi Hot Start ReadyMix (Kapabiosystems).

Tabela 3. Seqüência dos primers e tamanhos dos produtos para o gene Msx1.

Primer 1- Senso 5'-3' TTCTCCAGCTCGCTCAGCCTCACC

Primer 2- Antisenso 5'-3'
TGCAGGACCGCCAAGAGGAAAAGAGAG
GCC

Primer LacZ GGCAAAGCGCCATTCGCCATTCAGGC

Wild-type 171pb

Homozigoto 244pb

Heterozigoto 171pb e 244pb

A reação de PCR foi realizada no termociclador MJ Research PTC-200 (Tabela

4).

Tabela 4. Condições de termocilcagem para reação de PCR do gene Msx1.

94°C 3 minutos

80°C 5 minutos

94°C 1 minuto

60°C 1 minuto 40 vezes

72°C 1 minuto

72°C 10 minutos

4°C ∞
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A eletroforese de todas as reações de PCR foi realizada em gel de agarose 2%

(Sigma), contendo 0.5g/mL de brometo de etídeo (Sigma).

4.4 PROCESSAMENTO HISTOTÉCNICO

Após a decapitação dos embriões E13.5 e E16.5, as cabeças foram

imediatamente fixadas em solução de paraformaldeído 4% (Sigma), em PBS1X, durante 30

minutos. As cabeças dos embriões E16.5 foram posteriormente descalcificados em solução

de 4.13% EDTA (Sigma), em temperatura ambiente e sob agitação constante durante 2 dias

e lavadas em PBS1X. Após esse procedimento foram fixadas por 45 minutos em solução de

paraformaldeído 4% (Sigma). As cabeças dos embriões E13.5 e E16.5 foram desidratados

em banhos crescentes de álcool: 30% (1 hora), 50% (1 hora) e 70% (16 horas a -20°C). O

restante do processamento até a fase de inclusão foi realizado de forma automatizada

utilizando-se o equipamento Leica ASP300 Tissue Processing (Tabela 5).

Tabela 5. Processamento histotécnico.

Solução Tempo

Álcool 90% 1 hora

Álcool 100% 4X - 1 hora

Xilol (Solmedia) 2X - 1 hora

Parafina (Solmedia) 3X - 1 hora

Xilol (Solmedia) 2X - 1 hora

Parafina (Solmedia) 3X - 1 hora
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As cabeças foram posicionadas frontalmente e emblocadas em parafina. Deste

material foram obtidos cortes histológicos seriados com 8m de espessura, em micrótomo

da marca Leica (modelo RM2245) e com navalhas próprias para cortes histológicos (Leica

819). Os cortes foram dispostos sobre gotas de água RNase free, sobre lâminas de vidro

Super Frost Plus (75mm x 25mm – Thermo Scientific). Os cortes histológicos ímpares

foram montados em lâminas “A” e os cortes pares em lâminas “B” (Figura 4). As lâminas

“A” foram coradas por Hematoxilina-Eosina e as lâminas “B” utilizadas para experimentos

de expressão gênica.

Figura 4. Esquema de montagem dos cortes histológicos. Cortes ímpares foram montados nas
lâminas A (painel superior) e cortes pares nas lâminas B (painel inferior).
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4.5 COLORAÇÃO POR HEMATOXILINA-EOSINA

As lâminas histológicas da série “A” dos embriões genotipados foram coradas

por Hematoxilina-Eosina e montadas com DPX (Solmedia), segundo protocolo apresentado

na Tabela 6

Tabela 6. Coloração por Hematoxilina-Eosina.

Solução Tempo

Histoclear (Solmedia) 2X - 10 minutos

Álcool 100% 2 minutos

Álcool 90% 2 minutos

Álcool 70% 2 minutos

Álcool 50% 2 minutos

Água destilada 2 minutos

Hematoxilina de Ehrlich (Solmedia) 10 minutos

Água corrente 10 minutos

Água destilada 10 segundos

Álcool acidificado
(1% HCl em 95% Álcool)

15 segundos

Água corrente 10 minutos

Água destilada 10 segundos

0.5% Eosina
(Thermo Scientific)

5 minutos

Água destilada 10 segundos

Água destilada 10 segundos

Álcool 70% 2 minutos

Álcool 90% 2 minutos
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Álcool 100% 3X - 2 minutos

Secar a temperatura ambiente 20 minutos

4.6 PESAGEM DE EMBRIÕES

O processo de pesagem foi realizado antes da decapitação e coleta da cauda

para genotipagem, apenas para os embriões dos camundongos knockout Msx1 (E13.5 e

E16.5), utilizados para o estudo alométrico. Os embriões foram posicionados em Parafilm®

M (American National Can Company), secados com auxílio de seringa tríplice e pesados

em balança de precisão Mettler Toledo (PB153-S), sobre uma placa petri (Figura 5).

Figura 5. Embrião de camundongo (E13.5) posicionado sobre o Parafilm® e placa Petri, após
secagem.
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4.7 AVALIAÇÃO ALOMÉTRICA DE MS, R2 E M1.

Alometria, termo criado por Huxley e Teissier em 1936, designa as alterações

de dimensões relativas das partes do corpo que estão correlacionadas com transformações

das dimensões globais(Gayon, 2000).

Para o estudo alométrico foram utilizados cortes histológicos das lâminas “A”

dos embriões E13.5 e E16.5 (Tabela 7) coradas com Hematoxilina-Eosina. Os cortes

histológicos foram fotografados no microscópio Zeiss Axioskop II Plus, objetiva de 20x e

as imagens capturadas com software Axiovision versão 4.1 (Zeiss). A escala do software

ImageJ foi calibrada utilizando-se a imagem de uma lâmina micrométrica de 1mm (Figura

6), fotografada sob as mesmas condições do restante das imagens.

Tabela 7. Embriões utilizados para o estudo alométrico.

Dia embrionário
(E)

Genótipo Número de cabeças (n)

13.5

Wild-type 13

Heterozigoto 14

Homozigoto 9

16.5

Wild-type 1

Heterozigoto 1

Homozigoto 1
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Figura 6. Lâmina micrométrica, 1mm. Objetiva de 10X.

De acordo com a calibragem realizada no ImageJ, 500m equivalem a 960

pixels (1.92pixels/m) (Figura 7).

Figura 7. Calibragem da escala no ImageJ utilizando-se lâmina micrométrica (Objetiva de
20x). De acordo com o software, 500m (linha verde) equivalem a 960 pixels.
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Após a mensuração da região do espessamento epitelial (região de MS para

E13.5 ou apenas início de M1 para E16.5) de vários cortes histológicos dos embriões,

chegou-se a conclusão de que correspondia a valores maiores ou iguais a 45m no sentido

oral-aboral (O-A) (linha verde - Figura 8 ). Este valor foi utilizado para identificar o

primeiro corte histológico a ser contabilizado para o cálculo de P-D. Da mesma forma,

foram mensurados vários cortes histológicos até o desaparecimento por completo do

espessamento epitelial para a definição do último corte contado correspondente a M1

(E13.5 e E16.5). Padronizou-se como medida O-A para o último corte histológico contado,

valor maior ou igual a 40m. Os cortes histológicos iniciais e finais que seguiram essa

regra foram utilizados para definir a medida proximal-distal (P-D) dos embriões E13.5, dos

quais foram contados o número de cortes histológicos onde foram identificadas as

estruturas MS, R2 e M1. A esse número multiplicou-se a espessura dos cortes (8m) e a

quantidade total de lâminas (n=2). Para o cálculo P-D dos embriões E16.5 foram utilizados

somente cortes histológicos de M1.

A escolha dos maiores germes dentários (E13.5 e E16.5) foi feita através da

mensuração das imagens de R2 (E13.5) e M1 (E16.5), no sentido vestíbulo-lingual (V-L)

(linha amarela - Figura 8). Os germes dentários que apresentaram maior medida vestíbulo-

lingual foram ainda medidos no sentido oral-aboral (O-A). Os resultados foram

categorizados de acordo com o peso dos embriões.
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Figura 8. Mensurações do maior botão dentário. Linha verde - sentido oral-aboral. Linha
amarela – sentido vestibulo-lingual. L – língua. Coloração Hematoxilina-Eosina. Objetiva de
20x.

4.8 IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA AVALIAR A EXPRESSÃO DE

PHOSPHO-SMAD 1-5-8

Lâminas histológicas dos embriões Msx1 E13.5, série “B”, contendo germes

dentários foram selecionadas para reações de imunohistoquímica. Os cortes foram

diafanizados em dois banhos de Histoclear (Solmedia), com duração de 15 minutos cada. A

seguir foram reidratados, em cadeia decrescente de concentração de álcool: 100% (5

minutos), 95% (2 minutos), 90%, 80%, 60% (5 minutos cada) e por fim e 30% (5 minutos).

Para bloquear a presença de peroxidase endógena foi utilizada solução de 3% Peróxido de

Hidrogênio (BDH) e 10% Metanol (BDH). Os cortes foram lavados por 5 minutos em 0.2%
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TritonX-100 (BDH). Após a lavagem, as lâminas receberam tratamento para recuperação

antigênica. Para tal finalidade, foram imersas em solução de 10mM Tris Base (Sigma) - pH

9.0, 1mM EDTA (Sigma), 0.05% Tween®-20. (Sigma). O recipiente foi colocado no forno

microondas em potência máxima durante 5 minutos, por cinco vezes e deixado por um

período de 20 minutos a temperatura ambiente, para o resfriamento da solução. Locais não

específicos de ligação foram bloqueados com a utilização de 10% BSA (Sigma) e 10%

Soro Fetal Bovino (Life Technologies).

Os cortes foram incubados em anticorpo primário policlonal phospho-Smad 1-

5-8 (1:100 – Cell Signalling), em câmara umidificada durante 16 horas, seguido de

lavagens em 0.2% TritonX-100 (BDH) e incubação em anticorpo secundário biotinilado

anti-rabbit (1:100 – Vector Laboratories) durante uma hora, à temperatura ambiente.

Sequencialmente foram realizadas novas lavagens em 0.2% TritonX-100

(BDH). Utilizou-se TSA™ Fluorescence Systems (Perkin Elmer), conjugado a HRP

(Peroxidase do rábano silvestre), que permitiu amplificar o sinal da fluorescência.

As lâminas foram montadas com Vectashield Mounting Medium with DAPI

(Vector Laboratories) e as imagens obtidas em microscópio Zeiss Axioskop II Plus, com

objetiva de 20X, com auxílio do software Axio Vision 4.1, mantendo-se o mesmo tempo de

exposição para as imagens. A análise da fluorescência foi realizada com o programa Image

J.
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Assim sendo, para o cálculo da intensidade de fluorescência, as imagens foram

separadas em padrão RGB (R-vermelho, G-verde e B-azul), com auxílio do software

ImageJ. Utilizou-se a imagem do canal verde, convertida em escala de tons de cinza de 8

bits, a qual foi  delineada e mensurada (Figura 9).

Figura 9. Botão dentário Msx1 heterozigoto E13.5. Imagem do canal verde RGB, convertida
em escala de cinza 8 bits. A área delimitada foi mensurada. Imagem obtida da tela do canal
verde (cinza 8 bits) do software ImageJ.
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Da mesma forma, também foram mensuradas regiões com a cor preta,

correspondentes ao background das imagens. A intensidade total de fluorescência foi obtida

segunda a equação:

Intensidade Total de Fluorescência = Intensidade de fluorescência – (Área x

Média do Background)

Para o cálculo da Intensidade Total Corrigida de Fluorescência, ao valor obtido

para wild-type e heterozigoto foi subtraído o valor igualmente corrigido da fluorescência de

homozigoto.

4.9 HIBRIDIZAÇÃO IN SITU NÃO RADIOATIVA PARA AVALIAR A

EXPRESSÃO DE BMP4, BARX2, BARHL1, BARHL2 E SHH.

Selecionou-se lâminas da série “B” de embriões E13.5, para avaliar a expressão

de genes da família Bar e Shh, e E16.5, para avaliar a expressão de Bmp4 , as quais foram

reidratadas (Tabela 8), refixadas em 4%PFA (Sigma) e lavadas por 5 minutos em PBS1X.

Tabela 8. Reidratação dos cortes histológicos.

Solução Tempo

Xilol (Solmedia) 3X - 3 minutos

Álcool 100% 2X - 2 minutos

Álcool 95% 2X - 2 minutos

Álcool 70% 2X - 2 minutos

Água RNase Free 2X - 10 segundos
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A recuperação antigênica foi realizada com 4g/mL Proteinase K (Sigma)

durante 8 minutos a temperatura ambiente. Após esse período foram lavadas em PBS1X,

durante 5 minutos e fixadas novamente em 4% PFA por 5 minutos. Após a lavagem, as

lâminas foram incubadas em solução de acetilação (1.25% Trietanolamina - Sigma, 0.26%

HCl - Sigma e 0.25% Ácido Acético Anidro - BDH), por 10 minutos a temperatura

ambiente.

As lâminas foram pré-hibridizadas em solução (Tabela 9) a 65ºC, durante 1

hora. Seguiu-se hibridização com sonda de RNA, desnaturada a 80°C, por 10 minutos, em

Solução de Hibridização (1g RNA:150L), na mesma temperatura, por 16 horas.

Tabela 9. Solução de Hibridização

Reagente Quantidade

Formamida (Merck) 50%

50% Dextran Sulfato (Millipore) 10%

50X Denhardts (Sigma) 2%

RNAt de levedura (Life Technologies) 250g/mL

5M NaCl (BDH) 0.3M

1M TrisHCl (pH 8) 20mM

0.5M EDTA (Sigma) 5mM

20% Sarcosil (Sigma) 5mM

1M NaPO4 (Sigma) 10mM
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A Tabela 10 sumariza as lavagens realizadas no segundo dia da reação de

hibridização.

Tabela 10. Segundo dia da reação de Hibridização in situ.

Solução Tempo Temperatura

5x SSC* 10 minutos Ambiente

Solução I (0.5M NaCl, 10mM TrisHCl, pH 7.5
e 5mM EDTA)

3 X 10
minutos

37°C

0.02mg/mL RNaseA (Thermo Scientific ) em
Solução I

30 minutos Ambiente

Solução I 15 minutos 37°C

Solução II (50% Formamida e 50% 5xSSC) 2 X 20
minutos

65°C

2xSSC 30 minutos 37°C

0.1xSSC 15 minutos 37°C

PBT (PBS1X, 0.1%Tween-20) 15 minutos Ambiente

*20xSSC, pH 7 - (3M NaCl e 0.3M Citrato de Sódio)

Os sítios de ligação inespecífica foram bloqueados em solução contendo 10%

Soro de Cabra (Life Technologies) em PBT, durante 1 hora em câmara umidificada. A
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seguir foram incubadas em Anti-DIG (1:5000 - Roche) em solução de 1% soro de cabra em

PBT, a 4ºC durante 16 horas.

As lâminas foram lavadas a temperatura ambiente em PBT e NTMT (10mM

NaCl, 100mM TrisHCl - pH 9.5, 50mM MgCl2, 0.1%Tween-20).

Para o desenvolvimento da coloração, 10% Álcool polivinílico (Sigma) e

10mM NaCl foram aquecidos no forno microondas até completa dissolução. Após

resfriamento dessa solução foi adicionado 100mM Tris HCl, pH 9.5, 5mM MgCl2,

2.6L/mL NBT (Roche) e 2L/mL BCiP (Roche). As lâminas foram incubadas a 37°C até

o desenvolvimento da cor. Subsequentemente, foram lavadas em PBS1X, fixadas em

4%PFA durante 1 minuto, lavadas novamente em PBS1X e montadas em Aquatex®

(Merck).

4.9.1 Sondas de RNA.

Em camundongos Msx1
-/- não há expressão de Bmp4 e por consequência não há

ativação e manutenção dos níveis de expressão do gene Shh, resultando na falha da

transição de botão para capuz do germe dentário e da formação dos nós do esmalte. A

sonda de RNA para Bmp4 foi utilizada para avaliar como a expressão desse gene foi

afetada em embriões Barx1;Msx1. Para eliminar a hipótese de que algum gene da família

Bar (Barx2, Barhl1 e Barhl2) pudesse interagir com Msx1, verificou-se se haveria

expressão desses genes na região dos botões dos molares inferiores no estágio E13.5 em

embriões wild-type. O estágio botão foi escolhido, uma vez que Msx1 é um gene

fundamental para a transição botão-capuz e sua ausência faz com que os germes dentários

permaneçam definitivamente no estágio botão. Portanto, se existisse algum tipo de

interação entre Msx1 e algum membro da família Bar sua primeira evidência seria em

E13.5
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A expressão do gene Shh foi avaliada em lâminas “B” dos embriões Msx1

knockout E13.5 utilizados para alometria, com o objetivo de correlacionar dados de

expressão gênica aos achados alométricos.

Assim sendo, para a preparação das sondas antisenso de RNA foram utilizados

cDNAs clonados em vetores variados (Tabela 11).

Tabela 11. Sondas de RNA

Inserto Vetor Tamanho do
inserto

(Ref. Seq.)

Referência Enzimas
de

restrição

RNA
Polimerase

Bmp4 pSP72 1Kb
(NM_007554.2)

(Jones et al,
1991)

EcoRI SP6

Barhl1 pYX-
Asc

2123pb
(BC055731)

Image Clone SalI T3

Barhl2 pYX-
Asc

2047pb
(BC078444)

Image Clone SalI T3

Barx2 pBS-
SK+

1274pb
(L77900.1)

Depew XhoI T3

Shh pBS-
SK+

2.6Kb
(NM009170.3)

(Echelard et

al, 1993,
Wallace &
Raff, 1999)

EcoRI T7

O plasmídeo contendo o inserto de DNA de interesse foi linearizado com

enzimas de restrição. A reação foi purificada com o kit Qiaquick gel extraction (Qiagen) e

ressuspendida em 30L de Buffer EB (Qiagen). A sonda de RNA antisenso foi obtida por

transcrição in vitro de 1g DNA linearizado, em reação com 2.5% RNA polimerase

(Promega), 1u/L RNAsin (Promega), 10mM DTT (Promega), 5X Transcription buffer
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(Promega) e 5% de nucleotídeos ATP, CTP, GTP e UTP, marcada com digoxigenina (DIG

RNA Labeling Mix 10X - Roche), para um volume final de 40L. A reação foi incubada a

37°C por 1 hora. A integridade da sonda de RNA foi observada por meio eletroforese em

gel de agarose 0.8%, contendo 0.5g/mL de brometo de etídeo (Sigma).

A sonda de RNA foi tratada com 2L de RQ1 DNase I (Promega) durante 15

minutos a 37°C. A reação final purificada com SigmaSpin™ Post-Reaction Clean-Up

Columns (Sigma). O RNA foi quantificado no fotômetro Eppendorf BioPhotometer.

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Para verificar se houve diferença entre os as medidas P-D, V-L e O-A, entre os

embriões Msx1 knockout E13.5, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. O teste de Dunn foi

utilizado para comparações múltiplas entre os grupos (2 a 2). As análises estatísticas foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versão 5.01 (San Diego Califórnia USA).

Os asteriscos apresentados nos gráficos obedecem ao padrão apresentado pelo software

(Tabela 12).

Tabela 12. Significado dos asteriscos apresentados pelo software GraphPad Prim™

p Significado Símbolo

< 0.001 Extremamente significante ***

0.001 to 0.01 Muito significante **

0.01 to 0.05 Significante *
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5 RESULTADOS

5.1 GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada para identificar os camundongos wild-type,

heterozigotos e homozigotos para os genes Barx1 e Msx1 (E13.5 e E16.5).

A Figura 10 indica que a presença da mutação foi confirmada no camundongo

knockout Msx1
-/- pela presença da banda de 244pb, a qual é 73pb maior que a banda do

animal wild-type, devido à incorporação do fragmento lacZ, que indica que o gene Msx1 foi

mutado com sucesso.

A presença da mutação no gene Barx1 foi confirmada pela presença da banda

445bp (Figura 11), indicando que o fragmento neo foi incorporado ao genoma do

camundongo.

Figura 10. Produtos de PCR do gene Msx1. O animal wild-type apresenta uma banda de 171pb
e Homozigoto uma banda de 244pb. M – marcador 100pb (Promega). Wild-type (+/+),
Heterozigoto (+/-) e Homozigoto (-/-). Gel de agarose 2%, 0.5mg/mL brometo de etídeo.
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Figura 11. Produtos de PCR do gene Barx1. O animal wild-type apresenta uma banda de
358pb e Homozigoto uma banda de 445pb. M – marcador 100pb (Promega). Wild-type (+/+),
Heterozigoto (+/-) e Homozigoto (-/-). Gel de agarose 2%, 0.5mg/mL brometo de etídeo
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5.2 ALOMETRIA

Segundo referências pré-estabelecidas numericamente e visualmente 1 para o

início e fim do placódio vestibular, foram estabelecidos os pontos de referência para a

medida proximal-distal (P-D): botão lingual de MS e botão lingual de R2.

Histologicamente, o início de MS (E13.5) é caracterizado pelo surgimento de

um botão lingual (Figura 12-L). R2 inicia-se com o surgimento de um segundo botão

lingual (Figura 13-A) e sua característica mais marcante é o surgimento de uma

condensação epitelial na porção mais aboral do botão, visível em cortes corados por

Hematoxilina-Eosina (Figura 13-D), na posição dos futuros centros sinalizadores, os quais

também podem ser evidenciados por hibridização in situ para avaliar a expressão do gene

Shh. Em cortes histológicos de embriões E16.5 não há a presença de MS e R2.

A Figura 12 e Figura 13 apresentam a evolução do botão dentário no sentido

proximal-distal, através de cortes histológicos frontais, corados por Hematoxilina e Eosina

(objetiva 20X) de camundongo Msx1 wild-type E13.5.

1 Comunicação pessoal com Prof. Dra. Renata Peterkova. Institute of Experimental Medicine, Academy of
Sciences of the Czech Republic, 142 20 Prague, Czech Republic.
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Figura 12. Cortes histológicos do botão dentário do embrião knockout Msx1 wild-type E13.5.
A-J – cortes histológicos anteriores ao início da contagem. K – início da contagem para
comprimento P-D (O-A 46.53µm). L-círculo azul indicando botão lingual em MS. M-O-
círculo vermelho indicando botão vestibular em MS. Coloração Hematoxilina-Eosina.
Objetiva 20X.
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Figura 13. Continuação da série completa de cortes histológicos do botão dentário de animal
E13.5. A—círculo azul indica segundo botão lingual e início de R2. D-botão verde indica nó do
esmalte. L – fim da contagem para comprimento P-D (O-A 62.03µm). Coloração por
Hematoxilina-Eosina. Objetiva 20X.
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5.2.1 Proximal – Distal (P-D)

A distância P-D foi significativamente menor no embrião knockout Msx1

homozigoto E13.5, quando comparada ao wild-type e heterozigoto, em embriões com peso

semelhante (Tabela 13 e Figura 14A). Houve diferença estatisticamente significante entre

embriões wild-type e homozigoto e heterozigoto e homozigoto para P-D (Figura 14B),

indicando que a ausência do gene Msx1 altera o desenvolvimento craniofacial no sentido

proximal-distal.

Tabela 13. Valores Proximais-Distais para camundongos knockout Msx1 E13.5

Genótipo Distância P-D
e Peso

Média P-D Desvio-Padrão

Wild-type 480µm-183mg 347.70µm 67.72µm

Heterozigoto 432µm-182mg 315.70µm 62.98µm

Homozigoto 208µm-183mg 192µm 38.37µm
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Figura 14. A. Peso x Dimensão P-D do botão dentário de camundongos knockout Msx1 E13.5.
B. Gráfico de Média e Desvio Padrão P-D de Msx1 E13.5, wild-type, heterozigoto e
homozigoto. Houve diferença estatisticamente significante para Wild-type – Homozigoto (***)
e Heterozigoto – Homozigoto (**). p<0.0001.
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5.2.2 Oral-Aboral (O-A)

Resultados da medida O-A demonstraram que não há variação entre embriões

wild-type e heterozigotos. O botão dentário do embrião knockout Msx1 homozigoto E13.5,

apresentou menor medida O-A, tanto na média quanto comparado a embriões wild-type e

heterozigotos peso semelhante (Tabela 14). Houve diferença estatisticamente significante

entre medidas O-A dos embriões homozigotos em comparação ao wild-type e heterozigoto,

indicando que a mutação no gene Msx1 afeta o crescimento do botão dentário no sentido

oral-aboral (Figura 15).

Tabela 14. Valores Oral-Aboral para camundongos knockout Msx1 E13.5

Genótipo Medida O-A
e Peso

Média P-D Desvio-Padrão

Wild-type 169.79µm-183mg 183.3µm 68.15µm

Heterozigoto 169.28µm-182mg 176.3µm 52.93µm

Homozigoto 123.81µm-183mg 127.9µm 28.65µm
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Figura 15. A. Peso x Medida O-A do botão dentário de camundongos knockout Msx1 E13.5. B.
Gráfico de Média e Desvio Padrão O-A de Msx1 E13.5, wild-type, heterozigoto e homozigoto.
Houve diferença estatisticamente significante para Wild-type – Homozigoto (**) e
Heterozigoto – Homozigoto (*). p<0.005
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5.2.3 Vestíbulo-Lingual (V-L)

Resultados da medida V-L do botão dentário de embriões knockout Msx1 E13.5

demonstraram que houve uma pequena variação entre embriões homozigotos e

heterozigotos, entre embriões de peso semelhante (Tabela 15). Assim como para a distância

P-D e a medida O-A, o botão dentário do embrião knockout Msx1 homozigoto E13.5

apresentou menor medida, tanto na média, quanto dos botões dentários, em comparação a

embriões wild-type de peso semelhante (Figura 16Tabela 16).

Tabela 15. Valores Vestíbulo-Lingual para camundongos knockout Msx1 E13.5

Genótipo Medida V-L
e Peso

Média V-L Desvio-Padrão

Wild-type 120.48µm-183mg 115.80µm 8.67µm

Heterozigoto 102.91µm-182mg 113.50µm 12.67µm

Homozigoto 92.45µm-183mg 82.65µm 12.14µm
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Figura 16. A. Peso x Medida V-L do botão dentário de camundongos knockout Msx1 E13.5. B.
Gráfico de Média e Desvio Padrão P-D de Msx1 E13.5, wild-type, heterozigoto e homozigoto.
Houve diferença estatisticamente significante para Wild-type – Homozigoto (***) e
Heterozigoto – Homozigoto (**). p<0.0001.

45

Figura 16. A. Peso x Medida V-L do botão dentário de camundongos knockout Msx1 E13.5. B.
Gráfico de Média e Desvio Padrão P-D de Msx1 E13.5, wild-type, heterozigoto e homozigoto.
Houve diferença estatisticamente significante para Wild-type – Homozigoto (***) e
Heterozigoto – Homozigoto (**). p<0.0001.

45

Figura 16. A. Peso x Medida V-L do botão dentário de camundongos knockout Msx1 E13.5. B.
Gráfico de Média e Desvio Padrão P-D de Msx1 E13.5, wild-type, heterozigoto e homozigoto.
Houve diferença estatisticamente significante para Wild-type – Homozigoto (***) e
Heterozigoto – Homozigoto (**). p<0.0001.



46

5.2.4 Alometria dos embriões E16.5

Em comparação com os valores alométricos obtidos para wild-type, o embrião

knockout Msx1 homozigoto E16.5 apresenta menores valores para O-A e V-L (Tabela 16).

Em E16.5 os germes dentários wild-type encontram-se no estágio sino sendo, portanto,

esperado valores maiores para embriões wild-type e heterozigotos. Surpreendentemente, os

embriões homozigotos apresentaram um incremento na distância P-D em comparação com

as medidas de embriões E13.5 (Figura 17). A medida P-D do embrião homozigoto possui

51.16% do tamanho de wild-type, sendo que, nas outras medidas essa porcentagem é de

25.13% (O-A) e 16.42% (V-L).

Tabela 16. Valores alométricos dos camundongos knockouts Msx1 E16.5

Genótipo Peso Proximal-
Distal

Oral-
Aboral

Vestíbulo-
Lingual

Wild-type 862mg 688µm 415.06µm 468.95µm

Heterozigoto 839mg 528µm 355.93µm 410.16µm

Homozigoto 851mg 352µm 104.30µm 76.98µm
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Figura 17. Dados alométricos do germe dentário de camundongos knockout Msx1 E16.5. A.
Peso x Distância P-D. B. Peso x Medida O-A. C. Peso x Medida V-L. Wild-type (WT),
heterozigoto (Het) e homozigoto (Homo).
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5.3 IMUNOFLUORESCÊNCIA NA FASE BOTÃO

5.3.1 Expressão de p-Smad

A presença de Msx1 é necessária para expressão de BMP4 que interage com

Smads 1-5-8 fosforilando-as, propiciando a transição botão-capuz. Em E13.5 a

imunorreatividade de phospho-Smad1-5-8 apresentou-se bastante reduzida em Msx1

heterozigoto, se comparado com wild-type (Figura 18 E e D, respectivamente). A expressão

que pôde ser observada em Msx1 homozigoto (Figura 18 F), não caracteriza o padrão de

expressão para o mesênquima condensado de botões dentários. Se houvesse expressão de

Smads 1-5-8 o botão dentário desenvolver-se-ia normalmente, portanto a expressão

observada em Msx1-/- foi considerada background.
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Figura 18. Imunofluorescência de cortes histológicos Msx1 E13.5 para wild-type (A-D),
Heterozigoto (B-E) e Homozigoto (C-F). Painel esquerdo, cortes corados em Hematoxilina-
Eosina. Painel direito, Imunofluorecência com phospho Smad 1-5-8. Dapi – fluorescência azul.
Phospo-Smad 1-5-8 – fluorescência verde. Objetiva 20X.

Observa-se que a intensidade total de fluorescência do heterozigoto representa

menos de 50% da fluorescência obtida para wild-type (Figura 19).
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Figura 19. Gráfico da fluorescência total corrigida para Msx1 E13.5 wild-type (WT) e
heterozigoto (HET).

5.3.2 Expressão de Shh

Outro gene importante para a transição botão-capuz, o Shh é normalmente

expresso, sob estimulação direta de Bmp4 em camundongos wild-type (Figura 20 D) e tem

expressão bastante reduzida em Msx1 heterozigoto (Figura 20 E) e nula em homozigotos

(Figura 20 F),
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5.3.2 Expressão de Shh

Outro gene importante para a transição botão-capuz, o Shh é normalmente

expresso, sob estimulação direta de Bmp4 em camundongos wild-type (Figura 20 D) e tem

expressão bastante reduzida em Msx1 heterozigoto (Figura 20 E) e nula em homozigotos

(Figura 20 F),
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Figura 20. Hibridizaçao in situ para avaliar a expressão de Shh em cortes histológicos de Msx1

E13.5. Painel esquerdo, coloração Hematoxilina-Eosina. Painel direito hibridização in situ.
Botões dentários delineados em vermelho. Objetiva 20X.

5.4 INTERAÇÃO ENTRE BARX1 E MSX1 NA FASE SINO

Camundongos knockout homozigotos Barx1 e Msx1 têm um atraso no

desenvolvimento ao estágio botão. A diferença entre esses dois genes é que enquanto para o
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primeiro, essa restrição de desenvolvimento é temporária (Miletich et al, 2011), para o

segundo é uma condição permanente (Figura 21).

Figura 21. Germe dentário Msx1 E16.5. Seta indica botão dentário em camundongo knockout

homozigoto Msx1. Coloração Hematoxilina-Eosina. Objetiva 20X.

A perda de um único alelo em um dos genes, como observado em

Barx1
+/+;Msx1

+/-, Barx1
+/-;Msx1

+/+ ou um alelo em cada gene, Barx
+/-;Msx1

+/- não afeta o

desenvolvimento do germe dentário (Figura 22 A, D e E), ou a expressão de Bmp4 (Figura

22 F, I e J). Contudo, se a perda de dois alelos acontecer em Barx1 ou Msx1 (Barx1
-/-

;Msx1
+/- e Barx1

+/-,Msx1-/-), o atraso temporal de desenvolvimento de Barx1 torna-se

permanente (Figura 22 B e C) e não há expressão de Bmp4 (Figura 22 G e H).

Por conseguinte, os dados de hibridização in situ sugerem que Barx1 e Msx1

interagem geneticamente e regulam a expressão de Bmp4 durante o desenvolvimento de

molares.
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Figura 22. Cortes histológicos frontais dos molares inferiores E16.5 Barx1;Msx1, corados por Hematoxilina-Eosina (A-E) e
hibridização in situ para avaliar expressão de Bmp4 (F-J). Não há expressão de Bmp4 nos botões G e H (delineados em vermelho).
Objetiva 20X.
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5.5 EXPRESSÃO DE OUTROS GENES DA FAMÍLIA BAR NA FASE BOTÃO

Os genes Barx2, Barhl1 e Barhl2, fazem parte da família Bar homeogene e sua

expressão foi avaliada em camundongos E13.5 wild-type. Observou-se que não há

expressão desses genes em estruturas dentais, somente em outras estruturas, como o cérebro

(Figura 23).

Figura 23. Expressão de Barx2 (A-C), Barhl1(D-E) e Barhl2 (G-I) em botões de molares E13.5
wild-type e outras estruturas craniofaciais (C, F e I). Não há expressão desses genes em
molares superiores e inferiores (A, B, D, E, G e H). Botões de molares delineados em
vermelho. Setas apontam expressão no epitélio oral. Objetiva 20X.
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Experimentos de hibridização in situ para avaliar a expressão de Barx2 revelaram ausência de expressão para R2 e

M1. Observou-se expressão deste gene na região de MS (Figura 24), assim como há expressão nos botões dos incisivos

inferiores, em camundongos E13.5 wild-type (Figura 25).

Figura 24. Hibridização in situ para avaliar a expressão de Barx2 em molares inferiores de camundongos E13.5 wild-type. Imagens
no sentido proximal-distal. As setas indicam expressão em MS. Botões dentários delineados em vermelho.
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Figura 25. Hibridização in situ para avaliar a expressão de Barx2 em botões de incisivos inferiores em camundongos E13.5 wild –
type. L – língua. Botões dentários delineados em vermelho. Objetiva 20X.
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6 DISCUSSÃO

A partir de E11.5 registra-se o primeiro sinal de desenvolvimento do molar, o

espessamento do epitélio oral que passa a expressar genes como Bmp4, que induz a

expressão de genes do mesênquima dentário como Msx1. Entre o estágio 12.5 e 13.5 a

expressão de Bmp4 migra do epitélio dental para o mesênquima. Essa alteração está

associada a mudança do potencial de desenvolvimento do dente, do epitélio para o

mesênquima. A partir de E14.5, no estágio capuz, o componente epitelial passa por

dobramentos específicos, os quais são acompanhados pela formação do nó do esmalte, uma

estrutura transitória envolvida na formação das cúspides. Esta estrutura expressa moléculas

sinalizadoras como o próprio Bmp e Shh. O primeiro sinal da organização do esmalte já

pode ser detectada em E13.5 (Hogan, 1996, Tucker et al, 1998a, Zhang et al, 2000, Zhao et

al, 2000a).

A interação espacial receptor BMP4-ligante induz a multimerização,

autofosforilação e ativação desses receptores. Como consequência há fosforilação de Smad

1, 5 e 8. As Smads fosforiladas dimerizarão com a Smad4 que possui papel de coativador e

translocam para o núcleo (Whitman, 1998).

Inicialmente acreditava-se que havia necessidade de interação física entre os

genes Pax9 e Msx1, aumentando a habilidade de Pax9 transativar Msx1 e Bmp4, evento

essencial para transição botão-capuz (Ogawa et al, 2006). Contudo, agenesias causadas por

mutações em Pax9 demonstraram que mutações não afetam o sinergismo com Msx1,

entendendo-se que outro mecanismo alternativo ou adicional fosse necessário para ativar

Bmp4 (Wang et al, 2011).

Barx1 pode ser responsável por esse mecanismo adicional. Barx1 também é um

gene expresso somente em dentes multicuspídeos. Esse trabalho demonstrou que a presença

de um único alelo de Barx1 e um único alelo de Msx1 são necessários para regular a

atividade normal de BMP, assegurando a formação de molares. Contudo, na ausência

completa de Barx1, um único alelo de Msx1 não é suficiente para promover a evolução do

botão dentário a capuz.
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Outros estudos já demonstraram que proteínas BARX1 e PAX9 interagem com

MSX1 para regular a atividade de BMP (Ogawa et al, 2006, Ogawa et al, 2005). Enquanto

tanto Msx1, quanto Pax9 são essenciais para o desenvolvimento de molares e incisivos, e

para a transição botão-capuz, a interação Barx1-Msx1 faz uma regulação fina da atividade

de BMP, durante o desenvolvimento do molar.

Molares podem ainda ser formados na ausência total de Barx1 (Barx1
-/-;) e

parcial de Msx1 (Msx1
-/+), como observado em camundongos E13.5 e E16.5 (Miletich et al,

2011). Assim há um efeito dominante de Msx1 sobre a regulação de Bmp4 que mascara o

papel mais sutil de Barx1.

Para garantir que nenhum outro gene da família Bar homeogene estivesse

interagindo com Msx1, foi realizada uma hibridização in situ para Barx2, Barhl1 e Barhl2,

em camundongos wild-type E13.5. Não houve uma expressão de nenhum desses genes nos

botões R2 e M1, contudo há uma proeminente expressão de Barx2 na região de incisivos,

indicando que Barx2 poderia efetuar uma interação semelhante a Barx1-Msx1, para

possibilitar o desenvolvimento de incisivos. Contudo, podem ser necessários estudos de

imunocoprecipitação para avaliar a natureza dessa interação.

Dessa perspectiva, a expressão de Msx1 é iniciada por BMPs derivadas do

epitélio dental e subsequentemente mantida por Bmp4 mesênquimalmente expressa. Em

camundongos Msx1-/- o confinamento do desenvolvimento do dente ao estágio botão está

associado a uma inibição especialmente de Bmp4. Esse gene é necessário para manutenção

de Shh. Assim sendo, a ausência de expressão de Shh e SMAD fosforilada, indicam

ausência de interação de Bmp4 com Msx1.

A fórmula dental dos camundongos I1M3 em cada quadrante é extremamente

reduzida se comparada aos humanos: I2C1P2M3. Entre incisivos e molares existe uma

região denominada diastema que se caracteriza pela presença de dois rudimentos ou

vestígios de botões dentários na mandíbula, MS e R2 situados mesialmente a M1. MS em

E12.5 é a parte mais proeminente do epitélio dental invaginado e desaparece por apoptose,

sendo incorporado a cumes epiteliais, enquanto R2, que surge em E13.5 é afetado
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transitoriamente pela apoptose sendo incorporado a parte anterior de M1 (Viriot et al,

2000).

Em estudos com camundongos transgênicos Shh-EGFP, observou-se que Shh é

expresso em MS (E12.7), R2 (E13.3) e M1(14.3) em centros de sinalização

topograficamente distintos, sendo que o centro de sinalização de M1 inicia-se na região

posterior de R2, em seguida estende-se pelo domínio anterior de R2. R2 é incorporado a

M1 durante a transição botão-capuz. A expressão de Shh em R2 precede a transição botão-

capuz (Prochazka et al, 2010)

As medidas proximal-distal de estruturas vestigiais e botões de molares

inferiores (E13.5), de embriões Msx1 knockout homozigotos , sugerem que o crescimento

nos sentidos Oral-Aboral e Vestibulo-Lingual, permanecem praticamente inalteradas nos

estágios E13.5 e E16.5.

Apesar do protocolo de pesagem ser uma fonte de erros, esse método pode ser

validado uma vez que foram observados em embriões com o mesmo genótipo e peso

semelhante.

A constatação de que esses rudimentos podem formar estruturas funcionais em

camundongos mutantes, pode transformá-los em modelos de regeneração controlada de

dentes (Peterkova et al, 2006)

Apesar de M1 em embriões Msx1 knockout homozigotos não passar pela

transição botão para capuz, o placódio continua a aumentar de tamanho, no sentido

Proximal-Distal (P-D), a uma taxa de crescimento similar a observada em embriões

heterozigotos e wild-type. Este aumento de tamanho não foi observado nas dimensões

vestíbulo-lingual e oral-aboral e não houve expressão de Shh ou phospho-SMAD para

embriões Msx1
-/- E13.5, indicando que possivelmente Shh não exerce sua função no

crescimento craniofacial no sentido P-D.

A variação de medidas em P-D pode refletir variações em R2 e M1, uma vez

que ao contrário de outras medidas, não reflete apenas o tamanho do maior botão. Sugere-
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se avaliar em outras fases, como E15.5, quando o segundo molar começa a se desenvolver,

para verificar se as diferenças dessa dimensão progridem.

A expressão de Barx2 em MS e incisivos inferiores poderia indicar que esse

gene esteja relacionado também à morfogênese de pré-molares.

Camundongos knockout homozigotos Pax9 e Barx1 também apresentam

molares cujo desenvolvimento não ultrapassa o estágio botão. Seriam uma ferramenta

valiosa para entender, se em algum desses genes há crescimento proximal-distal em

animais mutantes e como os rudimentos dentários se desenvolvem nesses genótipos.

Essa é a primeira vez que um estudo do gênero é realizado e mostra-se

promissor ao estabelecer que, ao contrário do que se acreditava anteriormente, os botões de

molares inferiores de embriões Msx1 homozigotos apresentam uma taxa de crescimento

proximal-distal, que acompanha o desenvolvimento de outras estruturas orais, e

possivelmente irá delinear futuros estudos de interações moleculares entre rudimentos

dentários e desenvolvimento de molares.
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7 CONCLUSÃO

Existe interação entre Barx1 e Msx1 e Barx1 é necessário para controlar os

níveis de expressão de Bmp4. Barx2 possivelmente apresenta um papel importante na

morfogênese de pré-molares e incisivos inferiores.

O atraso de desenvolvimento dos molares inferiores de Msx1, em camundongos

knockout homozigotos é permanente ao estágio botão. Contudo, os botões dentários destes

camundongos continuam a exibir um crescimento no sentido proximal-distal no estágio

E16.5.
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