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RESUMO

Ha grande variagfo interindividual de fibroblastos gengivais em relagdo 3 sintese de
proteinas da matriz. Esta variabilidade est4 bem documentada em casos de reacio fibrotica
gengival induzida por drogas, mas o mesmo ndo acontece em relagio 4 Fibromatose
Gengival Hereditéria (FGH), condi¢do em que ha aumento da secregdo de colageno normal
na matriz extracelular. CondigGes particulares individuais como polimorfismos genéticos ou
mutagdes podem influir na resposta de fibroblastos a estimulos do ambiente.

Assim, procuramos identificar polimorfismos na regido do promotor da cadeia alfa 2
do colageno tipo 1 (COL1A2) em um grupo de pacientes normais (n=12) e outro de
portadores de FGH (n=13). Além disso, também testamos a hipétese de alteragdo no padrio
de metilagdo desta seqiiéncia estar relacionada ac aumento da expressio do colageno do
tipo I em portadores de FGH.

Primeiramente foi feita a amplificagdo por PCR da regifio do promotor da cadeia
alfa 2 do colageno entre -340 e +2 pares de base(bp), por¢io do promotor que possui mais
sequéncias reconhecidas como determinantes na interagdo com fatores de transcri¢io. A
este passo se seguiu a andlise de heteroduplexes para a identificacfo de polimorfismos. Esta
andlise foi feita do seguinte modo: aquecimento das amostras a 98°C por 5 minutos,
resfriamento a O°C e manutenc¢fio a 20°C por uma hora. A detec¢do de heteroduplexes foi
feita em gel de poliacrilamida a 6%/ Tampdo TBE, corado pelo método da prata. A analise
de metilagdo foi feita através do uso de enzimas de restricio (HAL 111 e HPA 11, que ndo
clivam as suas sequéncias de reconhecimento de DNA quando estas sequiéncias estiverem
metiladas). Previamente a reacdo de PCR, o DNA foi digerido com as enzimas citadas. A
metilacdo permitina a amplificagcdo da seqiéncia de DNA que estivesse metilada entre as
regides dos primers utilizados. Apds a amplificacfio, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%/ Tampédo TBE, corado pelo mé;odo da prata.

Nio houve diferenga na migragio dos fragmentos de DNA apds a reagdo de
heteroduplexes, nem foi detectada aiteracio no padrio de metilagZo entre os dois grupos de
individuos. Estes achados indicam que mutagtes ou alteragdo no padrio de metilagiio da
regifio do promotor do COL1A2 compreendida entre —340 e +2 bp provavelmente nio

estejam relacionadas ao crescimento gengival de portadores de FGH.



INTRODUCAQ

A Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH) ¢ uma proliferagio difusa do tecido
fibroso gengival, resultante de alteragbes genéticas de cariter autossébmico dominante ou
recessivo (TAKAGI ez al., 1991%). Clinicamente a FGH se apresenta como um crescimento
lento e progressivo com aumento ndo inflamatorio da gengiva da maxila ¢ mandibula,
podendo este aumento interferir marcadamente com a fala, selamento labial, mastigacdo e
aparéncia facial (SHIRASUNA ef af., 1988%"). Histologicamente a FGH se caracteriza por
um aumento da matriz extracelular, especialmente evidente pelo aumento do nimero de
fibras colagenas. A etiologia desta anomalia permanece obscura.

Na Faculdade de Odontologia de Piracicaba tem sido estudada uma familia afetada
por FGH, que se manifesta como carater autossdmico dominante, possuindo uma
expressividade varigvel, com penetrincia provavel de 100% (BOZZO et al., 1994").

Existem varios trabalhos experimentais mostrando grande variagio interindividual de
fibroblastos gengivais em relagio a sintese de proteinas da matriz extracelular em resposta
ao tratamento com drogas (TIPTON ez af, 19917°, MCKEVITT & IRWIN, 1995Y).
Condig¢Ses particulares individuais como polimorfismos genéticos ou mutagdes poderiam
influir na capacidade dos fibroblastos gengivais em responder a estimulos do ambiente.

O colageno do tipo I, o colageno mais abundante nas espécies de mamiferos, é
constituido por trés longas cadeias polipeptidicas, chamadas a(alfa)-hélices, na proporgio 2
al/ 1 aZ. Estas cadeias sdo codificadas por genes diferentes (ol pelo COL1A1L e o2 pelo
COL1A2) e expressas de forma regulada e coordenada nos diferentes tecidos (RAMIREZ
& DI LIBERTO, 1990°%). Em algumas doencas fibréticas como escleroderma e cirrose
hepética foi demonstrado o actmulo de colageno do tipo I (VARGA & JIMENEZ, 19957,

o qual poderia resultar da expressio aumentada dos genes COL1Al e/ou COL1AZ



(TAMAKI ef al., 1995). Sabe-se que a transcrigdo do gene COL1A2 pode ser regulada por
seqiiéncias de sua regiio 5, ou seja, seqliéncias pelas quais varios fatores de franscrigiio
tém afinidade (TAMAKI ez al., 1995%; INAGAKI ef al., 1995™). Deste modo, é possivel
que polimorfismos nesta seqiéncia estejam relacionados com desordens fibréticas pela
alteracfo da interagdo com fatores de transcrigio.

Além de terem sido sugeridos polimorfismos genéticos na seqiiéncia imediatamente
anterior ac inicio da transcricdo (seqiiéncia 5, ou promotor), pensou-se também na
metilagdo desta importante seqiiéncia reguladora como causa para condigdes fibroticas.
Estudos in vitro mostraram que a metilagio do promotor do COLIAZ pode inibir
parcialmente a transcrigio deste gene (GUENETTE ef al, 1992*). Deste modo, uma
"des"metilagio incomum desta seqiiéncia reguladora também poderia ter um papel no
aumento da expressic deste gene.

Assim sendo, o objetivo do presente estudo ¢ detectar polimorfismos nas sequéncias
de DNA assim como variacdes no padrio de metilagdo na regifio promotora do gene

COL1A2 em tecido gengival de portadores de fibromatose gengival hereditaria.



REVISAQ DA LITERATURA

1. Fibromatose gengival hereditaria (FGH)

A FGH ¢ uma doenga bucal rara, caracterizada por crescimento lento e progressivo
com aumento ndo inflamatorio da gengiva da maxila e mandibula. O aumento tecidual
envolve completamente a gengiva e interfere marcadamente com a fala, selamento labial,
mastigagio e aparéncia facial (SHIRASUNA ef af, 1988%),

Na grande maioria das familias, demonstra ser herdada como caracteristica
autossomica dominante (JORGESON & COCKER, 1974%% BOZZO et al, 1994 e, em
poucas, como heranca autossdmica recessiva (JORGESON & COCKER, 19747, SINGER
et al., 1993%).

A fibromatose gengival também pode ocorrer associada a outras anormalidades
como hipertricose, epilepsia, esplenomegalia, oligofrenia e alteragBes esqueléticas
(LABAND et al., 1964%, JORGESON & COCKER, 1974*%), Este aumento de volume
tecidual tem sido associado a algumas sindromes, sendo que KILPINEN et al.*’, em 1978,
descreveram uma familia na qual 4 dos 8 filhos expressavam varios graus de fibromatose
associada a retardo da erupgdo dos dentes permanentes e do crescimento esquelético. A
FGH também foi relatada em associacio com deficiéncia do hormoénio do crescimento
(OIKARINEN ef al®, 1990). Além disso, houve relato de crescimento gengival em
associagdo com auséncia de caracteristicas sexuais secundarias em algumas muiheres de
uma familia, mas estudos endocrinoldgicos sugeriram que neste caso, a associagdo entre o
crescimento esquelético retardado e a fibromatose gengival era apenas coincidéncia
(COLLAN et al.'®, 1982), Em 1995, WYNNE e al. ™ descreveram uma nova sindrome com
padrio de heranca autossOmica dominante, em que a FGH ocorre associada a perda de

audicio, presenga de dentes supranumerérios e hipertelorismo.



A etiologia da FGH ¢ obscura. Embora os relatos de casos clinicos e do pedigree de
familias acometidas ndo sejam tdo raros nas revistas especializadas, poucos dados se tém
sobre os aspectos histologicos e bioquimicos do aumento gengival. COLLAN ef al. (1982)
observaram a presenga de dois tipos de fibroblastos no tecido afetado, um tipo mais
arredondado, cercado por substancia fundamental com pouco coldgeno, e outro tipo de
fibroblasto aparentemente inativo e cercado por areas ricas em colageno. J& JOHNSON et
al. (1986) descrevem que a cultura de células do tecido gengival afetado de pacientes com
FFGH se caracteriza por produzir 2 metade do colageno produzido por células normais, o que
revela os resultados conflitantes dos poucos estudos sobre esta condigio. SHIRASUNA ef
al. (1989), caracterizaram o tecido gengival afetado histologicamente como um tecido
conjuntivo denso, rico em fibras colagenas, porém com poucos fibroblastos. O revestimento
epitelial usualmente € normal, mas ocasionalmente podem ocorrer areas hiperplasicas. Os
achados relatados em estudos feitos por BARROS®, em 1991, SALLUM®Y, em 1993 e
MACHADO* em 1996, com membros de uma mesma familia afetada, também relatam este
aspecto morfologico nos tecidos gengivais analisados.

Associando estes dados histologicos e de cultura de células aos dados de
Fibromatose Gengival induzida por drogas, condigdo que tém como caracteristica intrigante
o fato de apenas surgir em cerca de um tergo dos pacientes tratados com as drogas
(PINDBORG, 1992%), surge a hipotese de diferentes  individuos responderem
diferentemente ndo somente a drogas, mas também a estimulos do meio ambiente.
SHIRASUNA er al®™, em 1988, sugeriram que a condicdio esteja relacionada a uma
populacdo de fibroblastos com tendéncia a sofrer alteragbes que a torne muito ativa na

produgdo de substancias da matriz extracelular, especialmente coldgeno.



2. Coldgeno
Os colagenos fazem parte de uma familia heterogénea de proteinas fibrosas
encontradas de todos os organismos multicelulares. S3o as proteinas mais abundantes em
mamiferos, constituindo 25% da massa protéica total destes animais.

Ja foram descritos mais de vinte tipos de colagenos quimicamente, geneticamente ¢
imunologicamente distintos (VAN DER REST & GARRONE, 1991™%). As moléculas dos
diferentes tipos de coldgeno so combinagBes de 25 diferentes tipos de cadeias o, cada qual
codificada por um gene diferente. De modo geral, os colagenos podem ser classificados
como fibrilares e ndo fibrilares. No primeiro grupo encontramos os colagenos dos tipos 1,
11, 1T, V e XI. Este grupo é 0 mais caracteristico, pois t€m as suas cadeias o organizadas na
forma de fibrila, bem conhecida a partir do colageno tipo I, o mais abundante. O colageno
tipo T é encontrado predominantemente na pele, 0ssos, mucosas, tenddes, dentina, cipsula
de Orgos, pericondrio e cartilagem fibrosa (BARTOLD ef al, 1996%). Este tipo de
colageno ¢ produzido por fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos e condroblastos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995%),

A molécula do colageno tipo | € um heterotrimero formado por duas cadeias ol e
uma cadeia o 2, organizadas num arranjo helicoidal. As cadeias o do colageno tipo 1
possuem uma composicio quimica peculiar, sendo extremamente ricas em glicina, amino-
acido encontrado na proporgdo de 30% do total de amino-acidos da molécula. Além da
glicina, as cadeias o contém ainda os aminoacidos hidroxiprolina ¢ hidroxilisina, que s#o
raramente encontrados em outras proteinas (ALBERTS er af., 1994% JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1995™). Esta composigiio ¢ freqiientemente caracterizada pela repeticio da
formula trimérica Pro-X-Gly, sendo a presenga da prolina e da glicina fundamentais para a
estabilizagio da o-hélice. As cadeias alfa do colageno I sdo secretadas para a matriz
extracelular como moléculas de pro-colageno, contendo propeptideos amino e carboxi

terminais que slo removidos por endopeptidases especificas. Apds a remogdo destas



porgles da molélula, ocorre a polimerizagdo de varias moléculas, com a formacio de
fibrilas de colageno do tipo I, que possuem difimetro médio de 78 am (MONTES &
JUNQUEIRA, 1982"") e muitos micrometros de comprimento. As fibrilas freqiientemente
estdio dispostas paralelamente formando as fibras colagenas, com vérios micrémetros de
didmetro e visiveis ao microscopio de luz.

O gene da cadeia o 1(I), cujo simbolo é COLIAI, esta localizado na regido
17g21.3-q22, e se constitui de 51 exons distribuidos por 18 kb, e o gene da cadeia o 2(I)
{COL1A2) localiza-se na regido 7q21.3-g22 e possui 52 exons, com tamanho total de 35 kb

(CHU ef al, 1984"%, RAMIREZ et al, 1985"; VUORIO & DE CROMBRUGGHE,

19907)(Figura 1).
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Figura 1. Esquema simplificado da estrutura dos genes das cadeias alfa 1 (COL1A1) e alfa
2 (COL1A2) do colageno tipo I, mostrando a organizacio introns/éxons. Os éxons sio
simbolizados pelas barras verticais (BARTOLD et al., 1996%).




A sintese de duas cadeias al e a2 na propor¢io 2:1 € bem regulada, mas ainda
pouco esclarecida (KARSENTY & DE CROMBRUGGHE, 1991*"). Por exemplo, quando
se causa uma alteracio no primeiro intron do gene COLIAl em células da linhagem
germinativa de camundongo através da integraciio do gene viral MoMLYV, ha inativagio da
transcricio do gene COL1ALl e, conseqientemente, ndo ha mais sintese de colageno. Os
embrides morrem entre 12 e 14 dias. Quando sfo analisados os germes dentais destes
embrides, percebe-se que houve sintese normal de colageno do tipo I, indicando que a
regulacio da transcrigdo em odontoblastos nfio acontece no intron I, como nos fibroblastos
(KRATOCHWIL et al., 1989°%).

O controle na quantidade de colageno em um tecido também depende de eventos
posteriores a transcrigio do gene e micio da sintese das cadeias polipeptidicas. Neste
sentido, é um fendmeno bem caracterizado a degradagdo intracelular de cadeias ou
moléculas anormais, assim como o papel relevante da fagocitose de fibras colagenas por
fibroblastos em situagdes de remodelagio tecidual (EVERTS e af., 1989, VAN DER
ZEE et al, 19967). Especialmente em processos fisiologicos de desenvolvimento ou
processos patologicos, torna-se importante o papel das metaloproteinases e outras
proteinases da matriz para a degradacio do colageno (BIRKEDAL-HANSEN, 1993%).
Como a matriz esta em constante processo de remodelagdo, é um conceito comum de
capitulos sobre colageno aquele que afirma que a quantidade de fibras em um determinado
momento ¢ resultado do equilibrio dindmico entre sintese ¢ degradacio (ALBERTS e o/,
1994%). Embora este conceito pareca muito simples, a maioria dos processos patoldgicos
fibroticos continua insuficientemente compreendida. E o caso da fibrose pulmonar ou da
cirrose hepatica, ambos caracterizados, entre outros aspectos, pelo acimulo de coligeno
tipo L. J4 nos processos fisiologicos de remodelagio tecidual, como no caso do reparo, em

que ocorrem profundas altera¢Oes na matriz, falta muito para se compreender como um
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equilibrio tio delicado é mantido na sintese de colageno (COTRAN et al., 1994"),

As varias anomalias genéticas que estio relacionadas com alteragdes no gene do
colageno I refletem bem a importincia desta proteina (VUORIO & DE CROMBRUGGHE,
19907). Uma das mais dramaticas e a mais bem conhecida é a Osteogénese Imperfecta
(SYKES, 1990%), resultante principalmente de mutagGes na estrutura de uma das o-hélices
do colageno do tipo 1.

Nas doencas fibroticas, como dito acima, sugeriu-se a desregulagdo da sintese das
cadeias do colageno tipo [ {(quando hé acimulo de colageno tipo I normal na matriz) como
possivel causa para o processo, mas muito pouco ainda se sabe a respeito (TAMAKI,
1995%). Parece que tentativas recentes de caracterizar a porgio reguladora da trancrigiio
das cadeias alfa, assim como o actimulo de informagdes sobre o papel das diversas citocinas

a nivel celular irdo em breve apontar para a solucdo deste mistério.

3. Regulaciio da sintese protéica

Ha varios estagios na sintese protéica desde o DNA até a proteina perfeitamente
sintetizada. A célula eucariotica pode controlar a sua sintese proteica em qualquer um ou,
como ocorre usuamente, em varios dos estagios. A expressdo do gene é o evento que mais
se relaciona com a sintese de uma proteina, e justamente aquele que possul varios niveis de
controle. Séo eles: 1) controle transcricional, 2) controle de processamento do RNA, 3)
controle do transporte do RNA, 4) controle da tradugfio (selecionando o RNA que sera
traduzido), 5) controle de degradagdio do mRNA, 6) controle da atividade protéica
(ativando, desativando ou compartimentalizando seletivamente moléculas protéicas depois
de sintetizadas) (ALBERTS e cols, 1994). Para a maioria dos organismos eucariontes, o
controle transcricional € fundamental. Isso é facilmente explicavel pelo fato desta forma de
controle ndio gerar metabolitos intermedidrios supérfluos cuja sintese ¢ dispendiosa para a

célula (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema dos principais passos nos quais a expressdo de um gene pode ser
controlada. O controle transcricional é o passo evolutivamente mais favoravel e o mais
comum em eucariontes, Controles: (1) transcricional, {2) processamento do transcrito
primério, (3) transporte do RNA, (4) tradugdio, (5)atividade da proteina. (Adaptado de
ALBERTS et al., 1994%)

Para discutir o controle transcricional, é importante inicialmente esclarecer de forma
resumida o processo de transcricio de um gene eucariGtico, bem como oS principais
conceitos envolvidos neste processo.

Um gene ¢ definido como uma seqiiéncia de DNA necessaria para a decodificagéio
de um produto funcional, seja este um RNA ou um proteina (ALBERTS ef o, 1994"). Um
trecho muito importante da sequéncia de um gene ¢ o promotor, que em geral esta situado
“antes” do inicio da parte do gene que seré transcrito. O promotor € a seqiiéncia de DNA
que permite a ligacdo da RNA-polimerase, enzima que ird fazer a transcrigdo, ou seja, a
sintese de RNA a partir da “leitura” do DNA. Certas proteinas com afinidade por
sequéncias de DNA determinam a trancricio dos genes, sendo chamadas de fatores de
transcricio. Os fatores de transcricio sfio também denominados fatores “trans” (trans-
acting-factors). Ja as seqiiéncias de DNA necessarias a ligagido dos fatores de transcrigio
sio chamadas fatores “cis” (cis-acting-factors)(LEWIN, 1994%).

Um aspecto muito importante do ponto de vista evolutivo foi a sofisticagiio do
processo de transcrigio. Quanto mais bem regulada a transcri¢io do gene para RNA, menos

energia a célula (e o organismo como um todo) necessita para cada processo metabolico.

Como conseqiiéncia, nos organismos mais evoluidos, encontram-se grandes quantidades de
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fatores que regulam a transcri¢iio agindo na regiio do promotor. Desta forma, o delicado
equilibrio da sintese protéica ¢ regulado por processos complexos em que citocinas e

hormdnios tomam parte interagindo com fatores de transcrigio (ALBERTS ez al., 1994Y),

4. Regulacio da sintese de colageno tipo 1

Embora mecanismos pOs-transcri¢ic possam estar envolvidos na regulagic da
sintese do colageno, ha evidéncias que indicam que o controle transcricional representa a
forma de regulagdo mais importante (BORNSTEIN, 1996”). A este nivel, a expressio dos
genes do colageno 1 pode ser regulada por varios fatores exégenos como acido ascdrbico
(VUUST et al., 1985™), glicocorticoides (HAMALAINEN ef af , 1985”; COCKAYNE ef
al., 1986") ou citocinas (GOLDRING et al., 1986%). Neste ultimo grupo se encontram
citocinas como TGF-f, TNF-o ¢ IL-1, cuja interacio com fatores de transcricio a nivel de
promotores das cadeias de colageno comegam a ficar mais bem esclarecidos, 0 que torna
estas substincias o grupo de substdncias mais promissor para a compreensdo da regulagio

da transcri¢do do colageno tipo L

Mediadores que afetam a sintese de colageno

Mediador Efeito

TGF-B

PDGF

INF-y

IL-1o.B

TNF-¢.

PGE,
Glicocorticoides
Vitamina D

e | ] | ] ] >

Figura 3. Tabela ilustrativa quanto aos efeitos de diferentes mediadores sobre a sintese de
colageno (adaptado de BARTOLD et al., 1996"). TGF-B = Transforming Growth Factor B:
PDGF = Platelet Derived Growth Factor, INF~y = Interferon y; 1L-1 = Interleukin 1; TNF-o
= Tumor Necrosis Factor o, PGE; = Prostaglandin E;.
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A transcrigfo dos genes COL1A1 e COL1A2 é regulada por promotores localizados
nas regides que flanqueiam a porgdo 5' dos genes assim como por regido "enhancer”
localizada no primeiro intron (CHU et al., 1985, ROSSOUW et al,,1987”; BORNSTEIN
et al., 1987", BORNSTEIN ef of,, 1988", BOAST et al,, 1990%). A analise juncional do
promotor do COL1AI mostrou que a maior parte da atividade esta localizada entre -1 e -
174 pares de bases (pb} do local de inicio de transcricdo e que elementos reguladores
negativos estdo localizados entre -800 e -5000 pb do inicio da transcrigio (JIMENEZ ef al |
1994*"). Entretanto, a maior parte dos estudos revela que h4 um grande nimero de sitios de
ligacio de proteinas no promotor do COL1A2 principalmente entre -330 ¢ -230 pb, os
quais aparentemente sfo os principais responséveis pela regulagio do COL1A2 (INAGAKI
etal., 19947, TAMAKI ef al., 1995%%),

Varios autores estudaram padrio de metilagio nas regides reguladoras de
transcrigio dos genes COLIAl e COL1AZ. O genoma de eucariontes contém 5-
metilcitosina, que ocorre como modificagio covalente pos-duplicacdo da citosina. A
metilagdo ocorre preferencialmente em sequiéncias CpG e tem sido correlacionada com a
taxa de transcricdo do gene. Existem intimeros trabalhos mostrando correlagio inversa entre
o grau de metilagdo das regides reguladoras e a taxa de transcrigiio de genes (CEDAR er
al., 1988'). Estudos em galinha mostraram que a regifio promotora do COL1A2 ndo é
metilada, independentemente das células expressarem ou nio o gene (MCKEON ef ol ,
1982%; FERNANDEZ ef al., 1985”"). Entretanto, foi demonstrado que a metilacio in vitro
de plasmidios contendo promotores do gene COLIAl e COLIAZ inibe a atividade
transcripcional dos genes em linhagens celulares (THOMPSON ez af., 1991, GUENETTE
et al., 1992*"). Além disso, foi verificado que o tratamento com 5-azacitidina, que é um
potente inibidor da metilagdo, € capaz de ativar a transcricio do gene COL1AI em

linhagem celular de rabdomiossarcoma humano (THOMPSON ef al, 1991%). Estas
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evidéncias sugerem que a metilagio do DNA possa estar envolvida na regulacio da

transcricdo dos genes do colageno do tipo L
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MATERJAL E METODOS

Extraciio de DNA a partir de biépsias gengivais

O DNA gendmico foi obtido a partir de bidpsias gengivais de 13 individuos
portadores de fibromatose gengival hereditaria e 12 individuos normais.

A biopsia foi feita com o consentimento do paciente segundo os recomendagdes do
codigo de ética para os projetos financiados pela FAPESP.

Para a obtencfic do DNA genOmico os fragmentos foram digeridos por 16 horas a
37°C em tampiio Tris (pH 8.0) a 10 mM, CaCl,a 1mM, SDS a 0,5%. Os fragmentos eram
mantidos por uma hora neste tampdo antes de se adicionar a Proteinase K (100 pg/mL).
Apbs digestiio, o material foi extraido com solventes orgénicos. A primeira extragfo foi
feita em fenol, as duas extragdes seguintes em mistura fenol/cloroférmio 1:1, e a ultima em
cloroformio. O DNA foi precipitado com 1/10 v/v de acetado de s6dic 3 M, pH 5,2, e dois
volumes de etanol absoluto; o pellet formado apos o resfriamento e centrifugacio (as vezes
invisivel) era lavado em alcool 70 e ressuspenso em Tris-Cl 10 mM e EDTA 0,5 mM (pH
solugfo: 7,6). A quantificacdo e determinagfio do grau de pureza do DNA extraido foi feita
pela leitura da solugfio em espectrofotmetro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

O fenol foi preparado aquecendo-se a quantidade desejada a 68°C e acrescentando-
se hidroxiquinofina (0,1%). O pH foi equilibrado a 7,8 em extra¢bes sucessivas comTris-Cl
0,1 M (pH 8,0). Depots que a Ultima fase aquosa foi removida do fenol com o pH ja
ajustado, acrescentou-se 1/10 v/v de Tris-Cl 0,1 M (pH 8,0) contendo 0,2% B-
mercaptoetanol. O clorofdérmio foi preparado com 24 partes de cloroformio para uma de
alcool isoamilico. A mistura fenol/cloroférmio consiste em partes iguais de fenol

equilibrado e cloroformio/alcool isoamilico (25:24: 1 }(SAMBROOK et al., 1994%%),
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Extracie de DNA a partir de Bochechos

Conforme proposto no projeto original, extraiu-se DNA a partir de gengiva, que &
um tecido de que se dispde facilmente quando se faz acompanhamento de pacientes
portadores de FGH (pois os mesmos necessitam de remogio de excesso de tecido fibrético
de tempos em tempos). Também se conseguiram fragmentos de gengiva normal de
pacientes submetidos a exodontias ou a outros procedimentos que facilitariam a bidpsia da
gengiva. A proposicio de analise do padrio de metilagio, que ¢ especifica de cada tecido e
local, era o que tornava imprescindivel que se obtivesse o DNA a partir do tecido
comprometido, & gengiva. Contudo, para a outra analise que foi proposta no projeto
original (a analise de heteroduplex), precisa-se apenas da amplificagiio do gene (ou parte de
gene) em que se quer pesquisar formas alélicas, ndo sendo de qualquer importéncia o tecido
do qual provém o DNA.

Em dois trabalhos que pesquisavam a prevaléncia de papilomavirus em células de
mucosa oral, encontrou-se um método simples para a obten¢fio de DNA sem incOmodo
para os individuos participantes (LAWTON et al., 1992%, OSTWALD ef af, 1994°). O
bochecho vigoroso de solugbes isotGnicas é uma maneira facil de se obter células que
descamam da mucosa bucal. Apés o bochecho, a soluglo é centrifugada em velocidade que
permita a precipitagdo da maior parte das células eucarioticas (LENCH ez al., 1988").
Procederam-se, entdio, as primeiras extragdes de DNA a partir de células de mucosa de
pacientes da clinica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, de quem se obteve o
consentimento para o procedimento ¢ informagdes quanto a sexo, idade e cor.

Pediu-se que os individuos bochechassem vigorosamente 10 ml de solugdo de
ghcose a 3% por 40 segundos. Fez-se ainda rapida raspagem da mucosa jugal com bastéio
de madeira, que era entdo mergulhado e agitado na solugio bochechada. As solugdes foram
centrifugadas (decorrido apenas o tempo da coleta até chegar ao laboratorio) por 10

minutos a 2.000 rpm (raio da centrifuga: 15 cm). O sobrenadante fo1 descartado e o pellet
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foi ressuspenso em 1 mi do tampao modificado de LAWTON ef ol 1992. A esse tampéo
se acrescentou CaCly, retirou-se EDTA e se substituiu 400 U/ml de penicilina e 400 U/ml
streptomicina por 600 U/ml garamicina (gentamicina), resultando entfio o seguinte tampio
de extracdo. 10 mM Tns-Cl (pH 7,8), 1 mM CaCl,, 0,5% SDS, 600 U/ml garamicina e
proteinase K (50 ng/ml). As amostras foram encubadas a 37°C O.N. ¢ 0 DNA purificado

conforme o protocolo padronizado para a extragfo a partir de tecido gengival.

Desenho dos Oligonucleotideos

A seqiéncia do promotor utilizada para desenho dos primer foi baseada nas
publicagdes de INAGAKI et al®®, 1995, ¢ DICKSON ef ol”®, 1992, conforme segue (os
oligonucleotideos foram sublinhados por uma Gnica linha, e estdo representados abaixc por

Tad)

e CGACGTETCCCATAGTGTTTCCAAACTTGGAAGGGCGGGGGAGGGCGEGAGGATGC

GGAGGGCGCAGGTATGCAGACAACGAGTCAGAGTTTCCCCTTCAAAGCCTCAAAAGTGTCC

ACGTCCTCAAAAAGAATGGAACCAATTTAAGAAGCCAGCCCCGTGGCCACGTCCCTTCCC

CCATTCGGGCECTCCTCTGCGCCCCCGCAGGCTCCTCCCCGCTGTEGEGCTECCLGRGLECe

CAGCCCCAAGCCCTCCCATTGGTCGAGGCCCTTTTGGAGGCACCCTAGGGLEAGGGAAACT

TTTGCCGTATAAATAGGGCAGATCCGRGATTTGTTATTT TTAGCACCACGGCAGCAGGAGGT

TTCGGCTAA™®

1. *"TCCGACGTGTCCCATAGTGTTTC™
2. MGCAGAGGAGGGCCCGAATGG™®

3. "MGCCCCGTGGCCACGTCCCTTC®

4. ' ACCTCCTGCTGCCGTGGTGC™
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1. PCR. Cerca de 300 ng de DNA genoémico foram utilizados para cada reagéo de
50 pl. A mistura da reacBo confinha ainda 200 nM de oligonucleotideos (primers), 200 pM
dNTPs e 0,5 unidades de Taq Polimerase (AmpliTaq, Perkin-Elmer). O tamp#o e os dNTPs
eram parte de um kit para PCR (Perkin-Elmer). As amostras foram inicialmente
desnaturadas a 94°C por 4 min e submetidas a 35 ciclos de 94°C por 1 min , 60°C por 1
min, 72°C por 2 min em um termociclador (Perkin-Elmer Cetus, CT). Téo logo terminadas
as reacdes, as enzimas eram inativadas pela adi¢io de EDTA a 10 mM. A amplificagfo para
as analises de heteroduplex era feita utilizando-se dois conjuntos de primers (1+2 e 3+4),
resultando destas reagtes dois fragmentos de 199 pb e 204 pb, respectivamente. A
amplificacdo para as analises de metilagdio foi feita utilizando-se outra combinaciio de

primers (1+4), resultando destas reagdes um fragmentos de 361 pb.

2. Amglise de heteroduplex. Apos o dltimo ciclo de PCR as amostras foram
aquecidas a 98°C por 5 minutos, encubadas em gelo por 1 minuto e deixados a 20°C por 60
minutos para formagio de heteroduplexes. Os fragmentos foram separados em gel de

peliacrilamida 6% em tampido TBE e corados pela prata.

3. Anglise de metilacio. O DNA gendmico foi encubado com enzimas de restricdo
Hal ITII {(GGCC) e Hpa I (CCGG), em reaghes distintas para cada uma destas enzimas, em
tamp#o e temperatura recomendados pelo fabricante. As seqiiéncias reconhecidas por estas
enzimas 580 encontradas 7 vezes na regifio que analisada (entre os nucleotidios -340 e +21
do gene COL1A) Se pelo menos uma cOpia do gene estiver metilada em todas as
sequéncias CpG, as endonucieases nfo serfio capazes de clivar o DNA, e, deste modo,
haveré uma seqiiéncia intacta que podera servir de “template” para a amplificagfo, tendo-se

como resultado um fragmento de 361 pb. Depois da digestdo pelas endonucleases, a mesma
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quantidade de DNA utilizada nas reacSes de PCR descritas anteriormente foi utilizada,
mantendo-se iguais as demais condigdes das reagdes. Foram feitas também reagdes
controle, cujo DNA ndo havia sofrido digestdo com enzimas de restrigio. Apés reagdio os
produtos das reagSes foram analisados em gel de poliacrilamida a 6% em tampdo TBE e

corados pela prata.
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RESULTADOS

O resultado das reagdes de heteroduplex podem ser vistos na figura 4. As amostras
submetidas a condigdes de formagio de heteroduplex foram submetidas a eletroforese ao
lado de amostras controle (nfio submetidas as condigdes de formagio de heteroduplex). As
bandas evidentes no gel revelam que ndo houve formacdo de heteroduplex, pois ndo houve
alteragdo na velocidade de migragéo do fragmento de 200 pb amplificado. O heteroduplex
migraria apenas um pouco mais lentamente do que as bandas de 200 pb que aparecem no
gel. As bandas que aparecem na porc¢do superior do gel (proximas ao fago v, de 500 pb)
puderam ser identificadas como fitas simples (que ainda nfio haviam renaturado).

Esta identificac@o foi feita por comparagdo com amostras mantida em condi¢des de
SSCP (single-stranded conformational polimorphism), em que as fitas do DNA se separam
e apresentam migracio mais lenta (Fig. 5). A auséncia de formagdo de heteroduplex

aconteceu em todas as amostras do grupo controle e do grupo teste.
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Figura 4. Eletroforese de fragmentos de DNA em gel de poliacrilamida/TBE a 6%, corado

pela prata. Canaletas 1, 3, 5, 7 ¢ 9: fragmentos de 200 pb amplificados a partir das amostras
GN8, GN9, GN10, GN11 e GN12 (controles), respectivamente. Canaletas 2, 4, 6, 8 ¢ 10
fragmentos de 200 pb amplificados a partir das amostras GN8, GIN9, GN10, GN11 e GN12,
respectivamente, mas submetidos a condi¢Ses de formacfio de heteroduplex previamente a
eletroforese. Canaleta 11 contém padrGes de peso molecular: ao alto, fragmento de 500 pb

do fago A, embaixo, fragmento de 104 pb do gene da B-globina.
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Figura 5. Eletroforese de fragmentos de DNA em gel de poliacrilamida/TBE a 6%, corado
pela prata. Canaletas 1: padriio de peso molecular, fragmento de 500 pb do fago A.

Canaleta 2: fragmentos de 200 pb amplificados a partir da amostra GNS, apés reagdo para
formacdo de SSCP.

Canaleta 3: fragmentos de 200 pb amplificados a partir de GNS.

Canaletas 4 e 5. fragmentos de 200 pb amplificados a partir das amostras GN5 e GNI,
respectivamente, mas submetidos a condigfes de formacio de heteroduplex previamente a

eletroforese.
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A digestiio das amostras pelas enzimas de restrigdo foi efetiva em todas as amostras
dos dois grupos. Isso pode ser visto nas Fig. 6 ¢ Fig. 7. Na Fig. 6 o DNA das amostras nio
havia sido digerido com enzimas de restricdo previamente a PCR, e estdo evidentes as
bandas correspondentes ao fragmento de 461 pb amplificado. Na eletroforese mostrada na

Fig.7, as mesmas amostras haviam sido digeridas pela HAPII, e nenhuma banda € evidente.

Figura 6. Eletroforese de fragmentos de DNA em gel de poliacrilamida/TBE a 6%, corado
pela prata. Canaletas 1: Reagfio controle sem DNA. Canaleta 2: padrio de peso molecular
(X 174, cujas bandas representam 1358 pb, 1078 pb, 874 pb, 603 pb, 310 b, 281 pb, 271
pb e 234 pb (do alto do gel para baixo).

Canaletas 3 a 14. fragmentos compativeis com 461 pb, amplificados a partir das amostras
GN1 (Canaleta 3), GN2, GN3, GN4, GNS5, GN6, GN7, GN8, GN9, GN10, GN11 e GN12,

respectivamente.
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Figura 7. Eletroforese de fragmentos de DNA em gel de pol
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pb, 1078 pb, 874 pb, 603 pb, 310 b, 281 pb, 271 pb e 234 pb (do alto do gel para baixo).
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DISCUSSAO

A andlise de heteroduplex se baselza no anelamento entre fitas simples com
seqiiéneias muito similares, ou seja, copias quase 1dénticas de um gene ou fragmento de
DNA, formando duplas fitas que nfo ficam totalmente pareadas e, por este motivo,
apresentam mobilidade alterada durante uma eletroforese em gel quando comparadas com as
fitas duplas perfeitamente pareadas ou homoduplexes (gerados a partir de genes ou
fragmentos idénticos). Moléculas de heteroduplex com variagio de apenas 1 pb podem
demonstrar mobilidade alterada quando esta € comparada com aquela de homoduplexes em

géis de poliacrilamida (WHITE, 19927"). Verificou-se que esta técnica é capaz de alcangar

um nivel de sensibilidade de 80 a 90% em fragmentos de DNA pequenos (< do que 300
pbY GROMPE, 1993%), de modo que podemos considerar esta técnica adequada para nosso
estudo, que avaliou a formagao de heteroduplexes em fragmentos de 199pb e 204 pb.

A andlise de heteroduplex realizada neste estudo revelou auséncia de formacgdo de
heteroduplexes em todas as amostras testadas. Este resultado ¢ uma indicacio de que a
seqliéncia do promotor do COLIA2 analisada ¢ altamente conservada e mutagdes ou
polimorfismos parecem ndo existir nas amostras estudadas. Possivelmente este fato esteja
relacionado com a conservacio dos promotores dos genes dos dois tipos de cadeia de
colageno tipo [, que se mostram muito semeclhantes em termos de conservacgio das
seqiiéncias "cis". Esta conservagdo das seqiiéncias "cis" do promotor foi atribuida a
reguiaciio da propor¢do 2:1 na sintese das cadeias alfa 1 e alfa 2 (KARSENTY & DE
CROMBRUGGHE, 1991°9).

Conforme dito na introducio, hd evidéncias que indicam que © controle
transcricional representa a forma de regulagfio mais importante dos genes do coldgeno tipo I

(BORNSTEIN, 1996%). A este nivel, sua expressdo pode ser influenciada por vérios fatores

exogenos (VUUST er al., 19857 HAMALAINEN e al., 1985%; COCKAYNE er al.,
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1986") ou citocinas, como TGF-B, TNF-o. e IL-1 (GOLDRING et al., 1986™), que
interagem com fatores de transcricio a nivel de promotores dos genes das cadeias de
coldgeno.

INAGAKI et al., em 19947, mostraram que o TGF-B estimula a transcrigio do gene
COL1A2 pela ligacio de fator de transcrigiio em sequéncia GGGCGG localizada entre -
330 e -255 pb. TAMAKI ef af, em 1995%, demonstraram a presenca de um elemento
fortemente responsivo em uma regido rica em GC entre -303 e -271 pb, a qual contém trés
sitios de ligagdo (GC-boxes). Mutagdes por substituigdo na regido das "GC-boxes" aboliram
a ligacdo protéica a estes sitios em ensaios de "gel shift analysis", resultando também em
90% de reducdio da atividade do promotor em ensaios de transfecgfo fransitérios. CHUNG
ef al., em 1996", estudaram a regulacio da atividade do promotor do gene COLI1AZ
através da transfecgiio de fibroblastos com porgdes deste promotor. Estes autores
caracterizaram um fragmento entre os nucleotideos -265 e -241 pb do promotor como um
sitio ligador de AP-1. Utilizando mutagénese sitio-dirigida, estes autores também
demonstraram que esta regiio tem uma funglo regulatoria na atividade basal do promotor ¢
¢ fundamental para a resposta ao TGF-3. Segundo o resultados destes autores, este sitio de
expressio do COL1AZ2 causado pelo TGF-B. E interessante notar também que o complexo
AP-1 ¢ um dimero dos produtos génicos das familias de oncogenes Fos e Jun. Conforme a
especificidade do oncogene formador do dimero, o complexo AP-1 passa a ter uma fungio
da atividade de transcrigio dos genes de colagenases (MAUVIEL, 1993%),

O fato de se estudar sitios com afinidade por citocinas revela ndo 56 o papel
fundamental destas moléculas na regulagfio do colagene do tipo I, mas a maneira complexa
como elas regulam todos os processos da matriz extracelular, O TGF-B € considerado uma

citocina chave no reparo tecidual (COTRAN et al., 1994"). Ele pode ser considerado um
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fator anabdlico, pois estimula a proliferagio de fibroblastos, aumenta a producfio de
colageno e inibe a sintese de colagenase (IGNOTZ et al., 1987%%). O TNF-q, por outro
lado, se contrapde as agdes do TGF-B, induzinde a sintese metalo-proteinases ¢ inibindo a
produgio de colageno (INAGAKI et al., 1994°),

Foram demonstradas as agdes opostas exercidas pelo TGF-§ e pelo TNF-¢ na
regulagdo da transcrigdo do COL1A2 através de uma regido curta do promotor, de -340 a -
285 pb (INAGAKT ef al., 1995%). O efeito antagbnico destas duas citocinas nesta por¢ao
do promotor €, até o momento, a indicag@io mais clara da maneira pela qual as células de
diferentes tecidos e células em diferentes estados funcionais sfic capazes de exercer um
controle muito delicado da sintese de colédgeno tipo I. Esta evidéncia foi muito importante
para a escolha do sitio do promotor que nos propusemos a estudar. Uma mutagio nesta
seqiéncia alteraria a interagBo destas importantes citocinas com o promotor e poderia
acarretar alteracBes dramaticas na transcri¢éo do gene.

Por outro lado, também hé evidéncia de regulagBio negativa em uma regido entre -
165 pb e -155 pb no promotor do COL1AZ, cuja mutagio em 3 pb € responsavel por um
aumento de 4 vezes na atividade do promotor (KARSENTY & CROMBRUGGHE,
1991*"). Esta sequéncia também fazia parte do fragmento que nos propusemos a estudar.
Como explicado acima, uma mutagio nesta seqiéncia responsavel pela regulacio negativa
poderia aumentar muito a produgiic do colageno tipo 1.

Além destas evidéncias moleculares sobre a topografia do promotor, dados de
células em cultura nos influenciaram na formulagio da hipétese que motivou este estudo.
Foi demonstrada atividade aumentada no promotor do COL.1A2 em fibroblastos originarios
de pacientes com escleroderma (KIKUCHI, 1992°), o que indica a possibilidade de
polimorfismos na seqiiéncia do promotor estarem relacionados a condices fibréticas por
aiterac@io da afinidade a fatores de transcrigdo.

Antes de concluir a discussdo sobre a auséncia de polimorfismo ou mutagio




verificadas na por¢iio do promotor estudada, € importante salientar que ha uma diferenca
importate para esta discussdo que diz respeito ao conceito de mutagdic e polimorfismo
(LEWIN, 1994*)). As mutagbes genéticas, longe de serem sempre deletérias, so o evento
responsavel pela evolugio dos organismos gerada pela diversidade genética (claro que
associadas a selecfo natural). A diferenca entre mutagio e polimorfismo estd na freqiiéncia
da alteragfio genética em uma determinada populacdo. Enquanto se fala em mutagio para
alteragGes relativamente raras no genoma, fala-se de polimorfismo quando esta mesma
modificacio aparece em mais de 1% da populagio. Na verdade, como certas mutagdes
acabam sendo benéficas para determinadas populagdes, elas passam a ser mais prevalentes ¢
se tornam polimorfismos. A distingio entre os dois termos somente tem importincia
conceitual para este texto, uma vez que antes do estudo ndo sabiamos se encontrariamos
alguma alteragfio (como de fato ndo encontramos). Realmetne importante € a nogio de que
alteragtes no genoma (mutacdes ou polimorfismos) existem e afetam a resposta dos
individuos a estimulos do meio. Um exemplo muito freqiientemente usado € o polimorfismo
da B-globina em africanos (anemia falciforme). como os heterozigotos (com trago
falcémico) apresentam maior resisténcia & malaria, surgiu o polimorfismo a partir da
mutagio da globina. Este aparte sobre conceitos genéticos ¢ incluido aqui para lembrar das
inumeras possivels variagdes interindividuais que poderiam ter um papel na FGH. Hoje ja se
reconhece que a diferente suscetibilidade dos individuos a doenga periodontal, por exemplo,
provavelmente esteja relacionada a polimorfismos interindividuais (OFFENBACHER,
1996°%). Um polimorfismo do promotor do TNF-ct, por exemplo, uma citocina inflamatéria
que em geral promove a degradagio periodontal, faz com que os individuos com o
promotor polimorfico tenham uma resposta inflamatdria muito menos intensa do que os
normais a agressiio decorrente do fumo, modulando de um modo inesperado a resisténcia
de fumantes & doenca periodontal (DERKX, 1995"; OFFENBACHER, 1996°%).

Tendo em vista tudo o que revisamos sobre regulagio dos genes do colageno do
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tipo 1, mutagdes ou polimorfismos nas seqliéncias do promotor poderiam causar altera¢Ses
nas respostas aos estimulos. Uma 1ltima constatagfio clinica sugere esta relagio nos casos
de fibromatose gingival: na fibromatose gengival induzida por drogas, parece haver uma
reagdo exagerada dos tecidos periodontais aos estimulos inflamatérios oriundos de placa
dental. E recomendagio fundamental o controle escrupuloso da placa apés as
gengivectomias que sdio feitas nestes casos, sendo o crescimento genvival posterior 2
gengivectomia inversamente proporcional 4 quantidade de placa acumulada (PINDGORG,
1992%). Por outro lado, ha um certo numero de pacientes que nfo desenvolve o
crescimento gingival em resposta a drogas como a fenitoina (PINDGORG, 1992%). Isso
poderia ser decorrente de polimorfismos individuais que determinassem uma resposta
diferente as citocinas ou as drogas.

Apesar da fundamentagio de nossa hipOtese nos estudos que descrevemos, pode-se
concluir que mutagtes na seqiiéncia do promotor do COL1A2 analisada parecem ndo estar
relacionadas com © excesso de deposicfio de colageno do tipo I em pacientes portadores de
FGH.

A alta conservaciio da seqiiéncia do promotor analisada, entretanto, é uma achado
importante a medida que se pergunta; se ndo € a alterag@o do promotor que leva a produgio
aumentada de colageno nas fibromatoses, o que pode ser entdo?

Neste sentido, alguns trabathos recentes parecem ter convergido para a hipétese de
alteragio na quantidade de citocinas, NAKAQ ef al’’.) em 1995, detectaram produgiio
aumentada de citocinas e colageno em fibroblastos gengivais de pacientes com hiperplasia
fibrosa induzida por uso de dentadura, o que indica que talvez a alteraclo possa estar
relacionada 4 produgdo de citocinas. Diferentes individuos responderiam a determinados
estimulos (no caso do estudo referido acima, o trauma por prétese) produzindo diferentes
quantidades de citocinas. SAITO et al®', em 1996, mostraram que havia maior marcagdo

imunohistoquimica para TGF-$, bFGF (Fibroblast Growth Factor) e seus receptores em
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tecidos gengivais de pacientes com fibromatose gengival induzida por drogas do que nos
tecidos de pacientes controles, levando estes autores a sugerir que a sintese aumentada
destas citocinas e seus receptores poderiam estar relacionadas com a hiperplasia gengival
induzida por drogas. TIPTON er al.”', em 1997, mostraram que fibroblastos derivados de
gengiva de pacientes com FGH tém aumento na sua proliferagio € aumento na sintese de
coldgeno tipo I e fibronectina, quando comparados com fibroblastos derivados de gengivas
normais, o que levou os autores a concluir que os fibroblastos de pacientes com FGH
exibem caracteristicas fenotipicas de fibroblastos ativados. A ativagiio dos fibroblastos

poderia decorrer do aumento de citocinas como o TGF-B, mas, ao que sabemos, esto ainda

ndo foi investigado na FGH.

E um fato estabelecido que a desmetilagio de genes permite que estes sejam
{ranscritos e as proteinas por eles codificadas passem a se expressar (CEDAR, 1988'"). No
casi das condi¢fes fibroticas, poderia-se pensar que em individuos normais a regido do
promotor estivesse mais metilada do que aquela de pacientes com FGH. Esta hipotese ja foi
confirmada em alguns experimentos /7 vifro envolvendo a expressdo de colagenc do tipo L
Foi demonstrado que a metilacio de plasmidios contendo os genes COL1AI and COL1A2
inibiu a transcrigio destes genes em células (GUENETTE ef of, 1992*%). Além disso, o
tratamento de células com um inibidor de metilagdo ativou a transcricio do gene COL1A1
(THOMPSON et al., 1991%).

Nossos resultados indicam que as citosinas presentes nas seqiiéncias reconhecidas
pelas enzimas de restrigio HAL 1II e HPA 11 nfio estdo metiladas em nossas amostras, uma
vez que o DNA nfo pdde ser amplificado ap0s a digestfio com estas enzimas. Deste modo,
uma alteragio no padrio de metilagdo na seqiéncia do promotor estudada aparentemente
n#o esta envolvida na génese da FGH. Contudo, o fato de se ter estudado a seqiiéncia do
promotor mais importante do ponto de vista de seqiiéncias de DNA com afinidade por

fatores de transcrigio ndo quer dizer que a metilagio néo esteja envolvida na expressio
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aumentada deste gene, pois ha outros trechos em que ela poderia estar exercendo um papel
regulador importante.

Vale aqui ressaitar que a metilagdo ¢ uma das modificagdes covalentes do DNA a
qual se tem dado mais atengdo nos ultimos anos pelos poderosos efeitos que exerce sobre a
regulagio da transcrigio (KASS er al, 1997°). Conforme KASS er al®, em 1997, a
metilagdo do DNA poderia controlar a atividade génica tanto a nivel local, exercendo seus
efeitos junto ao promotor e enhancer, ou seja, impedindo a hgacdio dos fatores de
transcrigdo necessarios ao inicio da transcrigiio (hipdtese que testamos neste estudo), como
poderia ser importante ao longo de todo o gene, diminuindo a velocidade de transcrigfo.
Apesar dos resultados negativos de nosso estudo, as evidéncias de outros trabalhos com
promotor dos genes do colageno tipo I (FERNANDEZ et al., 1985%'; THOMPSON et al.,
1991, GUENETTE et al, 1992*") e o aumento do nimero de indicagdes sobre a
importante fun¢do da metilagdo na regulagdo da transcricdo génica (LEWIN, 1994, KASS
et al, 1997%) fazem supor que estudos mais minuciosos a respeito da metilagio dos genes
do colageno do tipo I seriam de valor para a compreensdo de processos fibroticos com

aumento deste colageno.
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CONCLUSOES

No presente estudo ndo foram encontrados polimorfismos na regido entre -340 e
+21 pb do promotor do COL1A, tanto em pacientes normais como em portadores de FGH.

Este achado pode refletir o fato de que condigdes fibroticas talvez ndo sejam
causadas por alteragdes nas seqii€ncias dos genes (cis-acting sequences), mas por fatores
que contribuem ou determinam sua transcri¢do (trans-acting factors).

Néo foi verificada alteragdo no padrdo de metilagdo da seqiiéncia do promotor
analisada. Provavelmente a submetilagio da seqiiéncia analisada ndo esteja relacionada com
a FGH.

Apesar dos resultados deste trabalho ndo terem contribuido diretamente para
esclarecer a causa da FGH, a auséncia de mutagio ou polimorfismos na seqiiéncia analisada
¢ uma observagiio importante que indica a necessidade de melhor compreensio dos demais

fatores (trans-acting) presentes em condigdes fibroticas.
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SUMMARY

There is a great interindividual variation in gingival fibroblasts capacity for
synthesizing extracellular matrix proteins. This variability is well-documented in patients
exhibiting drug-induced gingival overgrowth, but it is still poorly understood in patients
with Hereditary Gingival Fibromatosis (HGF). There is an increase in the amount of normal
collagen secreted into the exiracellular matrix of the gingiva of patients with HGF.
Individuals may carry genetic polymorphisms or mutations, which could determine the
pattern of fibroblasts response to environmental stimuli.

Thus, we tried to identify genetic polymorphisms in the promoter of the collagen
type I alfa 2 chain (COL1A2) in a group of normal subjects (p=12) and another group of
patients with HGF (n=13). Besides, we also tested the hypothesis that undermethylation of
this sequence could be related to the overexpression of type I collagen in these patients,

Inicially we amplified the COL1A2 promoter region from -340 to +2 bp by PCR,
since this is the promoter region were most cis-acting-factors have been identified until
now. Thereafter, heteroduplex analysis was performed by heating the samples 5 minutes to
98°C, chilling at O°C, and maintaining them one hour at 20°C. The samples were run in a
6% polyacrilamide/ TBE gel, which was stained with silver for heteroduplexes detection.
Methylation analysis was carried out using restriction enzymes which do not cut DNA when
their recognition sites are methylated (HAL III e HPA II). DNA was digested by these
enzymes prior to PCR. Successful amplification of a selected fragment of the promoter
where restriction sites of these two enzymes are found would mean that the sequence was
methylated. The samples were run in a 6% polyacrilamide/ TBE gel, which was stained with
silver.

There was no difference in the migration of DNA fragments afier the heteroduplex
reaction, neither methylation pattern alteration was detected between the two groups
analysed. This may indicate that mutations or methylation pattern alteration in the promoter
region of the COL!AZ reaching from ~340 to +2 bp are probably not involved in the
gingival overgrowth affecting patients with HGF.
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