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RESUMO

Numerosos termos tém sido usados para descrever a auséncia congénita
de dentes. A hipodontia denota a auséncia congénita de um ou poucos dentes
permanentes e/ou deciduos. A agenesia de numerosos dentes, comumente
associada a sindromes especificas e/ou anormalidades sistémicas, ¢
classificada como oligodontia. A anodontia,. uma expressdo extrema da
oligodontia, indica uma total auséncia das estruturas dentais e tem sido
reportada nas mais severas formas de displasias ectodermais. A hipodontia ¢
uma das mais freqglientes alteragdes da denticdo humana, que embora nfio
represente um problema de saide publica, pode causar disfungdes
mastigatorias ¢ da fala, além de problemas estéticos. Trabalhos recentes
mostraram que a delecio do gene Lef I em ratos proporciona a perda de
dentes e outras estruturas originadas da interagfo epitélio-mesénquima. O
objetivo deste trabalho foi investigar a presenga de polimorfismos na regido
promotora do gene LEF ! em individuos com formas nfo sindrémicas de
agenesia dental. O DNA foi obtido de células epiteliais (em processo de
descamacg@o) da mucosa bucal de 38 individuos com agenesia nos segundos
pré-molares, terceiros molares ou incisivos, ¢ 39 individuos controle. A regifio
promotora do gene LEF | foi amplificada pela técnica de PCR. Os produtos
de PCR foram submetidos a analise pela técnica de SSCP e nfio revelaram
alteragOes na regido promotora do gene estudado. Este resultado indica que
alteracOes nesta regiio do gene LEF ]/ em humanos deve ter um efeito
altamente seletivo na denti¢do, e outros genes devem estar envolvidos na

etiologia da hipodontia.



ABSTRACT

Numerous terms have been used to describe congenital missing teeth.
Hypodontia denotes congenital absence of one or a few teeth in the primary
and/or permanent dentition. Agenesis of numerous teeth, commonly
associated with specific syndromes and/or severe systemic abnormalities is
classified as oligodontia. Anodontia, an extreme expression of oligodontia
indicates total absence of dental structures. The latter has been reported in the
most severe forms of ectodermal dysplasia. The hypodontia is one of the most
frequent alterations of the human dentition. Although it does not represent a
public heaith problem, it may cause both speech and masticatory dysfunction
as well as aesthetic problems. Recent work in cats have shown that ablation of
Lef 1 gene causes complete loss of teeth and interferes with the development
of other structures formed by epithelial-mesenchymal interaction. The aim of
this work was to investigate the presence of polymorphisms/mutations in the
promoter region of the LEF / gene in individuals with tooth agenesis. DNA
was obtained from epithelial cells of the buccal mucosa of 38 individuals with
different patterns of hypodontia in seconds premolars, wisdom teeth or
incisors, and 39 individuals control. The promoter region of the LEF [ gene
was amplified by PCR technique. The PCR products were submitted to SSCP
technique and did not revel any alterations in that region of the gene studied.
This result indicates that alterations in this region of the LEF [ gene in
humans must have a highly selective effect on dentition, and other regions of
this gene as well as other genes may be involved in the aetiology of

hypodontia in humans.



INTRODUCAO

Uma denticdo completa e funcional ¢ pré-requisito para a sobrevivéncia
de muitos mamiferos. A denticdo dos mamiferos consiste de dentes que se
desenvolveram como 6rgdos discretos, e de anterior para posterior, a denticdo
¢ dividida dentro das regides de incisivos, caninos, pré-molares ¢ molares.
Particularmente, os dentes molares sdo muito diversificados nas suas formas
(Thesleff and Jernvall, 2000).

A hipodontia € a auséncia congénita de um a seis dentes permanentes
e/ou deciduos, ¢ representa uma das alteracdes mais freqlientes da denticdo
humana. Embora nio constitua um problema de satde publica, a agenesia
dental pode causar alteracdes na fungdo mastigatoria e fala, assim como
problemas estéticos que podem afetar a vida social do mdividuo. Esta
alteragdio pode ocorrer associada a sindromes ou como uma entidade isolada,
podendo, neste caso, seguir um padrdo herdado ou nido. Os terceiros molares
sdo os dentes mais afetados, estando ausentes em aproximadamente 20% da
populacdo, seguidos pelos segundos pré-molares (3,4%) e incisivos laterais
maxilares (2,2%) (Graber, 1978; Cua-Benward et al., 1992).

Embora 0 mecanismo molecular envolvido no desenvolvimento normal
do dente em humanos nio seja muito bem conhecido, estudos em outros
vertebrados t€m mostrado varias moléculas envolvidas na interacdo epitélio-
mesénquima, que comanda o desenvolvimento de todos os orgéos epidermais
incluindo os dentes, pélos e glindulas mamarias (Kollar, 1970; Kollar and
Baird, 1970; Sakakura, 1987; Lumsden, 1988; Hardy, 1992; Jahoda, 1992). O
desenvolvimento inicial desses orgdos € similar & formacdo de uma estrutura

com forma caracteristica de botdo.



Figura 5§ . Fase em botio da odontogénese. 1- Epitélio oral; 2-
Lamina dental; 3- Botio epitelial; 4- Células ectomesenquimais
condensadas; 5- Ectomesénquima.

Depois deste estagio, o desenvolvimento destes orgdos diverge para dar
origem a estruturas especializadas, com diferentes morfologias, tipos celulares
e fungdes (Lefkowitz ef al., 1953; Cohn, 1957; Sakakura, 1987; Hardy, 1992).
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Figura 6: Fase em capuz da odontogénese. 1- Epitélio oral; 2-
Orgao do esmalte; 3- Papila dental; 4- Foliculo dental.

Figura 7. Fase em campinula da odontogénese. 1- Epitélio oral;
2- Epitélio externo do orgido do esmalte; 3- Reticulo estrelado; 4-
Estrato intermedidrio; 5- Epitélio interno do 6rgio do esmalte;
6- Papila dental; 7- Foliculo dental; 8- Tecido dsseo.

i0



Figura 8: Fase em coroa da odontogénese. 1- Epitélio oral; 2-
Epitélio externo do orgido do esmalte; 3- Reticulo estrelado; 4-
Estrato intermediirio; 5- Ameloblasto; 6- Esmalte; 7- Dentina;
8- Pré dentina; 9- Odontoblasto; 10- Polpa dental; 11- Foliculo
dental; 12- Tecido dsseo.

A interacdo indutiva entre o epitélio € o mesénquima comanda a
iniciagdo do desenvolvimento desses Orgdos, subseqiiente morfogénese e
citodiferenciagdo terminal (Grobstein 1967; Gurdon 1992). Estudos
(Grobstein 1967; Saxén 1977, Kratochwil 1986) indicam que a interacdo
epitélio-mesénquima € reciproca e seqiiencial, € que um ou outro componente
(epitélio ou mesénquima) pode ter um papel dominante na organogénese,
dependendo do 6rgdo e estagio do desenvolvimento.

Embora muitos genes participem na interagdo epitélio-mesénquima
durante o desenvolvimenfo do dente em mamiferos, a estrutura molecular
implicada neste desenvolvimento € pouco entendida. O gene LEF !
(Lymphoid enhancer-binding factor 1) parece desempenhar funcdo essencial

11



na formacgfo de varios Orgdos e estruturas que requerem a interagfo indutiva
dos tecidos (vanGenderen et al., 1994).

A proteina LEF 1 ¢ um fator de transcri¢do que € expresso em células
pré-B e T de ratos adultos nas células da crista neural, germe dental, pélos e
outros lugares durante a embriogénese (Travis ef al., 1991, Waterman et al.
1991; Oosterwegel et al. 1993; van Genderen et al. 1994; Zhou et al. 1995,
Milatovich et al., 1991). A eliminagéio da proteina LEF1 por ablacdo genética
causa letalidade poés-natal. O animal mutante perde dentes, glandulas
mamarias e pélos, embora estes animais desenvolvam foliculos pilosos
rudimentares. O animal mutante nfo apresenta defeitos 6bvios nas popula¢des
de células linfoides ao nascimento. Sugere-se que a proteina LEF 1 tenha um
papel essencial na formacgfo de varios 6rgdos e estruturas que necessitam da
interacdo indutiva dos tecidos (vanGenderen et al., 1994).

A proteina LEF 1 € um membro da familia das proteinas HMG (High
Mobility Group), que t€m a capacidade de induzir uma dobra na dupla hélice
do DNA (Giese er al. 1992; Love et al. 1995). No entanto, LEF 1 ativa a
transcrigdio somente com a colaboracdo de outras proteinas que se ligam ao
DNA (Carlsson et al. 1993).

A proteina LEF 1 ¢ intensamente sintetizada pelas células epiteliais do
botdo dental, onde desempenha um papel importante na indugdo das células
mesenquimais. A auséncia da expressio desta proteina em camundongos faz
com que a odontogénese seja interrompida na fase de botSio (Kratochwil et.
al.,1996).

| ¥



REVISAO DA LITERATURA

Agenesia Dental

Na literatura cientifica ndo hd consenso a respeito da terminologia
empregada ao referir-se a falta congénita de dentes. Agenesia dental e
hipodontia sfo termos apropriados para significar a auséncia congénita de um
ou mais (até seis) dentes permanentes e/ou deciduos (Stewart er al., 1982).
Oligodontia € definida como a auséncia congénita de seis ou mais dentes,
excluindo-se os terceiros molares (Schalk-Van Der Weide et al.,1994).
Encontra-se também o termo anodontia parcial, com significado andlogo a
hipodontia, em alguns livros e artigos anteriores a 1978, quando foi
considerado obsoleto (Erwin & Cockern, 1949; Shafer ef al., 1958).

Individuos que possuem oligodontia além de apresentar numero
consideravelmente reduzido de dentes, o tamanho destes é menor ¢ a forma
muitas vezes ¢ anOmala. Observa-se também a erupciio dental tardia, fato
mais evidente em individuos do sexo masculino (Schalk-Van Der Weide ef al,
1994).

A agenesia dental ¢ uma das alteragdes mais freqiientes da denti¢io
humana. Muitos estudos tém avaliado que a prevaléncia da agenesia dental
(exceto para terceiros molares) varia de 5% a 10% em populacdes européias e
asigticas (Arte et al., 1996). Os dentes mais afetados sdo os segundos pré-
molares (3,4%) e incisivos laterais maxilares (2,2%) (Graber, 1978; Cua-
Benward et al., 1992).
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Figura 1: Paciente com agenesia de

deciduo

Figura 2: Paciente com agenesia de incisivos laterais inferiores
permanentes
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Figura 4: Paciente portador de Displasia Ectodérmica Anidrdtica,

apresentando Oligodontia caracteristica
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Os terceiros molares mostram-se ausentes em aproximadamente 20%
da populagdo, demonstrando uma tendéncia evolutiva.

A hipodontia nfio constitui um problema de satde piblica, mas pode
causar alteragdes na fungdo mastigatoria e fala e ,dependendo da severidade
do caso, torna-se um desconforto estético do qual muitos individuos se
queixam. A agenesia dental pode ocorrer como uma entidade isolada ou
associada a sindromes. No caso da hipodontia isolada, essa caracteristica
parece ser resultado de uma ou mais mutagdes pontuais em um sistema
poligénico estreitamente ligado, transmitidas mais freqlientemente de modo
autossdmico dominante, de penetrincia incompleta e expressividade varidvel
(Graber, 1978). Quando a agenesia dental estd ligada a sindromes hd uma
tendéncia maior de ser transmitida.

Segundo Yvonne Schalk-Van Der Weide e colaboradores em 1994, a
hipodontia ou oligodontia (dependendo do nimero de dentes ausentes) € uma
das caracteristicas observadas em mais de 120 sindromes, sendo em algumas
delas uma caracteristica importante para o diagnostico. Em algumas
sindromes, a agenesia dental € meramente descrita como uma caracteristica
associada. Uma das principais sindromes em que a auséncia congénita de
dentes € uma caracteristica-chave para o diagnéstico € a Displasia
Ectodérmica Anidrética, cujos individuos afetados exibem rareamento de
cabelos (hipotricose), inabilidade de transpirar devido a falta ou menor
quantidade de glindulas sudoriparas (anidrose ou hipoidrose), entre outras
caracteristicas. Com relacdo a dentigdo, esta sindrome apresenta numero
variavel de dentes ausentes, indo da hipodontia até a agenesia total, incluindo-
se o fato de que a forma dos dentes presentes é anormalmente simples
{cdnicos) e de tamanho reduzido.
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Assim, a Displasia Ectodérmica Anidrética carateriza-se pelo
desenvolvimento pobre ou ausente de cabelo, glindulas sudoriparas e dentes,
os quais sfo tecidos originados embriologicamente da ectoderme (Thesleff,
1996).

Algumas das sindromes em que a agenesia € uma caracteristica
importante estdo relacionadas na tabela 1 (Shalk-Van Der Weide et al., 1994),

embora ndo exista interesse no presente estudo em aprofundar esse tépico.
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TABELA 1 - Sindromes que apresentam auséncia congénita de dentes.

SINDROME MODO DE HERANCA |DENTES AUSENTES
Book Autossémica Dominante | Pré-molares
Incisivos maxilares (sempre),
Rieger Autossdmica Dominante | incisivos mandibulares e pré-
molares (ocasionalmente)
Incisivos  mandibulares e
Ellis — van Creveld Autossdmica Recessiva | caninos
Molares deciduos, segundos
Gorlin ~ Chaudry - Moss | Autossémica Recessiva | pré-molares e molares
permanentes
Incisivos laterais maxilares,
Proteinose lip6ide Autossdmica Recessiva | caninos e pré-molares
Incisivos laterais maxilares e
Coffin - Lowry Ligado ao X (Recessiva) |incisivos mandibulares
Incisivos  mandibulares e
Orofaciodigital Ligado ao X (Dominante) |caninos
(tipo 1)
Incisivos laterais maxilares e
Labio e palato fendido Multifatorial caninos
Terceiros molares, segundos
Down Cromossdmica pré-molares mandibulares e
incisivos laterais maxilares
Virios modos sd0
Holoprosencefalia descritos Incisivos maxilares
Incisivos  mandibulares e
Hipoglossia - hipodactilia Esporadica caninos
Angquilose glossopalatina | Autossémica Dominante | Incisivos

Fonte: Schalk-van der Weide Y., Beemer F. A., Faber J. A. J. & Bosman F. Symptomatology of
patiences with oligodontia. J. Oral Rehabilitation 21: 249, 1994.
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Genes Envolvidos na Odontogénese

O desenvolvimento do dente e outros orgdos derivados de interagfo
epitélio-mesénquima € mediada por moléculas sinalizadoras. Recentemente,
evidéncias sugerem que a cascata de sinais € usada durante todo o processo do
desenvolvimento do dente (Thesleff and Jernvall, 2000).

A interagdo epitélio-mesénquima € mediada por familias de genes
conservados em outros organismos vertebrados. Estudos tém revelado a
sinalizacdo indutiva e hierarquica dos genes envolvidos na interagdo epitélio-
mesénquima. Esta ¢ a formidavel tarefa de mais de 200 genes que participam
da formagfo dos dentes (Thesleff and Jernvall 2000).

A expressdo combinada de membros de grupos da familia de genes
homedticos (genes Hox) reguladores, desempenham importante papel na
especificacdo posicional de estruturas no sistema esquelético. Analises de
expressio em embrides mostraram que genes Hox tém uma combinagdo
especifica de alguns de seus genes, como um “codigo Hox”, responsével pelo
“modelamento” ou embriogénese de determinadas regides do embrido (Hunt
et al., 1991). De acordo com essa idéia, o codigo Hox utilizado para
modelamento da regifio craniofacial dos vertebrados (considerando-se os
aspectos evolutivos), inclui membros dos grupos de genes Muscle segment
(Msx), Distal-less (Dix), Goosecoid (Gsc) e Paired (Pax). Estes grupos de
genes foram propostos para definir, pela sobreposi¢io dos dominios de
expressio, as regides em que se originardo os dentes incisivos, molares e
caninos na mandibula em desenvolvimento (Sharpe,1995).

O grupo Msx (em ratos) consiste em trés membros cromossomicamente
ndo iigados. O gene ASX ] pertence a um grupo de genes altamente conserva-
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dos dentro da escala evolutiva, e estd incluido em uma grande familia
chamada de genes homedticos (genes Hox). Em humanos existem os genes
MSX | e MSX 2 que ndo localizam-se no mesmo cromossomo (Davidson,
1995), e estéio estreitamente envolvidos na odontogénese (Maas & Bel, 1997).

Experimentos realizados com ratos transgénicos, em que o gene Msx /
foi tornado ndo-funcional, geraram animais com palato fendido e completa
anodontia, permanecendo a odontogénese interrompida na fase de botdo. Vale
acrescentar que esses animais ndo apresentaram mal-formag¢Ges em outros
orgios. Pode-se explicar esse fato devido 4 redundancia funcional entre os
genes Msx I e Msx 2 e sua co-expressdo em muitos sitios. Comprova-se esse
dado por um outro experimento com ratos transgénicos em que os genes Msx
1 e Msx 2 eram ndo-funcionais; os animais apresentaram, além de anodontia,
sérios defeitos no desenvolvimento de muitos orgdos. Conclui-se a
importancia indubitavel da proteina Msx / na odontogénese, e compreende-se
o fato de ratos transgénicos para o Msx I ndo terem sido compensados pelo
gene Msx 2, ja que este expressa-se principalmente nos estagios da
odontogénese mais avancados ao de botdo. Tal padrio de expressdo foi
comprovado em ratos transgénicos para o gene Msx 2, 0s quais ndo exibiram
altera¢do no niimero de dentes, mas sim defeitos na morfogénese das cispides,
das raizes dentais e dos Orgdos do esmalte (Satokata & Maas, 1994; Maas &
Bei, 1997; thesleff, 1996).

O grupo Dix recebeu sua denominagfo a partir da homologia observada
com o genoma de Drosophila, € € composto por seis membros no genoma de
mamiferos. Acredita-se que a partir de um gene Dk ancestral ocorreram
eventos de duplicacdo coincidindo com a evolugdo dos cordados. Os genes
Dix 3 e Dix 7 sdo os maiores candidaios a representarem esse gene ancestral,
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pois as expressdes de suas proteinas sd0 mais generalizadas, enquanto que as
expressdes dos outros genes sdo mais restritas, sugerindo que suas fungdes
sejam mais especializadas. Muitos genes Dlx sd0 co-eXpressos com 0§ genes
Msx 1 e Msx 2. Em particular os genes DiIx | e DIx 2 sio expressos
respectivamente no mesénquima dental e epitélio dental nos estagios iniciais
da odontogénese de ratos (até o estdgio de capuz), coincidindo em grande
parte com a expressfo dos genes Msx 1 € Msx 2. Além disso, os genes Dix I e
DIx 2 sdo expressos tanto na mandibula quanto na maxila, tendo a provavel
fungdo de participar da odontogénese de dentes molares. E interessante
acrescentar que em ratos transgénicos onde os genes Dix I e Dix 2 estdo
deletados, ocorre o desenvolvimento dos dentes molares mandibulares
somente. Procura-se explicar esse fato pela presenca dos genes Dix 5 e Dix 6
no arco mandibular, de forma que seria necessdria a expressdo de algum gene
Dlx na regifio para o desenvolvimento dos dentes molares (Maas & Bei, 1997;
Weiss et al., 1998). Com relagdo ao grupo Gsc (Goosecoid), as referéncias
bibliograficas consultadas ndo forneciam maiores informacdes a respeito,
limitando-se praticamente a menciona-lo.

Um outro grupo de genes homeoéticos € o Pax, cujo nome também
advém da homologia com um gene chamado paired em Drosophila. Esse
grupo € formado por nove membros em mamiferos, sendo que os membros
mais estreitamente ligados a odontogénese sdo os Pax I e Pax 9. Por meio de
hibridizagdio in situ em embrides de ratos, foi observada a expressdo da
proteina PAX 1 nos estdgios iniciais da odontogénese de molares (até a fase
de botfio). O gene Pax 9 é abundantemente expresso no mesénquima dental no
estagio de capuz. Além disso, em experimentos com ratos em que O gene
Pax 9 fo1 deietado, a odontogénese de molares apresentou-se interrompida na
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fase de botHio, o que € fenotipicamente similar aos resultados em ratos
transgénicos para o gene Msx I (Maas & Bei, 1997; Strachan & Read, 1994).
Recentemente também foi mostrado que mutacdo no gene PAX 9 estd
associada com a oligodontia em humanos, afetando principalmente os dentes
posteriores da dentigio permanente (Stockton et al. 2000).

Durante o desenvolvimento embrionario, muitos fatores de
crescimento tém demonstrado fun¢io como sinalizadores entre as camadas
dos tecidos embriondrios. A interacdo tissular, também chamada inducio
embriondria, tem uma importdncia central na regulagdo do desenvolvimento
embriondrio. Os fatores de crescimento estdo agrupados em familias, e aquelas
que atuam claramente na organogénese sdo o TGF-B (fator de crescimento
transformante - beta) e FGF (fator de crescimento fibroblastico). Um
mecanismo pelo qual os fatores de crescimento regulam o desenvolvimento €
pela estimulagio dos genes homedticos. Assim como eles, os fatores de
crescimento tém sido conservados durante a evolugdo e parecem ter fungdes
similares em todo o reino animal.

A familia de fatores de crescimento mais estudada até agora é a TGF-
B, e pertence a ela uma classe de proteinas denominada BMP (Proteina
Morfogenética do Osso) que regulam o desenvolvimento de ossos e
cartilagens. A proteina BMP 4 tem sido identificada como um sinal indutivo
do epitélio na formacdo dos dentes. Ela é produzida no epitélio dental (lamina
dental) e regula a expressdo de genes mais diretamente envolvidos na
odontogénese, incluindo o AMsx I. Expresso no mesénquima portanto, a
atividade da BMP 4 ¢ um importante sinal indutivo nas fases iniciais da
odontogénese, estimulando o mesénquima a prosseguir o processo (ihesleft,
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1995). A proteina BMP 2 guarda uma homologia de 95% com a BMP 4 ¢ ¢é
expressa somente no epitélio dental. A expressdo da BMP 2 indica forte
correlagdo com o gene Msx 2, de maneira que pode haver uma regulagfo
reciproca entre eles (Maas & Bei, 1997).

A outra familia de fatores de crescimento citada, o FGF, também atua
na odontogénese. O FGF 4 € expresso especificamente no 6rgio do esmalte e
acredita-se que ele induza a proliferacdo de células do epitélio dental
auxiliando a formacdo das cuspides (estudos realizados em dentes molares).
Além disso, o FGF 4 induz a expressio da proteoglicana sindecan-1, um
componente da matriz extracelular, no mesénquima dental, o qual estimula
também a proliferagdo celular. Portanto, moléculas de sinaliza¢do, como o
TGF- e FGF, nfo estio freqiientemente difusas no mesénquima dental; ao
invés disso, muitas vezes estio interagindo com moléculas da matriz
extracelular, o que dé a oportunidade para um nivel adicional de regulacdo
(Maas & Bei, 1997).

Os processos regulatérios envolvidos na odontogénese sdo
extremamente complexos, envolvendo muitos fatores de transcri¢do, fatores
de crescimento, componentes da matriz extracelular, de maneira que muitos
estudos ainda se fazem necessdrios para a completa compreenséo deles.

Outro fator de transcrig8o relacionado a formacdo dos dentes € o fator
de transcricdo LEF 1. Combinagdes experimentais de epitélio e mesénquima
de embribes de ratos normais e mutantes para Lef I, permitiram a
determinagdo do tipo de tecido e estigio do desenvolvimento em que este gene
€ critico para a morfogénese dos dentes. Estes experimentos indicam que a
expressdo de LEF 1 € requerida transientemente em um tecido para induzir
eventos especificos de morfogénese em outro tecido (Kratochwil er ai., 1996).
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Este fator é expresso no epitélio e mesénquima dental durante o estigio
de botfio. A expressdo deste gene parece ser essencial para o crescimento do
epitélio dental e indugdo do mesénquima. Em camundongos “knockout” onde
este gene foi deletado, a odontogénese ¢ bloqueada na fase de botéo,
resultando em agenesia de todos os dentes, semelhante ao gene Msx I
(Kratochwil ef al., 1996).

Experimentos com camundongos “knockout” mostraram que a delegéo
de outros genes como a activina e genes Gli 1 e Gli 2 também causam
agenesia dental, e portanto estio envolvidos na odontogénese (Peters &
Bailing, 1999). Um resumo dos genes cujo envolvimento na odontogénese foi
comprovado por experimentos em camundongos “ knockout” ¢ mostrado na

tabela 2.
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TABELA 2 - Sumario das principais alteraces na denﬁgﬁé causado pela

delegiio de genes em camundongos. + : presenga; - : auséncia; S: dentes pequenos;
F: dentes fusionados; ++ : dente extrapumerario; ( ) : achado ocasional

Genes Incisivos |Incisivos Molares Molares Estagi

maxilare | mandibulare | maxilares mandibulare |0

S S S paraliz

ado

Gli 3-/- + + + +
Gli2 -/~ + (F) + (4) + +
Gli2 +/- Gli3 +/- + + + +
Gli2 /- Gli3 +/- - + S + +8 Botio
Gli2-/- Gli3 /- - - - - Botio
Msxl1 -/- - - - - Botao
Msx2 -/~ + + + +
Msxl +/~ Msx2 -/~ |+ + + +
Msxl ~/- Msx2 +/- |- - - - Botao
MsxI /- Msx2 -/~ |- - - - lamina
Dix]-/- + + + +
Dix2 -/- + + + +
Dix1 -/~ Dix2 -/~ + + - + () lamina
Pax9 -/- - - - - Botao
Activin A -/~ + - + - Botio
EDAX/Y +8S +8 + S +8S
Lefl-/- - - - - Botiao
Pax6 ++ + + +
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Ogene LEF 1

A proteina LEF 1 (Lymphoid enhancer-binding factor 1) ¢ um fator de
transcriciio expressa em linfocitos de ratos adultos, em células da crista neural,
germes dentais, foliculos pilosos, e outros lugares durante a embriogénese
(Travis et al. 1991; Waterman et al. 1991; Oosterwegel et al. 1993;
vanGenderen et al. 1994; Zhou et al. 1995). O gene que codifica essa proteina
foi mapeado no cromossomo humano 4 (q23-q25) ¢ em ratos no cromossomo
3, perto do Egf. A LEF 1 é uma proteina nuclear de 54-KDa que se liga em um
lugar funcionalmente importante em receptores de células T (T-cell receptor
alpha enhancer) e contribui para um médximo aumento da atividade
(Milatovich er al. 1991).

Esta proteina é um membro da familia de proteinas HMG (high mobility
group proteins) que t€m a capacidade de induzir uma dobra na dupla hélice do
DNA (Giese ef al. 1992; Love et al. 1995). No entanto, a LEF 1 ativa a
transcricdo somente com a colaboragdo de outras proteinas ligantes do DNA
(Carlsson ef al. 1993). No contexto do receptor de célula T (T-cell receptor), a
proteina LEF 1 aparece tendo um papel arquitetural, participando da formacgo
de um complexo nucleoproteico, promovendo a justaposicio de sitios de
transcricdo nédo adjacentes. (Love ez al., 1995).

A LEF 1 reconhece uma seqii€ncia especifica de nucleotideos através
do dominio HMG (high-mobility-group). Estudos revelaram que o dominio
HMG se liga ao sulco menor de uma dupla hélice curvada e distorcida. A
regido basica se liga de forma cruzada ao estreitado sulco maior ¢ contribui
para o reconhecimento do DNA. A estrutura central da proteina LEF 1 é
formada por um arranjo caracteristico em forma de L de trés hélices e uma
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regido estendida vista previamente em estruturas de dominios HMG-1 e
HMG-D na auséncia do DNA. As hélices 1 and 2 (residuos 8-24 e 28-43.
respectivamente) formam um bragco do L; a hélice 3 (residuos 46-66) e a
estendida regido N-terminal, o outro (Love ef al., 1995).

As proteinas com dominios HMG podem ser classificadas em duas
subfamilias. Membros de uma subfamilia, que incluem o HMG-1 ¢ o HMG-2,
tém miltiplos dominmios HMG, se liga ao DNA com pouca ou nenhuma
especificidade e sdo encontradas em todos tipos de células. Membros da outra
subfamilia, que incluem a LEF 1 (lymphoid enhancer binding factors), contém
um unico dominio HMG, ligam-se em seqiiéncias especificas do DNA e sdo

expressos em poucos tipos celulares (Love et al., 1995).

O gene Lef 1 e a morfogénese

O desenvolvimento dos dentes tem sido extensivamente estudado
(Slavkin 1974; Sengel 1976; Thesleff and Humerinta 1981; Thesleff er al.
1995). Neste desenvolvimento, um epitélio derivado da ectoderme (epitélio
oral) interage com um mesénquima originado das células da crista neural no
primeiro arco branquial (LeDouarin 1982; Lumsden 1988; Noden 1988). O
epitélio invaginado abraga parte do mesénquima condensado que forma uma
papila mesenquimal. Estudos sobre mecanismos do desenvolvimento do dente
tém focado na expressdo de genes regulatorios, que codificam fatores de
transcricdo, moléculas da superficie celular e fatores de crescimento
(Panaretto 1993; Thesleff er al. 1995). Muitos destes genes sdo expressos em
regides e tempo definidos, o que refiete a interagdo indutiva dos tecidos
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(Jones et al. 1991; Lyons et al. 1991; MacKenzie ef al. 1991; Hogan et al.
1994; Parr and McMahon 1994). Alguns fatores de crescimento, como a
Proteina Morfogenética Ossea 4 (BMP 4) e o Fator de Crescimento
Fibroblastico 4 (FGF 4) tém a capacidade de induzir a expressdo de genes
especificos no mesénquima de germes dentais in vitro (Jernvall ez al. 1994).

Recentemente, mutagdes experimentais induzidas nos genes dos fatores
de transcricio Msx [ e Lef I, revelaram um papel destes genes no
desenvolvimento do dente (Satokata and Maas 1994; vanGenderen ez al. 1994;
Kratochwil ef al., 1996).

Trés mecanismos tém sido propostos para a transmiss@o indutiva dos
sinais na interacdio dos tecidos durante a organogénese: fatores difusiveis,
contato célula-célula, e interagio mediada pela matriz extracelular (Grobstein
1967; Sexén et al. 1976).

A inativacdo do gene Lef 1 em ratos resultou em um fenétipo em que o
desenvolvimento dos dentes, foliculos pilosos e glandulas mamarias foram
severamente prejudicados (vanGenderen er al. 1994). O desenvolvimento do
dente ¢é iniciado em embrides Lef I -/-, no entanto, ele para antes da formagdo
do capuz dental. Igualmente, o desenvolvimento dos pélos do corpo e
glandulas mamdrias é incompleto ou anulado antes da morfogénese. Todos os
orgdos que sdo afetados pela mutacio no gene Lef !/ compartilham uma
necessidade da interacdo dos tecidos, epitélio e mesénquima. Entdo, o fendtipo
destes ratos mutantes origina a interessante possibilidade que o gene Lef I
tenha um papel regulatério geral na interagdo epitélio-mesénquima
(vanGenderen et al. 1994). Além disso, a super expressdo forcada da LEF 1
nas células ectodermais de ratos transgénicos foi recentemente testada
resuitando em formacfo aberrante de foliculos pilosos e estruturas parecidas
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com dentes na regido do sulco labial (Zhou et al. 1995, Kratochwil et al.,
1996).

Combinagdes experimentais de epitélio € mesénquima de embribes de
ratos normais € mutantes para Lef I (Lef I -/-), permitiram determinar o tipo
de tecido e o estagio do desenvolvimento em que este gene € critico na
morfogénese dos orgios. Estes experimentos indicam que a expressdo de Lef /
€ necessdria somente transientemente em um tecido para induzir um evento
morfogenético especifico em outro tecido. A expressdo de Lef 1 € ativada no
mesénquima dental por BMP 4, sugerindo que esse fator de transcricfo atua
em um caminho sinalizador mediado por BMPs (Kratochwil et al., 1996).

O gene Lef I ¢ expresso no epitélio dental entre os estigios
embrionarios E10 e E11 em ratos (Ooterwegel et al. 1993, Kratochwil et al,
1996). Em E12, a expressdo de Lef I muda para o mesénquima condensado
em volta do botdo dental (epitélio invaginado). A iniciacdo da morfogénese
em E13 ¢ acompanhada pela express@o de Lef / na condensagio mesenquimal
e nas células basais imediatamente adjacentes do epitélio. Estas células
epiteliais diferem em sua proliferacdo e propriedades sinalizadoras das outras
células epiteliais e formam o futuro né do esmalte (Jernvall er al. 1994;
Vaahtokari er al. 1996). Durante os estigios subsequentes de capuz e sino
(E14-E16), transcritos de Lef I sdo continuamente detectados em varios
tecidos, incluindo a papila mesenquimal, pré-odontoblastos, e nos pré-
ameloblastos derivados do epitélio (Kratochwil er al., 1996).

Embora a expressdo de Lef I esteja presente nos primeiros estagios do
desenvolvimento do dente, embrides de ratos mutantes para Lef / iniciam a
formacdo do germe dental (vanGenderen et al 1994). O primeiro defeito
visivel no desenvolvimento do dente em embribes Lef / deficientes pode ser

29



detectado mais tarde no estagio em botfo, por volta de E13. Em particular, o
epitélio dental mutante nfo forma o n6 do esmalte e para de crescer no estagio
de botdo (vanGenderen et al. 1994). Este fenotipo mutante sugere que E 13
possa ser o estagio critico para a ag¢do de Lef I no desenvolvimento do dente
(Kratochwil et al., 1996).

A mudanga da expressio do gene entre epitélio ¢ mesénquima e a
parada do desenvolvimento do dente no estagio em botdo sugere um papel
regulatorio de Lef I na odontogénese. Experimentos mostraram que a
combinagdio de epitélio normal e mesénquima de camundongos Lef I mutantes
produz dentes, independente do estagio do embridio doador. A morfogénese foi
normal em todos os tecidos, com completa citodiferencia¢éio, incluindo a
secrecdo de dentina por odontoblastos mutantes e esmalte por ameloblastos.
Em contraste, a odontogénese na associagdo de epitélio mutante e
mesénquima normal foi dependente do estagio do embridio doador. Nos dentes
desenvolvidos de tecidos embrionarios em E10-E12, o epitélio mutante forma
somente um cisto queratinizado ¢ o mesénquima normal, osso alveolar. A
recombinagio de tecidos dentais em E13 desenvolveu muito poucas estruturas
semelhantes a dentes, menos que aqueles de E14-E17, que produziram dentes
morfologicamente normais e em alta freqiiéncia. Essa combinacdo de tecido
indica que a expressdo de Lef I € necessaria sO no epitélio para permitir o
desenvolvimento morfolégico normal do dente. No entanto, 0 mesénquima
dental de embrides normais em E14 ou embrides mais velhos que foram
expostos a expressdo epitelial de Lef / antes da separacdo dos tecidos foi
capaz de desenvolver dentes em associacio com o epit€lio mutante. Juntos,
estes resultados sugerem que a expressio epitelial de Lef / é necessaria para a
inducdo do mesénquima, presumivelmente paraa formacéo da papila dental,
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mais é dispensavel para a citodiferenciacdo (Kratochwil ez al., 1996).

Experimentos que envolveram recombinagfes de tecidos normais
indicam que as formas dos dentes incisivos € molares sdo determinadas pelo
mesénquima depois de E11 (Kollar and Baird 1969, Lumsden 1979; Kollar
and Mina 1991). Para examinar a participacdo de Lef I na determinacgéo da
forma do dente, foram feitos experimentos que combinaram epitélio normal de
incisivo no estigio E13 com mesénquima mutante de molar em EI13 e vice-
versa. Em ambos os tipos de recombina¢do, 0 mesénquima deficiente foi ainda
capaz de determinar a forma final do dente, indicando que a especificagéo do
tipo da papila dental ¢ independente de Lef ] (Kratochwil et al., 1996).

Muitos genes que codificam fatores de transcricdo, fatores de
crescimento e moléculas da matriz extracelular s@o expressos em espago e
tempo consistente com a inducdo interativa dos tecidos durante a
organogénese {Vainio et al. 1989, 1993; Jones et al. 1991; Lyons ef al. 1991;
Mackenzie et al. 1991; Jowett et al. 1993; Bitgood and McMahon 1995).
Transcritos do fator de transcricio Msx /, cuja inativagdo também resulta no
seqliestro do desenvolvimento do dente no estagio E13 (Satokata and Maas
1994), foram detectados em niveis similares em germes normais e mutantes
para Lef I-/~. Entdo, Msx I pode atuar antes do Lef / em uma hierarquia
genética ou, alternativamente, em um caminho diferente (Kratochwil et al,
1996).

O Lef 1 € expresso durante os estagios iniciais do desenvolvimento do
dente em um caminho similar para BMP 2 ¢ BMP 4, sugerindo que estes
genes possam participar em um caminho regulatério comum (Vainio ef al.
1993; vanGenderen et al. 1994). A expressdo aparentemente normal de ambos
BMP 2 e BMP 4 em embribes Lef I-deficientes, no entanto, sugerem que as
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BMPs podem ndo ser reguladas por LEF 1. Por essa razdo, foi examinada a
possibilidade das BMPs regularem a expressio de Lef I. O fator de
crescimento BMP 4 € expresso no epitélio dental em embriGes no estagio E10
e mesénquima no estagio E13 e embrides mais velhos, enquanto que células
do epitélio dental do n6 do esmalte expressam ambos BMP 2 ¢ BMP 4 em
E13/E14 (Vaahtokari et al. 1996). Embora estudos de recombinagdo de
tecidos indiquem que a funcéo da LEF 1 € restrita ao epitélio, ndo € possivel
examinar os efeitos de vesiculas contendo BMPs na expressio epitelial da
LEF 1 porque esse tecido nfo pode ser cultivado na auséncia de mesénquima
(Kratochwil et al., 1996). Foi entdo examinado o potencial da BMP 4 para
induzir a expressdo da LEF 1 no mesénquima dental de embrides em E11.
Transcritos de Lef I foram detectados por hibridizaco in situ na 4rea em volta
das vesiculas embebida em de BMP 4.A LEF 1 nio foi detectada em cultura
de mesénquima de E11 contendo vesiculas com BSA, indicando que os efeitos
de BMP 4 na expresséo de Lef 1 sdo especificos. Para examinar a relacdio entre
Lef 1 e Msx I neste caminho sinalizador mediado por BMP 4, foi analisado a
expressdo de MSX1 induzida por BMP 4 no mesénquima dental de embrides
normais e Lef I deficientes, obtendo-se transcritos de Msx [ induzidos
independente do genotipo do embrido. Estes detalhes sugerem que LEF 1 atue
depois de BMP 4 e pode ser ativado via Msx / ou por uma via independente.
Sabe-se entdo, que a formacio do dente é dependente de LEF 1 em
somente um tecido, embora a proteina possa ser detectada no epitélio e no
mesénquima até o final da organogénese. O desenvolvimento dos dentes
depende da expressdo de Lef I no epitélio. Sabe-se também que, depois do
estagio critico da expressdo de Lef 1 no tecido, o tecido adjacente adquire a
capacidade para formar o 6rgdo normal na combinagio com o tecido mutante.
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Sugere-se entdo que o efeito deste fator de transcrigdo tenha sido
transmitido de um tecido para o outro. No entanto, os eventos dependentes da
LEF 1 no desenvolvimento do dente, que é a formagdo da papila dental,
ocorrem no tecido em que o gene Lef I endogeno € dispensavel para a
organogénese (mesénquima). Finalmente, a expressdo de LEF 1 é requerida
somente transientemente durante eventos especificos de indugfo na iniciacdo
do desenvolvimento do orgdo e/ ou morfogénese, mais é dispensavel para a
citodiferenciagdo do tecido.

Uma funcio essencial da expressdo da LEF 1 seria demonstrada
somente no epitélio dental entre EI3 e E14, que coincide com a presenga de
transcritos de Lef 1 nas células mais basais do botdo epitelial, o futuro n6 do
esmalte. Entdo esta estrutura tem sido proposta com a fung@io de um centro
sinalizador na morfogénese do dente (Jernvall er al. 1994; Vaahtokari et al.
1996).

Experimentos de recombinacdo de tecidos indicam que a LEF 1 regula
um processo indutivo na organogénese do dente embora a elucidagdo precisa
do mecanismo da agfio deste gene tera que aguardar a identificagdo de alvos
genéticos de Lef /. Trabalhos sugerem que Lef I possa funcionar em um
caminho sinalizador mediado por BMP e tem-se formalmente identificado
LEF 1 como um fator de transcrigio que regula a interacdo indutiva dos

tecidos em um sistema derivado do epitélio-mesénquima, o dente.
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OBJETIVOS

Polimorfismos genéticos podem ser entendidos como variagGes
genéticas que ocorrem naturalmente em uma populagdo. Estas variacOes
podem ter um efeito direto sobre a expressfo genética e/ou afetar a funcio
protéica. Estudos recentes tém mostrado que polimorfismos em regiGes
reguladoras da transcri¢@o (regides promotoras) parecem ser freqlientes, e que
estas variagdes sdo responsaveis por caracteristicas fenotipicas individuais.
Estudos recentes tém mostrado também que polimorfismos genéticos em
regides promotoras estio correlacionados com suscetibilidade a processos
patologicos como o cancer (Dunleavey et al., 2000), doenca coronaria arterial
em homens (Humphries et al., 1998) ¢ o lupus eritematoso (Lazarus er al.,
1997). No entanto, ainda pouco se sabe sobre o papel de polimorfismos
genéticos na determinagdo das caracteristicas morfologicas de um individuo.
Um dos principais desafios da genética moderna € identificar ¢ entender os
mecanismos genéticos responsaveis pela diversidade fenotipica que existe em
uma populacdo. Em ultima andlise as caracteristicas morfolégicas seriam
causadas por polimorfismos genéticos atuando durante o desenvolvimento
embrionario. E importante salientar que pequenas alteragdes durante o
processo embriondrio podem levar a grandes alteragdes no individuo adulto.
Da mesma maneira, entende-se que as alteracbes que levaram a diferenciacéo
das espécies durante a evolugdo sdo resultantes de alteracdes sutis que
ocorreram durante a embriogénese. Desta maneira, a agenesia dental pode ser
entendida como um “erro” da morfogénese que ocorreu nas fases iniciais da
odontogénese. No entanto, a agenesia dental de terceiros molares, segundos
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UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

gErF o L ANTE
pré-molares superiores € incisivos laterais superiores pode ser entendida como
uma variacdo da normalidade (quando aparece como uma forma isolada),
devido a sua presenca freqiiente na populacdo. Desta maneira a agenesia
dental (quando aparece como uma forma isolada) é um modelo
particularmente interessante para estudos que visam correlacionar variagfes
genéticas com variagdes morfologicas do desenvolvimento (Line 2001). O
objetivo do presente estudo foi de mapear a regido promotora do gene LEF
em 38 individuos com hipodontia ¢ 39 individuos normais, na intencio de

detectar polimorfismos genéticos, e correlaciona-los com a agenesia dental.
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MATERIAIS E METODOS

Casuistica

A casuistica foi composta pelo DNA gendémico de 38 individuos (a
maioria nfo aparentados) portadores de agenesia dental congénita de terceiros
molares, pré-molares e incisivos, e 39 individuos normais. Os individuos que
compuseram a amostra eram de ambos os sexos e de varias idades. Entre os
portadores de agenesia denta]l nfio havia um carater uniforme dos dentes
ausentes (Tabela 3). Individuos portadores de sindromes e malformages de

qualquer natureza foram excluidos deste estudo.

Obtencdo do DNA

O DNA genomico foi obtido a partir de bochecho de solucdo de glicose
a 3% autoclavada (5 ml) por cerca de 2 min. Essa concentragdo foi escolhida
para que as células fossem mantidas intactas até que os procedimentos de
extracdo do DNA fossem executados, diminuindo o indice de degradacdo
molecular através da liberacdo de enzimas cataliticas. Além disso, foi
executada leve raspagem de células da mucosa jugal com espatula de madeira,
a qual for mergulhada e agitada na solucdo bochechada na intenciio de se
recolher as células. Cada solugfio bochechada foi imediatamente centrifugada
por 10 min a 2.000 rpm (raio da centrifuga de 15 cm). Ao precipitado de
material celular foi acrescentado 500 pl. de
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tamp#o de extracdo (pH 8,0), contendo Tris.Cl a 10 mM (pH 8,0), EDTA a
0,1 M (pH 8,0) ¢ SDS a 0,5%. A solucdo foi homogeneizada e armazenada
a -20°C até o momento de extragdo do DNA.

Extracio do DNA

Apos descongeladas, as amostras em tampdo de extragdo foram
incubadas a 56°C com 100 ng/mL de proteinase K (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), sob agitacdo constante por toda a noite. Tal procedimento ¢
necessario para desnaturar as proteinas nativas antes de proceder a extracdo do
DNA. Para remover proteinas de preparagdes de acidos nucléicos foi utilizada
uma mistura de fenol equilibrado, cloroférmio e alcool isoamilico (25: 24: 1)
(Maniatis ef al., 1989). Essa mistura de solventes orgdnicos foi adicionada em
igual volume as amostras celulares ja digeridas. Depois de homogeneizadas,
centrifugou-se as amostras por 15 seg. a 12.000 g em temperatura ambiente.
Reservou-se o sobrenadante (que contém o DNA) e desprezou-se a fase
organica. Tal procedimento foi repetido mais duas vezes. Desta maneira, apds
trés “banhos” da mistura de solventes orgénicos, o DNA foi purificado das
proteinas. Para remover quaisquer tragos de fenol que poderiam contaminar o
DNA, foi realizado um altimo banho com cloroféormio. A seguir, o DNA foi
precipitado adicionando-se 1/10 (v/v) de acetato de sédio a 3,0 M (pH 5,2),
mais o dobro do volume de etanol absoluto gelado, segundo Maniatis et al.,
1989. O DNA precipitado (seco) foi ressuspenso em 60 pul. de tampdo TE
(fris.Cl
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10 mM, EDTA 1 mM pH 7,8) a temperatura ambiente durante uma noite. A
concentragio do DNA genémico das amostras foi determinada por leitura
OD* ¢ o indice de pureza foi estimado pela raziio OD**/0OD**, com o auxilio
de um espectrofotémetro (GeneQuant RNA/DNA Calculator — Pharmacia

Biotech). As amostras de DNA foram armazenadas a -20° C.

Amplificacio do seguimento do Gene LEF I por PCR (Reacioem

Cadeia da Tag DNA Polimerase)

A regifio promotora do gene LEF I foi amplificada pela técnica de PCR.
Baseando-se na seqiiéncia do gene disponivel na “internet” (gene-bank), foi
requisitada a sintese de imiciadores da reagio de PCR (primers) através da
empresa GIBCO BRL.

Os Primers utilizados para amplificar a regido promotora do gene LEF' ]

foram:
F-5"GTG GGT TAT AAGCAGCCCCGGTCC T3

R-5"CTC CTC CGC GCC CTG CCC CGC AG 37

Estes primers amplificaram fragmento de 350 pares de bases na regido
promotora do gene. Para as reagdes de PCR utilizou-se “HOT START”,

procedimento onde a enzima Taq polimerase é adicionada quando a reacdo estd
a 95°C. Foram utilizadas quantidades entre 300 e 600 ng de DNA num volume
de 50 L, contendo Tris.Cl a 10 mM (pH 8,3), KCl a
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50 mM, MgCl, na concentra¢do final dé 1,5 mM, deoxinucieotideos (200 uM
cada), 2 U de Taq DNA Polimerase (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) ¢ 1 pmol de cada primer. O DNA gendémico de cada amostra foi
desnaturado a 95°C por 5 min e submetido a 35 ciclos de 95°C por 1 min, 72°C
por 1 min ¢, 72°C por 1 min. Finalizou-se a reagdo com uma extensfo final na
mesma temperatura por 7 min. As rea¢bes de PCR foram realizadas no
termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer).

Eletroforese das Amostras

As seqliéncias amplificadas foram submetidas & eletroforese
(Amersham Pharmacia Biotech - Electrophoresis Power Supply EPS 301) em
géis de poliacrilamida: bis-acrilamida (29:1) a 7,5%. O volume de DNA
aplicado em gel foi de 4 pL, acrescidos de 5 ul de agua (bidestilada-
deionizada) e 3 pul. de tampdo carreador (azul de bromofenol a 0,25%,
xilenocianol a 0,25% e glicerol a 30% em 4agua bidestilada-deionizada). Foi
utilizado como padrao o marcador de massa molecular ¢X174-RF Hae III (1 pl
em 8ul de dgua e 3ul de tampéo carreador). As eletroforeses foram feitas em
cubas verticais sob corrente elétrica de 20mA utilizando tampdo TBE 1X (89
mM de Tris-Cl, 89 mM de acido bérico e 2 mM de EDTA) com duragio de
duas (2) horas em média. Apos eletroforese, os géis foram corados pela técnica
do Nitrato de Prata (BLUM et al., 1987), ¢ fotografados através do sistema de
documentacdo digital (Scientific Digital
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Documentation System — Kodak) e processadas pelo programa Photo Enhancer
for Kodak 2.1.

TECNICA PARA ANALISE DE POLIMORFISMOS

Anidlise de SSCP

Quantidades variaveis do produto de PCR de cada amostra foram
desnaturados a 98°C por 5 min com 7ul de tamp&o desnaturante (formamida a
95%, xilenocianol a 0,05%, azul de bromofenol a 0,05%, EDTA a 20 mM). A
seguir as amostras foram conservadas a temperatura de 0°C enquanto foram
aplicadas em gel de poliacrilamida/bis-acrilamida (29:1) e submetidas a
eletroforese realizada 2 4° C e a 10 mA. A concentragéo do gel foi padronizada
em 7% e o tempo de corrida foi de 3 horas em média. Apos eletroforese, os

géis foram corados pela técnica do Nitrato de Prata (BLUM et al., 1987).



RESULTADOS

Obtencio do DNA

A quantidade de DNA extraida foi variavel entre as diferentes amostras,
como pode-se observar nas tabela 4. No material obtido dos individuos com
agenesia dental a quantidade de moléculas de DNA esteve entre 50 e 930 ng/ul,
e dos individuos normais a quantidade minima foi de 30 ng/ul. O indice de
pureza do DNA de cada amostra foi estimado pela razio OD*/OD*’, ¢ o
resultado apresenta-se indicado na tabela. O DNA obtido de cada amostra
mostrou-se suficientemente puro ¢ em quantidade satisfatéria para a utilizagfo

em técnicas de Biologia Molecular.

Amplificacio do Segmento da regiio promotora do Gene LEF 1
por PCR

A amplificacdo do segmento do gene LEF [ através da técnica de PCR,
com o procedimento “HOT START”, foi muito superior a técnica
convencional.

O par de primer amplificou a regifio promotora do gene LEF I para os

individuos com agenesia dental e para os individuos normais.
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Figura 9 — Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
poliacrilamida/TBE a 7,5%, corado pela prata. Canaletasde 1 a
16: fragmentos de 350 pb da regiio promotora do gene LEF 1
amplificados por PCR, portadores e¢ nio portadores de
agenesia. A canaleta 17 contém o padrio de peso molecular.

SSCP

Os segmentos amplificados pelos primers foram submetidos a técnica
de SSCP, a qual revelou um padrio semelhante de bandas em todos os

individuos analisados, ou seja, ndo houve indicag¢do de qualquer polimorfismo

ou mutacdo nas amostras.

Figura 10 — Eletroforese dos produtos submetidos a analise por
SSCP em gel de poliacrilamida/TBE a 7%, corado pela prata.
Canaletas de 1 a 14: fragmentos de 350 pb da regido promotora
do gene LEF I amplificados por PCR (amostras de individuos
normais e portadores de agenesia) e submetidos as condicoes da
analise de SSCP.
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Embora nfo tenhamos colocado as figuras correspondentes a todas as
amostras, as reacdes de PCR aconteceram com sucesso € nio houve
diferenciagdo nas bandas das amostras submetidas a analise de SSCP,

independente se a amostra era de paciente normal ou portador de agenesia.
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TABELAS

TABELA 3 —Relacio dos pacientes, suas idades, Sexo e padrio de
agenesia — (FDI) Federac¢io Dentaria Internacional

Paciente Idade em anos |Sexo Agenesia (sistema de dois digitos —
FDI)

C1 25 F 18, 28,38 ¢ 48

C2 25 M 15e 28

C3 27 F 38e48

C4 24 M 31edl

C5s 18 F 12 ¢ 22

Cé 12 M 15,25,35e 45

C7 17 M 32

C8 18 F 35

C9 18 F 28,38 ¢ 48

Ci0 18 M 38

Cil 18 F 18 e 28

C12 18 F 38,45¢ 48

C13 18 F 28,38e48

Cl4 18 M 42

C15 18 F 25

C16 18 F 18, 28,38 ¢ 48

C17 11 F 12,22,31,32,41 ¢ 42

C18 21 F 12e22

C19 18 M 1222

C20 50 F 1222

C21 29 M 12e22

C22 25 F 12 e 22

C23 23 F 1222

C24 22 M 12,18,22,38¢ 48

C25 24 F 12,18,28 ¢ 48

C26 20 F 32ed42

C27 20 M 12e22

C28 20 F 18, 28, 35,38 ¢ 48

C29 20 F 1222

C30 20 F 15e¢25

C31 20 F 1218

C32 22 F 18 ¢ 28




C33 21 F 45

C34 25 F 28,38 48

C3s 22 F 13e¢23

C36 31 M 18,28, 38 ¢ 48

C37 20 F 38¢e¢48

C38 30 F 38

C39 23 M 18,28,38 ¢ 48

C40 28 F 17,28,38,47 ¢ 48
C41 23 F 1222

C42 25 F Individuos Normais
C43 25 F Individuos Normais
C44 33 F Individuos Normais
C45 25 M Individuos Normais
C46 23 M Individuos Normais
C47 28 F Individuos Normais
C48 25 M Individuos Normais
C49 29 F Individuos Normais
C50 18 F Individuos Normais
C51 19 F Individuos Normais
C52 30 F Individuos Normais
C53 27 F Individuos Normais
C54 26 M Individuos Normais
C55 19 M Individuos Normais
C56 20 F Individuos Normais
Cs7 22 F Individuos Normais
C5s8 21 M Individuos Normais
C59 25 M Individuos Normais
Ce60 27 F Individuos Normais
Cel 29 F Individuos Normais
Ce62 25 F Individuos Normais
C63 27 F Individuos Normais
Co4 29 M Individuos Normais
Co65 21 F Individuos Normais
C66 24 F Individuos Normais
Ce67 22 F Individuos Normais
C68 19 M Individuos Normais
C69 24 M Individuos Normais
C70 25 F Individuos Normais




C71 21 F Individuos Normais
C72 20 M Individuos Normais
C73 26 M Individuos Normais
C74 25 M Individunos Normais
C75 25 F Individuos Normais
C76 22 M Individuos Normais
C77 23 F Individuos Normais
C78 29 F Individuos Normais
C79 25 F Individuos Normais
C80 27 M Individuos Normais
C81 25 F Individuos Normais
C82 33 M Individuos Normais
C83 26 F Individuos Normais
C84 23 F Individuos Normais
C85 24 M Individuos Normais
C86 27 F Individuos Normais
C87 24 F Individuos Normais




TABELA 4 — Leitura em espectofotémetro do grau de pureza e da
quantidade do DNA genomico extraido a partir de células da mucosa

jugal

a) Individuos com Agenesia dental

Paciente/Amostra OD 260/0D 280 [{ em ng/pl
C1 1,8 170
C2 18 750
C3 1,8 190
C4 1,8 570
Cs L5 250
Cé6 1,8 930
C7 1,7 500
CS$ 2,1 100
C9 2.2 140
C10 1,9 100
C1l 2,0 90
C12 1,9 110
C13 2.2 120
Cl4 1,7 100
C15 2,2 90
C16 2,1 320
C17 2,1 90
Ci8 4,0 170
C19 2,3 440
C20 2.2 350
C21 1,9 240
Cc22 1,7 280
C23 1,9 190
C24 2,3 80
C25 2,1 110
C26 1,9 50
C27 18 110
C28 1,8 100
C29 2.2 70
C30 3,0 230
C31 1,9 180
Cc32 1,7 240
C33 1,6 680




C34 1,5 160
C35 1,4 140
C36 1,6 210
C37 1,2 140
C38 1,7 390
C39 1,5 630
C40 Ameostra ndo amplificada por PCR
C41 Amostra ndo amplificada por PCR

b) Individuos Normais

Paciente/Amostra OD 266/0D 280 [] em ng/ul
C42 1,5 240
C43 2,0 80
C44 1,8 240
C45 1,8 220
C46 2,2 70
C47 1,7 260
C48 1,9 190
C49 1,9 110
C50 1,9 130
C51 1,8 220
C52 1,9 120
C53 1,7 220
C54 2,0 190
C55 1,9 220
C56 1,8 170
C57 1,9 140
C58 2,0 90
C59 1,8 140
C60 1,6 70
Cé61 2,0 200
C62 1,9 300
C63 1,9 260
C64 1,9 260
C65 2,0 390
C66 1,9 140
Cc67 1,8 550




C68 4,7 30

C69 2,1 420

C70 1,3 170

C71 1,6 810

C72 1,4 490

C73 1,6 470

C74 1,6 360

C75 14 230

C76 1,5 1030

C77 1,2 140

C78 1,6 1280

C79 1,6 650

C80 1,6 770

C81 Amostra ndo amplificada por PCR
C82 Amostra nido amplificada por PCR
C83 Amostra nfio amplificada por PCR
C84 Amostra nio amplificada por PCR
C88 Amostra niio amplificada por PCR
C86 Amostra niio amplificada por PCR
C87 Amostra ndo amplificada por PCR
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DISCUSSAO

Auséncia de polimorfismo no promotor do LEF1

A hipodontia é uma das anomalias mais comuns no desenvolvimento do
homem. Hipodontias severas sdo usualmente encontradas em desordens
herdadas e sindromes como a displasia ectodermal e o querubismo
(Lyngstadaas et al.,1996). De acordo com Graber (1978), a hipodontia severa
¢ resultado de defeitos em wum sistema poligénico que regula o
desenvolvimento dos tecidos dentais. No entanto, a hipodontia ocorre também
em pessoas que nfo tém sinais detectdveis de doengas hereditarias. Nestes
casos nio sindromicos, normalmente um ou mais dentes estdo ausentes, € a
hipodontia pode estar ligada a outras anormalidades dentais como a
microdontia (Brook, 1984) e o taurodontismo (Stoy, 1960).

Recentes estudos tém mostrado que a odontogénese € um processo
complexo que € regulado por vérios fatores. Fatores de transcri¢do, como o
MSX2, o Dix1, o Dix2, o Gsc, e o Pax9, foram mostrados expressos durante o
desenvolvimento da mandibula (Shape 1995; Neubuser et al., 1997). Efeitos
sinérgicos ¢ antagbnicos de moléculas sinalizadores, incluindo os FGFs e
BMPs (Neubuser et al., 1997; Peters and Balling, 1999), regulam a expressdo
destes fatores. Porém, uma molécula que participa da interagdio epitélio-
mesénquima pode ter diferentes papéis, dependendo da localizagfio e interagfio
com outras moléculas.

A complexidade e a dindmica da formagdo do dente pode ser
exemplificada observando as mudangas nas dentigbes ocorridas durante o
curso da evolugcdo dos vertebrados. Dentes cOnicos formam a denti¢io de
vertebrados inferiores, e no ha oclusdo entre as mandibulas opostas.
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A funcdo ¢ usualmente limitada para a preensdo e perfuragio de
comida. O estabelecimento da oclusdo dental em mamiferos permitiu um
melhor processamento da comida e um conseqiiente aumento na eficiéncia da
entrada de nutrientes no sistema digestivo. O desenvolvimento da mastigagéo
foi, no entanto, um passo-chave que permitiu aos mamiferos competir com o
aumento da demanda de energia necessaria para suportar os altos niveis de
atividade. O dente ¢ usualmente o fator mais significante de controle da
oclusdo, porque o ajuste entre maxila ¢ mandibula durante a mastigagio ¢
principalmente regulado pelos contatos oclusais entre as clspedes, depressdes,
e fissuras dos dentes opostos das mandibulas. Embora o mecanismo basico da
interacdo celular epitélio-mesénquima, que guia a diferenciacdo dos tecidos
odontogénicos seja altamente preservado, a passagem de répteis para
mamiferos implicou na mudanca da denticdo. Muitos répteis sdo homodontes,
tendo todos os dentes com forma similar, e sdo polifiodontes, significando que
os dentes sdo continuamente repostos até o final da vida. O aparecimento da
heterodontia e difiodontia nos mamiferos foi um processo gradual porque
essas caracteristicas apareceram durante o Permiano e o Trassico (Kemp,
1982).

Durante o curso da evolucio dos mamiferos a mudanga na forma dos
molares mostra a mudanca da capacidade do dente de perfurar e cortar, para
aquela de esmagar ¢ moer, e ha uma tendéncia a redugfo do nimero de dentes
(Stock ef al., 1997). Neste cendrio, a agenesia dental em humanos pode ser
entendida como uma tendéncia evolutiva, e a LEF 1 € uma das moléculas que
tem um papel durante a evolugdo da dentigdo.

Nossos resultados suportam a hip6tese de que a hipodontia ocorre como
conseqiiéncia de ambas, mutacdo de genes envolvidos na organogénese dos
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dentes e mudancgas epigenéticas, que podem ser influenciadas por fatores
ambientais alterando o caminho da expressdo e o campo de agdo desses genes.
A anélise pelo método de SSCP dos produtos de PCR nfo mostraram
nenhum polimorfismo ou mutagdo na regido promotora do gene LEF 1. Em
um estudo prévio, transversdes de bases em genes homeobox, comandando a
substitui¢io de aminoacidos, foram identificadas como causas de agenesia de
segundo pré-molares e terceiros molares em humanos (Vastardis ef al., 1996).
Outros resultados indicam que possiveis alteragdes do gene LEF 1 em
humanos tem efeito altamente seletivo na denticdo, ¢ que evidentemente,

muitos outros genes estfio envolvidos na etiologia da hipodontia em humanos.

Obtencio de DNA

Nossos resultados mostram que células do epitélio bucal sdo vidveis
para pesquisa de DNA através da técnica de PCR. Este procedimento € ficil e
simples e pode ser usado em larga escala amostrando uma populagdo. O
resultado satisfatorio da quantidade e pureza do DNA gendmico obtido neste
trabalho, pode ser atribuido aos trés banhos da mistura fenol, cloroférmio ¢
alcool isoamilico (modificado de MANIATIS et al., 1989, que indica dois
banhos). A variabilidade entre as quantidades de DNA e dos diversos indices
de pureza (Tabela 4 pag. 41 a 43), pode ser devido as diferentes taxas de
descamacé@o da mucosa, do vigor com que o bochecho foi executado, e até
mesmo pela presenca de enzimas cataliticas (proteases e nucleases). O indice
de pureza do DNA foi estimado pela razio OD**/0D, ¢ o resultado igual ou
maior a 1,8 considera o DNA puro (Maniatis et al., 1989). Se essa relacdo for
inferior, significa que a quantificacio acurada do DNA ndo serd possivel,
devido & contaminacgdo da amostra de DNA com proteinas ou fenol.
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Algumas amostras de DNA utilizadas neste trabalho apresentaram
indices de pureza inferior a 1,8, no entanto, nio foram desprezadas e se
prestaram as finalidades de amplificacio e analise por SSCP. De qualquer
forma, a pureza do DNA gendmico indica reducdo das chances de ocorrerem

dificuldades em amplificar uma seqtiéncia por PCR.

Amplificacio do segmento do gene LEF 1 por PCR

E possivel notar na figura 9, que algumas amostras amplificaram muito
pouco (representadas por uma banda ténue como na amostra 5) ou nio
amplificaram (como na amostra 12) , apesar de terem sido submetidas a
mesma reacdo de PCR que foi eficiente para outras amostras. Os experimentos
com PCR foram sendo otimizados, chegando-se¢ a observacio de que o DNA
de alguns individuos ndo amplificava quando a quantidade de DNA gen6mico
utilizado na reacgdo era inferior a 300 ng. Tal fato ocorria independente dos
primers utilizados. Determinou-se que a concentracio do DNA final de 500 ng
era a mais eficiente. Determinou-se também que devido a grande quantidade de
bases citosina (C) e guanina (G) do fragmento a ser amplificado, a técnica de
PCR com “HOT START” era a mais eficiente. Assim, as condi¢ées da PCR
foram padronizadas na amplificacioc do segmento  utilizando-se
aproximadamente 500 ng ¢ o “HOT START”. Dessa maneira, a reagéo foi

eficiente como pode-se notar na figura 9.
Purificacio dos Produtos Amplificados por PCR

A otimizagfo das condigbes da reacdio de PCR produziu produtos de
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amplificagdo do fragmento desejado. No entanto, ainda observou-se em gel de
poliacrilamida a presenca de discretas bandas inespecificas nas amostras, por
mais que se insistisse na otimizagfo. Para a técnica de SSCP, entretanto, os
produtos amplificados nfio foram purificados. Tal procedimento foi tomado ao
constatar-se que as bandas inespecificas, quando presentes, ndo interferiam na

interpretagdo do polimorfismo.

SSCP

Esta técnica permite a desnaturagdo da dupla fita de DNA, impedindo a
renaturacdo imediata dessa molécula (DNA associado a uma substéncia
desnaturante ¢ submetido & temperatura de 98" durante 5 minutos -
desnaturagio - e entfio submetidos a temperatura de 0°C - desnaturacéo
mantida) para que, quando submetidas a eletroforese, as fitas separadas
pudessem ter mobilidades diferentes no gel caso existissem diferencas entre as
bases que as compunham. Assim seria possivel detectar polimorfismos. No
entanto, somente a técnica de seqiienciamento de DNA poderia confirmar a
inexisténcia de polimorfismos (ou mutacdes), além de identificar qual a base
(ou seqiiéncia) que se mostra alterada. N&o foi identificado polimorfismo nas
amostras através de SSCP (fig. 10).
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CONCLUSOES

1. O DNA extraido a partir de células descamadas da mucosa jugal, além de
ser um método simples, indolor e de baixo custo, forneceu material integro
e de boa qualidade para o emprego de técnicas de Biologia Molecular,
como a PCR e a SSCP.

2. A técnica de PCR com o “HOT START” foi o método indicado para a
amplificacio da regiio promotora do gene LEF I, pois promoveu a
otimizacdo da reagdo para segmentos ricos em citosina (¢) € guanina (g),
bases possuidoras de trés ligagbes tipo ponte de hidrogénio, o que dificulta
a desnaturagdo da dupla fita de DNA, e o conseqliente aproveitamento da

reacao.

3. Nio foram identificados polimorfismos ou mutagbes na regifio promotora
do gene LEF I, através da técnica de SSCP. Assim, a causa genética da
hipodontia nos individuos abordados ndo tem relacdo com a regido
promotora do gene LEF [ investigada, mas pode existir relagdo com outras

regiGes deste gene ou com outros genes envolvidos na odontogénese.
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