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RESUMO

A agenesia dental ou hipodontia é a auséncia congénita de um a
seis dentes permanentes e/ou deciduos. Esta ¢ uma das mais fregiientes
alteragOes da dentigdo humana, que embora ndo represente um problema
de saude piblica, pode causar disfungdes mastigatoria e da fala, além de
problemas estéticos. Uma mutacio tinica na regiio homeobox do gene
MSX1, foi associada & hipodontia de segundos pré-molares e terceiros
molares em humanos. Contudo, outro estudo excluiu esse gene como
responsavel pela agenesia de dentes incisivos e pré-molares. O objetivo
deste trabalho foi investigar a presenga de mutagdes/polimorfismos no
segundo exon do gene MSX] (que contém a regido homeobox)‘ e
correlaciona-las com a agenesia dental. Através do DNA obtido de
células epiteliais (em processo de descamacgfo) da mucosa bucal de 20
individuos com diferentes padrdes de hipodontia, o segundo exon do
gene MSX1 foi amplificado pela técnica de PCR. Os produtos de PCR
purificados foram submetidos a técnica de seqiienciamento automatico e
ndo revelaram alteragdes na regifio do gene estudado. Esse resultado
indica que a inativagdo do gene MSX! em humanos deve ter um efeito
altamente seletivo na denti¢do, e outros genes devem estar envolvidos na

etiologia da hipodontia.



ABSTRACT

Tooth agenesis or hypodontia is the congenital absence of one or
a few deciduous and/or permanent teeth. This is one of the most frequent
alterations of the human dentition, that aithough does not represent a
public health problem, may cause both speech and masticatory
dysfunction as well as esthetic problems. A missense mutation in the
homeobox region of the A4SX7 gene was associated with hypodontia of
second premolars and third molars in humans. However, another study
excluded this gene as causative loci for hypodontia of incisors and
premolars. The aim of this work was to investigate the presence of
polymorphisms/mutations in the second exon of the AZSX/ gene (that
contains the homeobox) and to establish a correlationship with tooth
agenesis. Through the DNA obtained from epithelial cells of the buccal
mucosa of 20 individuals with different patterns of hypodontia, the
second exon of AMSX! gene was amplified by PCR technique. The
purified PCR products were submited to automatic sequencing and did
not reveal any alterations in that region of the gene studied. This results
indicate that inactivation of MSX/ gene in humans must have a highly
selective effect on dentition, and other genes must be involved in the
ctiology of hypodontia in humans.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos foram caracterizados varios genes
responsaveis pelo desenvolvimento e estrutura do dente. A maior parte
destes genes foi descoberta devido a sua implicagio em doengas
hereditarias, onde alteragdes no niimero ou na estrutura dental ocorrem
como caracteristica principal ou secundaria.

A agenesia dental ou hipodontia ¢ a auséncia congénita de um
a seils dentes permanentes e/ou deciduos. Representa uma das
alteragdes mais freqlientes da denti¢dio humana. Embora ndo constitua
um problema de satde publica, a agenesia dental pode causar
alteragdes na funcBo mastigatéria e fala, assim como problemas
estéticos que podem afetar a vida social do individuo.

A hipodontia pode ocorrer associada a sindromes ou como uma
entidade isolada, podendo, neste caso, seguir um padrio herdado ou
pdo. Os terceiros molares sfo os dentes mais afetados, estando
ausentes em aproximadamente 20% da populagfo, seguidos pelos
segundos pré-molares (3,4%) ¢ incisivos laterais maxilares (2,2%)

(GRABER, 1978; CUA-BENWARD et al., 1992).



Estudo envolvendo 28 membros de uma familia com um padrio
agenesia dental semelhante, transmitida como carater autossdmico
dominante, mostrou que uma mutagio no gene MSXI era responsavel
pela auséncia dos segundos pré-molares ¢ terceiros molares da mandibula
e maxila (VASTARDIS erf al., 1996).

O gene MSX! estd localizado no brago curto do cromossomo
quatro ¢ ¢ composto por dois exons, que determinam a seqiiéncia de
aminoacidos da proteina. No segundo ekon, composto por 441 pares de
base (pb), ha uma seqiiéncia de 183 pb denominada Homeobox, que
codifica uma regido da proteina que interage com o DNA. Devido a essa
peculiaridade da proteina sintetizada a partir do gene AMSXI, ela é dita
homedtica ¢ atua como fator de transcrigio (HEWITT et al., 1991).

O gene MSX! pertence a uma familia de genes homedticos, os
quais codificam diferentes fatores de transcrigdo. Estes sdo expressos
principalmente nos estdgios iniciais do desenvolvimento embrionario,
modulando a transcrigdo de outros genes (MAAS & BEI, 1997). As
proteinas codificadas pelos genes homedticos s3o evolutivamente
conservadas, estando presentes desde o filo dos celenterados até os
mamiferos, inclusive o género Homo, ao qual pertence a espécie humana

(DAVIDSON, 1995).



A proteina AMSX/, composta por 297 aminodcidos, ¢
intensamente sintetizada pelas células mesenquimais que circundam o
botdo dental, onde desempenha um papel importante na indugdo das
células epiteliais do 6rgdo dental. A auséncia da expressdo desta
proteina faz com que a odontogénese seja interrompida na fase de

botdo (SATOKATA & MAAS, 1994).






REVISAO DA LITERATURA

Agenesia Dental

Na literatura cientifica nfio ha consenso a respeito da terminologia
empregada ao referir-se a falta congénita de dentes. Agenesia dental e
hipodontia séo termos apropriados para significar a auséncia congénita de
um ou mais (até seis) dentes permanentes e/ou deciduos (STEWART et
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 analogo a hipodontia, em alguns livros e artigos anteriores a
1978, quando foi considerado obsoleto (ERWIN & COCKERN, 1949;
SHAFER et al., 1958)

Os individuos que possuem oligodontia além de apresentar
numero consideravelmente reduzido de dentes, o tamanho destes € menor
e a forma muitas vezes é an0mala. Observa-se também erupgdo dental
tardia, fato mais evidente em individuos do sexo masculino (SCHALK-
VAN DER WEIDE et al, 1994).

A agenesia dental ¢ uma das alteragdes mais freqientes da
denticio humana. Muitos estudos t€ém avaliado que a prevaléncia da

agenesia dental (exceto para terceiros molares) varia de 5% a 10% em
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populagdes européias e asidticas (ARTE et al., 1996). Os dentes mais
afetados s8o os segundos pré-molares (3,4%) e incisivos laterais
maxilares (2,2%) (GRABER, 1978; CUA-BENWARD ef 4/., 1992). Os
terceiros molares mostram-se ausentes em aproximadamente 20% da
populacdo, demonstrando uma tendéncia evolutiva, que serd discutida
adiante.

A hipodontia ndo constitui um problema de saide publica, mas
pode causar alteragbes na fun¢do mastigatéria ¢ fala, ¢ 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 1solada, essa caracteristica
parece ser resultado de uma ou mais mutagBes pontuais em um sistema
polig€nico estreitamente ligado, transmitidas mais freqiientemente de
modo autossémic‘o dominante, de penetrincia incompleta ¢
expressividade variavel (GRABER, 1978). Quando a agenesia dental esta
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 namero de dentes

ausentes) ¢ uma das caracteristicas observadas em mais de 120
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sindromes, sendo em algumas delas uma caracteristica importante para o
diagnéstico. Em algumas sindromes a agenesia dental ¢ meramente
descrita como uma caracteristica associada. Uma das principais
sindromes em que a auséncia congénita de dentes é uma caracteristica-
chave para o diagnostico ¢ a Displasia Ectodérmica Anidrética; que
apresenta nos individuos afetados rareamento de cabelos (hipotricose),
inabilidade de transpirar devido a falta ou menor quantidade de gldndulas
sudoriparas (amidrose ou hipoidrose), entre outras. Com relagdo &
dentigdo, esta sindrome apresenta numero variavel de dentes ausentes,
indo da hipodontia até completa anodontia, incluindo-se o fato de que a
forma dos dentes presentes é anormalmente simples (cOnicos) e de
tamanho reduzido. Assim, a Displasia Ectodérmica Anidrética carateriza-
s¢ pelo desenvolvimento pobre ou ausente de cabelo, glandulas
sudoriparas e dentes, os quais sdo tecidos originados embriologicamente
da ectoderme (KURISU & TABATA, 1997, THESLEFF, 1996).
Algumas das sindromes em que a agenesia dental € uma
caracteristica importante estdo relacionadas na Tabela 1 — pag. 50
(SHALK-VAN DER WEIDE er al., 1994), embora nfo exista interesse

no presente estudo em aprofundar esse topico.
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O Gene MSX1, sua Proteina ¢ Funcio

O gene humano MSX! estd localizado no brago curto do
cromossomo 4, mais precisamente na regido 16.1 (4pl6.1) e é composto
por dois exons (regides do gene que codificam proteina). O intron ¢
composto aproximadamente por 1.600 pb localizado entre os dois exons,
e ndo codifica proteina. O exon 1 contém 451 pb sendo rico em bases
Citosina (C) e Guanina (G), cerca de 75% dos nucleotideos. Neste exon €
freqiiente o dinucleotideo CpG que estd sub-representado no genoma
humano, e dificulta sobremaneira algumas técmicas de biologia
molecular. O segundo exon com 441 pb, também rico em bases C e G,
contém uma regido chamada “Homeobox”, importante para a codificagio
da proteina funcional. Genes que possuem uma seqiiéncia homeobox
determinam proteinas ditas homedticas. O intron esta posicionado a 40
pb acima do Homeobox, numa posicdo comparavel a encontrada em
outros genes que codificam proteinas homeéticas (HEWITT et al., 1991).

A estrutura tridimensional das proteinas homeoticas € hélice-giro-
hélice e atuam como fatores de transcrigdo. A proteina codificada a partir
do gene MSXI contém 297 aminoacidos (aa.), sendo os primeiros 151 aa.
determinados pelo exon 1. Devido ao rico contetido de bases C ¢ G a

proteina codificada pelo gene MSX7 apresenta abundincia dos aa Alamina
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(13%), Prolina (11%) e Glicina (11%), sendo os dois primeiros
hidrofébicos. Sua estrutura tridimensional possui trés estruturas em
forma de hélice. Depois do processo de maturagdo da proteina homedtica
acontecer normalmente no citoplasma, esta dirige-se para o nicleo
penetrando através dos poros nucleares. Assim, sua fun¢io de fator de
transcricdo ocorre pela integragdo da proteina homedtica ao DNA
regulando a transcri¢@o de outros genes. A porgio da proteina MSX! que
contacta 0 DNA (no sulco maior) € a terceira hélice, disposta
perpendicularmente as duas primeiras. O brago amino-terminal da
proteina contacta 0 DNA em seu sulco menor. Vale acrescentar que a
regidio Homeobox do gene MSX! é responsavel pela codificagdo da
por¢do proteica que representa o dominio de ligagdo da proteina
homeodtica ao DNA (VASTARDIS et al., 1996).

As proteinas hpmeéticas desempenham func¢do na regulagdo
génica, como fatores de transcricdo, sendo expressas nos estagios iniciais

do desenvolvimento embrionario.

Expressio das Proteinas Homedticas
O gene MSX! pertence a um grupo de genes altamente

conservados dentro da escala evolutiva, incluida em uma grande familia
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chamada de genes homedticos (genes Hox). Em humanos existem os
genes MSXI e MSX2 que ndo localizam-se no mesmo Cromossomo
(DAVIDSON, 1995), e estdo estreitamente envolvidos na odontogénese
(MAAS & BEI, 1997).

A grafia dos genes homedticos varia conforme o orgamismo, de
acordo com uma norma estabelecida na ﬁltiﬁla década de 90. Em
camundongos existem trés membros da familia de genes Msx (analoga
aquela presente em humanos). As informagdes a respeito das funcdes das
proteinas Msx] e Msx2 foram obtidas a partir de estudos realizados em
embrides de ratos, pois esses genes sdo expressos durante a embriogénese
e organogénese (DAVIDSON, 1995). Eles s@o primeiramente expressos
na mesoderme da linha primitiva e entfo na regido dorsal do tubo neural,
coincidente com o modelamento e emigracdio da crista neural e em
regides pré-cardiacas. Durante a gestagfo, os gemes Msx] e Msx2
expressam-se em quase todos os sitios onde ha interacdo epitélio-
mesénquima (MAAS & BEI 1997), incluindo o desenvolvimento de
germes de dentes incisivos e molares (MACKENZIE ef al., 1991 a, b,
1992).

O gene Msxl ¢é expresso amplamente ¢ em altos niveis no

mesénquima do processo mandibular e maxilar desde o estadio de
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iniciagdo, num gradiente distal-a-proximal, principalmente na regido em
contato com o botéo dental (epitélio invaginado) até o estadio de capuz,
sendo menos expresso no estadio de sino. O gene Msx2 tem expressdo no
mesénquima no estadio de iniciagdo, passando para a ectoderme na placa
dental e depois para a porgdo epitelial do botdo dental. No estadio de
capuz, existem dois dominios para o gene Msx2, sendo um no
mesénquima abrangendo a regido em torno do foliculo dental, e 0 outro
dominio (que guarda maior expressdo) no epitélio restrito ao orgdo do
esmalte. E importante reconhecer que ambos os genes Msx! ¢ Msx2 tém
modelos de expressio altamente dindmicos e distintos em tempo e
espago, de acordo com o estadio de desenvolvimento do germe dental
(MAAS & BEI, 1997).

Os padrdes de expressdo de muitos genes homedticos t€m
sugerido sua atuagdo no desenvolvimento de muitos drgdos, mas a
confirmagéo disso para alguns desses genes surgiu nos ultimos anos com
o advento das técnicas de manipulagdo genética (animais transgénicos) ¢
de analise de mutagdes.

Experimentos realizados em 1994 com ratos transgénicos em que
o gene Msx] foi tornado nio-funcional, geraram animais com palato
fendido e completa anodontia, permanecendo a odontogénese
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interrompida na fase de botfio. Vale acrescentar que esses animais ndo
apresentaram mal-formag¢des em outros orgdos. Pode-se explicar esse
fato devido a redundéncia funcional entre os genes Msx/ e Msx2 ¢ sua
co-expressdo em muitos sitios. Comprova-se esse dado por um outro
experimento com ratos transgénicos em que os genes Msx/ ¢ Msx2 eram
ndo-funcionais; ©s amimais apresentaram, além de anodontia, sérios
defeitos no desenvolvimento de muitos 6rgdos. Conclui-se a importancia
indubitdvel da proteina Msx/ na odontogénese, ¢ compreende-se o fato
de ratos transgénicos para o Msx/ ndo terem sido compensados pelo gene
Msx2, jA que este expressa-se principalmente nos estadios da
odontogénese mais avangados ao de botdo. Tal padrido de expressdo foi
comprovado em ratos transgénicos para o gene Msx2, os quais nio
exibiram altera¢do no nimero de dentes, mas sim defeitos na
morfogénese das cispides, das raizes dentais e dos 6rgdos do esmalte
(SATOKATA & MAAS, 1994; MAAS & BEIL 1997, THESLEFF,

1996).

Genes Homedticos e sua Correlacio com Agenesia Dental.
A identificagdo do gene homeodtico Hox-7.1 no cromossomo 5 de

ratos (HILL ef al., 1989) e a observagio de sua expressdo na
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embriogénese craniofacial, especialmente na odontogénese, propiciou um
interesse mais particular sobre esse gene (MACKENZIE ef al., 1991a). A
seguir foi seqienciado o gene humano homélogo ao Hox-7 e sua
localizagdo foi identificada no brago curto do cromossomo 4 (HEWITT
et al., 1991). Cabe esclarecer que a abreviagdo Hox vem de Homeobox,
ou seja, os genes assim denominados possuem uma regiio homeobox
dentro do gene. Devido a descoberta de varios genes homedticos houve a
necessidade de identificarem-se esses genes de acordo com as suas
fungdes em grupos e sua posi¢do dentro do grupo. Assim, 0 gene
anteriormente identificado como Hox-7 (rato) ou HOX-7 (humano)
passou a denominar-se Msx! ¢ MSXI, respectivamente (SCOTT, 1992).
A partir de 1993 ji podem ser encontrados trabalhos na literatura
cientifica com a nova denominagio (JOWETT et al., 1993).

Em 1990, Alasdair Ivens e colaboradores investigaram o genoma
de individuos portadores da Sindrome Wolf-Hirschhorn (SWH) através
de técnicas citogenéticas, € concluiram que o locus HOX-7 estava
deletado em alguns individuos com SWH. Essa sindrome caracteriza-se
por um atraso no crescimento ¢ anomalias congénitas na regido labial €
no palato. Assim, foi comprovada a importincia do gene HOX-7 no
desenvolvimento craniofacial em humanos. Embora a dele¢do do gene
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HOX-7 ndo ocorresse em todos os individuos com SWH, os autores
discutiram que uma mutagdo pontual no gene, ou em outro membro do
mesmo grupo, poderia levar a uma inativagdo dele e portanto 4 uma
alteragdo fenotipica caracteristica da SWH.

A ivestigagdo genética da hipodontia foi realizada pela primeira
vez em 1995 através da técnica de andlise de ligacdo por meio de
microssatélites (regido de intron). Os genes investigados foram o MSX! ¢
MSX2 em uma amostra composta por 5 familias finlandesas, abraﬁgendo
20 individuos com agenesia de dentes incisivos e pré-molares. Os
resultados, no entanto, excluiram esses genes cbmo causadores da
agenesia (NIEMINEN et al., 1995). Os autores discutiram que esse
resultado podena ser diferente se fosse utilizada uma outra técnica que se
detivesse a analise da seqliéncia codificadora dos genes, ou seja os exons.

Tal hipdtese foi confirmada no ano seguinte, quando a presenga
de polimorfismo nos exons do gene AMSX! foi investigada em 28
membros de uma familia que apresentavam padrio semelhante de
agenesia dental. Este envolvia todos os segundos pré-molares e terceiros
molares, além de agenesia de outros dentes em alguns individuos. A
amostra era composta por homens e mulheres de varias idades com

denticdo decidua normal, entretanto, o trago da agenesia nos dentes
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permanentes era transmitida como um cardter autossémico dominante.
Através de seqiienciamento do gene MSXI ¢ RFLP (Restriction
Fragment Length Polimorphism), foi detectado em todos os individuos,
no exon 2, uma mutagdo da base Guanina (G) na posi¢éo 2125 (de acordo
com HEWITT et al., 1991) para uma base Citosina (C). Assim, ocorria
uma fransversdo de G-C que provocou uma substituicdo do aa. Arginina
numero 31 para Prolina (Arg31Pro) dentro da regido homeobox do gene.
Essa mutacdo de ponto foi colocada pelos autores como a causa
determinante da hipodontia na familia estudada, pois afeta a interagéo da
proteina homedtica AMSX] com outras proteinas e 0 DNA. Desta forma, a
regulagdo génica ¢ prejudicada, produzindo o fendtipo de agenesia dental

via um mecanismo negativo dominante (VASTARDIS et al., 1996).

Outros Genes Envolvidos na Odontogénese

A expressdo combinada de membros de grupos da familia de
genes homeoéticos (genes Hox) reguladores, desempenham importante
papel na especificagdo posicional de estruturas no sistema esquelético.
Anélises de expressdo em embrifes mostraram que genes Hox tém uma
combinagdo especifica de alguns de seus genes, como um “cédigo Hox”,

responsavel pelo “modelamento” ou embriogénese de determinadas
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regides do embrido (HUNT er al., 1991). De acordo com essa idéia, o
codigo Hox utilizado para modelamento da regido craniofacial dos
vertebrados (considerando-se os aspectos evolutivos), inclui membros
dos grupos de genes Muscle segment (Msx), Distal-less (Dlx), Goosecoid
(Gsc) e Paired (Pax). Estes grupos de genes foram propostos para
definir, pela sobreposi¢do dos dominios de expressdo, as regifes em que
se originardo os dentes incisivos, molares e caninos na mandibula em
desenvolvimento {SHARPE,1995).

O grupo Msx (em 7ratos) consiste em trés membros
cromossomicamente ndo ligados. Nos humanos existem os genes MSX] e
MSX2, que também localizam-se em cromossomos diferentes. O dominio
mais primitivo dos genes Msx estd no tubo neural em sua porgdo dorsal,
que talvez exclua a crista neural, refletindo a fungido do gene ancestral.
No genoma de ratos, o gene Msx3 tem expressdo restrita inteiramente
aquele dominio, o que o torna o gene mais préximo do gene ancestral
(WANG et al., 1996). Essa 1déia leva a questionar como as fungdes dos
genes Msx surgiram nos vertebrados. Uma explicacdo possivel € que,
seguinte a duplicacdo do gene ancesiral, mudan¢as nas seqiiéncias
regulatorias expandiram os dominios de expressio para a regido lateral da

placa neural, abrangendo a crista neural. Assim teriam surgido os outros
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membros do grupo AMsx, desempenhando novas funges como o
desenvolvimento de ossos e dentes (DAVIDSON, 1995).

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-s¢ que a partir de um gene Dix
ancestral ocorreram eventos de duplicagdo coincidindo com a evolugdo
dos cordados. Os genes Dix3 e Dix7 sfo os maiores candidatos a
representarem esse gene ancestral, pois as expressdes de suas proteinas
sdo mais generalizadas, enquanto que as expressdes dos outros genes sdo
mais restritas, sugerindo que suas fungdes sejam mais especializadas.
Muitos genes Dix sfo co-expressos com o0s genes Msx! e Msx2. Em
particular os genes Dix! ¢ Dix2 sio expressos respectivamente no
mesénquima dental e epitélioc dental nos estidios iniciais da
odontogénese de ratos (até o estadio de capuz), coincidindo em grande
parte com a expressio dos genes Msxl! e Msx2. Além disso, Dix] ¢ Dix2
s80 expressos tanto na mandibula quanto na maxila, tendo a provavel
funcdo de participar da odontogénese de dentes molares. E interessante
acrescentar que em ratos transgénicos onde os genes Dixl e Dix2 estio
deletados, ocorre o desenvolvimento dos dentes molares mandibulares

somente. Procura-se explicar esse fato pela presenca no arco mandibular
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dos genes Dix5 e Dix6, de forma que seria necessaria a expressdo de
algem gene Dix na regifio para o desenvolvimento dos dentes molares
(MAAS & BEI, 1997; WEISS er al., 1998). Com relagédo ao grupo Gsc,
as referéncias bibliograficas consultadas ndo forneciam maiores
informagdes a respeito, limitando-se praticamente a menciona-lo.

Um outro grupo de genes homedticos € 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 & odontogénese sdo os Pax/ e Pax9.
Por meio de hibridizagdo in situ em embrides de ratos, foi observada a
expressdo da proteina Pax/ nos estadios iniciais da odontogénese de
molares (até a fase. de botdo). Recentemente, Pax9 feve sua forte
expressio no mesénquima dental notada no estadio de capuz. Além disso,
em experimentos com ratos em que o gene Pax9 foi deletado, a
odontogénese de molares apresentou-se interrompida na fase de botdo, o
que € fenotipicamente similar aos resultados em ratos transgénicos para 0
gene Msxl (MAAS & BEI 1997, STRACHAN & READ, 1994).

Durante o desenvolvimento embriondrio muitos fatores de
crescimento t€m demonstrado fungdo como sinalizadores enfre as

camadas dos tecidos embriondrios. A interacgdo tissular, também chamada
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indugdo embriondria, tem uma importincia central na regulagio do
desenvolvimento embrionario. Os fatores de crescimento estiio agrupados
em familias, e aquelas que atuam claramente na organogénese sdo 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 estimulagdo dos genes homedticos.
Assim como eles, os fatores de crescimento tém sido conservados
durante a evolugfo, e parecem ter fungbes similares em todo o reino
animal.

A familia de fatores de crescimento mais estudada até agora é a
TGF-B, € pertence a ¢la uma classe de proteinas denominada BMP
(proteina morfogenética do osso) que regulam o desenvolvimento de
ossos e cartilagem. A proteina BMP-4 tem sido identificada como um
sinal indutivo do epitélio na formagio dos dentes. Ela é produzida no
epitélio dental (ldmina dental) ¢ regula a expressdo de genes mais
diretamente envolvidos na odontogénese presentes no mesénquima
dental, incluindo o Msx/. Portanto, a atividade da BMP-4 é um
importante sinal indutivo nas fases iniciais da odontogénese, estimulando
o mesénquima a prosseguir o processo. (THESLEFF, 1995). A proteina

BMP-2 guarda uma homologia de 95% com a BMP-4 mas que é expressa
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somente no epitélio dental. A expressio da BMP-2 indica forte
correlagdo com o gene AMsx2, de maneira que pode haver uma regulagéo
reciproca entre eles (MAAS & BEI, 1997).

A outra familia de fatores de crescimento citada, a FGF, também
atua na odontogénese. A FGF-4 ¢ expressa especificamente no 6rgdo do
esmalte ¢ acredita-se que ¢la induza a proliferagdo de células do epitélio
dental auxiliando a formagdo das caspides (estudos realizados em dentes
molares). Além disso, a FGF-4 induz a expressio do proteoglicano
sindecan-1, um componente da matriz extracelular, no mesénquima
dental, o qual estimula também a proliferagéo celular.

Portanto, moléculas de sinalizagdo como TGF-f ¢ FGF néo estio
freqiientemente difusas no mesénquima dental, ao invés disso, muitas
vezes estdo interagindo com moléculas da matriz extracelular, o que da a
oportunidade para um adicional nivel de regulagio (MAAS & BEL
1997). Os processos regulatérios envolvidos na odontogénese s&o
extremamente complexos, envolvendo muitos fatores de transcrigéo,
fatores de crescimento, componentes da matrz extracelular, de maneira
que muitos estudos ainda se fazem necessarios para a completa

compreensio deles.
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Aspectos Filogenéticos dos Genes Homedticos e Ev.olutivos da
Denticao.

O processo basico do desenvolvimento da dentigio parece ser tio
antigo quanto o desenvolvimento dos vertebrados em si. A evolugio,
contudo, tem tmposto subsegilentemente varios niveis hierarquicos de
moléculas envolvidas nesse processo.

Os genes homeoticos foram identificados inicialmente em
Drosophila melanogaster como sendo responsaveis pela diferenciacéo
dos segmentos do corpo das larvas e pelo seu modelamento no eixo
antero-posterior (McGINNIS er al., 1984; SCOTT & WEINER, 1934).
Muta¢des nos genes homedticos, afetam a identidade do segmento do
corpo da larva de forma que um segmento pode ser transformado em
outro, como o desenvolvimento de patas em lugar de antenas, ou a
formacgéo de dois pares de asas em lugar de um par normal (SUZUKI er
al., 1992),

A descoberta de genes homedticos em vertebrados, como ratos e
até mesmo humanos, provocou grande sensagdo entre os pesquisadores
da Biologia do Desenvolvimento. Com o aprimoramento das técnicas de
Biologia Molecular, foi possivel identificar varios genes homeoticos e
determinar a localizagdo deles no genoma de filos diferentes.
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As seqiiéncias Homeobox apresentam-se conservadas no genoma
de organismos pertencentes a diferentes filos, que véo desde celenterados
até¢ cordados (Tabela 2) — pag. 51. Por exemplo, em Drosophila
(artrépode) ha o gene msh que € homologo ao Msx dos cordados. A
homologia entre proteinas homeodticas ¢ maior quanto mais proximos
- forem os organismos filogeneticamente. Na Tabela 2 deve-se observar
também que os invertebrados possuem somente um gene msh, € 0s
vertebrados possuem dois ou mais genes relacionados ac msh, os genes
Msx. Sabe-se que organismos mais complexos advém de um genoma
maior, com genes que desempenham fungSes mais especificas. Durante a
evolugdo dos cordados, eventos de amplificagdo do gene primitivo msh
t€m provavelmente ocorrido, pois ascidias (protocordados) tém somente
um gene msh, enquanto a maioria dos cordados tém dois ou trés genes
homologos a ele (HOLLAND, 1991; AKIMENKO et al., 1995).

A complexidade e a dindmica da odontog€nese pode ser
exemplificada pelas mudangas no padrdo dental que tém ocomdo ao
longo da evolug¢do dos vertebrados. A maioria dos vertebrados inferiores
(peixes, anfibios e répteis) ndo apresenta oclusdo entre as arcadas dentais,
além disso sdo homodontes, ou seja, todos os dentes t€m padrdo conico

semelhante. Desta forma, sua fung¢do ¢ limitada & preensdo e dilaceragdo
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dos alimentos em grandes fragmentos. Embora os mecanismos basicos de
interagdo epitélio-mesénquima, que levam a diferenciagio dos tecidos
odontogénicos, sejam altamente preservados, a passagem dos répteis aos
mamiferos implicou em modificages no padréio dental. Estas mudangas
resultaram na reducio do Numero de denti¢es
(polifiodontia—difiodontia), na localizagdo restrita dos dentes as
margens das arcadas dentais ¢ nas formas dentais de incisivos, caninos e
molares (heterodontia). O surgimento da heterodontia e difiodontia foi
um processo gradual que comegou a se desenvolver em répteis
semelhantes a mamiferos (Cinodontes), durante o Permiano e o Triassico
(KEMP, 1982). Nos mamiferos foi estabelecida a oclusdo dental,
permitindo melhor processamento do alimento com consegiiente aumento
da eficiéncia nutricional. O desenvolvimento da mastigacio foi, portanto,
um passo-chave que possibiliton aos mamiferos arcar com a alta
demanda de energia necessaria para suportar seus altos niveis de
atividade. O dente ¢ o fator mais significante que controla a oclusio, uma
vez que o ajuste entre maxila ¢ mandibula durante a mastigagio é
principaimente regulado pelo contato oclusal entre cispides ¢ fissuras

dos dentes nas respectivas arcadas dentais (STOCK ef al., 1997).
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Com relag@o & agenesia de terceiros molares em humanos, esta €
uma tendéncia natural da espécie (Homo sapiens sapiens). Os
hominideos mais adaptados, sobreviventes a intempéries, como
glaciagdes ¢ outras adversidades ambientais, tiveram seus genes
transmitidos &s geragdes futuras. Estes genes passaram por eventos de
mutagdo € recombinagdo genetica, que podem explicar as diferengas
morfoldgicas dos ossos do crdnio ¢ da face dos hominideos em relagdo ao
homem modemo, como arcadas dentais encurtadas, e diminui¢do da
protusdo. Além disso, mecanismos epigenéticos, como interagdes gene-
ambiente, podem ter contribuido para a redugiio do complexo
mastigatorio. A auséncia congénita dos terceiros molares, ou seus
tamanhos reduzidos quando presentes, revelam uma estratégia natural a
fim de ajustid-los a mandibula e maxila mais curtas. Em concordincia
com a reducdo do complexo mastigatério, dentes menores e
morfologicamente mais simples, como numero de cispides reduzidas,
t€m sido selecionados MACHO & MOGGI-CECCHI, 1992).

Portanto, o ser humano vem evoluindo como espécie, e possui
seqiiéncias genéticas altamente conservadas em outros organismos, que

datam de aproximadamente 500 milhdes de anos.
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PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi analisar o exon 2 do gene MSX1,
em 20 individuos com hipodontia ¢ 30 individuos normais, na intengio
de detectar mutagdes ou polimorfismos e correlaciona-los com a agenesia

dental.



MATERIAIS E METODOS



MATERIAIS E METODOS

Casuistica

A casufstica foi composta pelo DNA gendémico de 20
individuos (a maioria ndo-aparentados) portadores de agenesia dental
congénita € 30 individuos normais. Os individuos que compunham a
amostra eram de ambos os sexos ¢ de varias idades. Entre os
portadores de agenesia dental ndo havia um carater uniforme dos

dentes ausentes (Tabela 3) — pag. 52.

Obtencdo do DNA

O DNA gendmico foi obtido a partir de bochecho de solugdo
de glicose a 3% autoclavada (5 mL) por cerca de 2 min. Essa
conceniragdo foi escolhida para que as células fossem mantidas
intactas até que os procedimentos de extragdo do DNA fossem
executados, diminuindo o indice de degrada¢do molecular, através da
liberagdo de enzimas cataliticas. Além disso, foi executada leve
raspagem de c¢élulas da mucosa jugal com espatula de madeira, a qual
for merguthada e agitada na solugdo bochechada na intengdo de se

recolherem as células.



Cada solugdo bochechada foi imediatamente centrifugada por
10 min a 2.000 rpm (raio da centrifuga de 15 cm). Ao precipitado de
material celular acrescentou-se 500 uL de tampdo de extra¢do (pH
8.,0), contendo Tris.Cl a 10 mM (pH 8,0), EDTA a 0,1 M (pH 8,0),
SDS a 0,5% e 600.000 U/L de Garamicina (Gentamicina). A solug@o
foi homogeneizada e armazenada a -20°C até o momento de exfragéo

do DNA.

Extracdo do DNA

Apos descongeladas, as amostras em tampdo de extragdo foram
mcubadas a 37°C com 100 ng/mL de proteinase K (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), sob agitagfo constante durante uma noite.
Tal procedimento € necessario para desnaturar as proteinas nativas
antes de proceder a extragdo do DNA. Para remover proteinas de
preparagdes de acidos nucléicos foi utilizada uma mistura do fenol
equilibrado, cloroférmio e alcool isoamilico (25: 24: 1) (MANIATIS
et al., 1989). Essa mistura de solventes orginicos foi adicionada em
igual volume as amostras celulares ja digeridas. Depois de
homogeneizada, centrifugou-se por 15 seg a 12.000 g em temperatura

ambiente. Reservou-s¢ © sobrenadante (que contém o DNA) e
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desprezou-se a fase orgénica. Tal procedimento foi repetido mais duas
vezes. Desta maneira, apos trés “banhos” da mistura de solventes
orgénicos, 0 DNA foi purificado das proteinas. Para remover quaisquer
tracos de fenol que poderiam contaminar o DNA, foi realizado um
ultimo banho com cloroférmio. A seguir, procedeu-se & precipitagio
do DNA com 1/10 (v/v) de acetato de sodio 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 ul de tampéo
TE (Tris.Cl 10 mM, EDTA 1 mM pH 7,8) a temperatura ambiente
durante uma noite. A concentracdo do DNA genémico das amostras
foi determinada por leitura OD** ¢ o indice de pureza foi estimado
pela razio OD**OD®™, com o auxilio de um espectrofotémetro
(GeneQuant RNA/DNA Calculator — Pharmacia Biotech). As amostras

de DNA foram armazenadas a -20°C.

Amplificacio dos Segmentos do Gene MSXI por PCR
(Reaciao em Cadeia da Taq DNA Polimerase)

O segundo exon do gene MSX7 foi amplificado pela técnica de
PCR. Baseando-se na sequéncia do gene descrita por HEWITT et al.

em 1991, foi requisitada a sintese de iniciadores da reacdo de PCR
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(primers) através da empresa GIBCO BRL. Visando o emprego da
técnica do Heteroduplex para analise de polimorfismo, o segundo exon
do gene MSXI foi dividido em dois segmentos (Figura 1). O primeiro
segmento, amplificado pelo par de primers MSX 15/17, compunha 256
pb. O par de primers MSX 16/18 amplificava o segundo segmento
com o mesmo tamanho. Para a técnica do seqienciamento, foi
utilizado o par de primers MSX 15/18 na intencdo de amplificar

inteiramente o segundo exon do gene MSX/.

EXON 1 INTRON EXON 2
i I| I | 256 pb | 256 pb 1
-+ MSX 15 -~ MSX16
MSX 17 « MSX 18 «

Figura 1 — Os dois exons ¢ o intron do gene MSX] ¢ os primers que
amplificam cada segmento

Os Primers utilizados para amplificar o gene MSX! foram:
MSX 15— 5" TTTCTT TCG GCC CCT CAGGCG G ¥
MSX 16 — 5° GCC GCG CCA AGG CAAAGAGA 3
MSX 17 - 5° CTA CAA GAG GCA GAG CTG GAG 3’

MSX 18 - 5> CTG ACA TAG AGG GTC CCA GG 37
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Para as reagdes de PCR foram utilizadas quantidades entre 300
a 600 ng de DNA num volume de 50 uL, contendo Tris.Cl a 10 mM
(pH 8,3), KC1 a 50 mM, MgCl, na concentragio final de 4 mM,
deoxinucleotideos (200 pM cada), 2 U de 7aq DNA Polimerase
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) e 1 pmol de cada
primer. O DNA gendémico de cada amostra foi desnaturado a 95°C por
5 min e submetido 2 35 ciclos de 95°C por 1 min, 60°C (para os
primers MSX 16/18), 61°C (primers MSX 15/18) ou 65°C (primers
MSX 15/17) por 1 min, 72°C por 1 min; finalizando a rea¢do com uma
extensdo final na mesma temperatura por 7 min. As reagdes de PCR
foram realizadas no termociclador Genedmp® PCR System 2400

(Perkin Elmer).

Eletroforese das Amestras

As seqiiéncias amplificadas foram submetidas a eletroforese
em géis de poliacrilamida: bis-acrilamida (29:1) a 5%. O volume de
DNA aplicado em gel foi de 10 pl, acrescidos de 10 pl. de dgua
(bidestilada-deionizada) e 4 pl de tampfo carreador (azul de

bromofenol a 0,25%, xilenocianol a 0,25% e glicerol a 30% em agua -
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bidestilada-deionizada). Utilizou-se como padrio o marcador de massa
molecular ¢X174-R¥ Hae III (1 uL em 15 pl de dgua ¢ 4 pL de
tampéo carreador). As eletroforeses foram feitas em cubas verticais
sob corrente elétrica de 20 mA utilizando tampéo TBE 1X (89 mM de
Tris-Cl, 89 mM de acido borico e 2 mM de EDTA) com duragdo de 2
horas em média. Os géis foram corados pela técnica do Nitrato de
Prata (BLUM et al., 1987), fotografados através do sistema de
documentacgio digital (Scientific Digital Documentation System -—

Kodak) e processadas pelo programa Photo Enhancer for Kodak 2.1.

Purificagcio dos Produtos Amplificados por PCR

Os produtos amplificados pelos primers MSX 15/18 passaram
por um processo de purificagdo para refirada de segmentos
amplificados ndo especificos, assim como de reagentes da PCR que
provaveimente estariam em ¢xcesso. O processo consistiu em
submeter as amostras amplificadas a eletroforese em gel de agarose a
2% ¢ corar com Brometo de Etidio a 5 pg/mL. A seguir, as bandas de
mteresse foram excisadas, € o DNA foi1 extraido do gel utilizando o

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit - Amersham
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Pharmacia Biotech conforme instrugdes do fabricante. O método foi

capaz de recuperar cerca de 60% do DNA presente na banda de gel.

TECNICAS PARA ANALISE DE POLIMORFISMO:
1 - Heteroduplex

Foi empregada para amostras amplificadas pelos primers MSX
15/17 ¢ MSX 16/18. O volume de 8 uL. de cada amostra, adicionada a
100 mM de NaCl e 30 mM de EDTA foi desnaturada a 95°C por 10
min. A seguir, as amostras foram deixadas por 2 horas em estufa a
37°C para renaturagdo das fitas simples de DNA. As amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida: bis-acrilamida (49:1) na
concentragdo de 7,5% sem glicerol, e a eletroforese foi feita em
temperatura ambiente a 15 mA. Os géis foram corados pela técnica do

Nitrato de prata (BLUM et al, 1987).

2 — Seqiienciamento Automatico

O segundo exon do gene MSXI, amplificado pelos primers
MSX 15/18 ¢ purificado conforme descrigdo anterior, foi submetido a
técnica do seqiienciamento automatico. O seqiienciamento de toda a
amostra foi feito utilizando o primer MSX 18 (primer reverso).
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Algumas amostras tiveram sua seqi€ncia confirreada por outro
seqlienciamento no qual foi utihzado o primer dueto, ou seja, 0 MSX
15.

Para cada amostra foi feita uma reagdo de PCR contendo
aproximadamente 300 ng de DNA, 3,2 pmol de primer (apenas um
do par), 8 uL do Big Dye Terminator Kit (Perkin Elmer) ¢ agua Milli-
Q para o volume final de 20 L. Tal reagéo foi executada da seguinte
forma: o DNA diluido em agua passou por uma desnaturaco inicial a
96°C por 10 min; a seguir, com o tubo em meio gelado, foi
adicionado o primer e o Kit (que contém a enzima AmpliTag DNA
Polimerase, os dNTPs marcados com corantes fluorescentes
especificos, além do tampdo necessario a reagdo). A mistura foi
desnaturada a 98°C por 5 min, e foram feitos 25 ciclos de 98°C por 20
seg, 59°C por 20 seg ¢ 52°C por 3 min em termociclador Genedmp®

PCR System 9600 (Perkin Elmer). Terminada a amplificagdo, o
produto foi precipitado com isopropanol a 60%, por 20 min 2
temperatura ambiente. A seguir, nova precipitagdo do produto foi
realizada, desta vez através do etanol a 70%, para retirar o excedente
de dN'TPs marcados e primer. O precipitado foi submetido a 40°C por

5 min para volatiliza¢ido de resquicios de etanol. Para ressuspenséo do
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precipitado foram utilizados 6 ul. de tampio carreador de DNA

constituido por 500 uL de formamida deionizada mais 100 uL de
Blue Dextran/ EDTA (50 mg/mL de Blue Dextran, 25 mM de EDTA
pH 8.0). O precipitado ressuspendido foi desnaturado a 95°C por 3
min ¢ mantido em gelo. O volume de 1,5 pl foi aplicado no gel de

seqiienciamento. Esse gel foi constituido por acrilamida: bis-
acrilamida (49:1) a 10% acrescido de uréia ultra pura a 9% em
tampdo TBE {1x). A eletroforese programada para transcorrer em 7
horas realizou-se em aparelho ABI Prism 377 DNA Sequencer™,
sendo as sequiéncias obtidas (cerca de 470 pb) processadas pelo
programa Sequencing Analysis.

Devido ao fato de cada dideoxinucleotideo ser marcado por uin
corante fluorescente especifico que emite luz em um determinado
comprimento de onda, o seqienciador automatico € capaz de
transformar o sinal luminoso em sinal grafico, onde a somatdria deles
compde um Eletroferograma. Nele, cada “pico” ¢ determinado por
uma base nucleotidica caracterizada por uma cor especifica para cada
um dos quatro tipos de base (Anexo 2). Assim, cada amostra foi
representada em um eletroferograma. Para analise das seqiiéncias foi

necessario alinha-las através do programa Sequencher™ (Gene code
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Corporation). Assim foi obtida a seqiiéncia consenso que foi
submetida 4 comparagdo com o banco de dados internacional

GenBank atraveés do site htip://www ncbi.nim.nih.gov para confirmar que

as seqtiéncias em andlise tratavam-se do gene de interesse.
Devido a suspeita de existirem heterozigotos em mnossa
amostra, utilizamos o programa Factura™, através do site

http://www, pebio.com/ga/Factura/update htmi, Durante o processamento, o

programa mede a altura de cada pico (que se refere a uma base) e
determina se a razdo dos picos menores em relagdo ao pico maior
alcanga o wvalor limiar (determinado pelo pesquisador, em
porcentagem). Se a razéo ¢ igual ou maior que o valor do limiar, o
programa identifica a posi¢do da base com um cddigo especifico da
IUB (International Union of Biochemists) que indica a presenga de
bases misturadas numa dada posi¢do na seqiiéncia. O valor limiar
deve ser de 50%, no entanto utilizou-se posteriormente também o
valor de 30%, para uma analise menos rigorosa, que talvez indicasse

a presenca de heterozigotos.
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RESULTADOS

Obtencéo do DNA

A quantidade de DNA exiraida foi variavel entre as diferentes
amostras, como pode-se observar nas Tabelas 4 ¢ 5 — pag. 53. No
material obtido dos individuos com agenesia dental a quantidade de
moléculas de DNA esteve entre 60 ¢ 1720 ng/ul., ¢ dos individuos
normais a quantidade minima foi de 100 ng/ul.. O indice de pureza do
DNA de cada amostra foi estimado pela raziio OD**/OD*™ ¢ o
resultado apresenta-se indicado nas Tabelas 4 ¢ 5. O DNA obtido de
cada amostra mostrou-se suficientemente puro ¢ em quantidade

satisfatoria para a utilizagfo em técnicas de Biologia Molecular.

Amplificaciio dos Segmentos do Gene MSX7 por PCR

A amplificagdo dos segmentos do gene MSX! obteve sucesso
tanto para os individuos com agenesia dental como para os individuos
normais.

O par de primers MSX 15/17 amplificou o primeiro segmento
de 256 pb do segundo exon do gene MSX!, como pode-se observar na
Figura 2A (individuos com agenesia dental) e Figura 2B (individuos

normais) — pag. 55.
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A Figura 3 representa géis de poliacrilamida a 5% com os
produtos da amplificagio dos primers MSX 16/18 (Fig. 3A -
individuos com agenesia dental, Fig. 3B — individuos normais) pag.
56.

A amplificacio do segundo exon inteiro (473 pb) do gene
MSXI a partir dos primers MSX 15/18 obteve éxito para todas as
amostras. Vale esclarecer que o tamanho do exon 2 amplificado
contava de 473 pb devido a sobreposigdo dos primers MSX 16 e MSX
17. A visualizagdo destas bandas foi em gel de agarose a 2% utilizado
para purificagdo do DNA, para posterior emprego da técnica de

seqgiienciamento.

Heteroduplex

Os segmentos amplificados pelos primers MSX 15/17 ¢ MSX
16/18 foram submetidos & técnica do Heteroduplex, a qual revelou
padrdo semelhante de bandas, ou seja, ndo houve indicagdo de
qualquer polimorfismo ou mutagio na amostra (Fig. 4 — pag. 57).

Para confirmar tal resultado, foi empregada a técnica do
seqienciamento desenvolvida a partir de produtos purificados da

amplificacio do 2° exon inteiro (primers MSX 15/18).
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Seqiienciamento Automatico

A partir da seqiiéncia consenso obtida pelo programa
Sequencher™ a comparagdo com o GenBank confirmou serem as
amostras seqiienciadas pertencentes ao exon 2 do gene MSX7 (que foi
previamente denominado HOX7), como pode ser observado no Anexo
3.

Todas as segiiéncias foram exaustivamente analisadas na
mtengdo de detectarem-se polimorfismos ou mutagdes. Atencdo
especial foi dada a provavel existéncia de mutagdo pontual, como
apresentou o trabatho de VASTARDIS ef al. em 1996. Contudo, nas
amostras pertencentes a este estudo, ndo foram encontradas alteracdes
na seqiéncia do exon 2 do gene MSXI. O Anexo 2 apresenta um
trecho do eletroferograma obtido do seqiienciamento da amostra 3A
(individuo 3 com agenesia dental), onde estéd destacado o inicio ¢ o
final da regido de Homeobox e a base Citosina normal (mutada para
Guanina em VASTARDIS er al., 1996). A utilizacdo do programa

Factura™ demonstrou a inexisténcia de individuos heterozigotos.
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TABELA 1 - Sindromes que apresentam auséncia congénita de dentes.

iND MODO DE DENTES
S ROME HERANCA AUSENTES
Bodk AutossOmica Dominante {Pré-molares
Incistvos maxilares {sempre)
Rieger AutossOmica Dominante }Incisivos mandibulares e pré-

molares (ocasionalmente)

Ellis — van Creveld

Autossdmica Recessiva

Incistvos mandibulares e

caninos

Gorlin — Chaudry — Moss

Autossdmica Recessiva

Molares deciduos, segundos
pré-molares e  molares
permanentes

Incisivos laterais maxilares,

Proteinose lipdide AutossOmica Recessiva . .
caninos e pré-molares
Incisivos laterais maxilares e
Coffin — Lowry Ligado ao X (recessiva)  |incisivos mandibulares

Orofaciodigital (tipo 1)

Ligado ao X (dominante)

Incisivos mandibulares e

caninos

Labio e Palaio fendido

Incisivos laterais maxilares,

Multifatorial .
e caninos
Terceiros molares, segundos
Down Cromossdmica pré-molares mandibulares ¢
incisivos laterais maxilares
Holoprosencefalia Varios modos sdo descritos | Incisivos maxilares
. . , - s Incisivos mandibulares e
sia — hipodactilia Esporadica )
Hipoglos P P caninos
Anquilose glossopalatina Autossdmica Dominante | Incisivos

Fonte: Schalk-van der Weide Y., Beemer F. A, Faber ] A J. & Bosman F. Symptomatology
of patiences with oligodontia. J. Oral Rehabilitation 21: 249, 1994,
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TABELA 2 - Genes relacionados ao msh em diferentes espécies

ESPECIE FILO - CLASSE GENE
, MSX1
Homem Cordados — Mamiferos MSY2
Msxl
Rato Cordados — Mamiferos Msx2
Msx3
Galinha Cordados — Aves Msx1, Msx2
Codora Cordados ~ Aves Msx2
Xenopus Cordados — Anfibios Msx1, Msx2
Peixe-zebra Cordados . mesxA — msxD
(superclasse) Peixes
L g Lo - Protocordados
Ascidia (Ciona intestinalis) (subfilo) Tunicados Msh
Protocordados
Anfioxo (subfilo) Cefalocordados |
Drosophila (mosca das frutas) | Arirépodes — Insetos Msh

Ourico do mar

(Strongylocentrotus purpuratus) Equinodermos - Equindides §Msh

Celenterados “lasn

Hidra (Chlorohydra viridissima) tidrozoirios

Fonte: Davidson D. The function and evolution of Msx genes: pointers and paradoxes. 77G
11: 405, 1995
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TABELA 3 — Manifestagio Clinica da Hipodontia
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TABELAS 4 ¢ 5 - Leitura em espectrofotdmetro do grau de pureza e da quantidade do
DNA gendémico extraido a partir de células da mucosa jugal.

4) Individuos com Agenesia

Dental
Amostra OD 2606/ | [] em ng/ul
0D 280
01 1,847 320
02 1,879 400
03 1,766 1720
04 1,879 390
05 1,540 250
06 1,794 770
07 1,854 290
08 1,712 360
09 1,958 100
10 1,433 60
11 1,721 180
12 1,602 120
13 1,727 500
14 1,657 350
15 1,663 210
16 1,754 1270
17 1,635 170
18 1,705 350
19 1,843 110
20 1,861 160

53

5) Individuos Normais

Amostra OD 260/ | []em ng/ul
OD 280
01 1,746 130
02 1,839 240
03 1,793 480
04 1,281 910
05 1,642 340
06 1,757 280
07 1,778 130
08 1,723 220
09 1,759 350
10 1,761 400
11 1,626 1230
12 1,800 360
13 1,793 690
14 1,800 210
15 1,750 310
16 1,760 1010
17 1,729 370
18 1,751 260
19 1,787 200
20 1,700 150
21 1,713 120
22 1,783 260
23 1,877 400
24 1,807 1090
25 1,760 380
26 1,752 390
27 1,956 6260
28 2,238 100
29 1,762 430
30 1,830 390
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Fig. 2 - Eletroforese em géis de poliacrilamida a 5% corados

pela prata. M: marcador de massa molecular $X-174-RF DNA
Hae 111 digesi.

A) Canaletas 2 a 20: produto amplificado pelos primers MSX
15/17 dos individuos 1 a 19 com agenesia dental.

B) Canaletas 4 a 20: produto amplificado pelos primers MSX
15/17 dos individuos 14 a 30 normais.
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234pb_ 256 pb

234pb

Fig. 3 - Eletroforese em géis de poliacrilamida a 5% corados
pela prata. M: marcador de massa molecular $X-174-RF DNA
Hae 111 digest.

A) Canaletas 3 a 20: produto amplificado pelos primers MSX
16/18 dos individuos 1 a 18 com agenesia dental.

B) Canaletas 2 a 14: produto amplificado pelos primers MSX
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Fig. 4 - Eletroforese em géis de poliacrilamida a 7,5%, corados pela prata.
Canaleta 1 de cada gel: amostra ndo submetida as condigdes de formagdo de
heteroduplex. A) amostras amplificadas pelos primers MSX 15/17 submetidas as
condig¢des de formagdo de heteroduplex. Canaletas 3 a 11, amostras amplificadas de
individuos com agenesia dental. Canaletas 12 a 20, amostras amplificadas de
individuos normais. B) amostras amplificadas pelos primers MSX 16/18
submetidas as condigdes de formagdo de heteroduplex. Canaletas 3 a 11, amostras
amplificadas de individuos com agenesia dental. Canaletas 12 a 20, amostras
amplificadas de individuos normais. Notar a ndo-forma¢do de bandas
caracteristicas de heteroduplex em nenhum dos géis.
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DISCUSSAO

Obtencio de DNA

O resultado satisfatério da quantidade e pureza do DNA
gendmico obtido neste trabalho, pode ser atribuido aos trés banhos da
mistura fenol, cloroférmio ¢ élcool isoamilico (modificado de
MANIATIS et al., 1989, que indica dois banhos). A variabilidade entre
as quantidades de DNA e dos diversos indices de pureza (Tabs. 4 ¢ 5),
pode ser devido as diferentes taxas de descamagfio da mucosa, do
vigor com que o bochecho era executado, e até mesmo pela presenga
de enzimas cataliticas (proteases e nucleases). O indice de pureza do

DNA foi estimado pela tazio OD**/OD?®, e o resultado igual ou
maior a 1,8 considera o DNA puro (MANIATIS et aé., 1989). Se essa
relagdo for inferior, significa que a quantificagdo acurada do DNA nfo
sera possivel, devido 4 contamina¢io da amostra com proteinas ou
fenol. Algumas amostras de DNA utilizadas neste trabalho
apresentaram indice de pureza inferior a 1,8, no entanto, nio foram
desprezadas e se prestaram as finalidades de amplificacdo € até mesmo
seqilenciamento, que exige DNA de boa qualidade. De qualquer
forma, a pureza do DNA gendmico indica redugdo das chances de

ocorreren dificuldades em amplificar nma seqiiéncia por PCR.
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visualizagio dos produtos de amplificacio. Observou-se também que a

purificacio dos segmentos de 256 pb, que seriam submetidos a técnica
do Heteroduplex, parecia recuperar menos moléculas de DNA em
relagdo aos segmentos maiores (473 pb) que seriam seqiienciados.
Assim, as moléculas de DNA recuperadas da purificacdo do produto
de uma unica rea;:ﬁo de PCR ndo eram suficientes para o emprego da
Heteroduplex, pois proporcionavam bandas muito fracas, impossiveis
de analisar. Mostrou-se necessario realizar duas ou mais reagdes de
PCR de cada amostra, em seguida precipita-las com etanol, para entdo
purificar o DNA que seria utilizado na Heteroduplex. Por esses
motivos nfo pareceu razoavel a purificagido dos segmentos que seriam
submetidos a Heteroduplex.

Ja a técnica do Seqiienciamento automatico necessita de DNA
“molde” de boa qualidade, ou sgja, sem contaminantes nem seqiiéncias
inespecificas. A purificacdo do produto de uma ftinica reagdo de
amplificagdo do segmento de 473 pb forneceu DNA suficiente para o
seqiienciamento.

O manual da Perkin-Elmer Corporation, fabricante do Kit de
seqiienciamento, preconiza que quando o seqiienciamento for a partir

de um produto de PCR este deve ser previamente purificado. Desta
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maneira primers, desoxirribonucleotideos (ANTPs) e sais (do tamp&o)
em excesso na reagdo de PCR, seriam retirados, bem como produtos de
amplificacdo ndo especificos. Excesso de primers da reagdo de
amplificagdo competem com os primers do seqiienciamento pelos
sitios de anelamento na seqiiéncia de DNA molde. O excesso de
dNTPs da reagdo de amplificacdo pode afetar o balango da reagdo de
seqiienciamento € resultar em seqiiéncias “encurtadas” devido a
incorpora¢do de um ANTP nio marcado. Vale lembrar que no Kit
utilizado para o seqiienciamento, os dNTPs sdo marcados com
corantes fluorescentes. Estes sfo incorporados na seqiiéncia em
extensdo, onde os diferentes comprimentos de onda que emitem sfo
captados pelo laser do equipamento, de forma que a seqiiéncia ¢
determinada. Produtos de amplificagdo nfio especificos, que também
prejudicam o seqiienciamento, comportam-se como um DNA molde

que sdo seqiienciados, gerando um resultado falso.

Heteroduplex

Essa técnica permite que as duplas fitas de DNA desnaturadas
renaturem-se a temperatura ambiente para que, quando submetidas a
eletroforese, tenham mobilidade diferente no gel se existirem
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diferengcas entre as bases que as compdem. Assim, é possivel
detectarem-se polimorfismos ou individuos heterozigotos (PROSSER,
1993). No entanto, somente a técnica de seqiienciamento confirma o
polimorfismo (ou mutac¢do), além de identificar qual a base (ou
seqiéncia) que se mostra alterada. Ndo foi identificado polimorfismo
nas amostras através da Heteroduplex, mas para comprovagdo deste

tesultado foi executado o seqiienciamento.

Seqiienciamento Automatico

Essa técnica promove a identificacdo das bases nucleotidicas
que compdem a fita de DNA na intengdo de detectarem-se¢ ou
confirmarem-se polimorfismos/ muta¢des. O seqiienciamento pode ser
executado a partir de DNA clonado, que € mais usual, ou a partir de
produto de PCR. No seqilenciamento a partir de produto de PCR sio
produzidas rapidamente as seqiiéncias desejadas, pois ndo é executado
0 complexo procedimento de clonagem. No entanto, para serem
obtidas seqiiéncias de qualidade € necessario antes purificar o produto
de PCR. O exon 2 do gene MSX! é rico em bases C ¢ G, tornando-o de
dificil seqiienciamento. Para contornar o problema muitas adaptagdes

podem ser feitas no protocolo basico. Neste trabalho as principais
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adaptagOes executadas para obterem-se seqiiéncias com  picos
definidos foram: desnatura¢io rigida do DNA molde e uso de grande
quantidade da enzima AmpliTag DNA Polimerase. Observa-se em
Materiais e Métodos, a desnaturagdo inicial do DNA (96°C por 10
min) de modo a romperem-s¢ efetivamente as trés pontes de
hidrogénio que unem as bases C ¢ G da dupla fita de DNA. No DNA
molde separado em duas fifas simples, o primer consegue anelar.
Somente um primer participa da reagdo, pois deve ser amplificada uma
sO das fitas simples, a qual serd sequienciada. Depois de adicionado o
primer € o Kit, em meio gelado, ocorre nova desnaturagdo (98°C por 5
min) para que as fitas simples mantenham-se separadas quando
iniciarem-se os ciclos de amplificagdo, onde o primer sera anelado e a
seqiiéncia extendida. Devido a rigida desnaturagdo do DNA molde ¢
necessario fornecer quantidade adequada de enzima a reagdo. A
enzima AmpliTag DNA Polimerase ¢ muito resistente a altas
temperaturas (94 — 96°C), mas ¢ bastante consumida quando participa
de um protocoloe como o que foi desenvolvido. Assim, numa seqiiéncia
nio rica em bases C e G, 2 pL do Kit de seqilenciamento chegam a ser
suficientes, mas no caso do exon 2 do gene MSX/, foram necessarios

SuL.
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Na seqiiéncia de algumas amostras o aspecto de determinados
picos levou a suspeita de se tratarem de heterozigotos. O
seqtienciamento a partir de produtos de PCR possibilita tal fato; ja
quando é feito a partir de DNA clonado, as seqiiéncias dos diferentes
clones demonstram a heterozigoze imediatamente. O programa
Factura™ revelou ndo existirem individuos heterozigotos para o gene
MSXI. Assim, apesar da analise minuciosa das seqﬁéncias obtidas, nfo
foram identificados polimorfismos ou mutagdes, confirmando o
resultado obtido pela técnica do Heteroduplex. A inexisténcia de
alteragdes na seqiiéncia do exon 2 do gene MSX] reforgam a idéia de
gue outros genes estdo implicados na odontogénese. Portanto
altera¢Oes na seqiiéncia desses genes, ndo estudados neste trabalho,
seria a causa genética da hipodontia nos mdividuos abordados.

No trabalho de VASTARDIS et al. (1996), em que foi
identificada uma relagdo genética para a hipodontia, a amostra foi
composta por individuos aparentados que apresentavam o mesmo
padrio de agenesia dental. Os voluntiarios com hipodontia, que
participaram do estudo tema desta tese, eram na grande maioria ndo
aparentados com padrio heterogéneo de deﬁtes ausentes (Tabela 3).
Além disso, grande parte deles apresenta agenesia de dentes incisivos,
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para a qual busca-s¢ ainda uma relagiio genética. Esperava-se
confirmar a muta¢do descrita por VASTARDIS er al. (1996) nas
seqii€ncias dos individuos 9A e 10A, j4 que possuem o mesmo padrio
de hipodontia da amostra que compds o referido trabalho. Acredita-se
que iss0 néo ocorreu porque a agenesia dental (ndo ligada a sindromes)
¢ determinada por varios genes com penetrincia incompleta e
expressividade variavel. Além disso, a regulagdo de tais genes nio €
bem conhecida, e provavelmente existem outros genes e fatores
envolvidos na odontogénese que ainda ndo foram identificados.
Portanto, mesmo que dois individuos n3o aparentados apresentem
igual padrdo de agenesia dental, a determinagio genética pode ser
completamente diferente de um para o outro. A inativagdo do gene
MSX1 tem um efeito altamente seletivo na dentigdo mas ndo € o dnico
fator que explica a cetiologia da hipodontia. Quando forem
identificadas as seqiiéncias promotoras ¢ codificantes de todos os
genes envolvidos na odontogénese, bem como o padrido de expressio
esclarecido, talvez seja possivel at¢é mesmo prever quando um
individuo ira apresentar hipodontia, e quais dentes seriam afetados.
No entanto, ndo parece sensato desconsiderar-se a possivel

mfluéncia ambiental na odontogénese. Estudos paleo-antropoldgicos
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enfocando os aspectos evolutivos da denti¢io, referem a potencial
contribuigdo de fatores ambientais ao longo do processo. Mecanismos
epigenéticos, como interagdes gene-ambiente, podem ter contribuido para
a redugdo do complexo mastigatdrio, por exemplo. A continua tendéncia
na redugdo do numero de dentes (terceiros molares) pode ser vista como
uma tendéncia evolutiva, onde o gene MSX] seria uma das moléculas
mais telacionadas em tal efeito. Aliando-se a perspectiva evolutiva com
técnicas de biologia molecular seria possivel compreender mais
amplamente a odontogénese. Assim, nfo s6 os fatores genéticos seriam
considerados, mas seria investigado o provavel papel que interagdes
gene-ambiente tenham desempenhado ao longo do processo.

Nossos resultados indicam a hipdtese de que a hipodontia
ocorre como conseqiéncia de mutagdes em genes envolvidos na
odontogénese, assim como mudangas epigenéticas, que podem ser
influenciadas por fatores ambientais, alterando o padrio de expresséo e

o campo de acdo destes genes.
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CONCLUSOES

O DNA extraido a partir de células descamadas da mucosa jugal, além
de ser um método stmples, indolor e de baixo custo, fornece material
integro ¢ de boa qualidade para emprego de técnicas de Biologia

Molecular, como o Seqiienciamento Automatico.

O Seqiienciamento a partir de produto de PCR € uma 6tima estratégia,
alternativa a0 DNA clonado, pois promove a obtengdo rapida das
seqiiéncias de interesse, desde que o produto da amplificacdo seja

previamente purificado.

Nio foram identificados polimorfismos ou mutagdes no exon 2 do
gene MSX1, (inclusive na regido homeobox) através das técnicas de
Heteroduplex ¢ Seqiienciamento Automatico. Assim, a causa genética
da hipodontia nos individuos abordados ndo tem relagio com o gene

MSX1, mas pode existir em oufros genes envolvidos na odontogénese.
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Anexo 2 - Eletroferograma (parte da seqiiéncia de DNA do exon 2 do gene
MSX1 do individuo 3 com agenesia dental)

GICTQCCTTGIAGIT ET'?GCG’GGICG{[(E TC GACCATATCTTCACCT CGTCTCAGT GAGHCT GAGT GAGCTGRA GMCTAL B QL GCTEGEIGAT GRACAGGTAC

230 740 750 260 270 280 290 3006 316 32 3130 %46’2
Inicio Base Cito

Hismucbis Normal

Dl

i

oNUtnWumhhwuh ﬂw ,

il

TGO G0 GACTTRGCTC CAGGCCAACA GLT (X OCGGTGH GAAGGE GTCCELAACT TACGG TCGTCTTGIGT TTGCGAGGGTGEA GOC T GRAGGACTCA

350 360 370 380 394 460 410 470 430 440 3@
Final
Homeohox




Anexo 3 — Comparagao da seqiiéncia com o Banco de Dados (GenBank

tapseq.l
0 5 100

gb/M76732lHUMHOX702 Human HOX?7 gene, exon 2 and complete cds. 815 0.0
ref[NM_002448.1IMSX1| Homo sapiens msh (Drosophila) homeo b.. 793 0.0
dbj/D30750[BOVBMSX1  Bovine mRNA for Msx-1, complete cds 500 e-139
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