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2-RESUMO 

Fibromatose Gengiva! Hereditária (FGH) representa uma condição oral 

incomum (1 :750.000), caracterizada por um aumento gengiva! fibrótico 

generalizado. Manifesta-se como entidade clínica isolada ou como parte de 

síndromes, produzindo excessiva quantidade de colágeno e outras moléculas 

da matriz extra-celular. Hsp47 é uma chaperone residente no retículo 

endoplasmático (RE) que liga especificamente a moléculas de colágeno, 

enquanto Sec61 a representa uma proteína transmembrânica com ativa 

participação na condução de cadeias polipeptídicas nascentes para o lúmen do 

RE. Este trabalho descreve a participação das proteínas Hsp4 7 e Sec61 a em 

culturas de fibroblastos provenientes de uma única família portadora de FGH 

e de pacientes com gengiva normal (GN) nos eventos de 

translação/translocação de colágeno tipo I. Ensaios de Westem blot mostraram 

uma produção aumentada de Hsp47 em fibroblastos de FGH, comparado a 

fibroblastos de GN em condições de homeostasia e em situações de estresse 

térmico. Além disso, foi demonstrado produção de Sec61a nas linhagens 

celulares, FGH e GN, porém sem diferenças nos padrões de produção. A 

maior produção de Hsp47 pode estar envolvida na proteção da degradação 

intra reticular de colágeno, podendo ser um dos fatores responsáveis pela 

fibrose característica desta doença. Embora os mecanismos biológicos 

responsáveis pela FGH sejam ainda desconhecidos, o conhecimento da 

participação destas proteínas na regulação da biosintese de colágeno pode ser 

importante para o entendimento de condições genéticas, como a FGH. 

Palavras Chaves: Fibromatose Gengiva! Hereditária; Colágeno; Hsp47; 

Sec61a. 
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Estudo da síntese protéica de Hsp47 e See61 a. dur.mte a translaçâoltranslooação de moléculas de oolâgeno tipo I em fibroblastos de fibroma1ose gengival hereditária 

3-ABSTRACT 

Study of the sinthesis of Hsp47 and Sec6la. during the events of 

translacions/translocations of collagen type I in fibroblasts from 

hereditary gingival fibromatosis 

Hereditary Gingival Fibromatosis (HGF) represents an uncommon oral 

condition (1 :750,000) characterized fibrous gingival enlargement. HGF can 

manifest as an isolated clinicai entity or as part of a syndrome. The gingiva of 

patients with HGF produce excessive amount of collagen and other 

extracellular matrix. Hsp47 is an endoplasmic reticulun (ER) resident 

chaperone which binds specifically to collagen molecules, and Sec61a. 

represents a transmembranous protein with active role in conducting of 

nascent polypeptide chain into the ER. This study describes the role of Hsp47 

and Sec61 a during the events of translationltranslocation of collagen type I in 

fibroblasts from patients with HGF and patients presenting normal gingiva 

(NG). Westem blot assays demonstrated an increased production of Hsp47 in 

fibroblasts HGF as compared to NG cells under stress and unstressed 

conditions. In addition, Sec6la. was evenly found in both cell types showing 

no marked variations in quantity in both stressed or unstressed situations. The 

more increased production o f Hsp4 7 may related to a collagen degradation 

protective mechanism inside the ER. This can be one of the factors 

responsible for the fibrous features of HGF. Although the exact biological 

mechanisms involved in HGF are still unknown, the study of these ER 

proteins role in regulating collagen biosynthesis may be important for 

understanding hereditary conditions sue h as HGF. 

Key Words: Hereditary Gingival Fibromatosis; Collagen; Hsp47; Sec6la.. 
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4- INTRODUÇÃO 

Fibromatose Gengiva! Hereditária (FGH) é uma condição oral 

incomum, afetando 1:750.000 indivíduos (Singer et ai. 1993), caracterizada 

por um aumento fibrótico generalizado do tecido gengiva!, com quantidade 

excessiva de colágeno e outras moléculas da matriz extra-celular (Tipton e 

Dabbous, 1998). A FGH é vista como um achado clínico isolado, ou mais 

raramente associado a outras alterações, tais como hipertricose, retardo 

mental, epilepsia, compondo variadas síndromes. Clinicamente, a gengiva 

apresenta-se fibrótica, não hemorrágica e com pontilhado superficial 

característico. Avaliação histopatológica revela um tecido epitelial 

hiperplásico e acantótico com longas e delgadas criptas epiteliais que se 

projetam em direção ao conjuntivo subjacente, o qual é denso e rico em fibras 

colágenas. Geralmente, a FGH apresenta um padrão de herança autossôrnica 

dominante, podendo, entretanto, encontrar formas autossômicas recessivas. É 

aceito que a FGH é uma alteração genética, mas o mecanismo pelo qual o 

aumento gengiva! ocorre, ainda é desconhecido, tendo sido já descrito 

alterações nas metaloproteinases de matriz (MMP-1 e MMP-2) em 

fibroblastos de FGH (Coletta, 2000a), e na participação de citocinas, como a 

TGF-13 (Tipton e Dabbous, 1998). Devido a quantidade aumentada de 

colágeno encontrada na FGH, os fibroblatos parecem depender de 

mecanismos que garantam a produção de colágeno heterotrímeros, fornecendo 

um modelo para o estudo da interação do colágeno sintetizado por essas 

células com proteínas do RE. 

Hsp47 é uma glicoproteína residente no RE e tem sido colocada na 

função principal de chaperone, garantindo assim a produção de colágeno tipo 

I (Ferreira et ai., 1996). Moléculas com função de chaperone correspondem a 
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um grupo de proteínas implicadas no processo de aquisição de estrutura 

terciária, ligando-se a moléculas incompletamente estruturadas e a proteínas 

em processo de polimerização, permanecendo ligadas nesse estado até a 

proteína atingir a sua conformação final (Pelhan, 1989). 

Previamente a associação com proteínas chaperones, as proteínas 

destinadas as alterações co e pós-traducionais são inseridas no lúmen do RE 

por meio de canais condutores de proteínas, tendo como principal componente 

a proteína Sec61 a. Esta representa uma proteína transmembrânica com ativa 

participação na condução de cadeias polipeptídicas nascentes para o interior 

do RE (Knight e High, 1998). 

O objetivo deste estudo é verificar a síntese de duas proteínas, Hsp47 e 

Sec61a, envolvidas nos eventos de translação/translocação de moléculas de 

colágeno tipo I em cultura de fibroblastos de pacientes de uma família 

portadora de FGH, comparado com fibroblastos de gengiva normal. 
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5- REVISÃO DA LITERATURA 

5.1-Fibromatose Gengival Hereditária 

Fibromatose Gengiva! é um termo genérico clinicamente utilizado para 

referir-se a um aumento de volume da gengiva, decorrente de um excessivo e 

abundante acúmulo de colágeno e proliferação fibroblástica difusa no tecido 

gengiva! (Page e Shroeder, 1982; Takagi et al., 1991). Várias classificações 

têm sido realizadas para as fibromatoses gengivais; podendo ser de natureza 

inflamatória, neoplásica, medicamentosa, hereditária, idiopática e iatrogênica. 

A fibromatose com padrão hereditário é denominada Fibromatose Gengiva! 

Hereditária (FGH), podendo ser ou não parte de síndromes. 

A FGH foi inicialmente descrita por Gross em 1856 e o primeiro 

heredograma feito por Nasse em 1895. Posteriormente várias terminologias 

foram usadas, dentre elas: Hipertrofia das gengivas (Gross, 1856), Gengivoma 

(Ball, 1941 ), Gengivofibromatose Hereditária (Winstock, 1964) e Fibromatose 

Gengiva! Hereditária (Zackin e Weisberger, 1961). O termo FGH tem sido o 

mais comumente usado pelos autores e será adotado neste trabalho. 

FGH é uma condição oral rara, 1:750.000 (Fletcher, 1966; Singer et al., 

1993), sem predileção por sexo (Rushton, 1957), com crescimento lento e 

continuo, não sendo relatado regressão espontânea. A gengiva apresenta-se 

firme, indolor, não hemorrágica, com coloração rosa e pontilhado superficial 

característico, afetando frequentemente a maxila e mandíbula, podendo 

resultar na cobertura das coroas dentais em variados graus (Sciubba e 

Niebloom, 1986; Bozzo et al., 1992; Bozzo et al., 1994). O aumento gengiva! 

pode ser parcial, sendo neste caso predominante na superficie palatina do 

túber da maxila. 
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Segundo Tak:agi et al. (1991), a FGH ocorre com mais frequência na 

segunda década de vida e parece estar mais fortemente associada com a 

erupção da dentição permanente (Emerson, 1965). A presença dos dentes 

parece ser necessária para a FGH ocorrer, porque a condição não é vista antes 

da erupção dental. Além disso, a FGH recidiva após procedimentos cirúrgicos 

periodontais e desaparece ou regride após extração dos mesmos (Alavandar, 

1965 e Cuestas-Carneiro e Bornancini, 1988). Mcindoe e Smith (1958) 

sugeriram que não havia regressão da FGH durante a vida, sendo seu curso 

progressivo e acelerado pela erupção dos dentes permanentes. O grau de 

envolvimento gengival diminui com a idade e parece não estar relacionado 

com o nível de higiene oral (Fletcher, 1966). Porém, crescimento gengiva! tem 

sido observado durante a dentição decídua (Hine, 1952; Mcindoe e Smith, 

1958), em desdentados totais (Ruglles, 1925) e ao nascimento ou nos 

primeiros meses de vida (Kratz e Morin, 1987; Bozzo et al, 1994 ). 

A FGH é comumente transmitida através de um gene autossômico 

dominante, de modo heterogêneo, embora padrões recessivos tenham sido 

descritos. Sua manifestação de forma isolada é mais comum do que quando 

participa de síndromes (Hartsfield et al., 1985; Gorlin et al., 1990; Hallet, 

1995). O achado sindrômico mais comum relacionado a FGH é a hipertricose, 

a qual ocasionalmente associa-se a retardo mental e epilepsia. Estas 

manifestações e outras características raras estão descritas na tabela 1. 

Bozzo et al. (1994), mostraram que a penetrância da FGH na mesma 

família deste estudo é completa, pois em nenhuma ocasião indivíduos não 

afetados, tiveram filhos afetados. Além disso, há evidências de expressão 

variável, sendo que irmãos de uma mesma família apresentavam graus 

variados de aumento gengiva!. É possível que a penetrância e expressão da 
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FGH possam variar entre diferentes famílias. Os relatos de fenótipos 

autossômicos recessivos, que são minoria em relação ao fenótipo dominante, 

segundo alguns autores provém de casamentos cosanguíneos (Nevin, 1971). 

Porém, a consanguinidade não é a única e nem a explicação mais aceita. 

Descendentes de pessoas não aparentadas, cada qual portadora de um gene 

mutante, parece ser responsável pela maioria dos casos de doenças 

autossômicas recessivas, principalmente se o caráter recessivo apresentar alta 

frequência na população (Thompson e Thompson, 1993; Coletta, 1999). 

Embora fatores genéticos tenham uma efetiva participação na FGH, os 

mecanismos bioquímicos e os genes responsáveis por esta alteração 

permanecem desconhecidos (Shashi et al., 1999). Hart et al. (1998), estudando 

uma família de 32 pessoas, sendo 12 membros afetados para FGH, mostrou 

uma relação da FGH com o cromossomo 2p21, entre os locus D2Sl788 e 

D2S441. A identificação das bases genéticas da FGH, proverão uma melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos e possibilitarão perspectivas para 

terapias mais eficientes nestes pacientes. 

A FGH foi prímeiramente descrita em microscopia óptica por Tomes 

em 1879. Esta condição é caracterizada histologicamente por um epitélio 

pavimentoso estratificado queratinizado, mostrando áreas de acantose 

(Johnson et al., 1986), e delgadas projeções epiteliais que se estendem em 

direção ao conjuntivo subjascente (Danesh-Meyer e Holborow, 1993; Singer 

et al., 1993). O tecido conjuntivo apresenta densos e espesssos feixes de 

colágeno, entremeados por fibroblastos, com um discreto infiltrado 

inflamatório nas áreas perivasculares (Redman et al., 1985). Pequenos e 

múltiplos focos de calcificação distrófica, ilhas de metaplasia óssea, áreas de 
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ulceração e focos de células inflamatórias também foram descritos (Gunhan et 

al., 1995). 

Barros (1991), concluiu através de estudos com microscopia eletrônica 

do tecido conjuntivo de pacientes portadores de FGH que as fibras colágenas 

exibiam um padrão de dissociação aumentado e variação de diâmetro. Esta 

autora observou, ainda, maior quantidade de fibras oxitalânicas e praticamente 

inexistência de fibras elásticas comparado a gengiva clinicamente normal. 

Os mecanismos bioquírnicos e moleculares que levam à formação 

excessiva de tecido gengiva! são desconhecidos e os estudos enfocando os 

principais eventos em cultura de células são controversos. Johnson et al. 

(1986), estudando fibroblastos gengivais em cultura, obtidos de uma criança 

de 13 anos de idade, portadora de aumento gengiva! acentuado, sem que 

qualquer outro membro da família apresentasse a anormalidade, 

demonstraram uma taxa de crescimento menor que as células obtidas de um 

adulto jovem normal e uma quantidade de colágeno menor que as células 

controle. 

Shirasuna et al. (1989), estudando cultura de células de dois irmãos com 

fibromatose gengiva!, encontraram menores taxas de crescimento dos 

fibroblastos, sendo a quantidade de colágeno e outras proteínas sintetizadas 

consideravelmente maior, quando comparada aos fibroblastos controle. 

Oikarinen et al. (1990), relataram que fibroblastos da FGH associados à 

deficiência de hormônio de crescimento, possuem taxa de crecimento menor 

comparado a fibroblatos controle, como descrito por Shirasuna et al. (1989). 

Em contraste, o nível de produção de mRNA para colágenos tipo I e III foi 

menor nos fibroblastos da FGH. Sendo assim, foi sugerido que o acúmulo de 

colágeno poderia ser decorrente de uma redução na atividade enzimática das 
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colagenases, ou poderia ser decorrente de um aumento nos níveis 

extracelulares de TIMPs, os principais inibidores extracelulares do 

catabolismo do colágeno (Oikarinen et al., 1990). Inconsistência nas 

descrições dos fibroblastos da FGH podem ser devido a heterogeneidade 

genética da doença e diferenças funcionais em fibroblastos oriundos de 

diferentes fibroses gengivais (Hassell e Stanek, 1983). 

Aumento na capacidade proliferativa de fibroblastos podem contribuir 

para o aumento gengival observado na FGH, devido a uma maior atividade 

sintética de maior número de células no tecido (Coletta, 1999). Deposição 

elevada de colágeno é vista na maioria dos tecidos fibróticos, sendo 

importante determinar se é decorrente de aumento na produção de colágeno e 

outras macromoléculas da MEC ou diminuição na degradação das mesmas. 

Os altos níveis de fibronectina produzidos por fibroblastos de FGH 

podem contribuir para o aumento clínico gengiva!. Além disso, fibronectina é 

um quimioatraente para fibroblastos. Tipton et al. (1997), mostraram urna 

proliferação mais rápida dos fibroblastos e urna síntese aumentada de 

colágeno e fibronectina em células de FGH, comparadas a células de gengiva 

normal, o que foi ratificado em um estudo com quatro diferentes linhagens de 

fibroblastos de FGH, utilizando diferentes marcadores de proliferação celular 

(Coletta et ai., 1998). 

Embora tenha sido descrito que a excessiva produção de TGF-P 

controla a síntese de colágeno e fibronectina em FGH, o mecanismo 

responsável pelo acúmulo de colágeno, ainda permanece desconhecido 

(Tipton e Dabbous, 1998). TGF-p, não só aumenta a síntese de 

macromoléculas da MEC, mas também inibe a expressão de colagenase 

(Edwards et al., 1987). 
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Segundo alguns autores, o tipo e a relação estequiométrica das 

moléculas de colágeno são as mesmas em gengiva normal, FGH e aumentos 

gengivais induzidos por medicamentos (Becker et al., 1967; Jonhson et 

al.,l986). 

Trabalhos recentes, tem demonstrado em cultura de células uma 

produção e expressão reduzidas de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos da FGH, 

comparado a fibroblastos controle. Entretanto, os níveis de TIMP-1 e TIMP-2 

não foram alterados nas mesmas culturas avaliadas (Coletta et a!., 2000a). 

Tabela 1. Principais síndromes associadas a FGH 

AR - Autossômica Recessiva AD - Autossômica Dominante 
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5.2-Chaperones moleculares e proteínas de choque térmico 

A conformação estrutural das proteínas depende, entre vários fatores, da 

participação de um grupo de proteínas com atividade catalisadora, 

denominadas chaperones ou proteínas que se ligam a cadeias peptídicas 

nascentes. Estas proteínas ligam-se a peptídeos em formação, tão logo começa 

a síntese protéica propriamente dita com a deposição de amínoácidos nos 

ribossomos, sem detectar qualquer sequência específica. Estas chaperones 

agem facilitando a aquisição da estrutura terciária e polimerização das 

estruturas monoméricas e prevenindo a secreção de proteínas mal formadas, 

assegurando que estes eventos ocorram com alta fidelidade (Hass e Wabl, 

1983; Domer et al., 1987; Kassenbrock et al., 1988; Flynn et al., 1989; De 

Silva et al., 1990, 1993; Gethíng e Sambrook, 1992). 

A denominação chaperone foi inicialmente usada para descrever a 

proteína nucleoplasmina, uma proteína nuclear com função organizadora de 

DNA e de histonas, formando a estrutura dos nucleossomos em Xenopus 

(Laskey et al., 1978). Estes autores também demonstraram que a 

nucleoplasrnina não interage com o DNA, mas interage com as histonas 

promovendo mudanças eletrostáticas que resultam na estruturação dos 

nucleossomos. O termo chaperone é apropiado, pois a nucleoplasmina 

interage com as histonas reduzindo a repulsão eletrostática entre elas, atuando 

na organização dos nucleossomos. Proteínas chaperones, são atualmente 

descritas como uma classe de proteínas capazes de associar e dissociar de 

forma transitória a porções hidrófobas das cadeias nascentes de polipeptídeos 

em processos de aquisição de estrutura terciária e polimerização e ainda, a 

proteínas que falham em se empacotar corretamente ou em se agregar em 

complexos oligoméricos essenciais (Hurtley e Helenius, 1989). Alguns 
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membros apenas se expressam em condições de estresse celular, enquanto 

outros são sintetizados constitutivamente. 

A descoberta de que a translocação e empacotamento de certas 

proteínas recém formadas depende de chaperones, forneceu uma luz que pode 

explicar, por exemplo, como moléculas de pró-colágeno são eficientemente 

polimerizadas. Embora as chaperones não forneçam informações diretas para 

empacotamento e polimerização, elas possivelmente facilitam estes processos 

(Lippincott-Schwartz et ai., 1988). 

As chaperones residentes no RE, ligam-se a proteínas secretórias 

quando estas se encontram transpassando a membrana do RE, e permanecem 

ligadas até chegar no compartimento intermediário entre o RE e o aparelho de 

Golgi. Neste compartimento intermediário estas moléculas chaperones 

desligam-se da proteína secretória e retomam a membrana do RE para se ligar 

a outras proteínas. A dissociação da chaperone do substrato é promovida por 

uma modificação conformacional da molécula do substrato acompanhada da 

hidrólise de ATP/GTP ou por uma mudança de pH dentro do compartimento 

local (Pelham, 1989; Langer et ai., 1992). 

Uma visão integrada das funções das diferentes famílias de chaperones 

no empacotamento de proteínas tem sido descritos. Os mecanismos e as 

associações das moléculas chaperones foram demonstrados em Escherichia 

coZi (Langer et al., 1992). Nesse sistema, acredita-se que DnaK (Hsp 70) 

reconheça o empacotamento de polipeptídeos como cadeias estendidas e 

coopere com DnaJ, uma proteína acessória do citosol, em estabilizar uma 

conformação intermediária sem ainda a obtenção de uma estrutura terciária 

organizada. Em um processo dependente da hidrólise de ATP, a proteína é 
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então transferida para GroEL (Hsp60), que atua cataliticamente na produção 

de um estado nativo da proteína (Langer et al., 1992). 

Uma grande variedade de proteínas, como receptores da membrana 

plasmática, glicoproteínas de envelope vira!, complexo de canais de íons, 

cadeias pesadas de miosina muscular, proteínas de citoesqueleto e moléculas 

de colágeno, existem como complexos multiméricos ou como heteropolímeros 

(Lippíncott-Schwartz et al., 1988). Subunidades índividuais destes complexos 

são sintetizadas em ribossomos associados ao RE. As proteínas são então 

inseridas dentro do RE durante e imediatamente após a síntese. Essas 

proteínas são a seguir alteradas, recebendo empacotamento extensivo, 

formação de pontes de dissulfeto e glicosilação. Proteínas que falham em 

executar estes passos, ligam-se de forma estável a chaperones e não são 

liberadas do RE (Hurtley e Helenius, 1989). Para manter a homeostase, as 

proteínas retidas no RE são degradadas por enzimas não-lisossomais, 

localizadas em compartimentos do RE (Langer et al., 1992). 

Células procarióticas e eucarióticas expostas a temperaturas elevadas e 

outros estresses ambientais apresentam uma resposta fisiológica característica 

denominada resposta a choque térmico, ocorrendo a ativação de uma pequena, 

porém altamente conservada família de genes e a síntese de um grupo 

específico de proteínas, que foram denominadas proteínas de choque térmico, 

Hsps (Tissieres et al., 1974; Morimoto et al., 1994). Esta resposta foi descrita 

inicialmente, devido a alterações nos cromossomos de Drosófilas após 

estímulo térmico (Ritossa, 1962). A família de Hsps representa o principal 

mecanismo intrínseco celular de proteção à estímulos agressivos, sendo que a 

expressão dos genes de choque térmico durante o desenvolvimento 

embrionário tem sido amplamente estudada (Hightower, 1991; Heikkila, 
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1993a,b; Morange, 1997). A família de Hsps é formada por glicoproteínas 

com peso molecular variando entre 8 e 170 kDa, sendo que muitas apresentam 

níveis basais de expressão e funções essenciais em condições de homeostasia 

(Sens et al., 1997). 

Em condições de homeostasia e estresse, Hsps estão implicadas na 

interação proteína-proteína, incluindo por exemplo, síntese e translocação de 

proteínas, aquisição e estabilização da estrutura terciária, prevenção de 

agregação e secreção protéica (Ang et al., 1991). Hsps também participam de 

outras funções celulares, como a tradução de sinais (Ciocca et al., 1993), 

replicação de DNA (Echols, 1990), proliferação (Georgopoulos e Welch, 

1993) e degradação protéica (Hayes e Dice, 1996). 

Em condições de estresse celular, as Hsps são capazes de atenuar e em 

muitas ocasiões, reverter o quadro de injúria celular. Quando ativados, os 

genes de choque térmico apresentam a capacidade de reprogramar muitas 

atividades celulares, tomando as células capazes de resistir ou reverter um 

quadro de injúria (Krone et al., 1997). Em condições patológicas a capacidade 

da célula em resistir a variadas formas de agressão está relacionada ao 

aumento na expressão de Hsps. 

Trabalhos recentes tem demonstrado a possível participação das Hsps 

na eliminação de células neoplásicas. Estudos baseados na imunoterapia de 

ratos apresentando neoplasias malignas espontâneas e induzidas 

quimicamente, tratados com preparações de Hsps (Hsp70, Hsp90 e Grp94) 

derivadas de cânceres autólogos resultaram em um retardo na progressão da 

neoplasia, redução no número de metástases e prolongação da vida média do 

animal (Unodo et al., 1994; Tamura et al., 1997). Os mecanismos 
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apresentados pelas Hsps na terapia de neoplasias malignas são ainda 

desconhecidos. 

Respostas celulares ao choque térmico são imediatas e complexas, 

transitórias, dependentes de ATP, envolvendo associação e dissociação de 

proteínas, sendo caracterizada por induzir níveis aumentados de Hsps e 

bloqueio na síntese de proteínas normais (Schlesinger, 1986; Langer et al., 

1992). Quase todos os organismos vivos estudados respondem a elevação de 

temperatura por indução das Hsps, porém uma grande variedade de estresse 

fisiológicos ou não, como: processos inflamatórios, radicais livres, infecções 

virais, anóxia, isquemia, intoxicação mitocondrial, metais pesados, alterações 

de pH, inibidores de glicosilação e do metabolismo energético e presença de 

substâncias químicas como etano!, nicotina, anestésico, brefeldina A e cálcio 

ionofore, também são capazes de estimular resposta ao choque térmico (Kim 

et al., 1983; Bonde Schlesinger, 1985; Hightower, 1991). Em vista disto, foi 

sugerido para este grupo de proteínas um nome mais amplo, proteínas de 

resposta ao estresse, sendo que as principais famílias de chaperones (Hsp70, 

Hsp90 e Hsp47) fazem parte das Hsps. 

Proteínas da família Hsp90 constituem as proteínas de estresse mais 

abundantes em eucarióticos, sendo as mais conservadas entre todas as classes 

de Hsps (Mazzarella e Green, 1987; Nakai et al., 1992; Jakob e Burchner, 

1994). 

A diversificação dos genes da família Hsp90 em eucariontes produz 

duas proteínas; a primeira localizada no citosol celular e denominada Hsp90 e 

a outra associada ao RE e denominada Grp94. A proteína citosólica, Hsp90 é 

menor que a proteína do RE e atua in vitro como uma proteína chaperone 

prevenindo a formação de agregados de proteínas desnaturadas (Freeman e 
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Morimoto, 1996). A principal função de Hsp90 in vivo, parece ser na 

maturação de proteinas que participam da regulação gênica e dos sinais de 

transcrição (Rutherford e Zurker, 1994). Hsp90 está associada a diversas 

proteínas celulares, como receptores de estrogênio, progesterona, 

glicocorticóides e mineralocorticóides (Caplan et al., 1994). 

A proteína maior, Grp94, associada ao RE, apresenta em análises de 

SDS-PAGE, um peso molecular entre 94 a 108 kDa. Esta proteina, também é 

denominada endoplasmina (Koch et al., 1986), sendo induzida em condições 

de privação de glicose. Devido a isto, Grp94 tem sido designado a mesma o 

nome de proteína regulada por glicose. Grp94 é expressa em condições 

normais de crescimento, não sendo significantemente induzida por estímulos 

térmicos (Schlesinger, 1986). A exata função da Grp94 permanece 

desconhecida, sendo proposto que sua ação facilite a conformação e transporte 

de polipeptídeos do RE ao aparelho de Golgi e evite a secreção de proteínas 

incorretamente formadas. A associação de Grp94 na maturação e transporte de 

cadeias nascentes de colágeno I e IV foi proposta em diversos trabalhos (Sauk 

et al., 1994; Ferreira et al., 1994; Smíth et al., 1995; Ferreira et al., 1996). 

Estes trabalhos sugerem que Grp94 é constitutivamente expressa na célula e 

que heterocomplexos, associação de Grp94, Grp78 e Hsp47, são formados 

durante a síntese de colágenos tipo I e IV. 

A família Hsp70 tem sido a mais estudada das Hsps. Membros desta 

família estão presentes em todos os compartimentos intracelulares e 

participam ativamente de eventos de empacotamento e translocação dentro 

destes locais, como por exemplo, nas mítocôndrias, citosol e RE (Morimoto et 

al., 1994). 
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A classe da Hsp70 em humanos é formada por no mínimo quatro 

membros, com estruturas similares, sendo que três destes (Hsc73, Grp78 e 

Grp75) são expressos de forma constitutiva, enquanto que Hsp70 somente é 

expressa em condições de estresse celular. 

Hsp70 apresenta funções essenciais como: manutenção de peptídeos 

nascentes no estado de estrutura primária, associação a outras proteínas 

chaperones na maturação de peptídeos e auxílio à distribuição de proteínas 

para as mitocôndrias, RE e núcleo (Zimmerman et al., 1988; Chirico et al., 

1988; Philips e Silhavy, 1990; Beckmann et al., 1990; Sheffield et al., 1990; 

Shi e Thomas, 1992). 

Grp78 localiza exclusivamente no lúmen do RE de células secretoras, 

sendo sua expressão aumentada em condições de privação de glicose (Munro 

e Pelham, 1986). Como outras proteínas residentes do RE, participa da 

estruturação de proteínas recém-sintetizadas e na identificação, retenção e 

degradação de proteínas alteradas (Chessler e Byers, 1993). 

Chessler e Byers (1993), estudando 20 casos de osteogênese imperfeita, 

doença causada por mutações nos genes das cadeias a do colágeno tipo I, 

encontraram que três casos apresentavam aumento nos níveis de Grp78. Nos 

três casos a mutação resultava em cadeias al incapazes de associarem entre si 

e com cadeias a2, portanto incapazes de serem síntetizadas. 

Vários estudos tem evidenciado a existência de um sistema proteolítico 

associado ao RE, que funciona independente e com a mesma qualidade do 

sistema lisossomal, onde Grp78 é o principal componente (Klausner e Sitia, 

1990; Davis e Mechan, 1996), sendo que este sistema parece responsável pela 

degradação de proteínas desnaturadas e malformadas tão bem quanto do 

excesso de subunidades de proteínas oligoméricas (Klausner et al., 1990). 
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5.2.1-Hsp47 

Hsp47, uma proteína residente no RE, tem sido colocada na função 

principal de chaperone, garantindo assim a produção de colágeno I 

heterotrimérico (Ferreira et al., 1996). Esta chaperone é expressa 

constitutivamente e também afetada por estresse ambientais, como elevação 

de temperatura (Nagata et al., 1986, Nagata et al., 1988). Hsp47 foi 

inicialmente descrita como uma glicoproteína em células endodérmicas de 

camundongo, sendo capaz de ligar-se a gelatina (Kurkinen et al., 1984). Esta 

proteína também é denominada coligina, por se ligar a vários tipos de 

colágeno (Taylor et al., 1985; Saga et al., 1987). 

Esta glicoproteína de 47kDa liga-se exclusivamente a cadeias nascentes 

de colágeno tipos I, li, III, IV e V (Sauk et al., 1994; Nagata et al., 1986; 

Satoh et al., 1996), desse modo detectada em células secretoras de colágeno. A 

presença de Hsp47 tem sido demonstrada através de imunohistoquímica em 

fibroblastos e células musculares lisas, não sendo porém detectada em 

hepatócitos, epitélio de duetos biliares e endotélio sinusoidal (Saga et al., 

1987). Em cultura de células, linhagens de fibroblastos BALB/3T3 expressam 

Hsp47, enquanto linhagens de células neuronais e leucêmicas não expressam 

(Nakai et al., 1992). 

Adicionalmente, foi demonstrado que a produção de Hsp47 é diminuída 

em fibroblatos de embriões de galinha transformados pelo vírus do Sarcoma 

Rous (Nagata e Yamada, 1986) e em células BALB/3T3 transformadas pelo 

SV40 (Nakai et al., 1990). Porém, os níveis de Hsp47 são aumentados durante 

a diferenciação de células F9 (Takechi et al., 1992; Ferreira., 1996). Células 

primitivas F9 são induzidas a diferenciar em células viscerais na presença do 
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ácido retinóico ou pela combinação de ácido retinóico e dibutiridil 

AMPcíclico. Quando diferenciadas, estas células são capazes de produzir 

grandes quantidades de colágeno tipo IV (Strickland e Mahdavil, 1978; 

Ferreira et al., 1996). É interessante observar que células indiferenciadas 

mostraram pouca expressão de Hsp47, mas quando diferenciadas, a produção 

de Hsp47 foi significantemente aumentada (Ferreira et al., 1996). Clarke et al. 

(1993) e Yamamura et al. (1998) demonstraram a indução de Hsp47 como 

consequência do aumento na expressão de colágeno após tratamento de 

linhagens celulares de mioblastos e osteoblastos com TGF-~. A produção de 

Hsp47 está associada intimamente com a síntese de colágeno em fibroblastos 

que produzem quantidades variadas de colágeno (Sauk et al., 1990). 

Estudos tem evidenciado que Hsp47 é um mediador importante na 

polimerização de pró-colágeno (Sauk et al., 1994; Ferreira et al., 1996) 

ligando-se a região amino-propeptídica das cadeias pró-a1 num estágio pré­

maturo de translocação, provavelmente após a inserção das cadeias no RE. A 

natureza polivalente de Hsp47 sugere que a mesma tenha função crítica na 

seleção das cadeias. Entretanto, com a polimerização das cadeias de colágeno, 

Hsp47 dissocia-se da região amino-terminal e as moléculas já polimerizadas 

são transportadas para o aparelho de Golgi e então secretadas. Desse modo, é 

provável que Hsp47 execute uma importante função em inibir o 

empacotamento pré-maturo das cadeias de colágeno e facilite a seleção da 

cadeia apropriada. Na presença de quantidades diminuídas ou na ausência de 

Hsp47, moléculas existentes como cadeias nascentes empacotam-se de forma 

incorreta e são degradadas por um mecanismo não-lisossomal. Hsp47 

provavelmente determina o estado de oligomerização do colágeno tipo I, 

determinando o destino destas moléculas (Ferreira et al., 1996). 
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A associação de Hsp47 e pró-colágeno in vitro foi demonstrada por 

imunoprecipitação usando anticorpos anti-Hsp47 (Nakai et ai., 1992) e, que a 

ligação desta chaperone a pró-colágeno seja transitória e a separação da 

mesma ocorra antes do pró-colágeno ser secretado. Quando as células são 

submetidas a estímulos térmicos ou tratamento com a.,ct-dipiridil, um 

quelante iônico, que inibe a formação da tripla hélice de pró-colágeno, sendo 

que estas conformações anormais são vistas em associação com Hsp4 7 e 

permanecem no RE por um período de tempo maior (Nakai et ai., 1992). As 

constantes de dissociação de Hsp47 com colágenos tipos I-V variam entre 10"6 

a 10"7M. Possivelmente esta baixa afinidade a pró-colágeno seja necessária 

para uma rápida associação e dissociação durante os processos de formação e 

transporte de moléculas em direção ao aparelho de Golgi (Natsume et ai. 

1994). 

A ligação Hsp47 e pró-colágeno é resistente a presença de solução 

aquosa de 2M NaCl, mas é completamente rompida in vitro quando o pH do 

tampão é alterado para níveis inferiores a 6,3 (Saga et ai., 1987). Estudos de 

Satoh et ai. (1996), usando inibição por brefeldina demonstram que a 

dissociação Hsp47-pró-colágeno provavelmente ocorra nos compartimentos 

eis do aparelho de Golgi. Shroff et al. (1993) demonstraram a presença de 

Hsp47 nos compartimentos intermediários entre oRE e o aparelho de Golgi. É 

proposto que, após dissociação da molécula de tropocolágeno via 

provavelmente acidificação do pH, Hsp47 recicle para oRE por um processo 

envolvendo a sequência KDEL e receptores erd2P (Nagata, 1996) 

A clonagem e o sequenciamento de Hsp4 7 em humanos, camundongos 

e galinhas demonstraram uma sequência sinal na porção N-terminal e um sinal 

de retenção no RE, na porção C-terminal, denominado RDEL (Arg-Asp-Glu-

39 



Estudo da síntese protéica de Hsp47 e Seç6la durante a translaçãoltranslocação de moléculas de colágeno tipo I em fibroblastos de fibromatose gengiva! hereditária 

Leu). A presença destes sinais confirmam que Hsp4 7 é uma proteína residente 

do RE (Takechi et al., 1992). Contudo, recentemente foi demonstrado que em 

condições de estresse celular corno redução do pH, Hsp47 é expressa em 

associação com o receptor para a sequência KDEL (Lis-Asp-Glu-Leu) na 

superficie celular (Sauk et al., 1998). Urna possível função para esta expressão 

ainda é desconhecida. 

Hsp47 tem sido relacionada a uma série de alterações fibróticas, as 

quais tem demonstrado um aumento na expressão de Hsp47 paralelamente a 

progresão destas doenças, tanto em modelos humanos, corno em modelos 

animais (Razzaque e Taguchi, 1999). Kuroda et al. (1998) estudando culturas 

de fibroblastos da pele de nove pacientes portadores de esclerose sistêrnica, 

doença do tecido conjuntivo caracterizada por fibrose da pele, tecidos 

subcutâneos e vários órgãos internos, com acúmulo excessivo de componentes 

da MEC, predominantemente colágeno tipo I e Til, observaram um aumento 

nos níveis de Hsp47 rnRNA e proteínas nos fibroblastos da esclerose 

sistêrnica, quando comparado a fibroblastos de pele normal. Estas culturas de 

fibroblastos da esclerose sistêrnica mostraram também expressão acentuada de 

pró-colágeno tipo I. Os autores investigaram, ainda, o efeito de citocinas na 

expressão de Hsp47 nas culturas de fibroblastos normais. TGF-131 e IL-4 

aumentaram os níveis de Hsp47 rnRNA, enquanto interferon-y reduziu a 

expressão de Hsp47. O mesmo padrão das citocinas na expressão dos níveis 

de pró-colágeno I foram observados. Estes resultados indicam que a expressão 

de Hsp47 esta aumentada podendo estar envolvida na produção abundante de 

pró-colágeno I em fibroblastos de esclerose sistêrnica. 

Kojima et al. (1998) estudando a expressão de Hsp47 em osteogênese 

imperfeita, notaram um aumento desta chaperone comparado a fibroblastos 
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normais. O aumento de Hsp47 em fibroblastos alterados pode ser resultado da 

retenção de pró-colágenos anormais no RE. O aumento na expressão de Hsp47 

associada com a retenção de pró-colágeno no RE, sugere fortemente a ligação 

entre Hsp47 e pró-colágenos anormais nos fibroblastos da osteogênese 

imperfeita. 

Maior expressão de Hsp47 foi, ainda, observada em fibroblastos da pele 

submetidos a hipertermia e terapia fotodinâmica com riboflavina, 

compararado a fibroblastos normais (Verrico e Moore, 1997), sendo também 

verificado a co-expressão de Hsp47 e colágeno durante o desenvolvimento de 

molares de rato, onde odontoblastos e células do folículo dental produzem 

grandes quantidades de colágeno (Shroff et al., 1994a,b). Outros estudos tem 

confirmado a expressão aumentada de Hsp47 em várias alterações fibróticas 

renais (Razzaque e Taguchi, 1997). As alterações na produção de Hsp47 

relatadas nestes estudos são consistentes com mudanças na produção de 

moléculas de colágeno, possibilitando concluir que a expressão de Hsp47 é 

diretamente regulada por colágeno. 

Em contraste, Hsp47 é induzida por estímulos térmicos ou outras 

formas de estresse celular. Após condições de estresse, os níveis de Hsp47 são 

rapidamente elevados, enquanto os de colágeno permanecem inalterados. Isto 

sugere que nestas condições, a indução de Hsp47 ocorre principalmente via 

sistema elemento-fator de choque térmico, sendo que outras vias de indução 

não podem ser excluídas. 

As funções de Hsp47 em estresse celular ainda não são bem entendidas. 

Alguns autores especulam que uma de suas funções principais é de ligar a 

moléculas de colágeno prevenindo a desnaturação e degradação. Kudo et al. 

(1994) demonstraram níveis aumentados de Hsp47 em fibroblastos alterados 
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por choque térmico. Jain et al. (1994) encontraram resultados similares, 

sugerindo que a expressão alterada de Hsp4 7 preveniria a degradação de pró­

colágeno no RE. A participação de Hsp47 também foi demonstrada em 

processos de alteração de colágeno, com substâncias químicas, hipertermia, 

terapia fotodinâmica com riboflavina (Verrico e Moore, 1997). 

Em células normais, Hsp47 participa da maturação e transporte de pró­

colágeno, estando localizada, principalmente, no RE. Recentemente, contudo, 

foi demonstrado que Hsp47 é expressa na superficie celular de tumores bem 

diferenciados (Morino et al., 1997) e ancorada na superficie celular de 

linhagens celulares provenientes de carcinomas espinocelulares de boca em 

associação com CD9 (Hebert et al., 1999). Este complexo modula a 

motilidade e invasão celular, agindo, provavelmente, como um receptor 

colagênico. A relação de Hsp47 e superficie celular de tumores malignos é 

ainda incerta, porém propicia perspectivas na terapia destas neoplasias, uma 

vez que a expressão de Hsp47 na superficie celular é exclusiva de células 

malignas. 

Algumas características estudadas distinguem Hsp47 de outras 

chaperones, como: a sua especificidade à moléculas de colágeno, enquanto 

outras chaperones não possuem qualquer afinidade a um substrato, 

dissociação de moléculas de colágeno em meios ácidos, não apresenta 

afinidade à moléculas de ATP, ponto isoelétrico incomum (pi=9,0) e ligação a 

gelatina (Kurkinen et al., 1984; Nakai et al., 1989). Além de ser uma proteína 

altamente glicosilada, onde a porção oligossacarídica constitui cerca de 1 O a 

15% de seu peso molecular. Hsp47 possui também uma estrutura rica em 

polissacarídios, com grande quantidade de unidades de manose (Hughes et al., 

1987). 
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As proteínas descritas na literatura apresentando características de Hsps 

e chaperones estão descritas na tabela 2. 

Tabela 2. Principais Hsps que atuam como chaperones e respectivas 

funções. 

Adaptado de Coletta (1999). 

5.3-Colágeno 

Colágeno compõe uma família de proteínas fibrosas encontradas em 

todos os organismos multicelulares (Linsenmayer, 1981). Esta proteína é 
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secretada por células do tecido conjuntivo e constituindo a proteína mais 

abundante de mamíferos. O colágeno representa aproximadamente 25% do 

total de proteínas em um organismo (Burgeson, 1988). A principal e mais 

frequente característica das moléculas de colágeno é a estrutura firme de 

hélice tríplice. Três cadeias de polipeptídeos de colágeno, chamadas de 

cadeias a (cada uma de 1000 aminoácidos), são entrelaçadas entre elas numa 

configuração de super-hélice formando uma molécula de colágeno fibrilar 

com aproximadamente 300nm de comprimento e 1,5nm de diâmetro. 

Vinte tipos distintos de moléculas de colágeno já foram descritas. As 

moléculas dos diferentes tipos de colágeno são formadas por combinações de 

vinte e cinco diferentes tipos de cadeias a, cada qual codificada por um gene 

distinto. Combinações diferentes desses genes são expressas em diferentes 

tecidos. Os colágenos melhor descritos e mais frequentes são os tipos I, li, III 

e IV. Os tipos I, li e III são colágenos fibrilares e constituem os principais 

colágenos encontrados no tecido conjuntivo, sendo o tipo I o mais comum 

(Darnell e Lodish, 1986). Após serem secretados no espaço extracelular, estes 

três tipos de colágeno se polimerizam em estruturas organizadas denominadas 

de fibrilas. As fibrilas de colágeno são estruturas finas (10-300nm de 

diâmetro) e claramente visíveis no mícroscópio eletrônico (Darnell e Lodish, 

1986). As fibrilas de colágeno frequentemente se agregam em estruturas 

maiores conhecidas como fibras de colágeno. As moléculas de colágeno tipo 

IV são encontradas predominantemente na lâmina basal, e ao contrário dos 

colágenos fibrilares não formam fibrilas, mas sim uma mecha de rede que 

constitui o componente principal da lâmina basal (Timpl, 1989). 

O colágeno tipo I é uma molécula heterotrimérica produzida por 

mRNAs individuais (Flug e Kopf-Maier, 1995). Este tipo é produzido 
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principalmente por células produtoras de matriz orgânica, como fibroblastos, 

osteoblastos e odontoblastos. As cadeias individuais de polipeptídeos de 

colágeno são produzidas como precursores chamados de pró-a-cadeias. O 

colágeno heterotrimérico tipo I é composto por duas cadeias pró-a. I idênticas 

e uma cadeia distinta pró-a. 2, fornecendo a seguinte estequiometria [2 pró-a.l 

(1), 1 pró-a.2 (1)]. Cada cadeia pró-a. do colágeno tipo I possui composição 

química rica em glicina, representando aproximadamente 30% do total de 

aminoácidos da molécula e peso molecular de 140 kDa. Além da alta 

concentração de glicina, as cadeias a. apresentam em sua composição 

hidroxiprolina e hidroxilisina, que raramente são observados em outras 

proteínas. Esta composição é caracterizada pela repetição da fórmula trimérica 

Pro-X-Gly, sendo a presença de prolina e glicina fundamentais para 

estabilização da tríplice hélice. As cadeias do colágeno tipo I são secretadas 

no meio extra-celular na forma de pró-colágeno, contendo polipeptídeos N- e 

C- terminais que são removidos por enzimas específicas. 

RNAs mensageiros de colágeno que codificam as cadeias pró-a.! e pró­

a.2 são levados ao retículo endoplasmático rugoso por mecanismos complexos 

de interações de proteínas que garantem a associação e processamento de pró­

peptídeos de colágeno e a formação de heterotrímeros . 

5.4-Tranlocação de Proteínas Através do Retículo Endoplasmático 

5.4.1-Síntese Protéica 

A célula eucariótica possui uma maquinaria desenvolvida, capaz de 

controlar a síntese protéica nos vários estágios. Os eventos envolvendo a 

produção de colágeno, bem como outras proteínas envolvem uma série de 
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interações bioquímicas e participação de proteínas chaperones, além de canais 

especializados na condução de proteínas situados no RE. 

O eventos pós-traducionais são responsáveis pelo processamento, 

conformação e síntese, portanto, relacionados com a organização e função das 

proteínas. Os eventos pós-traducionais da síntese protéica iniciam no citosol, e 

em células eucarióticas, o transporte de proteínas para o RE acontece antes 

que se complete a síntese da cadeia polipeptídica, ocorrendo assim, em uma 

etapa co-traducional. A síntese protéica nos polirribossomos aderidos ao RE 

caracteriza-se por injetar, para o interior das cisternas do RE, as cadeias 

polipeptídicas que assim ficam separadas do resto do citoplasma. Este 

processo de injeção das proteínas para o RE tem importância funcional para 

moléculas citosólicas que se destinam a certas organelas ou são exportadas 

para o meio extra-celular. O RE é ainda a organela onde muitas modificações 

pós-traducionais acontecem, incluindo a aquisição de estrutura terciária, 

formação de polímeros e glicosilação inicial. 

A translocação de proteínas através da membrana do RE, envolve uma 

cascata de eventos, como o reconhecimento de precursores, ligação a 

membrana do RE e posterior entrada, ligação de proteínas chaperones, sinal 

de clivagem e o transporte para o aparelho de Golgi. 

O reconhecimento de cadeias nascentes é mediado pela PRS, uma 

ribonucleoproteína de seis polipeptídeos, que conduz o peptídeo até a 

membrana do RE. A PRS desloca-se entre o RE e o citosolligando as cadeias 

nascentes de proteínas, tão rápido quanto o peptídeo emerge dos ribossomos 

(Wolin, 1994). A ligação da PRS ao conjunto formado pelo ribossomo-cadeia 

nascente forma um complexo que é transportado em direção à membrana do 

RE onde se liga a um receptor de PRS. Este receptor representa uma proteína 
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transmembrânica, com sítios expostos ao citosol e o lúmen do RE (Gilmore, 

1993). Após ativação do receptor e hidrólise de moléculas de GTP como fonte 

de energia, abre-se um canal protéico por onde a cadeia polipeptídica é 

introduzida no RE (Mothes et al., 1998; Rapoport et al., 1999). Além disso, 

proteínas chaperones contidas no RE estão provavelmente implicadas em 

eventos de maturação e translocação das proteínas (Ferreira, 1994). Estas 

proteínas residentes do RE participam ativamente na maturação protéica, bem 

como prevenindo agregação ou má formação das proteínas. Posteriormente as 

proteínas serão direcionadas para o aparelho de Golgi, onde poderão ter vários 

destínos, como: retomar ao RE, funcionando como uma proteína residente do 

mesmo, ficar como residente do aparelho de Golgi, ser conduzida para outras 

organelas, dirigir para a membrana celular, funcionando como um 

componente estrutural e/ou funcional ou ser secretada para o espaço extra­

celular. 

Canais condutores de proteínas e Sec61a 

Além da presença de chaperones, proteínas secretórias, incluindo o 

colágeno, são transportadas através da membrana do RE por meio de canais 

associados ao RE especializados na condução de proteínas (Mothes et al., 

1998; Rapoport et al, 1999). A existência destes canais mostram a presença de 

amplos poros condutores de íons com o interior hidrofilico, como determínado 

por medidas de fluorescência (Crowley et al., 1993). Este canal condutor de 

proteínas é constituído por um grupo de proteínas transmembrânicas que 

incluem TRAP (translocon associated protein), TRAM (translocating chain­

associating membrane protein) e o complexo Sec61p. TRAM e o complexo 

Sec61 p estão fortemente associados a ribossomos da membrana do RE, 
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sugerindo que cadeias nascentes de polipeptídeos passam por este canal indo 

para as cisternas do RE (Gorlich et al., 1992b). 

O principal componente dos canais condutores de proteínas é o 

complexo SEC6lp. Este complexo é homólogo ao SecYp, encontrado em 

bactérias (Stirling et al., 1992). O complexo Sec61p está localizado próximo 

aos polipeptídeos nascentes, durante a passagem destes pela membrana do RE. 

A reconstrução dos eventos de translocação em mamíferos, indicou que 

muitos polipeptídeos necessitam somente do complexo Sec61p e dos 

receptores PRS, enquanto outros polipeptídeos necessitam, ainda, do TRAM 

(Gorlich e Rapoport, 1993). O complexo Sec6lp está fortemente associado 

com ribossomos após solubilização de microssomos e as condições 

necessárias para dissociação do complexo Sec61p-ribossomos, são as mesmas 

necessárias para separar os ribossomos da membrana, ou seja, altas 

concentrações salinas ou tratamento com puromicina (Gorlich et al.,1992b). 

Estes dados confirmam a participação do complexo Sec61p com a ligação de 

ribossomos a membrana do RE. 

O RE possui um sistema de controle para proteínas mal formadas, sendo 

as mesmas rapidamente degradadas por um sistema proteolítico no citosol. 

Este transporte retrógrado de proteínas do RE para os lisossomos citosólicos, 

tem sido mostrado recentemente possuir como importante mediador o 

complexo Sec61p, entre outras proteínas (Simpson et al., 1999; Plemper et al., 

1999). 

O complexo Sec61p foi descrito inicialmente em S. cerevisiae (Stirling 

et al; 1992). Sec61p foi encontrado no RE e no compartimento intermediário 

entre o RE e o aparelho de Golgi, mostrando, assim, que os componentes dos 

canais condutores de proteína não são residentes permanentes do RE 
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(Greenfield e Highs, 1999). O complexo Sec61p é formado por três 

subunidades, a, 13 e y (Greenfield e Highs, 1999) representadas pelo Sec61a, 

Sec6ll3 e Sec61 y, respectivamente. 

Sec61a é a maior (37-38 kDa) e mais importante proteína do complexo 

Sec61p, sendo considerada essencial para translocação de cadeias 

polipeptídicas, incluindo colágeno, através desse canal para as cisternas do 

RE. 

O processo de translocação que requer a proteína Sec61a em células de 

mamíferos, está associado com uma entrada co-traducional especializada, no 

qual peptídeos nascentes estão contínuamente ligados a ribossomos durante a 

passagem através da membrana do RE (Jungnickel et al., 1994). Experimentos 

utilizando reagentes de reação cruzada demonstraram a íntensa associação de 

Sec61a com cadeias nascentes de polipeptídeos atravessando a membrana do 

RE (Mothes et al., 1988). 

Sec61a possui na sua composição aminoácidos hidrofilicos, que podem 

contribuir para a composição hidrofilica dos canais condutores de proteínas. A 

translocação de polipeptídeos pode estar ligada ao Sec61a em diferentes 

estágios durante a passagem pela membrana do RE O complexo Sec61p 

ínclui, também, dois polipeptídeos de cerca de 14 e 8 kDa (subunidades 13 e y, 

respectivamente). As subunidades 13 e y do complexo Sec61p de mamíferos 

são pequenas proteínas de membrana que estão ancoradas à membrana do RE 

pela porção C-terminal (Gorlich et al., 1992b). 

Ainda é incerto se Sec61a é expressa constitutivamente e se é 

sintetizada em todas as células produtoras de colágeno. Além disso, também 

não está claro se a produção e utilização de Sec61 a é dependente do estágio 
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de diferenciação celular. Células F9 tratadas com ácido retinóico, resultaram 

em um aumento substancial de Hsp47, síntese de colágeno e Sec6la 

comparado com células controle (Ferreira, 1995). 
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6- PROPOSIÇÃO 

O principal objetivo deste estudo foi detenninar a síntese protéica de 

Hsp47 e Sec61a em fibroblastos gengivais de FGH e de GN, durante os 

eventos de translação/translocação de colágeno tipo I, através de Western blot 

revelado por quimioluminecência em situações de homeostase e de estresse 

ténnico. 
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7- MATERIAIS E MÉTODOS 

Pacientes 

Para este estudo culturas primárias de fibroblastos de humanos foram 

estabelecidas. Dois tipos de células foram escolhidos: 1) fibroblastos 

gengivais de pacientes com FGH e 2) fibroblastos gengivais normais (GN) 

utilizados como células controle de pacientes sem FGH ou outra alteração 

sistêmica. Foram utilizados um total de 12 pacientes, sendo seis portadores de 

FGH e seis com GN, estabelecendo assim duas linhagens celulares. A tabela 3 

mostra as informações clínicas dos pacientes utilizados neste estudo, incluíndo 

sexo, idade e local de remoção do tecido gengival. 

O tecido gengival de pacientes portadores de FGH, foram coletados 

durante procedimentos cirúrgicos periodontais (gengivectomias e 

gengivoplastias), realizados rotineiramente no Orocentro da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba. Todos os pacientes da FGH foram de uma única 

família, e apenas selecionados os indivíduos com aumento gengival 

generalizado de aspecto fibrótico e sem sinais clínicos de inflamação. Os 

pacientes portadores de FGH apresentavam intelecto normal e não faziam uso 

de qualquer medicação relacionada a aumentos gengivais. 

O tecido gengiva! normal foi obtido através de biópsias com punch, dois 

a três milímetros acima da margem gengiva! livre. Foram selecionados 

voluntários que apresentavam higiene oral satisfatória (índice de placa 

bacteriana menor que 30% ), gengiva clinicamente normal, sem evidência 

clínica de inflamação ou aumento gengiva!. Houve um cuidado especial para 

que a FGH fosse a única variante nos dois grupos. 
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas 

relativas à ética em pesquisa envolvendo seres humanos - deliberação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -

Universidade Estadual de Campinas. 

Tabela 3. Características clínicas dos pacientes dos quais foram 

estabelecidas as diferentes linhagens de cultura celular. 
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Cultura de células 

As células foram obtidas através de procedimentos de cultura primária 

realizados pela disciplina de Patologia Oral. As linhagens de GN foram 

denominadas GN 1,3,5,6,7e 8 e as de FGH 1,2,3,4,6 e 10. Os fragmentos 

gengivais, além de serem encaminhados para o laboratório de Biologia Celular 

para estabelecimento de cultura de fibroblastos, foram submetidos a 

processamento histopatológico de rotina. 

Os fragmentos gengivais coletados foram cortados em pedaços menores 

(aproximadamente 1 mm\ lavados várias vezes com solução saliva 

balanceada Hank:~s e colocados em frascos de 25cm2 contendo meio de cultura 

DMEM (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), 125mg/ml de garamicina, 

50ng/ml anfotericina B, acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab Ltda, 

Campinas-SP). Após 15 dias a concentração de garamicina foi reduzida para 

50mg/ml. Os frascos foram colocados em estufa à 37°C com 5% de C02 e o 

meio de cultura trocado a cada dois, até a cultura de fibroblastos predominar, 

sendo então transferidas para frascos de 75 em 2 e marcado P1 (passagem 1 ). 

Quando confluentes, as células foram subcultivadas. O meio de cultura 

é removido, as células lavadas com 5 ml de solução tampão fosfato salino pH 

7,4 (PBS), e então incubadas com 1 ml de tripisina à 0,2% por 

aproximadamente 5 min, ou até que as células ficassem separadas do assoalho 

do frasco de cultura determinado por microscópio de contraste de fase. Neste 

ponto a ação da tripisina foi interrompida pela adição de um volume igual de 

meio de cultura. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos de 

plástico de 15 ml, estéreis e centrifugados à 400x por 5 min. O sobrenadante 

foi removido e o pellet de células resuspendidos em 5 ml de meio de cultura. 

As células foram contadas e plaqueadas em frascos de 75 cm2 a uma 
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concentração de aproximadamente lx105 células em 10 ml de meio de cultura 

DMEM para manter as células crescendo. Alternativamente, algumas das 

células foram suspensas em meio contendo 10% (v/v) di-meti! sulfóxido 

(DMSO, Sigma) e congelados a -170°C em nitrogênio líquido para uso 

posterior. Para descongelar as células os criotubos foram colocados em banho 

de água a 37°C e as células descongeladas rapidamente. As células foram, 

então, suspensas em 1 O ml de meio de cultura e centrifugadas à 400x por 5 

min. Depois da remoção do sobrenadante, as células foram resuspendidas em 

10 ml de meio de cultura e colocadas em frascos de 75 cm2 a uma 

concentração fmal de aproximadamente 1x105 células/frasco para realização 

dos experimentos. Foram utilizadas células entre a segunda e décima primeira 

passagens. Em todos os procedimentos de cultivo foram observados cuidados 

para a manutenção da esterelidade. 

Anticorpos contra Hsp47 e Sec61a 

O anticorpo contra Hsp47 foi gentilmente cedido pelo Dr. J.J. Sauk 

(University ofMaryland-USA). Este anticorpo foi preparado contra o 25-mer 

peptídeo sintético começando na porção N- termínal 

[VPSEDRKLSDKATTLADRSTTLAFNL] da sequência da proteína Hsp47 

de galinha. A sequência foi obtida através da sequência direta da proteína 

isolada usando "immobilon transfers" de uma banda isolada que tinha sido 

previamante purificada por cromatografia de gelatina-Sepharose e por géis de 

poliacrilamida, seguindo o método de Matsufaira (1987) e Moos et al. (1988). 

O peptídeo sintético que constitui o antígeno para este anticorpo foi conjugado 

pela técnica de Keyhole Limpid Hemocyanin e anticorpos policlonais 

desenvolvidos em coelhos. Este antígeno compete com Hsp47 nativo para 
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ligação com a gelatina e o anticorpo resultante identifica Hsp47 humano em 

análise de Westem blot. Este anticorpo reage com Hsp47 de fibroblasto 

gengiva! humano (Sauk et al., 1994). O anticorpo para Sec61a representa um 

anticorpo monoclonal de rato anti-humano Sec61a produzido pela Stressgen 

(Victoria, Canada), diluído 1:2000 em solução de PBS-azida sódica. 

Gel de Eletroforese e Western blot 

Fibroblastos de FGH e fibroblastos de GN foram coletados e incubados 

em tampão de lise (50mM Tris-HCI, pH 8 0,04 M NaCl 5mM EDTA) à 4°C 

por 30 min. 

Proteína total do sobrenadante foi determinada pelo método de Bredford 

e concentrações protéicas iguais foram misturadas à tampão de amostra 

redutor (2% SDS, 125 mM Tris-HCI, pH 8, 10% glicerol, 0,001% azul de 

bromofenol, 2% 13-mercaptoetanol), fervidas por 5 min e separadas 

eletroforeticamente em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) à 10% 

(Laemm1i, 1970). Em seguida , o material eletroforizado foi transferido para 

uma membrana de nitrocelulose (poro 0,45um, Pharmacia). A membrana foi 

bloqueada com leite em pó desnatado (Néstle) em PBS, enxaguada três vezes 

com PBS, e incubadas por 16 h, à temperatura ambiente com anticorpos 

diluídos contra Hsp47 e Sec61a (diluição 1:2000). A membrana foi lavada 

quatro vezes com PBS acrescido de 0,2% Tween 20 (Sigma) e incubada por 

2h à temperatura ambiente com anticorpo secundário conjugado a enzima 

peroxidase e reveladas com quimioluminecência seguindo normas do 

fabricante (Amershan Inc.). A membrana foi envolta por plástico e exposta à 

filme radiográfico. Análise densitométrica foi realizada em um densitômetro 

modelo GS700 (Bio Rad). 
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Efeito do tratamento com calor 

Fibroblastos foram mantidos em condições normais de cultivo (estufa à 

37°C, atmosfera úmida a 5% C02) e em condições de estresse térmico (43°C 

por lh). Os extratos lisados foram coletados por centrifugação e analisados 

por SDS-PAGE e Westem blot. 

Análise Estatística 

A maioria dos experimentos forneceram resultados analíticos ou 

descritivos dos géis. Medidas densitométricas, utilizando-se de "scanner!gel 

reader" (Model GS-700 Imaging Densitometer-Bio Rad), das atividades 

sintéticas foram avaliadas e comparadas entre fibroblastos de FGH e 

fibroblastos de GN através de sistema de imagem. A significância estatística 

das diferenças destes efeitos foi determinada por uma análise de variância. 

Comparações pairwise entre a média das medições densitométricas nos dois 

tipos de células foram feitas através do teste de Student. Estatísticas 

descritivas como médias, desvios padrões e erros padrões foram gerados onde 

apropriados. 
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8 -RESULTADOS 

Aspectos Clínicos e Histopatológicos 

Os pacientes, afetados pela FGH, participantes deste estudo fazem parte 

de uma única família portadora de tal alteração que atualmente esta composta 

por 216 pessoas, sendo 96 afetados por FGH. O primeiro indivíduo a 

expressar o fenótipo era do sexo masculino, nascido em 1907. A família em 

questão vem sendo acompanhada pelo Departamento de Diagnóstico Oral 

desta Faculdade, há aproximadamente 20 anos, onde recebem, além do 

tratamento odontológico geral, o aconselhamento genético a respeito da 

condição hereditária. 

Em todos os casos de FGH analisados, o aumento gengiva! foi fibrótico 

e generalizado, sendo as regiões de maior acometimento, os sítios anteriores 

inferiores e superiores (Fig. 1 ), que apresentaram um pontilhado superficial 

característico e ausência clínica da sinais inflamatórios, visto tanto na dentição 

decídua como na permanente. 

O tecido coletado de pacientes voluntários com a GN, foi obtido através 

de biópsias com bisturi circular de 5mm (Punch), na maior parte das vezes, 

entre os dentes 13 e 14, dois a três milímetros acima da margem gengiva! livre 

(Fig. 2). Nos pacientes da FGH, o material foi removido durante 

procedimentos cirúrgicos, sendo parte do mesmo utilizado para 

estabelecimento de culturas e outra parte para análise histopatológica de 

rotina. Comparando com a gengiva de pacientes do grupo controle, a gengiva 

de portadores da FGH, apresentou um tecido conjuntivo denso fibroso, com 

numerosos feixes de fibras colágenas. O tecido epitelial apresentou-se 
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acantótico e hiperplásico com longas e delgadas e, muitas vezes, irregulares 

criptas epiteliais em direção ao conjuntivo subjacente (Fig. 3). As 

características histológicas foram similares para todos os seis membros da 

família estudada. 

Aspectos Morfológicos das Células em Cultura 

O material encaminhado para o laboratório de Biologia Celular foi 

utilizado para o estabelecimento de cultura de fibroblastos. Os fibroblastos da 

FGH apresentaram velocidade de crescimento maior que os fibroblastos da 

GN. Fibroblastos gengivais foram observados emergindo de todos os 

fragmentos de FGH em média após 20 dias do plaqueamento, e dos 

fragmentos de GN, em média, após 27 dias. Após 35 a 37 dias de cultura 

primária, mais de 90% dos frascos apresentavam-se preenchidos com 

fibroblastos de FGH, sendo então realizado a primeira subcultura. Por outro 

lado, a cultura de GN cresceu mais lentamente e a primeira subcultura só foi 

possível após 42 a 45 dias do início do cultivo. Tanto na cultura primária 

quanto nas subculturas, ficou evidente que os fibroblastos da FGH 

proliferaram mais rapidamente que fibroblastos da GN. Após a décima 

subcultura foi observado uma redução na velocidade de crescimento tanto nas 

células da FGH, como da GN, sendo então as culturas descartadas. 

As células de FGH e GN, apesar da diferença de velocidade de 

crescimento, proliferaram em orientação paralela respeitando o espaço que 

normalmente deve existir entre membranas celulares e, em condições de 

confluência celular não foi percebido empilhamento, desorganização na 

distribuição ou morte celular. Morfologicamente, em condições de 

subconfluência celular, os fibroblastos de FGH e de GN foram similares. 

62 



Estudo da síntese protéica de Hsp47 e ~61a durante a tmnslação/tmnslocação de moléculas de colàgeno tipo I em fibroblastos de fibromatose gengiva! hen:ditária 

Exibiram formato fusiforme, com núcleo central e típicos prolongamentos 

citoplasmáticos. Contudo, em condições de confluência celular, os 

fibroblastos da FGH demonstraram tamanho e largura menores que os 

fibroblastos da GN (Fig. 4). 

Análise da Síntese Protéica de Hsp47 

A associação de Hsp47 com colágeno foi verificada, utilizando doze 

linhagens celulares, sendo seis de FGH e seis de GN e analisadas em maiores 

detalhes pela técnica de Westem blot por quimioluminescência (Fig. 5, painel 

superior). As canaletas de A-F representam as linhagens de GN, enquanto as 

canaletas de G-L representam as linhagens de FGH. Esta técnica revelou que a 

produção de Hsp47 foi mais acentuada nos fibroblastos de FGH, comparado a 

GN. A análise densitométrica do gel demonstrou que fibroblastos de FGH 

produziram aproximadamente 36,5% mais Hsp47 do que fibroblastos de GN, 

sendo que todas as linhagens de FGH produziram quantidades 

significantemente maiores de Hsp47 comparado a produção em fibroblastos 

de GN, p<O,Ol (Fig. 5, painel inferior). 

Para determinar se Hsp47 está ou não aumentada em condições de 

estresse térmico (estímulo de temperatura), os mesmos experimentos de 

Westem blot foram realizados, porém utilizando células em condições de 

homeostasia (incubadas à 37°C, atmosfera úmida à 5% de C02) e em 

condições de estímulo térmico (43°C por lh). A fig. 6, painel superior, mostra 

o Westem blot de duas linhagens celulares, onde as canaletas A e B, 

representam GN e FGH em condições homeostáticas, enquanto as canaletas C 

e D representam GN e FGH em condições de estímulo térmico. Em ambas 

situações, GN e FGH, verificamos aumento na produção de Hsp47 em células 
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submetidas a estímulos térmicos. Análise densitométrica do gel mostrou que a 

produção de Hsp47 foi em média 2,2 vezes maior em fibroblastos de FGH e 

1,1 vez maior em fibroblastos de GN, após o estímulo térmico (Fig. 6, painel 

inferior). 

Análise da Síntese Protéica de Sec61a 

O complexo Sec61p é o principal componente da translocação no RE. O 

complexo consiste de três subunidades: Sec61a, Sec61J3 e Sec61y, sendo que 

duas delas (a e 13) são ligadas a proteínas nascentes durante sua inserção na 

membrana do RE. Sec6la funciona como principal elemento deste canal 

transmembrânico. Este canal representa, assim, o principal sítio de 

translocação de proteínas secretórias, íncluíndo colágeno (Knight e High, 

1998). Para avaliarmos se Sec61a é produzido constitutivamente em células 

produtoras de colágeno, utilizamos culturas de fibroblastos e análise de 

Westem blot em linhagens de fibroblastos de GN e de fibroblastos da FGH. A 

análise da produção de Sec61a por fibroblastos da FGH e de GN pode ser 

visualizado na Fig. 7, painel superior. As canaletas A e B representam, 

respectivamente, a GN e FGH em condições de homeostasia (estufa 37°C, 

atmosfera úmida à 5% de C02). Verifica-se a presença de uma proteína de 37 

kDa que corresponde a Sec61 a. Análises densitométricas deste experimento 

não verificaram diferenças estatisticamente significante na produção de 

Sec61a entre fibroblastos de FGH e de GN (Fig. 7, painel inferior). 

Para determinar o efeito de estresse térmico na produção de Sec61 a em 

fibroblastos de FGH e de GN, Westem blot foi realizado (Fig.8, painel 

superior). As canaletas A e C representam, respectivamente, a GN em 

condições homeostáticas e de estímulo térmico (43°C por lh), enquanto as 
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canaletas B e D representam, respectivamente, FGH em condições 

homeostáticas e de estímulo térmico. Análises densitométricas deste estudo 

(Fig. 8, painel inferior), não demonstraram diferenças estatísticas significantes 

na produção de Sec61 a entre as linhagens celulares avaliadas. 
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Fig.l. Aspecto clínico de paciente portador de FGH, participante deste estudo. 
Observa-se o aumento gengiva! generalizado, envolvendo todos os dentes. 
(xl/1,5) 
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Fig.2. Procedimento de biópsia, com bisturi circular de 5mm (punch) de GN. 
O procedimento foi realizado dois a três milímetros acima da margem 
gengiva! livre, entre o canino e primeiro pré-molar superior direito. (xl/1,5) 
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Fig.3. Fotomicrografia da gengiva de FGH após procedimento cirúrgico. A 
hiperplasia gengiva! é proveniente de um acentuado aumento no número de 
fibras colágenas do tecido conjuntivo. O epitélio é caracterizado por 
hiperplasia e profundas e delgadas criptas epiteliais que se projetam para o 
conjuntivo subjacente. (x250) 
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GN 

FGH 

Fig.4. Características morfológicas dos fibroblastos de GN e de FGH em 
confluência celular. verificados em coloração de HE, em microscopia de luz. 
Observar que os fibroblastos de GN apresentam dimensões maiores que os 
fibroblastos de FGH. (x\60) 
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Fig. 5. No painel supenor observa-se Westem blot de extratos totais, 

utilizando anticorpos anti-Hsp47, de fibroblastos de GN (canaletas A-F) e 

de FGH (canaleta G-L). As canaletas A-F representam, respectivamente, 

GN1,3,5,6 e 7, enquanto G-L, representam, respectivamente, FGH 1,6,10,2,3 

e 4. O painel inferior mostra maior produção de Hsp47 em fibroblastos de 

FGH, comparado a fibroblastos de GN, obtidos em densitometria e avaliados 

através do teste t-Student com critério bi-caudaL com o<O.O 1. 
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Fig. 6 . Painel superior mostra a produção protéica de Hsp47, por 

Westem blot em fibroblastos de GN3 e FGH6, em condições de 

homeostasia (canaleta A e B) e em condições de estímulo térmico 

(canaleta C e D). O painel inferior representa a produção aumentada de 

Hsp4 7 em GN3 e FGH6, quando da presença do estímulo térmico 

(p<O,Ol). 
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Fig. 7 . Painel superior mostra Western blot de Sec61a de GN e FGH 

(canaleta A e B), respectivamente. Enquanto painel inferior mostra análise 

densitométrica comparando a produção de Sec61a em fibroblastos de GN3 

e fibroblastos de FGH6. Observe que as produções de Sec6la não 

apresentam diferenças estatísticas nas duas linhagens celulares. 
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Fig. 8. Painel superior mostra Westem blot para análise da produção protéica 

de Sec61a. Canaletas A e C representam GN3 em homeostasia e estímulo 

térmico, respectivamente, enquanto B e D, FGH6 em homeostasia e estímulo 

térmico, respectivamente. O painel inferior ilustra análise densitométrica 

comparando a produção de Sec61 a em fibroblastos de GN3 e de FGH6, em 

condições de homeostasia e de estímulo térmico. Observa-se que não ocorre 

diferenças estatísticas na produção de Sec61 a entre estas linhagens. 
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9 - DISCUSSÃO 

Aumentos gengivais fibróticos são observados clinicamente, sendo o de 

natureza genética denominado FGH. Esta condição oral incomum representa 

um crescimento fibrótico da gengiva, com grande quantidade de colágeno e 

outras macromoléculas da MEC, normalmente generalizado, podendo recobrir 

as coroas dentais em diferentes graus, resultando em alterações estéticas e 

funcionais para o paciente (Cuestas-Carnero e Bornancini, 1988) . No grupo 

estudado, o aumento gengiva! generalizado foi transmitido de modo 

autossômico dominante (Bozzo et al., 1994), sendo que os indivíduos afetados 

não apresentavam qualquer outra alteração, possuíam intelecto normal e não 

faziam uso de qualquer medicamento relacionado com aumentos gengivais. 

A FGH apresenta-se de forma isolada ou associada a outras alterações, 

como parte de síndromes, sendo os achados mais frequentes hipertricose, 

retardo mental e epilepsia. Em adição as formas sindrômicas e mendelianas, 

fibromatose gengiva! é induzida por certas classes de drogas, incluindo os 

anticonvulsivantes, ciclosporina e bloqueadores de canais de cálcio, condições 

inflamatórias e processos neoplásicos. 

Estudos envolvendo a atividade proliferativa e síntese de colágeno por 

fibroblastos da FGH são escassos e controversos na literatura. É importante 

observar que no trabalho de Shirasuna et al. (1989), o tecido gengiva! avaliado 

como FGH, foi obtido de dois irmãos cujos pais e outros membros da famiila 

(por três gerações) não possuíam qualquer alteração gengiva! semelhante. 

Dúvida semelhante ocorre no estudo de Johnson et al. (1986), onde o tecido 

gengiva! estudado vinha de paciente com outras anomalias além do aumento 

gengiva!, assim como o estudo realizado por Oikarinen et al. (1990). Uma 

explicação para tal diversidade pode ser decorrente da teoria das 
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subpopulações de fibroblastos, onde os mesmos, apesar das semelhanças 

morfológicas, apresentam diversidades bioquímicas e funcionais (Hassel e 

Cooper, 1980). 

In vitro, fibroblastos da FGH produziram quantidade aumentada de 

colágeno tipo I e outras moléculas da MEC, como fibronectina (Tipton et al., 

1997), e também maior capacidade proliferativa, verificado através de vários 

ensaios de proliferação, incluindo ensaio de crescimento celular, MTT, 

AgNOR, BrdU e PCNA (Coletta et al., 1998). Proliferação de fibroblastos e 

produção de componentes da MEC são influenciados por várias citocinas, 

incluindo TGF-f3 (Postlethwaite et al., 1988., Seppa et al., 1982). Em 

fibroblastos, TGF-f3 é mitogênico e estimula a síntese de FN e colágeno 

(Varga et al., 1987), sendo que a maioria das células possuem receptores de 

superfície para TGF-f3, portanto, expostos a ação desta citocina (Massagué, 

1990). Aumentos na expressão de TGF-f3 têm sido associado com fibroses em 

modelos animais (Armendariz-Borunda et al., 1990) e humanos, bem como a 

redução da produção de MMPs, o que poderia alterar a renovação da matriz 

colagênica do tecido gengiva!, favorecendo o acúmulo de tecido fibroso 

(Coletta et al., 2000a). TGF-f3 parece estar envolvida com a produção de 

colágeno, mas outros mecanismos podem também estar envolvidos, incluindo 

citocinas e outras proteínas que regulam o equihôrio da composição da MEC. 

O colágeno se liga a um complexo de chaperones que incluem Grp94, 

Grp78 e Hsp47, uma proteína específica na ligação de colágeno (Nakai et al., 

1990; Ferreira et al., 1996). Sauk et al. (1994) demonstraram a associação de 

Hsp47 com Grp78, Grp94 e cadeias nascentes de colágeno I, TI, m e IV, 

formando heterocornplexos. Estes dados suportam a hipótese de uma ação 

interativa entre as chaperones moleculares, embora o relacionamento de cada 
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uma destas proteínas em relação a translação/translocação e secreção do pró­

colágeno tipo I, ainda não seja totalmente conhecida. 

Hsp47 é uma proteína que se liga ao colágeno e atua na sua biosíntese. 

A sequência modelo da molécula colagênica, possui informações estruturais 

suficientes e necessárias para o reconhecimento por parte de Hsp47 (Hirata et 

al., 1999; Lamande e Bateman, 1999; Koide et al., 1999). Hsp47 é uma 

glicoproteína constitutivamente expressa e também afetada por estresse 

ambientais, como elevação de temperatura (Nagata et al., 1986). Evidências 

revelaram que Hsp47 é um mediador importante na polimerização de pró­

colágeno, ligando a região arnino-propeptídica das cadeias pró-a1 num 

estágio prematuro de translocação, provavelmente após a inserção de cadeias 

no RE. Entretanto, com a polimerização das cadeias de colágeno, Hsp47 se 

dissocia da região N-terrninal e as moléculas já polimerizadas são 

transportadas para o aparelho de Golgi e então secretadas. Desse modo, 

provavelmente Hsp47 executa uma função importante em inibir o 

empacotamento incorreto de cadeias nascentes de colágeno, facilitando a 

seleção da cadeia apropriada, além de ser responsável pela orientação da 

organização molecular. Na presença de quantidades dirninuidas ou na ausência 

de Hsp47, moléculas existentes como cadeias nascentes se empacotam de 

forma imprópria e são posteriormente degradadas . 

A partir de culturas de fibroblastos humanos obtidos de gengivas 

normms e de gengivas afetadas pela FGH, estudamos a síntese de duas 

proteínas envolvidas com a translação/translocação de moléculas de colágeno 

tipo I. 

Através de técnicas de Western blot foi demonstrado um aumento na 

produção de Hsp47 por fibroblastos da FGH, sendo estes resultados 



Estudo da síntese protéica de Hsp47 e Sec6hxdurante a b:anslaçâo/translocação de moléculas de colá.geno tipo I em fibroblastos de fibromatose gengívalhereditária 

consistentes com os de Coletta et al. (2000b), sugerindo, assim, a indução de 

Hsp47 via sistema elemento-fator de choque térmico. 

Os mecanismos envolvidos na translação/translocação em células de 

mamíferos, ainda não são totalmente conhecidos. Contudo, vários trabalhos 

tem fornecido evidências que glicoproteínas da membrana do RE, TRAM e o 

complexo Sec61p participam destes processos de translocação (Gorlich et al., 

1992a). As bases para associação entre Hsp47, pró-colágeno e o complexo 

Sec61p permanecem desconhecidas. 

Sec61a é a maior e mais importante componente dos canais condutores 

de proteínas, sendo considerada essencial para a translocação de cadeias 

nascentes, incluindo colágeno, através desse canal de condução para as 

cisternas do RE. A localização precisa de Sec61a na membrana do RE ainda 

não é totalmente compreendida, podendo comportar-se como uma proteína 

transmembrânica, com uma porção voltada para o lúmen do RE e outra para o 

citosol, estando próxima de cadeias polipeptídicas que iniciam a translocação 

(Gorlich et al., 1992a). 

Tratamento de células F9 com ácido retinóico, mostrou uma co­

precipitação de Sec6la com colágeno IV, Hsp47 e Grp94. Estes resultados 

indicam que Sec61 a pode associar -se precocemente com cadeias nascentes de 

colágeno tipo IV e com Hsp47 (Ferreira, 1995). 

Através de Western blot, demonstramos, em condições de homeostasia, 

a presença de Sec6la tanto em fibroblastos controle (GN), como em 

fibroblastos de FGH, não verificando diferenças estatísticas entre ambos nas 

linhagens celulares estudadas. Em condições de estímulo térmico, tanto para 

fibroblastos da GN como para fibroblastos de FGH não verificou-se diferenças 
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na produção de Sec61a, sugerindo que a mesma não é estimulada por estresse 

térmico, diferentemente das hsps. 

Evidentemente, que o equiHbrio da composição da MEC é um processo 

extremamente complexo, tanto em condições normais, como em processos 

fibróticos, que envolve fatores extra e intra-celulares. Porém, o conhecimento 

da existência de variações principalmente na produção de Hsp47 é um 

importante ponto para o entendimento dos mecanismos biológicos envolvidos 

naFGH. 
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10. CONCLUSÕES 

A. Fibroblastos de FGH apresentaram uma velocidade proliferativa maior que 

os fibroblastos de GN nas linhagens avaliadas. 

B. A produção de Hsp47 maior em fibroblastos de FGH quando comparado a 

fibroblastos de GN, tanto em condições de homeostasia, como em 

condições de estímulo térmico. 

C. Sec61a foi verificada em condições de homeostasia e de estímulo térmico 

em fibroblastos de FGH e de GN, sem alterações estatisticamente 

significantes observadas entre elas. 

D. Os fibroblastos da FGH representam um excelente modelo experimental 

para o estudo dos eventos de interação de Hsp47 e colágeno. 
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