PUNICAMY
41BLIOTECA QENT?;@?;
QEQAQ(KRCULhR?w

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

HERCILIO MARTELLI JUNIOR
CIRURGIAOQ DENTISTA

ESTUDO DA SINTESE PROTEICA DE Hsp47 e Sec6la
DURANTE A TRANSLACAO/TRANSLOCACAO DE MOLECULAS
DE COLAGENO TIPO I EM FIBROBLASTOS DE FIBROMATOSE

GENGIVAL HEREDITARIA.,

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia de
Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas,
para obtencdio do Titulo de Mestre em Biologia e

Patologia Buco-Dental.

PIRACICABA
2000 a




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

HERCILIO MARTELLI JUNIOR
CIRURGIAO DENTISTA

ESTUDO DA SINTESE PROTEICA DE Hsp47 e Sec61a
DURANTE A TRANSLACAO/TRANSLOCACAO DE MOLECULAS
DE COLAGENO TIPO I EM FIBROBLASTOS DE FIBROMATOSE

GENGIVAL HEREDITARIA.

Orientador: Prof. Dr. Luciano Resende Ferreira

Banca Examinadora: Prof. Dr. Luciano Resende Ferreira (Presidente)
Prof. Dr. Heitor Panzeri

Prof. Dr. Ricardo Dela Colieta

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia de
i Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas,
Agits
'ezs'&éaﬁ}enm ?‘g@ﬁ;g’& para obtencdo do Titulo de Mestre em Biologia e

&
ol
4 ugad =
gt X ResOVS s 08 i )
de acoii® ,* __Patologla Buco-Dental.

PIRACICABA
2000



Ficha Catalegrifica

M36le

Martelli Janior, Hercilio.

Estudo da sintese protéica de Hsp47 ¢ Sec6la durante a
translagfo/translocacio de moléculas de coldgeno tipo I em
fibroblastos de fibromatose gengival hereditaria. / Hercilio Martelit
Janior. - Piracicaba, SP : [s.n.], 2000.

105p. - il.

Orientador : Prof. Dr. Luciano Resende Ferreira.
Dissertagio (Mestrado) — Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

I. Fibroblastos. 2. Colageno. 3. Gengivas — Doengas. 1.
Ferreira, Luciano Resende. II. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Odontologia de Piracicaba. I Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Marilene Girello CRB /8 — 6159, da
Biblioteca da Faculdade de Gdontologia de Piracicaba / UNICAMP.




A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
Y UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

NS AMP

A Comissd3o Julgadora dos trabalhos de Defesa de Tese de MESTRADO, em
sessdo publica realizada em 29 de Fevereiroc de 2000, considercu o

candidato HERCILIO MARTELLI JUNICR aprovado.

p . g /
1. Prof. Dr. LUCIANO RESENDE FERREIRA Janl st Ao ?ﬁfﬂ

2. Prof. Dr. HEITOR PANZERI

3. Prof. Dr. RICARDC DELLA CCLETTA




DEDICATORIA




DEDICATORIA UNICAMP
SJIBLIOTECA CENTRAL

QECAO CIRCULANTY
"Existe um mundo que acontece pelo desenrolar légico da historia, em
toda sua crueza e insensibilidade. Mas ha um mundo igualmente
concreto que nasce dos sonhos: a Pieta, de Michelangelo, o Beijo de
Rodin, as telas de Van Gogh e Monet, as musicas de Tom Jobim, os
livros de Guimardes Rosa e Saramago: eles existiram primeiro como
sonhos, antes de existirem como fatos. Quando os sonhos assumem

forma concreta, surge a beleza que leva ao Criador ................. DEUS".

Aos meus pais, pela paz e afeto transmitidos a minha formacéo e

meus irmaos.

A Daniella Reis Barbosa,
pelo amor, carinho e participacao

em minha vida e sua familia.



AGRADECIMENTOS




AGRADECIMENTOS

Ao Reitor da Universidade de Alfenas - Professor Edson Antonio
Velano.

Ao Professor Doutor Anténio Fernando Martorelli de Lima, Livre-
Docente da Area de Periodontia da Universidade Estadual de

Campinas, pela confianga e amizade sempre presentes.

A Glaucia Boizani pelos ensinamentos e paciéncia nos "primeiros
passos” dos experimentos.

A Professora Helena Engel, da Area de Endodontia da Universidade

de Alfenas, pela presenca, ternura e apoio constante em minhas
atividades.

Aos Professores Doutores Marcio Ajudarte Lopes, Jacks Jorge Jinior
Pablo Augustin Vargas e lLourenco Bozzo do Departamenio de
Diagnéstico Oral da Universidade Estadual de Campinas.



Ao Professor Doutor Luciano Resende Ferreira pela amizade,

confianca e liberdade presentes neste estudo e nas demais atividades.



Aos Professores Doutores Edgard Graner e Ricardo Della Coletta da
Area de Patologia e Genética da Universidade Estadual de Campinas,
pela presenc¢a, perseveranca e humildade com que tém conduzido

suas muitas atividades e efetiva participagdo no meu dia a dia e minha
formacao.



"O que é que se encontra no inicio? O jardim ou jardineiro? E o
jardineiro. Havendo um jardineiro, mais cedo ou mais tarde um jardim
aparecera. O que é um jardineiro? Uma pessoa cujo pensamento esta
cheio de jardins. O que faz um jardim sdo os pensamentos do
jardineiro. O que faz uma equipe s&@o os pensamentos daquele que a
dirige e seus exemplos".

Professor Doutor Oslei Paes de Aimeida

Muito Obrigado pelo exemplo e compreenséo.



A Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
FAPESP
Peio suporte financeiro na forma de Bolsa de Mestrado
Processo - 98/02243-6



Ao Prof. Dr. Antdbnio Wilson Sallum, Diretor da Faculdade de

Odontologia de Piracicaba - Universidade Estadual de Campinas.

A Proff. Dr?. Altair Antoninha Del Bel Cury, Coordenadora de Pés-
Graduacao da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Universidade
Estadual de Campinas.

A Prof?. Dr®. Darcy de Oliveira Tosello, Coordenadora do Curso de
Pos-Graduag¢do em Biologia e Patologia Buco-Dental da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba - Universidade Estadual de Campinas.

A todos os professores e alunos do Curso de Biologia e Patologia
Buco-Dental da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
Universidade Estadual de Campinas.

Aos colegas da Patologia, Semiologia e Periodontia (Daniela Bazan
Palioto e Julio Cesar Joly) pela amizade e apoio durante o Mestrado.

Aos funcionarios amigos da Patologia - Adriano, Ana Cristina, Maria

Helena e Rosa Maria pela presenca e ajuda constante nesta jornada.

E a todos aqueles que de forma direta ou indireta fizeram com que o

curso fosse agradavel e prazeroso em todos 0os momentos.



Estedo da sintese protéica de Hsp47 e Sec6la durante a tanslagiioftransiocagiio de moléculas de coldgeno tipo 1 em fibroblastos de fibromarose gengival hereditarie

SUMARIO




de col tipo 1 em fik ds fibromatose gengival hereditiria

"

Estudo da sintese protéica de Hspd7 e Sec61o d

ST
S

i
L
o e
ol e
oAy

e

B
SR

S

S
e
-

e,

-

fo i e

ot

o il o ol o s ninty
na e

e
S

e
i
e
Sl
S
e
St
ey

S
Ty
SR
R

e

e
G

S

e

e
"

e
e
-

s

cEpeRa
.
#

Lo
Sean

oy
LR

<oy

&

o

R

i

13

i

Sl o

SERE

arn

0

ST

e
o

Al
fg 5

5

i
R

4

S
o

T

TS
S

Ebeae
AR
S o

o

i
B

vt
s

Sy
2 g\.)\_
L

5 f{g« i

o b5 e A L
e R AR
Atiany I

e

e
SRR

s
o
L

& i

e
Aeriai
e




§ Estude da sintese protéica de Hsp47 ¢ Sechla durante a transiagioftranslocagio de moléculas de coligeno tipo I em fibroblastos de fibromatose gengival hereditana

LISTA DE ABREVIATURAS




[ Estudo da sintese protéca de Hspd7 e Secolo durante a translagéo/translocagio de moléculas de coldgeno bpo [ em fibroblastos de fibromatose gengrval hereditaria

1 - LISTA DE ABREVIATURAS

UNICAMp

'553{-58?5{14 CENTRA .
Qg{jﬁ%& CIormrm .. i%

15



Estudo da sintese protéica de Hspa7 ¢ Sec6la durante a translagiio/translocagdio de molécules de coldgenc tipo 1 em fibroblastos de fit

gengival |

Eria

RESUMO




Estudc da sintese protéica de Hspd7 ¢ Secbla durante 2 {agdo/transiocagio de moléculas de coldgeno tipo | em fibroblastos de fibr

2 - RESUMO

Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH) representa uma condig¢fo oral
incomum (1:750.000), caracterizada por wm aumento gengival fibrético
generalizado. Manifesta-se como entidade clinica isolada ou como parte de
sindromes, produzindo excessiva quantidade de colageno e outras moléculas
da matriz extra-celular. Hsp47 € uma chaperone residente no reticulo
endoplasmatico (RE) que liga especificamente a moléculas de coldgeno,
enquanto Sec6la representa uma protejna transmembrénica com ativa
participac@o na conduco de cadeias polipeptidicas nascentes para o lomen do
RE. Este trabalho descreve a participacdo das proteinas Hsp47 e Sec6la em
culturas de fibroblastos provenientes de uma tnica familia portadora de FGH
e de pacientes com gengiva normal (GN) nos eventos de
translagio/translocagdo de colageno tipo I. Ensaios de Western blot mostraram
uma producdo aumentada de Hsp47 em fibroblastos de FGH, comparado a
fibroblastos de GN em condicdes de homeostasia e em situagdes de estresse
térmico. Além disso, foi demonstrado produgdo de Sec6la nas linhagens
celulares, FGH ¢ GN, porém sem diferencas nos padrdes de produgdo. A
maior producdo de Hsp47 pode estar envolvida na protecdo da degradacfo
intra reticular de coldgeno, podendo ser um dos fatores responsaveis pela
fibrose caracteristica desta doenca. Embora os mecanismos biologicos
responsaveis pela FGH sejam ainda desconhecidos, o conhecimento da
participacdo destas proteinas na regulagdo da biosintese de coldgeno pode ser
importante para o entendimento de condi¢des genéticas, como a FGH.
Palavras Chaves: Fibromatose Gengival Hereditdria; Coldgeno; Hsp47;

Sec6la.
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F Estudo da sintese protéica de Hspd7 e Sectla durmte a transiagioftranslocagito de moléculas de coligeno tipo | em Sbhroblastos de Sbrornaiose gengival hereditiria

3 - ABSTRACT
Study of the sinthesis of Hsp47 and Sec61a 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 clinical entity or as part of a syndrome. The gingiva of
patients with HGF produce excessive amount of collagen and other
extracellulai matrix. Hsp47 is an endoplasmic reticulun (ER) resident
chaperone which binds specifically to collagen molecules, and Sec6la
represents a transmembranous protein with active role in conducting of
nascent polypeptide chain into the ER. This study describes the role of Hsp47
and Sec61a during the events of translation/translocation of collagen type I in
fibroblasts from patients with HGF and patients presenting normal gingiva
(NG). Western blot assays demonstrated an increased production of Hsp47 in
fibroblasts HGF as compared to NG cells under stress and unstressed
conditions. In addition, Sec61a was evenly found in both cell types showing
no marked variations in quantity in both stressed or unstressed situations. The
more increased production of Hsp47 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 mn regulating collagen biosynthesis may be important for

understanding hereditary conditions such as HGF.

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

Fibromatose Gengival Hereditiria (FGH) € uma condigdo oral
incomum, afetando 1:750.000 individuos (Singer et al. 1993), caracterizada
por um aumento fibrético generalizado do tecido gengival, com quantidade
excessiva de colageno e outras moléculas da matriz extra-celular (Tipton e
Dabbous, 1998). A FGH ¢é vista como um achado clinico isolado, ou mais
raramente associado a outras altera¢bes, tais como hipertricose, retardo
mental, epilepsia, compondo variadas sindromes. Clinicamente, a gengiva
apresenta-se fibrética, nfio hemorrigica e com pontilhado superficial
caracteristico. Avaliacdo histopatologica revela um tecido epitelial
hiperplasico e acantdtico com longas e delgadas criptas epiteliais que se
projetam em direc8o ao conjuntivo subjacente, o qual € denso e rico em fibras
colagenas. Geralmente, a FGH apresenta um padrio de heranca autossémica
dominante, podendo, entretanto, encontrar formas autossémicas recessivas. E
aceito que a FGH € uma alteracfio genética, mas o mecanismo pelo qual o
aumento gengival ocorre, ainda € desconhecido, tendo sido ja descrito
alteragGes nas metaloproteinases de matriz (MMP-1 ¢ MMP-2) em
fibroblastos de FGH (Coletta, 2000a), e na participagio de citocinas, como a
TGF-B (Tipton e Dabbous, 1998). Devido a quantidade aumentada de
colageno encontrada na FGH, os fibroblatos parecem depender de
mecanismos que garantam a producédo de coldgeno heterotrimeros, fornecendo
um modelo para o estudo da interagdo do coldgeno sintetizado por essas
células com proteinas do RE.

Hsp47 € uma glicoproteina residente no RE e tem sido colocada na
funcdo principal de chaperone, garantindo assim a produgio de coldgeno tipo

I (Ferreira et al., 1996). Moléculas com funcfio de chaperone correspondem a
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um grupo de proteinas implicadas no processo de aquisicdo de estrutura
terciaria, ligando-se a moléculas incompletamente estruturadas e a proteinas
em processo de polimerizacdio, permanecendo ligadas nesse estado até a
proteina atingir a sua conformagéo final (Pelhan, 1989).

Previamente a associagdo com proteinas chaperones, as proteinas
destinadas as alteracdes co e pods-traducionais sdo inseridas no limen do RE
por meio de canais condutores de proteinas, tendo como principal componente
a proteina Sec6la. Esta representa uma proteina transmembrénica com ativa
participagdo na condugfio de cadeias polipeptidicas nascentes para o interior
do RE (Knight e High, 1998).

O objetivo deste estudo € verificar a sintese de duas proteinas, Hsp47 e
Sec6la, envolvidas nos eventos de translacio/translocacdo de moléculas de
colageno tipo I em cultura de fibroblastos de pacientes de uma familia

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

5.1-Fibromatose Gengival Hereditaria

Fibromatose Gengival € um termo genérico clinicamente utilizado para
referir-se a um aumento de volume da gengiva, decorrente de um excessivo e
abundante actmulo de coldgeno e proliferagdo fibroblastica difusa no tecido
gengival (Page e Shroeder, 1982; Takagi et al.,, 1991). Virias classificacdes
tém sido realizadas para as fibromatoses gengivais; podendo ser de natureza
inflamatéria, neopldsica, medicamentosa, hereditdria, idiopatica e iatrogénica.
A fibromatose com padrio hereditario é denominada Fibromatose Gengival
Hereditaria (FGH), podendo ser ou nfio parte de sindromes.

A FGH foi inicialmente descrita por Gross em 1856 e o primeiro
heredograma feito por Nasse em 1895. Posteriormente vérias terminologias
foram usadas, dentre elas: Hipertrofia das gengivas (Gross, 1856), Gengivoma
(Ball, 1941), Gengivofibromatose Hereditdria (Winstock, 1964) e Fibromatose
Gengival Hereditaria (Zackin e Weisberger, 1961). O termo FGH tem sido o
mais comumente usado pelos autores e sera adotado neste trabalho.

FGH € uma condig¢fo oral rara, 1:750.000 (Fletcher, 1966; Singer et al.,
1993), sem predilecio por sexo (Rushton, 1957), com crescimento lento e
continuo, ndo sendo relatado regressfo espontdnea. A gengiva apresenta-se
firme, indolor, ndo hemorragica, com coloracdo rosa e pontilhado superficial
caracteristico, afetando frequentemente a maxila e mandibula, podendo
resultar na cobertura das coroas dentais em variados graus (Sciubba e
Niebloom, 1986; Bozzo et al., 1992; Bozzo et al., 1994). O aumento gengival

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

tgber da maxila.
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Segundo Takagi et al. (1991), a FGH ocorre com mais frequéncia na
segunda década de vida e parece estar mais fortemente associada com a
erupcdo da denticdo permanente (Emerson, 1965). A presenca dos dentes
parece ser necessdria para a FGH ocorrer, porque a condigfio nfo € vista antes
da erupcdo dental. Além disso, a FGH recidiva apds procedimentos cirtrgicos
periodontais e desaparece ou regride apds extragfo dos mesmos (Alavandar,
1965 e Cuestas-Carneiro e Bornancini, 1988). Mcindoe e Smith (1958)
sugeriram que ndo havia regressdo da FGH durante a vida, sendo seu curso
progressivo € acelerado pela erupgdo dos dentes permanentes. O grau de
envolvimento gengival diminui com a idade e parece nfo estar relacionado
com o nivel de higiene oral (Fletcher, 1966). Porém, crescimento gengival tem
sido observado durante a denticio decidua (Hine, 1952; Mcindoe e Smith,
1958), em desdentados totais (Ruglles, 1925) e ao nascimento ou nos
primeiros meses de vida (Kratz ¢ Morin, 1987; Bozzo et al, 1994).

A FGH ¢ comumente transmitida através de um gene autossdmico
dominante, de modo heterogéneo, embora padrdes recessivos tenham sido
descritos. Sua manifestacio de forma isolada é mais comum do que quando
participa de sindromes (Hartsfield et al., 1985; Gorlin et al., 1990; Hallet,
1995). O achado sindrémico mais comum relacionado a FGH ¢ a hipertricose,
a qual ocasionalmente associa-se a retardo mental e epilepsia. Estas
manifesta¢des e outras caracteristicas raras estdo descritas na tabela 1.

Bozzo et al. (1994), mostraram que a penetrincia da FGH na mesma
familia deste estudo € completa, pois em nenhuma ocasido individuos ndo
afetados, tiveram filhos afetados. Além disso, hd evidéncias de expresséo
varidvel, sendo que irmfos de uma mesma familia apresentavam graus

variados de aumento gengival. E possivel que a penetrdncia e expressdo da
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FGH possam variar entre diferentes familias. Os relatos de fenétipos
autossdmicos recessivos, que sdo minoria em relacdo ao fendtipo dominante,
segundo alguns autores provém de casamentos cosanguineos (Nevin, 1971).
Porém, a consanguinidade nfo € a tnica e nem a explicacio mais aceita.
Descendentes de pessoas ndo aparentadas, cada qual portadora de um gene
mutante, parece ser responsavel pela maioria dos casos de doencas
autossOmicas recessivas, principalmente se o carater recessivo apresentar alta
frequéncia na populagdo (Thompson e Thompson, 1993; Coletta, 1999).
Embora fatores genéticos tenham uma efetiva participagdo na FGH, os
mecanismos bioquimicos e os genes responsdveis por esta alteracdo
permanecem desconhecidos (Shashi et al.,, 1999). Hart et al. (1998), estudando
uma familia de 32 pessoas, sendo 12 membros afetados para FGH, mostrou
uma relagdo da FGH com o cromossomo 2p21, entre os locus D2S1788 e
D28441. A identificacfo das bases genéticas da FGH, proverdo uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos e possibilitarfio perspectivas para
terapias mais eficientes nestes pacientes.

A FGH foi primeiramente descrita em microscopia optica por Tomes
em 1879. Esta condigdio € caracterizada histologicamente por um epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, mostrando é&reas de acantose
(Johnson et al., 1986), e delgadas projecGes epiteliais que se estendem em
direcdio ao conjuntivo subjascente (Danesh-Meyer e Holborow, 1993; Singer
et al., 1993). O tecido conjuntivo apresenta densos e espesssos feixes de
coldgeno, entremeados por fibroblastos, com um discreto infiltrado
inflamatorio nas é4reas perivasculares (Redman et al, 1985). Pequenos e

multiplos focos de calcificagdo distréfica, ilhas de metaplasia dssea, dreas de
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ulceracdo ¢ focos de células inflamatorias também foram descritos (Gunhan et
al., 1995).

Barros (1991), concluiu através de estudos com microscopia eletrénica
do tecido conjuntivo de pacientes portadores de FGH que as fibras coldgenas
exibiam um padrio de dissociacdo aumentado e variagdo de didmetro. Esta
autora observou, ainda, maior quantidade de fibras oxitaldnicas e praticamente
inexisténcia de fibras elasticas comparado a gengiva clinicamente normal.

Os mecanismos bioquimicos e moleculares que levam a formagio
excessiva de tecido gengival sdo desconhecidos € os estudos enfocando os
principais eventos em cultura de células sdo controversos. Johnson et al.
(1986), estudando fibroblastos gengivais em cultura, obtidos de uma crianca
de 13 anos de idade, portadora de aumento gengival acentuado, sem que
qualquer outro membro da familia apresentasse a anormalidade,
demonstraram uma taxa de crescimento menor que as células obtidas de um
adulto jovem normal e uma quantidade de coldgeno menor que as células
controle.

Shirasuna et al. (1989), estudando cultura de células de dois irmdos com
fibromatose gengival, encontraram menores taxas de crescimento dos
fibroblastos, sendo a quantidade de coldgeno e outras proteinas sintetizadas
consideravelmente maior, quando comparada aos fibroblastos controle.

Oikarinen et al. (1990), relataram que fibroblastos da FGH associados a
deficiéncia de horménio de crescimento, possuem taxa de crecimento menor
comparado a fibroblatos controle, como descrito por Shirasuna et al. (1989).
Em contraste, o nivel de producio de mRNA para coldgenos tipo I e III foi
menor nos fibroblastos da FGH. Sendo assim, foi sugerido que o actimulo de

colageno poderia ser decorrente de uma reducdo na atividade enzimdtica das
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colagenases, ou poderia ser decorrente de um aumento nos niveis
extracelulares de TIMPs, os principais inibidores extracelulares do
catabolismo do colageno (Oikarinen et al., 1990). Inconsisténcia nas
descricdes dos fibroblastos da FGH podem ser devido a heterogeneidade
genética da doenga e diferencas 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 nimero de células no tecido (Coletta, 1999). Deposicdo
elevada de coldgeno é vista na maioria dos tecidos fibrdticos, sendo
importante determinar se é decorrente de aumento na producfo de colageno e
outras macromoléculas da MEC ou diminui¢io na degradacfo das mesmas.

Os altos niveis de fibronectina produzidos por fibroblastos de FGH
podem contribuir para o aumento clinico gengival. Além disso, fibronectina ¢
um quimioatraente para fibroblastos. Tipton et al. (1997), mostraram uma
proliferacdo mais rapida dos fibroblastos € uma sintese aumentada de
colageno 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 proliferagdo celular
(Coletta et al., 1998).

Embora tenha sido descrito que a excessiva producdo de TGF-
controla a sintese de colageno e fibronectina em FGH, o mecanismo
responsavel pelo acimulo de coldgeno, ainda permanece desconhecido
(Tipton ¢ Dabbous, 1998). TGF-B, nio s6 aumenta a sintese de

macromoléculas da MEC, mas também inibe a express@o de colagenase
(Edwards et al., 1987).
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Segundo alguns autores, o tipo e a relagiio estequiométrica das
moléculas de coldgeno sfo as mesmas em gengiva normal, FGH e aumentos
gengivais induzidos por medicamentos (Becker et al., 1967; Jonhson et
al.,1986).

Trabalhos recentes, tem demonstrado em cultura de células uma
produgdo e expressdo reduzidas de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos da FGH,
comparado a fibroblastos controle. Entretanto, os niveis de TIMP-1 e TIMP-2

ndo foram alterados nas mesmas culturas avaliadas (Coletta et al., 2000a).

Tabela 1. Principais sindromes associadas a FGH

Adaptado de Bakeen e Scully (1991) ¢ Gorlin et al. (1990)

AR - Autossomica Recessiva AD - Autossdmica Dominante
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5.2-Chaperones moleculares e proteinas de choque térmico

A conformacéo estrutural das proteinas depende, entre varios fatores, da
participagdo de um grupo de proteinas com atividade catalisadora,
denominadas chaperones ou proteinas que se ligam a cadeias peptidicas
nascentes. Estas proteinas ligam-se a peptideos em formag8o, tdo logo comeca
a sintese protéica propriamente dita com a deposi¢do de aminodcidos nos
ribossomos, sem detectar qualquer sequéncia especifica. Estas chaperones
agem facilitando a aquisicio da estrutura tercidria e polimerizacdio das
estruturas monomeéricas € prevenindo a secrecfo de proteinas mal formadas,
assegurando que estes eventos ocorram com alta fidelidade (Hass e Wabl,
1983; Dorner et al., 1987; Kassenbrock et al.,, 1988; Flynn et al., 1989; De
Silva et al., 1990, 1993; Gething e Sambrook, 1992).

A denominagfio chaperone foi inicialmente usada para descrever a
proteina nucleoplasmina, uma proteina nuclear com fun¢fio organizadora de
DNA e de histonas, formando a estrutura dos nucleossomos em Xenopus
(Laskey et al, 1978). Estes autores também demonstraram que a
nucleoplasmina nfo interage com o DNA, mas interage com as histonas
promovendo mudangas eletrostaticas que resultam na estruturagdo dos
nucleossomos. O termo chaperone ¢é apropiado, pois a nucleoplasmina
interage com as histonas reduzindo a repulsfo eletrostatica entre elas, atuando
na organizagdo dos nucleossomos. Proteinas chaperones, sdo atualmente
descritas como uma classe de proteinas capazes de associar e dissociar de
forma transitoria a por¢Ges hidréfobas das cadeias nascentes de polipeptideos
em processos de aquisicdo de estrutura tercidria e polimerizagfio e ainda, a
proteinas 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 condigdes de estresse celular, enquanto
outros s#o sintetizados constitutivamente.

A descoberta de que a translocaglio e empacotamento de certas
proteinas recém formadas depende de chaperones, forneceu uma luz que pode
explicar, por exemplo, como moléculas de pré-coldgeno sfo eficientemente
polimerizadas. Embora as chaperones ndo fornegam informacdes diretas para
empacotamento ¢ polimerizagéo, elas possivelmente facilitam estes processos
(Lippincott-Schwartz et al., 1988).

As chaperones residentes no RE, ligam-se a proteinas secretdrias
quando estas se encontram transpassando a membrana do RE, e permanecem
ligadas até chegar no compartimento intermedidrio entre o RE e o aparelho de
Golgi. Neste compartimento intermediario estas moléculas chaperones
desligam-se da proteina secretdria e retornam a membrana do RE para se ligar
a outras proteinas. A dissociacdo da chaperone do substrato é promovida por
uma modificacdo conformacional da molécula do substrato acompanhada da
hidrolise de ATP/GTP ou por uma mudanca de pH dentro do compartimento
local (Pelham, 1989; Langer et al., 1992).

Uma vis8o imtegrada das funcdes das diferentes familias de chaperones
no empacotamento de proteinas tem sido descritos. Os mecanismos e as
associacOes das moléculas chaperones foram demonstrados em Escherichia
coli (Langer et al., 1992). Nesse sistema, acredita-se que DnaK (Hsp 70)
reconheca 0 empacotamento de polipeptideos como cadeias estendidas e
coopere com Dnal, uma proteina acesséria do citosol, em estabilizar uma
conformac¢do intermedidria sem ainda a obtencdo de uma estrutura terciaria

organizada. Em um processo dependente da hidrélise de ATP, a proteina ¢
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entfo transferida para GroEL (Hsp60), que atua cataliticamente na producfo
de um estado nativo da proteina (Langer et al., 1992).

Uma grande variedade de proteinas, como receptores da membrana
plasmatica, glicoproteinas de envelope viral, complexo de canais de fons,
cadeias pesadas de miosina muscular, proteinas de citoesqueleto e moléculas
de colageno, existem como complexos multiméricos ou como heteropolimeros
(Lippincott-Schwartz et al., 1988). Subunidades individuais destes complexos
sdo sintetizadas em ribossomos associados ao RE. As proteinas sfo entdo
inseridas dentro do RE durante e imediatamente ap6s a sintese. Essas
proteinas s#o a seguir alteradas, recebendo empacotamento extensivo,
formacdo de pontes de dissulfeto e glicosilacdo. Proteinas que falham em
executar estes passos, ligam-se de forma estdvel a chaperones ¢ ndo séo
liberadas do RE (Hurtley e Helenius, 1989). Para manter a homeostase, as
proteinas retidas no RE s3io degradadas por enzimas nfo-lisossomais,
localizadas em compartimentos do RE (Langer et al., 1992).

Células procaridticas e eucaridticas expostas a temperaturas elevadas e
outros estresses ambientais apresentam uma resposta fisioldgica caracteristica
denominada resposta a choque térmico, ocorrendo a ativagio de uma pequena,
porém altamente conservada familia de genes e a sintese de um grupo
especifico de proteinas, que foram denominadas proteinas de choque térmico,
Hsps (Tissieres et al., 1974; Morimoto et al., 1994). Esta resposta foi descrita
inicialmente, devido a alteragcSes nos cromossomos de Drosdfilas apos
estimulo térmico (Ritossa, 1962). A familia de Hsps representa o principal
mecanismo intrinseco celular de protecdo a estimulos agressivos, sendo que a
expressio dos genes de choque térmico durante o desenvolvimento

embriondrio tem sido amplamente estudada (Hightower, 1991; Heikkila,
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1993a,b; Morange, 1997). A familia de Hsps é formada por glicoproteinas
com peso molecular variando entre 8 e 170 kDa, sendo que muitas apresentam
niveis basais de expressdo e fungdes essenciais em condi¢des de homeostasia
(Sens et al., 1997).

Em condi¢des de homeostasia e estresse, Hsps estdo implicadas na
interagdo proteina-proteina, incluindo por exemplo, sintese e translocagio de
proteinas, aquisicdo e estabilizacdo da estrutura tercidria, prevencdo de
agregacdo e secrecdo protéica (Ang et al., 1991). Hsps também participam de
outras fungdes celulares, como a traducgfo de sinais (Ciocca et al., 1993),
replicacdo de DNA (Echols, 1990), proliferacdo (Georgopoulos ¢ Welch,
1993) e degradagdo protéica (Hayes e Dice, 1996).

Em condi¢des de estresse celular, as Hsps sdo capazes de atenuar e em
muitas ocasides, reverter o quadro de injuria celular. Quando ativados, os
genes de choque térmico apresentam a capacidade de reprogramar muitas
atividades celulares, tornando as células capazes de resistir ou reverter um
quadro de injuria (Krone et al., 1997). Em condigdes patolégicas a capacidade
da célula em resistir a variadas formas de agressfo estd relacionada ao
aumento na expresséo de Hsps.

Trabalhos recentes tem demonstrado a possivel participacfio das Hsps
na eliminacio de células neoplasicas. Estudos baseados na imunoterapia de
ratos apresentando neoplasias malignas espontdneas e induzidas
quimicamente, tratados com preparagdes de Hsps (Hsp70, Hsp90 e Grp94)
derivadas de cénceres autélogos resultaram em um retardo na progressfo da
neoplasia, redugéo no namero de metdstases e prolongacéo 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 sio ainda
desconhecidos.

Respostas celulares ao choque térmico sfo imediatas e complexas,
transitorias, dependentes de ATP, envolvendo associacdo e dissociagio de
proteinas, sendo caracterizada por induzir niveis aumentados de Hsps e
bloqueio na sintese de proteinas normais (Schlesinger, 1986; Langer et al.,
1992). Quase todos os organismos vivos estudados respondem a elevacio de
temperatura por inducfo das Hsps, porém uma grande variedade de estresse
fisiolégicos ou ndo, como: processos inflamatérios, radicais livres, infec¢des
virais, andxia, isquemia, intoxicagdo mitocondrial, metais pesados, alteragdes
de pH, inibidores de glicosilagdo e do metabolismo energético e presenca de
substancias quimicas como etanol, nicotina, anestésico, brefeldina A e calcio
ionofore, também sdo capazes de estimular resposta ao choque térmico (Kim
et al., 1983; Bond e Schlesinger, 1985; Hightower, 1991). Em vista disto, foi
sugerido para este grupo de proteinas um nome mais amplo, proteinas de
resposta ao estresse, sendo que as principais familias de chaperones (Hsp70,
Hsp90 e Hsp47) fazem parte das Hsps.

Proteinas da familia Hsp90 constituem as proteinas de estresse mais
abundantes em eucaridticos, sendo as mais conservadas entre todas as classes
de Hsps (Mazzarella e Green, 1987; Nakai et al., 1992; Jakob e Burchner,
1994).

A diversificacio dos genes da familia Hsp90 em eucariontes produz
duas proteinas; a primeira localizada no citosol celular e denominada Hsp90 e
a outra associada ao RE e denominada Grp94. A proteina citosolica, Hsp90 é
menor que a proteina do RE e atua ir vitro como uma proteina chaperone

prevenindo a formagfo de agregados de proteinas desnaturadas (Freeman e
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Morimoto, 1996). A principal funcio de Hsp90 in vivo, parece ser na
maturacdo de proteinas que participam da regulacdo génica € dos sinais de
transcricdo (Rutherford e Zurker, 1994). Hsp90 estd associada a diversas
proteinas  celulares, como receptores de estrogénio, progesterona,
glicocorticoides e mineralocorticéides (Caplan et al., 1994).

A proteina maior, Grp94, associada ao RE, apresenta em analises de
SDS-PAGE, um peso molecular entre 94 a 108 kDa. Esta proteina, também é
denominada endoplasmina (Koch et al., 1986), sendo induzida em condicGes
de privagfio de glicose. Devido a isto, Grp94 tem sido designado a mesma o
nome de proteina regulada por glicose. Grp94 é expressa em condi¢des
normais de crescimento, nfo sendo significantemente induzida por estimulos
 térmicos (Schlesinger, 1986). A exata funcdo da Grp94 permanece
desconhecida, sendo proposto que sua acio facilite a conformacéo e transporte
de polipeptideos do RE ao aparelho de Golgi e evite a secre¢fo de proteinas
incorretamente formadas. A associa¢io de Grp94 na maturagéo e transporte de
cadeias nascentes de coldgeno I e IV foi proposta em diversos trabalhos (Sauk
et al., 1994; Ferreira et al,, 1994; Smith et al., 1995; Ferreira et al.,, 1996). |
Estes trabathos sugerem que Grp94 € constitutivamente expressa na célula e
que heterocomplexos, associagdo de Grp94, Grp78 e Hsp4d7, séo formados
durante a sintese de colagenos tipo I e IV.

A familia Hsp70 tem sido a mais estudada das Hsps. Membros desta
familia estio presentes em todos os compartimentos intracelulares e
participam ativamente de eventos de empacotamento e translocac@io dentro
destes locais, como por exemplo, nas mitocondrias, citosol e RE (Morimoto et

al., 1994).
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A classe da Hsp70 em humanos € formada por no minimo quatro
membros, com estruturas similares, sendo que trés destes (Hsc73, Gp78 e
Grp75) s8o expressos de forma constitutiva, enquanto que Hsp70 somente €
expressa em condicdes de estresse celular.

Hsp70 apresenta fungles essenciais como: manutencdo de peptideos
nascentes no estado de estrutura primaria, associacdo a outras proteinas
chaperones na maturacdo de peptideos e auxilio a distribuicdo de proteinas
para as mitocondrias, RE e nucleo (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 limen do RE de células secretoras,
sendo sua expressdo aumentada em condigdes de privaciio de glicose (Munro
e Pelbam, 1986). Como outras proteinas residentes do RE, participa da
estruturacdo de protefnas recém-sintetizadas ¢ na identificagfo, retengfo e
degradagdo de proteinas alteradas (Chessler e Byers, 1993).

Chessler e Byers (1993), estudando 20 casos de osteogénese imperfeita,
doenca causada por mutacOes nos genes das cadeias o do coldgeno tipo I,
encontraram que trés casos apresentavam aumento nos niveis de Grp78. Nos
trés casos a mutaco resultava em cadeias «l incapazes de associarem entre si
e com cadeias o2, portanto incapazes de serem sintetizadas.

Virios estudos tem evidenciado a existéncia de um sistema proteolitico
associado ao RE, que funciona independente e com a mesma qualidade do
sistema lisossomal, onde Grp78 € o principal componente (Klausner e Sitia,
1990; Davis ¢ Mechan, 1996), sendo que este sistema parece responsavel pela
degradacio de proteinas desnaturadas e malformadas tio bem quanto do

excesso de subunidades de proteinas oligoméricas (Klausner et al., 1990).

36



Estudo da sintese protéica de Hsp47 e Sec6la durante a translagio/translocagdo de moléculas de colageno tipo I em fibroblastos de fibromatose gengival heredithria

5.2.1-Hsp47

Hsp47, uma proteina residente no RE, tem sido colocada na funcéo
principal de chaperone, garantindo assim a produgdio de coldgeno I
heterotrimérico (Ferreira et al, 1996). Esta chaperone € expressa
constitutivamente e também afetada por estresse ambientais, como elevagéo
de temperatura (Nagata et al, 1986, Nagata et al., 1988). Hsp47 foi
inicialmente descrita como uma glicoproteina em células endodérmicas de
camundongo, sendo capaz de ligar-se a gelatina (Kurkinen et al., 1984). Esta
proteina também € denominada coligina, por se ligar a vérios tipos de
coldgeno (Taylor et al., 1985; Saga et al., 1987).

Esta glicoproteina de 47kDa liga-se exclusivamente a cadeias nascentes
de coldgeno tipos L, II, III, IV e V (Sauk et al., 1994; Nagata et al., 1986;
Satoh et al., 1996), desse modo detectada em células secretoras de colageno. A
presenca de Hsp47 tem sido demonstrada através de imunohistoquimica em
fibroblastos e células musculares lisas, nfo sendo porém detectada em
hepatécitos, epitélio de ductos 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 leucémicas néio expressam
(Nakai et al., 1992).

Adicionalmente, foi demonstrado que a produgio de Hsp47 é diminuida
em fibroblatos de embrides de galinha transformados pelo virus do Sarcoma
Rous (Nagata e Yamada, 1986) e em células BALB/3T3 transformadas pelo
SV40 (Nakai et al., 1990). Porém, os niveis de Hsp47 s3o aumentados durante
a diferenciacdo de células F9 (Takechi et al., 1992; Ferreira., 1996). Células

primitivas F9 séo induzidas a diferenciar em cé€lulas viscerais na presenca do
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4cido retindico ou pela combinacio de 4acido retindico e dibutiridil
AMPciclico. Quando diferenciadas, estas células sdo capazes de produzir
grandes quantidades de colageno tipo IV (Strickland e Mahdavil, 1978;
Ferreira et al., 1996). E interessante observar que células indiferenciadas
mostraram pouca expressio de Hsp47, mas quando diferenciadas, a produgfo
de Hsp47 foi significantemente aumentada (Ferreira et al., 1996). Clarke et al.
(1993) e Yamamura et al. (1998) demonstraram a inducio de Hsp47 como
consequéncia do aumento na expressfio de colidgeno apds tratamento de
linhagens celulares de mioblastos e osteoblastos com TGF-$. A produgéo de
Hsp47 esta associada intimamente com a sintese de coldgeno em fibroblastos
que produzem quantidades variadas de coldgeno (Sauk et al., 1990).

Estudos tem evidenciado que Hsp47 é um mediador importante na
polimeriza¢fio de pré-coldgeno (Sauk et al, 1994; Ferreira et al, 1996)
ligando-se a regido amino-propeptidica das cadeias pro-ol num estigio pré-
maturo de translocagdo, provavelmente apds a inser¢do das cadeias no RE. A
natureza polivalente de Hsp47 sugere que a mesma tenha funcgfo critica na
selecdo das cadeias. Entretanto, com a polimerizag@o das cadeias de colageno,
Hsp47 dissocia-se da regifio amino-terminal e as moléculas ja polimerizadas
sdo transportadas para o aparelho de Golgi e entfo secretadas. Desse modo, é
provavel que Hsp47 execute uma importante fungdo em inibir o
empacotamento pré-maturo das cadeias de coldgeno e facilite a selecfo da
cadeia apropriada. Na presenca de quantidades diminuidas ou na auséncia de
Hsp47, moléculas existentes como cadeias nascentes empacotam-se de forma
incorreta e sdo degradadas por um mecanismo ndo-lisossomal. Hsp47
provavelmente determina o estado de oligomerizagdo do colageno tipo I,

determinando o destino destas moléculas (Ferreira et al., 1996).
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A associacio de Hsp47 e pré-colageno in viro foi demonstrada por
imunoprecipitagfo usando anticorpos anti-Hsp47 (Nakai et al., 1992) ¢, que a
ligagdo desta chaperone a pro-coldgeno seja transitoria e a separagdo da
mesma ocorra antes do pré-colageno ser secretado. Quando as células sdo
submetidas a estimulos térmicos ou tratamento com o,cr-dipiridil, um
quelante i6nico, que inibe a formacéo da tripla hélice de pro-colageno, sendo
que estas conformacOes anormais s3o vistas em associacdo com Hspd7 e
permanecem no RE por um periodo de tempo maior (Nakai et al., 1992). As
constantes de dissociagiio de Hsp47 com coldgenos tipos I-V variam entre 10°°
a 10"M. Possivelmente esta baixa afinidade a pré-colageno seja necessaria
para uma rapida associagdo e dissociagio durante os processos de formagéo e
transporte de moléculas em dire¢dio ao aparetho de Golgi (Natsume et al.
1994).

A ligagio Hsp47 e pré-colageno € resistente a presenga de solugdo
aquosa de 2M NaCl, mas € completamente rompida in vifro quando o pH do
tampdo € alterado para niveis inferiores a 6,3 (Saga et al., 1987). Estudos de
Satoh et al. (1996), usando inibi¢do por brefeldina demonstram que a
dissocia¢do Hsp47-pro-colageno provavelmente ocorra nos compartimentos
cis do aparelho de Golgi. Shroff et al. (1993) demonstraram a presenca de
Hsp47 nos compartimentos intermedidrios entre o RE e o aparelho de Golgi. E
proposto que, apds dissociagio da molécula de tropocoligeno via
provavelmente acidificagdo do pH, Hsp47 recicle para o RE por um processo
envolvendo a sequéncia KDEL e receptores erd2P (Nagata, 1996)

A clonagem e o sequenciamento de Hsp47 em humanos, camundongos
e galinhas demonstraram uma sequéncia sinal na por¢do N-terminal e um sinal

de retencéo no RE, na por¢do C-terminal, denominado RDEL (Arg-Asp-Glu-
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Leu). A presenga destes sinais confirmam que Hsp47 € uma proteina residente
do RE (Takechi et al., 1992). Contudo, recentemente foi demonstrado que em
condicGes de estresse celular como redugfio do pH, Hsp47 é expressa em
associagdo com o receptor para a sequéncia KDEL (Lis-Asp-Glu-Leu) na
superficie celular (Sauk et al., 1998). Uma possivel funcdo para esta expressédo
ainda € desconhecida.

Hsp47 tem sido relacionada a uma série de alteragbes fibréticas, as
quais tem demonstrado um aumento na expressio de Hsp47 paralelamente a
progresdo destas doengas, tanto em modelos humanos, como em modelos
animais (Razzaque e Taguchi, 1999). Kuroda et al. (1998) estudando culturas
de fibroblastos da pele de nove pacientes portadores de esclerose sistémica,
doenca do tecido conjuntivo caracterizada por fibrose da pele, tecidos
subcutdneos e varios orgéos internos, com acimulo excessivo de componentes
da MEC, predominantemente coldgeno tipo I e III, observaram um aumento
nos niveis de Hsp4d7 mRNA e proteinas nos fibroblastos da esclerose
sistémica, quando comparado a fibroblastos de pele normal. Estas culturas de
fibroblastos da esclerose sistémica mostraram também expressio acentuada de
pro-colageno tipo 1. Os autores investigaram, ainda, o efeito de citocinas na
expressdo de Hsp47 nas culturas de fibroblastos normais. TGF-f1 e IL-4
aumentaram os niveis de Hsp47 mRNA, enquanto interferon-y reduziu a
expressdo de Hsp47. O mesmo padrio das citocinas na expressio dos niveis
de pré-colageno I foram observados. Estes resultados indicam que a expressdo
de Hsp47 esta aumentada podendo estar envolvida na produgo abundante de
pré-colageno I em fibroblastos de esclerose sistémica.

Kojima et al. (1998) estudando a expressdo de Hsp47 em osteogénese

imperfeita, notaram um aumento desta chaperone comparado a fibroblastos
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pormais. O aumento de Hsp47 em fibroblastos alterados pode ser resultado da
retencio de pré-coldgenos anormais no RE. O aumento na expressdo de Hsp47
associada com a retencdo de pré-coldgeno no RE, sugere fortemente a ligacdo
entre Hsp47 e pré-coligenos anormais nos fibroblastos da osteogénese
imperfeita.

Maior expressdo de Hsp47 foi, ainda, observada em fibroblastos da pele
submetidos a hipertermia e terapia fotodindmica com riboflavina,
compararado a fibroblastos normais (Verrico e Moore, 1997), sendo também
verificado a co-expressdao de Hsp47 e coldgeno durante o desenvolvimento de
molares de rato, onde odontoblastos e células do foliculo dental produzem
grandes quantidades de coldgeno (Shroff et al.,, 1994a,b). Outros estudos tem
confirmado a expressdo aumentada de Hsp47 em vérias alteracdes fibréticas
renais (Razzaque e Taguchi, 1997). As alteracSes na produgdo de Hsp47
relatadas nestes estudos sdo consistentes com mudancas na produgdo de
moléculas de coldgeno, possibilitando concluir que a expressdo de Hsp47 €
diretamente regulada por coldgeno.

Em contraste, Hsp47 é induzida por estimulos térmicos ou outras
formas de estresse celular. Apés condigBes de estresse, os niveis de Hsp47 sdo
rapidamente elevados, enquanto os de coldgeno permanecem inalterados. Isto
sugere que nestas condigdes, a indug¢do de Hsp47 ocorre principalmente via
sistema elemento-fator de choque térmico, sendo que outras vias de inducio
ndo podem ser excluidas.

As funcdes de Hsp47 em estresse celular ainda nio sdo bem entendidas.
Alguns autores especulam que uma de suas fungdes principais € de ligar a
moléculas de coldgeno prevenindo a desnaturagio e degradacido. Kudo et al.

(1994) demonstraram nivels aumentados de Hsp47 em fibroblastos alterados
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por choque térmico. Jain et al. (1994) encontraram resultados similares,
sugerindo que a expressio alterada de Hsp47 preveniria a degradagéio de pro-
coldgeno no RE. A participacdo de Hsp47 também foi demonstrada em
processos de alteracdo de coldgeno, com substédncias quimicas, hipertermia,
terapia fotodindmica com riboflavina (Verrico e Moore, 1997).

Em células normais, Hsp47 participa da maturagio e transporte de pro-
colageno, estando localizada, principalmente, no RE. Recentemente, contudo,
foi demonstrado que Hsp47 € 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
associacdo com CD9 (Hebert et al, 1999). Este complexo modula a
motilidade e invaso celular, agindo, provavelmente, como um receptor
colagénico. A relacio de Hsp47 e superficie celular de tumores malignos ¢
ainda incerta, porém propicia perspectivas na terapia destas neoplasias, uma
vez que a expressdo de Hsp47 na superficie celular é exclusiva de células
malignas.

Algumas caracteristicas estudadas distinguem Hsp47 de outras
chaperones, como: a sua especificidade a4 moléculas de coldgeno, enquanto
outras chaperones nfo possuem qualquer afinidade a um substrato,
dissociacdo de moléculas de coldgeno em meios &acidos, nio apresenta
afinidade & moléculas de ATP, ponto isoelétrico incomum (pI=9,0) e ligagéo a
gelatina (Kurkinen et al., 1984; Nakai et al., 1989). Além de ser uma proteina
altamente glicosilada, onde a por¢o oligossacaridica constitui cerca de 10 a
15% de seu peso molecular. Hsp47 possui também uma estrutura rica em

polissacaridios, com grande quantidade de unidades de manose (Hughes et al.,
1987).
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As proteinas descritas na literatura apresentando caracteristicas de Hsps

e chaperones estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Principais Hsps que atuam como chaperones e respectivas
funcdes.

Proteina - Fung¢do

Adaptado de Coletta (1999).

5.3-Coldgeno

Colageno compde uma familia de proteinas fibrosas enconfradas em

todos os organismos multicelulares (Linsenmayer, 1981). Esta proteina €
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secretada por células do tecido conjuntivo e constituindo a proteina mais
abundante de mamiferos. O coldgeno representa aproximadamente 25% do
total de proteinas em um organismo (Burgeson, 1988). A principal e mais
frequente caracteristica das moléculas de coldgeno é a estrutura firme de
hélice triplice. Trés cadeias de polipeptideos de coldgeno, chamadas de
cadeias o (cada uma de 1000 aminodcidos), sdo entrelacadas entre elas numa
configuracdo de super-hélice formando uma molécula de colageno fibrilar
com aproximadamente 300nm de comprimento e 1,5nm de didmetro.

Vinte tipos distintos de moléculas de coldgeno j4 foram descritas. As
moléculas dos diferentes tipos de colageno sdo formadas por combinagdes de
vinte e cinco diferentes tipos de cadeias o, cada qual codificada por um gene
distinto. Combinac¢des diferentes desses genes sdio expressas em diferentes
tecidos. Os colagenos melhor descritos e mais frequentes sdo os tipos I, II, IIT
e IV. Os tipos I, II e Il sdo coldgenos fibrilares e constituem os principais
colagenos encontrados no tecido conjuntivo, sendo o tipo I o mais comum
(Darnell e Lodish, 1986). Apos serem secretados no espaco extracelular, estes
trés tipos de colageno se polimerizam em estruturas organizadas denominadas
de fibrilas. As fibrilas de coldgeno sdo estruturas finas (10-300nm de
didmetro) e claramente visiveis no microscopio eletronico (Darnell e Lodish,
1986). As fibrilas de coldgeno frequentemente se agregam em estruturas
maiores conhecidas como fibras de colageno. As moléculas de colageno tipo
IV sdo encontradas predominantemente na ldmina basal, e ao contrario dos
colagenos fibrilares ndo formam fibrilas, mas sim uma mecha de rede que
constitui o componente principal da 1dmina basal (Timpl, 1989).

O colageno tipo I € 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 orgénica, como fibroblastos,
osteoblastos ¢ odontoblastos. As cadeias individuais de polipeptideos de
coldgeno sdo produzidas como precursores chamados de pré-a-cadeias. O
colageno heterotrimérico tipo I € composto por duas cadeias pré-a 1 idénticas
e uma cadeia distinta pré-a 2, fornecendo a seguinte estequiometria [2 pro-al
(1), 1 pro-o2 (1)]. Cada cadeia pré-a do colageno tipo I possui composigdo
quimica rica em glicina, representando aproximadamente 30% do total de
aminodcidos da molécula e peso molecular de 140 kDa. Além da alta
concentragdo de glicina, as cadeias o apresentam em sua composi¢do
hidroxiprolina e hidroxilisina, que raramente s3o observados em outras
proteinas. Esta composigfo ¢é caracterizada pela repeti¢do da férmula trimérica

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

estabilizagdo da triplice hélice. As cadeias do colageno tipo I sfo secretadas

no meio extra-celular na forma de pré-coldgeno, contendo polipeptideos N- e

C- terminais que sdo removidos por enzimas especificas.
RNAs mensageiros de coldgeno que codificam as cadeias pré-al e pro-
o2 sdo levados ao reticulo endoplasmatico rugoso por mecanismos complexos

de intera¢Ges de proteinas que garantem a associa¢fo e processamento de pro-

peptideos de colageno e a formacéo de heterotrimeros .

5.4-Tranlocacio de Proteinas Através do Reticulo Endoplasmatico

5.4.1-Sintese Protéica

A célula eucari6tica possui uma maquinaria desenvolvida, capaz de
controlar a sintese protéica nos varios estigios. Os eventos envolvendo a

produgdo de coldgeno, bem como outras proteinas envolvem uma série de
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interacdes bioquimicas e participacdo de proteinas chaperones, além de canais
especializados na conducdo de proteinas situados no RE.

O eventos pds-traducionais sfo responséveis pelo processamento,
conformacéo e sintese, portanto, relacionados com a organiza¢éo e funcéo das
proteinas. Os eventos pés-traducionais da sintese protéica iniciam no citosol, e
em células eucaridticas, o transporte de proteinas para o RE acontece antes
que se complete a sintese da cadeia polipeptidica, ocorrendo assim, em uma
etapa co-traducional. A sintese protéica nos polirribossomos aderidos ao RE
caracteriza-se por injetar, para o interior das cisternas do RE, as cadeias
polipeptidicas que assim ficam separadas do resto do citoplasma. Este
processo de injecdo das proteinas para o RE tem importancia funcional para
moléculas citosélicas que se destinam a certas organelas ou s@o exportadas
para o meio extra-celular. O RE € ainda a organela onde muitas modificagdes
pos-traducionais acontecem, incluindo a aquisi¢do de estrutura tercidria,
formacio de polimeros e glicosilag8o inicial.

A translocagdo de proteinas através da membrana do RE, envolve uma
cascata de eventos, como o reconhecimento de precursores, ligagio a
membrana do RE e posterior entrada, ligacdo de proteinas chaperones, sinal
de clivagem e o transporte para o aparelho de Golgi.

O reconhecimento de cadeias nascentes ¢ mediado pela PRS, uma
ribonucleoproteina de seis polipeptideos, que conduz o peptideo até a
membrana do RE. A PRS desloca-se entre o RE e o citosol ligando as cadeias
nascentes de proteinas, t8o rapido quanto o peptideo emerge dos ribossomos
(Wolin, 1994). A ligacdo da PRS ao conjunto formado pelo ribossomo-cadeia
nascente forma um complexo que € transportado em direcdo 4 membrana do

RE onde se liga a um receptor de PRS. Este receptor representa uma proteina
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transmembranica, com sitios expostos ao citosol e o limen do RE (Gilmore,
1993). Apos ativagdo do receptor ¢ hidrélise de moléculas de GTP como fonte
de energia, abre-se um canal protéico por onde a cadeia polipeptidica é
introduzida no RE (Mothes et al., 1998; Rapoport et al., 1999). Além disso,
proteinas chaperones contidas no RE estfo provavelmente implicadas em
eventos de maturacio e translocagdio das proteinas (Ferreira, 1994). Estas
proteinas residentes do RE participam ativamente na maturaciio protéica, bem
como prevenindo agregacdo ou ma formacéo das proteinas. Posteriormente as
proteinas serfio direcionadas para o aparelho de Golgi, onde poderdo ter varios
destinos, como: retornar ao RE, funcionando como uma proteina residente do
mesmo, ficar como residente do aparelho de Golgi, ser conduzida para outras
organelas, dirigit para a membrana celular, funcionando como um
componente estrutural e/ou funcional ou ser secretada para o espago extra-

celular.

Canais condutores de proteinas e Sec6la

Além da presenca de chaperones, proteinas secretorias, incluindo o
colageno, sfo transportadas através da membrana do RE por meio de canais
associados ao RE especializados na condugfo de proteinas (Mothes et al.,
1998; Rapoport et al, 1999). A existéncia destes canais mostram a presenca de
amplos poros condutores de ions com o interior hidrofilico, como determinado
por medidas de fluorescéncia (Crowley et al., 1993). Este canal condutor de
proteinas € constituido por um grupo de proteinas transmembrénicas que
incluem TRAP (translocon associated protein), TRAM (translocating chain-
associating membrane protein) e o complexo Sec61p. TRAM e o complexo

Sec6lp estdo fortemente associados a ribossomos da membrana do RE,
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sugerindo que cadeias nascentes de polipeptideos passam por este canal indo
para as cisternas do RE (Gorlich et al., 1992b).

O principal componente dos canais condutores de proteinas é o
complexo SEC61p. Este complexo € homologo ao SecYp, encontrado em
bactérias (Stirling et al., 1992). O complexo Sec61p esta localizado préximo
aos polipeptideos nascentes, durante a passagem destes pela membrana do RE.
A reconstrugdo dos eventos de translocagdo em mamiferos, indicou que
muitos polipeptideos necessitam somente do complexo Sec6lp e dos
receptores PRS, enquanto outros polipeptideos necessitam, ainda, do TRAM
(Gorlich e Rapoport, 1993). O complexo Sec6lp esta fortemente associado
com ribossomos ap6és solubilizacdo de microssomos e as condigdes
necessdrias para dissociag@o do complexo Sec61p-ribossomos, sdo as mesmas
necessarias para separar os ribossomos da membrana, ou seja, altas
concentracdes salinas ou tratamento com puromicina (Gorlich et al.,1992b).
Estes dados confirmam a participacio do complexo Sec61p com a ligagdo de
ribossomos a membrana do RE.

O RE possui um sistema de controle para proteinas mal formadas, sendo
as mesmas rapidamente degradadas por um sistema proteolitico no citosol.
Este transporte retrogrado de proteinas do RE para os lisossomos citosélicos,
tem sido mostrado recentemente possuir como importante mediador o
complexo Sec61p, entre outras proteinas (Simpson et al., 1999; Plemper et al.,
1999).

O complexo Sec61p foi descrito inicialmente em S. cerevisiae (Stirling
et al; 1992). Sec6lp foi encontrado no RE ¢ no compartimento intermedidrio
entre o RE e o aparelho de Golgi, mostrando, assim, que os componentes dos

canais condutores de proteina nfo sfo residentes permanentes do RE
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(Greenfield e Highs, 1999). O complexo Sec6lp ¢ formado por trés
subunidades, o, B € v (Greenfield e Highs, 1999) representadas pelo Sec6la,

Sec61f e Secbly, respectivamente.

Sec61a € a maior (37-38 kDa) e mais importante proteina do complexo
Sec6lp, sendo considerada essencial para translocagdo de cadeias
polipeptidicas, incluindo colageno, através desse canal para as cisternas do
RE.

O processo de translocagfo que requer a proteina Sec6la em células de
mamiferos, esta associado com uma entrada co-traducional especializada, no
qual peptideos nascentes estfo continuamente ligados a ribossomos durante a
passagem através da membrana do RE (Jungnickel et al., 1994). Experimentos
utilizando reagentes de reacdo cruzada demonstraram a intensa associacdo de
Sec61o com cadeias nascentes de polipeptideos atravessando a membrana do
RE (Mothes et al., 1988).

Sec6la possui na sua composicdo aminodcidos hidrofilicos, que podem
contribuir para a composi¢do hidrofilica dos canais condutores de proteinas. A
translocacdo de polipeptideos pode estar ligada ao Sec6la em diferentes
estagios durante a passagem pela membrana do RE O complexo Sec6lp
inclui, também, dois polipeptideos de cerca de 14 e 8 kDa (subunidades 3 e v,
respectivamente). As subunidades B e y do complexo Sec6lp de mamiferos
sdo pequenas proteinas de membrana que estio ancoradas 4 membrana do RE
pela porgdo C-terminal (Gorlich et al., 1992b).

Ainda € incerto se Sec6lca € expressa constitutivamente e se €

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

ndo estd claro se a producio e utilizacdo de Sec61a é dependente do estagio

UNICAMY
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BETLEY

de diferenciacéo celular. Células F9 tratadas com acido retindico, resultaram
em um aumento substancial de Hsp47, sintese de colégeno e Sec6la

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

O principal objetivo deste estudo foi determinar a sintese protéica de
Hsp47 e Sec6la em fibroblastos gengivais de FGH e de GN, durante os
eventos de translagdo/translocacdo de coldgeno tipo I, através de Western blot

revelado por quimioluminecéncia em situacdes de homeostase e de estresse

térmico.
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7 - MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Para este estudo culturas primdrias 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 alteracio
sistémica. Foram utilizados um total de 12 pacientes, sendo seis portadores de
FGH ¢ seis com GN, estabelecendo assim duas linhagens celulares. A tabela 3
mostra as informag0es clinicas dos pacientes utilizados neste estudo, incluindo
sexo, idade e local de remog8o do tecido gengival.

O tecido gengival de pacientes portadores de FGH, foram coletados
durante procedimentos cirGrgicos periodontais (gengivectomias e
gengivoplastias), realizados rotineiramente no Orocentro da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. Todos os pacientes da FGH foram de uma tinica
familia, e apenas selecionados os individuos com aumento gengival
generalizado de aspecto fibrético e sem sinais clinicos de inflamacio. Os
pacientes portadores de FGH apresentavam intelecto normal e ndo faziam uso
de qualquer medicagdo relacionada a aumentos gengivais.

O tecido gengival normal foi obtido através de bidpsias com punch, dois
a trés milimetros acima da margem gengival livre. Foram selecionados
voluntarios que apresentavam higiene oral satisfatoria (indice de placa
bacteriana menor que 30%), gengiva clinicamente normal, sem evidéncia
clinica de inflamag¢do ou aumento gengival. Houve um cuidado especial para

que a FGH fosse a unica variante nos dois grupos.
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Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
relativas & ética em pesquisa envolvendo seres humanos - deliberacdo do

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -

Universidade Estadual de Campinas.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas 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 primaria
realizados pela disciplina de Patologia Oral. As linhagens de GN foram
denominadas GN 1,3,5,6,7¢ 8 e as de FGH 1,2,3,4,6 ¢ 10. Os fragmentos
gengivais, além de serem encaminhados para o laboratério de Biologia Celular
para estabelecimento de cultura de fibroblastos, foram submetidos a
processamento histopatologico de rotina.

Os fragmentos gengivais coletados foram cortados em pedagos menores
(aproximadamente 1 mm’), lavados vérias vezes com solucdo saliva
balanceada Hank®s e colocados em frascos de 25¢cm” contendo meio de cultura
DMEM (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), 125mg/ml de garamicina,
50ng/mi anfotericina B, acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab Ltda,
Campinas-SP). Apés 15 dias a concentracdo de garamicina foi reduzida para
50mg/ml. Os frascos foram colocados em estufa a 37°C com 5% de CO, e o
meio de cultura trocado a cada dois, até a cultura de fibroblastos predominar,
sendo entdo transferidas para frascos de 75 cm?* e marcado P1 (passagem 1).

Quando confluentes, as células foram subcultivadas. O meio de cultura
¢ removido, as células lavadas com 5 ml de solugfo tampéo fosfato salino pH
7.4 (PBS), e entdo incubadas com 1 ml de tripisina a 0,2% por
aproximadamente 5 min, ou até que as células ficassem separadas do assoalho
do frasco de cultura determinado por microscopio de contraste de fase. Neste
ponto a agéio da tripisina foi interrompida pela adicéo de. um volume igual de
meio de cultura. A suspenséo de células foi transferida para tubos conicos de
plastico de 15 ml, estéreis e centrifugados & 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 cm’ a uma
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concentracio de aproximadamente 1x10° 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-metil sulféxido
(DMSO, Sigma) ¢ congelados a -170°C em nitrogénio liquido para uso
posterior. Para descongelar as células os criotubos foram colocados em banho
de 4gua a 37°C e as células descongeladas rapidamente. As células foram,
entdo, suspensas em 10 ml de meio de cultura e centrifugadas & 400x por 5
min. Depois da remocdo do sobrenadante, as células foram resuspendidas em
10 ml de meio de cultura e colocadas em frascos de 75 c¢cm® a uma
concentracdo final de aproximadamente 1x10° células/frasco para realizagéo
dos experimentos. Foram utilizadas células entre a segunda e décima primeira

passagens. Em todos os procedimentos de cultivo foram observados cuidados

para a manutencdo da esterelidade.

Anticorpos contra Hsp47 e Sec6la

O anticorpo contra Hsp47 foi gentilmente cedido pelo Dr. J.J. Sauk
(University of Maryland-USA). Este anticorpo foi preparado contra o 25-mer
peptideo sintético comegcando na por¢do  N- terminal
[VPSEDRKLSDKATTLADRSTTLAFNL] da sequéncia da proteina Hsp47
de galinha. A sequéncia foi obtida através da sequéncia direta da proteina
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 peptideo sintético que constitui o antigeno para este anticorpo foi conjugado
pela técnica de Keyhole Limpid Hemocyanin e anticorpos policlonais

desenvolvidos em coelhos. Este antigeno compete com Hsp47 nativo para
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ligagdo com a gelatina e o anticorpo resultante identifica Hsp47 humano em
analise de Western blot. Este anticorpo reage com Hsp47 de fibroblasto
gengival humano (Sauk et al., 1994). O anticorpo para Sec6lo representa um
anticorpo monoclonal de rato anti-humano Sec61a produzido pela Stressgen

(Victoria, Canada), diluido 1:2000 em solugdo de PBS-azida sddica.

Gel de Eletroforese e Western blot

Fibroblastos de FGH e fibroblastos de GN foram coletados e incubados
em tampdo de lise (50mM Tris-HC], pH 8 0,04 M NaCl SmM EDTA) 2 4°C
por 30 min.

Proteina total do sobrenadante foi determinada pelo método de Bredford
e concentracdes protéicas iguais foram misturadas 4 tampdo de amostra
redutor (2% SDS, 125 mM Tris-HC], pH 8, 10% gtlicerol, 0,001% azul de
bromofenol, 2% B-mercaptoetanol), fervidas por 5 min e separadas
eletroforeticamente em gel SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%
(Laemmli, 1970). Em seguida , o material eletroforizado foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose (poro 0,45um, Pharmacia). A membrana foi
bloqueada com leite em pd desnatado (Néstle) em PBS, enxaguada trés vezes
com PBS, ¢ incubadas por 16 h, 3 temperatura ambiente com anticorpos
diluidos contra Hsp47 e Sec6lca (diluicdo 1:2000). A membrana foi lavada
quatro vezes com PBS acrescido de 0,2% Tween 20 (Sigma) e incubada por
2h & temperatura ambiente com anticorpo secunddrio conjugado a enzima
peroxidase ¢ reveladas com quimioluminecéncia seguindo normas do
fabricante (Amershan Inc.). A membrana foi envolta por plastico e exposta &

filme radiografico. Anélise densitométrica foi realizada em um densitémetro
modelo GS700 (Bio Rad).
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Efeito do tratamento com calor
Fibroblastos foram mantidos em condi¢gdes normais de cultivo (estufa a
37°C, atmosfera tmida a 5% CO,) e em condi¢des de estresse térmico (43°C

por 1h). Os extratos lisados foram coletados por centrifugacfio e analisados
por SDS-PAGE ¢ Western blot.

Analise Estatistica

A maioria dos experimentos forneceram resultados analiticos 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 significincia estatistica
das diferencas destes efeitos foi determinada por uma analise de variéncia.
Comparacdes pairwise entre a média das medi¢des densitométricas nos dois
tipos de células foram feitas através do teste de Student. Estatisticas

descritivas como médias, desvios padrdes ¢ erros padrdes foram gerados onde

apropriados.
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8 - RESULTADOS

Aspectos Clinicos ¢ Histopatoldgicos

Os pacientes, afetados pela FGH, participantes deste estudo fazem parte
de uma tnica familia portadora de tal alteracfo que atualmente esta composta
por 216 pessoas, sendo 96 afetados por FGH. O primeiro individuo a
expressar o fenétipo era do sexo masculino, nascido em 1907. A familia em
questdo vem sendo acompanhada pelo Departamento de Diagnostico Oral
desta Faculdade, ha aproximadamente 20 anos, onde recebem, além do
tratamento odontolégico geral, o aconselhamento genético a respeito da
condicio hereditaria.

Em todos os casos de FGH analisados, o aumento gengival fol fibrético
¢ generalizado, sendo as regifes de maior acometimento, os sitios anteriores
inferiores e superiores (Fig. 1), que apresentaram um pontilhado superficial
caracteristico e auséncia clinica da sinais inflamatorios, visto tanto na denticio
decidua como na permanente.

O tecido coletado de pacientes voluntdrios com a GN, foi obtido através
de bidpsias com bisturi circular de Smm (Punch), na maior parte das vezes,
entre os dentes 13 e 14, dois a trés milimetros acima da margem gengival livre
(Fig. 2). Nos pacientes da FGH, o material foi removido durante
procedimentos  cirtrgicos, sendo parte do mesmo utilizado para
estabelecimento de culturas e outra parte para analise histopatologica 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 coladgenas. O tecido epitelial apresentou-se
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acantético e hiperplasico com longas e delgadas e, muitas vezes, irregulares
criptas epitelials em direcio ao conjuntivo subjacente (Fig. 3). As
caracteristicas histologicas foram similares para todos os seis membros da

familia estudada.

Aspectos Morfologicos das Células em Cultura

O material encaminhado para o laboratério 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 apés 20 dias do plaqueamento, e dos
fragmentos de GN, em média, ap6és 27 dias. Apds 35 a 37 dias de cultura
primaria, mais de 90% dos frascos apresentavam-se preenchidos com
fibroblastos de FGH, sendo entfio realizado a primeira subcultura. Por outro
lado, a cultura de GN cresceu mais lentamente e a primeira subcultura sé foi
possivel apds 42 a 45 dias do inicio do cultivo. Tanto na cultura priméria
quanto nas subculturas, ficou evidente que os fibroblastos da FGH
proliferaram mais rapidamente que fibroblastos da GN. Apés a décima
subcultura foi observado uma redugfo na velocidade de crescimento tanto nas
células da FGH, como da GN, sendo entfo as culturas descartadas.

As células de FGH e GN, apesar da diferenca de velocidade de
crescimento, proliferaram em orientagio paralela respeitando o espaco que
normalmente deve eXistir entre membranas celulares e, em condigdes de
confluéncia celular ndo foi percebido empilhamento, desorganizaco na
distribuicdo ou morte celular. Morfologicamente, em condi¢des de

subconfluéncia celular, os fibroblastos de FGH e de GN foram similares.
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Exibiram formato fusiforme, com ntcleo central e tipicos prolongamentos
citoplasmaticos. Contudo, em condicdes de confluéncia celular, os

fibroblastos da FGH demonstraram tamanho e largura menores que os
fibroblastos da GN (Fig. 4).

Analise da Sintese Protéica de Hsp47

A associacdo de Hsp47 com coldgeno foi verificada, utilizando doze
linhagens celulares, sendo seis de FGH e seis de GN e analisadas em maiores
detalhes pela técnica de Western blot por quimiotuminescéncia (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
produgdo de Hsp47 foi mais acentuada nos fibroblastos de FGH, comparado a
GN. A andlise 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 produgdo em fibroblastos
de GN, p<0,01 (Fig. 5, painel inferior).

Para determinar se Hsp47 estd ou ndo aumentada em condicdes de
estresse térmico (estimulo de temperatura), os mesmos experimentos de
Western blot foram realizados, porém utilizando células em condicSes de
homeostasia (incubadas a4 37°C, atmosfera tmida & 5% de CO,) ¢ em
condicSes de estimulo térmico (43°C por 1h). A fig. 6, painel superior, mostra
o Western blot de duas linhagens celulares, onde as canaletas A e B,
representam GN e FGH em condi¢gSes homeostaticas, enquanto as canaletas C
e D representam GN e FGH em condigbes de estimulo térmico. Em ambas

situacles, GN e FGH, verificamos aumento na producfio de Hsp47 em células
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submetidas a estimulos térmicos. Andlise densitométrica do gel mostrou que a
produgdo de Hsp47 foi em média 2,2 vezes maior em fibroblastos de FGH e

1,1 vez maior em fibroblastos de GN, ap6s o estimulo térmico (Fig. 6, painel

inferior).

Analise da Sintese Protéica de Sec6la

O complexo Sec61p é o principal componente da translocagfio no RE. O
complexo consiste de trés subunidades: Sec61a, Sec61f e Sec6ly, sendo que
duas delas (o e PB) sfo ligadas a proteinas nascentes durante sua insercio na
membrana do RE. Sec6la funciona como principal elemento deste canal
transmembrénico. Este canal representa, assim, o principal sitio de
translocagdo de proteinas secretorias, incluindo colageno (Knight e High,
1998). Para avaliarmos se Sec6la € produzido constitutivamente em células
produtoras de coldgeno, utilizamos culturas de fibroblastos e andlise de
Western blot em linhagens de fibroblastos de GN e de fibroblastos da FGH. A
analise da produg@o de Sec6la 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 condigdes de homeostasia (estufa 37°C,
atmosfera imida & 5% de CO,). Verifica-se a presenca de uma proteina de 37
kDa que corresponde a Sec6la. Andlises densitométricas deste experimento
ndo verificaram diferencas estatisticamente significante na producdo de
Sec61a entre fibroblastos de FGH e de GN (Fig. 7, painel inferior).

Para determinar o efeito de estresse térmico na produgio de Sec61c em
fibroblastos de FGH e de GN, Western blot foi realizado (Fig.8, painel
superior). As canaletas A e C representam, respectivamente, a GN em

condi¢des homeostaticas e de estimulo térmico (43°C por 1h), enquanto as
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canaletas B e D representam, respectivamente, FGH em condicOes
homeostaticas e de estimulo térmico. Andlises densitométricas deste estudo
(Fig. 8, painel inferior), nfio demonstraram diferencas estatisticas significantes

na produgdo de Sec6la entre as linhagens celulares avaliadas.
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Fig.1. Aspecto clinico de paciente portador de FGH, participante deste estudo.
Observa-se 0 aumento gengival generalizado, envolvendo todos os dentes.
(x1/1,5)
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Fig.2. Procedimento de biopsia, com bisturi circular de Smm (punch) de GN.
O procedimento foi realizado dois a trés milimetros acima da margem
gengival livre, entre o canino e primeiro pré-molar superior direito. (x1/1,5)
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Fig.3. Fotomicrografia da gengiva de FGH ap6s procedimento cirurgico. A
hiperplasia gengival ¢ proveniente de um acentuado aumento no nimero de
fibras colagenas do tecido conjuntivo. O epitélio é caracterizado por
hiperplasia e profundas ¢ delgadas criptas epiteliais que se projetam para o
conjuntivo subjacente. (x250)
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Fig. 5. No painel superior observa-se Western 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 ¢ 7, enquanto G-L, representam, respectivamente, FGH 1,6,10,2,3
e 4. O painel inferior mostra maior producio de Hsp47 em fibroblastos de
FGH, comparado a fibroblastos de GN, obtidos em densitometria e avaliados

atraveés do teste t-Student com critério bi-caudal, com n<0.01.
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Fig. 6 . Painel superior mostra a produgio protéica de Hsp47, por
Western blot em fibroblastos de GN3 e FGH6, em condi¢des de
homeostasia (canaleta A e B) ¢ em condigdes de estimulo térmico
{canaleta C e D). O painel inferior representa a producio aumentada de
Hsp47 em GN3 e FGH6, quando da presenga do estimulo térmico
(p<0,01).
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Fig. 7 . Painel superior mostra Western blot de Sec6la de GN e FGH
(canaleta A e B), respectivamente. Enquanto painel inferior mostra analise
densitométrica comparando a producfo de Sec61a em fibroblastos de GN3
e fibroblastos de FGH6. Observe que as produgbes de Sec6la nfo

apresentam diferencas estatisticas nas duas linhagens celulares.
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Fig. 8. Painel superior mostra Western blot para analise da produgfo protéica
de Sec6bla. Canaletas A e C representam GN3 em homeostasia e estimulo
térmico, respectivamente, enquanto B e D, FGH6 em homeostasia e estimulo
térmico, respectivamente. O painel inferior ilustra andlise densitométrica
comparando a produgdo de Sec6la em fibroblastos de GN3 e de FGH6, em
condicdes de homeostasia e de estimulo térmico. Observa-se que ndo ocorre

diferencas estatisticas na producfo de Sec61a entre estas linhagens.
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9 - DISCUSSAO

Aumentos gengivais fibréticos sdo observados clinicamente, sendo o de
natureza genética denominado FGH. Esta condigcdo oral incomum representa
um crescimento fibrético da gengiva, com grande quantidade de colidgeno e
outras macromoléculas da MEC, normalmente generalizado, podendo recobrir
as coroas dentais em diferentes graus, resultando em alteracOes estéticas e
funcionais para o paciente (Cuestas-Carnero e Bornancini, 1988) . No grupo
estudado, o aumento gengival generalizado foi transmitido de modo
autossdmico dominante (Bozzo et al., 1994), sendo que os individuos afetados
ndo apresentavam qualquer outra alteragfo, possuiam intelecto normal e nao
faziam uso de qualquer medicamento relacionado com aumentos gengivais.

A FGH apresenta-se de forma isolada ou associada a outras alteracdes,
como parte de sindromes, sendo os achados mais frequentes hipertricose,
retardo mental e epilepsia. Em adi¢do as formas sindrémicas e mendelianas,
fibromatose gengival € induzida por certas classes de drogas, incluindo os
anticonvulsivantes, ciclosporina e bloqueadores de canais de cilcio, condi¢des
inflamatérias e processos neopldsicos.

Estudos envolvendo a atividade proliferativa e sintese de coligeno por
fibroblastos da FGH sdo escassos e controversos na literatura. E importante
observar que no trabalho de Shirasuna et al. (1989), o tecido gengival avaliado
como FGH, fo1 obtido de dois irm&os cujos pais e outros membros da familia
(por trés geracOes) ndo possuiam qualquer alteracdo gengival semelhante.
Divida semelhante ocorre no estudo de Johnson et al. (1986), onde o tecido
gengival estudado vinha de paciente com outras anomalias além do aumento
gengival, assim como o estudo realizado por Oikarinen et al. (1990). Uma

explicacdo para tal diversidade pode ser decorrente da teoria das
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subpopulagdes de fibroblastos, onde os mesmos, apesar das semelhancas
morfolégicas, apresentam diversidades bioquimicas e funcionais (Hassel e
Cooper, 1980).

In vitro, fibroblastos da FGH produziram quantidade aumentada de
coldgeno tipo I e outras moléculas da MEC, como fibronectina (Tipton et al.,
1997), e também maior capacidade proliferativa, verificado através de virios
ensaios de proliferacdo, incluindo ensaio de crescimento celular, MTT,
AgNOR, BrdU e PCNA (Coletta et al., 1998). Proliferacdo de fibroblastos e
producdo de componentes da MEC sdo influenciados por varias citocinas,
incluindo TGF-B (Postlethwaite et al., 1988., Seppa et al, 1982). Em
fibroblastos, TGF-B € mitogénico e estimula a sintese de FN e coldgeno
(Varga et al., 1987), sendo que a maioria das células possuem receptores de
superficie para TGF-f3, portanto, expostos a agdo desta citocina (Massagué,
1990). Aumentos na expressdo de TGF-3 tém sido associado com fibroses em
modelos animais (Armendariz-Borunda et al., 1990) e humanos, bem como a
reducdo da produgdo de MMPs, o que poderia alterar a renovacéo da matriz
colagénica do tecido gengival, favorecendo o acimulo de tecido fibroso
(Coletta et al., 2000a). TGF-B parece estar envolvida com a produgio de
coldgeno, mas outros mecanismos podem também estar envolvidos, incluindo
citocinas e outras proteinas que regulam o equilibrio da composicido da MEC.

O coldgeno se liga a um complexo de chaperones que incluem Grp94,
Grp78 e Hsp47/, uma proteina especifica na ligagio de coldgeno (Nakai et al.,
1990; Ferreira et al., 1996). Sauk et al. (1994) demonstraram a associacio de
Hsp47 com Grp78, Grp94 e cadeias nascentes de coldgeno I, II, Il e IV,
formando heterocomplexos. Estes dados suportam a hipétese de uma acio

interativa entre as chaperones moleculares, embora o relacionamento de cada
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uma destas proteinas em relacdo a translagdo/translocacédo e secregdo do pro-
coldgeno tipo I, ainda ndo seja totalmente conhecida.

Hsp47 ¢ uma proteina que se liga ao coldgeno e atua na sua biosintese.
A sequéncia modelo da molécula colagénica, possui informagdes estruturais
suficientes e necessérias para o reconhecimento por parte de Hsp47 (Hirata et
al., 1999; Lamande e Bateman, 1999; Koide et al.,, 1999). Hsp47 € uma
glicoprotefna constitutivamente expressa e também afetada por estresse
ambientais, como elevacio de temperatura (Nagata et al,, 1986). Evidéncias
revelaram que Hsp47 € um mediador importante na polimerizacdo de pro-
coldgeno, ligando a regiio amino-propeptidica das cadeias pré-ol num
estdgio prematuro de translocacdo, provavelmente apds a insercio de cadeias
no RE. Entretanto, com a polimerizagdo das cadeias de coldgeno, Hsp47 se
dissocia da regido N-terminal e as moléculas ji polimerizadas sdo
transportadas para o aparelho de Golgi e entdo secretadas. Desse modo,
provavelmente Hsp47 executa uma fungdo importante em imibir o
empacotamento Incorreto de cadeias nascentes de coldgeno, facilitando a
selecdo da cadeia apropriada, além de ser responsdvel pela orientacio da
organizagdo molecular. Na presenca de quantidades diminuidas ou na auséncia
de Hsp47, moléculas existentes como cadeias nascentes se empacotam de
forma imprépria e sdo posteriormente degradadas .

A partir de culturas de fibroblastos humanos obtidos de gengivas
normais e de gengivas afetadas pela FGH, estudamos a sintese de duas
proteinas envolvidas com a transla¢do/translocagdo de moléculas de coligeno
tipo L.

Através de técnicas de Western blot foi demonstrado um aumento na

producdo de Hsp47 por fibroblastos da FGH, sendo estes resultados
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consistentes com os de Coletta et al. (2000b), sugerindo, assim, a inducfo de
Hsp47 via sistema elemento-fator de choque térmico.

Os mecanismos envolvidos na translacio/translocacdo em células de
mamiferos, ainda ndo sao totalmente conhecidos. Contudo, virios trabalhos
tem fornecido evidéncias que glicoproteinas da membrana do RE, TRAM e o
complexo Sec61p participam destes processos de translocacdo (Gorlich et al.,
1992a). As bases para assoclacdo entre Hsp47, pré-coligeno e o complexo
Sec61p permanecem desconhecidas.

Sec61a € a maior e mais importante componente dos canais condutores
de proteinas, sendo considerada essencial para a translocacido de cadeias
nascentes, incluindo coldgeno, através desse canal de conducio para as
cisternas do RE. A localizacéo precisa de Sec6lo na membrana do RE ainda
nio é totalmente compreendida, podendo comportar-se como uma protefna
transmembranica, com uma porgao voltada para o limen do RE e outra para o
citosol, estando préxima de cadeias polipeptidicas que iniciam a translocagdo
(Gorlich et al., 1992a).

Tratamento de células F9 com 4cido retinbico, mostrou uma co-
precipitacdo de SecOla com coldgeno IV, Hsp47 e Grp94. Estes resultados
indicam que Sec61 pode associar-se precocemente com cadeias nascentes de
coldgeno tipo IV e com Hsp47 (Ferreira, 1995).

Através de Western blot, demonstramos, em condi¢cdes de homeostasia,
a presenga de Sec6la tanto em fibroblastos controle (GN), como em
fibroblastos de FGH, ndo verificando diferencas estatisticas entre ambos nas
linhagens celulares estudadas. Em condigdes de estimulo térmico, tanto para

fibroblastos da GN como para fibroblastos de FGH ndo verificou-se diferencas
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na producdo de Sec6lq, sugerindo que a mesma néo € estimulada por estresse
térmico, diferentemente das hsps.

Evidentemente, que o equilibrio da composi¢do da MEC € um processo
extremamente complexo, tanto em condi¢des normais, COmO em Processos
fibréticos, que envolve fatores extra e intra-celulares. Porém, o conhecimento
da existéncia de variagOes principalmente na producdo de Hsp47 € um
importante ponto para o entendimento dos mecanismos biolégicos envolvidos

na FGH.
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10 - CONCLUSOES

A. Fibroblastos de FGH apresentaram uma velocidade proliferativa maior que
os fibroblastos de GN nas linhagens avaliadas.

B. A producdo de Hsp47 maior em fibroblastos de FGH quando comparado a
fibroblastos de GN, tanto em condi¢Bes de homeostasia, como em
condicdes de estimulo térmico.

C. Sec61a foi verificada em condigGes de homeostasia e de estimulo térmico
em fibroblastos de FGH e de GN, sem alteracGes estatisticamente
significantes observadas entre elas.

D. Os fibroblastos da FGH representam um excelente modelo experimental

para o estudo dos eventos de interacdo de Hsp47 e coligeno.
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