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“Se partires um dia rumo a [taca,
faze votos de que o caminho seja longo,
repleto de aventura, repleto de saber.
Nem Minotauros, nem Medusas,
nem o colérico Posidon te intimidem;
eles no teu caminho jamais encontrards
se altivo for teu pensamento,
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Tem todo o tempo [taca na mente.
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Estés predestinado a ali chegar.
Mas nao apresses a viagem nunca.
Melhor muitos anos levares de jornada
e fundares na Ilha velho enfim,
rico de quanto ganhastes no caminho,
sem esperar riquezas que Ttaca te desse.
Uma bela viagem deu-te [taca.

Sem ela nao te ponhas a caminho.
Mais do que isso nao lhe cumpre dar-te.
[taca nao te iludiu, se a achas pobre.

Tu te tornaste sabio, um homem de experiéncia

e agora sabes o que significa itaca.”

KonstanTiNO KavAFis
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RESUMO

As fissuras orais exercem uma profunda influéncia sobre a vida de seus portadores. Esses
individuos apresentam, desde o nascimento, dificuldades na alimentacdo, disturbios dsseos
maxilar e mandibular, na arcada dentaria, na fala e, em alguns casos, na audi¢ao. Além disto,
fissurados e seus familiares enfrentam sérios problemas psicoldgicos decorrentes do com-
prometimento estético causado pela anomalia. Sem duvida alguma, a morfogénese do palato
secunddrio é um dos pontos mais criticos na formacao da face e do palato. Depende de uma
sequéncia complexa de eventos que possuem em comum o remodelamento de matriz extra-
celular (MEC), regulado, principalmente, pelas metaloproteinases de matriz (MMPs). Esta é
a primeira vez que RECK, uma proteina indutora da reversao tumoral, rica em cisteina e com
motivos kazal, é pesquisada neste processo. O primeiro objetivo deste estudo foi investigar se
hé expressao de RECK durante os eventos envolvidos na formacao do palato secundério em
camundongos. A partir dos resultados obtidos, indicando a presenga de RECK nesses eventos,
objetivou-se estabelecer um padrao temporal e espacial dessa expressao, assim como analisar
o padrao de distribuicao de MMP-2 e MMP-9, comparando os resultados obtidos entre si.
Para tanto, cabegas inteiras e palatos dissecados de embrides de camundongos com 13; 14;
14,5 e 15 dias de desenvolvimento embrionario (DE) foram submetidos a rea¢oes de PCR em
tempo real, hibridizagao in situ, imunoistoquimica e zimografia. As reagoes de PCR em tem-
po real indicaram a presenga de mRNA de RECK (mRECK) em todos os periodos analisados,
os niveis do transcrito aumentaram gradativamente e foram significativamente diferentes en-
tre 13 e 15DE e entre 14 e 15DE. Os resultados de hibridiza¢ao in situ e imunoistoquimica
apontaram, consecutivamente, um padrao variavel de distribui¢ao de mRECK e da proteina
RECK no mesénquima, epitélio e linha de jun¢ao (L]) formada entre as paredes palatais, no
transcorrer dos periodos analisados. Com relacao ao padrao de expressao das MMPs, a anélise
imunoistoquimica revelou a presenga de MMP-2 no mesénquima, epitélio e L] em todos os
periodos. A MMP-9 foi expressa no 14DE, 14,5DE e 15DE na L] e mesénquima palatal. A ana-
lise zimogréfica confirmou a atividade de MMP-2 e MMP-9. Dessa forma, concluimos que
RECK esta presente nos principais eventos de formacao do palato secundario, apresentando

um padrao de expressao varidvel no tempo e espaco, que quando comparado ao padrao de

Xl



Xl

expressao de MMP-2 e MMP-9 apresentam, na maioria das vezes, similaridades entre si. Esses
achados sugerem um provével envolvimento dessas moléculas na organogénese do palato

secundario e uma possivel interagao/modulagao entre elas.

Palavras-chave: RECK. Metaloproteinase de matriz-2. Metaloproteinase de matriz-9. Palatogénese.

Matriz extracelular. Fissuras palatais.



ABSTRACT

The oral clefts show a great influence in the size of their hosts. They have, since birthy, di-
fficulties in alimentation, problems in the maxilar bones, in dental arch, in speech, and in some
cases, in hearing. In addition, the hosts and their families have serious psychological problems
due to the esthetic lenght caused by anomalia. With no doubt, the formations of the secondary
palate is one of the most critial phases during the formation of the surface and of the palate.
Depending on a sequence of complex events that have in common the remodeling of the ex-
tracellular matrix (ECM), mainly regulated by matrix metalloproteinases (MMPs). This is first
time that the presence of RECK, a reversion-inducing cystein-rich protein with kazal motifs,
this is process is researched. The first objective of this study was to investigate the RECK expres-
sion during events involved in formation of the secondary palate in mice. Based on the results
obtained, which indicated the presence of RECK in these events, the objective was to establish
a temporal and spatial pattern of such expression, as well as to analyze the pattern of distribu-
tion of MMP-2 and MMP-9, comparing the results obtained to each other. For that purpose,
whole heads and dissected palates of mice aged 13, 14, 14.5 and 15 days of embryonic develo-
pment (ED) were submitted to real-time PCR, in situ hybridization, immunohistochemistry
and zymography. The real-time PCR indicated the presence of mRNA of RECK (mRECK) in
all periods analyzed; the transcript levels were gradually increased and were significantly diffe-
rent between 13 and 15ED and between 14 and 15ED. The results of in situ hybridization and
immunohistochemistry consecutively indicated a variable pattern of distribution of mRECK
and RECK protein in the mesenchyme, epithelium and in midline edge seam (MES) formed
between the palatal shelves during the study periods. With regard to the pattern of expression
of MMPs, immunohistochemical analysis revealed the presence of MMP-2 in the mesenchyme,
epithelium and MES in all periods. The MMP-9 was expressed in the MES and palatal mesen-
chyme at 14ED, 14.5ED and 15ED. Zymographic analysis confirmed the activity of MMP-2 and
MMP-9. Therefore, it was concluded that RECK is present in the main events of formation of
the secundary palate, presenting a variable pattern of expression along time and space, which
often present similarities to each other compared to the pattern of expression of MMP-2 and
MMP-9. These findings suggest probable involvement of these molecules in the formation of
the secondary palate and possible interaction/modulation among them.

Key words: RECK. Matrix metalloproteinase-2. Matrix metalloproteinase-9. Palatogenesis. Ex-
tracellular matrix. Cleft palate.
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CAPIiTULO 1

INTRODUCAO

As fissuras orais exercem uma profunda influéncia sobre a vida de seus portadores. De tal
forma que, desde tempos remotos, 0 homem tem buscado compreender e sanar esse problema.
As primeiras evidéncias de fissuras foram observadas em estatuas egipcias que datam de 2.400
a.C., e o primeiro tratamento cirdrgico documentado ocorreu em 390 d.C., realizado por um
fisico chinés que ficou conhecido como Doutor dos Labios (RIBEIRO; MOREIRA, 2005).

Trata-se de uma anomalia que, além dos transtornos psicolégicos causados pelo com-
prometimento estético, ocasiona transtornos funcionais importantes, como dificuldades na
alimentag@o, problemas dentarios e fonoaudioldgicos. Os individuos portadores de fissuras
orais e seus familiares sofrem um significante estresse de ordem fisica, emocional e social
(SANDRINTI et al., 2006).

A alta incidéncia das fissuras orais ou ldbio-palatais constitui outra preocupa¢ao. Sao as
malformac¢des mais comuns de todas as anomalias congénitas da face, podendo ocorrer um
caso a cada 600 nascimentos, o que significa que a cada 2,5 minutos nasce uma crianga porta-
dora desse defeito no mundo (MOSSEY; LITTLE, 2002). Dados sobre a incidéncia de fissuras
ldbio-palatais na populagdo brasileira sao escassos e dispersos. Segundo a OMS (2002), no
Brasil hd 13,9 casos a cada 10.000 nascimentos (aproximadamente 1/720), no entanto, outras
referéncias citam a ocorréncia de um caso dentre 650 nascimentos (VASCONCELOS et al.,
2002; FIGUEIREDO et al., 2004; SILVA; FURIA; DI NINNO, 2005). O indice de mortalida-
de no primeiro ano de vida é de 30% devido a desinforma¢ao médica e familiar (NEVES;
MONTEIRO; GIWA, 2002).

A etiologia das fissuras ainda nao é bem conhecida, acredita-se que seja multifatorial,
envolvendo causas genéticas, ambientais, nutricionais, toxicas, infecciosas e psiquicas (MUR-
RAY; SCHUTTE, 2004; RICE et al., 2004; HRUBEC et al., 2006; SANDRINI et al., 2006).
Entretanto, sabe-se que qualquer alteracao durante o processo embriondrio de formagao da

face e palato pode levar a fissura.

A embriogénese da face e da cavidade bucal consiste em uma série dindmica de etapas,
envolvendo processos moleculares, celulares e teciduais relacionados entre si. Inicia-se no
terceiro més de vida intra-uterina e prossegue até o quarto més. O ponto mais critico é a

formacao do palato secundario, que chama a atencao por depender de um complexo meca-
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nismo que engloba a eleva¢ao e fusao das paredes palatais, seguida pela degradacao da linha
de jungao (L]) formada entre elas (FERGUSON, 1988). Essas etapas cruciais envolvidas na
palatogénese sao dependentes do controle do ciclo de renovagao das macromoléculas presen-

tes na matriz extracelular (MEC) da parede palatal.

Os componentes da MEC sao degradados por enzimas proteoliticas secretadas local-
mente pelas células. A maioria dessas enzimas pertence a uma das duas classes gerais de
proteases: as metaloproteinases de matriz (MMPs) e as serina proteases, sendo que as MMPs,
coletivamente, sao capazes de degradar todos os componentes da MEC (MURPHY; REY-
NOLDS, 1993).

Uma das formas de controle da agao das MMPs é a inibicao direta da sua atividade. Até
hoje, os inibidores mais estudados foram os Inibidores Teciduais de MMPs (TIMPs). Recen-
temente, foi descoberta uma proteina que é expressa largamente em tecidos normais e pouco
expressa em células tumorais. Essa proteina e o seu gene foram denominados de RECK — Re-
version-inducing Cysteine-rich protein with Kazal motifs. Sabe-se que o RECK atua de forma
negativa sobre trés MMPs: MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP (TAKAHASHTI et al., 1998). Ainda
sao poucos os estudos envolvendo essa proteina em condi¢oes fisioldgicas, em especial na

organogénese, ou patoldgicas.

Dessa forma, considerando que a elaboracao de estratégias para prevenir fissuras pala-
tais é dependente de um profundo conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares en-
volvidos na palatogénese, investigamos o padrao de expressao da proteina RECK e seu mRNA

durante a eleva¢ao e fusao das paredes palatais, bem como a expressao de MMP-2 e MMP-9.
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2.1 MORFOGENESE PALATAL

CAPIiTULO 2

REVISAO DA LITERATURA

Aformacaoedesenvolvimentodopalatoéum dos mais complexos eventosdaembriogénese.

Inicia-se, em humanos, entre a terceira e quarta semana de gestagao como conseqiiéncia do

dobramento do embrido ao longo do eixo cefdlo-caudal e lateral (Figuras 1 e 2).

Regiao
Cefalica

Somitos

Regiao
Caudal

FIGURA 1: Visdo dorsal de embrido humano
no estadgio 10 de Carnegie' (22/23 dias). O
embrido ainda tem aparéncia ereta, no entanto,
percebe-se uma leve curvatura na regido
cefalica e na caudal. As setas indicam o sentido
do dobramento. O tubo neural se encontra
fechado na regido dos somitos e aberto nas
extremidades anterior e posterior.

Fonte: Figura adaptada do site http://
embryology.med.unsw.edu.au/wwwhuman/
Stages/Stage10.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.

1 Sistema usado para descrever a aparente maturidade dos embrides. Nao depende da idade cronoldgica e/ou tamanho, mas sim
da aparéncia externa e interna do embriao. Sistema desenvolvido por Franklin P. Mall, no Instituto Carnegie, Washington, em

meados de 1900.
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Dobramento
da Regido
Cefalica

Dobramento
da Regiao
Caudal

Figura 2: A. Visdo dorsal lateral de embrido humano no estagio 11 de Carnegie (23/26 dias). O tubo neural
continua fechando, tanto na extremidade posterior quanto na anterior. O estomodeo, o primeiro e segundo pares
de arcos branquiais ja estdo formados. O dobramento da extremidade cefélica e caudal é mais proeminente. B. No
detalhe, visdo dorsal de embrido de camundongo com 8 dias de gestagdo, periodo correspondente, em humanos,
ao estagio 11 de Carnegie. As setas apontam o sentido do fechamento do tubo neural.
Fonte A: Figura adaptada do site: http://embryology.med.unsw.edu.au/wwwhuman/Stages/Stage11.htm.
B: Figura adaptada do site: http://www.med.unc.edu/embryo images/unit-bdyfm/bdyfm htms/bdyfm016.
Acesso em: 30 abr. 2007.

O dobramento da extremidade cefdlica d4 origem ao estomodeo, uma depressao rasa,
de natureza ectodérmica, que formard a cavidade oral. Delimitando o estomodeo, ocorre
a formacao dos dois primeiros pares de arcos branquiais, que sao elevacoes arredondadas

resultantes da proliferacdo do mesoderma lateral da parede faringeana (Figuras 3 e 4. MOORE;
PERSAUD, 2004).
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Proeminéncia Frontonasal

Estomodeo

1° Par de Arcos Branquiais

2° Par de Arcos Branquiais

FIGURA 3: Visdo dorso-lateral de embrido de camundongo com 8 dias de
gestacdo, periodo correspondente, em humanos, ao estagio 11 de Carnegie
(23/26 dias). A figurailustra a localizagdo dos dois primeiros pares de arcos
branquiais, do estomodeo e da proeminéncia frontonasal.

Fonte: Figuraadaptadadosite: http://www.med.unc.edu/embryo images/
unit-hednk/hednk htms/hednk001.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.

FIGURA 4: Visdo lateral de embrido de
camundongo com 9 dias de gestagdo, periodo
correspondente, em humanos, ao estdgio 12
de Carnegie (quarta semana, de 26 a 30 dias
de gestacdo). O primeiro e o segundo pares de
arcos branquiais sdo evidentes. A envergadura
é proeminente tanto no aspecto caudal quanto
cefalico. Observa-se o término do fechamento
do tubo neural anterior.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.
med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/
hednk htms/hednk009.htm. Acesso em: 30
abr. 2007.

1° Par de Arcos Branquiais

2° Par de Arcos Branquiais
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FIGURA 5: Visdao lateral de embrido de
camundongo com 10 dias de gestacdo, periodo
correspondente, em embrido humano, ao esta-
gio 12 de Carnegie (quarta semana, 26 a 30
dias de gestagcdo). O primeiro par de arcos
branquiais d& origem a dois processos, maxilar
e mandibular, que delimitam o estomodeo
caudal e lateralmente.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.
med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/
hednk htms/hednk011.htm. Acesso em: 30
abr. 2007.

Processo Maxilar

Processo Mandibular

2° Par de Arcos Branquiais

Logo em seguida, o primeiro par de arcos branquiais se divide nos processos mandibular
e maxilar, delimitando o estomodeo caudal e lateralmente (Figura 5). Quando o embriao atinge
aidade gestacional de aproximadamente cinco semanas, o estomodeo passa a ser limitado por
seis pares de arcos branquiai. Em humanos, o quinto par é uma estrutura transitdria e o sexto

par nao ¢é visivel externamente (Figura 6).

FIGURA 6: A. Visdo frontolateral de embrido
humano no estagio 13 de Carnegie (quinta
semana, 28 a 32 dias de gestacdo). O primeiro,
segundo, terceiro e quarto pares de arcos
branquiais sdo visiveis externamente. O quinto
par é uma estrutura transitéria e o sexto ndo
forma elevagdo externa.

Fonte: Figura adaptada do site: http://
embryology.med.unsw.edu.au/wwwhuman/
Stages/Stage12.htm. Acesso em: 30 abr.
2007.

Pares de Arcos Branquiais
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Placéide olfativo

Pares de Arcos Branquiais

FIGURA 6: B. Visao frontal de embrido humano,
ainda no estagio 13 de Carnegie, ap6s um corte
logo acima da proeminéncia cardiaca. Sob este
angulo se observa, além dos arcos branquiais,
o placéide olfativo.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.
med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/
hednk htms/hednk013.htm. Acesso em: 30
abr. 2007.

Cada  processo  mandibular
cresce no sentido da linha mediana
da face, onde entra em contato com
sua contraparte formando o lébio
inferior. Paralelo a isso, recobrindo o

prosencéfalo e em répida expansao, hd

o processo frontonasal (Figura 7. SUN et al., 2000; MOORE; PERSAUD, 2004). Ainda nesse

mesmo periodo, desenvolvem-se espessamentos no processo frontonasal, localizados logo acima

da abertura do estomodeo, denominados de placéides olfativos ou nasais (Figura 8), em volta

dos quais hd proliferacao do mesénquima, originando uma saliéncia em forma de ferradura que

Processo
Fibronasal

transforma os placdides em fossetas nasais.
O brago lateral de cada ferradura origina
dois novos processos: o nasal lateral e o
nasal medial (Figura 9. MOORE; PERSAUD,
2004).

FIGURA 7: Visdo frontal de embrido de camundongo
com 10 dias de gestagdo, periodo correspondente,
em humanos, ao estagio 13 de Carnegie (5 semanas,
28 a 32 dias de gestagdo). O processo mandibular
cresce em direcdo a regido medial da face, onde se
encontra com seu par, formando o labio inferior. As
setas indicam o sentido do crescimento dos processos
mandibulares. Localizado acima do estomodeo e, em
rapido crescimento, observa-se a regido frontonasal.
Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.
unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/
hednk026.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.
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FIGURA 8: Visdo frontal de embrido de camundongo
com 10 dias de gestagdo, periodo correspondente,
em humanos, ao estagio 13 de Carnegie (5 semanas,
28 a 32 dias de gestacdo). Observa-se espessamentos
localizados no processo frontonasal, sdo os placoides
olfativos ou nasais.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.
unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/
hednk001.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.

Processo nasal medial

Fosseta nasal
Processo nasal lateral

Processo maxilar

FIGURA 9: Visdo frontal de embrido de
camundongo com 10 dias de gestacao,
periodo correspondente, em humanos,
ao estdgio 14/15 de Carnegie (5 se-
manas, 31 a 38 dias de gestacdo). Em
volta dos placoides olfativos ha uma
rapida proliferacdio do mesénquima
subjacente, determinando o apare-
cimento de uma saliéncia em forma de
ferradura, que transforma o placéide
em fosseta nasal. O braco lateral de
cada ferradura é chamado de processo
nasal lateral, e o brago medial de pro-
cesso nasal medial.

Fonte: Figura adaptada do site: http://
www.med.unc.edu/embryo images/
unit-hednk/hednk htms/hednk028.htm.
Acesso em: 30 abr. 2007.

Dessa forma, na quintasemana de gestag@o, o estomodeo é delimitado por cinco processos:

maxilar, mandibular, frontonasal, nasal lateral e nasal medial. Durante as duas préximas

semanas, 0s processos maxilares crescem no sentido da linha mediana da face, comprimindo

os processos nasal medial e lateral. A fusdo desses processos resulta na formacao do nariz,

ldbio superior e segmento intermaxilar (Figuras 10, 11, 12 e 13), este ultimo composto por
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FIGURA 10: Visdo frontal de embrido de camundongocom  FIGURA 11: Visdo frontal de embrido humano no
11 dias de gestagdo, corresponde, em humanos, ao estagio  estagio 17 de Carnegie (6 semanas, 42 a 44 dias de
16 de Carnegie (6 semanas, 37 a 42 dias de gestacdo). O  gestacdo). A unido dos processos nasal lateral, nasal
processo maxilar cresce no sentido mediaano da face. medial e maxilar forma o nariz.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.  Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.
unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/  unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/
hednk030.htm. Acesso em: 30 abr. 2007. hednk031.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.

FIGURA 12: llustragdo da contribuicdo de cada um dos processos na formagdo da face.
Fonte: Figura adaptada do site: http://connection.lww.com/products/sadler/images/figurelarge15-22.jpg. Acesso
em: 30 abr. 2007.

um componente labial que forma o filtro do ldbio superior, um componente maxilar que
serve de suporte aos quatro incisivos e um componente palatal que forma o palato primério
(BROWN; SANDY, 2002; MOORE; PERSAUD, 2004; KURJAK et al., 2007).

O palato primdrio, também chamado processo palatal mediano, inicia o seu

desenvolvimento a partir da parte mais interna do segmento intermaxilar. E formado por
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uma massa cuneiforme de mesoderma, tem forma triangular ou de concha e estd entre as

superficies internas dos processos maxilares em desenvolvimento (Figura 13. MOORE;
PERSAUD, 2004).

Palato primario

Crescimento das paredes palatais

FIGURA 13: Um corte entre o processo mandibular
e maxilar, em embrides de camundongos com 12 dias
(embrido humano: estagio 18/19 de Carnegie, 7 se-
manas), permite a visualizagdo do palato primario,
que é uma extensdo do processo nasal mediano e o
crescimento das paredes palatais, partindo do processo
maxilar.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.
unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/
hednk034.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.

O periodo mais critico da palatogénese é caracterizado pelo fechamento do palato
secundario. Kerrigan et al (2000) dividiram esse periodo em trés estdgios. No estdgio I, ocorre
a formacao de dois processos, um de cada lado da face, que tem origem na parte interna dos
processos maxilares e sao chamados de paredes palatais ou cristas palatais. Inicialmente, essas

cristas crescem verticalmente ao lado da lingua (Figura 14).

—

FIGURA 14: A. Corte frontal de embrido de camundongo com 14 dias de gestagdo, correspondente, em humanos,
ao estagio 20 de Carnegie. As paredes palatais crescem verticalmente, posicionando-se ao lado da lingua. B.
llustragdo do crescimento vertical das paredes palatais.
Fonte: A. Figura adaptada do site: http://www.med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/hednk034.htm.
Acesso em: 30 abr. 2007.

B. Figura adaptada de Sperber (2001, p. 40).
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No estagio 11, as paredes palatais se elevam sobrepondo-se horizontalmente a lingua. Apds
a reorientagao, as paredes continuam crescendo no sentido da linha mediana da face, até que
suas cristas (bordas) médias epiteliais (CME) entrem em contato entre si (Figura 15). O estdgio

III é caracterizado pela forma¢ao de uma L] entre as CME, que logo depois é degradada para

formar um tnico 6rgao, o palato secunddrio (Figuras 16 e 17. KERRIGAN et al., 2000).

FIGURA 15: A. Corte frontal de embrido de camundongo com 14 dias de gestacdo, correspondente, em humanos,
ao estagio 21 de Carnegie (8 semanas de gestacdo). As paredes palatais assumem a posicdo horizontal, continuam
crescendo nesse sentido até se encontrarem na linha mediana da face. B. Corte entre a mandibula e a maxila, mostrando
a horizontalizagdo das paredes palatais, porém, ainda sem o contato entre elas.
Fonte: A. Figura adaptada do site: http://www.med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/hednk038.htm.
B. Figura adaptada do site: http://www.med.unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk htms/hednk039.htm.
Acesso em: 30 abr. 2007.

FIGURA 16: Corte entre a mandibula e a maxila de embrido ~ FIGURA 17: Corte entre a mandibula e a maxila de
de camundongo com 14,5 dias de gestagdo, correspondente,  embrido de camundongo com 15 dias de gestagdo,
em humanos, ao estdgio 21/22 de Carnegie (8 semanas).  correspondente, em humanos, ao estagio 23 de
A regido mediana da parede epitelial entra em contato com  Carnegie (8 semanas). Observa-se que toda a
seu par, formando uma LJ. Logo em seguida, o mesmo extensdo da LJ ja foi degradada, formando um
ocorre com a regido anterior e a posterior a este ponto. As  Unico érgao.

flechas indicam esse movimento. Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.
Fonte: Figura adaptada do site: http://www.med.unc.edu/ unc.edu/embryo images/unit-hednk/hednk
embryo images/unit-hednk/hednk htms/hednk040.htm.  htms/hednk041.htm. Acesso em: 30 abr. 2007.
Acesso em: 30 abr. 2007.
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As porgoes mais posteriores desse processo sao as tltimas a se fundirem e formar a dvula.
Em seguida, o processo palatal secundario se funde com o primdrio e com o septo nasal,
separando a cavidade oral da nasal (FITZGERALD, 1980). A Figura 18 ilustra o palato de um

adulto com desenvolvimento normal.

Dentes

Léabio superior

FIGURA 18: llustracio de uma
Alvéolos Palato primario palatogénese bem sucedida.
Fonte: Figura adaptada do site:
http://www.moondragon.org/
obgyn/pediatric/cleft.html. Acesso
= em: 30 abr. 2007.

Palato duro

Palato
secundario

Palato mole .
Tonsilas

Qualquer falha durante os processos envolvidos na palatogénese pode ocasionar diferentes
tipos de fissura. As fissuras labio-palatais, de acordo com Spina (1973), podem ser classificadas
em pré-forame incisivo, transforame incisivo, pds-forame incisivo e fissuras raras da face.
As fissuras pré-forame incisivo (Figura 19) se localizam a frente do forame incisivo, podem
abranger o l4bio e o rebordo alveolar, variando desde pequenos entalhes na mucosa e/ou pele

do l4dbio, denominadas de incompletas; até o rompimento total do labio e rebordo alveolar,

passando pelo assoalho do nariz e atingindo o forame incisivo, denominadas de completas.

Figura 19: A fissura pré-forame incisivo pode atingir somente o labio, ou o labio e a regido anterior do palato. A.
Fissura pré-forame incisivo unilateral incompleta. B. Fissura pré-forame incisivo unilateral completa. C. Fissura pré-
forame incisivo bilateral completa. A fissura pré-forame incisivo bilateral também pode ser incompleta.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.bch.org.uk/departments/cleftlipandpalate/patientinformation.htm.
Acesso em: 5 maio 2007.



Capitulo 2 Revisdo de Literatura

De acordo com o lado envolvido, classificam-se em unilateral, bilateral ou mediana, estas sao

pouco freqiientes e acometem o filtro do ldbio superior (SPINA, 1973).

As fissuras transforame incisivo (Figura 20) sao fissuras totais, que rompem a maxila em

toda a sua extensao, desde o l4bio até a ivula. Podem ser unilaterais ou bilaterais (SPINA, 1973).

FIGURA 20: A fissura transforame
incisivo atinge todo o palato e
labio, e pode ser unilateral (A) ou
bilateral (B).

Fonte: Figura adaptada do
site: http://www.bch.org.uk/
departments/cleftlipandpalate/
patientinformation.htm. Acesso
em: 5 maio 2007.

As fissuras pds-forame incisivo (Figura 21) se localizam posteriormente ao forame
incisivo, podendo atingir todo palato secundério ou apenas a tvula. E, por fim, as fissuras
raras de face, tais como: a fissura naso-ocular, fissura buco-ocular, macrostomia, fissura buco-

auricular e fissuras da mandibula, 14bio inferior e nariz (SPINA, 1973).

FIGURA 21: As fissuras pos-forame
incisivo atingem somente o palato
secundario e podemserincompletas
(A) ou completas (B).

Fonte: Figuras adaptadas do
site: http://www.bch.org.uk/
departments/cleftlipandpalate/
patientinformation.htm. Acesso
em: 5 maio 2007.

O tratamento idicado para minimizar as consequéncias das fissuras orais e ou palatais
requer o acompanhamento do fissurado por uma equipe multidisciplinar por periodos

longos, em média 18 anos.

Tendo em vistaaalta incidéncia de fissuras e todas as dificuldades pelas quais os fissurados
e suas familias passam, foi criada em Bauru - SP, no ano de 1967, um centro de Pesquisa e
Reabilita¢ao de Lesoes Labio-Palatais, conhecido carinhosamente como “Centrinho”. Em 1998,
devido a ampliagao do seu campo de atividade, o “Centrinho” recebeu nova denominacao,

em vigor até hoje, Hospital de Reabilitacao de Anomalias Cranio-Faciais - HRAC/USP.
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FIGURA 22: Principais eventos de formagdo do palato secundario. A.
Crescimento vertical das paredes palatais. B. Reorientagdo e crescimento
das paredes palatais. C. Adesdo e formacdo da LJ. D. Completa degradagdo
da LJ, originando um tnico 6rgao.

Fonte: Figura adaptada de Dudas et al. (2007, p. 3).

Crescimento horizontal

}C 2.2 MECANISMOS MOLECULARES

Adesdo

. ENVOLVIDOS NA PALATOGENESE
: As mais recentes pesquisas envolvendo a palatogénese

tém se concentrado nos trés principais eventos de formagao

Degradacio LJ

do palato secunddrio, ou seja, o crescimento das paredes, a

o

sua elevacao e a formagao, e degradacao da L] (Figura 22).

2.2.1 Crescimento das paredes palatais

Em camundongos, por volta do 12,5 dias de desenvolvimento embriondrio (DE), inicia-
se o crescimento das paredes palatais (STANIER; MOORE, 2004; DUDAS et al., 2007). Nesse
periodo, a sintese de DNA, a atividade proliferativa e a migracao celular tém recebido uma
destacada aten¢ao (MOTT; TOTO; HILGERS, 1969; HUDSON; SHAPIRO, 1973; BURDETT;
WARTERFIELD; SHAH, 1988; HEHN et al., 1998; IZADNEGAHDAR; RATHANASWAMI;
SHAH, 1999; LAN et al., 2001; 2004; ZHANG et al., 2002; ITO et al., 2003; SASAKI et al., 2004;
XUAN et al., 2006; LEE et al., 2007).

As paredes palatais sao compostas por células mesenquimais, responsaveis por secretar os
componentes de MEC, delimitadas por uma lAmina basal composta de células cuboidais e sitiada
junto a membrana basal, e uma lamina composta por células achatadas chamada de periderme
(HOLTGRAVE; STOLTENBURG-DIDINGER, 2002; DUDAS et al., 2007). O crescimento das
paredes ocorre gradualmente e depende, além da proliferacao e migracao celular (ZHANG
et al., 2002; NAWSHAD; LaGAMBA; HAY, 2004), da composi¢cao e remodelamento da sua
MEC (KNUDSEN; BULLEIT; ZIMMERNAN, 1985; MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1993;
MANSELL et al., 2000; BROWN et al., 2002; DUDAS et al., 2007).

As principais moléculas que compoem a MEC da parede palatal, nesse estigio de
desenvolvimento, sao os diferentes tipos de coldgenos (FOREMAN et al., 1991; MORRIS-
WIMAN; BRINKLEY, 1992; 1993; OHSAKI et al., 1995; SINGH et al., 1998; MANSELL et al.,
2000; MORRIS-WIMAN; BURCH; BASCO, 2000). Uma forte evidéncia de que o coldgeno esteja
intimamente relacionado a diferenciacao celular é que essa proteina é detectada pela primeira vez
em embrides de vertebrados no estagio de gastrula, exatamente quando terminam as clivagens e
se inicia a diferencia¢ao dos trés folhetos embriondrios (SANTOS JR; WADA, 2001).
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O 4cido hialuronico, outro componente de MEC da parede palatal (PRATT et al., 1973;
KNUDSEN et al., 1985; MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1993; SINGH et al., 1994; 1997; DEGITZ;
FRANCIS; FOLEY, 1998), propicia um microambiente ideal para a migragao celular e, devido a
sua caracteristica hidrofilica, provoca uma expansao dos espagos intercelulares, resultando em um
aumento do volume tecidual. A fibronectina ¢ outro exemplo de molécula que compoe a MEC
da parede palatal durante o seu crescimento (MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1993; MANSELL
et al., 2000). Sabe-se que a fibronectina desempenha uma importante fun¢ao em processos que
envolvem migracao, adesao e diferenciacao celular (SOUZA JR.; WADA, 2001). Nao obstante,
Morris-Wiman e Brinkley (1993) determinaram o padrao de expressao de coldgeno I e I1I, 4cido
hialurénico e fibronectina durante esse periodo da palatogénese e concluiram que a diferenca
na distribuigao espacial e temporal dessas moléculas é de suma importancia para o adequado

crescimento e eleva¢ao das paredes palatais.

Diversos grupos de pesquisadores tém investigado a importancia de genes durante o
estagio de crescimento das paredes palatais. O Msx1, Bmp, Shh, (SATOKA; MAAS, 1994; LU;
JIN; TIPOE, 2000; ZHANG et al., 2002; JEZEWSKI et al., 2003), Tgfa (MIETTINEN et al.,
1999), Osr2 (LAN et al., 2001; 2004), Lhx8 (ZHAO et al., 1999), Pax9 (PETERS et al., 1998)
desempenham importante fun¢ao na proliferagao celular. J4 o Gli2, Gli3, Tgff2 e Hoxa2
atuam na migrac¢do e diferenciagao celular (RIJLI et al., 1993; MO et al., 1997; SANFORD
et al., 1997; REDDY, 2005). Camundongos nocauteados para esses genes apresentam fissura
palatal em decorréncia de falha no crescimento das paredes. Acredita-se que o crescimento
insuficiente do mesénquima da parede palatal de camundongos seja a causa mais comum de
fissura de palato nessa espécie (SATOKA; MAAS, 1994; ZHAO et al., 1999; ZHANG et al.,
2002; LAN et al., 2004).

2.2.2 Mecanismos responsaveis pela elevacdo das paredes palatais

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar o movimento que provoca a
rdpida elevacao das paredes palatais, promovendo sua horizontaliza¢ao. No entanto, a melhor
aceita, até 0 momento, sugere que isso ocorra em func¢ao da combinagao de fatores extrinsecos
e intrinsecos (BROWN; SANDY, 2002). Sao considerados fatores extrinsecos a contragao da
lingua em respostaa estimulagao neural (WRAGG; SMITH; BORDEN, 1972), o crescimento da
cartilagem de Meckels na direcao sagital, resultando no aumento da proeminéncia mandibular
(JELINEK; PETERKA, 1977), e a elevacao da cabeca em rela¢dao ao corpo, aumentando a
cavidade oral (DIEWERT, 1983). Esses acontecimentos contribuem para o deslocamento da

lingua para baixo, criando um espaco livre para a elevagao das paredes.

O principal fator intrinseco é caracterizado pelo aumento do volume tecidual. O
crescimento da parede palatal é acompanhado pelo aumento na quantidade de 4cido

hialurénico, que promove o aparecimento de forcas hidrostaticas, estas exercem uma pressao
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osmotica em determinado ponto da parede palatal que, ap6s seu limite de resisténcia, causa a
elevacao da parede (LAZZARO, 1940 apud DIEWERT, 1979; FERGUSON, 1978; BRINKLEY;
VICKERMAN, 1982; BRINKLEY; MORRIS-WIMAN, 1984).

Além disso, outro importante fator que contribui para a elevagao das paredes palatais é a
reorganizacao celular. Imediatamente antes da reorientagao, a camada epitelial se torna mais espessa,
apresentando uma atividade mitdtica maior na superficie lateral do que na superficie medial, ainda a
superficie oral apresenta maior vascularidade do que a superficie nasal. Essas variagoes regionais no
crescimento, forma e vascularizagao aumentam a forca intrinseca, culminando na horizontalizagao
das paredes (GREGG; AVERY, 1971; LUKE, 1984; AMIN et al., 1994).

Para que o estagio IT de desenvolvimento do palato secundério possa ocorrer, é primordial
que o estagio I tenha evoluido de forma normal.

2.2.3 Fusdo e degradacdo da Linha de Jun¢do

A reorientacao das paredes palatais e seu continuo crescimento no sentido horizontal
promovem o contato entre as células daldminabasal que recobrea CME de cada parede, formando
uma espécie de sutura, L], entre elas. Acredita-se que essa L] ocorra em conseqiiéncia a secre¢ao
de moléculas adesivas e a formagao de desmossomos (MOGASS; BRINGAS JR.; SHULER, 2000).

O desaparecimento da junc¢ao é, certamente, o ponto mais intrigante da palatogénese.

Ha evidéncias que apontam trés principais hipdteses para o rapido desaparecimento da
LJ. Na primeira, o crescimento do palato no sentido oronasal colaboraria com a migra¢ao das
células da jun¢ao para a regiao oral e nasal da parede palatal, formando tridngulos epiteliais. A
segunda seria a morte celular programada e, por fim, a terceira hipétese aponta evidéncias de
que algumas células epiteliais migram da jungao para o mesénquima e se diferenciam em células
mesenquimais, fendmeno conhecido como transdiferenciagio (SHAPIRO; SWENEY, 1969;
FITCHETT; HAY, 1989; CARRETTE; FERGUSON, 1992; HAY, 1995; MANSELL et al., 2000;
MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2000; SUN; BAUR; HAY, 2000; STANIER; MOORE, 2004).

Estes eventos de morte, migragdao e transdiferenciagao celular provavelmente nao
ocorrem de forma isolada, mas sim combinados entre si e controlados por uma variedade
de genes e seus produtos (STANIER; MOORE, 2004).

Apesar das hipoteses acima apontarem caminhos para o desaparecimento das células
epiteliais da juncao, nenhuma delas explica a degradacao da membrana e lamina basal, ponto
crucial para que ocorra a fusao completa do palato, uma explicacao seria sua degrada¢ao mediada

por proteases, principalmente as MMPs.

2.3 METALOPROTEINASES DE MATRIZ

Dentre as principais enzimas que atuam remodelando ou degradando os componentes da

MEC estao as MMPs. A primeira reportagem a respeito das MMPs ocorreu em 1962, por Jerome
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Gross e Charles Lapiére. Eles observaram, em fragmentos de pele de girinos, uma enzima ativa que
degradava a tripla hélice de coldgeno tipo I nativo (GROSS; LAPIERE, 1962). Desde entao, muitos

avancos foram feitos a cerca desse assunto.

MMPs sao endopeptidases zinco dependente, secretadas por células e responsaveis
pela degradacao dos componentes da matriz. Elas fazem parte de um grande cla, o cla MB,
conhecido genericamente por metzincinas, que contém uma seqiiéncia de consenso no sitio
ativo (HEXXHXXGXXH), no qual trés residuos de histidina coordenam o ion zinco e um
residuo de metionina promove um “Met-turn” abaixo do sitio ativo do zinco. As metzincinas
agrupam diversas familias, dentre as quais a M10, que é dividida em subfamilias A e B. As
MMPs fazem parte da subfamilia A, também conhecida como matrixinas. As MMPs de
espécies vertebradas sao designadas por niumeros, enquanto aquelas de espécies invertebradas
sao designadas por nomes triviais (ALEXANDER, 2002).

Até o momento sao conhecidas 28 MMPs, sendo que 23 dessas estao presentes no genoma
humano (Tabela 1. SOMERVILLE et al., 2003). Antes de tal diversidade genética ser conhecida,
eram classificadas de acordo com a sua afinidade pelos diferentes substratos. Assim, eram divididas
em colagenases, gelatinases, estromelisinas, elastases e outras. Atualmente, sao classificadas de
acordo com a localizagao celular em MMPs secretadas ou ancoradas a membrana; e ainda, de
acordo com a sua organizagao estrutural. As MMPs secretadas incluem: MMPs com um dominio
minimo, MMPs contendo um dominio simples tipo hemopexina ou vitronectina; MMPs com
propriedades gelatinoliticas (gelatinases) e MMPs ativadas por furina. Jd as MMPs ancoradas a
membrana incluem MMPs transmembrana tipo I, MMPs ligadas a glicosilfosfaditilinositol (GPI)
e MMPs transmembrana tipo II (EGEBLAD; WERB, 2002; SOMERVILLE et al., 2003). A Figura

23 ilustra as diferentes caracteristicas estruturais de cada subgrupo.

Todas as MMPs possuem dois dominios bem conservados chamados de pré-dominio e
dominio catalitico. O pr6-dominio tem forma oval e contém um residuo de cisteina na seqiiéncia
PRCXXPD. Esse residuo de cisteina foi denominado cisteina “switch” por ser responsavel pela
manuten¢ao da enzima na forma inativa, se ligada ao Zn ?* do dominio catalitico, ou de ativa-
la por meio da quebra dessa ligagao (STERNLICHT; WERB, 2001). Na por¢ao N terminal do
pré-dominio de todas as MMPs hd uma seqiiéncia sinal que direciona a enzima quando ha
necessidade de sua translocagao para o meio extracelular (KONTTINEN et al., 1999). O dominio
catalitico possui forma esférica e apresenta uma fenda que se estende horizontalmente para se
ligar aos substratos ou inibidores. Contém o Zn** em seu sitio ativo ligado a trés histidinas na
seqiiéncia HEF/LGHS/ALGLXHS e dois ou trés fons de calcio (STOCKER et al., 1995).

A maioria das MMPs é sintetizada na sua forma de pré-pr6-enzima e secretadas para o
meio extracelular como pré-enzimas, excecao feitaas MMPs que possuem na sua estrutura
uma seqiiéncia de reconhecimento a furinas e podem ser ativadas intracelularmente no
complexo de Golgi (LOHI et al.,2001; MARCHENKO; STRONGIN, 2001; MARCHENKO et
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TABELA 12: METALOPROTEINASES DE MATRIZ IDENTIFICADAS NO GENOMA HUMANO E SEUS SUBSTRATOS.

Revisdo de Literatura

Nome da Nome Substratos substratos nao Outros
proteina Alternativo colagenosos colagenosos substratos
MMP-1 Colagenase-1 | Colageno I, II, IIl, VII, VIII, X, Agrecam, caseina, nidogem, serpina, versicam, perlecam, o 1-antitripsina, o 1-proteinase inibidora, IGFBP-3,
e gelatina proteina de ligacdo e tenascina-C IGFBP-5, IL-IB, L-selectina, ovastatina, TNFou
recombinante, TNFa. peptideo e SDF-I
MMP-2 Gelatinase-A | Colageno I, IV, V. VI, X, XI, XIV | Agrecam, elastina, fibronectina, laminina, nidogem, MMP-9 ativa, MMP-13 ativa, FGF RI, IGF-BP-3, IGF-
e gelatina proteina de ligagao e versicam BP5, IL-IB, TNFou recombinante e peptideo e TGF-B
MMP-3 Estromelisina-1 | Colageno II, IV, IX, X e gelatina | Agrecam, caseina, nidogem, decorim, elastina, fibronectina, | c1-antiquimotripsina, c.1-proteinase inibidora,
laminina, versicam, perlecam e proteina de ligacao antitrombina I1l, E-caderina, Fibrinogenio, IGF-BP3,
L-selectina, ovastatina, pro-HB-EGF. pro-IIB, pro-
MMP-1, -8, -9, pro-TNFa. e SDF-I
MMP-7 Matrilisina-1, | Colagenol, II, Il,, IV e X Agrecam, caseina, elastina, enactina, laminina e proteina | Bdintegrina, decorim, defensina, E-caderina, fas-L,
de ligagdo plasminogenio, pr6-MMP-2-7, pro-TNFa, transfer-
rina e sidecan
MMP-8 Colagenase-2 | Colageno I, Il, I, V, VI VIIl, X | Agrecam, laminina e nidogem a2-antiplasmina e pré-MMP-8
e gelatina
MMP-9 Gelatinase-B | Colageno IV, V, VII, X e XIV Fibronectina, laminina, nidogem, proteina de ligacdo e CXCLS, IL-IB, IL2-R, plasminogenio, pro-TNFar,
versicam SDF-1 e TGFB
MMP-10 Estromelisina-2 | Colageno IIl, IV, V e gelatina Fibronectina, laminina e nidogem Pro-MMP-1,-8 e -10
MMP-11 Estromelisina-3 Laminina o1-antitripsina, o 1-proteinase inibidora e IGFBP-I
MMP-12 Metaloelastase Elastina Plasminogenio
MMP-13 Colagenase-3 | Colageno |, II, Il IV.V, IX, X, XI | Agrecam, fibronectina, laminina, perlecam e tenascina Plaminogenio ativador 2, pr6-MMP-9, -13 e SDF-|
e gelatina
MMP-14 MT1-MMP | Colageno |, II, Ill e gelatina Agrecam, dermatam sulfato, fibrina, fibronectina, laminina, | .12 integrina, CD44, gClgR, pro-MMP-9,-13,
nidogem, perlecam, tenascina e vitronectina pro-TNFe, SDF-I e transglutaminase tecidual
MMP-15 MT2-MMP Colageno |, I, Ill e gelatina Agrecam, fibronectina, laminina, nidogem, perlecam, Pro-MMP-2, -13 e transglutaminase tecidual
tenascina e vitronectina
MMP-16 MT3-MMP Colageno |, Ill e gelatina Agrecam, caseina, fibronectina, laminina, perlecam e Pro-MMP-2, e -13
vitronectina
MMP-17 MT4-MMP Gelatina Fibrina e fibronectina
MMP-19 RASI-1 Colageno |, IV e gelatina Agrecam, caseina, fibronectina, laminina, nidogem e
tenascina
MMP-20 Enamelisina Agrecam, amelogenina, cartilagem oligomerica
MMP-21 o1-antitripsina
MMP-23AeB CA-MMP Gelatina
MMP-24 MT5-MMP | Gelatina Condroitim sulfato, dermatam sulfato e fibronectina Pro-MMP-2 e -13
MMP-25 MT6-MMP | Colageno IV e gelatina Fibrina e fibronectina Pro-MMP-2
MMP-26 Matrilisina-2 | Colageno IV e gelatina Caseina, fibrinogenio e fibronectina {31-proteinase inibidora
MMP-28 Epilisina Caseina
Fonte: Tabela adaptada de Somerville et al. (2003, p. 2)

al.,2001; KANG; SVOBODA, 2002). A ativa¢ao ocorre em conseqiiéncia da remogao do proé-
dominio e abertura do dominio catalitico no sitio de ligacao do ion zinco, seguida de outras
clivagens cataliticas que tornam a enzima estdvel. Com a abertura do dominio catalitico
a cisteina ligada ao zinco é removida, este é hidratado e fica disponivel para ligacoes com
seus respectivos substratos (Figura 24. SPRINGMAN et al., 1990). Esse mecanismo depende
da acao de proteases, com destaque para a plasmina e MT-MMP (STEEN et al., 2002).

E interessante o fato de que as MMPs podem ativar umas as outras, resultando numa cascata

de ativacao.

2 Apesar de serem conhecidas 23 MMPs, em humanos, 29 designagoes vém sendo usadas na literatura. Os simbolos MMP-4,
MMP-5, MMP-6 and MMP-29 sao redundantes em humanos. MMP-18 corresponde a Xenopus laevis collagenase, que, em
humanos, ¢ denominada de MMP-19. MMP-21 e MMP-22 sao sintetizadas por genes muito semelhantes, localizados em um

segmento do cromossomo 1 em humanos. Por isso, passaram a ser denominadas de MMP23A e MMP23B.
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A) Dominio Estrutural das MMPs
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B) Classificagio das MMPs de acordo com a suas caracteristicas estruturais

Grupo cisteina -

1. MMPs com um dominio minimo
(MMP-7 & MMP-26)

2. MMPs contendo um dominio simples tipo
hemopexinalvitronectina (MMP-1, MMP-8,
MMP-13, MMP-3, MMP-10, MMP-12,
MMP-19, MMP-20)

3. MMPs com dominio de ligagdo & gelatinas
(MMP-2, MMP-9)

4. MMPs ativadas por furinas
(MMP-11, MMP-21 e MMP-28)

5. MMPs trans-membrana tipo | (MMP-MT1,
MMP-MT2, MMP-MT3 e MMP-MTS5)

6. MMPs ancoradas a GPI
(MMP-MT4 e MMP-MTG6)

7. MMPs trans-membrana tipo Il
(MMP-23A e MMP-23B)
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FIGURA 23: A. Todas as MMPs possuem em
sua estrutura um peptideo sinal (envolvido
no mecanismo de secre¢do), um pré-dominio
(contendo um conservado residuo cisteina) e
um dominio catalitico (contendo o zinco no seu
sitio ativo). As outras estruturas sdo variaveis.
B. Classificagdo das MMPs em subgrupos
baseados nas similaridades estruturais.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.
expertreviews.org/. Acesso em: 14 maio 2007.

FIGURA 24: O mecanismo da cisteina “switch”
regula a ativagdo das MMPs. O grupo tiol do
residuo de cisteina, localizado no caboxi terminal
do pro-dominio, atua se ligando ao zinco do
sitio ativo, resultando na exclusdo de agua e
mantendo a forma latente da enzima. A remogado
do pro-dominio por mudangas conformacionais
ou ruptura proteolitica da ligagdo zinco/cisteina/
grupo tiol, permite a entrada de 4gua e a enzima
passa para sua forma ativa.

Fonte: Figura adaptada de Somerville et al.
(2003, p. 5).
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As MMPs, uma vez ativadas, necessitam de diferentes mecanismos para controlar a sua

atividade proteolitica, seja nos niveis transcricional, pés-transcricional ou protéico, com a

participag¢ao de ativadores e inibidores. A Figura 25 resume os diversos processos regulatdrios

das MMPs.
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FIGURA 25: Mecanismos regulatérios das
MMPs. 1. Sinais indutores ou repressores a
partir do meio extracelular. 2. Transducdo de
sinais intracelulares. 3. Ativacdo ou repressdo
da expressio génica. 4. Processamento
do RNA mensageiro. 5. Degradagdo do
RNA mensageiro. 6. Ativacdo intracelular.
7. Secregdo constitutiva. 8. Regulagdo da
secrecdo. 9. Expressdo na superficie celular.
10. Ativagdo proteolitica. 11.Processamento ou
inativacdo proteolitica. 12. Inibicdo protéica.
13. Localizagdo na matriz extracelular. 14.
Localizagdo na superficie celular. 15. Endocitose
e degradagdo intracelular.

Fonte: Figura Adaptada de Sternlicht e Werb
(2001, p. 423).

Dentre as MMPs, aquelas com propriedades gelatinoliticas, as gelatinases, tém

despertado as atengoes de pesquisadores por apresentarem um alto potencial de degrada¢ao

de membranas basais, tanto em processos fisiol6gicos como a morfogénese (SAHLBERG et
al., 1999; MANSELL et al., 2000; LEE et al., 2001; LEGALLICIER et al., 2001; CANTEMIR et
al., 2004), quanto em processos patolégicos como na metastase e invasao tumoral (CURRAN;
MURRAY, 2000; GIANNELLI; ANTONACI, 2002; FUNDYLER; KHANNA; SMOLLER,
2004; KAWAMURA et al., 2004; HANDSLEY; EDWARDS, 2005). Esse subgrupo de MMPs foi

originalmente descrito como colagenases IV, por sua habilidade em degradar colageno IV.

A MMP-2, uma das duas enzimas pertencentes ao grupo das gelatinases, foi inicialmente
purificada de tumores metastdticos de camundongos (LIOTTA; THORGEIRSSON; GARBISA,
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1982), mas é expressa por diferentes tecidos, normais ou nao. Na MEC, a forma ativa de
MMP-2 estd ligada ao coldgeno I e IV, gelatinas e laminina, a ligagao com essas moléculas
ocorre através do dominio tipo fibronectina; ou entao, na forma inativa, é encontrada ligada
a membrana (SATO et al., 1994; ELLERBROEK et al., 2001).

A expressao génica de MMP-2 é dependente da ligagao de fatores de transcri¢ao na
regiao promotora minima. Os principais sitios de liga¢ao identificados nessa regiao sao para
os fatores AP-1, AP-2, PEA3, C/EBP, CREB, Ets-1 e Sp1 (QIN; SUN; BENVENISTE, 1999),
p. 53 (BIAN; SUN, 1997). Os fatores de transcricao Sp1l e AP-2 ja foram reportados por
modular a expressao de MMP-2, enquanto a intera¢do de AP-2 com o fator YB-1 induz a
transcri¢gao de MMP-2 (MERTENS et al., 1998).

O mecanismo de ativacao da pr6-MMP-2 que mais tem sido alvo de estudos é aquele que
envolve MT1-MMP e TIMP-2 (SATO et al., 1994; STRONGIN et al., 1995; IMAI et al., 1996;
BUTLER etal., 1998; FERNANDEZ-CATALAN et al., 1998; ZUCKER et al., 1998; BERNARDO;
FRIDMAN, 2003). Ocorre como resultado da formagao de um complexo ternario entre MT1-
MMP/TIMP-2/pr6-MMP-2 na superficie celular, onde o dominio inibitério N-terminal da
TIMP-2 liga-se ao sitio ativo de MT1-MMP e seu dominio C terminal interage com o dominio
C terminal da pr6-MMP-2. Esse mecanismo depende ainda de uma molécula livre de MT1-
MMP nas proximidades desse evento. Butler et al. (1998) demonstraram que a ativacao de pro-
MMP-2 s6 ocorre quando a razao molar de TIMP-2 é baixa em relagao a MT1-MMP, se houver
excesso de TIMP-2 a pr6-MMP-2 nao é ativada e a MMP-2 ativa é inibida (Figura 26).

A outra MMP pertencente ao subgrupo das gelatinases é a MMP-9, produzidas por
macro6fagos, leucdcitos e células menos diferenciadas, como os osteoblastos e osteoclastos
(MURPHY et al., 1989; SAKIYAMA et al., 1994; OKADA et al., 1995; TTADERHANE et al.,
1998). Assim como a MMP-2, a MMP-9 aparece na MEC ligada a coldgeno I, gelatina ou
laminina (ALLAN et al., 1995).

A regiao promotora minima do gene de MMP-9 possui sitios de ligagao para AP-1,
NF-kB e Spl, que mediam sinergicamente a indugao do gene MMP-9 por TPA ou TNF-q, e
TGF-B (HUHTALA et al., 1991; SATO; SEIKI, 1993). Também h4 relatos de que Sp1 e Ets
sejam essenciais para a ativacao da expressao génica em fibroblastos de MMP-9 via sitio de
ligagao AP-1 (HIMELSTEIN et al., 1998).

A ativagao da pr6-MMP-9 envolve complexos mecanismos que sao dependentes do tipo
do agente que causa a remogao proteolitica da por¢ao N terminal do seu pré-dominio. Um
grande nimero de proteases purificadas ja foi reportado como responsaveis pela ativagao da
préo-MMP-9 in vitro. A tripsina (MASURE et al., 1990; OKADA et al., 1992; OGATA et al.,
1995; DUNCAN et al., 1998), a tripsina-2 (SORSA et al., 1997) e plasmina (GOLDBERG et
al., 1992; O'CONNELL et al., 1997) sao exemplos dessas proteases. A plasmina desempenha

uma importante fun¢ao nesse contexto, nao sé por atuar diretamente na clivagem do pré-

a4
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quantidades de TIMP-2 il guantidades de TIMP-2

) -

Iaf\' — B .3;\'@»”,*‘

& Extracelular a 5 Extracelular a

cé_, Intracelular 575 % Intracelular ?

N C : '
Chave TIMP-2 I  MT1-MMP b BB e pommp2 TRF N8

FIGURA 26: A. A MT1-MMP ancorada a membrana celular atua como um receptor para a TIMP-2. A TIMP-2, por meio
de seu dominio N terminal, liga-se ao sitio ativo de MT1-MMP, formando um complexo binério que atua como receptor
para pr6-MMP-2. O dominio C terminal de MMP-2 liga-se ao dominio C terminal de TIMP-2. Uma molécula de MT1-
MMP livre préxima a formagdo desse complexo cliva o pro-dominio da pr6-MMP-2, que é dissociada da membrana
gerando uma forma de MMP-2 intermediaria, a qual se torna completamente ativada por processos de autocatalise. B.
Esse mesmo mecanismo, na presenca de grandes quantidades de TIMP-2, satura todas as moléculas de MT1-MMP, ndo
ocorrendo a etapa de protedlise do pré-dominio da MMP-2, continuando esta na sua forma inativa.

Fonte: Figura adaptada do site: http://www.expertreviews.org/. Acesso em: 20 maio 2007.

dominio da MMP-9, mas também por atuar em outras pr6-MMPs, que por sua vez podem

ativar a pr6-MMP-9, desencadeando uma rede de ativagao (Figura 27 e Tabela 2).

Assim como as outras MMPs, as gelatinases necessitam ter sua atividade regulada, para
tanto, algumas moléculas atuam degradando ou inativando as formas ativas de MMP-2 e
MMP-9. A a,macroglobulina e a trombospondina sao exemplos delas, ligam-se as MMP-2 e
MMP-9 formando complexos que serao retirados por endocitose (SOTTRUP-JENSEN, 1989;
SOTTRUP-JENSEN et al., 1989). No entanto, durante um longo periodo, os inibidores teciduais

de MMPs, os TIMPs, foram os que mais se destacaram nessa fungao.

TIMPs sao glicoproteinas estdveis, pertencentes a uma familia composta por quatro
membros diferentes (TIMP1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4), que atuam com eficiéncias
diferentes sobre as MMPs. TIMP-1 apresenta uma alta afinidade para MMP-9, enquanto
TIMP-2 e TIMP-3 apresentam baixa afinidade por essa enzima. Ja TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-
4 se ligam com alta afinidade 8 MMP-2 (STEEN et al., 2002). TIMP-2 é, constitucionalmente,
produzida assim como a MMP-2, com quem normalmente estd pareada. A TIMP-3
normalmente se encontra localizada na MEC, e a TIMP-4 mais freqiientemente no tecido
vascular (ALEXANDER, 2002).
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FIGURA 27: Rede de ativagdo de pr6-MMP-9 por outras MMPs a partir da plasmina. O plasminogénio é convertido
a plasmina por meio da agdo de ativadores de plasminogénio tipo-tecidual e tipo-uroquinase. Este atua sobre
diferentes pré6-MMPs sollveis que terminam por atuar sobre a pro-MMP-9.

Fonte: Figura adaptada de Steen et al. (2002, p. 448)

Sabe-se que o balango entre a produgao de TIMPs e de MMPs representa um ponto
critico para o remodelamento da MEC (NAGASE; WOESSNER, 1999). Porém, o conceito
original de que as TIMPs sao responsaveis somente por efeitos contrarios aos das MMPs
deixou de ser verdadeiro. Exemplo cldssico desse fato é a ja citada a¢ao ativadora de TIMP
sobre pro-MMP-2.

Nostltimosanos,outramoléculaendégenapassouaser oalvo dasatengoes de pesquisadores
no que diz respeito a inibicao das gelatinases e das MT1-MMP. Trata-se do RECK (Reversion-
inducing-cysteine rich protein with Kazal motifs), uma proteina descoberta por Takahashi e

colaboradores em 1998.
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TABELA 2: ATIVADORES DIRETOS E INDIRETOS DA MMP-9.

Pro-enzima

Ativador

Pro-MMP-9

MMP-7

MMP-26

MMP-1

MMP-13

MMP-3

MMP-2

MMP-10

Calicreina tecidual
Catepsina G
Elastase neutrofilica

tripsina-2

Pro-MMP-8

MMP-3
MMP-10
Catepsina G

Pro-MMP-2

MMP-3

MMP-7

MMP-1

MT1-MMP
MT2-MMP
MT3-MMP
MTS5-MMP

Heparina

TIMP-2

Elastase neutrofilica

triptase

MMP-2 apds tripsina
MMP-7

MMP-10

MMP-3

Plasmina

Calicreina

Catepsina B lisossomal

Proteinase 11
Celulas endoteliais
Fator de angiogénese

Pro-MMP-3

Pro-MMp-7

Pro-MTi-MMP

Pro-MMP-11

Plasmina

Calicreina

Elastase neutrofilica
Catepsina G
Triptase

Proweinase [e [
Plasmina

Elastase leucocitiria
MMP-3

MMP-10

Furina {intracelular)
Plasmina

Furina (intracelular)

Pro-MMP-13

2.4 RECK

MT1-MMP
MMP-2

Revisdo de Literatura

Fonte: Tabela adaptada de Steen et al. (2002, p. 449)

Foi com o intuito de isolar e caracterizar genes com a capacidade de induzir a reversao do

fendtipo tumoral que Takahashi et al. (1998), estudando um novo vetor, obtiveram dois cDNA

clones que exibem significantes propriedades biolégicas. Um desses clones, o CT124, codifica

uma proteina (Msx-2) que induz a reversao de células tumorais. O outro gene isolado e o seu

produto foram denominados RECK devido a suas caracteristicas estruturais e atividade.

O RECK ¢ o tnico gene indutor da reversao tumoral caracterizado, até o momento, que

codifica uma proteina extracelular com dominios inibidores do tipo proteases. Sua expressao

estd fortemente suprimida em tumores e células transformadas por diversos tipos de
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oncogenes. A restauracao da expressao do gene RECK inibe a invasao e atividade metastatica

de células tumorais.

A proteina RECK ¢ uma glicoproteina de peso molecular 110 kDa, composta por 971
residuos de aminodcidos e rica em cisteina, sugerindo uma estrutura secunddria complexa,
que contém regioes hidrofébicas tanto na extremidade NH, quanto na COOH. A seqiiéncia
peptidica da proteina humana indica que a regiao NH, terminal funciona como um peptideo
sinal, enquanto a extremidade COOH parece funcionar como ancora de GPI pela qual RECK
é aportada a membrana plasmatica. A por¢ao mediana da proteina contém trés dominios
semelhantes aos inibidores serina proteases (dominio SPI-like), sendo o primeiro deles
idéntico a seqiiéncia consenso do motivo Kazal (C-X7-C-XG-Y-X3-C-X2)3-C), e relacionado
a inibi¢ao das proteases. Ainda possuem em sua estrutura duas regioes de repeti¢ao de fraca

homologia com o fator de crescimento epidérmico, motivos de cisteina na regiao NH.-

terminal e cinco sitios com potencial de glicosilagao (Figura 28. TAKAHASHI et al., 1998;
NODA et al., 2003).

800 g
lREgia'm COOH
GPI
[ pominio fipo 5PI

FIGURA 28: Organizagao estrutural da proteina RECK humana. EGF: Fator de crescimento epidérmico. SPI: inibidor
serina protease.
Fonte: Figura adaptada de Takahashi et al. (1998, p. 13222)

Apesar de possuirem um dominio tipo serina proteases, ndao hd relatos da inibi¢cao
dessas enzimas pelo RECK, entretanto, muito se tem estudado sobre sua a¢ao reguladora em
relacao as MMPs. Sabe-se que pelo menos trés MMPs (MT1-MMP, MMP-2 e MMP-9) sofrem
a acao do RECK. A secre¢ao de MMP-9 ¢ bloqueada na membrana plasmatica pela proteina
RECK que estd ancorada a membrana. No caso das MT1-MMP e MMP-2, a regulac¢ao ocorre
por competicao de RECK com essas duas enzimas na formagao do complexo ternario MT-
IMMP/TIMP-2/pr6-MMP-2 (Figura 29). Infelizmente, ainda nao se sabe se o RECK atua em
outras MMPs, mas ja se pode sugerir que RECK é regulador do remodelamento de MEC e
que provavelmente seja controlado por uma rede de sinalizagao controlada por Ras (NODA
et al., 2003).

Para entender os mecanismos de inibi¢ao da expressao do gene RECK, mediada por
oncogenes, isolou-se e caracterizou-se aregiao 5’ flanqueadora do gene RECK de camundongos.
Ensaios da atividade promotora, utilizando mutantes de delecao da regiao flanqueadora 5’ e

o gene luciferase, revelaram que a seqiiéncia de 52 pares de bases, imediatamente upstream
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FIGURA 29: Regulagdo da atividade de MMPs por RECK. A. RECK inibe a atividade de MMP-9 por impedir sua
secregdo ou por bloquear a sua ligagdo com substratos. B. RECK soltivel ou ancorado & membrana inibe a acdo de
MT1-MMP, impedindo sua ligacdo com o complexo MT1-MMP/TIMP-2/pré-MMP-2 ou com seus substratos. C.

RECK inibe a atividade de MMP-2 por impedir a liberagdo de sua forma ativa a partir do complexo MT1-MMP/
TIMP-2/pr6-MMP-2 ou por inibir a ligagdo da forma ativa aos seus substratos.
Fonte: Figura adaptada de Rhee e Coussens (2002, p. 210).
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ao gene, possui uma atividade promotora que é suprimida pelo produto do oncogene Ha-ras.
Essa seqiiéncia contém dois sitios de ligagao para Sp1 (Sp1A e Sp1B), um sitio de ligagao para
cEBPb e um CAAT Box. Ensaios de atividade promotora, utilizando mutantes pontuais nesses
sitios, revelaram que as proteinas Sp1l e Sp3 se ligam a ambos os sitios Spl (A e B), e que a
resposta a Ras é mediada apenas pelo sitio Sp1B. A Figura 30 ilustra os possiveis mecanismos
para a modulag¢ao negativa de RECK via ativa¢ao de Ras, os quais incluem modificagdes pos-
translacionais de Sp1/Sp3, tais como fosforilagao e ou glicosila¢ao (Figura 30B); modulagao
de proteinas que regulam a ativagao transcricional de Sp1/Sp3 (Figura 30C) e modula¢ao
da intera¢@o entre Sp1/Sp3 e suas proteinas regulatérias por modifica¢des pos-translacional
(Figura 30D. SASAHARA; TASAHASHI; NODA, 1999).

O conhecimento de que RECK atua de forma negativa sobre a atividade de trés
MMPs envolvidas na formacao do palato secundario nos levou a pesquisar sobre a possivel

participagao desta proteina neste processo.
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FIGURA 30: Mecanismos de modulagdo negativa de RECK via Ras. A. A transcricdo do gene RECK se inicia no sitio
designado +1. A atividade do gene promotor depende de dois sitios de ligagdo para Sp1 e Sp3, sitios Sp1A e Sp1B.
A regulacdo negativa do gene RECK via Ras depende do sitio Sp1. Possiveis mecanismos incluem: B. Modulagdo
de modificagdo pds-translacional de Sp1/Sp3, tais como fosforilagao e/ou glicosilagdo (F/G). C. Modulagdo de
proteinas regulatérias que controlam a atividade transcricional de Sp1/Sp3. D. Modulagdo da interagdo entre Sp1/
Sp3 e suas proteinas regulatérias por modificagdes pos-translacional de Sp1/Sp3 (F/G).

Fonte: Figura adaptada de Sasahara et al. (2002, p. 438).
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OBJETIVOS

Os objetivos principais deste estudo foram:

andlise morfoldgica da parede palatal em diferentes idades gestacionais, para defini¢ao dos perio-
dos embriondrios que melhor representam os trés principais eventos de formagao do palato secun-

dédrio em camundongos, estabelecendo, assim, o modelo animal deste estudo;

investigar se hd expressao de RECK durante os trés principais eventos de formagao do palato secun-

dério em camundongos;

estabelecer o padrao de expressao temporal e espacial para a proteina RECK e seu mRNA durante

a formagao do palato secunddrio em camundongos;

analisar o padrao de expressao temporal e espacial das metaloproteinase-2 e metaloproteinase-9

durante a formacao do palato secundédrio em camundongos;

comparar os padroes de expressao obtidos entre as diferentes moléculas analisadas.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos sui¢os (Mus musculus), com aproximadamente 60 dias, obtidos do Bio-
tério da Universidade de Sao Paulo, campus Bauru, foram mantidos em caixas separadas, em
ambiente com controle de temperatura e umidade, alternando ciclos claro-escuro, durante
40 dias. Em seguida, as fémeas foram colocadas em caixas previamente ocupadas por machos
para produzir o efeito Whitten (WHITTEN; BRONSON; GREENSTEIN, 1968). Apds quatro
dias, as fémeas foram mantidas por 6h na presenca do macho, durante a fase escura, sendo a
detec¢ao do “plug vaginal” considerado o indicio de fecundag@o e o tempo zero de gestacao.
As fémeas fecundadas foram divididas em quatro grupos e apds 13; 14; 14,5 e 15 DE foram
sacrificadas, e os embrides removidos do ttero para a coleta das cabegas. As pecas foram pro-
cessadas de acordo com protocolos especificos para as subseqiientes andlises microscépica de
PCR em tempo real (mRECK), de hibridizac¢ao in situ (mRECK), imunoistoquimica (RECK,
MMP-2 e MMP-9) e zimografica (MMP-2 e MMP-9).

4.2 ANALISE MICROSCOPICA

Cabegas inteiras de embrides (n=5 por grupo) foram fixadas em formol 10% tampona-
do (tampao fosfato em pH7,2) por 24h, lavadas excessivamente em dgua corrente, desidra-
tadas em banhos gradativos de dlcool etilico (70% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina sintética Histotec®. Cortes (trés por animal) de 5pm foram feitos em micrétomo,
recolhidos em banho de d4gua com 1% de gelatina e estendidos em ldminas. Apds estarem se-
cos, foram corados em hematoxilina eosina (HE). A analise microscépica e a documentag¢ao
das imagens foram feitas em um microscépio Nikon modelo Eclipse 80i equipado com uma

camara digital e software de captura Q-imaging Micro Publisher 3.3 RTV.
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4.3 REACAO POLIMERASICA EM CADEIA EM TEMPO REAL

4.3.1 Preparacdo do RNA total

As paredes palatais foram dissecadas a partir da cabeca dos embrioes nos periodos de 13,
14, 14,5 e 15DE, com o auxilio de uma lupa estereoscdpica, e imediatamente congelados em
gelo seco. Depois, foram mantidas a -80°C até o momento da andlise. Os palatos foram mace-
rados em nitrogénio liquido e, posteriormente, lisados em solu¢ao contendo isotiocianato de
guanidina 4M, citrato de sédio 25mM (pH7,0) e B-mercaptoetanol 0,1M. Os lisados foram
transferidos para tubos de polialdmero com uma solu¢ao de cloreto de césio 5,7M, acetato
de s6dio 25mM (pH5,0). Os tubos foram centrifugados a 164.080g (37.000rpm) por 18h a
20°C (CHIRGWIN et al., 1979). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado de RNA foi
dissolvido em dgua estéril. O RNA foi quantificado por espectrofotometria e a sua qualidade

foi confirmada em gel de agarose, contendo isotiocianato de guanidina 20mM.

4.3.2 Ensaios de PCR em tempo real

4.3.2.1 Sintese da primeira fita do cDNA

O RNA total obtido como descrito no item 4.3.1 foi utilizado como “template” para a
sintese de cDNA em uma reagao de transcri¢ao reversa. Dessa forma, foram preparadas as re-
acoes contendo 1pug de RNA total dos palatos dissecados, 1uL de oligo dT (500ng/mL [Amer-
sham Biosciences]), 0,5uL de “Random Primer” (100ng/uL) e dgua estéril para um volume
final de 12pL. As amostras foram incubadas a 75°C por 10min e, em seguida, adicionou-se 7l
de uma solugao contendo 2uL de tampao 5x para a enzima Super Script (Invitrogen), 2l de
DTT (Ditiotrietol) e 0,5uL de RNase OUT (40U/pL [Invitrogen, Carlsbad, California, USA]).
As amostras foram novamente incubadas por 10min a 25°C, e mais 2min a temperatura de
42°C, sendo, entao, adicionado 1uL da enzima Super Script (200U/uL [Invitrogen, Carlsbad,
California, USA]). A reacao ocorreu durante 2h em 42°C. Em seguida, para inativacao da
enzima, as amostras foram incubadas a 72°C por 10min. Visando degradar o RNA, foi adicio-
nado 1ul de RNase H (5U/pL [USB, Cleveland, Ohio, USA]) em cada tubo. Os tubos foram
incubados a 37°C por 30min, seguidos de uma incubac¢ao a 72°C por 10min para inativacao
da RNase H. Posteriormente, as amostras foram diluidas em 60uL de tampao TE (10mM Tris-
HCI, pH8,0, mais ImM EDTA).

4.3.2.2 Controle da qualidade do cDNA

Para confirmar a qualidade do cDNA sintetizado, foram realizadas rea¢cdes de PCR, uti-

lizando quatro diferentes conjuntos de “primers” (para os genes GAPDH, p53, MLH e NO-
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TCH2), como controle, e como “template”, o cDNA sintetizado no item anterior. Cada reacao
foi montada de forma que apresentasse uma concentragao final de 1x para o tampao de rea-
¢ao (Biolase), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP, 0,2uM de cada um dos “primers” (Forward

e Reverse), enzima Taq (Biolase) e “template”.

Nas reacoes em que foram utilizados os “primers” para p53, GAPDH e MLH, foi utiliza-
do um programa de amplificagao de 94°C por 2min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 30s
e 720C por 45s e, ap6s os ciclos, 72°C por 6min, enquanto que, para NOTCH2, o programa de
amplificacao foi alterado para 94°C por 2min, 40 ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 30s e 72°C
por 1min e, apés os ciclos, 72°C por 10min. As reagdes foram, posteriormente, analisadas em

um gel de agarose 1% contendo brometo de etidio.

4.3.2.3 Confirmagdo dos genes por PCR em tempo real
Desenho dos “primers”

“Primers” para RECK de camundongo (F: 5> TGCAAGCAGGCATCTTCAAA 3’;R: 5° AC-
CGAGCCCATTTCATTTCTG 3’), utilizados para a amplificacao desse gene nos experimentos
de PCR em tempo real, foram desenhados com o auxilio do programa PrimerExpress (Aplied
Biosystems, Foster City, Califérnia, USA), acoplado ao termociclador ABI 5700 (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). Como controle interno para quantificagao do produto formado

na reacao de PCR em tempo real, “primers” para GAPDH de camundongo foram usados.
Confirmagio da expressio diferencial

A quantifica¢ao do produto formado durante a reacao de PCR em tempo real foi realizada
utilizando o reagente SYBER® Green Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O SYBER
Green Dye possui afinidade pela “minor groove” da dupla fita de DNA. Quando nao estd ligado
ao DNA, emite uma pequena fluorescéncia no comprimento de onda de 520nm, entretanto,
quando se liga a dupla fita de DNA, a fluorescéncia é aumentada cerca de 100 vezes, permitindo,
assim, a detec¢ao do produto do PCR em tempo real (LEKANNE DEPREZ et al., 2002).

O programa ABI-Manager SDS (Roche, Indianapolis, IN, USA) gerenciou o termocicla-
dor e a coleta dos dados gerados durante a amplificacdo. Utilizando o mesmo programa, foi
escolhida a concentracao de “primers’, que resultaram em minima ou inexistente formagao de
“primer-dimer” e minima variagao entre as duplicatas (todas as reagdes de PCR em tempo real
foram realizadas em duplicata). Como “template”, foi utilizado 3ul de cDNA sintetizado ante-

riormente, 3uL de “primer” na concentrac¢do final de 600nM e 6pL do SYBER Green Dye.

Na andlise inicial dos dados, realizada através do programa ABI-Manager SDS, foi de-
finido, manualmente, um “threshold” que estivesse na fase exponencial de amplificagao do
gene. Assim que foi selecionado o “threshold”, da intersec¢ao deste com a curva de amplifi-
cagao, foi obtido o Ct daquela amostra (“Threshold Cycle”, que é definido como o ciclo onde

a fluorescéncia se encontra estatisticamente acima do background). Assim, temos que, para
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um determinado “threshold”, quanto maior a concentragao de um gene, mais rapidamente a
sua curva de amplifica¢ao ird atingir o “threshold” e menor serd o seu Ct. Conseqiientemente,
quanto menor a sua concentra¢ao, maior o seu Ct. Portanto, podemos dizer que a diferenga
de expressao de um gene, que estd sendo analisado em diferentes amostras, pode ser dada pela

diferenga dos seus Cts frente a um “threshold”.

Quando se analisam duas ou mais amostras em um experimento de PCR em tempo real,
tem-se freqlientemente uma variacao da concentragao de cDNA entre elas, entao, para que os
dados possam ser comparados, é necessario que estes sejam previamente normalizados. Para
andlise dos dados provenientes de experimentos de PCR em tempo real, foi realizada uma
quantificacao relativa através da obten¢ao de uma curva de um gene que nao possui alteragao
de expressdao nas amostras analisadas, e entao, para cada amostra, a expressao do gene que estd
sendo estudada foi determinada em fungao da expressao do gene controle. Assim, para cada
cDNA analisado, eram feitas duas reacoes, uma utilizando “primers” para o gene analisado e
a outra utilizando “primers” para um controle interno. Terminada a reagao, era fornecido ao

ABI-Manager SDS um “threshold” e, entao, o programa retornava o Ct de cada reagao.

De posse dos Cts, foi calculada, inicialmente, a média dos Cts das duplicatas (Férmula 1)
e o seu desvio padrao (Férmula 2). Como a expressao do gene seria analisada em relagao a um
controle interno, calculou-se a diferenga entre a média dos Cts da amostra (M ) e amédia
dos Cts do controle (M

a incerteza, temos que o desvio dessa diferenca foi calculado segundo a Férmula 4.

amostra

). Essa diferenca foi definida como ACt (Férmula 3). Propagando

controle

Em seguida, foi calculado o AACt, que, dado as diferentes amostras analisadas para um
determinado “primer”, consiste na diferenga do ACt de cada amostra em relagao ao ACt de

uma amostra que é tomada como referéncia (Férmula 5).

Como, em uma rea¢dao de PCR, a quantidade de produto formado é duplicada a cada
ciclo, os AACt encontrados, que indicam diferencas entre ciclos, nao refletem diretamente a
diferenca de produto entre as amostras, visto que uma diferenga AACt=1 ciclo, por exemplo,
indica que a quantidade de produto entre essas amostras é de duas vezes, e ndo uma vez.
Assim, partindo do principio de que a cada ciclo a quantidade de produto é dobrada, para
calcularmos a diferenca de produto entre as amostras (“ratio”) é necessario que o ganho de
cada ciclo (2 vezes) seja elevado a poténcia do inverso de AACt, ou seja, 2= (Férmula 6.
SCHMITTGEN et al. 2001).

< 2 2
Formula=4 6 gy =0 s’ +Oma’

Formula -1 I\/\(média):Q
Ct'

2 2 12
2 (Ct°+Ct") - (Ct+Ct) Formula—5 AACE = AC

4 -amostra

—-ACt

-amostrade referéncia

Formula- 2 6 (desvio) =\/

_ p-aact

Férmula-3 ACt= Mamostra - Mcontrole Formula- 6 ratlorelativoa amostrade referéncia
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A partir desses célculos, foi possivel analisar a diferenca de formag¢ao do produto do
PCR, que esta diretamente ligado a expressao do gene entre as linhagens analisadas. A média
de quatro experimentos independentes e os respectivos desvios-padrao foi submetida a ana-
lise de variancia para p<0,05. (ANOVA seguido pelo teste de multipla comparagao de Tukey-

Kramer).

4.4 HIBRIDIZACAO IN SITU

As reagoes para hibridizagao in situ foram feitas de acordo com protocolos previamente
estabelecidos por Wu e Oh (1996) e otimizados por Silva-Valenzuela et al. (2006). Cabecas in-
teiras (n=>5 por grupo) coletadas, utilizando-se material estéril e livre de RNase, foram fixadas
em paraformaldeido 4% em PBS (pH7,2), desidratadas em sucrose 30% por 24h e embebidos
em um polimero inerte (Tissue-Tek OCT, Sakura Finetek, EUA) montado em um criomolde,

congeladas com nitrogénio liquido e estocadas a -80°C até o momento da andlise.

Utilizando-se de um criostato, obtiveram-se cortes de 10um (trés de cada animal), os quais
foram estendidos em laminas tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO USA) e secos a temperatura ambiente por, aproximadamente, 3h. Foram pds-fixa-
dos em uma solugao de paraformaldeido 4% e glutaraldeido 0,2% em PBS (pH7,2), & tempera-
tura ambiente por 10min. As laminas foram lavadas trés vezes, durante 5min cada, com o tampao
salino PBT (0,1% Tween 20, 1xPBS' [pH7,2]); tratadas com dgua oxigenada 6% por 3 min a
temperatura ambiente para bloquear a peroxidase endégena, novamente lavadas trés vezes, 5min
cada, com PBT. A recuperac¢ao antigénica foi feita usando 10ug/mL de proteinase K por 20min a
37°C (Boerhinger Mannheim, Indianépolis, IN, USA). A seguir, as laminas foram incubadas com

uma solugao de glicina 0,027M (Sigma, Alemanha); lavadas trés vezes, 5min cada, com PBT.

As laminas, assim processadas, foram pré-hibridizadas em cdmara de hibridizacao a
50°C durante o periodo de 1h, para tanto, as laminas foram dispostas em conjunto de qua-
tro, em sacos plasticos preenchidos com solu¢ao de hibridizacao, constituida por formamida
50%, SDS 1%, heparina (50pg/mL) e RNA de levedura (50pg/mL). Apés esse periodo, a hi-
bridizacao foi feita acrescentando a sonda ao tampao de hibridiza¢do numa concentragao de

200ng/mL, a uma temperatura de 50°C, “overnight”.

A sonda de RNA foi preparada por meio da subclonagem de 463 pares de bases de um
fragamento de cDNA cedido gentilmente pelo Dr. M. Noda (Universidade de Kyoto, Kyoto,

Japao). Segue, na proxima pégina, a sequéncia do Nucleotideo usada:

1 10xPBS = 0,01M KH,PO,; 0,1M Na,HPO,; 1,37M NaCl; 0,027M KC.
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CTATTGGCTTGGAGTG

AAAATGATATTTCCAAA(

GCATTAGCAGAAATGAA.

Para sintetizar a sonda, o cDNA de RECK foi digerido com BAMH1 e ECORV e trans-

crito com T7 e SP6, respectivamente, para originar as sondas senso e antisenso.

No dia seguinte, as [aminas foram removidas dos sacos plasticos e, em recipiente adequa-
do, lavadas numa solugao estringente de formamida (50% formamida, 5x SSC* [pH4,5]) a uma
temperatura de 70°C, em banho-maria, sob agita¢ao, com trocas da solu¢ao a cada 15 min, por
trés vezes. Depois, as laminas foram lavadas, em trés banhos de 5min cada, em uma soluc¢ao de
TBST (10% TBS [pH7,5], 0,1% Tween 20, e 0,04% levamisole). Em seguida, foram bloqueadas

com soro fetal bovino 20% em solu¢ao TBST, por 1h, a temperatura ambiente.

Ap6s o bloqueio, as lAminas foram novamente colocadas em sacos plasticos, imersas em
uma solu¢ao® contendo o anticorpo antidigoxigenin-AB na diluicao de 1:2000, onde ficaram
durante 18h a 4°C sob agitagao. Terminada a incuba¢ao com o anticorpo, as laminas foram
lavadas em solug¢ao tampao TBST (1xTBS*, 1% Tween 20) e incubadas em NTMT (NaCl 5M,
2M Tris-HCI [pH9,5], MgCl, 2M e Tween 20). A detecgao da reagao ocorreu no escuro, com
a solu¢ao de deteccao nitroazul de tetrazdlio (0,075g/mL em dimetilformamida) e 5-bromo-
4-cloro-3-indolil fosfato (0,05g/mL em dgua) misturados com NTMT na dilui¢ao de 1:300 e

1:380, respectivamente, durante o tempo necessario para visualiza¢ao do sinal (de 2 a 4 horas).

A reagao de revelacao foi bloqueada com PBT e EDTA 0,5M na proporg¢ao de 1:500. As
laminas foram analisadas e o resultado documentado em um microscépio éptico Nikon mo-
delo Eclipse 80i, equipado com uma camara digital e software de captura Q-imaging Micro
Publisher 3.3 RTV.

2 20xSSC = 3,0M NaCl, 0,3M citrato de sédio.
3 Solugao TBST contendo 1% soro de carneiro.
4 10xTBS = 1,37M NaCl, 0,027M KCl, 0,25M Tris-HCI (pH7,5).
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4.5 IMUNOISTOQUIMICA

Cabecas (n=5 por grupo) incluidas em parafina, como descrito anteriormente, foram
seccionadas em cortes seriados de 5um (trés cortes de cada embrido e para cada anticorpo a
ser analisado: MMP-2, MMP-9 e RECK), e estendidos em laminas preparadas com poli-L-li-
sina. As laminas contendo os cortes foram organizadas em recipientes apropriados, e estes fo-
ram imersos em uma cuba com xilol, objetivando a desparafinizacao dos cortes (trés banhos
sucessivos de 5min). Para a reidratagao, as laminas contendo os cortes foram colocadas em
banhos sucessivos de dlcool etilico (trés banhos de 2min de dlcool 100%, trés banhos de 2min
de 4lcool 95% e trés banhos de 2min de dlcool 70%) e lavadas em PBS/triton X-100 (pH7,2)
a 0,1% (trés banhos de 2min).

As laminas foram colocadas em uma solu¢ao de peréxido de hidrogénio a 10% em PBS
por 45min, para bloqueio da peroxidase enddgena. As laminas contendo os cortes foram lava-
das em PBS/Triton X-100 0,1% e os antigenos foram recuperados em tampao citrato (pH6,0
a96°C por 20min). Reagoes inespecificas foram evitadas incubando as laminas em um banho

de leite Molico® 4% (albumina), por 20min.

Em seguida, as laminas foram incubadas por 18h com anticorpos primarios IgG poli-
clonais anti-cabra contra as MMP-2 e MMP-9 e proteina RECK, (todos da Santa Cruz Bio-
tecnology Inc., Santa Cruz, Califérnia, USA), diluidos, respectivamente, 1:200, 1:100 e 1:100
em PBS/BSA 0,1%. Apds a incuba¢ao com o anticorpo primadrio, as laminas foram lavadas em

PBS/Triton X-100 0,1% e incubadas por 1h em anticorpo secundario anti-cabra IgG.

Ap6s lavar os cortes em trés banhos sucessivos de PBS, estes foram incubados por 45min
em Complexo Streptoavidina-Biotina, revelados com cromégeno diaminobenzidina (DAB)
em ambiente escuro (aproximadamente 7min) e contracorados com Hematoxilina de Harris.
Para coloragao, as laminas foram deixadas de 30s a 2min na hematoxilina de Harris. Lavadas
em 4gua corrente por 10min e em alcool 70%, depois colocadas no xilol e seladas com lami-

nula e resina.

Bidépsias de cancer de mama (fornecidas pelo Servico de Patologia do Hospital Ama-
ral de Carvalho—Jau) foram utilizadas como controle positivo para MMP-2 e MMP-9. Para
RECK, foram usados embrides inteiros de camundongos com 14DE como controle positivo.

A substituicao dos anticorpos primarios por PBS/BSA 0,1% serviu como controle negativo.

A andlise dos cortes foi subjetiva, feita por dois observadores, em ocasioes diferentes, sen-
do que as laminas foram identificadas com ntiimeros, nao permitindo que os observadores sou-
bessem de qual imunomarcac¢ao se tratava. As imagens foram analisadas e documentadas em
um microscépio 6ptico Nikon modelo Eclipse 80i, equipado com uma cAmara digital e software
de captura Q-imaging Micro Publisher 3.3 RTV.
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4.6 ANALISE ZIMOGRAFICA

Palatos (n=5 por grupo) foram dissecados com auxilio de uma lupa estereoscdpica, imedia-
tamente congelados em gelo seco e estocados a -80°C até o momento das andlises. O protocolo
para as reagdes zimograficas foram alicer¢ados nos experimentos de Souza et al. (2000). Os palatos
foram macerados em 1mL de uma solu¢ao de Triton X-100 25% e, apds solubiliza¢ao, a suspensao

foi centrifugada a 45.238g (15.000rpm) durante 20min, e o sobrenadante foi separado.

O sobrenadante foi transferido para outro tubo, ao qual se adicionou 200ul de tampao tris
50mM e CaCl, 6H,0 10mM (pH7,4) e 1uL de PMSF (phenyl-methyl sulphonyl fluoride—fluoreto
fenil metil sulfonil, um inibidor da serina protease). Em seguida, as amostras foram incubadas a
50°C durante 2h, sendo agitadas levemente a cada 10min. Posteriormente, foram centrifugadas a

45.238g (15.000rpm) durante 20min, e o sobrenadante separado para a etapa seguinte.

Para cada periodo analisado, foi feito um “pool” constituido de 50ul de cada uma das
cinco amostras do periodo correspondente, totalizando um volume de 250ul para cada pe-
riodo. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), sendo albu-
mina bovina 0,1% o padrao utilizado. Para a elabora¢ao da curva padrao e andlise dos dados,
utilizou-se o software Origin 4.1 (Microcal Inc), obtendo um coeficiente de correlagao de
0,99905.

Antes da aplicacao das amostras nos géis, foram adicionados a estas o tampao nao redu-
tor 2x (Tris HCI [pH6,8] 0,1M, glicerol 20%, dodecil sulfato de sédio [SDS]) 1%, azul de bro-
mofenol 0,001%). Foram aplicados 20pg de cada amostra no gel de poliacrilamida, contendo
SDS descontinuo (gel de largada a 3,8% e gel de separagao a 10%), contendo 4% de gelatina
como substrato para as MMPs. A corrida foi realizada a 4°C, 30mA, durante 8h. Apés o tér-
mino da corrida, os géis foram colocados em 100mL de solu¢ao renaturante (Triton a 2%)
trocada a cada 30min (2 vezes). Em seguida, foram incubados em tampao tris 50mM e CaCl,
10mM, pH7,4, a 37°C durante 18h para reativagao das enzimas e degradac¢do da gelatina. Fo-
ram corados em solu¢ao de Comassie Blue G 250 (0,5%) por 30min e, em seguida, descorados
em solugao contendo metanol 30%, dcido acético glacial 10%. Os géis foram escaneados em
tons de cinza, com resolucao de 300dpi. Para a anélise quantitativa das bandas, empregou-se
o software ImageTool 3 (The University of Texas Health Science Center — San Antonio). A
razao entre a drea e a densidade das bandas foi utilizada para a determina¢do de médias (em
unidades arbitrarias de intensidade, UAI) e desvios-padrao, submetidos a andlise de variancia

para p<0,05, (ANOVA seguido pelo teste de multipla comparagao de Tukey-Kramer).
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RESULTADQOS

Para facilitar a descri¢ao dos resultados, apds a andlise histol6gica, o mesénquima e epi-
télio palatal foram divididos em regides. O mesénquima foi dividido em regidao nasal (n),
maxilar (mx), medial (m), midoral (mo), central (c), lateral (1) e do germe dentério (gd). O
epitélio foi dividido em regiao nasal (N), oral (O) e medial (M). A Figura 31 ilustra a divisao

esquemadtica do palato em regioes.

Dorsal

Ventral

FIGURA 31: Divisdo esquematica das regides da parede palatal. O Mesénquima foi dividido nas regides: n (nasal),
m (medial), mx (maxilar), c (central), | (lateral), md (midoral) e gd (germe dentario). O epitélio foi dividido nas
regides: N (nasal), M (medial) e O (oral). llustragdo de parede palatal de camundongos com: A. 13DE. B. 14DE.
C. 14,5DE. D. 15DE.

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

As paredes palatais de embrioes com 13DE se encontravam na posigao vertical, dispostas
ao lado dalingua (Figura 32A). Eram constituidas por células mesenquimais revestidas por uma
membrana epitelial, sendo que esta apresentava de uma a duas camadas de células epiteliais

achatadas (Figura 32B). Em todos os cortes examinados, observou-se que na regiao oral havia
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Lamina periderme

Lamina basal

Células achatadas

FIGURA 32: Cortes histolégicos de 5pm de
espessura, corados com HE, provenientes da parede
palatal de camundongos com 13DE. A. Ocorreu o
crescimento vertical das paredes palatais. Ampliagao
de 124pm. B. A membrana basal apresentava uma
ou duas camadas de células epiteliais. Ampliagdo de
620pm. C. Havia uma curvatura localizada na regido
oral do epitélio da parede palatal, onde as células
se apresentavam mais densas do que aquelas de
outras regides. Ampliagdo de 620pm. D. O germe
dentario j& podia ser observado, no entanto, ainda
ndo havia indicios de ossificagdo na regido maxilar
do mesénquima. Ampliagdo 62pm.
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uma acentuada curvatura, onde as células apresentavam-se organizadas de forma diferente da-
quela encontrada no restante da parede (Figura 32C seta). O germe dentério jd podia ser obser-

vado, no entanto, ainda nao havia indicios de ossificacao da regiao maxilar (Figura 32D).

Aos 14DE, as paredes palatais dos embrides ja se encontravam na posi¢ao horizontal,
acima da lingua, com uma L] intacta formada na regiao mediana da face (Figura 33A, setas).
A curvatura observada na extensao oral da parede no 13DE havia se tornado mais discreta,

era possivel observar o germe dentdrio e sitios osteogénicos na regiao maxilar (Figura 33B,

cabeca de seta).

B

FIGURA 33: Cortes histolégicos de 5pm de espessura, corados com HE, provenientes da parede palatal de
camundongos com 14DE. A. Ocorreu a horizontalizagdo e formagdo da LJ entre as duas paredes palatais (setas).
Ampliagdo 248pm. B. A regido mx do mesénquima palatal comegou a desenvolver sitios osteogénicos, o germe
dentério podia ser observado e a curvatura da regido oral no epitélio palatal era menos evidente se comparada ao
periodo anterior. Ampliagdo 62pm.

Com 14,5DE, a morfologia era semelhante ao periodo anterior, exceto pelo fato de que a
L] formada ja estava em processo de degradacao, e somente restos desta podiam ser observa-
dos (Figura 34A e B setas). As células circunvizinhas a L] apresentavam indicios de movimen-
tagao e nas extremidades da jungao, tanto no aspecto oral quanto nasal foi possivel observar

a formacao de um triangulo epitelial (Figura 34C).

Observou-se que a L] havia sido completamente degradada aos 15DE (Figura 35A) e,
em 3 dos 5 embrides analisados nessa fase de desenvolvimento, ja nao havia mais o triangulo
epitelial nas extremidades das paredes; nos embrides restantes (2 de 5), vestigios do triangu-
lo epitelial ainda era visivel, indicando uma varia¢ao intra-individual. O tecido localizado
onde havia a L] era continuo e composto novamente por células mesenquimais (Figura 35B,

setas).
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P B

FIGURA 34: Cortes histologicos de 5pm de espessura, corados com HE, provenientes da parede palatal de
camundongos com 14,5DE. A-B. A LJ formada entre as duas paredes epiteliais se encontrava em processo de
degradacdo, em alguns locais se observava restos desta (setas). Ampliagdo A 248pm e B 620pm. C. Observou-se
um triangulo epitelial, provavel local de migragao das células epiteliais da LJ. Ampliagao 620pm.

FIGURA 35: Cortes histolégicos de 5um de espessura, corados com HE, provenientes da parede palatal de
camundongos com 15DE. A. A LJ foi completamente degradada, e a regido maxilar se encontrava em processo de
ossificagdo. Ampliagdo 62pm. B. O tecido mesenquimal localizado onde antes havia a LJ era confluente (setas),
formando um Unico 6rgdo, o palato secundario. Ampliagdo 120pm.
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5.2 PCR EM TEMPO REAL

Os resultados obtidos pelo método de PCR em tempo real indicaram a presenca de
mRECK em todos os periodos analisados. A expressao relativa apontou um aumento grada-

tivo entre 13 e 15DE, sendo méxima neste ultimo periodo (Figura 36).

A andlise de variancia para p<0,05 (ANOVA seguido pelo teste de multipla comparagao
de Tukey-Kramer) demonstrou que os niveis de transcrito sao significativamente diferentes
entre 13 e 15DE e entre 14 e 15DE.

5.3 HIBRIDIZACAO IN SITU

Aos 13DE obteve-se sinal positivo para mRECK, de forma difusa, no mesénquima, sen-
do esse sinal mais evidente na regiao midoral e medial (Figura 37A, cabeca de seta), e em to-
das as regioes do epitélio, principalmente a oral (Figura 37A, seta). Aos 14DE o sinal positivo
para mRECK é menos evidente na regiao medial do mesénquima palatal, concentrando na L]
(Figura 37B, setas) e epitélio (Figura 37B, cabe¢a de seta). No 14,5DE, o mesénquima voltou
a expressar o sinal positivo para mRECK. O epitélio da parede palatal também mostrou sinal
positivo, tanto na regiao oral quanto nasal (Figura 37C, setas), assim como os remanescentes
da LJ (Figura 37C, cabeca de seta) e triangulo epitelial (Figura 37C, asteriscos). Aos 15DE,
observou-se, no epitélio e mesénquima palatal, um sinal positivo para mRECK mais evidente

e difuso quando comparado aos periodos anteriores (Figura 37D).

5.4 IMUNOISTOQUIMICA

A imunomarcagao para RECK, aos 13DE, foi observada principalmente na regido oral
do epitélio palatal (Figura 38A, seta) e difuso em todas as regidoes do mesénquima (Figura
38A).Aos 14DE, aimunomarca¢ao de RECK esteve presente em todo epitélio, principalmente
na L] (Figura 38B, setas). No mesénquima, a expressao de RECK continua difusa inclusive
nas regioes medial ventral e midoral (Figura 38B). No 14,5DE, a expressao da proteina no
mesénquima foi menos intensa se comparada aos periodos anteriores. Jd na L] e no epitélio, o
padrao de expressao permaneceu o mesmo (Figura 38C). Aos 15DE, RECK volta a ser expres-

s0 no mesénquima palatal com mais intensidade (Figura 38D).

Aos 13DE, as regioes nasal, medial-dorsal, central e maxilar do mesénquima da parede
palatal foram imunopositivas para MMP-2 (Figura 38E). O mesmo ocorreu em todas as re-
gioes do epitélio que circunda o mesénquima, principalmente na oral e medial (Figura 38E,
seta). A imunomarcag¢ao nos periodos de 14 e 14,5DE persistiu na regidao maxilar, medial,
nasal e central do mesénquima se estendendo para a regido midoral, mais préxima a CME

(Figuras 38E e 38G respectivamente). As células da CME se apresentaram imunopositivas
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36: Andlise da expressdo relativa
de mRECK por PCR em tempo real.
Ocorreu um aumento gradativo da
expressdo relativa de mRECK no
transcorrer dos periodos analisados.
A andlise estatistica da variancia
(ANOVA seguido pelo teste de
multipla comparagdo de Tukey, para
p<0,05) demonstrou que os niveis
de transcrito sdo significativamente
diferentes entre 13 e 15DE e entre
14 e 15DE.

Expressao relativa de mRck (UAI)

13 14 14.5 15

Desenvolvimento embrionario (dias)

FIGURA 37: Cortes histol6gicos de 10pm de espessura, provenientes da parede palatal de camundongos, submetidos
a reacgdo de hibridizacdo in situ para mRECK. A. 13DE. Ocorreu sinal positivo para mRECK no mesénquima,
principalmente na regido midoral e medial (cabeca de seta), e em todas as regides do epitélio, sendo mais evidente
na oral (seta). B. 14DE. O sinal positivo para mRECK diminuiu no mesénquima medial, concentrando-se na LJ
(seta) e epitélio tanto oral quanto nasal (cabeca de seta). C. 14,5DE. O mesénquima voltou a apresentar sinal
positivo para mRECK. O epitélio oral e nasal continuou com positivo (seta). Os restos da LJ e triangulo epitelial
também eram positivos para mRECK (cabega de seta e asteriscos). D. 15DE. Observou-se tanto no mesénquima
quanto no epitélio um sinal para MRECK mais evidente e difuso do que nos periodos anteriores.
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FIGURA 38: Cortes histolégicos de 5pm de espessura, provenientes da parede palatal de camundongos,
submetidos a reagdo de imunoistoquimica para os anticorpos RECK, MMP-2 e MMP-9. A. 13DE/RECK. Ocorreu
principalmente na regido oral do epitélio (seta), e difuso em todas as regides do mesénquima. B. 14DE/RECK.
Todo o epitélio expressou RECK, principalmente a LJ (setas), no mesénquima a expressdo continuava difusa. C.
14,5DE/RECK. A expressdo de RECK foi menos intensa no mesénquima, e permaneceu na LJ. D. 15DE/RECK.
RECK voltou a ser expresso no mesénquima. E. 13DE/MMP-2. As regides nasal, medial-dorsal, central e maxilar
do mesénquima da parede palatal foram imunopositivas para MMP-2, assim como todas as regides do epitélio,
principalmente a oral e medial (seta). F. 14DE/MMP-2. As regides maxilar, medial, nasal e central do mesénquima
continuavam expressando MMP-2, o mesmo ocorreu com a LJ formada entre as paredes (cabeca de seta). G.
14DE/MMP-2. A expressdo de MMP-2 no mesénquima se estendeu para a regido midoral. Os restos de LJ ainda
expressavam MMP-2 (cabeca de seta). H. 15DE/MMP-2. A imunomarcagdo de MMP-2 espalhou se para todo o
mesénquima, principalmente nos sitios osteogénicos (setas). No epitélio, quando ainda havia tridngulo epitelial,
este apresentava expressdao de MMP-2 (cabeca de seta). I. 13DE/MMP-9. Nao houve expressdo de MMP-9 nesse
periodo. J. 14DE/MMP-9. Observou-se expressao de MMP-9 na LJ (setas) e sitios osteogénicos (cabeca de seta).
K. 14,5DE/MMP-9. Ocorreu expressdao de MMP-9 na regido medial ventral e midoral do mesénquima e na LJ ou
seus remanescentes (cabeca de seta). L. 15DE/MMP-9. Ocorreu expressdo de MMP-9, principalmente nos sitios
osteogénicos (seta) e no tridngulo epitelial ou vestigios deste (cabecga de seta).
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(Figura 38F e 38G, cabegas de seta). Aos 15DE, todas as regioes do mesénquima eram imuno-
positivas para MMP-2, principalmente nos sitios osteogénicos das regioes maxilar e central
(Figura 38H setas). No epitélio, observou-se uma imunomarcag¢ao no tridngulo epitelial ou

vestigios deste (Figura 38H, cabeca de seta).

Aos 13DE, nao se observou imunomarcagao da MMP-9 no tecido mesenquimal e epitelial
do palato secunddrio (Figura 38F). Aos 14DE, essa enzima foi expressa na L] das duas paredes
(Figura 38], setas) e na regiao maxilar, mais especificamente nos sitios osteogénicos (Figura
38], cabeca de seta). Aos 14,5DE, a MMP-9 se espalhou para outras regidoes do mesénquima,
incluindo a medial ventral e midoral (Figura 38K), enquanto as células da L] ou seus remanes-
centes continuam expressando MMP-9 (Figura 38K, cabeca de seta). Aos 15DE, a expressao de
MMP-9 é mais evidente nos sitios osteogénicos (Figura 38L, setas) e no tridngulo epitelial, ou

vestigios deste, tanto no aspecto nasal quanto no oral (Figura 38L, cabega de setas).

5.5 ZIMOGRAFIA

A andlise zimografica mostrou a presenca de MMP-2 nas formas pro, intermedidria e
ativa, em todos os periodos analisados (Figura 39A), sendo que o nivel mdximo de atividade

ocorreu no 14,5DE.

A MMP-9 nao foi detectada aos 13DE, no entanto, foi observada nos periodos seguin-
tes, tendo, também, sua méxima atividade no 14,5DE. A andlise de variancia para p<0,05
(ANOVA seguido pelo teste de multipla comparagao de Tukey-Kramer) demonstrou que a
concentragao relativa de MMP-2 nas formas pr6, intermedidria e ativa, assim como a sua
concentragao total, variaram de forma significativa entre os periodos analisados, 0 mesmo
ocorreu com a MMP-9 (Figura 39B).
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FIGURA 39: Andlise zimografica de MMP-2 e MMP-9. A. Eletroforese em gel. MMP-2 estava presente em todos os
periodos analisados nas formas pré, intermediaria e ativa. MMP-9 esteve presente em todos os periodos analisados,
exceto no 13DE, nas formas ativas e de pré-enzima. B. Andlise estatistica pelo método da Variancia (ANOVA
seguido pelo teste de multipla comparagdo de Tukey-Kramer, para p<0,05) indicou que a concentragdo relativa de
MMP-2 e MMP-9 variam de forma significativa entre os periodos analisados. Simbolos e letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significantes.



CAPIiTULO 6

DISCUSSAO

Embora os eventos envolvidos na palatogénese possam diferir entre as classes de
vertebrados, a seqliéncia destes ocorre similarmente em todos os embrides de mamiferos.
Dessa forma, a palatogénese em roedores foi intensamente estudada e ficou estabelecido
que eles constituem um excelente modelo experimental (BIDDLE; ZIMMERMAN, 1984;
GURLEY; WAMSLEY; SANDELL, 2004).

O tempo de gestagao de roedores depende da espécie e linhagem em questao, refletindo na
evolucao do desenvolvimento embriondrio de cada espécie, além disso, hd de se levar em conta
as varia¢oes normais dentro de uma mesma espécie. Assim, fez-se necessario uma avaliagao
morfoldgica em relacao aos trés principais estagios da organogénese do palato secundario dos
camundongos usados neste estudo, de forma que nosso modelo experimental pudesse refletir
adequadamente os trés principais estidgios da morfogénese do palato secundario.

Observamos que os camundongos Mus musculus, obtidos no biotério da USP campus de
Bauru, possuem caracteristicas morfol6gicas compativeis com aquelas discutidas na literatura
para essa espécie, sendo que o inicio do crescimento dos processos palatais ocorreu antes dos
13DE e a completa fusao das paredes ocorreu por volta do 14,5/15DE. De acordo com essas
observagoes, estabelecemos que o periodo de desenvolvimento que melhor representaria
a fase de reorganizac¢ao tecidual que precede a elevacao das paredes seria o de 13DE. Para
representar os eventos que acontecem durante a fusao das CME e a degradacao da L] formada
escolhemos os periodos de 14 e 14,5DE. Para a avaliacao do palato apés a completa fusao,
escolhemos embrides de 15DE.

O periodo de formacao do palato secunddrio é caracterizado por uma intensa atividade
celular que resulta em mudangas no comportamento e composi¢ao da MEC. Nossos resultados
mostraram que hd uma variagao na distribui¢ao temporal e espacial das MMP-2, MMP-9 e
RECK durante esses eventos, que pode estar correlacionada com a reorganizacao do tecido
mesenquimal e epitelial. No entanto, quando comparamos a expressao de RECK, MMP-2 e
MMP-9 entre si percebemos coincidéncias na distribuigao espacial e temporal que podem
apontar uma interacao entre essas moléculas.

No primeiro estagio de formagao do palato secundario (13DE) todas as regioes da MEC
sao compostas, principalmente, de fibronectina, coldgeno I e I1I e 4cido hialuronico (MORRIS-
WIMAN; BRINKLEY, 1992; 1993; KNUDSEN; BULLEIT; ZIMMERMAN, 1985; MANSELL
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et al., 2000). A medida que o remodelamento ocorre, h4 uma diminuicao de fibronectina
e coldgeno III nas regioes medial dorsal, central e lateral do mesénquima palatal, o padrao
de distribui¢ao de coldgeno I nao sofre alteracdes significantes. Essas regides passam a ser
compostas principalmente de dcido hialuronico que, devido aos seus grupamentos carboxila e
a conseqiiente hidrofilia associada a grande extensao e flexibilidade das suas cadeias, formam
solugdes extremamente viscosas, fundamentais a estruturagao do tecido e a migragao celular,
promovendo condi¢oes ideais para o crescimento tecidual. Esse crescimento é limitado, na
porgao dorsal, pela regiao maxilar; na por¢ao ventral, pela regiao midoral; e, lateralmente, pelo
germe dentdrio. Ha evidéncias de que essa expansao central-medial de MEC rica em écido
hialurénico é que provoca a for¢a intrinseca necessdria para a elevagao das paredes palatais
(MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1992; 1993; MORRIS-WIMAN; BURCH; BASCO, 2000).

Aos 13DE, imunolocalizamos a MMP-2 nas regides nasal, medial dorsal, central e maxilar
do mesénquima, sugerindo que a MMP-2 atua na degrada¢do de fibronectina e coldgeno
I1I nesses locais, proporcionando o direcionamento adequado da expansao de MEC rica em
acido hialurénico. Ainda, observamos a presenca da MMP-2 no epitélio que circunda o tecido
mesenquimal da parede palatal, principalmente nas regides oral e medial. A expansao da
parede palatal exige o remodelamento do epitélio, constituido principalmente por coldgeno I,
I1L, IV e laminina (MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1992), o que poderia ser obtido pela acao
da MMP-2.

A observagdo da acentuada curvatura na extensdao oral da parede palatal, com
caracteristicas indicando uma maior densidade celular do que em outras regioes do epitélio
parece ser importante. Bulleit e Zimmerman (1985) relataram a inibi¢ao da reorienta¢do das
paredes palatais pela retirada do epitélio oral in vitro, isto nao era observado quando a regiao
retirada era a do epitélio nasal. Esse fato sugere a importancia do epitélio oral na reorientacao
do palato secundério. Nao detectamos imunomarcag¢ao para MMP-2 na regiao midoral (rica
em coldgeno I) e medial-ventral do mesénquima, o que fortalece a hipétese de que existe
uma regiao com maior estabilidade, limitando uma expansao ventral e, conseqlientemente,
direcionando o crescimento da parede palatal.

A andlise zimografica confirmou a presenca da MMP-2 em todos os periodos analisados,
tanto na forma ativa como intermedidria e inativa. O pico médximo de sintese da enzima (MMP-
2 total) ocorreu entre o 14 e 14,5DE, exatamente nos periodos nos quais hd necessidade de
maiores atividades da MMP-2 devido a degradagao da L]J. Nesses periodos, assim como no
15DE, a presenga de MMP-2 ativa encontra-se maior do que no 13DE, no qual predomina
a forma pr6-MMP-2. E muito interessante percebermos que a mudanga entre as formas de
MMP-2 é mais significativa do que o seu aumento total. Esse fato sugere que o mecanismo
de inibicao da MMP-2 deve estar mais concentrado na inibicao direta da atividade do que
na inibi¢ao transcricional. Dessa forma, podemos dizer que a interagao entre MMP-2 e seus

inibidores é o ponto-chave para a manuten¢ao ou remodelamento tecidual da parede palatal.
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A MMP-9 nao foi detectada no periodo de 13DE em nenhuma das regioes, por quaisquer
dos métodos utilizados neste estudo, confirmando os relatos de Brown et al. (2002). A auséncia
de MMP-9 na parede palatal, neste estdgio inicial, sua presencga nos estagios posteriores e o
seu pico de expressao no 14,5DE, sugerem que a sua secre¢ao ocorra por células da membrana
basal e células diferenciadas, tais como em osteoblastos, nos sitios osteogénicos.

A MMP-9 foi observada nas formas inativa (pr6-MMP-9) e ativa, sendo digno de nota
o fato de que esta tltima tem seu pico maximo no 14,5DE. No entanto, no 15DE, somente a
forma pr6-MMP-9 estd presente, sugerindo a agao de um inibidor da sua atividade.

O aumento da atividade MMP-2 e MMP-9 na L] ou seus remanescentes aos 14, 14,5DE
pode ser atribuida a agao dessas enzimas na degradacao da MEC e membrana basal da L], que é
composta por coldgeno tipo III e IV, fibronectina, laminina e tenascina (FYFE; FERGUNSON;
CHIQUET-EHRISMANN, 1988; MORRIS-WIMAN; BRINKLEY, 1992; 1993; MORRIS-
WIMAN; BURCH; BASCO, 2000).

A degradacao da membrana basal também provoca mudangas nas interagdes cé-
lula—célula e célula—matriz, que estao envolvidas na adesao e migracao celular e na
trans-diferencia¢do epitélio-mesénquima (MARSCHITZ et al, 2000; BLAVIER et al,
2001). De fato, a MMP-2 tem a habilidade de clivar os colagenos 1 (AIMES; QUIGLEY,
1995), III (BERTON et al., 2000), IV (MURPHY; CRABBE, 1995), fibronectina
(CAWSTON, 1996), tenascina-C (SIRI et al., 1995) e laminina (ALEXANDER, 2002) ea MMP-9 de
degradar o coldgeno tipo IV (MURPHY; CRABBE, 1995) e fibronectina (ALEXANDER, 2002).

E interessante lembrarmos que ao mesmo tempo em que a degradagao de tecido
mesenquimal e epitelial é crucial para o desenvolvimento, na mesma intensidade ¢ crucial o
controle dessa degradacao.

A a¢ao das MMPs na MEC é regulada por trés diferentes mecanismos: a regulacao da
transcricao, a ativagao das formas latentes e a inibicao da atividade. Até o momento, a classe de
inibidores de MMPs mais estudada durante a embriogénese é a dos TIMPs. Na palatogénese,
a interacao TIMP-MMP tem sido considerada o ponto decisivo para a manuten¢ao da MEC e
a completa fusao das paredes palatais. Entretanto, a descoberta do gene RECK e a elucida¢ao
do mecanismo de a¢ao do seu produto sobre as MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP sugerem que,
assim como estas, a proteina RECK possa estar presentes nos diferentes estagios de formagao do
palato secundario. Este trabalho relata pela primeira vez o padrao de expressao do gene RECK
e a distribuigao espacial e temporal de seu transcrito durante a palatogénese.

Na etapa de reorganizacao das paredes palatais (13DE), o sinal positivo para mRECK
e a imunomarcacao de seu produto foram observados nas mesmas regidoes que a MMP-2,
porém, houve uma regiao, a midoral, onde o sinal positivo para mRECK foi bem evidente,
sem, no entanto, ocorrer a expressao de MMP-2 ou MMP-9. Essa aparente discrepancia pode
ser atribuida ao intervalo de tempo entre a codificagao e a expressao da proteina RECK. De

sorte que, os 14DE, observamos que a MMP-2 se espalha em direcao a regiao medial ventral
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enquanto a MMP-9 passa a ser expressa por osteoblastos e células epiteliais préximas a essa
regiao. Provavelmente mMMP-2 e mMMP-9 teriam seus sinais positivos na regiao medial
ventral no 13DE, culminando na expressao da proteina no 14DE.

O sinal positivo para mRECK, assim como a imunomarcag¢ao do seu produto e da MMP-
2, tornaram-se menos evidentes nas regioes nasal e medial dorsal do mesénquima apds o
contato entre as duas cristas (14DE), ou seja, quando as células do tecido mesenquimal dessas
regioes diminuem sua atividade. As regides em processo de ossificagao e as células subjacentes
a CME continuam a expressar essas moléculas. No entanto, nesse estdgio e no seguinte (14 e
14,5DE), MMP-2, MMP-9, RECK e mRECK se concentraram na L] ou seus remanescentes,
exatamente onde a remodela¢ao da MEC se mostra mais necessdria.

A confirmagao da presenga de mRNA e da proteina RECK, nos trés estagios de formagao
do palato secunddrio, apresentando varia¢ao no seu padrao de distribui¢ao temporal e espacial
durante a palatogénese, semelhante ao observado para MMP-2 e MMP-9 neste trabalho e para
MT1-MMP (BLAVIER et al., 2001) e TIMPs (MORRIS-WIMAN; BURCH; BASCO, 2000),
sugere, fortemente, uma possivel interacdo e modula¢ao de atividade entre RECK, MMPs
e TIMPs. Os dados obtidos no presente estudo, aliados aos resultados descritos por outros
autores e que serao apresentados logo a seguir, podem representar argumentos suficientes
para a elaboragao dos possiveis mecanismos dessa interagao.

Foram identificadas pelo menos trés categorias de moléculas que causam a reversao
do fenétipo tumoral. Aquelas que interferem na via de sinalizagao Ras; aquelas que ajudam
na manutenc¢do do fenétipo normal, mas sao reguladas pela via de sinalizagao Ras; e aquelas
que induzem a reversao do fenétipo independente da via de sinalizacao Ras. O RECK,
provavelmente, se encaixa na segunda categoria, ja que é negativamente regulado por Ras
ativado (NODA et al., 2003).

O proto-oncogene RAS sintetiza um grupo de proteinas de 21 kDa, associadas a por¢ao
interna da membrana celular. Em sua forma ativa, as proteinas Ras atuam em cadeias
efetoras, como as serina/treonina-quinases da familia Raf (Raf-1, Raf-A e Raf-B), Rac,
Rho e a fosfatidilinositol-3-quinase, que sao mediadores de importantes fung¢oes celulares
(RODENHUIS; SLEBOS, 1990). Especificamente a intera¢ao entre Ras e Raf produz ativagao
da via de sinalizacao por MAPK (proteinoquinases mitégeno-ativadas) e ERK (quinases
reguladas por sinais extracelulares), resultando na fosforilagao de alvos citoplasmaticos e
nucleares que regulam a expressao génica (CAMPBELL et al., 1998).

O mecanismo pelo qual essa via de sinalizagao Ras regula negativamente a expressao da
proteina RECK ainda nao ¢ totalmente conhecido. No entanto, Sasahara, Tasahashi e Noda
(1999) demonstraram que a supressao da expressao de RECK em resposta a ativagao de Ras
ocorre, pelo menos em parte, nositio putativo Spl B, devido auma modula¢ao da atividade trans-
reguladora dos fatores de crescimento Spl e Sp3. Fatores de crescimento Spl estao envolvidos

na via de sinalizacao Ras/Raf. Essa via altera a atividade trans-ativadora de Spl, impedindo a
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ativagao transcricional de RECK. H4 relatos de outros oncogenes que inibem a expressao de
RECK. Sao eles os v-fos, c-myc, v-src, v-fms, v-fes e v-mos (TAKAHASHI et al., 1998).

H4 tempos vém sendo demonstrado que a ativagao de oncogenes reprime a expressao de
moléculas de MEC, como o coldgeno I, fibronectina (YAMADA; OLDEN, 1978; FAGAN et al.,
1981; ADAMS et al., 1982; ALLEBACH et al.,, 1985; URTREGER et al., 2006) e receptores de
integrinas (PLANTEFABER; HYNES, 1989), além de exacerbar a atividade de MMPs. Essas
alteracoes devem ser conseqiiéncias da inibicao da expressao de RECK e ocasionam drésticas
mudangas morfolégicas e diminui¢ao da intera¢ao célula-matriz com redugao da adesao celular.

Apesar de todas as evidéncias indicarem a importancia das MMPs e das TIMPs nos
processos de remodelamento de MEC, sejam eles fisioldgicos, patolégicos ou de morfogénese,
nenhum grupo de pesquisadores conseguiu demonstrar, de forma direta, esse fato. Por exemplo,
camundongos nulos para MMP-2, MMP mais largamente expressa em todos os tipos de
tecidos, nascem sem apresentar qualquer mudanca de fendtipo (ITOH et al., 1997; ITOH
et al., 1998; KATO et al., 2001). Camundongos nulos para MT1-MMP, MMP responsavel
pela ativagao de MMP-2, apresentam somente algumas pequenas anormalidades dsseas
(ZHOU et al., 2000), enquanto camundongos nulos para TIMP-1 e TIMP-2 (a TIMP-2 estd
envolvida no processo de ativa¢ao e inibi¢ao de MMP-2) nao apresentam anormalidades apés
o nascimento (CATERINA et al., 2000; WANG; JUTTERMANN; SOLOWAY, 2000; BIGG et
al.,2001; BAKER et al., 2002;).

Entretanto, Oh et al (2001) relataram que camundongos nulos para RECK morrem no
10,59 dia de vida intra-uterina, com baixo peso corporal e um macigo processo hemorragico.
Até esse estdgio de desenvolvimento embrionario, camundongos normais apresentam um
alto nivel de expressao de RECK em células murais e tubo neural, e em niveis moderados em
tecidos mesenquimais e nos somitos. Uma avalia¢ao histolégica dos tecidos mesenquimais
provenientes desses camundongos nulos para RECK mostra diversos niveis de desorganizacao.
A borda entre o neuro-epitélio e 0 mesénquima chama a atencao devido a severidade do seu
nivel organizacional.

Esse mistério se torna ainda mais intrigante quando, em 2004, Nuttall et al. avaliaram
o padrao de expressao de TIMPs (1-4) e de RECK em cérebro, coragao, pulmao, rim e figado
de embrioes de camundongos, e sugerem que nao ha um padrao distinto entre a expressao de
RECK e TIMPs que explique o fato da auséncia da expressao de RECK ser letal e a de TIMPs
nao. Ainda, os resultados de Nuttall et al. (2004) indicam uma maior expressao de TIMPs,
principalmente da TIMP-2, do que de RECK em todos os tecidos analisados por eles.

Os experimentos dos grupos de Oh e Nuttall suportam evidéncias de que a integridade ou
adequada formacao de um tecido ou 6rgao é conseqiiéncia do balango entre MMPs e o nivel de
interagao desta com seus inibidores, nao somente TIMPs, mas particularmente RECK. Um forte
indicio nesse sentido é a recuperagao parcial do fendtipo letal de RECK”- em camundongos nulos

para MMP-2. A falta de expressao de MMP-2 retarda a morte intra-uterina de camundongos
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em até um dia e a comparacao entre embrioes de 10,5DE aponta uma organogénese menos
comprometida em embrides RECK”/MMP’~ (OH et al., 2002).

O experimento de Oh (2001) fornece, ainda, evidéncias de que a perda do controle da
atividade de MMPs durante o desenvolvimento de embrides nulos para RECK é a responsével

pelo fendtipo observado nesses natimortos:

- aandlise zimografica de tecidos provenientes desses embrioes indica que eles produzem
elevados niveis de MMP-2 ativa;

«uma alta atividade de MMPs é observada quando se compara esses embrides com
embrides controle;

« a quantidade de coldgeno I e coldgenos fibrilares estao drasticamente diminuidas nesses
embrioes;

« embrides mutantes RECK”- e MMP2”- mostram um desenvolvimento no peso corporal
maior do que os RECK”", uma arquitetura tecidual intacta e um periodo de vida intra-

uterina prolongado em um dia.

E interessante ressaltar que camundongos MMP-27- nao sofrem qualquer alteragao
fenotipica. Dai se conclui que a perda do controle da atividade de MMP-2 pode ser devido a perda
da atividade de RECK, e é a grande responsavel pela mudanca do fenétipo desses animais.

Isso leva ao questionamento da atividade inibitéria das TIMPs. Qual seria o fator
determinante para animais """ nao apresentarem mudangas fenotipicas enquanto animais
RECK/- n3o sobrevivem nem a vida intra-uterina? TIMPs e RECK apresentam algumas
similaridades na estrutura primdria. A marcante diferenca entre RECK e TIMPs esta na sua
localizagao sub-celular: RECK estd ancorado a membrana enquanto as TIMPs aparecem difusas
na MEC. Devido a isso, RECK atua de forma mais localizada, na vizinhanca da superficie
celular. Ja as TIMPs atuariam mais longe da superficie celular, embora possam atuar mais
proximo da superficie celular quando da formagao de complexos com moléculas de membrana,
como as MT1-MMP. Contudo, neste caso a sua fungao ¢ de ativagao e nao de inibigao.

Em resumo, podemos sugerir que MMPs e RECK sejam proteinas moduladoras da
morfogénese do palato secundério, possivelmente dependente da razao de expressao desses
genes em determinado local e momento. As observagoes que nos levam a essa afirmacao sao,
primeiro, o fato de observamos, aos 13DE, que as regioes ricas em coldgeno I expressam
MMP-2, mas também RECK, o que ajuda a manter a integridade do tecido responsével
pelo direcionamento do crescimento das paredes palatais. Uma exce¢ao feita a essa regra é a
auséncia de MMP-2 na regiao midoral. Essa regiao expressa mRECK e RECK e é o ponto de
atuacao da forca intrinseca responsavel pela elevacao das paredes palatais.

Segundo, que aos 14 e 14,5DE o padrao de expressao MMP-2, MMP-9 e RECK ocorre de

acordo com os processos bioldgicos de cada regiao do processo palatal, porém, mantendo uma
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similaridade de distribui¢ao. No entanto, a L] apresenta elevados niveis de expressao para essas
proteinas, corroborando a hipétese de modulagao entre essas moléculas durante o processo
de fusao (adesao celular) com posterior degradagao da L] (degeneracao de coldgeno I, III, 1V,
fibronectina, laminina; migragao e transdiferenciacao celular).

Por fim,aos 15DE aexpressao de MMP-2, MMP-9 e RECK é mais evidente nas membranas
basais e nos sitios de ossificacao, que continuam em intensa atividade celular, mostrando
que as outras regioes ja completaram o seu desenvolvimento, necessitando somente do
remodelamento de manutencao.

Deve-se, ainda, levar em conta que durante a formagao do palato secundério tanto MMP-
2, MMP-9 quanto MT1-MMP estao envolvidas em outras vias de sinaliza¢ao, desencadeando,
in vivo, uma intrincada rede de mecanismos interdependentes e necessdrios para a completa
fusao das paredes palatais.

E evidente que essa complexa rede de mecanismos de regulacao envolvidos no processo
de formagao do palato secundario esteja, ainda, longe de ser completamente compreendida.
Porém, podemos inferir que RECK seja um modulador da atividade de MMP-2 e MMP-9
durante o remodelamento da MEC, possivelmente sob o controle da via de Ras (e outros
oncogenes), e que esse circuito parece ser essencial para a palatogénese. Dessa forma, seriam
extremamente interessantes experimentos em que o gene RECK fosse suprimido justamente
no 13, 14 e 14,5DE, comparando o fenétipo palatal destes com o de camundongos normais e
camundongos MMP-27". Também seria interessante usar um modelo experimental onde os
camundongos fossem GAP”, ja que GAP é um regulador negativo de Ras.

Apesar de ainda estarmos longe de compreender todos os processos moleculares
envolvidos na formagao do palato secundario, os experimentos realizados neste estudo abrem
caminhos para um novo e amplo campo de pesquisas que poderd nos ajudar nao somente a
compreender esses intrincados mecanismos, mas também a elaborar estratégias de prevenc¢ao

de fissuras.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem as seguintes conclusoes:

+0s periodos gestacionais em camundongos que melhor representam as principais
etapas de formag¢ao do palato secundédrio sao 13DE (crescimento vertical), 14DE
(horizontaliza¢ao e fusao), 14,5DE (degradag¢ao) e 15DE (completa fusao);

«RECK estd presente nos trés periodos de formacao do palato secunddrio em

camundongos;

«a andlise do padrao de expressao temporal e espacial de RECK e mRECK indica
que no transcorrer dos trés estagios ha variacoes na intensidade e nos locais de sua

distribuicao.

- metaloproteinase-2 e metaloproteinase-9 também estao presentes na parede palatal
durante os trés principais estagios de formagao do palato secundario, com exce¢ao de

metaloproteinase-9 no 13DE.

- a andlise subjetiva do padrao de expressao temporal e espacial entre RECK, MMP-2 e
MMP-9 é, na maioria das vezes, coincidentes entre si, sugerindo que estejam envolvidas

em uma mesma rede de sinaliza¢ao;

« 0 fato da expressao maxima de RECK ocorrer no 15DE, logo ap6s a expressao médxima
de MMP-2 e MMP-9, sugere que RECK esteja modulando a atividade dessas duas

enzimas.
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1992 - 1993

1992 - 1994

1988 - 1990

Orientador: Prof Dr. Igor Vassillief

Especializacdo em Habilitacdo Andlises Clinicas.
Universidade do Sagrado Coracdo, USC, Bauru, Brasil

Especializacdo em Especializagdio Em Farmacologia.
Universidade do Sagrado Coracdo, USC, Bauru, Brasil

Especializacdo em Andlises Clinicas.
Universidade do Sagrado Corag¢io, USC, Bauru, Brasil

Especializacdo em Aprimoramento Em Andlises Clinicas.
Instituto Lauro de Souza Lima, ILSL, Brasil
Bolsista do(a): Fundagdo do Desenvolvimento Administrativo

Graduacdo em Farmécia.
Universidade do Sagrado Coracdo, USC, Bauru, Brasil

Formacao complementar

1991 - 1991

1992 - 1992

Curso de curta duragdo em Micobacterias.
Instituto Lauro de Souza Lima, ILSL, Bauru, Brasil

Curso de curta duragdo em Hansenologia.
Instituto Lauro de Souza Lima, ILSL, Bauru, Brasil

Atuacao profissional
1. Universidade do Sagrado Coragéo - USC

Vinculo
institucional

1994 - 2003

2003 - Atual

Atividades

04/1994 -
08/2003

03/1996 -
12/1996

03/1996 -
12/1996

Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Técnico
Especializado Nivel Superior , Carga hordria: 40, Regime: Dedicagéo
Exclusiva

Vinculo: Coordenadora de laboratdrio , Enquadramento funcional:
Coordenadora de laboratério , Carga horéria: 40, Regime: Dedicacdo
Exclusiva

Servico Técnico Especializado, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Satide, Laboratério de Andlises e Pesquisas Clinicas

Especificacdo:
Responsdvel Técnico

Estagio, Centro de Ciéncias Biolégicas e da Sauide, Laboratério de
Andlises e Pesquisas Clinicas

Estagio:

Horménio

Estégio, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde, Laboratdrio de
Andlises e Pesquisas Clinicas

Estdgio:

Toxicologia



06/1999 - Atual

08/2003 - Atual

Pesquisa e Desenvolvimento, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Satdde

Linhas de Pesquisa:
Liberagdo de ions calcio

Dire¢do e Administragio, Laboratério de Anédlises Clinicas

Cargos Ocupados:
Chefe de Departamento

2. Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

Vinculo
institucional

2002 - Atual

Atividades
02/2002 - Atual

Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Pesquisador voluntério,
Regime: Parcial

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biologia

Linhas de Pesquisa:
Expressao de RECK e metaloproteinases 2 e metaloproteinase 9
durante a palatogenese

Linhas de pesquisa

Areas de atuacao
1.

2.
3.

Idiomas

Inglés
Espanhol

Prémios e Titulos

Liberacg@o de ions calcio

Objetivos:

Expressdao de RECK e metaloproteinases 2 e metaloproteinase 9
durante a palatogenese

Objetivos:

Anilise Clinica
Biologia Molecular

Andlise Toxicoldgica

Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente, Escreve
Razoavelmente, L€ Bem

Compreende Razoavelmente , Fala Pouco, Escreve Razoavelmente,
L& Razoavelmente

Certificado de HONRA AO MERITO ao trabalho apresentado:
"Avaliacdo Espaco-Temporal da Expressdo das Metaloproteinases 2 e



2004

9 Durante a Palatogéne, Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental - FeSBE

Producioem C, T & A

Producio bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

10.

DUARTE, M. A. H., MARTINS, C. S., DEMARCHI, A. C.C. O.,
GODOY, L. F., KUGA, M. C., YAMASHITA, Jose Carlos
Calcium and hydroxide release from different pulp-capping materials. Oral Surgery,
Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontics. , v.104, p.e66 -
€69, 2007.

DUARTE, M. A. H., DEMARCHI, A. C. C. O., YAMASHITA, Jose Carlos,
KUGA, M. C., FRAGA, S. C.

Arsenic release provide by MTA an Potland cement.. Oral Surgery, Oral Medicine,
Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontics. , v.99, p.648 - 650, 2005.

DEMARCHI, A. C. C. O., DUARTE, M. A. H., MORAES, I.G. de
Determination of pH and calcium ion release provided by pure and calcium
hydroxide-containing AHPlus. International endodontic Journal. , v.37, p.42 - 45,
2004.

DUARTE, M. A. H.,, DEMARCHI, A. C. C. O., MORAES, 1.G. de
Determination of pH and calcium ion release provided by pure and calcium
hydroxide-containing AHPlus. International Endodontic Journal. , v.37, p.42 - 45,
2004.

DEMARCHI, A. C. C. O., DUARTE, M. A. H., YAMASHITA, Jose Carlos,
KUGA, M. C., FRAGA, S. C.

pH and calcium ion release of 2 root-end filling materials. Oral Surgey Oral
Medicine Oral Pathology Oral Radiology and Endodontics. , v.95, p.345 - 347,
2003.

" DEMARCHI, A. C. C. O., MENEZES, M. L., MERCADANTE, A.,
VASSILIEFF, 1.
Determination of Sodium Monofluoroacetate in Serum by Gas Chromatograph.
Chromatographia (Wiesbaden). , v.54, p.1 - 3, 2001.

" DEMARCHI, A. C. C. O., DUARTE, M. A. H., GIAXA, M. H., KUGA, M. C,,
FRAGA, S. C.,SOUZA,L.C.D.
Evaluation of PH and Calciun Ion Release of Threee Root Canal Sealers. Journal of
Endodontics. , v.26, p.389 - 390, 2000.

DEMARCHIL A. C. C. O., SOUZA, L. C. D., SANTOS, L. S., MENEZES, M. L.
Avaliacdo da Exposi¢do ao chumbo em trabalhadores das industrias de Bauru.
Revista Salusvita. , v.18, p.27 - 36, 1999.

r DEMARCHI, A. C. C. O., MENEZES, M. L.
Off Line Extraction of Phenol From Human Urine Sample With Isoamyl Alcohol
and Determination by HPLC. Journal Of Liquid Chromatography Related
Technologies. , v.21, p.2355 - 2363, 1998.

 DEMARCHI, A. C. C. O., MENEZES, M. L., FELIX, G.
On Line Extraction and Determination of Carbofuran in Raw Milk by Direct HPLC
Injetion on an ISRP Column . Chromatographia. , v.47, p.81 - 84, 1998.

Comunicag¢des e Resumos Publicados em Anais de Congressos ou Periddicos (resumo)

PAIVA, KB.S.,ZAMBUZZI, W. F., DEMARCHI, A. C. C. O.,, MENDONCA, T.



A., GRANJEIRO, J. M.
Expression of Matrix Metalloproteinases 2 and 9 and RECK During Amelogenesis
In: Comparative Endocrinology of Calcium Regulation Workshop

Bone. Londres: Elsevier, 2005. v.36. p.S103 - S479

DEMARCHIL A. C. C. 0., ZAMBUZZI, W. F., PAIVA, K.B.S., NUNES, F. D,
VALENZUELA, M. G. S., SOGAYAR, M. C., GRANJEIRO, J. M.
Expression of MMP -2, -9 and RECK During Palatogenesis In: XXXIV Reundo
Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2005, Aguas
de Lindoia.

XXXIV Reunio Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular. , 2005.

MENDONCA, T. A.,ZAMBUZZI, W. F., PAIVA, K.B.S., DEMARCHI, A. C. C.
O., CESTARI, T. M., TAGA, R., LAURIS, J.R.P., GRANJEIRO, J. M.
Metalloproteinase 2 Expression During Cellular Response to the Xenograft of
Cancellous Bovine Bone In: XXXIV Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular (SBBq), 2005, Aguas de Lindoia - MG/Brasil.
XXXIV Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Biologia Molecular e
Bioquimica, 2005, Aguas de Lindoia.

XXXIV Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Biologia Molecular e
Bioquimica. , 2005.

DEMARCHIL A. C. C. 0., ZAMBUZZI, W. F., PAIVA, K.B.S., MENDONCA, T.
A., SOGAYAR, M. C., GRANJEIRO, J. M.
Avaliacio Espaco-Temporal da Expressdo das Metaloproteinases-2 e -9 Durante a
Palatogénese In: XIX Reunido Anual da FeSBE, 2004, Aguas de Lindoia.

XIX Reunido Anual da FeSBE. , 2004.

Zanelatto, G.N., ZAMBUZZI, W. F., PAIVA, K.B.S., DEMARCHI, A. C. C. O,
MENDONCA, T. A., OLIVEIRA, R. C., GRANIJEIRO, J. M.
Expressdo da Gelatinase B e CD68 na Resposta Tecidual ao Implante de Osso
Inorgéanico Bovino In: 17* Jornada Odontoldgica de Bauru, 2004, Bauru

17* Jornada Odontolégica de Bauru, 2004, Bauru. , 2004.

PAIVA, K.B.S.,ZAMBUZZI, W. F., Zanelatto, G.N., DEMARCHI, A. C. C. O.,
MENDONCA, T. A., GRANJEIRO, J. M.
Expression of Metalloproteinases-2 and -9 During Amelogenesis In: III
International Symposium on Extracellular Matrix and VIII Simpésio Brasileiro
sobre Matriz Extracelular, 2004, Angra dos Reis.

III International Symposium on Extracellular Matrix and VIII Simpésio
Brasileiro sobre Matriz Extracelular. , 2004.

MENEZES, R., ZAMBUZZI, W. F., PAIVA, K.B.S., DEMARCHI A. C. C. O,
MENDONCA, T. A., Zanelatto, G.N., SOGAYAR, M. C., GRANJEIRO, J. M.
MMP-9 Expression in Response to Fully-Processed Inorganic Medullar Bovine
Bone In: IADR, 2004, Honolulu/Hawai.

Journal of Dental Research. , 2004. v.83. p.3569 - 3569

PAIVA, KB.S.,ZAMBUZZI, W. F., MENDONCA, T. A., DEMARCHI, A. C. C.
0., Zanelatto, G.N., GRANJEIRO, J. M.
Temporal and Spatial Analysis of Gelatinases Distribution During Endochondral
Ossification in Mice In: XXXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular, 2004, Caxambu.

XXXIII Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular. , 2004.

ZAMBUZZI, W. F., OLIVEIRA, L.C.S., PAIVA, K.B.S., CESTARI, T. M.,
DEMARCHI, A. C. C. O.,, MENDONCA, T. A., SOGAYAR, M. C., GRANJEIRO,
.M.

Expression of Gelatinases a (MMP-2, 72kDa) and b (MMP-9, 92kDa) During the



11.

12.

13.

Alveolar Bone Repair In: 20. Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontoldgica, 2003, Aguas de Lindoia.

20. Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica. , 2003.
v.17. p.80 - 80

DEMARCHI, A. C. C. O.,ZAMBUZZI, W. F., GRANJEIRO, J. M.
ANALISE DA EXPRESSAO DA ENZIMA iNOS NA MORFOGENESE DA
LINGUA DE RATOS In: SBPqO, 2002, Aguas de Lindoia.

Pesquisa Odontoldgica Brasileira. , 2002. p.96 - 96

BRANDAO, C. G., DEMARCHL, A. C. C. O., DUARTE, M. A. H.
Calcium Release and pH from Calcium-containing Root Canal Sealers In: 78th
General Session of the International Association for Dental Research, 2000,
Washington.

Journal of Dental Research Special Issue. Washington, DC, USA.: , 2000. v.79.
p.-549 -

BRANDAO, C. G., DEMARCHL A. C.C. O., DUARTE, M. A. H.

Calcium release and pH of AH Plus pure and modified In: 78th General Session of

the International Association for Dental Research, 2000, Washington, DC, USA..
Journal of Dental Research. Washington,DC,USA.: , 2000. v.79. p.549 - 549

GIAXA, M. H., DUARTE, M. A. H., KUGA, M. C., DEMARCHI, A. C.C. O.
Avalaicio do pH e liberagdo de ions célcio produzidos pelos cimentos Sealapex,
Sealer 26 e Apexit em funcio do tempo In: 26 Jornada Odontolégica e 11 Jornada
académica da Faculdade de Odontologia de Lins, 1997, Lins.

Anais da 26 Jornada Odontologica e 11 Jornada académica da Faculdade de
Odontologia de Lins. , 1997. p.36 - 36

Demais produgdes bibliograficas

DEMARCH]I, A. C. C. O., MENEZES, M. L.
Off Line Extration Of Phenol From Human Urine Sample With Isoamyl

" Alcohol anbd Determinatio by HPLC, 1997. (Comunicagio,Apresentacio de

Trabalho)

DEMARCHI, A. C. C. O.,, MENEZES, M. L., VASSILIEFF, 1., MERCADANTE,
A.

Improvement of one methodology for quantification of sodium
monofluoroacetate in serum, 2000. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

DEMARCHI, A. C. C. O., BRANDAO, C. G., DUARTE, M. A. H.
Calcium Release and pH from Calcium-containing Root Canal Sealers, 2000.
(Outra,Apresentacdo de Trabalho)

DEMARCHL, A. C. C. O., DUARTE, M. A. H., BRANDAO, C. G.
Calcium release and pH of AH Plus pure and modified , 2000.
(Outra,Apresentacdo de Trabalho)

DEMARCHI A. C. C. O., SOUZA, L. C. D.,, MENEZES, M. L., SANTOS, L. S.
Avaliacao da Exposi¢ao ao Chumbo em Trabalhadores das Industrias de
Bauru, 1997. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

DEMARCHI, A. C. C. O., MENEZES, M. L., FELIX, G.

Extration and Determination on Line of Carbofuran Pesticidies From Raw
Milk by Directic Injection Into HPLC On ISRP Column, 1997.
(Outra,Apresentacdo de Trabalho)

Produgdo Técnica

Demais producdes técnicas

1.

DEMARCHI A. C. C. O., DUARTE, M. A. H.
Analise do pH e liberacéo de ions de Calcio do Hidroxido de Calcio associado a



diferentes veiculos., 1999. (Outra produg@o técnica)

DEMARCHI A. C. C. O., KUGA, M. C.
2. Avaliacao do pH e Lliberacao de Ions de Calcio Produzidos pelos Cimentos
Sealapex, Sealer 26 e Apexit e Funcao do Tempo., 1999. (Outra produgéo técnica)

DEMARCHL A. C. C. O.

Intoxicacao por Monofluoroacetato em coelhos: Otimizacdo de um Método para
3. Quantificaciio deste composto no soro e Avaliacdo da Eficacia ou ndo do uso do

Bicarbonato de Sédio sobre a Metabolizacdo do Monofluoroacetato, 1999.

(Outra producio técnica)

DEMARCHL A. C. C. O.
4. Praticas Toxicologicas em Cromatografia Gasosa para Identificacao de
Inseticidas e Herbicidas, 1999. (Outra producéo técnica)

DEMARCHIL A. C. C. O.

Avaliacao da Liberacao de ions cilcio e hidroxila quando da associagio de
hidréxido de calcio com diferentes veiculos de demora intracanal, 1998. (Outra
producdo técnica)

DEMARCHI A. C. C. O.
6. Intoxicaciio de Operarios por Chumbo e Analise por Espectrofotometria de
Absorc¢ao Atomica em Amostras de Sangue, 1996. (Outra producio técnica)

DEMARCHI, A. C. C. O.

7. Interpretacao de Exames Laboratoriais, 1994. (Outra produgfo técnica)

Orientagdes e Supervisdes

Orientagdes e Supervisdes concluidas

oo (Orientacdes de teses e dissertagdes coincidentes com informagdes na base CAPES,
a partir do ano de 1996)

Monografias de conclusdo de curso de aperfeicoamento/especializacio

Milene Baio Dota. Hipocalcemia e suas complicacoes. 2001. Monografia
(Especializa¢do em Andlises Clinicas) - Universidade do Sagrado Coragio

Alcione Marin. A Hiperlipemia como fator de risco na doenca aterosclerética.
2. 2001. Monografia (Especializacdo em Andlises Clinicas) - Universidade do Sagrado
Coragdo

Totais de producao

Producéo bibliografica

Artigos completos publicado em periddico 10
Comunica¢des em anais de congressos e periddicos (proceedings e suplementos) 13
Apresentacdes de Trabalhos (Comunicag@o) 1
Apresentacdes de Trabalhos (Congresso) 1
Apresentacdes de Trabalhos (Outra) 4

Producdo técnica

Outra producéo técnica 7
Orientagdes

Orientacdo concluida (monografia de conclusdo de curso de 1
aperfeicoamento/especializacdo)

Orientacdo concluida (monografia de conclusdo de curso de |

aperfeicoamento/especializa¢do)
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animats

Of.CEEPA-FOB/USP N° 001/2008

Bauru, 23 de janeiro de 2008.

Senhor Professor,

Em ateng&o a solicitagdo de Vossa Senhoria aprovamos a inclusao da pesquisadora Dr* Ana

Claudia Demarchi no desenvolvimento do projeto de pesquisa “Expressao temporal e

espacial de metaloproteinase-2, metaloproteinase-9 e reck durante a palatogénese em

camundongos”, (Proc.04/2004), de autoria da CD. Thais Accorsi Mendonga, sob sua

orientagao.

Atenciosamente,

il S
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/',/‘?

e 7 _"/_.,
P £ [ i

Prof®* Dr* Marilia Afonso Rabelo guzalaf

Presidente da Comissao de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais

Prof. Dr. José Mauro Granjeiro

Docente do Departamento de Biologia Celular e Molecular-Universidade Federal Fluminense



