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A hipodontia € a auséncia congénita de um a seis dentes permanentes e/ou
deciduos. Esta € uma das mais freqiientes alteragGes da denticdo humana, que,
embora ndo represente um problema de lsafzde publica, pode causar disfungdes
mastigatorias e da fala, além de problemas estéticos. Trabalhos recentes
mostraram que mutagdes no gene Msx? estdo associadas com hipodontia de
segundos pre-molares e terceiros molares em humanos. A proteina BMP-4 tem
sido identificada como um sinal indutivo do epitélio na formagéo dos dentes. E
produzida no epitelio dental (lamina dental) e regula a expresséo de genes mais
diretamente envolvidos na odontogénese presentes no mesénquima dental,
incluindo o Msx7. O objetivo deste trabatho foi investigar a presenga de
polimorfismos na regido promotora do gene BMP-4 em individuos com formas
isoladas de agenesia dental (formas ndo sindrémicas e sem padrédo mendeliano
de transmiss&o). A partir do DNA obtido de células epiteliais (em processo de
descamacéo) da mucosa bucal de 50 individuos com agenesia nos segundos pré-
molares ou terceiros molares e de 50 individuos controle, a regido promotora do
gene BMP-4 foi amplificada pela técnica de PCR. Os produtos de PCR purificados
foram entdo submetidos & técnica de seqiienciamento automatico e nao revelaram
alteragbes na regido do gene estudado, Estes resultados indicam que outros
genes, ou outras regides do gene BMP-4, devem estar envolvidos na etiologia da

hipodontia.



ABSTRACT

Hypodontia is the congenital absence of one to six deciduous and/or permanent
teeth. This is one of the most frequent altérations of the human dentition. Although
it does not represent a problem of public health, it may cause masticatory and
speech dysfunctions, as well as aesthetic problems. Recent studies showed that
mutations in the gene Msx7 are associated with hypodontia of second premolars
and third molars in humans. The protein BMP-4 has been identified as an inductive
sign of the epithelium in the formation of the teeth. It is produced in the dental
epithelium where it regulates the expression of genes directly involved in tooth
morphogenesis. The aim of this study was to investigate the presence of
polymorphism in the promoter region of thé gene BMP-4 in individuals with isolated
forms of dental agenesis. Genomic DNA was obtained from buccal epithelial celis
of 50 individuals with agenesis in the second premolars or third molars and 50
control individuals. The promoter region of the BMP-4 gene was amplified by the
technique of PCR. The products of purified PCR were submitted to automatic
sequencing and did not reveal any alterations in that region of the gene studied.
These resuits indicate that other genes or regions of BMP-4 must be involved in

the etiology of hypodontia in humans.
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1. INTRODUCAO

C estudo da genética de desenvolvimento do embrido humano é
utilizado ha alguns anos na busca da etiologia da agenesia dental. Muitos
pesquisadores tém se empenhado para descobrir a relacdo entre determinados
genes responsaveis pelo desenvolvimento e estrutura dental e a hipodontia
(VAINIO et al., 1993; THESLEFF, 1995; VASTARDIS et al., 1996; ABERG et af.,
1997, MAAS & BEI, 1997).

A agenesia dental, ou hipodontia € a auséncia congénita de um a seis
dentes permanentes efou deciduos (SCHALK-VAN DER WEIDE et al., 1994). Por
ser uma alteragéo freqliente na denticdo humana, hipdteses sobre sua relacéo
genética e evolugdo tém sido questionadas. O fato é que, independente disto, esta
condigdo pode causar alteragdes no aparelho mastigatorio e fonético, além de

ocasionar, eventualmente, desconforto estético e social ao individuo (LINE, 2001 )-

A hipodontia pode ocorrer associada a sindromes ou como uma
entidade isolada, podendo, neste caso, seguir um padrio herdado ou n3o. Os
terceiros molares s@o os dentes mais afetados, estando ausentes em
aproximadamente 20% da populagéo, éeguidos pelos segundos pré-molares
(3,4%) e incisivos laterais maxilares (2,2%) (GRABER, 1978: CUA-BENWARD et
al., 1992).



Estudos envolvendo membros de duas familias com um padréo de
agenesia dental semelhante, transmitida como carater autossémico dominante,
mostraram que mutagdes no gene Msx7 eram responsaveis pela auséncia dos
segundos pré-molares e terceiros molares da mandibula e maxila (VASTARDIS et

al., 1996; VAN DEN BOOGAARD et al., 2000).

O gene Msx7 pertence a uma familia de genes homedticos, os quais
codificam diferentes fatores de transcrig:éo. Estes sdo expressos principaimente
nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionaric, modulando a transcricdo de
outros genes (MAAS & BEIl, 1997). As proteinas codificadas pelos genes
homeodticos sdo evolutivamente conservadas, estando presentes desde o filo dos
celenterados até os mamiferos, inclusive o género Homo, ao qual pertence a

especie humana (DAVIDSON, 1985).

Durante o desenvolvimento embrionario, muitos fatores de crescimento
tém demonstrado fungdo como sinalizadores entre as camadas dos tecidos
embrionarios (VAINIO ef al., 1993). A interacao tissular, também chamada inducéo
embrionaria, tem uma importancia central na regulagdo do desenvolvimento do
embrido. Os fatores de crescimento estio agrupados em familias, e aquelas que
atuam claramente na organogénese s&o TGF-B (fator de crescimento
transformante - beta) e FGF (fator de crescimento fibroblastice). Um mecanismo
pelo qual os fatores de crescimento regulam o desenvolvimento & pela

estimulagéo dos genes homedticos. Assim como eles, os fatores de crescimento



tém sido conservados durante a evolugéo, e parecem ter fungBes similares em

todo o reino animal (MAAS & BE!, 1997).

A familia de fatores de crescimento mais estudada até agora é a TGF-B,
e pertence a ela uma classe de proteinas denominada BMP (proteina
morfogenética do 0sso) que regula o desenvolvimento de ossos e cartilagem. A
proteina BMP-4 tem sido identificada como um sinal indutivo do epitélio na
formacgéo dos dentes. Ela € produzida no epitélio dental (lamina dental) e regula a
expressdo de genes mais diretamente envolvidos na odontogénese, presentes no
mesénquima dental, incluindo o Msx7. Portanto, a atividade da BMP-4 é um
importante sinal indutivo nas fases iniciais da odontogénese, estimulando o

[

mesénquima a prosseguir o processo de cfesc'imento e diferenciagdo (THESLEFF,

1995).
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BIBLIOTECA CENTR
SECAD CIRCULAN



2. REVISAQO DE LITERATURA

2.1 Agenesia dental

A alteragdo do nimero dos elementos dentarios ocasionada pela falta
congénita de dentes ¢ definida na literatura como agenesia dental ou hipodontia.
As variagdes em numero de dentes em desenvolvimento sd0 comuns. Varios
termos s&o Uteis na discussdo das variagBes numéricas dos dentes. Anodontia
refere-se & auséncia completa de desenvolvimento do dente. Hipodontia denota a
falta de desenvolvimenio de um ou mais dentes; oligodontia (subdivisdo da
hipodontia) indica a falta de seis ou mais dentes. Definigdes como anodontia
completa (todos os elementos dentarios ausentes) e parcial (um ou véarios dentes

ausentes) sdo antigas e consideradas obsoletas (SHAFER et al., 1987).

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

A auséncia de dentes na dentigdo permanente ndo & rara, sendo os
terceiros molares os mais comuns, com uma prevaléncia que varia nas diferentes

racas entre 2,5 a 35% (NEVILLE et al., 1998). Depois dos molares, os segundos

10



pré-molares e incisivos laterais superiores sdoc os mais freqlientes (CUA
BENWARD et al, 1992). A anodontia é uma patologia rara e muitas vezes
associada a uma sindrome conhecida como displasia ectodérmica hereditaria
(SHAFER et al., 1987). A agenesia pode ser atribuida a fatores ambientais como
radiagdes, tumores, rubéola, infecgBes locais, entre outros (NEVILLE et al., 1998).
GORLING & GOLDMAN (1980) também sugeriu o fator genético como provavel
causa das anodontias. A agenesia den!tal pode ocorrer como uma entidade
isolada. Neste caso, essa caracteristica parece ser resuliado de uma ou mais
mutagdes pontuais em um sistema poligénico estreitamente ligado, transmitidas
mais freqlientemente de modo autossdmico dominante, de penetrancia incompleta

e expressividade variavel (GRABER, 1978).
2.2 O gene BMP-4, sua proteina e funcao

O gene humano BMP-4 esta localizado no brago longo do cromossomo
14, mais precisamente na regido 22-23 (229-23q). Durante o desenvolvimento
embrionario, muitos fatores de crescimento tém demonstrado fungdo como
sinalizadores entre as camadas dos tecidos embrionarios. A interagéo tissular,
também chamada indugdo embrionaria, tem uma importéncia central na regulagdo
do desenvolvimento embrionario. Os fatores de crescimento estio agrupados em
familias, e aquelas que atuam claramente na organogénese sdo TGF-B (fator de

crescimento transformante - beta) e FGF (fator de crescimento fibroblastico). Um

11
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mecanismo pelo qual os fatores de crescimento regulam o desenvolvimento & pela
estimulag8o dos genes homedticos. Assim como eles, os fatores de crescimento
tém sido conservados durante a evolucdo, e parecem ter fungbes similares em

todo o reino animai.

Dentre os fatores de crescimento importantes na embriogénese
destaca-se a super familia de fatores de crescimento, a TGF-B, e pertence a ela
uma classe de proteinas denominada BMP (proteina morfogenética do osso) que
regula o desenvolvimento de ossos e cartilagem. As BMPs s3o moléculas
sinalizadoras essenciais para o desenvolvimento embrionario, e desempenham
um papel regulador na embriogénese. Em mamiferos, ao menos 12 BMPs
(incluindo as relatadas na familia GDF — Fator de crescimento e diferenciagéo)
tém sido clonadas, e estao divididas em distintos subgrupos. As proteinas BMP-4
e -2 apresentam funcdo sinalizadora no epitélio-mesénquima durante a
organogénese (VAINIO et al., 1993); BMP-4 e -7 participam da formacgéo do tubo
neural (HOGAN, 1996). MABIE et al. (1999) identificaram a atuacao de BMPs no
desenvolvimento do sistema nervoso periférico promovendo a diferenciagdo do
precursor neuronal do corddo espinhal e cortex cerebral. As BMPs parecem
participar da interagéo célula-célula durante o desenvolvimento de varios érgdos e
estruturas (BITGOOD & MACMAHON, 1995). A proteina BMP-2 guarda uma
homologia de 95% com a BMP-4, mas é expressa somente no epitélio dental. A
expressdo da BMP-2 indica forte correlagdo com o gene Msx2, de maneira que

pode haver uma regulag&o reciproca entre eles (MAAS & BE!, 1997).

12



Revigdo de literatura

2.3 BMP-4 e a embriogénese dental

No inicio do desenvolvimento dentario do embriso de camundongo, no
decimo dia, o BMP-4 transcrito j& pode ser detectado no epitelio (ABERG et al,,
1997), e passa a atuar no mesénguima no dia seguinte. No E11.5, com a
formacgéo da lamina dental, o primeiro sinal morfofisiolégico de desenvolvimento
dentario aparece como um espessamento do epitélio dental. E possivel ainda
perceber a expresséo de alguns genes e fatores de crescimento no epitélio dental
como o FGF8 e 9, BMP-2, 4 ¢ 7, Shh, Wnt10a e 10b (para a observagdo da
expressdo destes e outros genes no desenvolvimento dental consulte o site
http//:bite-it.helsinki.fi). Esta sinalizagdo molecular no epitélio é responséavel pela
induc@o da expressé@o dos genes no adjacente mesénquima dental, incluindo
MSX1 e MSX2, Lef1, Dix1, Dix2, Patched (Ptc), Gli | e I (revisbes abrangentes
sobre este assunto foram publicadas recentemente por JERVALL & THESLEFF,
2000, e STOCK, 2001). MINA & KOLLAR, em 1987, realizaram uma
recombinacéo destes tecidos e mostraram que o potencial de desenvolvimento
dentario reside no epitélio dental neste estagio. Nesta fase, o0 BMP-4 atua tanto no
epitelio como no mesénquima até a fase de botso, quando passa a atuar

exclusivamente no mesénquima (ABERG et al., 1997).

A fase seguinte ¢ denominada de botdo, no E12.5 — 13.5, onde o
espessamento do epitélio dental invagina para o subjacente mesénquima para

formar o botdo dental por condensacao d‘as células mesenquimais (ZHAO et al.,
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2000) e apresenta BMP-4 condensade no mesénquima em torno do epitélio do
botdo, estando mais concentrado em sua face bucal. A expressdo do BMP-4
passa do epitelio para o mesénquima neste eétégio provavelmente pela influéncia
do mesénquima sobre o epitélio (VAINIO et al., 1993). Esta troca de expressédo do
BMP-4 esta associada com a mudanga do potencial de desenvolvimento dentario
do epitelio para o mesénquima quando este inicia sua atuagdo sobre a

odontogénese (MINA & KOLLAR, 1987).

Apos este estagio, segue a fase de capuz, onde uma intensa expressao
continua na papiia dental mesenquimal e reaparece no epitélio na porgéo distal do
orgdo do esmalte. A proliferacdo de células diferenciadas do epitélio dental causa
a formacgéo das cuspides dos dentes. Moléculas de Shh, BMP-2, 4e 7, FGF4e 9

s8@o expressas nesta fase (ZHAO et al., 2000).

Por ultimo, na fase de sino, a expressdo do BMP-4 desaparece do
epitélio dental com a remogéo do drgdo do esmalte e parece ter atuacdo nas
cUspides da papila dental incluindo a camada de células pré-odontoblasticas. A
regido central da papila revela pouca ou nenhuma expressdo (ABERG et al.,

1997).
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2.4 Outros genes envolvidos na odontogénese

O desenvolvimento dos dentes envolve uma série de interagtes entre o
epitélio & 0 mesénquima subjacente. Esta interaggo é desempenhada por varias
moléculas cuja fungdo vem sendo estudada nos Gltimos anos.

A expressdo combinada de membros de grupos da familia de genes
homedticos (genes Hox) reguladores‘ désempenha importante papel na
especificacdo posicional de estruturas no sistema esquelético. Analises de
expressao em embrides mostraram que genes Hox tém uma combinacdo
especifica de alguns de seus genes, como um “cédigo Hox’, responsavel pelo
“modelamento” ou embriogénese de determinadas regides do embrido (HUNT et
al., 1991). De acordo com essa idéia, o codigo Hox utilizado para modelamento da
regido craniofacial dos vertebrados (considerando-se os aspectos evolutivos),
inclui membros dos grupos de genes Muscle segment (Msx), Distal-less (DIx),
Goosecoid (Gsc) e Paired (Pax). Estes grupbs de genes foram propostos para
definir, pela sobreposigéo dos dominios de expressao, as regides em que se
originardo os dentes incisivos, molares e caninos na mandibula em

desenvolvimento (SHARPE,1995).

O grupo Msx em camundongos consiste de trés membros
cromossomicamente nao ligados. Nos humanos existem os genes MSX1 e MSX2,
que também se localizam em cromossomos diferentes. O gene MSX7 pertence a

um grupo de genes altamente conservados dentro da escala evolutiva, incluido em
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uma grande familia chamada de genes homedticos (genes Hox) (DAVIDSON,

1995), e estao estreitamente envoividos na odontogénese (MAAS & BEI, 1997).

A grafia dos genes homeéticos varia conforme o organismo, de acordo
com uma norma estabelecida na década de 90. Em camundongos existem trés
membros da familia de genes Msx (analoga aquela presente em humanos). As

informagbes a respeito das fungdes das proteinas Msx7 e Msx2 foram obtidas a
partr de estudos realizados em embrides de ratos, pois esses genes sdo
expressos durante a embriogénese e organogénese (DAVIDSON, 1995). Eles séo
primeiramente expressos na mesoderme da linha primitiva e entdo na regido
dorsal do tubo neural, coincidente com o modelamento e emigracdo da crista
neural e em regides pré-cardiacas. Durante a gestagdo, os genes Msx1 e Msx2
expressam-se em quase todos os sitios onde ha interagéo epitélio-mesénquima
(MAAS & BEI, 1997), incluindo o desenvolvimento de germes de dentes incisivos e

molares (MACKENZIE et al., 1991 a, b, 1992).

O gehe Msx1 é expresso amplamente e em altos niveis no mesénguima
do processo mandibular e maxilar desde o estagio de iniciagdo, num gradiente
distal-a-proximal, principaimente na regido em contato com o botdo dental (epitélio
invaginado) ate o estagio de capuz, sendo menos expresso no estagio de sino. O
gene Msx2 tem express&o no mesénquima no estagio de iniciac&o, passando para
a ectoderme na placa dental e depois para a porgédo epitelial do botio dental. No
estagio de capuz, existem dois dominios para o gene Msx2, sendo um no

mesénquima, abrangendo a regido em torno do foliculo dental, e o outro dominio
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(que guarda maior expressdo) no epitélio restrito ao orgdo do esmaite. E
importante reconhecer que ambos os genes Msx7 e Msx2 tém modelos de
expresséo altamente dinamicos e distintos em tempo e espaco, de acordo com o

estagio de desenvolvimento do germe dental (MAAS & BEI, 1997).

Experimentos realizados em 1994, por SATOKATA & MAAS, com ratos
transgénicos, em que o gene Msx? foi tornado nao-funcional, geraram animais
com palato fendido e anodontia completa, permanecendo a odontogénese
interrompida na fase de botdo. Vale acrescentar que esses animais nao
apresentaram mal-formagGes em outros drgéos. Pode-se explicar esse fato devido
~ a redundancia funcional entre os genes Msx71 e Msx2 e sua CO-expressac em
muitos sitios. Esse dado foi comprovado por um outro experimento com ratos
transgénicos (THESLEFF, 1996) em que os genes Msx7 e Msx2 eram ndo-
funcionais; os animais apresentaram, além de anodontia, sérios defeitos no
desenvolvimento de muitos oOrgéos. éonéiui-se, a partir desses estudos
(SATOKATA & MAAS, 1994; MAAS & BEIl, 1997: THESLEFF, 1996), a
importancia indubitavel da proteina Msx7 na odontogénese, e compreende-se o
fato de ratos transgénicos para o Msx7 ndo terem sido compensados pelo gene
Msx2, ja que este se expressa principalmente nos estagios da odontogénese mais
avangados ao de botdo. Tal padrdo de expressdo foi comprovade em ratos
transgénicos para o0 gene Msx2, os quais n&do exibiram alteragcdo no numero de
dentes, mas sim defeitos na morfogénese das clspides, das raizes dentais e dos

6rgdos do esmalte.
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O grupo Dix recebeu sua denominacéo a partir da homologia observada
com o genoma de Drosophifa, e é compbsto por seis membros no genoma de
mamiferos. Acredita-se que a partir de um gene Dix ancestral ocorreram eventos
de duplicagé@o coincidindo com a evolucdo dos cordados. Os genes DIx3 e DIx7
sd0 os maiores candidatos a representarem esse gene ancestral, pois as
_ expressOes de suas proteinas s&o mais generalizadas, enguanto que as
expressbes dos outros genes sdo mais restritas, sugerindo que suas fungbes
sejam mais especializadas. Muitos genes Dix sdo CO-eXPressos com oOs genes
Msx1 e Msx2. Em particular os genes DIx7 e Dix2 sdo expressos respectivamente
no mesénquima dental e epitélio dental né}s estagios iniciais da odontogénese de
ratos (até o estadio de capuz), coincidindo em grande parte com a expressdo dos
genes Msx1 e Msx2. Além disso, Dix7 e DIx2 sio expressos tanto na mandibula
quanto na maxila, tendo a provavel fungdo de participar da odontogénese de
dentes molares. E interessante acrescentar que em ratos transgénicos onde os
genes Dix1 e Dix2 estéo deletados, ocorre o desenvolvimento dos dentes molares
mandibulares somente. Procura-se explicar esse fato pela presenga no arco
mandibular dos genes Dix5 e DIx6, de forma que seria necessaria a expressdo de
algum gene Dix na regido para o desenvo!virriento dos dentes molares (MAAS &

BEI, 1897; WEISS et al., 1998).

Um outro grupo de genes homedticos é o Pax, cujo nome também
advém da homologia com um gene chamado paired em Drosophila. Esse grupo é

formado por nove membros em mamiferos, sendo que o0os membros mais
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estreitamente ligados a odontogénese sdo os Pax? e Pax9. Por meio de
hibridizagdo in situ em embriées de ratos, foi observada a expressdo da proteina
Pax1 nos estagios iniciais da odontogénese de molares (até a fase de botéo).
Recentemente, Pax9 teve sua forte expressdo no mesénquima dental notada no
estagio de capuz. Além disso, em experimentos com ratos em gue o gene Pax9 foi
deletado, a odontogénese de molares apresentou-se interompida na fase de
botéo, o que € fenotipicamente similar aos resultados em ratos transgénicos para
o gene Msx1 (MAAS & BEI, 1997; STRACHAN & READ, 1994). Recentemente
também foi mostrado que a mutagdio no gene PAX9 estd associada com a
oligodontia em humanos, afetando principalmente os dentes posteriores da

denticéo permanente (STOCKTON et a/. 2000).

A familia FGF dos fatores de crescimento também atua na
odontogénese. A FGF-4 é expressa especificamente no orgdo do esmalte e
acredita-se que ela induza a proliferagéo de células do epitélio dental auxiliando a
formagdo das clspides (estudos realizados em dentes molares). Além disso, a
FGF-4 induz a expressdo do proteoglicano sindecan-1, um componente da matriz
extracelular, no mesénquima dental, o qual estimula também a proliferacéo celular
(CHEN et al., 1996). Portanto, moléculas de sinalizagdo como TGF-B e FGF nao
estdo frequentemente difusas no mesénquima dental: ao invés disso, muitas
vezes estdo interagindo com moléculas da matriz extracelular. Os Processos
regulatdrios envolvidos na odontogénese sd3o extremamente complexos,

envolvendo muitos fatores de transcrigéo, fatores de crescimento e componentes
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da matriz extracelular, de maneira que muitos estudos ainda se fazem necessarios

para a completa compreenséo de sua funcéo (BE| & MAAS, 1998).

Outro fator de transcrigao pertencente & familia homeobox é o gene Lef-
1. Este fator € expresso no mesénquima denta! e no epitélio durante o estagio de
botdo. A expressdo deste gene parece ser essencial para o crescimento do
epitélio dental. Em camundongos "knockout”, nos quais este gene foi deletado, a
odontogénese € bloqueada na fase de botdo resultando em agenesia de todos os
dentes. Experimentos com camundongos “knockout” mostraram que a delecdo de
outros genes como a activina e genes GIi1 e Gli2 também causa agenesia dental
e, portanto, tais genes estdo envolvidos na odontogénese (PETERS & BAILING,

1999).
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3. PROPOSICAO

Polimorfismos genéticos podem ser entendidos como variagdes
genéticas gue ocorrem naturalmente em uma populagéo. Estas variagdes podem
ter um efeito direto sobre a expressfio genética e/ou afetar a fungéo protéica.
Estudos recentes tém mostrado que polimorfismos em regiées reguladoras da
transcricdo parecem ser freqlentes, e que estas variagGes s&o responsaveis por
caracteristicas fenotipicas individuais. E ainda, polimorfismos genéticos em
regibes promotoras estdo corre%acionados_ a suscetibilidade a processos
patologicos como cancer (DUNLEAVEY et al., 2000), doenca coronaria arterial em
homens (HUMPHRIES et al., 1998) e lipus eritematoso (LAZARUS et al., 1997).
No entanto, ainda pouco se sabe sobre o papel de polimorfismos genéticos na
determinagéo das caracteristicas morfoldgicas de um individuo. Um dos principais
desafios da genética moderna ¢ identificar e entender os mecanismos genéticos
responsaveis pela diversidade fenotipica que existe em uma populagéo. Em dltima
analise, as caracteristicas morfologicas seriam causadas por polimorfismos
genéticos atuando durante o desenvolvimento embrionario. E importante salientar
que pequenas alteragbes durante o processo embrionario podem levar a grandes
alteragbes no individuo adulto. Da mesma maneira, entende-se que as
modificagbes que levaram a diferenciagdo das espécies durante a evolugdo sado
resultantes de alteragbes sutis que ocorreram durante a embriogénese. Deste

modo, a agenesia dental pode ser entendida como um “erro” da morfogénese que
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ocorreu nas fases iniciais da odontogénese. No entanto, a agenesia dental de
terceiros molares, segundos pré-molares superiores e incisivos laterais superiores
pode ser entendida como uma variaggo da normalidade (quando aparece como
uma forma isolada), devido a sua presenca freqiente na populagdo. Sendo assim,
a agenesia dental (quando aparece como uma forma isolada) € um modeio
particularmente interessante para estudés que visam correlacionar variages
genéticas com variagdes morfologicas do desenvolvimento (LINE, 2001). O
objetivo do presente trabalho serad estudar a regifio promotora do gene BMP-4
para a identificagdo de possiveis polimorfismos genéticos, assim como
correlacionar tais polimorfismos com a agenesia dental em humanos pelos

métodos de Seguenciamento automatico, RFLP-PCR e Heterodupiex.
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4., MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

A casuistica foi composta pelo DNA genémico de 50 individuos (n&o
aparentados) portadores de agenesia dental principalmente de terceiros molares,
segundos pre-molares e incisivos laterais superiores (tabela 1), e de 50 individuos
normais. Os individuos eram de ambos os sexos e de idades entre 11 e 50 anos.
Individuos portadores de sindromes, malformacées de qualquer natureza ou com
formas mendelianas de agenesia dental foram excluidos deste estudo. Pacientes
que ndo apresentavam agenesia dental foram selecionados entre alunos de
graduagdo e pos-graduagio da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —

UNICAMP, que porventura quiseram colaborar com o estudo.

E importante ressaltar que se quis aqui avaliar o risco conferido por
polimorfismos genéticos. Nao se excluiram pacientes pertencentes a qualquer
grupo étnico-racial, pois a fentativa de se isolar determinadas caracteristicas

raciais € de pouco valor em um pais altamente miscigenado racialmente.

Todos os individuos assinaram um termo de participagédo na pesquisa
de acordo com as normas do Comité de Etica desta Instituicgio, o qual requereu
(dentre outros): A) descrigdo das medidas para a protegdo ou minimizagdo de
quaiquer risco eventual; B) descri¢do dos procedimentos para o monitoramento da

coleta de dados para prover a seguranga dos individuos, incluindo as medidas de
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protegéo a confidencialidade; C) previsdo de ressarcimento de gastos aos sujeitos

da pesquisa.

Tabela 1. Distribuicdo da amostra de individuos agénicos, de acordo com idade,

sexo e elemento dental indicativo de agenesia.

Amostra  Idade | Sex Agenesia Amostra Idade | Sexo| Agenesia
1 25 F 18/28 126 20 F 12/18/28/48
2 25 M 15/28 27 20 F 32/42
3 27 F 38/48 28 20 M 12/22
4 24 M 31/41 29 20 F | 18/28/38/48/35
5 18 F 12/22 30 20 F 12/22
6 14 F 34/35 31 20 F 15/25
7 12 M 15/25/35/45 32 22 F 18/28
8 17 M 32 33 28 F117/47/28/38/48
9 18 F 35 34 23 F 12/22

10 18 F 28/38/48 35 21 F 45

11 18 M 48 36 25 F 28/38/48
12 18 F 18/28 37 22 F 13/23

13 18 F 38/48/45 38 31 M 18/28/38/48
14 18 F 28/38/48 39 20 F 38/48

15 18 M 42 40 30 F 38

16 18 F 25 41 23 M 18/28/38/48
17 18 F 18/28/38/48 42 20 F 48

18 11 F112/22/31/32/41/42 43 18 F 18/28/48
19 21 F 12/22 44 19 F 18

20 18 M 12/22 45 22 F 18/28

21 50 F 12/22 46 27 M 18/28/38/48
22 28 M 12/22 47 23 F 12/22
23 25 F 12/22 48 21 F 18/28/38/48
24 18 F 12/22 49 21 F 18/28/38/48
25 27 M 18/38/48/12/22 50 21 M 18/28/14/24
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4.2 Obtencao do DNA

O DNA gendmico foi obtido a partir de bochecho, por cerca de 2 min, de
solug@o de glicose a 3% autoclavada (5 mL). Essa concentraggo foi escolhida para
que as células fossem mantidas intactas, diminuindo o indice de degradagéo
molecular, através da liberagdo das enzimas cataliticas. Além disto, foi executada
leve raspagem de ceélulas da mucosa jugal com espatula de madeira, a qual foi
mergulhada e agitada na solugéo bochechada na intengédo de se recolherem estas
células.

Cada solugédo bochechada foi entdo imediatamente centrifugada por 10
min a 2.000 rpm (raio da centrifuga de 15 cm). Ao precipitado de material celular
foram acrescentados 500-uL de tampédo de extracdo (pH 8,0), contendo Tris.Cl a
10 mM (pH 8,0), EDTA a 0,1 M (pH 8,0), SDS a 0,5%. A solugdo foi

homogeneizada e armazenada a -20°C até o momento de extra¢do do DNA.

4.3 Extracdo do DNA

Depois de descongeladas, as amostras em tampé&o de extragdo foram
~incubadas a 37°C com 100 ng/mi de proteinase K (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA}, sob agitagdo constante durante 16 h. Tal procedimento é necessario
para desnaturar as proteinas antes de proceder a extragdo do DNA. A purificacdo
do DNA gendmico foi feita pela extragdo com mistura de fenol equilibrado,

cloroformio e alcool isoamilico (25: 24: 1) (MANIATIS et al., 1989), seguido de

25




A e e R A D A D LWl 2

banho com cloroformio. A seguir, o DNA foi precipitado adicionando-se 1/10 (Viv)
de acetato de sodio 3,0 M (pH 5,2) mais!o dobro do volume de etanol absoluto
gelado. O DNA precipitado foi ressuspenso em 60 ul. de tampao TE (Tris.Cl 10
mM, EDTA 1 mM pH 7,8) & temperatura ambiente durante uma noite. A
concentragéo do DNA genémico das amostras foi determinada por leitura OD? e
o indice de pureza estimado pela raziio ODZY0D?® com o auxilio de um
espectrofotdmetro (GeneQuant RNA/DNA Calculator — Pharmacia Biotech). As

amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

4.4 Amplificacdo da regido promotora do gene BMP4 por PCR

(Reac@o em Cadeia da Tag DNA Polimerase)

Os Primers utilizados para amplificar a regiio promotora do gene BMP4

foram:

5" CGGATGCCACACTCACCTAGCTTC 3"  (primer Forward)
5 AGTGAGCTCATTTACTGGGTCTACC 3" (primer Reverse)

Estes primers amplificaram um fragmento de 744 pares de bases que
compreendem 632 pares de base da regifio 5" e 112 pares de base do primeiro
exon do gene. Para as reagGes de PCR foram utilizadas quantidades aproximadas

de 500 ng de DNA num volume de 50 uL, contendo Tris.Cl a 10 mM (pH 8,3), KCI
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a 50 mM, 0.5 U de Taq DNA Polimerase (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden) e 5 pl de cada primer. O DNA gendmico de cada amostra foi
desnaturado a 95°C por 6 min e submetido a 35 ciclos de 85°C por 1 min, 68°C
(para os primers BMP-4), por 1 min, 72°C por 1 min; finalizando a reacao com uma
extensdo final na mesma temperatura por 7 min. As reagbes de PCR foram

realizadas no termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer).

As reagdes de PCR foi acrescido o método de "Hot Start” que consiste
em aplicar a enzima Tag polimerase um minuto apds o inicio da reacdo em
temperatura de 95° C. Acredita-se que, por esta técnica, é possivel otimizar a

reacdo da enzima, pois nesta situacéo, a fita de DNA ja esté aberta.

4.5 Eletroforese das amostras

As sequéncias amplificadas foram submetidas a eletroforese em géis
de poliacrilamida: bis-acrilamida (29:1) a 7.5%. O volume de DNA aplicado em gel
era de 4 plL, acrescidos de 3 pL de tampao carreador (azul de bromofenol a
0,25%, xilenocianol a 0,25% e glicerol a 30%). Foi utilizado como padrdo o
marcador de massa molecular 6X174-RF Hae /Il (0.5 pl em 2.5 ul de tampdo
carreador e 5 pl de agua). As eletroforeses foram feitas em cubas verticais sob
corrente elétrica de 20 mA utilizando tampéo TBE 1X (89 mM de Tris-Cl, 89 mM

de &cido borico e 2 mM de EDTA) com durag8o de duas horas em média. Os géis

UNICAMP
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foram corados pela técnica do nitrato de prata (BLUM et al., 1987) e fotografados

pelo sistema de documentacéo digital (MAVICA — SONY).

4.6 Purificagao dos produtos amplificados por PCR para analise de

sequenciamento automatico:

Selecionou-se vinte pacientes cujas amostras apresentaram boa
qualidade na reagdo de PCR, sendo dez para o grupo controle e dez do grupo
com agenesia dental. Os produtos ampilificados destes pacientes pelos Primers
BMP-4 passaram por um processo de purificacdo para retirada de segmentos
amplificados n&@o especificos, assim como de reagentes da PCR que
provavelmente estariam em excesso. As bandas amplificadas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2% e coradas com Brometo de Etidio a 5 ug/mi.
As bandas de interesse foram excisadas e o DNA foi extraido do gel utilizando o
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit - Amersham Pharmacia Biotech,
conforme instrugbes do fabricante. O método foi capaz de recuperar cerca de 60%

do DNA presente na banda de gel.

4.7 Seqiienciamento automatico

Para cada amostra foi feita uma reacfio de PCR contendo

aproximadamente 100 ng de DNA, 2 pL de primer (apenas um do par), 4 ul. de
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tampé&o carreador (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol a 0,25% e glicerol a
30%), 4 pb do Big Dye Terminator Kit (Perkin Elmer) e agua Milli-Q para o volume
final de 20 pL. A suspenséo foi desnaturada a 95°C por 6 min e submetido a 35
ciclos de 95°C por 1 min, 68°C (para o primer R BMP4), por 1 min, 72°C por 1 min;
finalizando a reagdo com uma extensio ﬁpai na mesma temperatura por 7 min. A
reacdo de PCR foi feita utilizando o métédo de “Hot Start”. Terminada a
amplificagdo, o produto foi precipitado com isopropanol a 60%, por 20 min 3
temperatura ambiente. A seguir, nova precipitagio do produto foi realizada, desta
vez pelo etanol a 70%, para retirar o excedente de dNTPs marcados e primer. O
- precipitado foi entédo submetido & 40°C por 5 min para volatilizacdo de resquicios
de etanol. Para ressuspenséo do precipitado foram utilizados 6 ul de tampao
carreador de DNA constituido por 5 ul. de formamida deionizada mais 1 pl de
Blue Dextran / EDTA (50 mg/mL de Blue Dextran, 25 mM de EDTA pH 8.0). O
precipitado ressuspendido foi desnaturado & 95°C por 3 min e mantido em gelo. O
volume de 1,5 ulL foi aplicado no gel de seqlienciamento. Esse gel é constituido
por acrilamida: bis-acrilamida (49:1) a 10% acrescido de uréia ultra pura a 9% em
tamp&o TBE (1x). A eletroforese programada para transcorrer em 7 horas realizou-
se em aparelho ABI Prism 377 DNA Sequencer™, sendo as seqiiéncias obtidas

(cerca de 390 pb) processadas pelo programa Sequencing Analysis.
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4.8 Polimorfismo por comprimento dos fragmentos de restricao

(RFLP)

A sequéncia amplificada, produto da PCR dos 80 pacientes restantes,
fol submetida a digestdo com enzimas de restricdio para andlise de RFLP, da
forma descrita abaixo:

Hha I (GCGIC) — 3,0 ul de DNA amplificado eram adicionados a 1,5 ul
de tampé&o one-phor-all 10X (Tris-acetato a 20 mM, pH 7.5, acetato de magnésio a
20 mM e acetato de potassio a 100 mM — Pharmacia — Biotech), contendo 2 U da
enzima (0,2 ul). As amostras eram colocadas em estufa a 37°C por pelo menos

5h, para garantia de uma boa digestéo, apesar de que em uma hora ja se pode

obter resuliados.

Rsa I (GTVAC) — 3,0 pl de DNA amplificado eram adicionados a 1,5 ul
de tampé&o one-phor-all 2X (Tris-acetato a 20 mM, pH 7.5, acetato de magnesio a
20 mM e acetalo de potassio a 100 mM — Pharmacia — Biotech), contendo 2 U da
enzima (0,2 pl). As amostras eram colocadas em estufa a 37°C por pelo menos

5h, para garantia de uma boa digestéo.

Hpa | (CYCGG) — 3,0 pl de DNA amplificado eram adicionados a 1,5 ul
de tamp&o one-phor-all 2X (Tris-acetato a 20 mM, pH 7.5, acetato de magnésio a
20 mM e acetato de potassio a 100 mM — Pharmacia — Biotech), contendo 2U da

- enzima (0,2 ul). As amostras eram colocadas em estufa a 37°C por 5h.
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Mni [ (CCGGYn7) - 6,0 ul de DNA amplificado eram adicionados a 1,0
ul de BSA e 2,0 ul de tampéo carreador (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol
a 0,25% e glicerol a 30%), contendo 2 U da enzima (0,4 wl) . As amostras eram
colocadas em estufa a 37°C por pelo menos 5h. A justificativa de sua escolha é

que sua seqiiéncia de corte correspondia & regido de um suposto polimorfismo

encontrado no seqilenciamento.

4.9 Técnica de HETERODUPLEX, utilizada para analise de

polimorfismo

A tecnica de heteroduplex foi empregada para as amostras digeridas
pelas enzimas Hha I, Hpa Il, Rsa | e Mnl I. Ao volume total da digestao, foi
acrescido tamp&c carreador em uma proporgo de 4:1 (produto da digestso:
tamp&o carreador), sendo, portanto, de 5 ul. O conteddo do eppendorf foi
desnaturado a 95°C por 10 min e resfriado a 0°C imediatamente. As amostras
foram entdo aplicadas em gel de poliacrilamida: bis-acriiamida (49:1) na
concentragado de 7.5% sem glicerol e a eletroforese foi feita em temperatura
ambiente a 20 mA. Os geis foram corados pela técnica de nitrato de prata (BLUM

et al, 1987), e fotografados pelo sistema de documentacdo digital (MAVICA —
SONY) (figura 4).
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencao do DNA

A quantidade de DNA extraida foi variavel entre as diferentes amostras.
Esta quantidade variou de 50 a 1100 ng/uL. O indice de pureza estimado em
densidade ¢tica pela razéo OD**/OD** esteve em torno de 1.5 para todas as
amostras, o0 que foi considerado suficientemente puro para as reagfes de PCR.

Estes resultados podem ser observados nas tabelas 2 e 3.

Alguns DNAs nio apresentaram amplificacdo, o que pode ser
evidenciado pela figura 1, porém foram submetidos a processo de reextracdo e
revelaram resultados positivos em uma segunda tentativa, o gue ndo aconteceu
com o DNA do paciente 39. A amostra 39 do grupo controle néo pbde ser utilizada
devido a impossibilidade de realizar a reagdo de amplificacdo, sugerindo mas
condigbes de extragdo (DNA parcialmente degradado, co-precipitacio de

proteinas inibidoras).
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Tabela 2. Leitura em espectrofotémetro do grau de pureza e da quantidade do
DNA gendémico extraido a partir de células da mucosa jugal de pacientes com

agenesia.

Amostra OD 260/0D 280 | ] em ng/ul.| Amostra | OD 260/0D 280 [lem ng/pL
01 1,8 1,7 26 2,1 1,1
02 1,8 7.5 27 2,0 0,5
03 1,8 1,9 28 1,9 1,1
04 1.8 5,7 29 1,9 1,0
05 1,5 2,5 30 2,2 0,7
06 1.9 2,0 31 3,0 1,0
07 1,9 9,3 32 1.8 1,8
08 1,4 3.3 33 1,6 11,0
09 2.1 1,0 . 34 0,6 0,6
10 2,2 1,4 35 1,3 6,8
11 2,0 1,0 36 1,5 1,6
12 2,0 0,9 37 1,4 1.4
13 2,0 1,1 38 1,6 2,1
14 2,2 1,2 39 1,2 1,4
15 1,7 1,0 40 1.7 3.9
16 2,2 0,9 41 1,5 6,3
17 2,1 4,6 42 1,4 3,3
18 2,1 0,8 43 1,6 6,5
19 4,0 0,9 44 1,4 1,4
20 2,3 3.9 45 1,1 0,8
21 2,2 3,1 46 1,6 9,3
22 1.9 1,0 47 1,4 1,3
23 1,7 3,8 48 1,4 2,2
24 1.9 1,7 49 1,4 2,4
25 2,3 1,7 50 1,6 9.8
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Tabela 3. Leitura em espectrofotdmetro do grau de pureza e da quantidade do

DNA gendmico extraido a partir de células da mucosa jugal de pacientes sem

agenesia (controle).

Amostra| OD 260/0D 280 [ ] em ng/ul | Amostra| OD 260/0D 280 [lem ng/ul
01 1,5 2,4 26 1,9 5,5
02 2,0 1,2 - 27 2,6 1,3
03 1.8 2,4 28 4,7 2,6
04 1,8 2,2 29 2,1 2,3
05 2,2 0,5 30 1,3 1,7
06 1,7 2,6 31 1,2 1,6
07 1,9 1,9 32 0,7 0,3
08 1,9 1,1 33 1,1 1,2
09 2,0 1,3 34 1,4 3,7
10 1,9 1,5 35 1,6 8,1
11 1,9 1,2 36 1,4 4,9
12 1.8 2,2 37 0,7 0,4
13 2,1 1,5 38 1,6 4,7
14 1,9 2,2 39 - -
15 1,8 1,8 40 1.4 2,3
18 1,9 1,4 . 41 1,5 10,3
17 2,0 0,9 42 1,2 1.4
18 1,8 1,4 43 1,6 12,8
19 1,6 0,7 44 1,6 6,5
20 2,0 2,0 45 1,6 7,7
21 2,0 3,0 46 1,5 5,1
22 1,9 2,6 47 1,6 6,3
23 1.9 3,5 48 1,6 9,4
24 2,0 3.9 49 1,5 7.8
25 1,9 1.4 50 1,6 9.8
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Regido de
744 pares _
de bases

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida: bis-acrilamida (29:1) a 7.5%
indicativa da amplificagdo dos segmentos do gene BMP-4 apds o primeiro

processo de extracdo do DNA.

5.2 Amplificagdo dos segmentos do gene BMP-4 por PCR
A amplificagéo dos segmentos do gene BMP-4 obteve 99% de sucesso

tanto para individuos com agenesia dental como para o grupo controle. A

sequéncia de 744 pares de bases amplificada pode ser observada na figura 2.
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Padrdo
de massa

Regido de
744 pares
de base

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida: bis-acrilamida (29:1) a 7.5%

indicativa do sucesso do processo de reextragdo dos DNAs.

5.3 Purificagdo das amostras

Os produtos do PCR que foram purificados em gel de agarose 2%,
corados com brometo de etidio apresentaram excelente quantidade de DNA e

foram utilizados para as reagdes de seqiienciamento automatico.
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5.4 Seqiienciamento automatico

A partir da seqliéncia consenso obtida pelo programa Sequencher™ | a
comparagdo com o GenBank confirmou serem as amostras seqlenciadas

pertencentes a regido promotora do gene BMP-4.

Todas as sequéncias foram alinhadas e analisadas pelo programa
Clustalw (www.ebi.ac.uk/clustalw/), por meio do qual foi detectado polimorfismo na
base —40 do gene em seis pacientes, sendo 3 do grupo controle e trés do grupo

com agenesia (Figura 3).

A técnica para analise do polimorfismo por seqiienciamento automatico
foi realizada apenas em 20 (vinte) pacientes, sendo encontrada uma regido de
polimorfismo no gene. O achado foi considerado conclusivo e optou-se por
analisar as amostras restantes (outros 80 individuos) com utilizacdo de enzimas

de restricdo.

UNICAM
3 BIBLIOTECA QE”\E"”S’%A
| SECAO CIRCULANTE




DNA Regido Base Segiiéncia das bases N°de
seqiienciada -40 bases
02. 30419 ~-meeeee CTCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGC%TCTTCCTTCCTCCTC 52
20. 22_526 GCTCCGCGCTCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGC&TCTTCCTTCCTCCTC 60
04. 45_294  memmeeeeeem e CCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGC%TCTTCCTTCCTCCTC 42
13. 42_336 @ e CCCTCCCTCCTCCTCTGCﬁTTCTCGCATCTTCCTTCCTCCTC 42
Q7. 34_357 @ seemmeeee TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCATCTTCCTTCCTCCTC 51
11. 34_459  cemmemeeee TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTGTGCCTTCTCGCRTCTTCCTTCCTCCTC 51
15. 32_469  seemmeeen TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGC%TCTTCCTTCCTCCTC 51
17. 32501 -emeeeeee TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCQTCTTCCTTCCTCCTC 51
09. 33.520  meemmeeee TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCT@GC%TCTTCCTTCCTCCTC 51
19. 32_524 ~ememmmeee TCCTTCCCTCCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCQTCTTCCTTCCTCCTC 51
06. 43_468  —mmmmeemmeee CTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGC%TCTTCCTTCCTCCTC 40
16. 44 411 mmmeeeeee e CTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCRTCTTCCTTCCTCCTC 40
18. 33_498  ~eememeeeo CCTTCCCTTCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCATCTTCCTTCCTCCTC 50
10. 33500 ~mmmmeeeee CCTTCCCTTCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCATCTTCCTTCCTCCTC 50
08. 30_506  =m—mem——- TCCTTCCCTTCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCATCTTCOTTCCTCOTE 51
14. 30_508  ~-—me-mee TCCTTCCCTTCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTCTCGCATCTTCCTTCCTCOTC 51
03. 32.399 semmeoeee TCCTTCCCTTCCTCCCTCCTCCTCTGCCTTOTCGCATCTTCOTTACTCOTE 51
12. 34291 mememmem—ee CTTCCCTTCCTCCCTACTCOTCTGCCTTCTCGCATCTTCCTTCOTCOTC 49
05. 0L 30 e CTCCTC 6

Figura 3: Sequenciamento automatico demonstrando polimorfismo na base —40

nos pacientes 18, 14 e 12 (grupo controle) e 10, 08 e 03 (grupo com agenesia).

5.5 Heteroduplex

Os segmentos amplificados pelo primer BMP-4 foram submetidos a
tecnica de heteroduplex, a qual revelou padriao semelhante de bandas, ou seja

3

n&o houve indicagdo de qualquer polimorfismo ou mutag&o na amostra (figura 4).
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5.6 Anaélise de RFLP

A sequéncia amplificada dos pacientes que apresentaram ou nio
agenesia dental, foi submetida & digest&io com enzimas de restricdo Hha |, Hpa I,

Rsale Mnll.

A digestdo com as enzimas Hha |, Rsa |, Hpa I, e Mnl | ndo acusou

polimorfismo na regido promotora do gene BMP-4 (Figura 4).

Hpa li Hha | Rsa |

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% indicativa da digestdo do
DNA pelas enzimas da técnica de RFLP. E importante observar que a técnica de

Heteroduplex também foi aplicada nesta mesma ocasiso.
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6. DISCUSSAC

6.1 Obtencio do DNA

Os processos de amplificagio e seqlienciamento no estudo de
polimorfismos genéticos requerem DNA gendmico em quantidade e nivel de

pureza satisfatorios para o sucesso das reagées.

Suficientes indices foram obtidos neste trabalho, o que pode ser
atribuido aos trés banhos da mistura fenol, cloroférmio e alcool isoamilico
(modificado de MANIATIS ef al, 1989, que indicam dois banhos); e também ao
processo de reextracdo das amostras a fim de otimizar a qualidade do DNA
gendmico extraido. A variabilidade entre as quantidades de DNA e dos diversos
indices de pureza (tabelas 2 e 3) pode ser devida as diferentes taxas de
descamagdo da mucosa, ao vigor com que o bochecho era executado, e até
mesmo a presenca de enzimas cataliticas (proteases e nucleases). O indice de
pureza do DNA foi estimado pela razao OD*%/0D?, e o resultado igual ou maior
- a 1,8 considera o DNA puro, livre de contaminagdo com proteinas ou fenol
(MANIATIS et al, 1989). Algumas amostras de DNA utilizadas neste trabalho
apresentam indice de pureza inferior a 1,8; no entanto, ndo foram desprezadas e
se prestaram as finalidades de amplificacdo e até mesmo de seglienciamento, que
exige DNA de boa qualidade. De qualqder forma, a pureza do DNA gendmico
indica redug@o das chances de ocorrerem dificuldades em amplificar uma
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sequéncia por PCR. Vale destacar a importancia da extragdo adicional por
fenol/cloroférmio (quarta extragéo) das amostras que inicialmente ndo renderam

produtos nas reagbes de PCR.

6.2 Ampilificagdo dos segmentos do gene BMP-4 por PCR

A figura 1 demonstra algumas variagdes nos niveis de amplificacdo
(diferenga de tonalidade entre as bandas), e até mesmo amostras que no

amplificaram, apesar de terem sido todas submetidas as mesmas reacdes de

PCR.

Modificagbes no protocolo inicial s&o indicadas a fim de se obter
homogeneidade nos resultados, sendo assim, mudangas nas concentragdes dos
componentes da reagdo foram executadas isoladamente, tendo-se o cuidado,
inclusive, de se adicionar MgCl, [1,5 mM], [2,5 mM] e [4,0 mM] &s reacdes, tendo-

se obtido sempre a mesma diferenga entre as bandas.

Um ponto importante observado foi a adog&o de quantidades de 450 ng
de DNA genOmico para todas as amostras. Novamente ¢é destacada a importancia
da reextrac8o das amostras, o que sem duvida foi o principal motivo do sucesso

nesta etapa.
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6.3 Purificacdo dos produtos amplificados por PCR

Para uma confidvel analise de polimorfismo nos segmentos
amplificados, € necessario purificar os produtos da PCR. O processo de reagéo de
amplificacdo pode revelar Bandas nao especificas, e a técnica do segiienciamento
automatico necessita de DNA de boa quqlidade, ou seja, sem contaminantes, ou

seqliéncias inespecificas.

O manual da Perkin-Elmer Corporation, fabricante do Kit de
sequenciamento, preconiza que, quando o seqilenciamento for a partir de um
produto de PCR, este deve ser previamente purificado. Desta maneira, primers,
desoxirribonucleotideos (dNTPs) e sais (do tampdo) em excesso na reacéo de
PCR seriam retirados, bem como produtos de amplificagdio ndo especificos.
Excesso de primers da reagdo de amplificacdo competem com os primers do
seqlienciamento pelos sitios de anelamento na sequéncia de DNA molde. O
excesso de dNTPs desta reacdo pode afetar o balango da reagdo de
seqlenciamento e resultar em seqiiéncias “encurtadas” devido a incorporagéo de
um dNTP ndo marcado. Vale lembrar que no Kit utilizado para o seqiienciamento,
os dNTPs sdo marcados com corantes fluorescentes. Estes sio incorporados na
sequéncia em extensdo, e os diferentes comprimentos de onda que emitem sdo
captados pelo laser do equipamento, de forma que a sequéncia ¢ determinada.

Produtos de amplificagdo nZo especificos, que também prejudicam o
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sequenciamento, comportam-se como um DNA molde e sdo segilenciados,

gerando um resultado falso (SCAREL., 2000).

6.4 Seqiienciamento automatico

Esta tecnica promove a identificacdio das bases nucleotidicas que
compdem a fita de DNA, na intencio de detectarem-se ou confirmarem-se
polimorfismos/mutagdes. O seqiienciamento pode ser executado a partir de DNA
clonado, que € mais usual, ou a partir de um produto de PCR. No seqlenciamento
a partir de um produto de PCR s8o produzidas rapidamente as sequéncias
desejadas, pois ndo é executado o complexo procedimento de clonagem. No
entanto, para serem obtidas seqiiéncias de qualidade € necessario antes purificar

o produto de PCR.

O polimorfismo relatado na base —40 da regido seqiienciada nao foi
considerado conclusivo por se tratar de uma regifo de baixa qualidade para leitura
do programa de sequenciamento em todos os seis pacientes que apresentaram tal
alteracdo. Além disto, deve-se considerar que a alteracdo de base ocorreu tanto
em 3 pacientes do grupo controle como, em trés pacientes com agenesia, nédo
determinando assim relagéo direta com a manifestagéio da patologia. Diante desta
situagdo, optou-se por analise de polimorfismo com enzimas de restricdo para o

restantie dos pacientes.
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6.5 Polimorfismo por comprimento dos fragmentos de restricdo

(RFLP)

A RFLP-PCR ¢ atl em uma analise preliminar na busca de
polimorfismos, principaimente na investigacio de grandes sequéncias. Existem,
no entanto, limitagGes técnicas em termos de resolugdo na observacdo dos
resultados. Por exemplo, se o sitio de reconhecimento da enzima se encontrar nas
extremidades ou se sitios de restricdo estiverem muito proximos e houver
mutagdo, ndo hé discriminagdo suficiente para a precisa interpretagdo do que
realmente esta ocorrendo em nivel molecular. Além disto, mesmo que se utilize
um numero consideravel de enzimas de restricdo, as seqiiéncias reconhecidas por
estas, na maior parte das vezes, perfazem apenas uma porcentagem pequena de

todo o segmento estudado (TREVILATTO, 1999).

No caso do uso da enzima MnL |, utilizada para identificacdo do sitio
polimérfico detectado na técnica de sequenciamento, acredita-se que ndo houve
diferencas entre os pacientes devido a existéncia de uma seqliéncia de restrigéo
idéntica & procurada iniciando na base -41, ou seja, possivelmente mascarando

qualquer possivel alteragao.
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6.6 Técnica de analise com Heteroduplex

Esta tecnica permite que as duplas fitas de DNA desnaturadas
renaturem-se a temperatura ambiente para que, quando submetidas a
eletroforese, tenham mobilidade diferente no gel, se existirem diferengas entre as
bases que as compdem. Assim, & possivel detectarem-se polimorfismos ou
individuos heterozigotos (PROSSER, 1993). E importante observar que a técnica
de analise heteroduplex ndo substitui o seqlienciamento, pois somente esta Gltima
técnica identifica o polimorfismo (ou mutagdo), pois demonstra qual a base (ou

seqliéncia) que se mostra alterada.

Neste trabalho, foi associada esta técnica a analise com RFLP nas
mesmas amostras; com e sem heteroduplex. Os resultados foram os mesmos,
ndo evidenciando assim nenhum tipo de alteragdo com individuos heterozigotos

para 0 BMP-4 e a agenesia dental (figura 4).

6.7 BMP-4 e a agenesia dental

A inexisténcia de alteragdes na sequéncia da regido promotora do gene
BMP-4 reforga a idéia de que outros genes estdo implicados na odontogénese.
Portanto, alteragcbes na seqiiéncia destes genes ndo estudados neste trabalho,

seria a causa genética da hipodontia nos individuos abordados.
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Os voluntarios com hipodontia, que participaram do estudo tema desta
tese, ndo eram aparentados e apresentavam padréo heterogéneo de dentes
ausentes (tabela 1). A mutagdo nio foi evidenciada, possivelmente porque a
agenesia dental & determinada por varios genes com penetrancia incompleta e
expressividade variavel. Além disto, a regulagdo de tais genes ndo é bem
conhecida, e provavelmente existem outros genes e fatores envolvidos na
odontogénese que ainda ndo foram identificados. Portanto, mesmo que dois
individuos n&o aparentados apresentem igual padrdo de agenesia dental, a

determinagéo geneética pode ser completamente diferente de um para o outro

(SCAREL, 2000)

Quando forem identificadas as segiiéncias promotoras e codificantes de
todos os genes envolvidos na odontogénese, bem como o padrdo de expressdo
esclarecido, talvez seja possivel até mesmo prever quando um individuo ira

apresentar hipodontia e quais dentes serdo afetados.

8

No entanto, ndo parece sensato desconsiderar-se a possivel influeficia
ambiental na odontogénese. Estudos paleo-antropoldgicos enfocando os aspectos
evolutivos da dentigdo referem a potencial contribuicio de fatores ambientais ao
longo do processo (SCAREL, 2000). Mecanismos epigenéticos, como interacées
- gene-ambiente, podem ter contribuido para a reducdo do complexo mastigatorio,
por exemplo. A continua tendéncia na redugdo do numero de dentes (terceiro
molar) pode ser vista como um processo evolutivo, onde o gene BMP-4 seria uma

das moléculas mais relacionadas com tal efeito. Aliando-se a perspectiva evolutiva
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com tecnicas de biologia molecular seria possivel compreender mais amplamente
a odontogénese. Assim, nio s6 os fatores genéticos seriam considerados, mas
seria investigado um provavel papel que interagdes gene-ambiente tenham

desempenhado ao longo do processo (MAbHO & MOGGI-CECCHI, 1992).
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7. CONCLUSOES

1. A extraggdo do DNA a partir de células descamadas da mucosa jugal
é um meétodo simples, de baixo custo e inofensivo ao paciente, e que permite
obteng&o de um material intacto e de boa qualidade para técnicas de biologia

molecular, Como no caso, a pesquisa de existéncia de polimorfismos genéticos.

2. N&o foi detectado polimorfismo significativo na regido promotora do
gene BMP-4, tanto com as técnicas de seqlenciamento, heteroduplex e RFLP-
PCR.

3. Sugere-se entdo que polimorfismos presentes em oufros genes
ligados & odontogénese ou em outrés régiées do gene BMP-4 estejam

relacionados a agenesia dental em humanos.
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