Investigacao de polimorfismos na regiao
promotora do gene BMP - 4 em individuos
com agenesia dental

Investigation of polymorphisms in the BMP-4 gene promoting region in individuals with

e/ou deciduos. Essa 6 uma das mais fre-
. quentes alteracoes da denticao huma-
 na, que, embora ndo represente um
_ problema de satde publica, pode cau-
- sar disfuncoes mastlgator/as edafala,
além de problemas estéticos. Trabalhos

recentes mostraram que mutacoes no
- gene Msxlestdo associadas com hi-
| podontia de segundos pre~mol’ares e
_terceiros molares em humanos. A pro-
4 tem sido identificada
nal indutivo do epitélio na
os dentes. E produzida no
epitélio dental (lamina dental) e regula
 a expressdo de genes mais diretamen-
- te envolvidos na odontogenese resen-
© tes no mesénquima dental, incluindoo
Msx1. O ob;etlvo deste trabalho foi in-
 vestigar a presenca de polimorfismos
~ na regiao promotora do gene BMF

emi dividuos com formas isoladas a

_ agenesia dental (f j
 cas e sem padrao mendelian
_ missdo). A partir do DNA obic
 lulasda, mucosa bucal de c quenta in-
agenesia nos segundos
pré-molares ou lerceiros molares e de
_cinguenta individuos de co ntrole, are-
gido promotora do ene BMP4 foi
_ amplificada pel PCR. Os
produtos a’e PCR purificados -
s & técnica de seqc
iCO e Ndo |

‘ d;m'ns ;.

Vol BAMP-
gencra— .

Passo Fundo, v. 9, n. 1, p. 7-11, jan./jun. 2004

dental agenesia

Introducao

A agenesia dental ou hipodon-
tia é a auséncia congénita de um a
seis dentes permanentes e/ou deci-
duos (SCHALK-VAN DER WEIDE
et al., 1994). Nos ultimos anos,
muitos esforcos tém sido feitos na
investigacdo de genes relacionados
a odontogénese (THESLEFF,
1995). Foi comprovado que a hipo-
dontia é uma das alteragcoes mais
freqientes da denticdo humana e
que, em alguns casos, pode causar
alteractes no aparelho mastigatoé-
rio e fonético, além de ocasionar,
eventualmente, desconforto estéti-
co e social ao individuo (LINE,
2003).

A agenesia dental pode ocor-
rer como uma entidade isolada.
Neste caso, essa caracteristica pa-
rece ser resultado de uma ou mais
mutacdes pontuais num sistema
poligénico estreitamente ligado,
transmitidas mais freqiientemente
de modo autossdémico dominante,
de penetrancia incompleta e ex-
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pressividade variavel (GRABER,
1978). ‘

O gene humano BMP-4 esta
localizado no brago longo do cromos-
somo 14, mais precisamente na re-
gido (22q-23q). Durante o desenvol-
vimento embrionario, muitos fato-
res de crescimento atuam como
sinalizadores entre as camadas dos
tecidos embriondrios. A interacéo
tissular, também chamada “indu-
cdo embrionaria”, tem uma impor-
tancia central na regulacéo do de-
senvolvimento embrionario. Os fa-
tores de crescimento estédo agrupa-
dos em familias, sendo que o TGF-3
(fator de crescimento transfor-
mante — beta) e o FGF (fator de
crescimento fibroblastico) sdo ex- -
tremamente importantes no de-
senvolvimento embrionario (BEIL e
MAAS, 1998).

A familia dos fatores de cres-
cimento TGF-p apresenta uma
classe de proteinas denominada
BMP (proteina morfogenética do
0ss0), que regula o desenvolvimen-
to de ossos e cartilagens. As BMPs

! Mestre em Anatomia pela Unicamp, professor das disciplinas de Anatomia e Escultura Dental e Fisio’bgig

Oral da Faculdade de Odontologia da UPF.

2 Mestre em Histologia Bucodental pela Unicamp.

> Alunas do curso de Doutorado em Histologia Bucodental pela Unicamp.
4 Doutor em Patologia pela USP, professor Titular da disciplina de Histologia € Embriologia da Unicamp e do
curso de mestrado e doutorado em Biologia Bucodental da Unicamp.

Recebido em: 07-07-2003 [ aceito em: 19-08-03



s@o moléculas sinalizadoras essen-
ciais para o desenvolvimento em-
brionario e desempenham um pa-
pel regulador na embriogénese.
Em mamiferos, ao menos 12 BMPs
tém sido clonadas e estdo divididas
em distintos subgrupos. As protei-
nas BMP-4 e BMP-2 apresentam
funcédo sinalizadora no epitélio-
mesénquima durante a organogé-
nese (VAINIO et al., 1993). As BMPs
parecem participar da interacéo
célula-célula durante o desenvolvi-
mento de varios 6rgéos e estrutu-
ras (BITGOOD e MACMAHON,
1995). A proteina BMP-2 guarda
uma homologia de 95% com a
BMP-4, mas é expressa somente
no epitélio dental (MAAS e BEI,
1997).

No inicio do desenvolvimento
dentdrio do embrido de camundon-
g0, no décimo dia, o BMP-4 trans-
crito ja pode ser detectado no
epitélio (ABERG, WOZNEY,
THESLEFF, 1997) e passa a atuar
no mesénquima no dia seguinte.
No E11.5, com a formacao da lami-
na dental, o primeiro sinal morfo-
fisiolégico de desenvolvimento
dentdrio aparece como um espes-
samento do epitélio dental. E pos-
sivel, ainda, perceber a expressiao
de alguns genes e fatores de cres-
cimento no epitélio dental, como o
FGF8 e 9, BMP-2, 4 e 7, Shh,
Wntl0a e 10b (para a observacao
da expressao destes e de outros ge-
nes no desenvolvimento dental, con-
sulte-se o site http/:bite-it.helsinki fi).

Essa sinalizaciao molecular no
epitélio é responsavel pela inducdo
da expressio dos genes no adjacen-
te mesénquima dental, incluindo
MSX1 e MSX2, Lefl, DIx1, DIx2,
Patched (Ptc), Gli I e IT (revisdes
abrangentes sobre esse assunto
foram publicadas recentemente
por JERVALL e THESLEFF, 2000;
STOCK, 2001). Mina e Kollar, em
1987, realizaram uma recombi-
nacao desses tecidos e mostraram
que o potencial de desenvolvimen-
to dentéario reside no epitélio den-
tal nesse estagio. Nesta fase, o
BMP-4 atua tanto no epitélio como
no mesénquima até a fase de bo-
tdo, quando passa a atuar exclusi-
vamente no mesénquima (ABERG,
WOZNEY, THESLEFF, 1997).

A fase seguinte é denomina-
da de “botédo”, no E12.5 — 13.5, na
qual o espessamento do epitélio
dental invagina para o subjacente
mesénquima para formar o botao
dental por condensacéo das células
mesenquimais (ZHAO et al., 2000)
e apresenta BMP-4 condensado no
mesénquima em torno do epitélio
do botdo, estando mais concentra-
do em sua face bucal. A expressio
do BMP-4 passa do epitélio para o
mesénquima neste estagio, prova-
velmente, pela influéncia do me-
sénquima sobre o epitélio (VAINIO
et al., 1993).

Apos esse estdgio, segue a fa-
se de capuz, onde uma intensa ex-
pressao continua na papila dental
mesenquimal e reaparece no epi-
télio na porcdo distal do 6rgao do
esmalte. A proliferacao de células
diferenciadas do epitélio dental
causa a formacao das ctuspides dos
dentes. Moléculas de Shh, BMP-2,
4e7,FGF4 e 9 sao expressas nes-
sa fase (ZHAO et al., 2000).

Por tltimo, na fase de sino, a
expressdo do BMP-4 desaparece do
epitélio dental com a remocéo do
orgdo do esmalte e parece ter atua-
¢do nas cuspides da papila dental,
incluindo a camada de células pré-
odontoblasticas. A regido central
da papila revela pouca ou nenhu-
ma expressao (ABERG, WOZNEY,
THESLEFF, 1997).

Materiais e método

A casuistica foi composta pelo
DNA genomico de cinqiienta indi-
viduos (ndo aparentados) portado-
res de agenesia dental de terceiros
molares e/ou primeiros pré-mola-
res e de cinqiienta individuos nor-
mais. Os individuos eram de am-
bos os sexos e de idades entre 11 e
50 anos. Individuos portadores de
sindromes, malformacées de qual-
quer natureza ou com formas
mendelianas de agenesia dental
foram excluidos do estudo.

Obtencao do DNA

O DNA genomico foi obtido a
partir de bochecho de 5 mL de uma
solucdo autoclavada de glicose a
3%, por cerca de 2 min; a solucéo
resultante do bochecho foi centrifu-

gada por 10 min a 2.000 rpm (raio
da centrifuga de 15 cm). Ao preci-
pitado de material celular foram
acrescentados 500 puL de tampao de
extracao (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 solucao foi
homogeneizada e armazenada a
-20 °C até o momento de extracéo
do DNA.

Amplificacao da regiao
promotora do gene BMP-4
por PCR (reacao em cadeia

da Tag DNA polimerase)

Os primers utilizados para
amplificar a regido promotora do
gene BMP4 foram 5° CGGATGC
CACACTCACCTAGCTTC 3’ (pri-
mer F) e 5" AGTGAGCTCATTTA
CTGGGTCTACC 3 (primer R).
Esses primers amplificaram um
fragmento de 744 pares de bases,
que compreendem 632 pares de
base da regido 5" e 112 pares de ba-
se do primeiro exon do gene. Para
as reacoes 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),
KCl a 50 mM, 0.5 U de Tag DNA
Polimerase (Amersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, Sweden) e 5 uLL
de cada primer. O DNA gendmico
de cada amostra foi desnaturado a
95 °C por 6 min e submetido a 35
ciclos de 95°C por 1 min, 68°C por
1 min (para o primer), 72 °C por 1
min; finalizou-se a reacdo com uma
extensao final na mesma tempera-
tura por 7 min. As reacoes de PCR
foram realizadas no termociclador
GeneAmp® PCR System 2400
(Perkin Elmer).

Nas reagoes de PCR utilizou-
se o método de “Hot Start”, que
consiste em aplicar a enzima Taq
polimerase um minuto apés a
desnaturacao inicial em tempera-
tura de 95 °C.

Eletroforese das amostras

As seqtiéncias 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 L,
acrescidos de 3 puL de tampéao
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carreador (azul de bromofenol a
0,25%, xilenocianol a 0,25% e glice-
rol a 30%).

Purificacao dos produtos
amplificados por PCR para
analise de seqiienciamento

automatico

Selecionaram-se vinte pa-
cientes que apresentaram boa qua-
lidade na reacdo de PCR, sendo dez
para o grupo de controle e dez do
grupo com agenesia dental. Os pro-
dutos amplificados desses pacien-
tes passaram por um processo de
purifica¢do para retirada de seg-
mentos inespecificos, assim como
de reagentes da PCR que, prova-
velmente, estariam em excesso.
As bandas de interesse foram
excisadas e o0 DNA foi extraido do
gel utilizando o GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit —
Amersham Pharmacia Biotech,
conforme instrucées do fabricante.

Seqiienciamento automatico

Para cada amostra foi feita
uma reacao de PCR contendo,
aproximadamente, 100 ng de DNA,
2 L. de primer (apenas um do par),
4 pL de tampao carreador (azul de
bromofenol a 0,25%, xilenocianol a
0,25% e glicerol a 30%), 4 uL. do Big
Dye Terminator Kit (Perkin
Elmer) e agua Milli-Q para o volu-
me final de 20 uL. A suspenséo foi
desnaturada a 95°C por 6 min e
submetida a 35 ciclos de 95 °C por 1
min, a 68°C (para o primer reverso
BMP-4), por 1 min, 72°C por 1 min.
Finalizou-se a reagdo com uma ex-
tensdo final na mesma temperatu-
ra por 7 min — realizada utilizando
o método de “Hot Start”.

Polimorfismo por
comprimento dos fragmentos
de restricao (RFLP)

O produto da PCR dos oiten-
ta pacientes restantes foi submeti-
do a digestao com enzimas de res-
tricdo para andlise de RFLP com as
seguintes enzimas: Hha I (GCGlC);
Rsa I (GTVAC); Hpa I (CLCGG) e
MnL I (CCGG{n7); todas contendo
3,0 uL. de DNA, 1,5 de tampao 10
x, 2 U de enzima.
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Técnica de heteroduplex

A técnica de heteroduplex foi
empregada para as amostras
digeridas pelas enzimas Hha I,
Hpa II, Rsa I e MnL I. Ao volume
total da digestéao foi acrescido tam-
péo carreador na proporcdo de 4:1
(produto da digestdo: tampéo
carreador), sendo, portanto, de 5
uL. O contetido do eppendorf foi
desnaturado a 95 °C por 10 min e
resfriado a 0 °C imediatamente. As
amostras foram, ent&o, aplicadas
em gel de poliacrilamida: bis-
acrilamida (49:1), na concentracéo
de 7,5%, e a eletroforese foi feita
em temperatura ambiente a 20 mA.
Os géis foram corados pela técnica
de nitrato de prata.

Resultados

A amplificacdo dos fragmen-
tos de 744 pares de base do gene
BMP-4 apresentou 99% de sucesso;
esses fragmentos por apresenta-
rem excelente quantidade de
DNA, foram utilizados para o estu-
do. Os segmentos amplificados pelo
primer BMP-4 foram submetidos a
técnica de heteroduplex, a qual re-
velou padrao semelhante de ban-
das, ou seja, ndao houve indicacdo
de qualquer polimorfismo ou mu-
tacdo na amostra nessa técnica.

A andlise por seqienciamen-
to automatico foi realizada em vin-
te pacientes, e todas as seqtiéncias
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
trés do grupo de controle e trés do
grupo com agenesia. A partir da
seqiiéncia-consenso obtida pelo
programa Sequencher™, a compa-
racdo com o GenBank confirmou
serem as amostras seqiienciadas
pertencentes a regido promotora
do gene BMP-4. O achado foi con-
siderado conclusivo e optou-se por
analisar as amostras restantes
com utilizacdo de enzimas de res-
tricao.

A sequéncia amplificada dos
pacientes que apresentaram ou
néo agenesia dental foi submetida
a digestdo com enzimas de restri-

cdoHhal, Hpall, Rsale MnLI. A
digestdo com essas enzimas nao
acusou polimorfismo na regifo pro-
motora do gene BMP-4.

Discussao

A alteracdo do numero dos
elementos dentdrios ocasionada
pela falta congénita de dentes é
definida na literatura como “agene-
sia dental” ou “hipodontia”. As va-
riacdes em numero de dentes em
desenvolvimento sdo comuns. Va-
rios termos sdo uteis na discussao
das variacées numéricas dos den-
tes: “anodontia” refere-se a ausén-
cia completa de desenvolvimento
do dente; “hipodontia” denota a fal-
ta de desenvolvimento de um ou
mais dentes; “oligodontia” (subdivi-
séo da hipodontia) indica a falta de
seis ou mais dentes (SCHALK-
VAN DER WEIDE et al., 1994).
Definicoes como anodontia com-
pleta (todos os elementos denta-
rios ausentes) e parcial (um ou va-
rios dentes ausentes) sdo antigas e
consideradas obsoletas (SHAFER,
HINE, LEVY, 1987).

Os processos de amplificacéo e
sequienciamento no estudo de poli-
morfismos genéticos requerem
DNA genémico em quantidade e
nivel de pureza satisfatérios para o
sucesso das reagoes. Os resultados
obtidos mostram que células do
epitélio bucal oferecem um mate-
rial de boa qualidade para técnicas
de analise em biologia moleculcar,
como, no caso, para pesquisa de po-
limorfismos genéticos. Esse méto-
do se constitui num meio simples,
de baixo custo e inofensivo ao pa-
ciente (SCAREL et al., 2000).

A técnica de seqiienciamento
automatico promove a identifica-
cdo das bases nucleotidicas que
compoem a fita de DNA, com o
objetivo de se detectarem ou de se
confirmarem polimorfismos/muta-
coes. No seqiienciamento a partir
de um produto de PCR, s&o produ-
zidas rapidamente as seqiiéncias
desejadas, pois néo € executado o
complexo procedimento de clona-
gem. No entanto, para serem ob-
tidas seqiiéncias de qualidade, é
necessario, antes, purificar o pro-
duto de PCR (SCAREL, 2000).
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O polimorfismo relatado na
base — 40 da regido seqiienciada

néo foi considerado conclusivo por .

se tratar de uma regido de baixa
qualidade para leitura do progra-
ma de seqliienciamento nos seis pa-
cientes que apresentaram tal alte-
rac¢do. Além disso, deve-se conside-
rar que a alteracdo de base ocor-
reu tanto em trés pacientes do
grupo de controle como em trés
pacientes com agenesia, ndo deter-
minando, assim, relacdo direta
com a manifestacdo da patologia.
Diante dessa situacgao, optou-se por
analise de polimorfismo com enzi-
mas de restricio (RFLP-PCR) para
o restante dos pacientes.

A RFLP-PCR é itil numa ana-
lise preliminar na busca de poli-
morfismos, principalmente na in-
vestigacao de grandes seqiéncias.
Existem, no entanto, limitacoes
técnicas em termos de resolucio
na observacao dos resultados. Por
exemplo, se o sitio de reconheci-
mento da enzima se encontrar nas
extremidades ou se sitios de restri-
cao estiverem muito préximos e
houver mutagéo, ndo ha discrimi-
nacio suficiente para a precisa in-
terpretacdo do que realmente esta
ocorrendo em nivel molecular.
Além disso, mesmo que se utilize
um numero consideravel de enzi-
mas de restricdo, as seqiéncias
reconhecidas por estas, na maior
parte das vezes, perfazem apenas
uma porcentagem pequena de
todo o segmento estudado (TREVI-
LATTO, 1999).

No caso do uso da enzima
MnL I, utilizada para identificacao
do sitio polimoérfico detectado na
técnica de seqiienciamento, acredi-
ta-se que nao houve diferencas
entre os pacientes em virtude da
existéncia de uma seqiiéncia de
restri¢do idéntica a procurada ini-
ciando na base — 41, ou seja, possi-
velmente mascarando qualquer
possivel alteracdo.

A analise por heteroduplex
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 diferencas entre
as bases que as compdem. Assim,

é possivel detectar polimorfismos
ou individuos heterozigotos
(PROSSER, 1993). E importante
observar que a técnica de andlise
heteroduplex nao substitui o se-
quenciamento, pois somente esta
ultima técnica identifica o polimor-
fismo (ou mutacéo) por demonstrar
a base (ou seqiiéncia) que se mos-
tra alterada.

Os voluntarios com hipodon-
tia que participaram deste estudo
néo eram aparentados e apresen-
tavam padrao heterogéneo de den-
tes ausentes. A mutacdo néo foi
evidenciada, possivelmente, por-
que a agenesia dental é determi-
nada por varios genes, cOm pene-
trancia incompleta e expressivi-
dade variavel (GRABER, 1978).
Além disso, a regulagao de tais ge-
nes nao é bem conhecida e, prova-
velmente, existem outros genes e
fatores envolvidos na odontogéne-
se ainda néo identificados. Portan-
to, mesmo que dois individuos néo
aparentados apresentem igual pa-
dréo de agenesia dental, a determi-
nacéo genética pode ser completa-
mente diferente de um para outro
(SCAREL, 2000).

A inexisténcia de alteracoes
significativas na seqiiéncia da regiao
promotora do gene BMP-4 reforca a
idéia de que outros genes estdo im-
plicados na odontogénese. Portanto,
alteracoes na sequéncia desses ge-
nes ndo estudadas neste trabalho
seriam a causa genética da hipo-
dontia nos individuos abordados.

Quando forem identificadas
as seqiiéncias promotoras e codi-
ficantes de todos os genes envolvi-
dos na odontogénese, bem como o
padrio de expressio esclarecido,
talvez seja possivel até mesmo pre-
ver quando um individuo ira apre-
sentar hipodontia e quais dentes
serdo afetados.

No entanto, ndo parece sen-
sato desconsiderar-se a possivel
influéncia ambiental na odonto-
génese. Estudos paleoantropolo-
gicos enfocando os aspectos evolu-
tivos da denti¢éo referem a poten-
cial contribuicdo de fatores am-
bientais ao longo do processo
(SCAREL, 2000). Mecanismos
epigenéticos, como interacdes ge-
ne-ambiente, podem ter contribui-

do para a redugdo do complexo
mastigatorio, por exemplo. A con-
tinua tendéncia de reducio do ni-
mero de dentes (terceiro molar)
pode ser vista como um processo
evolutivo, e o gene BMP-4 seria
uma das moléculas mais relaciona-
das com tal efeito. Aliando-se a
perspectiva evolutiva com técnicas
de biologia molecular, seria possi-
vel compreender mais amplamen-
te a odontogénese. Assim, ndo s6
os fatores genéticos seriam consi-
derados, mas seria investigado um
provavel papel que interacoes
gene-ambiente tenham desempe-
nhado ao longo do processo (MA-
CHO e MOGGI-CECCHI, 1992).

Consideracoes finais

1. A extracao do DNA a partir de
células descamadas da mucosa
jugal é um método simples, de
baixo custo e inofensivo ao pa-
ciente, o qual permite a obten-
cao de um material intacto e de
boa qualidade para técnicas de
biologia molecular, como, no
caso, a pesquisa de existéncia de
polimorfismos genéticos.

2. Nao foi detectado polimorfismo
significativo na regido promoto-
ra do gene BMP-4, tanto com as
técnicas de seqiienciamento co-
mo com heteroduplex e RFLP-
RPCR.

3. Sugere-se, entdo, que polimor-
fismos presentes em outros ge-
nes ligados a odontogénese ou
em outras regides do gene BMP-4
estejam relacionados a agenesia
dental em humanos.

Revista da Faculdade de Odontologia



Abstract

Hypodontia is the congenital
absence of one to six deciduous
and/or permanent teeth. This is
one of the most frequent altera-
tions of the human dentition.
Although it does not represent a
problem of public health, it may
cause masticatory and speech
dysfunctions, as well as esthetic
problems. Recent studies have
showed that mutations in the gene
Msx1 are associated with hypodon-
tia 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
BMP-4 gene promoting region in
individuals with isolated forms of
dental agenesia. Genomic DNA
was obtained from buccal epithe-
lial cells of 50 individuals with
agenesia in second premolars or
third molars and 50 control
individuals. The BMP-4 gene
promoting region was amplified by
the PCR technique. The products
of purified PCR were submitted to
automatic sequencing and did not
reveal any alterations in the region
of the studied genet These results
indicate that other genes or
regions of BMP-4 must be involved
in the etiology of hypodontia in
humans.

Key words: hypodontia, BMP-4,
_ polymorphism, sequencing.
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