Jornal da Unicamp

4

Modelo 3D permite
identificar a
importancia de
mutacgoes geneticas
na perda precoce
de dentes
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onstru¢ao de modelo tridi-

mensional (3D) permite iden-

tificar como uma mutagao ge-

. nética, ainda n3o descrita na
literatura, afeta a funcao de

uma enzima fundamental para a correta
formacio do osso e dos tecidos envolvi-
dos na sustenta¢do do dente, mais espe-
cificamente o cemento dental. O estudo,
realizado na Faculdade de Odontologia
de Piracicaba (FOP) da Unicamp e desen-
volvido pela bidloga Luciane Martins, da
area de periodontia, que contou com a co-
laboragao da também bidloga Mariana M.
Ribeiro, da area de histologia e embriolo-
gia, recebeu destaque na capa da revista
BONE, um dos principais periédicos da
area de tecido mineralizado, com fator de
impacto de 4,247 nos ultimos cinco anos.

Iniciado em 2004 e coordenado pelo pro-
fessor Francisco Humberto Nociti Junior, o
trabalho interdisciplinar faz parte de uma
linha de pesquisa que tem como objetivo
principal o entendimento do metabolismo
de fosfato e o processo de mineralizagao
dos tecidos dentais. Também participaram
do estudo Thaisangela L. Rodrigues, Ana
Paula O. Giorgetti, Miki T. Saito, bem como
os professores Marcio Z. Casati e Enilson
A, Sallum e o grupo da professora Martha
Somerman (NIH/NIAMS, EUA). Esta li-
nha de pesquisa tem contado com o apoio
no Brasil da Fapesp, CNPq e Capes e nos
EUA do Forgaty Institute - do National Ins-
titute of Health (NIH).

O projeto comegou a ser idealizado
quando dois gémeos idénticos, na época
com dois anos de idade, foram levados a
FOP por apresentarem perda precoce dos
dentes de leite. Os pacientes foram enca-
minhados ao Departamento de Periodon-
tia da Faculdade para avaliagao detalhada
das anormalidades dentais e tratamento
adequado com vistas ao gerenciamento de
sintomas e a preven¢ao da perda de dentes
permanentes.

A hipofosfatasia é uma doenca que afeta
a formagao dos tecidos mineralizados tais
como 0s 0ssos e os dentes. Nos casos mais
severos da doenca, os ossos do esqueleto
nao sao formados corretamente e, sendo
extremamente frageis, ocasionam a morte
do feto ainda no ventre da mae. Nos casos
em que a doenca se expressa de forma mais
branda, o individuo n3o exibe alteracoes
detectdveis na formagao do osso esqueléti-
co, mas apresenta perda precoce de dentes
de leite ou permanentes e outras anormali-
dades dentais como atraso na erupgao dos
dentes, raizes curtas, falta de cemento ace-
lular, defeitos na polpa, dentina e na for-
macao do esmalte dental, anormalidades
da coroa e caries dentarias severas.

CAusAs

A hipofosfatasia ¢ uma doencga genética
hereditdria caracterizada pela deficiéncia
na atividade da enzima fosfatase alcalina
(TNAP), essencial para o metabolismo de
fosfato e formacao de tecidos mineraliza-
dos. A doenga é causada por mutagdes no
gene ALPL, que codifica a TNAB afetando
sua estrutura e/ou sua capacidade cataliti-
ca e em consequéncia sua fun¢ao na célula.

Luciane explica que as células de todos
os individuos contém as informacdes ge-
néticas — contidas na molécula do DNA -
necessarias a produgdo de proteinas que
constituem a estrutura das células que
compdem os diferentes 6rgaos do corpo.
Essas proteinas desempenham diversas
fungbes essenciais para o bom funciona-
mento do organismo. Em decorréncia, a
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Mariana M. Ribeiro, o professor Francisco Humberto Nociti Junior, coordenador da pesquisa, e Luciane Martins: destaque em publicagdo

producdo incorreta de uma proteina es-
pecifica, devido a ocorréncia de mutagoes,
pode acarretar a redu¢do ou perda da ativi-
dade desta proteina prejudicando o desen-
volvimento e/ou funcionamento correto
dos tecidos nos quais ela esta presente.

Como mostra o estudo realizado pelo
grupo da FOP e recentemente publicado
pela revista BONE, as células obtidas dos
dois pacientes portadores da odontohipo-
fosfatasia foram utilizadas como um mo-
delo bioldgico para a caracterizagao dessa
nova mutacgao.

Em vista de a doenca estar associada a
mutagOes na enzima TNAP, a pesquisado-
ra se propds a identificar primeiramente
que tipo de mutagdes poderiam ser en-
contradas nas células dos pacientes estu-
dados, em que regido do gene da TNAP
elas se localizavam e se estas resultavam
da transmissao através do pai ou da mae.

ACHADOS

Nessa procura, a pesquisadora identifi-
cou duas alteragdes genéticas, uma trans-
mitida pela mae, portadora assintomatica,
e outra, ainda nio relatada na literatura,
transmitida pelo pai, o qual também apre-
sentava altera¢des odontologicas.

Uma vez identificadas as mutagdes,
explica Luciane, “nos buscamos entender
como estas altera¢des no gene da fosfata-
se alcalina afetavam a estrutura da protei-
na, que regides desta (dominios) estavam
sendo modificadas e como estas alteracoes
estruturais poderiam afetar sua fungio
nos tecidos mineralizados”. Estas eluci-
dacbes somente seriam possiveis através
da construgio de modelos tridimensionais
(3D) da proteina mutante, com a sobrepo-
sicao destas estruturas 3D com as da pro-
teina normal e da andlise de pardmetros
fisico-quimicos dos aminoacidos afetados.
O trabalho de construcao das estruturas
3D foi realizado pela biéloga Mariana M.
Ribeiro, da area de histologia e embriolo-
gia da FOP.

O resultado desse estudo em modela-
gem 3D recebeu destaque na BONE e um
dos modelos foi estampado na capa da edi-
¢ao de outubro. Foi através da construcao
de modelos tridimensionais da proteina
mutante e de estudos mais especificos
que os pesquisadores buscaram entender
a consequéncia bioldgica de cada uma das
mutacdes, ou melhor, de como a mutagao
altera a atividade da enzima e como a de-
ficiéncia de atividade desta enzima afeta o
desenvolvimento e o bom funcionamento
dos tecidos em que ela atua.

Entre outros achados os pesquisadores
verificaram que a muta¢do em questio era
responsavel pela redugdo na quantidade
de proteina na superficie da célula, onde
ela exerce sua fun¢do no metabolismo de
fosfato. O estudo de correlagio entre o ge-
nétipo — mutagdo no gene — e o fendtipo
— caracteristicas da doenca observadas nos
pacientes — mostrou que as alteragdes pro-
venientes do pai e da mae dos individuos
afetados eram responsaveis e cooperaram
para a diminui¢ido de proteinas funcionais
na superficie da célula, resultando em uma
atividade deficiente da enzima com o con-
sequente impacto nas estruturas de susten-
tacdo do dente, particularmente do cemen-
to dental. O cemento dental é uma camada
de tecido mineralizado que circunda a raiz
do dente responsavel, juntamente com o
ligamento periodontal, pela estabilizagdo
dos dentes no tecido 6sseo. A sua formac¢ao
deficiente causa perda precoce dos dentes
nestes pacientes.

Luciane considera que o estudo trouxe
importantes contribuicbes para as dreas
odontoldgicas e médicas: “Na odontologia
a compreensao dos eventos envolvidos na
formacao e manutencio dos dentes e das
estruturas que lhes dao sustentagao, o pe-
riodonto, é fundamental para o desenvol-
vimento de novas estratégias terapéuticas
e de regeneracao/reconstru¢ao das estru-
turas perdidas durante a doenga, evitando
a perda dental. Para a medicina o conheci-
mento gerado poderd vir a servir de base
para estudos que visam entender os aspec-
tos envolvidos no metabolismo ésseo que
tém como objetivo propor novas aborda-
gens de tratamento de doencas que afetam
de forma geral os 0ssos”.

UM LONGO CAMINHO

O professor Francisco Humberto Noci-
ti Junior lembra que o trabalho publicado
faz parte de pesquisas da area de perio-
dontia iniciadas em 2002, quando iniciou
seu estagio de pds-dourado na Universida-
de de Michigan (EUA). Quando la chegou
se deparou com um problema que lhe foi
apresentado pela sua supervisora, profes-
sora Martha Somerman: uma muta¢io no
gene ANK, responsavel pelo transporte de
pirofosfato do ambiente intracelular para
o extracelular, poderia resultar na calci-
ficacdo das articulacdes. Dessa forma, a
proposta foi a de avaliar qual o impacto de
alteracoes no metabolismo do fosfato nos
tecidos periodontais.

De posse de amostras bioldgicas, Nociti
iniciou entdo suas pesquisas, centrado no

fato de que alteragdes na proteina ANK,
e consequente desequilibrio da razio en-
tre pirofosfato e fosfato, poderia resultar
em nédulos mineralizados na regiao do
ligamento periodontal. Entretanto, sur-
preendentemente, os pesquisadores nao
observaram a presenca de nédulos naquela
regido: “Para nossa surpresa, nao ocorria
nenhuma alteragao no tecido conjuntivo do
ligamento periodontal. Porém, o cemento
dental, que compde o periodonto, apresen-
tava uma espessura aumentada de dez a
vinte vezes. Este foi um achado que jamais
poderiamos imaginar”, afirma o docente.

Entao veio a pergunta: esta alteragao
no cemento dental decorria da alteracao
no equilibrio fosfato/pirofosfato ou es-
tava relacionada a mutagao do gene? O
problema foi resolvido estudando em ou-
tros animais os efeitos de outra mutacio
genética (alteracoes no gene PC-1) capaz
de produzir o mesmo desequilibrio ex-
tracelular de fosfatos. Constataram entdo
que o efeito era o0 mesmo, ou seja, o ce-
mento dental apresentava-se igualmente
aumentado sem que houvesse nenhum
sinal perceptivel de calcificagao periodon-
tal. Estava caracterizada a importancia do
equilibrio fosfato/pirofosfato na forma-
¢ao das estruturas periodontais (Nociti
et al., 2002).

Com o seu retorno ao Brasil, em 2004,
o professor deu continuidade as pesquisas
conjuntamente com o grupo de Martha So-
merman, conseguindo financiamento junto
ao Instituto Nacional Americano de Saude,
o National Institute of Health, com vistas
ao aprofundamento dos efeitos do desequi-
librio entre fosfato e pirofosfato no com-
prometimento da formagio do periodonto.

Em 2009, Luciane entrou no projeto
para identificar as alteragdes genéticas no
gene da TNAP em pacientes portadores
de odontohipofosfatasia, estudar o efeito
destas mutacdes na atividade da enzima
e qual sua relacio com as anormalidades
dentais apresentadas por estes pacientes.
Para isso contou com a colaboracio de
Mariana que, através o uso da modelagem
3D, ajudou a entender a consequéncia bio-
logica de cada uma das mutagdes na ativi-
dade da enzima.

Sobre a importancia da linha de pesqui-
sa, Nociti considera que por meio do en-
tendimento dos mecanismos envolvidos
na formagio do periodonto se pode vir a
encontrar num futuro préximo terapias
que possibilitem a regenera¢ao periodon-
tal de pacientes acometidos por doengas
periodontais.



