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RESUMO

Fibromatose gengival hereditdria (FGH) € uma condi¢do genética incomum, que tem como
caracteristica um lento e progressivo crescimento fibroso, ndo hemorragico e indolor dos
tecidos gengivais, devido ao aumento da deposicdo de coldgeno e outras macromoléculas na
matriz extracelular. O primeiro caso foi descrito por Gross em 1.856 e a prevaléncia foi
estimada em 1:750.000 nativivos. A FGH € transmitida como trago autossomico dominante,
porém heranca recessiva também € relatada. Essa condicio manifesta-se como fendtipo
isolado, mas pode apresentar-se com menor frequéncia associadas a formas sindromicas. O
tratamento desta condi¢do varia de acordo com a extensdo clinica, mas geralmente se da
através de gengivectomia/gengivoplastia e efetivo controle de placa bacteriana. O presente
estudo fez uma andlise em testes de exomas a partir do DNA isolado de amostras de sangue de
4 familias distintas com FGH, compostas no total de 12 pacientes, sendo 10 afetados e 2 nao
afetados. As andlises foram realizadas através de abordagens detalhadas de bioinformética,
focando em redes de interagdes funcionais e metabdlicas com mutagdes em cada grupo
familiar, cada qual com sua singularidade. Foram encontradas 64 redes de intera¢do funcionais
e metabdlicas, sendo eleitas 16 por suas correlagdes fisiopatolégicas com a FGH. Na familia
A, dentro das 16 redes, foram encontrados 10 genes mutados com relac¢do direta com a FGH.
Na familia B e C foram encontrados 8 genes mutados e na familia D, foram encontrados 7
genes mutados. Os genes encontrados mantém uma relacdo direta com a fisiopatologia da
FGH, sendo que apenas o WDR66, gene encontrado em GINGF3, locus ja descrito na
literatura. Os resultados sugerem um padrdao de heterogeneidade no aspecto de heranca e
mutacdo em cada familia afetada pela FGH, as mutacdes encontradas participam de vias
comuns de sintese de coldgeno, evidenciando que eventos associados, de modos diferente em

cada grupo familiar, sdo capazes de expressar o fenétipo da FGH.

Palavras chave: Fibromatose gengival hereditdria, exoma, mutacdo genética.



ABSTRACT

Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is an uncommon genetic condition, characterized by
slow and progressive fibrous, non-hemorrhagic and painless growth of the gingival tissues due
to the increased deposition of collagen and other macromolecules in the extracellular matrix.
The first case was described by Gross in 1856 and the prevalence was estimated in 1: 750,000
live births. HGF is transmitted as an autosomal dominant trait, but recessive inheritance is also
reported. This condition manifests itself as an isolated phenotype and in rare cases can be a
component of several syndromes. The treatment of HGF varies according to the severity in
which the condition is presented, and usually the gingivectomy/gingivoplasty is the mainly
used modality. The present work performed an analysis of exomas from DNA extracted from
blood samples from 4 distinct families, composed of a total of 12 patients, 9 affected and 3
unaffected. The analysis was performed under detailed bioinformatics approaches, focusing on
functional and metabolic interaction channels related to the mutations in each family group,
regarding its singularity. Sixty-six functional and metabolic interaction channels were found in
wich 16 were chosen for their pathophysiological correlations with HGF. Family A presented
10 mutated genes with direct relation to HGF, within the 16 interaction channels. Families B
and C presented 8 mutated genes, and in family D, 7 mutated genes were found. Regarding all
the genes, only the WDR66 gene was found in GINGF3, a locus already described in the
literature. The association of the mutated genes and the deregulation of their functions, even if
distinct in each family, sum up events that, in association, may be the cause of the phenotypic
expression of HGF. The results also support the theory that associated events, in different ways

in each family group, is able to express HGF.

Keywords: Hereditary gingival fibromatosis, exoma, genetic mutation.
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1 INTRODUCAO

Fibromatose gengival hereditdiria (FGH) (OMIM #135300) ¢ uma condi¢do genética
incomum, caracterizada por um lento e progressivo crescimento fibroso, indolor e ndo
hemorréagico da gengiva, devido ao aumento da deposi¢do de coldgeno e outras macromoléculas
na matriz extracelular (Babu et al., 2011; Lai et al., 2011). O primeiro caso de FGH foi descrito
por Gross em 1.856 e a prevaléncia foi estimada em 1:750. 000 nativivos (Fletcher, 1966; Livada

et al., 2013).

O crescimento gengival envolve a por¢do marginal e inserida da gengiva, com coloracdo
geralmente rdésea-palida, superficie corrugada e consisténcia firme que pode recobrir parcial ou
totalmente a coroa clinica do dente (Baer et al., 1974) e que ndo apresenta tendéncia a regressao
espontanea (Tripathi et al., 2015). Os efeitos mais comuns provocados pelo aumento gengival sdo
diastemas, mau posicionamento dos dentes, reten¢do prolongada de denti¢do decidua, atraso na
erupcdo dos dentes permanentes, mordidas abertas e cruzadas, labios proeminentes, podendo
variar a severidade entre familias diferentes e em membros da mesma familia. Problemas
periodontais, como sangramento e perda Ossea, podem ocorrer devido ao excesso de tecido
gengival, presenga de pseudo-bolsas e acimulo de biofilme (Goldblatt et al., 1992; Bittencourt et

al., 2000; Clorcheret et al., 2003).

A FGH ¢ transmitida como traco autossomico dominante, porém a heranga recessiva
também foi descrita (Bozzo et al., 1994). A fibromatose gengival pode manifestar-se como
fenétipo isolado ou apresentar-se mais raramente como componente de vdrias sindromes como,
sindrome de Cowden (hamartomas multiplos), sindrome de Zimmerman-Laband (defeitos de
formacdo ossea, ouvido, nariz e esplenomegalia), sindrome de Rutherford (distrofia corneana)
(Abhinav et al., 2011). Em casos isolados, sem associacdo sindrOmica, as alteragdes mais
comumente observadas sdo hipertricose, deficiéncia mental e epilepsia (Synder 1965; Livada et

al., 2013).

Bittencourt et al. (2000) mostram que aproximadamente 80% de todos os casos relatados
sdo familiais e os 20% remanescentes sdo ou esporddicos ou apresentam heredrogramas
inadequados. O heredrograma e a historia familiar sdo fundamentais para a andlise do modo de

transmissao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tripathi%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26229281

16

Miller et al (1993) sugerem que os dentes tém uma importante influéncia no
desenvolvimento do quadro clinico da FGH. A erupg¢do ativa, o metabolismo, além de outros
fatores do meio, determina o potencial genético a iniciar a anormalidade clinica. Entretanto, a
forma localizada é mais comum na maioria das familias, a forma generalizada da doenca por seu
aparecimento em idade tardia, tem induzido alguns autores a tratd-las como entidades separadas.
A forma localizada ou focal € de diagndstico mais tardio, por volta da terceira década, enquanto
a forma generalizada pode ser detectada na denti¢do mista. Talvez essa diferenca cronoldgica na
manifestacdo das formas de FGH contribua para a discordancia diagndstica. Também, a
expressividade do gene € varidvel, encontrando-se, dentro de uma mesma familia, individuos

com varios graus de severidade (Babu et al., 2011).

Evidéncias experimentais demonstram que o aumento gengival observado em pacientes
com FGH pode estar associado com uma elevada capacidade proliferativa de fibroblastos
residentes, um aumento na sintese de coldgeno ou uma redu¢do nos niveis de expressao, producao

e secrecdo de metaloproteinases (MMPs) (Coletta et al., 1999; Andrade et al., 2001).

Quando se observa microscopicamente a FGH, nota-se que o epitélio pavimentoso
estratificado paraqueratinizado se encontra hiperplésico, projetando longas, delgadas e profundas
cristas epiteliais para o tecido conjuntivo subjacente que possui feixes de fibras coldgenas densas,
numerosas e permeados por fibroblastos, vasos sanguineos e ocasionalmente infiltrado

inflamatorio discreto (Kanagotagi et al., 2015).

Embora transmitida geneticamente, os eventos moleculares que levam ao crescimento
tecidual gengival na FGH ainda ndo s3o totalmente conhecidos. A localizagdo génica das
mutacOes precursoras da condi¢do apresenta evidencias de heterogeneidade (Zandinejad et al.,
2015). Coletta et al (2006) mostraram em culturas de células que em niveis basais ou condicionais
com fator de crescimento transformante (TGF-f1), os fibroblastos derivados da FGH proliferam
mais rapidamente que fibroblastos de gengiva normal e produzem menor quantidade de
metaloproteinases de matriz, particularmente MMP-1 e MMP-2 que se encontram associadas a

degradacao de moléculas colagénicas.

Por influéncia genética, ocorre um espessamento do tecido gengival, de aspecto liso
nodular, principalmente na época de troca da denti¢do decidua (Colan et al., 1988). A fibrose
decorrente promove uma verdadeira barreira mecanica causando problemas funcionais e estéticos

(Bittencourt et al., 2000).
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Poucos trabalhos que fizeram uma andlise através de exomas, em grupos distintos afetados
por FGH de modo independente. Na literatura encontram-se trabalhos mostrando diferentes
mutacgdes e em loci diversos em casos de fibromatose gengival hereditdria. Como o exoma €é uma
técnica que identifica todos os éxons (regides codificadoras, o que poderia ter impacto funcional
na producdo de certas proteinas), seria possivel localizar a etiologia da doenca, auxiliando ainda
mais na compreensdo desta alteragdo genética. A partir desse momento poderia se mensurar o

acometimento dessa condi¢do e poder avaliar a transmissao da mutagdo em um nucleo familiar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A fibromatose gengival, clinicamente, pode ser resultante de vérios fatores tais como a
inflamacdo, desequilibrio hormonal, neoplasias, alteracdes adversas de medicamentos como
fenitoina, nifedipina, cefalosporinas e ciclosporinas (mas o alargamento ndo se estende para além
da juncdo mucogengival) e algumas causas idiopdticas (Coletta et al., 2006). A fibromatose
gengival também pode ser oriunda de fatores hereditéarios, sendo chamada de fibromatose gengival
hereditdria, que € uma condicdo caracterizada pelo aumento gengival difuso, cobrindo grandes
partes da gengiva ou a mesma em sua totalidade (Babu et al., 2011). A FGH € relatada em
associacdo com anomalias dentdrias, destacando-se a amelogénese imperfeita hipoplésica

(Martelli-Junior et al., 2008).

A FGH apresenta-se clinicamente firme, de insercdo fibrosa que cobre os rebordos
alveolares e estende-se sobre os dentes, resultando em pseudo-bolsas extensas. A cor pode ser
normal ou eritematosa se inflamada (Collan et al., 1982). O tecido gengival pode tornar-se tao

firme e fibroso que se assemelha a um tecido calcificado na palpacdo (Tripton et al., 1997).

A FGH pode cobrir a parte coronal de um dente até sua superficie oclusal. Este crescimento
excessivo também pode se estender ao palato, o que altera seu contorno. Como efeito resultante
pode-se incluir a dificuldade de fala e mastigagdao dolorosa quando o alimento desvia para o tecido
fibromatoso. Em casos graves, a vista clinica da a mandibula pode se assemelhar com “bulbos”

(Brown et al., 1995).

O espessamento gengival pode chegar a impedir o selamento dos ldbios produzindo
protrusdo dos mesmos € em casos mais severos (quando se estende para o palato) pode causar
deformacio, levando a compressdao da lingua e criando dificuldades na fonagcdo e mastigacao.
Pode também ocasionar diastemas, mau posicionamento e retencdo prolongada dos dentes
deciduos causando problemas estéticos e funcionais. Constatou-se a retencdo de alguns dentes
deciduos, com auxilio de radiografia panordmica. A raga caucasiana € a mais afetada (Martelli
Junior et al., 2008). A manifestacdo da FGH da se pelo acimulo excessivo de proteinas na matriz
extracelular (MEC), incluindo o coldgeno tipo I (Bonnaure-Mallet et al., 1995). Porém, os
mecanismos moleculares e bioquimicos que desencadeiam esse processo ndo sdo completamente

compreendidos.
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Collan et al. (1982) observaram a presenca de dois tipos de fibroblastos no tecido
afetado: um tipo mais arredondado, cercado por substincia fundamental com pouco coldgeno, e
outro tipo de fibroblasto aparentemente inativo e cercado por dreas ricas em coligeno. A
ocorréncia simultinea de FGH com a erupcdo dental sugere que possa haver uma selecdo
particular de células ou a ativacdo de certos clones de fibroblastos por trauma fisico ou produtos
de células mononucleadas. Dessa forma parece que os fibroblastos da FGH podem ser ativados

fenotipicamente durante o desenvolvimento dental.

Existe uma controvérsia quanto a quantidade de coldgeno produzida pelos fibroblastos
i1solados de pacientes com FGH. Tripton et al. (1997) mostraram que fibroblastos oriundos da
FGH cresceriam mais lentamente ou na mesma velocidade que o crescimento de fibroblastos
oriundos de gengiva normal. Porém um estudo mais recente de Coletta et al. (2006) observaram
que os fibroblastos da FGH tém uma velocidade aumentada de proliferacdo. Os fibroblastos
produzem até duas vezes mais colageno do tipo I do que fibroblastos normais, o que contribuiria
para o aumento gengival. Em contraste, Farrer-Brown et al. (2001) relataram que os fibroblastos
associados a FGH sintetizariam cerca de 50% da quantidade de coldgeno quando comparados
com fibroblastos normais. Estas discrepancias parecem estar relacionadas a falta de

compreensdo da expressao fenotipica heterogénea do fibroblasto.

Durante a biossintese de coldgeno, os unicos polipeptidios de pré coldgeno nascentes
passam por modificacdo pds-translacional no reticulo endoplasmético (RE), formam cadeias
helicoidais triplas e s@o secretados para o espago extracelular. Este processo envolve a proteina de
choque térmico 47 (Hsp47), uma glicoproteina de 47 kDa localizada no RE. Ele se liga aos
peptideos de pré-coldgeno nascentes do tipo I para prevenir a dobra prematura e a agregacao das
cadeias de pré coldgeno e participa da translocagdo e secre¢do do pré coldgeno I para o espaco

extracelular (Satoh et al., 1996).

O colageno de tipo I e os niveis de RNAm e proteina Hsp47 aumentam significativamente
em culturas de fibroblastos derivadas de pacientes com FGH (Martelli-Junior et al., 2003). Além
disso, o fator de crescimento transformante (TGF)-B1 e a interleucina (IL) -6 induzem a expressdo
de coldgeno de tipo I e Hsp47 e regulam negativamente a metaloproteindse de matriz (MMP) -1 e
MMP-2 em culturas de fibroblastos de doentes com FGH. Em contraste, o interferon-y (IFN-y)
reduziu a expressao de coldgeno I e Hsp47 e afeta ligeiramente a expressao de MMP-1 e MMP-2

(Martelli-Junior et al., 2003). Esta observagdo sugere que Hsp47 pode ser uma molécula crucial no
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processamento pds-translacional das cadeias de pré-coldgeno de tipo I sobre produzidas, enquanto
a producao aumentada de TGF- B1 e IL-6 em pacientes com FGH pode favorecer o acumulo de

fibras de coldgeno na gengiva.

As prolil-4-hidroxilases (P4Hs) sdo igualmente enzimas essenciais na biossintese e
dobramento de cadeias polipeptidicas de coligeno recém-sintetizadas em moléculas triplo
helicoidais. P4Hs sdo tetrameros a2B2 consistindo de uma das trés iso formas da subunidade o [a
(D, a (I) ou a (II)] que tém atividade catalitica similar (Kukkola et al., 2003). A expressdo da
subunidade a de P4Hs limita a taxa de formagdo de P4H ativa e sintese de coldgeno (Han et al.,
1999). O aumento dos niveis de atividade de P4H é relatado em um numero de condi¢des
fibroticas, como queloides e fibrose hepatica (Abergel et al., 1985). Alguns estudos relataram
aumento da expressdo e atividade de prolil hidroxilases em FGH (Meng et al.,, 2007).
Notavelmente, Meng et al (2007) identificaram a isoforma I da subunidade a de P4Ha como a iso
forma associada, enquanto que as formas tipo II e III de PAH ndo foram afetadas. Estes achados
sugerem que P4Ha (I) pode estar envolvido na patogénese de HGF e confirmar que os fibroblastos

em FGH sdo desregulados ao nivel da modificacio da proteina pds-traducional.

Alteragdes na expressao de MMPs, enzimas chave que regulam a composi¢do da MEC, t€ém
sido implicadas na patogénese de FGH. Varios estudos mostram uma diminui¢do significativa na
expressao e atividade de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos de doentes com FGH em comparacao
com os controles (Coletta et al., 1999). A MMP-1 € uma colagenase que degrada o coldgeno
intersticial, enquanto que a MMP-2 atua predominantemente no coldgeno tipo IV, mas também
demonstrou degradar o coldgeno tipo I em sua forma nativa (Aimes et al., 1995). De forma
semelhante, a inibi¢do de MMP-1, MMP-2 e MMP-3 tem sido relatada em GO induzida por CsA,
uma condi¢do também associada com uma producdo aumentada de TGF-B1(Shin et al., 1998). A
atividade catalitica das MMPs € regulada ao nivel da transcrigio bem como por inibidores de
metaloproteinase de matriz de tecido (TIMPs). Curiosamente, a adi¢cdo de anticorpos anti-TGF-p1
no estudo de Coletta et al (1999) resultou em um ligeiro aumento na MMP-1 e uma diminui¢do na
expressaio de MMP-2, enquanto a expressio de TIMP-1 e TIMP-2 ndo foi afetada. Estes
resultados confirmam observagdes anteriores de que a produg¢do aumentada de TGF-f1 pode

conduzir a acumulacdo de MEC alterando as atividades proteoliticas dos fibroblastos.

O desenvolvimento de eventos fibréticos pode envolver o processo conhecido como

transicdo epitelial/mesenquimal (TEM), esse ocorre fisiologicamente durante o desenvolvimento
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de 6rgdos e tecidos. Neste processo, a destruicdo parcial da membrana basal pode levar a uma
difusdo inadequada de fatores entre o tecido conjuntivo e as camadas epiteliais dos tecidos
gengivais. Estes fatores podem estimular as células epiteliais a perderem os contatos célula-célula,
diminuir a expressdao da E-caderina e aumentar a motilidade celular, promovendo sua invasao no
estroma do tecido conjuntivo subjacente, onde se diferenciam mais em células que sdo
indistinguiveis dos fibroblastos e miofibroblastos. Estas células fibrobldsticas, por sua vez,

produzem proteinas do tecido conjuntivo que contribuem para a fibrose (Coletta et al., 2006).

A FGH ¢ caracterizada por um tecido conjuntivo rico em feixes densos de fibras coldgenas,
que sdo orientadas aleatoriamente e permeadas por fibroblastos (Coletta et al., 1999). Pégo et al.
(2016) confirmaram esse padrdo no nivel ultra estrutural. As fibrilas de coldgeno predominaram
entre outros componentes fibrilares da MEC e foram caracterizadas por um padrao de bandagem
D-periddico claro. Eles foram devidamente embalados e dispostos em feixes organizados em
véarias direcOes, como € normalmente observado no tecido conjuntivo ndo modificado. Esta
disposi¢do ultra estrutural foi observada nas amostras de tecido normal e de FGH analisadas. As
mesmas caracteristicas também foram descritas na mucosa normal (Chavrier et al., 1984) e na
fibromatose gengival idiopdtica. Entretanto, o estudo in vitro de Meng et al. (2008) nao

confirmaram a presenca de fibrilas de coldgeno maduras em torno das células fibroblasticas.

Barros et al. (2001) sugeriram que a FGH deveria ser incluido no grupo de doengas
colagénicas hereditdrias porque as fibrilas de coldgeno estdo dispostas irregularmente e exibem
lacos e dissociacOes em forma de corda. Outros trabalhos encontraram aspecto ultra estrutural
semelhante em uma familia afetada com FGH (Pégo et al., 2015). Tanto o tecido afetado pela
FGH quanto de tecido gengival normal apresenta fibrilas de coldgeno formando dobras, o que
sugere que estes aspectos ndo sdo unicos para a FGH. Além disso, essas caracteristicas sdo

identificadas em dreas onde a organizacdo de feixes de coldgeno € perdida.

As fibrilas de coldgeno curtas, curvas e orientadas aleatoriamente sao normalmente
encontradas em areas onde hd grandes quantidades de coldgeno tipo III, uma caracteristica do
tecido normal associada a sua capacidade de remodelacdo (Chavrier et al., 1984). Na cicatrizagao,
o coldgeno tipo III é observado principalmente nos estddios iniciais, refletindo seu papel na

remodelacdo de tecidos (Chavrier et al., 1984; Couble, 1999).

Amostras de tecido gengival com FGH e tecidos gengivais normais exibem vdrios tipos de

c€lulas, incluindo mastdcitos, macréfagos, células plasméticas e fibroblastos. Os fibroblastos
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apresentaram organelas bem preservadas e cisternas aumentadas no reticulo endoplasmatico
rugoso, indicando a presenga de sintese proteica ativa. Mitocondrias com cristas mitocondriais
bem preservadas também foram encontradas. Foram relatados na literatura que na mucosa normal
e na fibromatose gengival idiopdtica diversos fibroblastos com reticulo endoplasmatico
aumentado, associados a um grande numero de granulos secretores, aparelhos de Golgi e
numerosas mitocondrias (Sakamoto et al.; 2002). Em estudos de co-cultura, fibroblastos derivados
da FGH mostraram as mesmas caracteristicas ultraestruturais, que estdo relacionadas a sua

capacidade de sintetizar a maioria dos componentes da MEC (Meng et al., 2012).

O 4cido hialurdnico foi descrito como um elemento estrutural da MEC e é composto por
células estreladas que formam uma rede (Hermanns-Lg, Piérard, 2007). No estudo de Pégo et al.
(2016), uma fina rede envolvendo estruturas circulares similares as descritas anteriormente foi

encontrada nas amostras de FGH.

Feixes filamentosos foram encontrados, na FGH, em um arranjo paralelo, localizado nos
espacos interfibrilar de fibrilas de coldgeno e em torno de fibroblastos. Esses filamentos fazem
parte do sistema eldstico e tendem a se acumular em dreas onde o tecido conjuntivo é submetido a
tensdo e estresse. Embora ndo haja nenhuma explicacdo relevante, € possivel sugerir que pode
haver mais tensdo no tecido gengival derivado da FGH, em comparacdo com o tecido gengival
normal, e que pode estimular os fibroblastos a sintetizar uma grande quantidade destas fibras na

MEC (Khan et al., 2012).

A FGH pode ser diagnosticada por sua caracteristica gengival peculiar (com ou sem
envolvimento de sindrome associada) e histéria familiar positiva. Tendo em vista que o
diagnéstico da FGH pode ser exclusivamente clinico, as caracteristicas histopatologicas podem ser
uteis na conclusdo quando o diagndstico clinico for nebuloso. (Livada et al., 2013; Khan et al.,

2012).

As caracteristicas histopatoldgicas cldssicas da FGH sao do tecido conjuntivo altamente
fibroso, com feixes de coldgeno densas dispostas, inimeros fibroblastos fusiformes e tecido
conjuntivo que € relativamente avascular. Tecido gengival acantético e epitélio escamoso
estratificado hiperqueratético que também esta presente com cristas epiteliais alongadas. Camadas
superficiais do epitélio podem, ocasionalmente, apresentar caracteristicas de inflamag¢do como o
edema (Khan et al., 2012; Livada et al., 2013). Pequenas calcificacdes Osseas e abundantes feixes

neurovasculares também podem estar presentes. O excesso de tecido gengival pode proporcionar
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novos nichos para o crescimento de microrganismos, acumulo de placas e formagdo de pseudo

bolsas, resultando em infiltragdo inflamatdria do tecido conjuntivo gengival (Livada et al., 2013).

Particulas calcificadas, ilhas de metaplasia dssea, ulceragdo da mucosa sobrejacente e
inflamacdo podem ser ocasionalmente observadas em torno de tecido conjuntivo (Farrer-Brown et
al., 2001). A organizagdo das fibras de coldgeno no tecido conjuntivo pode ser observada a partir
de lesdes da FGH, fibrilas espacadas com esbogos irregulares, as vezes em loops, intercalados em
volta de fibrilas normais. Isto foi atribuido ao aumento do niimero de substancias de matriz e
filamentos em uma rede ramificada. Também observa- se que as fibras oxitalanicas eram comuns,

mas o nimero de fibras elasticas foi diminuido (Barros et al, 2001).

Alteragdes semelhantes degenerativas de fibras eldsticas, juntamente com o aumento de
fibras finas, intercaladas entre fibrilas de coldgeno defeituoso foram comumente relatados em
doencas em que contem estreitas relagdes entre alteragdes patogénicas das fibras elésticas e fibras

de coldgeno (Duncan et al., 1987).

Quando se analisa o DNA de familias acometidas com FGH, confirma-se a heranca
autossOmica dominante dessa condi¢do, embora haja casos recessivos Oou mesmo como
autossOmicas hereditarias ligadas ao X também foram relatados (Singer et al., 1993). A anélise de
sequéncia na regido 2p21-p22 subjacente ao locus GINGF mostrou uma inser¢do de uma tnica
base no gene Son-de-Sevenless -1 (SOS-1) (MIM #182530) numa extensa familia brasileira
caracterizada por uma heranga dominante de FGH. Mais notavelmente, a insercdo de uma unica
citosina resultando em uma proteina truncada foi identificada em todos os membros da familia
afetados por FGH, enquanto ndo foi encontrada em membros da familia ndo afetados ou no grupo
controle (Hart et al., 2002). Portanto, uma mutagcdo em SOS-1 foi proposta como um possivel fator

etiologico para FGH ndo sindromico, e definida como tipo 1 (Singer et al., 1993).

A alteracdo que geralmente resulta na FGH acontece através de um fator de permuta de um
nucleotideo de guanina, que atua na transdugcdo de sinais que controlam o crescimento e
diferenciagdo celular. Os cromossomos numeros 2, 4 € 5 sdo encontrados com seus l6cus génico
especifico, incluindo 2p21-p22 (GINGF), 2p13-p16, 2p22. 3-23 (GINGF3), 5q13-q22 (GINGF?2),
4921, e 4t, que estdo em associagdo com a FGH, permitindo mutacdes, delecdes, duplicacoes, e
outras anomalias genéticas. Outros 16cus génicos como 8, 14q, 19p, 19q, e Xq também estao

relacionados a diversas sindromes associadas com a FGH (Ma et al., 2014).
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O mecanismo preciso da FGH é desconhecido, mas pode ser relacionada ao aumento da
proliferacdo dos fibroblastos na gengiva (Coletta et al., 2006) aumentando assim
consideravelmente a sintese de coldgeno nos tecidos gengivais (Jayachandran et al., 2013). O
desenvolvimento simultineo da FGH com a erup¢do dos dentes sugere que uma selecdo particular
de célula ou a ativagdo de determinados clones de fibroblastos por trauma fisico ou produtos de

células mononucleares que podem participar da FGH (Khan et al., 2012).

O tratamento da FGH ¢é cirtrgico, embora exista controvérsia a respeito da época da
intervencdo e em relacdo a conduta a ser tomada quanto aos dentes envolvidos. O
acompanhamento € necessario, pois a recorréncia € frequente, principalmente quando dentes sdo
mantidos na cavidade bucal. Um programa rigoroso de higiene bucal deve ser instituido.
Associacdo de extracdo seletiva de dentes nos casos graves pode ser necessdria para obter-se uma
morfologia tecidual normal da gengiva e serve para controlar o crescimento gengival, pois,
segundo os autores, o mecanismo de crescimento gengival cessaria na auséncia dos dentes, por

uma razdo ainda nao identificada (Charvier et al., 1987).

A necessidade de tratamento da FGH varia de acordo com a gravidade. O aumento relativo
na quantidade de tecido gengival faz a necessidade de uma intervengdo cirdrgica devido ao
compromisso funcional e estética. O tratamento consiste em excisao cirurgica do tecido alterado;
muitas vezes em uma série de gengivectomias, que deve ser acompanhada por um programa
efetivo de higiene bucal. Estudos como o de Miller et al., (1993) t€ém documentado o uso do laser
de dioxido de carbono na realizacdo da gengivectomia, no entanto, o método mais utilizado de
remocgdo de grandes quantidades de tecido € a gengivectomia com bisel externo convencional com
gengivoplastia, particularmente quando ha pseudo bolsas e sem perda de insercdo (Shafer et al.,
1983; Baptista, 2002). Um procedimento com retalho periodontal pode ser preferido a FGH
quando acompanhada com perda de insercao e defeitos 6sseos. (Bansal et al., 2002). A recidiva é
imprevisivel para cada paciente e independe da técnica cirurgica utilizada e de fatores locais. O
efeito da higiene oral € essencial no progndstico da fibromatose e contribui para a recorréncia do

aumento gengival (James et al., 2007).
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3 PROPOSICAO

3.1 PROPOSICAO GERAL

e Avaliar a associacdo de mutacdes em éxons na etiologia da fibromatose gengival

hereditaria, em nucleos familiares brasileiros.

3.2 PROPOSICOES ESPECIFICAS

e Estimar e quantificar as mutacdes em pacientes com fibromatose gengival hereditdria

quando comparados a pacientes ndo afetados.

e Verificar a transmissdo da mutacdo no niucleo familiar com fibromatose gengival

hereditaria.

e Analisar se hd mutagdes comuns entre grupos familiares distintos que possam ser

causadores da fibromatose gengival hereditaria.



26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as normas relativas
2 ética em pesquisa envolvendo seres humanos, apés deliberacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP — processo 001/2012, anexo 1), e seguindo a Resolucdo 196/06 relativas as

pesquisas em seres humanos no Brasil.

4.2 Selecao de pacientes e coleta das amostras de sangue

A selecdo dos pacientes foi realizada na Clinica de Estomatologia do Curso de
Odontologia da Universidade Estadual de Montes Claros - UNIMONTES, Montes Claros,
Minas Gerais. Foram selecionados 12 pacientes de 4 grupos familiares distintos afetados com
FGH previamente diagnosticados, com idades entre 12 e 60 anos e sem distingdo de sexo,
sendo 10 afetados e 2 ndo afetados. Foram analisadas as caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas apenas dos pacientes afetados. Todos os pacientes foram submetidos a coleta
de sangue, para posterior isolamento de DNA. Foram coletados 10 mL de sangue venoso
periférico de cada paciente em um laboratério de andlises clinicas (Laboratério Raphd —
Montes Claros, MG), cumprindo todas as regras de biosseguranga. O laboratdrio funciona em
estrita conformacdo com as Diretrizes do Conselho Federal de Farmacia e com as condi¢des de
biosseguranca adequadas de acordo com os organismos competentes de acompanhamento e
fiscalizacdo. Os 4 grupos familiares foram divididos em familias A, B, C e D para melhor

organizagdo e compreensdo no estudo.

Logo apds a coleta das amostras foram adicionados 1 mL de Dextrosol a cada 4 mL de
sangue. Essa substancia a base de glicose, tem como funcdo fixacdo das células sanguineas,
impedindo a hemolise durante o transporte e consequentemente extravasamento de proteinas
como hemossiderina no meio, mantendo assim a integridade do DNA. Depois de realizadas as
coletas, o sangue foi armazenado a 4°C e transportado até Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP-UNICAMP), Piracicaba-Sao Paulo, onde foi realizado o isolamento do DNA

de cada integrante.
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4.3 Isolamento de DNA a partir de amostra de sangue

Para o isolamento das amostras foi utilizado o kit illustra™ blood genomicPrep Mini Spin
Kit da GE Healthcare e o protocolo especificado da empresa. O sangue foi transferido para um
tubo falcon de 15 mL, em uma propor¢cdo 1 de amostra para 4 de RBC buffer (Buffer). Apds
homogeneiza¢do por 5 min., os tubos foram centrifugados a 3000 rpm, durante 5 min., em
temperatura ambiente. O sobrenadante (plasma) foi descartado e o precipitado (pellet)
transferido para um tubo eppendorf de 2mL, onde foram adicionados 20ul de proteinase k, para
degradacao de proteinas sanguineas e 400 ul de Lysis Buffer Type 10 para lise das células. A
mistura ap0s ser incubada por 10 min. em temperatura ambiente e sendo agitada regularmente,
foi transferida para a coluna silica do kit e centrifugada (Centrifuge 5430/5430 R - Eppendorf)
por 1 min. a 11000 x g.

Ap6s descarte do sobrenadante, foi adicionado mais 500 pl de Lysis buffer type 10 na
coluna de silica e centrifugado (Centrifugue 5430/5430 R - Eppendorf) por 1 min. a 11000 x g
e descartado o eluente em seguida. Foi adicionado 500 pl de Wash buffer type 6 na coluna,
centrifugado por 3 min. a 11000 x g e descartado o eluente. A coluna de silica foi transferida
para um tubo eppendorf de 2 mL DNAase e RNAase-free e adicionado 200ul de Ellution
Buffer pré-aquecido a 70°C. Apds incubado por 1 min. em temperatura ambiente, foi
centrifugado por 1 min. a 11000 x g e o eluente foi armazenado. A concentracdo e pureza das
amostras foram determinadas por espectrofotometria com uma razdo 260/280 nm
(espectrofotometro NanoDrop® 2000 - Thermocientific). Onde valores inferiores a 1,7 indica

contaminagao com proteina e valor superior a 2 indica contaminagao com RNA.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwjRtrmI8tPTAhUDgZAKHcp9ACIQFggwMAE&url=https%3A%2F%2Fonline-shop.eppendorf.com.br%2FBR-pt%2Feshopdownload%2Fdownloadbykey%2F114357_Operating-Manual_131&usg=AFQjCNH5HQtD-SaRQWfGuwxC1IOBeuETPw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwjRtrmI8tPTAhUDgZAKHcp9ACIQFggwMAE&url=https%3A%2F%2Fonline-shop.eppendorf.com.br%2FBR-pt%2Feshopdownload%2Fdownloadbykey%2F114357_Operating-Manual_131&usg=AFQjCNH5HQtD-SaRQWfGuwxC1IOBeuETPw
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4.4 Exoma

Ap6s o isolamento do DNA, ocorreu uma sequéncia de preparos no laboratério com o
objetivo de separar e enriquecer os exons. Em seguida, essa amostra representativa do exoma
foi processada em sequenciadores. O sequenciamento fez a leitura da sequéncia de DNA de
todo o exoma e produziu arquivos de dados, que foram processados por programas de
bioinformatica especializada e posteriormente analisados. A andlise foi uma associacdo de
varios testes como PCR (rea¢do em cadeia de polimerase), MIP (sonda de inversdao molecular),
captura hibrida, captura na solucdo, e sequenciamento. As andlises dos exomas foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular de Patologia Oral da Faculdade de

Odontologia de Piracicaba.

Para realiza¢do dos exomas o DNA foi mantido intacto com uma razao 260/280 de 1,8-2.
Examinou-se a qualidade do DNA através de eletroforese em gel de agarose a 1%. Foi utilizado
o kit FC-140-1001 Nextera® Rapid Capture Exome Kit (2 rxn x 12&nbsp;>> plex) para
realizacdo dos exomas. Para iniciar os experimentos o gDNA foi preparado, quantificado e
normalizado da seguinte maneira:

. Foi quantificado gDNA utilizando um método fluorométrico, com o Qubit.

o Foi normalizado o gDNA em Tris-HCI 10 mM, pH 8,5 a 10 ng / pl.

. Foi requantificado o gDNA normalizado utilizando o mesmo método de quantificacdo
fluorométrica.

. Ap6s diluido o gDNA e normalizado em Tris-HCI 10 mM, pH 8,5 para um volume
final de 10 pl a 5 ng /ul (50 ng total).

Para separacdo do exons foi utilizado um sistema de purificacdes por meio de nano
esferas magnéticas, de acordo com as instrucdes sugeridas pelo fabricante. A purifiacacdo dos
exons foi realizada em 4 etapas e dentre cada uma dela ocorrendo uma etapa de limpeza. Na
etapa de limpeza através de buffers de lavagem os reagentes sdo retirados, assim o gDNA foi
incubado a 50 °C por um tempo médio de 21 horas. A etapa da limpeza usa SPB (Amostra
Purificacdo Beads) para purificar o DNA, marcando a partir do Nextera transposome. A etapa
de limpeza remove principalmente o Nextera transposome que caso contrdrio, liga-se as
extremidades do DNA e interfere nos processos subsequentes. Nessa etapa o gDNA foi

purificado obtendo apenas os exons.
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A amplificacdio do DNA marcado acontece apds sua purificagdo, entdo foram
adicionados adaptadores de indice, utilizando um processo com 10 ciclos de PCR. Esta etapa de
PCR adicionou-se os adaptadores de indice 1 (i7), Adaptadores de Indice 2 (i5) e adaptadores
de sequenciamento necessarios para amplificacdo de cluster. Na hibridizacdo foi combinado em
bibliotecas de DNA contendo indices exclusivos em um tnico pool que em seguida, ligaram-se
regides alvo do DNA com sondas de captura. Na captura das regides hibridizadas foi utilizado
SMB (Streptavidin Magnetic Beads) para capturar sondas hibridizadas para as regides alvo de

interesse. Duas lavagens aquecidas removeram a liga¢do ndo especifica das pérolas.

A biblioteca enriquecida foi entdo eluida a partir das pérolas de metal e preparada para
uma segunda ronda de hibridizacdo. Na segunda hibridizacdo foi ligado as regides alvo do
DNA enriquecido com sondas de captura pela segunda vez. Esta segunda hibridizacdo assegura
alta especificidade das regides capturadas. Foi utilizado SMB (Streptavidin Magnetic Beads)
para capturar sondas hibridizadas para as regides alvo de interesse. Duas lavagens aquecidas
removeram a ligacdo ndo especifica das pérolas. A biblioteca enriquecida foi entio eluida a
partir das pérolas e preparada para sequenciamento. Na etapa de sequenciamento, foi realizada
a montagem digital do mapeamento dos exons que foram amplificados durante o processo
laboratorial. Esse mapeamento foi montado a partir das leituras realizadas no pool com todas as
bibliotecas (Illumina, Inc., San Diego, CA, EUA) e montado um arquivo de 50Gb em média. O
arquivo de fluxo foi entdo carregado no sistema de sequenciamento HISEQ 2000 (Illumina), e

o sequenciamento foi realizado com 2 9 101 pb de comprimento de leitura.
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4.5 Bioinformatica

Esta andlise teve o intuito de verificar por bioinformadtica se ha alteracdes nos exomas
sequenciados, comparando-os com um genoma de referéncia. Para isso, foram inicialmente
realizados os mapeamentos das sequéncias das amostras (presentes nos arquivos FASTQ)
contra o genoma humano (GRCh38.p7) através do programa BWA (Burrows-Wheeler Aligner)
(Li & Durbin, 2009).

Posteriormente, foi usado o programa PICARD [http://broadinstitute.github.io/picard]
para converter os dados gerados pelo alinhamento (de SAM para BAM) e também para filtrar
duplicatas. Depois de formatados, os dados foram submetidos ao programa GATK (“Genome
Analysis Toolkit”) (McKenna et al., 2010), usado para realizar buscas de polimorfismos, que
envolvem SNP’s (“Single nucleotide polymorphisms”) e Indel’s (insercdes e delecdes). O
software GATK possui ferramentas que detectam erros de sequenciamento pelo método

Bayesiano (McKenna et al., 2010).

A partir dos arquivos de saida gerados pelo GATK (VCF — “Variant Caller Format”),
foram obtidas as frequéncias de cada SNP / Indel’s em cada gene relacionado ao genoma de
referéncia. Apds isso, os dados foram submetidos ao programa VEP (“Variant Effector
Predictor”) (McLaren et al., 2010) para terem cada alteracao anotada. Através do VEP, todas as
variantes foram comparadas com dados de SNPs/InDels frequentes na populacdo detectados
por 1000 Genomes Project Consortium (2015) e por International HapMap Consortium (2003),
além de determinar quais variantes possuem potencial deletério (pelo SIFT) e patogénico (pelo

PolyPhen).

Sequencialmente foram utilizadas algumas estratégias para andlises de bioinformaética.
Foi pensado em buscar algum gene mutado comum entre todos os afetados seguindo trés

abordagens distintas. Em um primeiro momento tentou-se usar as abordagens a seguir.
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4.5.1 Abordagens iniciais

Abordagem 1

Mapeou primeiro SNPs / Indels comuns entre as 10 amostras de pacientes afetados (A).
Excluiu todos os SNPs / Indels comuns entre a amostra 11 (A —amostra 11 = B)
Excluiu todos os SNPs / Indels comuns entre a amostra 12 (B — amostra 12 = C)

Analisou somente os resultados em C (Figura 1).

De acordo com essa analise obteve-se:

SNPs:

60 genes com SNPs

N3ao foram encontrados SNPs com efeito deletério (SIFT/Polyphen) e alto impacto.

Entre os dados da literatura, aparecem genes nos loci do GINGF3:

ATAD2B: ATPase family, AAA domain containing 2B

(Chr2: 23887741-23887741), dentro de intron.

MUC6: mucin 6, oligomeric mucusgel-forming

(Chrl1: 1017858-1017858), mutacao missense com troca de base (aTg/aCg) e troca de
aminodcido (M/T); SIFT (tolerated (0.86)) e PolyPhen (unknown (0));
Indels:

10 genes com Indels

Nao foram encontradas mutagdes de alto impacto ou genes localizados em loci

causadores da FGH descritos pela literatura.
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Figura 1 — Abordagem utilizada na andlise 1
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Abordagem 2

e  Mapeou primeiro SNPs / Indels comuns entre as 10 amostras de pacientes afetados

(A).
e  Excluiu todos os SNPs / Indels comuns entre a amostra 11 (A —amostra 11 = B)
e  Excluiu todos os SN’s / Indels comuns entre a amostra 12 (A — amostra 12 = C)
e Analisou separadamente os resultados de B e C (Figura 2).
Com o resultado de B, obteve-se:
SNPs:
- 927 genes com SNPs.
- Entre os SNPs, 8 genes possuem efeitos deletérios (SIFT/Polyphen).
- Entre os dados da literatura:
- 11 genes no chr2 (GINGF3 e GINGF4);
- 7 genes no chr5 (GINGF?2);

- 22 genes no chrll (GINGF3).
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Indels:
- 122 genes com Indels
- Entre os Indels, 4 genes possuem mutacdes de alto impacto.
- Entre os dados da literatura:
- 1 genes no chr2 (GINGF3);
- 7 genes no chr5 (GINGF2);
Com os resultados de C obteve-se:
SNPs:
- 1047 genes com SNPs.
- Entre os SNPs, 7 genes possuem efeitos deletérios (SIFT/Polyphen).
- Entre os dados da literatura:
- 15 genes no chr2 (GINGF1, GINGF3 e GINGF4);
- 10 genes no chr5 (GINGF2);
- 27 genes no chrll (GINGF3).
Indels:
- 127 genes com Indels.
- Entre os Indels, 3 genes possuem mutagdes de alto impacto.
- Entre os dados da literatura:
- 4 genes no chr2 (GINGF1);
- 1 genes no chr5 (GINGF2);

- 2 genes no chrll (GINGF3).
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Figura 2 - Abordagem utilizada na andlise 2.
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Abordagem 3

e  Mapeou primeiro SNPs / Indels comuns entre as 10 amostras de pacientes afetados

(A).
e Excluiu todos os SNPs / Indels comuns entre a amostra 11 (A —amostra 11 = B).
e Excluiu todos os SNPs / Indels comuns entre a amostra 12 (A —amostra 12 = C).
e Selecionou os SNPs / Indels comuns entre B e C (B n C) (Figura 3).
Nos resultados da analise 3, obteve-se:
SNPs:
- 911 genes com SNPs
- Entre os SNPs, 8 genes possuem efeitos deletérios (SIFT/Polyphen).
- Entre os dados da literatura:
- 14 genes no chr2 (GINGFI, GINGF3 e GINGF4);
- 10 genes no chr5 (GINGF?2);

- 27 genes no chrl1 (GINGF3).
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Indels:
- 117 genes com Indels.
- Entre os Indels, 3 genes possuem alto impacto.
- Entre os dados da literatura:
- 4 genes no chr2 (GINGFI e GINGF4);
- 1 genes no chr5 (GINGF2);

- 2 genes no chrll (GINGF3).

Figura 3 — Abordagem utilizada na andlise 3
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Com os resultados dessas analises, foi possivel perceber que a heterogeneidade de
resultados foi muito extensa. Além de terem sido usadas associagdo 1€licas entre os afetados foi
selecionado e filtrados os genes por alto impacto de mutacdo, capacidade de delecdo, poder
modificador e probably demaging. Entdo se obteve os seguintes genes:

Abordagem 1:
SNPs:

CDK4 - regulador de quinase-ciclino dependente.

COL5A3 - colageno tipo 5.
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EDNRB - receptor de proteina (tipo B) em endotélio.
KRT24 - Queratina 24.

Indels:

COLI1IA] - colageno tipo 11.

MYOM? - regulacdo de miosina tipo 2.

VCL — vinculina (proteina presente em membrana de citoesqueleto).

Abordagem 2

Resultado de B:

SNPs

PTPRQ - proteina tirosina fosfatdse (membrana celular).
MMP26 - matriz metalopeptidése.

Indels - 4 possuem alto impacto.

FOLR3 - receptor de folato (absorcdo de acido Folico).
SLC16A7 - transportador de monocarboxilato lactato, com afinidade por piruvato.
ZNF778 - precursor de zinco - presente em micro modelagao.
WDRA41 -

Outro Indel importante dessa andlise

EPB4114A - regulador de proteinas de transporte de membrana celular.

Resultado de C:
7 genes em SNPs com efeitos deletérios

RAD17 — Regulador de ciclo celular em G2 (podemos pensar na producdo exacerbada de
fibroblastos).

COLCAG - colageno tipo VI.

VPS54 - proteinas de vactolos. Faz transportes a partir do complexo de Golgi.
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VRK?2 - atua em apoptose celular (checkpoint).
PRMTS3 - enzimas catalizadoras e metilacao de nitrogénio de residuos organicos.
Indels -3 genes com alto impacto.

GOLGAG6L2 - atua em algumas desordens de sistema nervoso (presente em sindrome de
angelman).

RBBP6 - proteina supressora de tumor de retinoblastoma.

KRT24 - queratina estrutural, atuando em actina, microfilamentos e microtubulos que compde o
citoesqueleto das células.

Outros Indels
SOS1 E SOS2 - IT (ja bem descritos na literatura)

TMEMSO0 - proteina de transmembrana

Abordagem 3

SNPs - 8 genes possuem efeitos deletérios

CCDC168

COLG6AG - colageno tipo 6

CNTNAP3 — reconhecimento celular dentro do sistema nervoso (checkpoint)

FBXWS8 — atua em ligacOes peptidicas PTN-PTN

MACCI - metastase de cancer de colo

RAD17 - regulacdo de ciclo celular em G2 - via metabdlica RAD-RAD9-HUS 1(checkpoint)

RPILI — Pigmentacao

Outros SNPs

VPS54 - proteina de transporte através do complexo de Golgi
MRP536 — Proteina de atuacao mitocondrial ribossdomica
MUC6 - regulador de mucina

CDKT7 - citoqueratina 7
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Indels - 3 genes com alto impacto
GOLGAGL? - encontrado mutado em desordens neurais.
RBBP6 - proteina supressora de tumor de retinoblastoma (Checkpoint RB)

KRT24 — Queratina estrutural, atuando em microfilamentos e microtibulos que compde o
citoesqueleto celular.

Outros Indels

ZNF215 — precursor de zinco - micromodelagao celular

Contudo, com esses resultados ndo se obteve nenhum dado significativo, quando
pensamos em mutacOes especificas que contenham tropismo por tecidos gengivais. Os
resultados obtidos foram genéricos e amplos, sem muita especificidade. Portanto, uma nova
abordagem foi realizada onde, analisaram-se as redes de intera¢des funcional e metabdlicas

afetadas, e a partir delas, selecionamos os genes afetados em cada uma, para posterior andlise.

Através do programa ClueGo® foram analisados as redes de interacdes funcionais e
metabolicas alteradas e os genes participantes de cada via. Redes de intera¢des funcionais e
metabodlicas sdo encontradas em nosso genoma, na forma de vias de comunicacdo entre
sistemas de formacdo. Essa fol uma maneira encontrada pelo nosso organismo para melhor usar
os recursos biologicos disponiveis. Redes funcionais sdo estudadas em Sistémicae sao
selecionadas através de processos evolutivos. Visto desta forma, estas redes sdo "recorrentes",

ou seja, elas se repetem mesmo em sistemas geneticamente distantes (Alon, 2007).

A partir disso em cada grupo familiar foi adotado um padrao de transferéncia mutagénica
distinta. Diante disso foi criada uma caracterizagdo transcriptdmica das vias metabdlicas
alteradas, onde foram selecionadas dezesseis vias que, quando verificadas no programa
Sciencebio, observaram-se os genes mutados de acordo com sua atividade, sendo eleitos por
sua fungdo e expressao fenotipica causal. Esses genes foram filtrados por SIFT = “deleterious™/
“deleterious” e “low confidence”/ “PolyPhen = possibly” / “probably damaging” / “high

impact.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma
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S RESULTADOS

5.1 Resultados Clinicos

Foram analisadas 4 familias, sendo que as idades dos integrantes variaram entre 12 e 60
anos e em sua maioria eram mulheres (66%). Foram analisados 10 pacientes afetados e 2 nao
afetados. Clinicamente, observou-se certa diferenca entre as expressoes fenotipicas em cada
integrante afetado, porém com caracteristicas muito similares. Dentre os pacientes afetados
foram analisados 2 com um grau de manifestacdo da FGH grave, 4 moderados e 3 com grau de

manifestacdo leve

O crescimento do tecido gengival se mostrou de consisténcia fibrosa e por vezes
endurecido. Com o aumento do tecido em alguns casos, a coroa clinica dos dentes ficaram
parcialmente recobertas, criando pseudo-bolsas que facilitavam o acimulo de placa bacteriana,

porém sem a presenca de inflamagdo propriamente dita.

Figura 4 - Imagem clinica de pacientes afetados por graus diferentes de FGH. Imagem
A — Grau leve. Imagem B — Grau moderado. Imagens C e D — Grau grave.
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5.2 Resultados Histologicos

Histologicamente, observou-se um epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado
hiperplésico, projetando longas, delgadas e profundas cristas epiteliais para o tecido conjuntivo.
Subjacente ao epitélio nota-se um tecido conjuntivo com alta deposicdo de fibras coldgenas.

Observaram-se feixes nervosos € numerosos vasos sanguineos no tecido conjuntivo.

Figura 5 — Fotomicrografia do tecido gengival de paciente com fibromatose gengival hereditaria

mostrando um epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado com proje¢ao
de cristas epiteliais em direcdo a lamina prépria. O tecido conjuntivo subjacente
demonstra alta deposicao de fibras coldgenas (HE X200).
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5.3 Resultados do exoma por analises de redes de interacoes funcionais e metabdélicas por

grupo familiar

Com os resultados da anélise das redes de intera¢des funcionais e metabdlicas realizadas,
chegou-se em um resultado de 64 redes alteradas. Dessas, foram escolhidas por questdes
bioldgicas e associagdo com as caracteristicas da patogenicidade da doencga, 16 redes (Tabela 2)
(Figura 6) e dentre essas, observamos os genes mutados. Pela ampla heterogeneidade de
resultados entre as familias, foi assumido um padrdo distinto de verificacdo entre cada uma

delas, sendo que mantivemos as 16 redes alteradas em cada uma.

Tabela 1 — Redes de interagdes funcionais e metabdlicas alteradas analisadas nos grupos familiares.

Nome da via

G-protein coupled receptor signaling pathway
Positive regulation of catalytic activity
Biological adhesion

Cell adhesion

Cell-substrate adhesion

Cell-matrix adhesion

Extracellular structure organization
Extracellular matrix organization

Collagen catabolic process

Transport

Regulation of biosynthetic process
Regulation of primary metabolic process
Regulation of cellular biosynthetic process
Cellular macromolecule biosynthetic process
Actin filament-based process

Cytoskeleton organization
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Figura 6 — Imagem ilustrativa das 64 redes de interagGes funcionais e metabdlicas, com enfoque (em vermelho) das 16 vias escolhidas, através de suas fungGes

fisiopatoldgicas, correlacionadas com a expressdo fenotipica da fibromatose gengival hereditaria.
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Dentro dessas 16 redes, foi observado se algum dos l6cus descritos na literatura est
presente (GINGF 1, GINGF 2 e GINGF 3) que estdo localizados nos cromossomos 2, 5 e fo1
utilizados também filtros por alto impacto de mutacao, capacidade de delecao, poder modificadc

probably demaging. A partir disso obtiveram-se os resultados por familia.

Na familia A se assumiu um padrdo de heranga autossomico recessivo (Figura 7), sendo «
os pais seriam heterozigotos e os filhos afetados homozigotos a partir dai, filtrou-se ape
mutagdes que seriam homozigotas nos filhos e heterozigotas nos pais, além de alto impacto, for
usados os filtros SIFT = “deleterious” / “deleterious” e “low confidence”, “PolyPhen

possibly”/“probably damaging” e obteve-se 10 genes mutados (Tabela 3).

Figura 7 - Heredograma Familia A.
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Tabela 3 - Genes com mutacdes encontrados na familia A.

Gene Funcao
TMPRS6 Transporte extracelular de intermembrana.
PEPD Enzima de reciclagem de prolina, que faz controle

producdo de coldgeno.

MRC2 Receptores de adesdo celular, reparo tecidual.
ITGBI Receptores de adesao celular, reparo tecidual.
CTSL Receptores de adesao celular, reparo tecidual.
LAMAS Regulador de glicoproteinas de matriz extracelular. !

desregulagdo permite permeabilidade aumentada.

COLA3 Colégeno tipo V.
KRT24 Microfilamentos e micro tibulos e elasticidade.
WDR66 Regulacdo da motilidade do ciclo celular através de seu papel

montagem dos raios axonemais radiais.

RADI17 Regulador de ciclo celular em fase G2.
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Na familia B assumiu-se um padrdao de heranca autossdmico dominante, onde todos os
membros estudados sdo afetados e heterozigotos. A partir disso, observa-se um padrdo de
penetrancia incompleta (Figura 8). Quando analisado as 16 redes de interagdes funcionais e
metabolicas eleitas, seguimos um padrdo de filtro onde as mutagdes seriam heterozigotas de
alto impacto, foram usados os filtros SIFT = “deleterious” / “deleterious” e “low confidence”,

“PolyPhen” = “possibly”/“probably damaging” e obteve-se 8 genes mutados (Tabela 4).

Figura 8 - Heredograma familia B.
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Tabela 4 — Genes com mutagdes encontrados na familia B.

Gene Funcao

COLI7A1 Colageno tipo XVII - proteina de transmembrana.

FREMI Producao de proteinas de matriz extracelular.

ADAMS Interacdo célula-célula e célula —matriz. Regulacdo de processos
adesdo celular.

COLI2A1 Colageno tipo XII. Precursor de coldgeno tipo I, formador
interacoes hialinas.

LAMA?2 e LAMA4 Componente de membrana celular. Responsdvel por controle
fluxo de substancias entre o meio e a célula.

ZNF717 Precursor de zinco, presente em micro modelacao celular.
COL4A3 Colageno tipo IV, formador de membranas celulares, e compone
de varias proteinas na matriz extracelular.

COL6A6 Colégeno tipo VI, precursor de varias proteinas celulares.

Na familia C assumiu-se um padrdo de heranca autossomico dominante, onde todos os
membros estudados sdo afetados e heterozigotos. A partir disso, observa-se um padrdo de
penetrancia completa (Figura 9).
metabolicas eleitas, seguimos um padrdo de filtro onde as mutagdes seriam heterozigotas de

alto impacto, foram usados filtros SIFT = “deleterious” / “deleterious” e “low confidence”,

“PolyPhen” = “possibly” / “probably damaging” e obteve-se 8 genes mutados (Tabela 5).

Quando analisado as 16 redes de interagdes funcionais e



47

Figura 9 - Heredograma da familia C.
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Tabela 5 - Genes com mutagdes encontrados na familia C.

Gene Funcao
ITGB4 Receptor de Glicoproteina de transmenbrana, receptor de laminina.
LAMAS Regulador de glicoproteinas de matriz extracelular. Sua desregula

permite permeabilidade aumentada.

MACFI1 Forma pontes entre elementos do citoesqueleto, atuando diretame
em micromodelagdo e adesdo celular.

TRIOBP Organizacdo do citoesqueleto atuante também em mobilidade celul

COL4A3 Colageno tipo IV, formador de membranas celular, € componente
vdrias proteinas na matriz extracelular.

COMP Principal regulador de MEC. Sua mutagdo estd associada a doen
autossdmicas recessivas nao sindroémicas.

ADAMS Interagdo célula-célula e célula-matriz. Regulagdo de processos
adesdo celular.

Na familia D assumiu-se um padrdo de heranca autossémico dominante, onde dentre os

membros estudados os afetados seriam heterozigotos € o membro ndo afetado seria
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homozigoto. A partir disso, observa-se um padrdo de penetrancia incompleta (Figura 9).
Quando analisado as 16 redes de interagdes funcionais e metabdlicas eleitas, seguimos um
padrao de filtro onde as mutagdes seriam heterozigotas de alto impacto nos afetados e
homozigotas no membro ndo afetado, foram usados filtros SIFT = “deleterious” / “deleterious”

e “low confidence”, “PolyPhen” = “possibly” / “probably damaging” e obteve-se 7 genes

mutados (Tabela 6).

Figura 9 — Heredograma familia D.
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Tabela 6 - Genes com mutac¢des encontrados na familia D.

Gene Funcao

ADAMTS 14 Proteina de modulacdo. Ela cliva propeptideos de coldgeno tipc
necessdrio para formacgdo de fibras coldgenas.

COLI4Al Regulagdo de fibrinogenese e producio de coldgeno por fibroblastos

LAMC?2 Regulador de glicoproteinas de matriz extracelular. Sua desregulas
permite aumento de permeabilidade.

TNXB Esta presente na composi¢ao da matriz extracelular, também atuai
em sua maturacao.

COL6A6 Colageno tipo VI, precursor de varias proteinas celulares.

ELN E um dos dois componentes de fibras eldsticas. Tem funcao
produgdo de prolina.

SELE Adesdo celular, estimula o acdmulo de materiais e substancia

intersticio quando mutada.




50

6 DISCUSSAO

A FGH ¢ uma doenca caracterizada por um padrdo hereditdrio e etiolégico muito
heterogéneo (Chaurasia, 2014). Foram estudadas quatro familias, com um total de doze
pacientes. Quando observamos o padrao de transmissao hereditdria, apenas a familia A mostrou
o padrao recessivo. Na familia A os pais nao eram afetados e o filho era afetado. Nas familias B
e C todos os estudados eram afetados e na familia D apenas o pai nao era afetado. Confirmando
assim, a heterogeneidade nos padrdes de heranca da FGH. Alguns estudos ja mostraram que, a
doenca geralmente se expressa com tracos dominantes, porém também podendo ser descrita

com tracos recessivos (Bozzo et al., 1994; Garow et al., 2016).

Algumas anélises de ligacdo genéticas de pacientes com FGH revelam vérias alteragcdes
cromossOmicas que podem conter mutacdes responsaveis por formas autossomicas dominantes
ndo-sindromicas da FGH (Margiotti et al., 2017). Os loci mais relatados foram GINGF,
GINGF2, GINGF3 e GINGF4 localizados nos cromossomos 2p21-p22, 5q13-q2 e 11pl5
(Garow et al., 2017). Uma insercdo de base unica de citosina no gene de Son-de-Sevenless-1

(SOS-1) tem sido sugerida como uma possivel causadora da FGH isolada, nao sindromica.

Entretanto, alguns trabalhos mostraram pacientes afetados pela FGH com mutacdes fora
do gene SOS-1 (Ma et al., 2014; Hwang et al., 2017). No estudo de Hwang et al. (2017), foi
realizada uma andlise a partir de exomas e decodificagdes de dados através de bioinformatica
em trés geracdes de uma familia chinesa, onde a abordagem da andlise foi realizada de maneira
geral, levando em consideragdo algo comum entre os afetados. Foram encontradas mutacdes
nos genes TMCOI, INSR e RIN2, que segundo os autores, teriam relagdo com a expressao
fenotipica da FGH. Quando se observa as funcOes desses genes nota-se uma correlacdo com
alguns aspectos clinicos, porém sem muita especificidade com a doenga, como participacdo em
falhas no desenvolvimento cranio facial ou participacdo em sindromes como a de Donohue.
Porém, nenhum desses genes mostra associacao direta com os tecidos gengivais. No trabalho
de Ma et al. (2014), foram realizados sequenciamentos dos 23 exons do SOS-1 de seis pacientes

afetados por FGH de trés familias diferentes, e nenhuma alteragdo nesse gene foi encontrada.

No trabalho de Bayran et al. (2017) foram analisados 11 individuos FGH de 3 familias
distintas, analisando as vias de interacdes funcionais e metabdlicas onde foram encontradas 3

mutacdes deletérias diferentes, porem dentre elas foram observados 2 genes com frames de
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técnica e uma variante mutagénica na transcri¢cdo silenciosa em RE - Fator (REST). O fato de
REST atua como um repressor transcricional sendo expresso em todo o corpo. O fator de REST
tem papéis diferentes em diferentes contextos celulares, como oncogénicos, supressdo de
tumores e diferenciacdo hematopoiética e cardiaca. Assim como os achados deste trabalho sua
associacdo na maior expressdo da produgdo de coldgeno estd associada, sendo que tanto o fator
de REST quanto o gene SOS -1, tem correlagdes com fatores oncogénicos, esses que tem uma
correlacdo diferente com a FGH, pois temos uma producdo exacerbada de coldgeno e sua

deposi¢cdo na matriz extra celular dos tecidos gengivais, porém nao sendo descontrolada.

No presente estudo foram analisadas redes de interacdes funcionais e metabdlicas
alteradas dos pacientes afetados, em cada familia separadamente, assumindo um padrao
hereditario heterogéneo interfamiliar e analisando um parametro de heran¢a intrafamiliar
exclusivo. Na familia A apds a utilizagdo de vdérios os filtros nas analises de bioinformatica, foi
observado mutacdes importantes em 10 genes, dentre eles, destacam-se o TMPRSS6, PEPD,
MRC2, CTSL, WDR66 que tem fungdes de transporte de substancias extracelulares na regido de
inter-membranas, enzimas de reciclagem de prolina (que faz controle na producdo de
colageno), receptores de adesdo celular e reparo tecidual, regulacdo da motilidade do ciclo

celular através de seu papel na montagem dos raios axonemais radiais, respectivamente.

z

Kivirikko et al (1998) relatam que a prolina € um dos principais aminoacidos que
compOe a estrutura do colageno. Com a motilidade aumentada de substincias do meio
intracelular para o meio intercelular através da mutagdo nos genes TMPRSS6 ¢ WDRG66, € a
facilitacdo da deposi¢do desse material através da falta de adesdo celular causada pelo MCR2,
pode- se ter uma possivel associagdo de eventos que podem expressar fenotipicamente a FGH.
O gene WDRG66 esta localizado no GINGF3, dentro do cromossomo 5, que segundo Gowron et
al (2016), € um locus muito bem descrito na literatura como um dos principais para expressao

da FGH.

Outros genes com fungdes importantes também foram encontrados, como o LAMAS e o
COLA3, com funcdes de regulacdo de glicoproteinas da matriz extracelular e formacao de um
dos principais coldgenos presentes nos tecidos gengivais. O gene RAD17, encontrado mutado
na familia A, e também presente em GINGF3, € um regulador de ciclo celular, atuando com
checkpoint na fase G2. Segundo Lee et al (2014) € nessa fase que a proliferagdo de fibroblastos

estd mais aumentada na FGH, produzindo uma maior quantidade de colageno.
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Porém, nesses ultimos trés citados foram encontrados mais de 4 loci de mutacdo em cada
gene, o que pode significar um “frame” na técnica, ou seja, um artefato onde acontece delecdo
de um ou dois nucleotideos, fazendo com que outras mutacdes possam interferir e sobrepor na

exposicao dos genes que sofreram delecdo. Porém sua mutacao € presente e consideravel.

Nas familias B e C foram analisadas apenas amostras de afetados assumindo que em ambas o
padrao de herancga seria autossomico dominante. Apds a verificagdo das vias metabdlicas

alteradas, filtrando o que era comum em cada familia individualmente.

Na familia B, foram encontradas mutacdes em vdrios genes precursores de coldgeno
como COLI7AI, COLI2Al, COL4A3, COL6A6. Também foram encontradas mutacdes que
aumentam a permeabilidade de fluxo dessa producdo de coldgeno desordenada entre o meio
intercelular e a matriz extracelular através do LAMA2 e LAMA4, desarranjo na micromodelacdo
celular causada pela mutagdo em ZNF17, que € um importante precursor de zinco e facilitador
da deposicdo desses materiais no meio extracelular devido a uma falha na adesdo causada pela

mutacdo em ADAMS, também encontrada na familia B.

Na familia C assim como na B, foram encontradas mutacdes em um gene precursor de
coldgeno (COL4A3), um gene responsavel por adesdo celular (ADAMS), assim como genes
reguladores de motilidades substancial intra e intercelulares (LAMAS, ITGB4 e TRIOBP). O
gene TRIOBP, além de participar na manutenc¢ao do citoesqueleto através da membrana celular,
€ considerado um dos principais reguladores de MEC, sendo sua mutacdo associada a doengas
autossdmicas recessivas/dominantes nao sindromicas (Bradshaw et al., 2017). Sendo essas

associacOes considerdveis, com altas possibilidades de expressar fenotipicamente a FGH.

Na familia D, além de dois pacientes afetados, foi analisado um paciente ndo afetado, que
serviu como filtro para eleicdo dos genes mutados através de vias de interagdo metabdlicas
alteradas. Foram encontrados genes precursores de coldgeno, e regulacdo da produgdo do
mesmo por fibroblastos (COLA6 e COLI4Al, respectivamente), genes de modulacdo, clivagem
de pré-peptideos de colageno tipo I, onde sua falha podem pré-dispor ao acumulo de colageno
(ADAMTS14), genes presente na composicao, regulacdo de matriz extracelular, permitindo ou
nao o acumulo de substancias intercelular (LAMC2 e TNXB, SELE e ELN). Quando o acimulo

de substancias colagenosas € depositado na matriz extracelular, pode ser uma das causas da
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FGH (Alminana-Pastor et al., 2017).

Tendo em vista o provavel potencial de transmissdo dos genes supostamente
responsdveis pela FGH para as geracdes seguintes, convém ressaltar a importancia do
aconselhamento genético para o paciente e a familia. Para futuros estudos sdo necessdrios um
nimero maior de casos controle, tanto para realizacdo da filtragem em bioinformética dos
resultados dos exomas, quanto para validagcdo através do sequenciamento de Sanger, pois assim
a eficdcia e veracidade dos dados terdo melhor comprovacgao, tanto para comparacio , quanto

para fidedignidade dos resultados.
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7 CONCLUSAO

¢ A heterogeneidade de mutagdes na fibromatose gengival hereditaria € ampla e variada entre

grupos familiares e cada grupo familiar tem um padrio de heranca distinto.

e Virias associagdes genotipicas distintas podem atuar em conjunto tendo a mesma expressao

fenotipica: a fibromatose gengival hereditaria.

¢ A maioria dos casos teve como padrdo de heranga autossimico dominante, porém uma

familia relatada teve o padriao autossémico recessivo.

e S30 necessdrios mais casos controles para uma maior filtragem dos dados e para uma

validacdo dos resultados, através do sequenciamento Sanger.
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