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DESCRITORES: RESUMO

Biologia molecular; Cérie dentdria; Pre- Os avangos no conhecimento da biologia molecular e do genoma humano forneceram evidéncias de
vencéo. que a maioria das doencas humanas é influenciada por alteracdes em estruturas genéticas. Inimeros
estudos investigando a contribuicdo genética a crie dentdria séo realizados. Novas técnicas e novos
métodos de avaliagdes para as informagdes genéticas surgiram, criando novas terapias e tratamentos.
O cirurgiao-dentista deve estar preparado e informado sobre as novas possibilidades, para incorpora-
-las no cotidiano de sua clinica. O presente trabalho tem como objetivo atualizar o cirurgido-dentista,
abordando conceitos e técnicas da biologia molecular na odontologia e na prevencao da cérie dentdria.

Keywords: ABSTRACT

Molecular biology; Dental caries; Preven- The advances in the knowledge of molecular biology and the human genome provide evidence that the

tion. majority of the human diseases are influenced by alterations in genetic structures. Several studies in-
vestigating the contribution of genetics in the dental caries are made. New techniques and methods of
evaluation emerged, creating new therapies and treatments. The dentist clinician must be prepared and
informed about the new possibilities, in order to incorporate it into the evolving discipline of dentistry. The
present study aims to update the dentist clinician, approaching new concepts and techniques in molecular
biology, in dentistry and in the prevention of dental caries.
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INTRODUC Ao to completo para uma revolugdo na maneira de tratar e prevenir

doencas. Os pesquisadores estao diante de novos desafios, como
entender a fungao, interacdo (gene/gene; gene/ambiente), regula-
¢ao do material genético e o papel destes fatores determinantes na
doenca e na salide das pessoas. Além disso, a biologia molecular
tem sido usada para identificar novas espécies bacterianas, auxi-
liando a definir seu papel na patogénese da carie dentaria2.

Diante do intenso desenvolvimento da Biologia Molecular,
o presente trabalho tem como objetivo apresentar ao cirurgido-
-dentista esta promissora ciéncia e, principalmente, mostrar a apli-
cacao da tecnologia em genética molecular na prevencao da carie
dentaria.

A cérie dentaria é uma doenca de cardter multifatorial e a
interacao de fatores do hospedeiro com microrganismos e dieta
determinam sua manifestagdo. Apesar de muitos esforcos, a ca-
rie dentaria ainda é uma das lesdes bucais mais comuns e afeta,
principalmente, jovens e criangas'. Estabelecer a base genética
para esta doenca fornecera subsidios para o desenvolvimento
de novas estratégias de prevencao, diagndstico, tratamento,
avaliacdo de risco e compreensdo de sua patogénese.

Em 2003, foi publicada a sequéncia do genoma humano,
feito este que marcou uma nova era na ciéncia. Isso gerou novas in-
formagoes que, combinadas com os avangos na biologia molecular

e nas tecnologias de informatica, culminou com o aparecimento de D ES E N Vo LVI M E N To

novas areas de estudo, revolucionando abordagens terapéuticas

na area odontoldgica.
Atualmente, na era pds-gendmica, sabe-se que apenas a ob- DNA e Gene
tencéo da sequéncia do DNA humano néo fornece o conhecimen- O inicio da era da Genética se deu em 1865, quando o
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monge Gregor Johann Mendel realizou experimentos de cru-
zamentos de ervilhas. Nascia, entdo, a Genética Classica e os
conceitos de gene, fen6tipo, gendtipo e transmissdo de carac-
teres®.

Em 1953, o americano James Watson e o inglés Francis
Crick, dois cientistas da Universidade de Cambridge na Ingla-
terra, revolucionaram mais uma vez a ciéncia , quando pro-
puseram o modelo da estrutura helicoidal do DNA. Watson e
Crick mostraram que a molécula de DNA era uma dupla hélice
constituida de duas fitas pareadas, mantidas juntas por liga-
¢6es quimicas fracas, conhecidas como pontes de hidrogénio,
cada uma com sua sequéncia de nucleotideos - adenina, timi-
na, citosina e guanina, que podem ser referidas como AT,Ce G
- complementar a outra. Isto é, adenina pareia-se com timina e
citosina, com guanina*. A aceitacdo do modelo de dupla hélice
foi o ponto de partida para tentativas de esclarecer a genética
em nivel molecular®.

O nome DNA, acido desoxirribonucleico, é dado pelo
acucar presente em sua molécula, a desoxirribose. O DNA é
um polimero formado por monémeros chamados nucleotide-
os. Estes, por sua vez, sdo compostos de um grupo fosfato, um
acucar e uma base nitrogenada. O gene é uma determinada
sequéncia de nucleotideos do DNA, que é responsavel pela
sintese de proteinas (enzimas). Nas células humanas, somente
1,5% do DNA codifica efetivamente proteinas®.

Expressao Génica

O organismo humano é multicelular, diferentemente
de bactérias que sdo organismos unicelulares. Enquanto uma
bactéria deve produzir todas as proteinas necessarias para o
seu funcionamento, o corpo humano possui diferenciagao ce-
lular.

Isso exige controle a fim de definir quais genes serdo ati-
vados e as proteinas que serdo produzidas em cada tecido, a
cada etapa do desenvolvimento. O controle da expressao gé-
nica é feito por sequéncias de DNA, que ativam o gene no mo-
mento em que este deve se expressar e na intensidade correta.
A expressdo génica e seus estudos podem tentar explicar, por
exemplo, por que uma célula em um determinado momento
comeca a se dividir descontroladamente e gerar um cancer.

Projeto Genoma Humano

O Projeto Genoma Humano (PGH) foi oficialmente inicia-
do em 1990, quando os Estados Unidos da América o langaram
como um programa com a finalidade de sequenciar o genoma
humano. Com direcdo do NHI (National Institutes of Health) e
do DOE (Departamento de Energia do Governo Americano), o
projeto teve o envolvimento de 18 paises, entre eles Inglaterra,
Japéo, Canada, Franca, Brasil e Alemanha.

Em 2000, foi anunciada uma versao preliminar do ge-
noma humano, com aproximadamente 90% de precisdo. Em
2003, a verséo final do genoma humano foi publicada.

O Brasil teve notavel participagdo no estudo do geno-
ma humano bem como de outras espécies. Em 1997, foi criada
pela FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sédo Paulo), a rede ONSA (Organization for Nucleotide Sequen-
cing and Analysis), com a finalidade de capacitar laboratérios
nacionais para a obtencao de independéncia tecnoldgica.

Genoma do Streptococcus mutans

Os avancos na genética bacteriana surgiram com a des-
coberta do cédigo genético, seguida do desenvolvimento
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da tecnologia do DNA recombinante. A sequéncia gendmica
é o modelo de todas as partes que funcionam na bactéria, e
completar esta sequéncia é o primeiro passo para determinar
como todas as partes funcionam e interagem entre si’.

Décadas de estudos epidemiolégicos, bioquimicos e
animais implicaram que o Streptococcus mutans é o principal
agente causador da carie dentdria. Apesar de aproximada-
mente trezentas espécies bacterianas terem sido associadas
com a placa dentaria, somente a presenca do S. mutans tem
sido ligada a formacdo dessa doenca em humanos®.

O genoma do Streptococcus mutans foi sequenciado
por pesquisadores da Universidade de Oklahoma e foi publi-
cado no ano de 2002 em um trabalho intitulado “Genome se-
quence of Streptococcus mutans UA159, a cariogenic dental
pathogen”. Tal estudo forneceu bases para futuras estratégias
de tratamentos para a carie dentaria9.

s

Suscetibilidade Genética a Carie
Dentaria

Desde o inicio do século XX, pesquisadores ja avaliavam
a suscetibilidade genética a carie dentaria por meio de estu-
dos com gémeos monozigoticos e dizigéticos. Em 1927, um
estudo com 301 pares de gémeos, destes, 130 eram monozi-
goticos, e 171, dizigéticos. O estudo comparou a incidéncia de
carie em gémeos monozigéticos e dizigoticos. Os resultados
indicaram que gémeos monozigoticos apresentavam incidén-
cia de carie dentéria similar do que gémeos dizigdticos e que
os dizigoticos de géneros diferentes tinham variagao maior'®.

Dez anos depois, outro estudo foi realizado e mostrou
que gémeos idénticos tinham carie em dentes corresponden-
tes, entretanto uma analise estatistica ndo foi completada. Tais
estudos indicavam que a heranga genética tinha participacdo
na cérie dentaria, mas as conclusdes eram de que esta heranca
era apenas um fator contribuinte'.

Com o passar do tempo, os estudos com gémeos mo-
nozigoticos e dizigdticos evoluiram assim como as técnicas de
avaliacdo. Quatro estudos detectaram um componente gené-
tico na suscetibilidade a carie dentaria e demonstraram que
a carie em gémeos monozigdticos tinha uma concordancia
maior do que nos dizigoticos'>'*'4'5, Um forte componente ge-
nético na denticdo primaria que afetava a incidéncia de carie
também foi encontrado’®. Tal associacdo nao foi mais avaliada,
e a morfologia e o tempo de erupgao foram considerados fa-
tores principais.

Conclusoes similares foram verificadas em estudos e que
havia influéncia genética na suscetibilidade a carie nas denti-
¢oes decidua e permanente'”. O maior avango no entendimen-
to do papel da hereditariedade e a incidéncia da carie dentaria
foi obtido com o estudo realizado intitulado “Minnesota Study
of Twins Reared Apart”'®. A maior vantagem do estudo foi a de
que a maioria dos participantes tinha idade superior a quaren-
ta anos e ndo vivia no mesmo ambiente logo ap6s o nascimen-
to até a data da analise. Foi sugerido que varios fatores gené-
ticos podem estar envolvidos no processo da cérie dentaria e
na maior similaridade de carie em gémeos monozigéticos. Tais
fatores sao: salivares e da microbiota bucal, tempo e sequéncia
de erupcdo dentéria, morfologia dentéria, forma do arco den-
tario, espago dentdrio e propensdo a dieta™.

Apesar de os estudos com gémeos terem mostrado uma
forte evidéncia da contribuicdo genética no risco a carie den-
taria, nenhum demonstrou ligagdo com genes especificos.

Inumeros estudos sao realizados, investigando, princi-
palmente, a contribuicao genética a carie dentaria por modifi-
cagdes no tecido dentdrio mineralizado*2'?2, no metabolismo
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do agucar®?*?, nas fungbes das glandulas salivares? e respos-
ta imUne27’28'29'30'31'32'33'34'35'36.

Técnicas em Biologia Molecular

Atualmente, existem muitos métodos para andlise do
DNA. Serao abordadas, em topicos, as técnicas mais relevan-
tes na drea odontoldgica, com a finalidade de apresentar ao
cirurgido-dentista as varias possibilidades existentes.

- Extracdo e purificacdo de acidos nucleicos: os estudos
genéticos necessitam de acidos nucleicos integros e sem con-
taminantes que possam eventualmente prejudicar os testes
moleculares. A extracdo de acidos nucleicos pode ser reali-
zada de vérias maneiras, uma vez que muitos protocolos de
extragdo foram descritos3 3839404424344 primeiro passo a ser
realizado é a obtencao do material genético, que pode ser de
células animais, células vegetais, de virus ou bactérias. Apds a
coleta do material, as células precisam ser separadas. Se estas
forem provenientes de meios de cultura, a separacdo pode ser
realizada por meio de centrifugacdo. Quando as células sao
obtidas de um tecido, este deve ser homogeneizado. Depois
de as células serem separadas, a etapa seguinte consiste na lise
destes. O método desta ruptura celular varia de acordo com o
tipo de célula, geralmente é realizado por meio de uma enzi-
ma, mas deve ser muito suave para evitar a quebra da molé-
cula de DNA. Apds a etapa de lise, é necessério que seja feita
a precipitacao alcodlica para isolamento do DNA. Atualmente,
muitas empresas comercializam kits de extracao de DNA de
praticamente todo e qualquer tecido ou célula. A vantagem
do uso dos kits é a rapidez com que estes DNAs podem ser
obtidos e, além disso, diminuem a exposicdo do operador a
reagentes quimicos téxicos. Em contrapartida, o custo destes
kits é muito elevado.

- Eletroforese: é utilizada para visualizar fragmentos
de DNA que sdo produzidos pela digestdo com enzimas de
restricdo. Em uma matriz feita de agarose ou poliacrilamida,
os DNAs, quando submetidos a um campo elétrico, em pH
neutro, sao atraidos para o polo positivo (dnodo) e repelidas
do polo negativo (catodo). Os fragmentos menores de DNA
podem mover-se pela matriz com mais facilidade do que os
maiores e, ao final, alcancardo distancias maiores em relacao
a origem, quando comparados aos fragmentos maiores. A ma-
triz de agarose possui tamanho de poros que separam frag-
mentos de 200pb a até 50kb, uma vez ajustada a concentracao
do gel. A poliacrilamida permite a separacédo de fragmentos
menores de DNA até 1.100pb, ou até mesmo, distinguir frag-
mentos de DNA com diferencas de até um par de base. Apés a
separacdo em matriz de agarose, o DNA pode ser corado com
brometo de etidio e ser visualizado sob luz ultravioleta (UV). As
moléculas do brometo de etidio se intercalam entre os nucle-
otideos na dupla hélice do DNA, o que permite a visualizacédo
dos fragmentos de DNA na matriz. Além do DNA a ser analisa-
do, também é colocado um marcador de peso molecular que
servira como ponto de referéncia, pois forma fragmentos em
pontos especificos e de tamanho diferentes. Normalmente o
marcador usado é o DNA do fago lambda, digerido com uma
enzima de restricao Hindlll.

- Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR): é a amplificacdo enzimatica de uma sequén-
cia especifica de DNA, com a finalidade de se obterem milhées
de copias desta. Descrita no final dos anos 80, essa técnica re-
volucionou a genética molecular. A reacdo em cadeia da poli-
merase (PCR) explora a capacidade de replicagdo do DNA. Em
pratica, num tubo de ensaio sdo adicionados: uma pequena
quantidade de DNA gendémico, quatro nucleotideos (dATP,
dCTP,dTTP e dGTP), a enzima Tag DNA polimerase, oligonucle-
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otideos, que atuam como primers (iniciadores) e uma solucéo
tampao para fornecer quantidades ideais de pH e salinidade.
Apds essa etapa, o tubo de ensaio é colocado num aparelho
chamado termociclador, onde passa por trés passos: desnatu-
racdo, pareamento dos primers e sintese. No primeiro passo, o
tubo é submetido a uma alta temperatura, normalmente 94°C
por 5 minutos, para que haja ruptura das pontes de hidrogénio
e separacao das fitas de DNA. No segundo passo, a temperatu-
ra diminui para 30-65°C por 30 segundos, para que os primers
se anelem as sequéncias complementares no DNA. A Ultima
etapa consiste em temperatura em torno de 72°C, durante 2 a
5 minutos, a fim de a Taq DNA polimerase atue, executando a
sintese da nova cadeia. Repetindo-se os passos por cerca de 25
a 30 ciclos, milhées de copias do DNA serao produzidas. A PCR
é um método muito utilizado na identificacdo de patégenos
associados a cérie, placa bacteriana e doenca periodontal.

- PCR em Tempo Real (Real-time PCR): trata-se de uma
variacdo da PCR. A técnica utiliza um sistema fluorescente em
plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reacédo de am-
plificacdo. Sao utilizadas sondas especificas para a sequéncia
do gene que se deseja avaliar. Sdo conhecidas como TagMan®
e apresentam um fluoréforo capaz de absorver a energia lumi-
nosa emitida pelo aparelho e dissipa-la na forma de luz e calor,
em comprimento de onda diferente do original. A fluorescén-
cia produzida pela amostra é detectada pelo sistema. Outra
forma de acompanhar a PCR em tempo real é pela adigao de
um corante SYBR Green, que fluoresce somente quando é liga-
do a fita dupla de DNA. A medida que a reacdo ocorre, aumen-
tam os fragmentos em cadeia dupla produzidos pela PCR, au-
mentando, dessa forma, a fluorescéncia. O corante SYBR Green
apresenta vantagens como ser facil de usar, sensivel e barato.
Entretanto, este produto liga-se a qualquer DNA de fita dupla,
incluindo produtos ndo especificos da reacéo, o que resulta
em uma superestimacgao da fluorescéncia. Em contrapartida,
o sistema TagMan® apresenta alta especificidade, mas tem um
custo mais elevado.

Uma das vantagens da PCR em tempo real é que o mé-
todo é mais automético e rapido que o da PCR convencional,
pois dispensa a analise na eletroforese em gel de agarose.
Além disso, a PCR em tempo real facilita a quantificacdo da ex-
pressdo génica em determinada amostra bioldgica.

- Polimorfismos de tamanhos de fragmentos de restricao
(RFLP): o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) é
um método utilizado na deteccdo de mutagoes e polimorfis-
mos genéticos por meio de enzimas. Com o advento da PCR e
do conhecimento e da disponibilidade das sequéncias de DNA
em bancos gendmicos, o método passou a ser utilizado no for-
mato PCR-RFLP, que permite analisar fragmentos de tamanhos
menores®.

- Amplificagcao Alelo Oligonucleotideos-Especifica (PCR-
-ASO): a PCR-ASO (Allele Specific Oligonucleotide Amplifica-
tion) é uma adaptacdo da PCR e também é conhecida como
ARMS (Amplification Refractory Mutation System)®. E um sis-
tema que permite andlise direta de qualquer l6cus genético
de interesse e pode ser aplicado para deteccdo de mutagdes
genéticas de forma simples, rapida, confidvel e de baixo custo.

- Reagdo em cadeia da polimerase utilizando primers
arbitrarios (Arbitrarily Primed PCR) -AP-PCR: A técnica de PCR,
utilizando primers arbitrarios (AP-PCR), consiste em uma va-
riacdo da técnica de PCR. E caracterizada pela utilizacdo de
iniciadores de sequéncia arbitraria em ciclos de baixa estrin-
géncia, gerando um padrao de informagdes altamente ricas e
reprodutiveis de fragmentos de DNA.

- Microarrays (microarranjos de DNA): nesta técnica, os
fragmentos de genes sao fixados em lamina de vidro ou mem-
branas de nylon, conhecido também como bioship ou ship
biolégico. Uma imagem da hibridizacdo é gerada por meio
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de leitores a laser ou leitores de fésforo. Tem como finalidade
medir niveis de expressao de genes transcritos em larga esca-
la, ou seja, esta técnica analisa o perfil do transcriptoma. Por
causa da alta performance desta técnica, é possivel avaliar a
expressao diferencial de milhares de genes em somente um
experimento.

- Checkerboard DNA-DNA hybridization: é uma técnica
da biologia molecular, que verifica o grau de similaridade ge-
nética em sequéncias de DNA e é usado para verificar a dis-
tancia genética de duas espécies bacterianas, por exemplo. E
muito utilizado em estudos sobre patologias periodontais ou
para verificacdo de bactérias do biofilme dental.

CONCLUSAO

A cérie dentéria continua sendo uma doenca muito
prevalente na popula¢do mundial, mas que pode ser preve-
nida ou controlada. Os avancos na biologia molecular e nas
tecnologias geradas nos ultimos anos permitiram que novas
abordagens acerca desta e de outras doencas bucais fossem
utilizadas.

Ainda que esta tecnologia seja cara e pouco acessivel, é
importante que o cirurgido-dentista esteja atualizado quanto
as alternativas de métodos de diagnoéstico existentes atual-
mente. Poder saber se o seu paciente tem uma predisposicao
genética a desenvolver cérie dentéria, problemas periodontais
ou reabsor¢des radiculares, a partir do DNA das células da
mucosa epitelial da boca, é de grande valia no cotidiano do
consultoério.

Como dentistas, € possivel notar que a minoria dos pa-
cientes é livre da doenca carie. Quando examinados mais deta-
lhadamente, fica evidente que estes tém os mesmos padroes
e as mesmas praticas de higiene bucal que os pacientes com
presenca desta doenca. Existem ainda pacientes que apresen-
tam fortes fatores de risco para o desenvolvimento da doen-
¢a periodontal, como o fumo, ma higiene bucal, acimulo de
célculo gengival e trauma oclusal, embora estejam livres desta
doenca. Fica claro que, nestes casos excepcionais, alguns ele-
mentos devem participar nessa resisténcia contra estas deter-
minadas doencas.

Num futuro, talvez nao tdo distante, seja possivel que
nos, profissionais da odontologia, tenhamos contato com uma
realidade completamente nova. Em algumas décadas, diferen-
¢as nos métodos e materiais utilizados nos tratamentos irdo
surgir. Dentistas serdo capazes de aplicar técnicas de engenha-
ria genética que estimulem a reparagao do proéprio corpo. Por
exemplo, durante um tratamento endodoéntico, os dentistas
poderao aplicar células geneticamente desenvolvidas do teci-
do pulpar dentro do canal, a fim de que estas se multipliquem
e deem origem a um novo tecido pulpar. Também sera possi-
vel a existéncia de dentes de proveta, ou seja, dentes feitos em
laboratério.

A obtencao desses conhecimentos ird propiciar a aplica-
¢ao de terapias individualizadas que melhorardo, significativa-
mente, a qualidade dos tratamentos e, consequentemente, a
qualidade de vida das pessoas.
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