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RESUMO

A sindrome de Raine (RNS; OMIM #611061) € uma doenga genética rara autossémica
recessiva caracterizada pela presenca de osteoesclerose e anomalias craniofaciais.
Atualmente, sabe-se que existem dois fenoétipos ligados a essa sindrome, um letal e
outro ndo. Em relagdo aos casos ndo letais da RNS, foram descritas varias
manifestagdes orodentarias. A RNS é causada por mutagdes recessivas no gene
FAM20C, que codifica uma quinase envolvida em diferentes processos bioldgicos.
Cantarutti, em 2016, realizou a caracterizagdo in vitro de células pulpares de
individuos com RNS nao letal, sugerindo fendétipo ligado a senescéncia. Estudos tém
sugerido que as condicbes de cultura e de criopreservacdo podem levar a
senescéncia celular. O objetivo do trabalho foi, primeiramente, avaliar o efeito do
congelamento a -80°C sobre a capacidade proliferativa e senescéncia de culturas
primarias de células pulpares humanas de individuos saudaveis (controle) e com RNS
nao letal e, posteriormente, comparar essas mesmas propriedades entre as culturas
controle e RNS congeladas. Para isso, foram cultivadas, durante as passagens 3 a 7
(p3-7), células de culturas pulpares controle (C1 a C5) e RNS (RNS1 e RNS2) frescas
e congeladas (< ou > 1 ano) para realizag&o do ensaio de tempo de dobra populacional
(doubling time, DT; p3-7), ensaio colorimétrico da atividade da beta-galactosidase (p3,
5 e 7) e ensaio de expressao génica (p5; genes P21, CICLINA D1, IL1B e IL6). Em
relagéo ao efeito do congelamento a -80°C, os resultados mostraram que os valores
de DT foram similares entre as culturas frescas e congeladas para maioria das
culturas, exceto para as culturas controle C1 e C2, que apresentaram DT variavel ao
longo das passagens, nas culturas frescas e congeladas (< 1 ano), e para a cultura
RNS1 na p7, na qual foi observado um maior DT para o grupo de células frescas em
relagdo as congeladas (> 1 ano). A porcentagem de células coradas pelo ensaio da
atividade da beta-galactosidase n&o variou entre os grupos fresco e congelado para
todas as populacdes estudadas, exceto para cultura RNS1 na p5, na qual se observou
menor porcentagem de células coradas na populagdo congelada (> 1 ano) em relagao
a fresca. A expressao dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 foi
semelhante entre as populagdes frescas e congeladas. Em relagdo a comparagao das
culturas congeladas (> 1 ano) de RNS com as de individuos saudaveis (controles), os
valores de DT foram similares. A porcentagem de células coradas foi mais elevada



nas culturas RNS1 e RNS2 na p7 e 5, respectivamente, em relagdo ao controle. A
expressao de P21, CICLINA D1, IL1B na p5, comparada ao controle, foi maior na
cultura RNS2 e de /L6 foi menor na cultura RNS1. Logo, o congelamento a -80°C por
aproximadamente um ano e meio parece nao afetar a capacidade proliferativa e
senescéncia de células de individuos saudaveis e com RNS, porém, em relacédo ao
controle, a cultura RNS2 estudada parece apresentar alteragdes no processo de

senescéncia celular.

Palavras-chave: Criopreservacao; proliferagao celular; polpa dentaria; senescéncia;

sindrome de Raine.



ABSTRACT:

Raine syndrome (RNS; OMIM #611061) is a rare autosomal recessive genetic disorder
characterized by the presence of osteosclerosis and craniofacial anomalies. Currently,
it is known that there are two phenotypes linked to this syndrome, which one is lethal
and the other is not. The RNS is caused by recessive mutations in FAM20C gene, that
codifies a kinase involved in many biological processes. Cantarutti, in 2016,
characterized in vitro dental pulp cells from one person with non-lethal RNS and
suggested that these cells were senescent. Studies have suggested that culture
conditions and cryopreservation may lead to senescence. Thus, the aim of this study
was, first, evaluate the effect of freezing at -80°C on the proliferative capacity and
senescence of primary human dental pulp cells culture of healthy persons and of
patients with non-lethal RNS. Secondly, the objective was to compare these same
biological properties between frozen control and RNS cultures. For that, it was
established and cultured fresh and frozen (< or > 1 year) cells of healthy pulp cultures
(control; C1 to C5) and RNS pulp cultures (RNS1 and RNS2) from passages 3 to 7
(p3-7) and it was executed a doubling time assay (p3-7; DT), a colorimetric assay of
beta-galactosidase activity (p3, 5 e 7) and a gene expression essay (p5; genes P21,
CYCLIN D1, IL1B e IL6). About the effect of freezing at -80°C, the results showed that
DT values were similar between fresh and frozen cultures for most of the studied
cultures, with exception of the control cultures C1 and C4, that showed variable DT
values in their frozen (< 1 year) and fresh cultures along all passages studied, and of
the culture RNS1 at p7, that it was observed higher DT values for the fresh culture in
comparison to the frozen (> 1 year) ones. The percentage of stained cells by the
colorimetric assay of the beta-galactosidase activity did not varied between the fresh
and frozen groups for all populations studied, with exception of the culture RNS at p5,
that it was observed less percentage of stained cells in the frozen (> 1 year) population
in comparison to the fresh ones. The expression at p5 of the P27 (CDKN1A), CYCLIN
D1, IL1B and IL6 genes was similar between fresh and cryopreserved populations.
Related to the comparison of frozen (> 1 year) RNS and control cultures, the values of
DT were similar. The percentage of stained cells, in comparison to the control, was
higher on the RNS1 and RNS2 cultures at p7 and p5, respectively. The expression at
pS of P21 (CDKN1A), CYCLIN D1, IL1B, in comparison to the control, were higher in



the RNS2 culture and the expression of /L6 was lower in the RNS1 culture. Concluding,
the freezing at -80°C for approximately one and half year seems to not affect the
proliferative capacity and senescence of healthy and RNS cells; however, related to
the control, the RNS2 cells studied seem to have alterations on the senescence
process.

Keywords: Cryopreservation; cell proliferation; dental pulp; senescence; Raine
syndrome.
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1. INTRODUGAO

A sindrome de Raine (RNS; OMIM #611061), relatada inicialmente por Raine
em 1989, é uma doenga genética rara, autossdmica recessiva e caracterizada pela
presenga de osteoesclerose e anomalias craniofaciais (1). Atualmente, sabe-se que
existem dois fendtipos ligados a essa sindrome, um letal, caracterizado pela morte
perinatal, e outro n&o letal, com relatos de individuos que alcangcaram a idade adulta
(2, 3). Em relacao aos casos néo letais da RNS, foram descritas varias manifestacdes
orodentais como hipoplasia maxilar, palato ogival, mordida aberta, amelogénese
imperfeita hipoplasica, alteracbes na erupcao dentaria, defeitos na formacao e
mineralizagdo dentinaria e a presenga de abcessos periapicais (4-11). A presenga de
raquitismo hipofosfatémico também foi relatada em casos de RNS nao letal (4, 5, 8,
12).

A RNS é causada por mutagdes recessivas no gene FAMZ20C, localizado no
cromossomo 7, na regido p22.3, e codifica a quinase FAM20C, que forma um
complexo responsavel por fosforilar a serina de proteinas secretadas com o motivo
Ser-x-Glu (13). Entre as proteinas fosforiladas pela FAM20C, estdo as small integrin-
binding ligand N-linked glycoprotein (SIBLINGs), uma familia de fosfoproteinas
importantes para o processo de biomineralizagdo, com papel essencial na
osteogénese e dentinogénese (14-17). Em modelo de camundongo nocaute
condicional, a inativagdo do gene FamZ20c confirmou a presenca de defeitos graves
de formacao e mineralizagdo dentinaria (18). Posteriormente, Tagliabratti et al., em
2015, identificaram, em estudo in vitro, mais de 100 proteinas fosforiladas pela
FAM20C, sendo proteinas envolvidas em diversos processos celulares, tais como
migragao, regeneracao, cicatrizagéo e resposta inflamatoria (19). Cantarutti, em 2016,
realizou a caracterizagao, in vitro, de células pulpares previamente congeladas de um
individuo com RNS n&o letal (RNS2), que apresentava mutagdo em homozigose no
gene FAM20C (c.1487C>T; p.Pro496Leu), e descreveu, nessas ceélulas, redugéo no
potencial de mineralizagdo, reducao na capacidade migratoéria celular, alteragdes no
citoesqueleto e reducéo na atividade metabdlica mitocondrial, sugerindo fenétipo de
células senescentes (20).

A senescéncia pode ser promovida por condigdes de cultura inapropriadas, tais
como material da placa de cultura, tipo de meio de cultura, concentragdo do soro e
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concentragdo de oxigénio (21-23). Além disso, estudos in vitro realizados em
fibroblastos dérmicos e em linhagem de células do epitélio pigmentar da retina
sugerem que as condi¢cbes de criopreservagdo e descongelamento também sao
estressores celulares que podem promover a senescéncia (23-25).

Baseado nas evidencias previamente relatadas e nos achados descritos por
Cantarutti, em 2016, o objetivo do presente trabalho foi, inicialmente, avaliar o efeito
do congelamento a -80°C sobre a proliferacdo e senescéncia de cultura primaria de
células pulpares humanas de individuos saudaveis e com RNS n&o letal e,
posteriormente, comparar a capacidade proliferativa e senescéncia de culturas
primarias de células pulpares congeladas de individuos saudaveis e de dois individuos
com RNS nao correlacionados, denominados, neste estudo, RNS1 (c.784+5G>C) e
RNS2 (c.1487C>T; p.Pro496Leu).



21

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.BREVE DESCRICAO DO ORGAO DENTARIO

Os dentes sédo 6rgaos anatomicamente divididos pela margem cervical em
coroa e raiz dentaria. A coroa corresponde a por¢cao do dente visivel na cavidade
bucal, enquanto a raiz consiste na porcdo ancorada aos processos alveolares do
complexo maxilomandibular, por meio do periodonto de insergéo. A coroa do dente &
formada pelo esmalte, que € um tecido mineralizado de origem epitelial, e pela dentina
e polpa, com origem ectomesenquimal. (26).

A dentina e a polpa, tecidos que compdem a maior parte do dente, se inter-
relacionam anatbmica e funcionalmente, formando o complexo dentina polpa. Na
coroa dentaria, o complexo dentina polpa € recoberto pelo esmalte e, na raiz, é

recoberto pelo cemento (27, 28) (Figura 1).

[ ] Esmalte

' [ ] Dentina

Il Polpa

B Cemento

[ ] Ligamento periodontal

. Osso alveolar

Figura 1 — Representagao esquematica das estruturas do dente e do periodonto de sustentagao.
Autoria propria.
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2.2.COMPLEXO DENTINA POLPA

O complexo dentina polpa se desenvolve durante o processo de odontogénese,
a partir da papila dentaria, tecido ectomesenquimal derivado das células da crista
neural craniana (29, 30). Ao contrario do esmalte dentario, o complexo dentina polpa
apresenta vitalidade, respondendo a estimulos externos e possuindo capacidade de
reparo, que ocorre por meio da formagao de dentina terciaria (31, 32).

2.3.POLPA DENTARIA

A polpa dentaria é um tecido conjuntivo frouxo presente na regido central do
dente e circundada por dentina. E um tecido altamente inervado e vascularizado que
abriga, em sua periferia, células pds-mitoticas especializadas na secregdo e
mineralizacdo da matriz dentinaria, os odontoblastos (32, 33). Além dos
odontoblastos, a polpa dentaria € constituida por fibroblastos, células endoteliais,
células neuronais, células do sistema imunoldgico, pericitos e células

ectomesenquimais indiferenciadas (34, 35).

2.4 DENTINA

A dentina € um tecido conjuntivo mineralizado, acelular e avascular formado
pelos odontoblastos, células especializadas do complexo dentina polpa e que
controlam a secrecao e mineralizacdo de matriz extracelular dentinaria. A dentina
contém em quase toda sua extensao canaliculos cilindricos, denominados tubulos
dentinarios. Dentro desses est&o localizados os prolongamentos citoplasmaticos dos
odontoblastos, que conferem ao tecido dentinario sensibilidade e capacidade de
resposta frente as agressoées (27, 28).

A dentina € composta por aproximadamente 10% de agua, 20% de matéria
organica, principalmente colageno tipo I, e 70% de matéria inorganica, na forma de
cristais de hidroxiapatita (Cas(PO4)3(OH)). Além do colageno, a dentina apresenta
outras proteinas, denominadas proteinas nao-colagénicas, sendo principalmente
formada por proteinas de duas familias, as SLRPs (Small Leucine-Rich
Proteoglycans) e as SIBLINGs (Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins),
todas importantes na regulagdo da biomineralizagdo, atuando como inibidoras,
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promotoras ou estabilizadoras do crescimento dos cristais de hidroxiapatita. A
sialoproteina dentinaria (DSP) e fosfoproteina dentinaria (DPP) s&o as principais
proteinas pertencentes a familia das SIBLINGs, que participam da regulagdo da
mineralizagdo dentinaria (16). Outras proteinas importantes desse grupo s&o a
osteopontina (OPN), potente inibidor da mineralizag&o, e a fosfoproteina acidica da
matriz dentinaria 1 (DMP1), que também participa do processo de mineralizagao da
matriz dentinaria (14, 15).

A dentina pode ser classificada em trés tipos: dentina primaria, secundaria e
terciaria. A dentina primaria € secretada por odontoblastos primarios, durante o
periodo de desenvolvimento do germe dentario, sendo, portanto, a primeira dentina a
ser formada. A dentina secundaria € a dentina secretada pelos odontoblastos apds
completa formagado do dente, sendo depositada lentamente durante toda vida. A
dentina terciaria € entendida como uma resposta do organismo frente a um estimulo
quimico, fisico ou de origem microbiana (36, 37). Ela € depositada pelos odontoblastos
primarios somente nas regides que sofreram lesdo ou, em caso de morte desses, sua
deposicao se da por células similares a odontoblastos, que sdo derivadas de células-
tronco/progenitoras presentes no tecido pulpar. A dentina terciaria tem a finalidade de
diminuir a permeabilidade dentinaria ou aumentar a distancia da polpa em relagéo ao
agente agressor, protegendo, assim, a vitalidade pulpar (38).

Algumas desordens genéticas raras manifestam defeitos de formag&o da
dentina. Esses defeitos podem ter origem em mutagbes de genes que codificam
proteinas importantes da matriz, como o gene do colageno, da sialoproteina ou da
fosfoproteina dentinaria, resultando em defeitos dentinarios isolados ou associados a
sindromes, tais como a osteogénese e dentinogénese imperfeita (39, 40). Outras
desordens genéticas que apresentam alteragdes metabdlicas sistémicas, como a
desregulagdo dos niveis de fosfato, também podem afetar o processo de
biomineralizag&o dentinaria, como no caso do raquitismo hipofosfatémico familiar (41).
Recentemente, foram descritas alteracdes dentinarias e pulpares em duas familias

brasileiras com diagnostico de sindrome de Raine (4).
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2.5.SINDROME DE RAINE

A sindrome de Raine (RNS; OMIM #259775) é uma displasia esquelética
neonatal rara, com modo de herancga autossémico recessivo, que tem como uma das
principais caracteristicas a presenca de osteoesclerose (1, 8). A RNS foi
primeiramente descrita por Raine, em 1989, sendo um relato de caso de uma recém-
nascida do sexo feminino que apresentava varias anomalias craniofaciais como
microcefalia, fontanelas largas, exoftalmia proeminente, depressao da ponte nasal,
atresia das coanas, hipoplasia do terco médio da face, implantagao baixa das orelhas,
micrognatia, labio superior arqueado, fissura palatina e hiperplasia gengival. A
paciente apresentava dificuldade respiratéria logo apés o nascimento que foi
associada a hipoplasia pulmonar, falecendo aos 86 minutos de vida (1). Apés o relato
inicial de Raine, novos casos de RNS letal com alteragdes similares foram descritos,
sendo a osteoesclerose, a exoftalmia e a hipoplasia do tergo médio sempre presentes
e, em todos esses casos, 0s neonatos acometidos morriam em questao de horas ou
dias (9, 10, 42-51). Porém, em 2009, Simpson et al. relataram, pela primeira vez, dois
casos nao relacionados, de criangas de 8 e 11 anos com RNS n&o letal (8). Até o
presente, 18 casos de pacientes que sobreviveram a infancia foram descritos (2-6, 11,
52-54). Dentre esses casos de RNS n&o letal, também foi relatada a presenca de
raquitismo hipofosfatémico (4, 5, 8, 12).

Com o surgimento dos relatos de caso de RNS nao letal, foi possivel identificar
novas caracteristicas fenotipicas até entdo impossiveis de serem observadas nos
primeiros dias de vida, como as manifestacées orodentais. A respeito dessas, foram
relatados hipoplasia maxilar, palato ogival, mordida aberta, amelogénese imperfeita
hipoplasica, alteragbes na erupg¢ao dentaria, defeitos globulares na dentina, desgastes
dentarios excessivos, alteracbes na camara pulpar e a presenga de abcessos
periapicais (4-11).

Em 2007, foi descrita a primeira mutagdo no gene FAM20C em paciente com
RNS letal (10). Desde ent&o, 24 outras mutagdes no gene FAMZ20C foram descritas
na literatura, relacionadas tanto aos casos letais quanto aos ngo letais (2-8, 10, 11,
53-55) (Tabela 1).



Tabela 1 — Mutagées no gene FAM20C descritas na literatura referentes a RNS

Relatos de caso

Classificacao

Mutacao

c.1603C >T (p.Arg535Trp)
c.915-3C>G

c.1121T>G (p.Leu374Arg)
45, XY psudic (7;7) (p22;p22)

Simpson et al., 2007 Letal ¢.1093G>A (p.Gly365Arg)
c.1094G>A (p.Gly365Glu)
c.1322-2A>G
c.914+5G>C
c.1404-1G>A
c.1309G>A (p.Asp437Asn)

Simpson et al., 2009 Nao letal c.796G>A (p.Gly266Arg)
c.796G>A (p.Gly266Arg)

Kochar et al., 2010 Letal c.1630C>T (p.Arg544Trp)
Fradin et al., 2011 N&o letal c.940C>T (p.Pro314Ser)
c.803C>T (p.Thr268Met)

Rafaelsen et al., 2013 N&o letal
c.915C>A (p.Y305X)
46,XY.arr [hg19]

Ababneh et al., 2013 NR
7p22.3 (36480- 523731)

Takeyari et al., 2014 N&o letal c.1222C>T (p.Arg408Trp)
c.784+ 5G>C* (p.Trp202Cysfs*37)

Acevedo et al., 2015 N&o letal
c.1487C>T (p.Pro496Leu)

Elalaoui et al., 2016 NR c.676T > A (p.Trp226Arg)

Mahmood et al., 2017 NR c.1135G>A (p.Gly379Arg)

Sheth et al., 2018 N&o letal c.1228T>A (p.Ser410Thr)
. c.906C>A (Phe302Leu)
Rolvien et al., 2018 N&o letal

c.952_956+ 30dup

NR, nao relatado
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O gene FAM20C, identificado em varios mamiferos, com sequéncias altamente
conservadas evolutivamente, &€ formado por 10 exons e esta localizado no
cromossomo 7, na regiao p22.3. Ele codifica a proteina FAM20C que faz parte de uma
familia denominada family with sequence similarity 20 (FAM20), da qual também
fazem parte a FAM20A e a FAM20B. A FAM20C é uma quinase localizada no
complexo de Golgi, responsavel por fosforilar a serina de proteinas secretadas que
apresentam o motivo Ser-x-Glu (13). Essa proteina é responsavel por fosforilar as
SIBLINGs, fosfoproteinas importantes na regulagéo do processo de biomineralizagao
Ossea e dentinaria, como a OPN e a DMP1. Mutagdes no gene FAM20C podem levar
a traducdo de proteinas nao funcionais ou com comprometimento da atividade
quinase. Em relacdo as mutacdes relatadas em casos de RNS néo letal, estudo in
vitro, de duas dessas mutacgdes, demonstrou reducéo da eficiéncia de fosforilagdo da
OPN pela proteina FAM20C codificada (17). Assim, o comprometimento da agao
quinase da FAM20C pode estar associado com os defeitos de mineralizagao
encontrados na RNS (15, 17).

Outra proteina identificada como substrato da FAM20C é o fator de crescimento
de fibroblastos 23 (FGF23). Sua fosforilagdo pela FAM20C resulta na inibicdo da
glicosilagdo dessa proteina e consequente degradacdo pelo sistema ubiquitina-
proteassoma (19). O FGF23 é responsavel por modular os niveis séricos de fosfato
por meio da formacado do complexo FGFR/FGF23/Klotho, que inibe a expressao de
cotransportadores de sodio-fosfato 2a (NaPi-lia), responsaveis pela reabsorgéo de
fosfato pelos tubulos proximais renais (56, 57). Portanto, a presenca de FGF23 induz
aumento da excrecgao renal de fosfato. Niveis aumentados de FGF23 foram relatados
em individuos com RNS que apresentavam raquitismo hipofosfatémico, cuja
manifestagdo consiste na mineralizagéo deficiente da matriz osteoide do osso cortical
e trabecular em fung¢ao de niveis de fosfato sérico abaixo do normal (5).

Com o objetivo de entender o papel da FAM20C nos tecidos mineralizados,
Wang et al., em 2012, realizaram estudo em camundongos nocaute para FAM20C e
observaram que a inativagcdo desse gene levava ao desenvolvimento de
hipofosfatemia nesses animais, com o aumento dos niveis de FGF23, tanto séricos
quanto ésseos. Eles também observaram redugao da expressao de DMP1 (18). Além
disso, Tagliabracci et al., em 2012, demonstraram, in vitro, que a FAM20C é
responsavel pela fosforilagdo de DMP1 (17). Acredita-se que a fosforilagdo da DMP1
seja determinante para a secregcdo dessa proteina (58). A DMP1 parece estar
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envolvida na regulagcdo negativa da expressédo de FGF23 e sindromes que afetam a
DMP1, como a hipofosfatemia autossémica recessiva, demonstraram aumento dos
niveis de FGF23 (59). Em camundongos nocaute, a inativagdo de Dmp1 resultou no
aumento da expressao de Fgf23 e no desenvolvimento de hipofosfatemia (60). Porém,
a participacdo da Dmp1 ainda n&o é bem compreendida, ja que estudo da expressao
de Dmp1 em camundongos nocaute para Fam20c demonstrou que mesmo
aumentando a expressao de Dmp1 nao foi possivel impedir o aparecimento de
defeitos Osseos e dentinarios. Isso indicaria que, provavelmente, a reducdo de
expressao de DMP1 pode néo estar diretamente associada a esses defeitos (61).

Nos dentes, estudos com camundongos nocaute para Fam20c demonstraram
defeitos graves na dentina, esmalte e cemento. Em relagdo ao complexo dentina
polpa, esses animais apresentavam camaras pulpares alargadas, malformagdes de
cuspides, raizes mal desenvolvidas, dentina hipoplasica e auséncia de tubulos
dentinarios. Além disso, apresentavam baixa expressdo de marcadores de
diferenciacdo odontoblastica e ameloblastica (18, 62). Outro estudo com
camundongos nocaute condicional para FAM20C em células que expressam
colageno demonstrou o desenvolvimento de doenga periodontal com formacéo de
bolsas e inflamag&o do ligamento periodontal (63).

Em relacdo aos estudos in vitro, Cantarutti, em 2016, estabeleceu cultura
primaria de células pulpares de um paciente com RNS, apresentando mutacido em
homozigose no exon 9 do gene FAM20C (¢c.1487C>T), correspondendo, na proteina
codificada, a regido de sitio catalitico (p.Pro496Leu) (20). Esse paciente pertence a
uma das familias com pais consanguineos relatada por Acevedo et al., em 2015 (4).
A caracterizagdo dessas células demonstrou redugdo da atividade metabdlica
mitocondrial, alteragbes no citoesqueleto, redugcéo da capacidade migratéria celular e
reducao no potencial de mineralizagdo, quando comparadas com células controle de

individuos saudaveis, sugerindo fendtipo de células senescentes (20).
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2.6.SENESCENCIA

A senescéncia celular € um mecanismo potente de supressao tumoral devido
a interrupcéo do ciclo celular. Ela impede que células que sofreram estresse ou lesdes
graves no DNA se repliquem. Isso evita a propagagéo dos danos para as células
filhas, protegendo-as de uma possivel transformagdo maligna (64). A senescéncia
também é um processo que limita a capacidade proliferativa das células, impedindo
que uma celula consiga se dividir indefinidamente. No ultimo caso, o processo €
denominado de senescéncia replicativa, sendo controlado pela reducéo gradativa dos
teldbmeros a cada replicagao, gerando, ao final do processo, uma resposta ao dano no
DNA (DDR) permanente (65). Dentre os estresses que podem induzir senescéncia
celular, pode-se citar a disfungao telomérica, a deterioragdo mitocondrial, o estresse
oxidativo, os danos graves e irreparaveis ao DNA, a ruptura da cromatina, a expressao
de oncogenes e as moléculas envolvidas no processo inflamatoério (66-68).

Todas as células que apresentam capacidade de proliferar podem apresentar
senescéncia, sendo geralmente encontradas em tecidos com alta capacidade de
renovagao ou que foram expostos a processos inflamatérios cronicos (69). As
principais caracteristicas de células senescentes sado a interrupcdo permanente e
irreversivel da proliferagdo, o aumento do tamanho da célula, a expressao de beta
galactosidase associada a senescéncia (AS-B-Gal) nos lisossomos e a possivel
presenca de fendtipo especifico, denominado fendétipo de secregao associada a
senescéncia (SASP) (70).

A medida que as células entram em senescéncia, algumas desenvolvem um
fendtipo ligado a mudangas na expresséo e na secregao de proteinas, denominado
SASP. Essas células sdo responsaveis por produzir diversas moléculas: interleucinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, proteinas e componentes da matriz, muitas das
quais estdo associadas ao recrutamento do sistema imune (68).

Em relacdo a cultura de células pulpares, ha poucos estudos sobre
senescéncia. Trés desses estudos, utilizando células indiferenciadas da polpa,
demonstraram o desenvolvimento de senescéncia replicativa apds o esgotamento da
capacidade proliferativa, com reducédo do potencial de diferenciagdo odontoblastico
(71-73). Eles também demonstraram o desenvolvimento de senescéncia por indugéo
com lipopolissacarideo bacteriano, por meio da ativagao da via NFkB, com células
apresentando fibras de F-actina desordenadas e acumuladas proximas a regiao do
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nucleo (71-73). Estudos com culturas pulpares heterogéneas demonstraram que as
células senescentes apresentavam varios vacuolos autofagicos, além de diminui¢ao
da capacidade de diferenciacao, tanto osteoblastica quanto odontoblastica, a medida
que o processo de senescéncia celular evoluiu (74, 75).

A senescéncia, segundo a literatura, parece estar associada a criopreservacao.
Estudo in vitro identificou, em fibroblastos dérmicos, mudangas estruturais no DNA
associadas a criopreservagao e ao descongelamento, apresentando colapso do garfo
de replicagao e quebra das duas fitas de DNA (24). Outro estudo, utilizando células
do epitélio pigmentar da retina, demonstrou que o processo de criopreservagéo e
descongelamento pode induzir a senescéncia celular, com o aumento de quebras de
uma das fitas de DNA nas regides teloméricas, acelerando o encurtamento dos
teldbmeros (25).

2.7.CRIOPRESERVACAO

A criopreservacao consiste na preservacao de células ou tecidos, por tempo
indefinido, em temperaturas extremamente baixas, geralmente entre -80°C ou
-196 °C (76, 77). Com o intuito de proteger as células dos danos causados pelo
congelamento, sdo utilizados crioprotetores. Os crioprotetores sdo moléculas que
aumentam a concentragao de solutos na solugao de congelamento, aumentando a
taxa de sobrevivéncia celular (78). Sdo considerados crioprotetores ideais os
compostos que apresentam as seguintes caracteristicas: alta solubilidade em agua,
capacidade de penetracdo nas células e baixa toxicidade que permita a sobrevivéncia
celular em altas concentragbes de crioprotetor (78). Entre os crioprotetores
comumente utilizados, estdo o0s permeaveis a membrana. Eles apresentam
capacidade de entrar nas células, colaborando com a corre¢cao da osmolaridade. No
grupo dos crioprotetores permeaveis a membrana, um dos principais compostos é o
dimetilsulfoxido (DMSO), que se destaca pela baixo custo e relativa baixa toxicidade
(79, 80).

A criopreservacéao esta intimamente relacionada com o processo de formagao do
gelo. Quando uma amostra, em solugdo aquosa, é congelada, existe o processo de
nucleagdo dos cristais de gelo. Os cristais vao crescendo e se expandindo em
tamanho, a medida que moléculas de agua vao sendo incorporadas. O gelo formado

€, basicamente, composto por agua pura, e os solutos, que permanecem na fase
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liquida, tornam a solugdo aquosa cada vez mais concentrada. Logo, as células
presentes dentro da solugdo em congelamento vao sendo expostas a um meio cada
vez mais hipertonico, o que leva a um desequilibrio osmotico entre as células e o meio
externo. Para manter o equilibrio, existe um efluxo de agua por parte das células,
causando desidratacdo a medida que o congelamento progride com possibilidade de
dano celular (76, 81-83). Quando a velocidade do congelamento é lenta o suficiente
para permitir o efluxo progressivo de agua dentro das células, a probabilidade de
formacdo de cristais de gelo intracelulares é reduzida. A obtengcdo do equilibrio
osmotico das células depende de varios fatores, como a velocidade de congelamento,
a permeabilidade celular a agua e a proporgao superficie/volume celular (81).

Tao importante quanto o processo de congelamento é o processo de
descongelamento. O comportamento dos pequenos cristais de gelo intracelular difere
em casos de rapido e lento descongelamento. Quando o mesmo é lento, os cristais
de gelo tendem a se recristalizarem, juntarem e crescerem, causando danos celulares.
No entanto, quando o descongelamento é rapido, n&o existe tempo suficiente para
permitir o crescimento dos mesmos, o que leva ao derretimento desses cristais (78).

A associacdo entre a concentracdo dos crioprotetores e a velocidade de
congelamento caracterizam os diferentes tipos de criopreservagdo. Sendo assim,
existem basicamente dois principais tipos de criopreservagao: A vitrificacdo e o
congelamento lento convencional. O primeiro tipo, a vitrificagdo, consiste no uso de
altas concentragdes de crioprotetores (entre 40-60% p/v) em combinagdo com uma
velocidade de congelamento alta, permitindo a transformacéo direta da agua do
estado liquido para o estado vitreo (84). Essa metodologia consiste no uso de
temperaturas muito baixas, apresentando a vantagem de prevenir a formagao de
cristais de gelo intracelulares, o que possibilita uma maior taxa de sobrevivéncia
celular. No entanto, essa técnica tem um maior potencial de contaminacao e é mais
dificil de ser executada do que o congelamento lento convencional (80). O segundo
tipo, o congelamento lento convencional, consiste no uso de pequenas concentragdes
de crioprotetores aliado ao congelamento em baixas velocidades. A vantagem dessa
metodologia consiste na facilidade e na baixa chance de contaminag&o da amostra
durante o processo de congelamento. Porém, existe uma grande probabilidade de
danos celulares causados pela formacao de gelo intracelular (80).
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Para realizagdo da criopreservagdo por meio do congelamento lento
convencional, podem ser utilizados freezeres a -80°C ou os equipamentos a base de
nitrogénio liquido (-196°C), porém, recomenda-se o uso dos ultimos nos casos de
armazenamento prolongado das amostras, pelo fato desses dispositivos ndo sofrerem
as variagdes de temperatura do freezer a -80°C, que precisa ser constantemente
aberto para deposicao ou retirada de amostras. Além disso, os equipamentos a base
de nitrogénio liquido n&do dependem de energia, descartando, assim, o risco de perda
das amostras em caso de instabilidade da rede elétrica (85). Porém, isso ndo descarta
a possibilidade de uso de freezer a -80°C para armazenamento das amostras,
existindo, na literatura, estudos que demonstraram sucesso em armazenar amostras
por um longo periodo de tempo utilizando esses equipamentos (86).

Sabendo que o freezer a -80°C € uma opg¢ao viavel para o congelamento de
células, permitindo o estoque e armazenamento de aliquotas para estudo futuro,
porém, considerando que, segundo estudos in vitro, o congelamento estaria
relacionado a danos no DNA responsaveis pela indugao do processo de senescéncia
celular, levantou-se a hipétese de que as alteragbes celulares sugestivas de
senescéncia relatadas por Cantarutti, em 2016, em cultura primaria de células da
polpa dentaria humana, poderiam estar relacionadas a criopreservagao e ao
descongelamento.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a capacidade proliferativa e senescéncia de culturas

primarias de células pulpares de individuos saudaveis e com RNS.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Primeiramente, avaliar o efeito do congelamento a -80°C sobre a proliferagéo e
senescéncia de culturas primarias de células pulpares humanas de pacientes
saudaveis e com RNS a fim de descartar a influéncia do mesmo sobre tais
propriedades bioldgicas;

Posteriormente, comparar a capacidade proliferativa e senescéncia de culturas
primarias de células pulpares humanas congeladas de pacientes com RNS e de
individuos saudaveis com o intuito de identificar alteracbes relacionadas a
mutacgédo do gene FAMZ20C,;

a. Determinar e comparar o tempo de dobra populacional a partir da terceira
até a sétima passagem celular;

b. Determinar e comparar a porcentagem de células coradas pelo ensaio de
atividade da beta-galactosidase na terceira, quinta e sétima passagem
celular;

c. Avaliar a expressao relativa dos genes P27 (CDKN1A), P16 (CDKNZ2A),
CICLINA D1, IL1B, IL6 na quinta passagem.
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4. METODOS

4.1.ASPECTOS ETICOS

A presente pesquisa teve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP/FM —
UnB), parecer 967.387/2015 (ANEXO A). Todos participantes foram informados sobre
0 objetivo da pesquisa, seus possiveis riscos, beneficios e aspectos éticos envolvidos
e registraram seu consentimento por meio de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

4.2. PARTICIPANTES DA PESQUISA

4.2.1. Individuos Saudaveis

A fim de verificar o efeito da criopreservagao sobre a proliferacdo e senescéncia
e com o objetivo de estabelecer um grupo controle comparativo, polpas dentarias de
individuos jovens (idade entre 20 e 25 anos), saudaveis e que ndo faziam uso de
medicagbes foram obtidas de terceiros molares higidos, extraidos por indicagao
cirargica. No total, foram utilizadas culturas primarias de 5 participantes: C1 (feminino,
23 anos), C2 (masculino, 21 anos), C3 (masculino, 24 anos), C4 (masculino, 22 anos)
e C5 (feminino, 21 anos). Dessas, 4 (C1-C4) foram estabelecidas no presente trabalho
e uma (C5) foi previamente estabelecida e criopreservada.

4.2.2. Pacientes com Sindrome de Raine (RNS)

Para avaliar a capacidade proliferativa e o perfil de senescéncia de células
pulpares de pacientes com RNS, foram utilizadas culturas primarias de 2 individuos
(RNS1 e RNS2) ndo correlacionados e portadores de diferentes mutagcdes em
homozigose no gene FAMZ20C. As polpas dentarias foram obtidas de dentes extraidos
por razbes terapéuticas na clinica de Atendimento a Pacientes Portadores de
Anomalias Dentarias na Unidade de Saude Bucal de Odontologia do Hospital

Universitario de Brasilia (HUB), Brasilia, Brasil. As caracteristicas dos participantes
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(sexo; idade no momento da coleta; tipo de mutagdo) bem como o dente de origem e

data da coleta encontram-se descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Informagdes sobre os pacientes com RNS

Idade Data da
Participante Sexo Mutacao Dente
(anos) coleta
RNS1 Feminino 24 C.784+5G>C 38 18/05/2017
(sitio de splicing)
RNS2 Masculino 13 c.1487C>T 47 27/01/2016
p.Pro496Leu

4.3.DESENHO EXPERIMENTAL

Dois desenhos experimentais foram idealizados e executados a fim de responder
as duas perguntas formuladas no presente trabalho.

Inicialmente, para avaliar se as condi¢des de estocagem de células pulpares
primarias poderiam alterar as propriedades biolégicas de proliferacédo, levando a
senescéncia celular, 4 culturas controle frescas e congeladas (C1, C2, C3, C4) e uma
cultura RNS fresca e congelada (RNS1) foram utilizadas para realizagdo dos
experimentos. Para os experimentos com as culturas controle, células congeladas por
um periodo menor que um ano (C1, C2, C3 e C4) foram comparadas com as suas
respectivas populagdes frescas. Além disso, células congeladas por um periodo
superior a um ano (C2) foram comparadas com as populagdes frescas (somente com
a C2 ou com as 4 culturas frescas, C1, C2, C3 e C4). Ja para os experimentos com a
cultura RNS1, células congeladas apenas por periodo maior que um ano foram
comparadas com a populagao fresca.

Para execucdo do segundo objetivo proposto, aliquotas congeladas por um
periodo superior a um ano das 2 culturas RNS (RNS1 e RNS2), foram comparadas
com duas populagdes de células controle (C2 e C5), congeladas também por um

periodo superior a 1 ano.
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4.4.ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS PRIMARIAS

Imediatamente apds a extracdo, os dentes foram transferidos para tubos cénicos
do tipo Falcon™ de 15 mL (KASVI), contendo 5 mL de meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco®, Invitrogen) gelado complementado com
20% de soro fetal bovino (SFB; v/v; Gibco®, Invitrogen), 100 U/mL de penicilina
(Sigma-Aldrich), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 1% de anfotericina B
(Gibco®, Invitrogen), denominado meio de estabelecimento de cultura. Em seguida,
os tubos foram transportados em gelo para o Laboratério de Histopatologia Bucal da
Faculdade de Ciéncias da Saude (FS) da UnB para processamento da amostra. No
laboratdrio, os dentes foram desinfetados com alcool 70% e os tecidos moles residuais
foram removidos com curetas periodontais. Com o auxilio de férceps, alavanca e
martelo, os dentes foram seccionados e a polpa do seu interior coletada para o
estabelecimento de culturas por meio da técnica explante, isto €, a partir do cultivo de
pequenos fragmentos de polpa dentaria (87) (Figura 2). Em capela de fluxo laminar,
as polpas foram lavadas com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo
solugdo antibitdtica-antimicotica (Gibco®, Invitrogen) e, entdo, seccionadas em
pequenos fragmentos com a ajuda de duas laminas de bisturi (Solidor®, Sizhou Kyuan
Medical Apparatus Co. Ltd.). Os fragmentos foram transferidos para placas de cultura
de 6 pogos (KASVI/) na quantidade de, no minimo, 3 fragmentos por poco e, em
seguida, fixados com laminula de vidro previamente esterilizada. Por fim, foram
adicionados 2 mL de meio de estabelecimento de cultura em cada pocgo e as placas
foram mantidas em incubadora a 37°C, com 5% de CO. e em ambiente umidificado
para o crescimento celular, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 ou 4 dias.

Atingida confluéncia de cerca de 90%, as ceélulas foram removidas das placas
por meio da adigdo de solugéo de tripsina a 0,5 % (p/v; Sigma-Aldrich) e 10 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich) e subcultivadas (5x10°
células/placa) em placas de 100 mm (KASVI) contendo meio de cultura padréo,
constituido por DMEM, 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. Apos completa expansao, as células foram novamente tripsinizadas e
parte delas foi subcultivada para realizagado dos experimentos com as culturas frescas
enquanto a outra parte foi criopreservada para posterior utilizacdo. Cada processo de
tripsinizagao e subcultura foi considerado uma passagem celular, sendo a “passagem

0” definida como a de estabelecimento da cultura.
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Figura 2 - Representagao esquematica do estabelecimento de culturas primarias pela técnica de
explante. Autoria prépria.

4.5.CRIOPRESERVACAO

As culturas foram congeladas (1 x 108 células/mL) na segunda passagem em
solucdo de congelamento constituida por SFB e dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% (v/v;
Sigma-Aldrich) em criotubos (KASVI) de 2 mL. Os criotubos foram transferidos para
cuba de congelamento Mr. Frosty® (Nalgene®, Sigma-Aldrich) e mantidos em freezer
a -80°C overnight, a fim de proporcionar congelamento lento na taxa de 1°C/min. Apos
esse periodo, as amostras foram removidas do recipiente de congelamento e
estocadas em caixas de armazenamento no freezer a -80°C até o momento de sua
utilizagdo. Os tempos de congelamento de cada cultura estdo detalhados na
tabela 4.

4.6. DESCONGELAMENTO

Para o descongelamento, as aliquotas de células foram removidas do freezer
a -80°C e imediatamente transferidas para banho maria a 37°C. Apds constatagao
visual do completo descongelamento (aproximadamente 2 minutos), a suspensao de
células foi diluida em 5mL de meio de cultura padrao e, posteriormente, centrifugada
a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e as células foram
ressuspendidas em meio de cultura padrao e semeadas em placas de cultura de 100

mm para expansao e posterior realizagao dos experimentos.
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Tabela 3 - informagoes sobre o tempo de congelamento de cada cultura

Cultura Tempo de congelamento
<1ano 21 ano

C1 9 meses e 10 dias —

C2 7 meses e 27 dias 1 ano e 2 meses

C3 7 meses e 27 dias —

C4 7 meses e 27 dias —

©0 N 1 ano e 4 meses
RNS1 — T
RNS2 -- 1 ano e 8 meses

4.7.AVALIACAO DA CAPACIDADE PROLIFERATIVA POR MEIO DA
DETERMINACAO DO TEMPO DE DOBRA POPULACIONAL

A capacidade proliferativa de cada cultura ao longo das passagens foi
determinada por meio do calculo do tempo de dobra populacional (doubling time, DT),
que representa uma estimativa do tempo necessario para as células em cultura
duplicarem sua populagéo (88). Para isso, células frescas ou congeladas a partir da
passagem 3 foram semeadas em placas de 100 mm (5 x 10° células/placa) e
cultivadas em meio de cultura padréo por 6 a 8 dias, sendo o meio trocado a cada 2
dias. Apos atingido o estado de subconfluéncia, as células foram tripsinizadas,
coletadas e quantificadas por meio da utilizacdo de cadmara de Neubauer e
microscopia de luz invertida com contraste de fase. Em seguida, parte das células foi
utilizada para execugado dos demais experimentos e a outra parte foi novamente
semeada em placas de 100 mm (5 x 10° células/placa). O protocolo de cultivo e
contagem foi entdo sequencialmente repetido a cada passagem celular até que o
numero de células se tornasse um fator limitador para realizagdo dos experimentos.
A contagem obtida em cada passagem celular foi utilizada para determinag&o do DT,
que foi calculado utilizando férmula proposta por Roth, V., em 2006 (89):

duragio x log?2

tempo de dobra populacional = — — .
log(concentragédo final) —log(concentragio inicial)

O desenho experimental para determinagdo do DT a cada passagem celular bem
como para realizacdo dos demais experimentos encontra-se esquematizado na

figura 3.



Tempo de dobra populacional (doubling time, DT)

Passagem 3 l Passagem 4 Passagem 5 I Passagem 6 Passagem 7

Ensaio de expressdo génica

Ensaio de coloragdo da atividade da Beta-galactosidase

Figura 3 - Representagao esquematica do desenho experimental do presente estudo.

4.8. AVALIACAO DA SENESCENCIA

4.8.1. Ensaio colorimétrico da atividade da enzima beta-galactosidase

O ensaio de coloragdo da beta-galactosidase foi realizado com intuito de
confirmar a presenga de células com acumulo dessa enzima nos lisossomos, 0 que,
segundo a literatura, € uma das caracteristicas apresentadas por células senescentes
(90). Para isso, células frescas ou congeladas, nas passagens 3, 5 e 7, foram
semeadas em placas de 24 pogos (15x102 células/pogo) e cultivadas em 1 mL de meio
de cultura padrao, por um periodo de 3 dias. Posteriormente, o meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas com PBS e a atividade da enzima beta-
galactosidase foi avaliada utilizando-se o kit Senescence [3-Galactosidase Staining Kit
(Cell Signaling Technology). A execugdo do protocolo seguiu as instrugbes
recomendadas pelo fabricante com algumas adaptagdes: as células foram fixadas
com 150uL de solucédo fixadora/permeabilizante por 15 minutos em temperatura
ambiente e, em seguida, lavadas com solugdo de PBS. Posteriormente, foram
adicionados 150pL de solugdo corante a base de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-
D-galactopiranosideo) por pogo e as placas foram envolvidas internamente com papel
filme e externamente com laminado e mantidas em incubadora a 37°C com 5% CO2
overnight. Finalizado o tempo de coloragao, as células foram observadas e foram
realizadas fotografadas em cada pogo (regido central da placa) sempre com o0 mesmo
aumento, utilizando microscopio de luz invertido com contraste de fase Axio Observer
D1 (Zeiss). Em cada microfotografia, as células coradas em tom azul/verde foram

contadas 2 vezes, separadamente, por 2 operadores. A média das 4 contagens foi
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normalizada pela estimativa do numero total de células presente na imagem,

utilizando o programa /ImageJ (Wayne Rasband).

4.8.2. Ensaio de expressao génica

O ensaio de expressao génica foi realizado para verificar a expressao de genes
do ciclo celular (P21, P16 e CICLINA D1) e da inflamacéo (/IL1B e IL6) relacionados
com o0 processo de senescéncia. Para esse ensaio, células frescas ou congeladas
(passagem 5) foram semeadas em placas de 6 pogos (2x10° células/pogo) e
cultivadas em 2 mL de meio de cultura padrao por 3 dias. Posteriormente, as células
foram coletadas para extracdo do RNA total.

4.8.2.1. Extragao do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen) e
respeitando as recomendagdes do fabricante. Assim, nas placas de 6 pogos, 0 meio
de cultura foi removido, as células foram lavadas com solugdo PBS e, em seguida,
1 mL de TRIzol® foi adicionado em cada pogo. O conteudo foi homogeneizado,
coletado, transferido para tubos de 1,5 mL e estes foram armazenados em freezer a
-80°C.

Para dar prosseguimento a extragdo, as amostras foram descongeladas em
gelo, incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos e misturadas com 200 yL de
cloroformio (Sigma-Aldrich). O conteudo dos tubos foi homogeneizado em vortex,
mantido por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a 14000 rpm por 15
minutos a 4°C. Ao final desse processo, houve a separagao da amostra em 3 fases:
RNA, DNA e proteinas. A fase incolor superior, correspondente ao RNA total, foi
coletada e transferida para um novo tubo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 500 uL de
isopropanol (Sigma-Aldrich) para precipitacdo do RNA. As amostras permaneceram
em temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, foram centrifugadas a
14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Ao final da centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de RNA formado foi lavado com 1 mL de etanol 75% (v/v),
centrifugado a 9000 rpm por 5 minutos a 4°C, seco a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 minutos e ressuspendido em 30 yL de agua deionizada (milli-Q)
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estéril tratada com 0,1% (p/v) de dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma-Aldrich). As

amostras foram armazenadas em freezer a -80°C.

4.8.2.2. Quantificagdo e pureza do RNA total

O RNA total foi quantificado por meio de espectrofotometria em comprimento
de onda de 260 nm utilizando o aparelho NanoVue Plus (GE Healthcare Life
Sciences). A concentracdo foi representada em pg/yL e a pureza (grau de
contaminagdo por proteina) foi analisada por meio da razdo A260/A280, sendo

utilizadas, preferencialmente, as amostras cujo o valor da raz&o ficou entre 1,6 e 2,2.

4.8.2.3. Tratamento do RNA total com DNAse | e sintese do DNA complementar
(cDNA)

Para eliminar possiveis contaminagbes das amostras por DNA gendmico,
aliquotas de 0,4 ug de RNA total foram tratadas com 1 unidade/uL de DNAse | (Sigma-
Aldrich) em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a enzima foi inativada
por meio da adicdo de 1 uL de tampao de inativagao contendo 50 nM de EDTA (Sigma-
Aldrich) e pelo aquecimento das amostras a 70°C por 10 minutos. Depois do
tratamento com DNAse, foi realizada a transcri¢ao reversa das fitas simples de RNA
em DNA complementar (cDNA), utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e seguindo as instrugdes do
fabricante. Para isso, foram adicionados, nas amostras, 2 yL de primers de
sequéncias randdémicas, 0,8 pL de solugdo contendo nucleotideos (ANTP Mix), 3,2 yL
de agua milli-Q estéril tratada com 0,1% (v/v) de DEPC (Sigma-Aldrich) e 1 pL de
enzima transcriptase reversa MultiScribe™, resultando em um volume final de 20 pL.
Posteriormente, as amostras foram convertidas em termociclador (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) com o seguinte protocolo: 10 min a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos
a 85°C. Finalizada a conversdo, os cDNAs foram estocados em freezer a -20°C.
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4.8.2.4. Reagédo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

Para realizacao da qPCR, foi utilizado o kit PowerUp SYBR Green Master Mix
(Thermo Fischer Scientific) além dos pares de primers (todos fornecidos pelo IDT®,
Integrated DNA Technologies) para os genes P21 (CDKN1A), P16 (CDKNZ2A),
CICLINA D1, IL1B, IL6 e BETA ACTINA (ACTB; constitutivo e normalizador das
reagoes), descritos na tabela 5. Os desenhos de todos os primers foram obtidos a
partir do banco de primers PrimerBank (91) e testados in silica por meio da
comparagao com as sequéncias disponiveis no banco de dados n&o redundante do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) pelo programa Primer-BLAST.
A eficiéncia e a especificidade foram garantidas por validagdo através de curva de
diluicdo e curva de melting.

As reagdes foram preparadas em placas de 96 pogos (KASVI), contendo, em
cada poco, 4,1 uL de agua milli-Q estéril tratada com 0,1% (v/v) de DEPC.
(Sigma-Aldrich); 0,2 yuL (100 nM) de cada primer (forward e reverse); 5,0 yL de
PowerUp SYBR Green Master Mix e 0,5 uyL de cDNA. Uma reagao sem amostra de
cDNA (controle negativo) foi realizada para cada par de primers, a fim de se descartar
qualquer possibilidade de contaminacdo. As amostras foram amplificadas no
termociclador Applied Biosystems StepOnePlus™Real-Time PCR System seguindo o
protocolo de ciclagem fornecido pelo fabricante do kit: 50°C por 2 minutos
(atividade da enzima uracil-DNA (glicosilase), 95°C por 2 minutos
(ativacdo da enzima Dual-Lock® DNA polimerase), seguidos de 40 ciclos a 95°C por
15 segundos (desnaturagao) e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensdo). Ao final
da reagao, os dados foram obtidos com o programa Software StepOne v2.1 (Thermo
Fischer Scientific). A quantificacdo relativa dos genes de interesse foi realizada
utilizando o método de comparacao do Ct (cycle threshold, ou ciclo limiar) ou AACt
(92). Os valores de Ct obtidos para os genes de interesse foram normalizados em
funcdo do gene de referéncia (B-actina) subtraindo o Ct do gene de interesse pelo Ct
do gene da B-actina (ACt). Em seguida, o ACt das amostras foi subtraido pelo ACt da
amostra calibradora (grupo controle), obtendo-se o AACt. A expressao relativa dos
genes correspondeu ao resultado da férmula 2-24¢t (92). Os dados utilizados na
analise estatistica da expressao génica foram os valores de -ACt (93).



Tabela 4 - Relagao de primers utilizados na PCRq.
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. Tamanho do
Gene Sequéncia (5> 3’)
produto (pb)
F: TGTCCGTCAGAACCCATGC
P21 (CDKN1A) 139
R: AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC
F: ATGGAGCCTTCGGCTGACT
P16 (CDKN2A) 108
R: GTAACTATTCGGTGCGTTGGG
F: GCTGCGAAGTGGAAACCATC
CICLINA D1 135
R: CCTCCTTCTGCACACATTTGAA
1118 F: ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 132
R: GTCGGAGATTCGTAGCTGGA
L6 F: CCTGAACCTTCCAAAGATGGC 75
R: TTCACCAGGCAAGTCTCCTCA
F: TCACCCACACTGTGCCCATCTACG
BETA ACTINA 295
R: CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG

pb, pares de base.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas com

o programa GraphPad

versdo 6.0 para Mac. Para analise estatistica dos ensaios de coloracdo da beta-

galactosidade e de expressédo génica, utilizou-se os testes ndo paramétricos de

Wilcoxon pareado (2 grupos de comparagdo pareados), Mann-Whitney

(2 grupos de comparagao) ou Kruskal-Wallis seguido de comparagao multipla de Dunn

(3 grupos de comparacgao). O critério de significancia considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1.EFEITO DO CONGELAMENTO A -80°C SOBRE A PROLIFERACAO E
SENESCENCIA DE CELULAS PULPARES

5.1.1. Efeito do congelamento sobre a capacidade proliferativa

5.1.1.1. Culturas primarias controle

O congelamento em freezer a -80°C por menos de um ano parece nao interferir
nos tempos de dobra populacional nas passagens analisadas, ao menos para 2 (C2
e C3) das 4 culturas controle avaliadas (Tabela 6 e Figura 4). Analise estatistica das
culturas controle congeladas e frescas ndo demonstrou diferenga (p < 0,05). No
entanto, as culturas C1 e C4 tiveram tempos de dobra populacional variaveis ao longo
das passagens analisadas, independente do congelamento, ja que tanto as
populagdes frescas quanto congeladas apresentaram padréo de dobra heterogéneo
e distinto (Tabela 6 e Figura 4). Em relag&o as culturas C2 e C3, essas tiveram tempos
de dobra populacional similares entre os grupos congelado e fresco e também entre
elas (Tabela 6 e Figura 4). Assim, uma delas, a cultura C2, foi utilizada para avaliar o
efeito do congelamento por um periodo superior a 1 ano.

Tabela 5 - Tempo de dobra populacional (doubling time, DT), em dias, das culturas controle
fresca e congelada (por menos de um ano) nas passagens estudadas (3, 4, 5, 6 e 7).

CULTURAS PASSAGENS/DT (DIAS)
3 4 5 6 7

C1 FRESCA 5,83 5,70 6,75 10,68 3,71

C1 CONGELADA 6,65 7,00 5,58 7,43 11,19
(C2 FRESCA 2,59 2,73 3,27 4,23 4,45 ]
(C2 CONGELADA 2,93 3,35 4,42 3,42 3,55 )
(C3 FRESCA 2,48 2,78 3,56 3,92 3,57 |
(C3 CONGELADA 2,75 3,20 2,96 3,71 3,71 |

C4 FRESCA 3,44 3,68 3,69 9,99 5,35

C4 CONGELADA 4,84 4,56 23,91 4,38 11,97
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Figura 4 - Representacao grafica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relagao as
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) das culturas primarias controle frescas e congeladas por
menos de 1 ano (C1, C2, C3 e C4). N=1 para cada passagem celular.
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De forma semelhante, o congelamento por um periodo superior a 1 ano pareceu
nao interferir nos tempos de dobra da populacdo estudada. Os valores de DT bem
como o padrao ao longo das passagens avaliadas foram similares entre os grupos de
células congeladas e frescas (Tabela 7 e Figura 5).

Tabela 6 - Tempo de dobra populacional (doubling time, DT), em dias, da cultura controle C2
fresca e congelada (por mais de um ano) nas passagens estudadas (3, 4, 5, 6 e 7).

CULTURAS | PASSAGENS/DT (DIAS)
3 4 5 6 7
C2 FRESCA 2,59 2,73 3,27 4,23 4,45
C2 CONGELADA 2,86 3,40 3,44 3,87 3,69
C2
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Figura 5 - Representacao grafica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relagao as
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) da cultura primaria controle C2 fresca e congelada por mais
de 1 ano. N=1 para cada passagem celular.



46

5.1.1.2. Cultura primaria RNS1

O congelamento em freezer a -80°C por mais de um ano parace néo interferir
na capacidade proliferativa da cultura primaria sindrébmica RNS1. Os tempos de dobra
populacional nas passagens avaliadas foram similares entre os grupos de células
congeladas e frescas, exceto para passagem 7, na qual foi observado DT maior para
populacao fresca em relagao a congelada (Tabela 8 e Figura 6).

Tabela 7 - Tempo de dobra populacional (doubling time, DT), em dias, da cultura RNS1 fresca e
congelada (por mais de um ano) nas passagens estudadas (3, 4, 5, 6 e 7).

CULTURAS | PASSAGENS/DT (DIAS)
3 4 5 6 7
RNS1 FRESCA 2,67 2,75 3,07 3,71 7,72
RNS1 CONGELADA 2,62 3,18 3,27 3,81 4,62
RNS1
14-
—  12-
8
§ 10+
E 8- -o- Fresca
S 6 -#- Congelada
S
o 4+
S
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c || || || || ||
3 4 5 6 7
Passagens

Figura 6 - Representacdo grafica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relagao as
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) da cultura primaria RNS1 fresca e congelada por mais de 1
ano. N= 1 por passagem celular.
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5.1.2. Efeito do congelamento sobre a atividade enzimatica da beta-

galactosidase
5.1.2.1. Culturas primarias controle

O congelamento em freezer a -80°C por um periodo inferior a um ano parece
ndo interferir na atividade da beta-galactosidase nas passagens avaliadas (Figura 7).
Embora seja possivel observar uma maior porcentagem de células coradas no grupo
congelado, além de uma maior amplitude de valores, esses nao foram
estatisticamente significativos quando comparados com o grupo de células frescas
(Figura 7).

Fresca e congelada (<1 ano)

*7 P3 PS P7 M Fresca
40+ T  mCongelada
30-

% de células coradas

Passagens/Culturas

Figura 7 - Representagao grafica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade
da beta-galactosidase de 4 culturas primarias controle frescas e congeladas por menos de um
ano (C1, C2, C3 e C4). Culturas primarias nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24
pocos e, apos 3 dias, fixadas e coradas com solucdo corante a base de X-GAL para evidenciar em
azul/verde células com atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Apos coloragéo, a regido
central de cada pogo foi fotografada em microscépio de luz invertido com contraste de fase e o nimero
de células coradas presente na imagem foi normalizado pelo o nimero total de células estimado na
microfotografia. N=4 por grupo, por passagem celular. Dados apresentados como mediana e amplitude.
P > 0.05 por teste ndo paramétrico de Wilcoxon pareado.
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O efeito do congelamento a -80°C sobre o numero de células senescentes foi
avaliado também para um periodo superior a um ano, comparando o numero de
células com atividade aumentada da beta-galactosidase da cultura C2 congelada com
as culturas frescas relatadas (C1, C2, C3, C4). Nao houve diferenga estatistica entre

as culturas frescas e congelada (Figuras 8 e 9).

Fresca e congelada (> 1 ano)
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Figura 8 - Representagao grafica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade
da beta-galactosidase em culturas primarias controle frescas (C1, C2, C3 e C4) e congelada (C2)
por mais de um ano. Culturas primarias nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24
pocos e, apos 3 dias, fixadas e coradas com solucdo corante a base de X-GAL para evidenciar em
azul/verde células com atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Apos coloragéo, a regido
central de cada pogo foi fotografada em microscépio de luz invertido com contraste de fase e o nimero
de células coradas presente na imagem foi normalizado pelo o nimero total de células estimado na
microfotografia. N=4 por grupo, por passagem celular. Dados apresentados como mediana e amplitude.
P > 0.05 por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 9 - Microfotografias representativas, obtidas apds ensaio de atividade da beta-
galactosidase nas culturas primarias frescas (A, C e E) e congeladas (B, D e F) por mais de um
ano do controle C2. Ensaio realizado nas passagens 3 (A e B), 5 (C e D) e 7 (E e F). Células
senescentes aparecem coradas em tom azul/verde. As setas indicam células senescentes.
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5.1.2.2. Cultura primaria RNS1

O ensaio colorimétrico para atividade da beta-galactosidase mostrou que
cultura primaria sindrébmica RNS1 congelada por mais de um ano apresentou menor
porcentagem (p < 0,05) de células senescentes (coradas em azul/verde) na passagem
5 em relagao a cultura fresca (Figuras 10 e 11).

Fresca e congelada (> 1 ano)

15=- : :
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Figura 10 - Representacao grafica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade
da beta-galactosidase em cultura primaria RNS1 fresca e congelada por mais de um ano. Cultura
primaria RNS1 nas passagens 3, 5 e 7 foi semeada em placas de 24 pogos e, apds 3 dias, fixada e
corada com solugdo corante a base de X-GAL para evidenciar em azul/verde células com atividade
aumentada da enzima beta-galactosidase. Apods coloragdo, a regidao central de cada pogo foi
fotografada em microscopio de luz invertido com contraste de fase e o numero de células coradas
presente na imagem foi normalizado pelo o numero total de células estimado na microfotografia. N=4
por grupo, por passagem celular. Dados apresentados como mediana e amplitude. * P < 0,05 vs “fresca”
por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 11 - Microfotografias representativas, obtidas apoés ensaio de atividade da beta-
galactosidase nas culturas primarias frescas (A, C e E) e congeladas (B, D e F) por mais de um
ano da RNS1. Ensaio realizado nas passagens 3 (A e B), 5(C e D) e 7 (E e F). Células senescentes
aparecem coradas em tom azul/verde. As setas indicam células senescentes.
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5.1.3. Efeito do congelamento sobre a expressao de genes relacionados com a

senescéncia

5.1.3.1. Culturas primarias controle

A analise da expresséo relativa do RNA mensageiro dos genes P21 (CDKN1A),
CICLINA D1, IL1B e IL6 demonstrou ndo haver diferengas significativas entre os
grupos de células congeladas e frescas, na passagem 5, para os dois tempos de
congelamento avaliados, isso €&, inferior a um ano (Figura 12) e superior a um ano
(Figura 13). Os valores de Ct obtidos para P16 (CDKN2A) foram indeterminados.
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Figura 12 - Representacdo grafica da expressao relativa do RNA mensageiro dos genes P21,
CICLINA D1, IL1B e IL6 obtida por meio de ensaio RT-qPCR, realizado nas culturas controle
frescas e congeladas por menos de um ano (C1, C2, C3 e C4). Culturas primarias, na passagem 5,
foram semeadas em placas de 6 pocos, cultivadas por 3 dias e, apds, coletadas para extracdo do RNA
total seguida de RT-gPCR. N= 4 por grupo. Dados apresentados como mediana e amplitude da
expresséo relativa (222€T). P > 0,05 por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Figura 13 - Representacao grafica da expressao relativa do RNA mensageiro dos genes P21,
CICLINA D1, IL1B e IL6 obtida por meio de ensaio RT-qPCR, realizado nas culturas controle
frescas C1, C2, C3 e C4 e na cultura controle C2 congelada por mais de um ano. Culturas
primarias, na passagem 5, foram semeadas em placas de 6 pogos, cultivadas por 3 dias e, apos,
coletadas para extragao do RNA total seguida de RT-gPCR. N= 4 por grupo. Dados apresentados como
mediana e amplitude da expresséo relativa (2-22CT). P > 0,05 por teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.
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5.1.3.2. Cultura primaria RNS1

Semelhante as culturas controle, ndo houve diferenga estatistica entre a
expressao do RNA mensageiro de P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 do grupo
de células congeladas em relagdo ao grupo de células frescas (Figura 14).
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Figura 14 - Representacdo grafica da expressao relativa do RNA mensageiro dos genes P21,
CICLINA D1, IL1B e IL6 obtida por meio de ensaio RT-qPCR, realizado na cultura RNS1 fresca e
congelada por mais de um ano. Cultura primaria RNS1, na passagem 5, foi semeada em placas de
6 pogos, cultivada por 3 dias e, apds, coletada para extragdo do RNA total seguida de RT-gPCR. N=4
por grupo. Dados apresentados como mediana e amplitude da expressao relativa (222¢T). P > 0,05 por
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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5.2.COMPARACAO DA CAPACIDADE PROLIFERATIVA E SENESCENCIA DAS
CELULAS PULPARES CONGELADAS DE PACIENTES SAUDAVEIS E DE
PACIENTES COM SINDROME DE RAINE

5.2.1. Capacidade proliferativa

Culturas primarias de células sindrémicas RNS1 e RNS2 apresentaram padrao
proliferativo comparavel ao padrao de culturas controle (C2 e C5), nas passagens
avaliadas. Os tempos de dobra populacional, ao longo das passagens, das culturas
RNS foi semelhante aos das culturas controle (Tabela 9 e Figura 15).

Tabela 8 - Tempo de dobra populacional (doubling time, DT), em dias, das culturas controle e
RNS frescas e congeladas (por mais de um ano) nas passagens estudadas (3, 4, 5, 6 e 7).

CULTURAS | PASSAGENS/DT (DIAS)
3 4 5 6 7
C2 2,86 3,40 3,44 3,87 3,69
C5 4,44 3,27 3,00 3,27 3,75
RNS1 2,62 3,18 3,27 3,81 4,62
RNS2 3,09 2,97 3,30 3,52 3,45
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Figura 15 - Representacgao grafica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relagao as
passagens avaliadas (passagens 3, 4, 5, 6 e 7) das culturas controle (C2 e C5) e RNS (RNS1 e
RNS2). N=1 por passagem celular.
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5.2.2. Senescéncia

O ensaio de senescéncia por meio da mensuragao colorimétrica da atividade da
beta-galactosidase sugeriu diferencas entre o numero de células coradas nas
populagdes sindrdmicas e no controle. Em relagdo a cultura primaria RNS1, essa
apresentou uma porcentagem significativamente maior (p < 0,05) de células coradas
na passagem 7 quando comparadas com o grupo controle. Quanto a populagao
RNS2, um maior numero (p < 0,05) de células coradas pdde ser observado na
passagem 5 em relag&o ao grupo controle (Figuras 16 e 17). Na passagem 7, embora
a porcentagem de células coradas seja visualmente maior no grupo RNS2 em relagao
ao controle, essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa. Como n&o foi
possivel expandir o suficiente as culturas RNS2 e C5 para realizacdo do ensaio na
passagem 3, apenas as passagens 5 e 7 foram analisadas para essas culturas.
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Figura 16 - Representacao grafica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade
da beta-galactosidase em culturas controle (C2 na passagem 3 ou C2 e C5 em conjunto nas
passagens 5 e 7) e RNS (RNS1 e RNS2), nas passagens 3, 5 e 7. Culturas primarias RNS1, RNS2
e controles (C2 e C5), nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24 pogos e, apos 3 dias,
fixadas e coradas com solugdo corante a base de X-GAL para evidenciar em azul/verde células com
atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Apds coloragao, a regido central de cada pogo foi
fotografada em microscopio de luz invertido com contraste de fase e o numero de células coradas
presente na imagem foi normalizado pelo o nimero total de células estimado na microfotografia. N=4
por grupo, por passagem celular, com excegao do grupo controle nas passagens 5 e 7 (n=8). Dados
apresentados como mediana e amplitude. * P < 0,05 vs controle por teste ndo paramétrico Mann-
Whitney (passagem 3) ou Kruskal-Wallis seguido de comparagéao multipla de Dunn (passagens 5 e 7).
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Figura 17 - Microfotografias representativas, obtidas apés ensaio de atividade da beta-
galactosidase das culturas primarias controle C2 (A e B) e C5 (C e D) e das culturas primarias
RNS1 (E e F) e RNS2 (G e H). Ensaio realizado nas passagens 5 (A, C,Ee G)e 7 (B, D, F e H).
Células senescentes aparecem coradas em tom azul/verde. As setas indicam células senescentes.
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5.2.3. Expressao génica relacionada a senescéncia

A analise da expresséo relativa de genes relacionados com a senescéncia
demonstrou perfis diferentes entre as populagbes RNS1 e RNS2 na passagem 5. A
cultura primaria RNS1 apresentou uma reducao significativa (p < 0,05) da expresséao
de IL6 em relag&o ao grupo controle, nao havendo diferengas para os demais genes
analisados. Na cultura RNS2 houve uma expressao significativamente maior
(p < 0,05) dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1 e IL1B quando comparados com o
controle (Figura 18).
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Figura 18 - Representagao grafica da expressao relativa, na quinta passagem, dos genes P21,
CICLINA D1, IL1B e IL6 obtida por meio de ensaio RT-qPCR realizado nas culturas primarias
controle (C2 e C5), e RNS (RNS1 e RNS2). Culturas primarias RNS1, RNS2 e controles (C2 e C5), na
passagem 5, foram semeadas em placas de 6 pogos, cultivadas por 3 dias e, apds, coletadas para
extragdo do RNA total seguida de RT-gPCR. N= 4 para os grupos RNS1 e RNS2 e N=8 para o grupo
controle. Dados apresentados como mediana e amplitude da express&o relativa (222€T). * P < 0,05 vs
controle por teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de comparag¢ao multipla de Dunn.
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6. DISCUSSAO

A RNS é uma doenga genética rara caracterizada pela presengca de
osteoesclerose e anomalias craniofaciais, com a existéncia de dois fendtipos, um letal,
caracterizado pela morte perinatal, e outro ndo letal, com relatos de individuos que
alcangaram a idade adulta (1-3). Em 2015, Acevedo et al. relataram os casos de duas
familias brasileiras ndo relacionadas que apresentavam RNS nao letal. A analise
molecular identificou duas mutagdes recessivas nessas familias. Na primeira familia
(RNS1), os trés irm&os afetados apresentaram mutacdo em homozigose no sitio de
splicing do gene FAMZ20C, localizada entre os exons 1 e 2 (c.784+5G>C). Esses
individuos apresentavam fendétipo atenuado caracterizado por dismorfia facial leve,
problemas auditivos e alteragdes orodentarias como micrognatia, palato ogival, ma
oclusao, amelogénese imperfeita hipoplasica, dentina interglobular, além de abcessos
periapicais recorrentes. Na segunda familia (RNS2), nos dois irm&os irmaos afetados,
foi identificada mutagdo em homozigose no exon 9 do gene FAM20C, correspondendo
a regido de sitio catalitico (c.1487C>T; p.Pro496Leu). Eles apresentavam convulsées
recorrentes, baixa estatura, problemas respiratorios, raquitismo hipofosfatémico,
hipomineralizagdo dos ossos longos, problemas de visdo e anomalias craniofaciais
como craniosinostose, calcificagdes intracranianas, hipoplasia do tergco médio da face
e manifestagdes orodentarias como micrognatia, palato ogival, hiperplasia gengival,
dentes permanentes retidos, amelogénese imperfeita hipoplasica, defeitos na
formacao radicular e na mineralizagdo dentinaria, além de abcessos periapicais
recorrentes (4). As manifestagdes orodentarias descritas em pacientes com RNS
também foram descritas em camundongos nocaute para Fam20C com a presenga de
defeitos de formacdo e mineralizacdo do esmalte e dentina, além de processos
patoldgicos pulpares (18, 62).

Com o intuito de entender melhor as alteragées do complexo dentina polpa, no
ambito da dissertagdo de Mestrado de Cantarutti, em 2016, foi estabelecida cultura
primaria de um dos pacientes da familia RNS2, descrita por Acevedo et al., em 2015.
A caracterizagdo dessas células demonstrou redugdo da atividade metabdlica
mitocondrial, alteragbes no citoesqueleto, redugéo da capacidade migratéria celular e
reducao no potencial de mineralizagdo quando comparadas com células controle de

individuos saudaveis, sugerindo fenoétipo de células senescentes (4, 20). Esses
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resultados levantaram a pergunta em relacao ao efeito do método de congelamento
em freezer a -80°C usado no laboratorio. Estudos in vitro sugerem que as condi¢des
de criopreservagdo e descongelamento sdo estressores celulares que podem
promover a senescéncia, além disso, outros autores tém sugerido que oscilagdes de
temperatura durante a criopreservagao, que sao uma realidade em amostras
congeladas em freezeres -80°C, podem causar morte celular e alteragbes nas
propriedades biologicas das células em cultura (23-25, 94).

Portanto, o primeiro objetivo desse trabalho foi avaliar se as condigbes de
congelamento interferem na capacidade proliferativa e senescéncia de culturas
primarias. Para isso, foram estabelecidas 4 culturas primarias de células pulpares de
individuos saudaveis (C1-C4) e uma de paciente da familia RNS1, de acordo com o
protocolo previamente realizado no estudo de Cantarutti, 2016 (20).

A cultura celular vem sendo usada por muitos anos como ferramenta de estudo
de processos bioldgicos e representa um importante recurso para estudar e analisar
diversos comportamentos celulares. A respeito da polpa dentaria, o uso de cultura
primaria de células pulpares € amplo, sendo que, nos ultimos anos, tem se destacado
o estudo de células-tronco progenitoras da polpa. O estabelecimento de cultura
primaria de células pulpares permite a obtencdo de uma populagcdo celular
heterogénea que inclui fibroblastos, células de defesa, células mesenquimais
indiferenciadas e células vasculares e perivasculares (95, 96). Além disso, cultura
primaria de células da polpa sdo ferramentas Uteis para estudar as propriedades
bioldgicas intrinsecas das células que compdem o tecido pulpar, como a capacidade
proliferativa e o perfil de senescéncia (72, 75, 97).

As técnicas mais usadas para o estabelecimento de culturas primarias de
células pulpares séo a digestdo enzimatica e explante (98-110). A digestdo enzimatica
€ caracterizada pelo uso de uma enzima proteolitica com a finalidade de separar as
células de um tecido para posterior cultivo (109, 110).Ja a técnica por explante
consiste no uso de fragmentos de tecido fixados em placa de cultura de modo que
permita que os processos de migragao e proliferacdo acontegam, transferindo e
expandindo as células presentes no fragmento. Em relagcdo a técnica por explante,
estudos in vitro bovino e humano demonstraram que as culturas celulares de polpa
apresentam propriedades semelhantes as apresentadas no tecido pulpar in vivo,
sugerindo que a cultura celular possa ser uma ferramenta valida e adequada para o

estudo de condigdes fisiopatologicas relacionadas com o complexo dentina polpa (87,
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111-113). No presente estudo, a técnica por explante foi escolhida pela simplicidade
de execucgao e pelo baixo custo.

O ensaio de DT foi o método escolhido para avaliar a capacidade proliferativa
devido a simplicidade, baixo custo e possibilidade de acompanhamento progressivo
durante as passagens. Esse ensaio consiste no calculo estimado do tempo necessario
para determinada populagéo realizar uma dobra populacional (88). O calculo do DT é
importante para determinar a diminuicdo da capacidade proliferativa ligada a
senescéncia replicativa (90, 114). No presente estudo, quando comparados os valores
de DT entre culturas frescas e congeladas por menos de um ano, percebeu-se que
duas culturas (C1 e C4) apresentavam DTs variaveis ao longo das passagens,
enquanto outras duas (C2 e C3) apresentaram DTs similares. No entanto, quando
realizada analise estatistica entre as culturas frescas e congeladas, essas populag¢des
nao apresentaram diferenca significativa. Nao foi possivel encontrar na literatura
estudos que avaliassem os valores de DT em culturas primarias de células pulpares,
sendo apenas encontrados artigos relacionados a caracterizagdo de células-tronco
mesenquimais isoladas. No entanto, a partir de dados obtidos em um estudo de
caracterizacao de cultura primaria pulpar, foi possivel calcular a estimativa do DT, que
demonstrou, nessas células, DT entre 6,30 e 6,50 dias nas passagens 1 e 5 de cultivo
celular (115). Esses valores foram semelhantes apenas aos DTs da cultura C1, sendo
que todas as outras culturas apresentaram valores menores (entre 2,48 e 4,45 dias).
Quando comparados aos valores de DTs obtidos em estudos de caracterizagao de
células-tronco pulpares, esses descreveram valores de DT consideravelmente
menores (15-50 horas) (116). Esses dados sugerem que as culturas primarias
estabelecidas no presente estudo parecem apresentar dois padrbes distintos de
proliferagdo, um irregular e com valor de DT mais elevado e um que apresenta
crescimento linear, com valores de DT mais baixos, podendo esses padrdes estarem
relacionados com a heterogeneidade apresentada em cultura de células primarias.

Em seguida, foi realizada a comparacéo entre células frescas e congeladas por
mais de um ano tanto da cultura C2, que apresentou, no ensaio anterior, valores de
DT similares, quanto da cultura RNS1. As células frescas e congeladas de ambas as
culturas apresentaram valores de DT parecidos, com excecado da cultura RNS1 na
passagem 7. N&ao foram encontrados ensaios semelhantes na literatura, no entanto,
estudos sobre o efeito do congelamento utilizando freezer a -80°C e nitrogénio liquido
por até dois anos ndo demonstraram alteragbes nas propriedades biolégicas de
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células-tronco dentarias (117-120). Em concordancia com esses estudos, os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o congelamento por
aproximadamente um ano e meio nao interfere na capacidade proliferativa das células
estudadas. Porém, ao menos para as culturas primaria controle, estudos com mais
culturas sao necessarios para confirmar estatisticamente os resultados
demonstrados. A execucado de novos experimentos com as culturas RNS é limitada
pela raridade da sindrome e pelo fato de que as amostras de tecido pulpar apenas
podem ser coletadas no momento de uma extracao dentaria realizada por indicagao
terapéutica.

A senescéncia celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico da atividade
da enzima beta-galactosidase, a qual encontra-se em niveis aumentados nos
lisossomos de células senescentes (121). A maioria dos estudos de senescéncia
utilizam essa metodologia para ilustragao visual da senescéncia em culturas celulares,
outros estudos, porém, utilizam essa mesma metodologia para o calculo do numero
de células coradas, permitindo comparagcdo numérica entre as culturas estudadas. No
entanto, poucos sao os estudos que determinaram um valor para classificar as
culturas entre senescentes e ndo senescentes. Um desses estudos sugeriu, para
fibroblastos, o valor de 80% de células coradas como indicador de senescéncia em
cultura. (122). No presente estudo, as células das culturas frescas e congeladas (por
menos ou mais de um ano; controle e RNS) apresentaram numero de células coradas
inferior a 40% em todas as passagens analisadas. Além disso, ndo demonstraram
diferenca estatistica, com excegéo da cultura C2 congelada por mais de um ano, que
apresentou, na quinta passagem, menor quantidade de células coradas em
comparagao com o grupo fresco. Esses resultados sugerem que o congelamento n&o
tem efeito na senescéncia celular e que tanto as culturas frescas quanto congeladas,
nas passagens analisadas, nao apresentaram senescentes.

Duas vias de sinalizacdo principais estdo envolvidas no processo de
senescéncia celular: a via de p53/p21 e a pRB/p16. Na via p53/p21, a p53 € proteina
efetora que identifica os danos sofridos pelo DNA e ativa a expressao de p21. Danos
ao DNA também induzem, em algumas células, a ativagdo de p16. Tanto a p21 quanto
a p16 sao inibidores de ciclinas dependentes de kinases (CDKIs) e estao relacionadas
com vias de interrupgao do ciclo celular e, por consequéncia, senescéncia (66, 123).
Até o presente, ndo existe nenhum marcador especifico do estado senescente e os
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autores relatam que nem todas as células senescentes expressam todos os possiveis
marcadores de senescéncia (70).

Com o intuito de avaliar a expressdo de genes que codificam proteinas
relacionados a senescéncia, foi realizado, na passagem 5, ensaio expressao génica
por RT-gPCR dos genes P21 (CDKN1A), P16 (CDKN2A), CICLINA D1, IL1Be IL6. As
culturas frescas e congeladas (controle e RNS) deste estudo foram comparadas
quanto a expressao de P21(CDKN1A), nao apresentando diferenga significativa. Em
relagédo ao gene P16 (CDKNZ2A), nao foi possivel amplificar o cDNA correspondente
durante a fase de validacédo dos primers, impossibilitando a sua analise.

O gene CICLINA D1 codifica uma proteina importante para a progresséo do
ciclo celular de Go/G1 para fase S (124). Entretanto, estudos com células da
musculatura lisa vascular e fibroblastos demonstraram aumento da expressao de
CICLINA D1 e da proteina correspondente em células senescentes, sugerindo a
utilizacdo desses como possiveis biomarcadores de senescéncia replicativa (125,
126). Outro estudo, utilizando células epiteliais mamarias, sugeriu que a Ciclina D1
possivelmente esta relacionada com a supressdo de autofagia, podendo levar a
senescéncia celular (127). A avaliagao das culturas congeladas e frescas do controle
e RNS1 ndo demonstraram diferencga estatistica.

As citocinas inflamatorias IL1B e IL6 parecem estar envolvidas com o processo
de senescéncia celular. Estudos de microarray sugerem que fibroblastos senescentes
apresentam maior expresséo de /IL1B e IL6 (128-131). Estudo de senescéncia em
fibroblastos com estimulagéo pelo oncogene BRAFES? demonstrou papel importante
da IL6 na indugdo da senescéncia celular, mostrando que sua supressao permite a
reentrada das células no ciclo celular com consequente retomada da proliferacao
(130). No presente trabalho, quando analisados ambos os genes nas culturas frescas
e congeladas, nao foi observado diferenca estatistica significativa. Logo, todos os
resultados de expressdo génica sugerem que o congelamento a -80°C por
aproximadamente um ano e meio nao altera o perfil de senescéncia de culturas
primarias pulpares avaliadas na quinta passagem tanto de individuos saudaveis
quanto do individuo RNS1.

Considerando que os resultados mostraram nao haver diferenga na capacidade
proliferativa e senescéncia entre células frescas e congeladas (C1-4 ou C2 e RNS1),
foi levantada uma segunda pergunta em relagcdo ao efeito de mutagbes no gene
FAM20C sobre essas propriedades biolégicas. Para esse proposito, células
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congeladas (C2, C5, RNS1) e culturas previamente estabelecidas e congeladas por
Cantarutti (RNS2 e C5), em 2016, foram avaliadas na segunda parte desse estudo
(20).

O ensaio de DT, comparando as culturas controle e RNS, demonstrou valores
similares em todas as passagens analisadas. Porém, quando avaliados os dados do
ensaio colorimétrico da atividade da beta-galactosidase, a cultura RNS1, na
passagem 5, e RNS2, na passagem 7, apresentaram porcentagem significativamente
maior de células coradas em comparagdao com o controle. No entanto, todos os
valores apresentados pelas culturas estudadas nao ultrapassaram 15%, ndo sendo
consideradas, portanto, senescentes segundo o estudo de Itahana et al., em 2013
(122). Esses resultados sugerem que mesmo apresentando uma capacidade
proliferativa semelhante ao controle, as culturas RNS parecem ser mais suscetiveis a
senescéncia, principalmente nas passagens mais tardias. Entretanto, esses
resultados discordam de um estudo recente sobre células pulpares humanas
imortalizadas e nocaute para FAM20C, onde essas células, diferentemente do
encontrado no presente estudo, apresentaram reducao na proliferagcéo celular (132).

O ensaio de expressao génica foi realizado na quinta passagem para comparar
a expressao dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 das culturas RNS
com as culturas controle. Os resultados demonstraram expressé&o significativamente
maior de P21 (CDKN1A), CICLINA D1 e IL1B na cultura RNS2, em comparag&o com
o controle, e valores médios menores para IL6, porém sem diferenca estatistica. Em
relagao a cultura RNS1, essa ndo apresentou diferencga estatistica na expressao dos
genes estudados, em relacdo ao controle, exceto para o gene IL6, que foi
significativamente menor. Estudos de fungdo da proteina FAM20C identificaram a
atuacao dessa quinase em diversas proteinas secretadas, entre elas a IL6 (tagliabratti
2012 e 2015). Isso poderia estar de alguma forma associado aos resultados da
expressao de /L6 apresentados pelas culturas RNS que, apesar de apenas a RNS1
ter apresentado significancia estatistica, ambas culturas parecem apresentar menor
expressao desse gene, em comparagao com o controle. Os resultados de expressao
génica sugerem que, na quinta passagem, embora a cultura RNS2 ndo seja
senescente, ela apresenta sinais de expressdo aumentada de genes ligados a
senescéncia, concordando com os resultados apresentados pelo ensaio de coloragao
da beta-galactosidase referente a passagem 5. O fato de apenas a cultura RNS2 ter
apresentado diferenga estatistica em quatro dos genes estudados, pode estar
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associado a diferenca dos fendtipos apresentados pelos pacientes com RNS. O
paciente RNS2, diferentemente do RNS1, apresentava desregulagcdo dos niveis
séricos de fosfato, além de defeitos mais graves no complexo dentina-polpa.

Diante dos resultados apresentados, sugere-se estudo detalhado da expressao
génica e proteica relacionada as vias de senescéncia das quais participam as
proteinas P21, P16 e IL6 nas culturas de células pulpares dos pacientes com RNS, a
fim de melhor elucidar o impacto de muta¢gdes na FAM20C sobre o processo de
senescéncia celular, além de melhor compreender o efeito da FAM20C sobre a
expressdao génica de IL6, que apresentou menor expressdo nas culturas RNS
analisadas.

Este estudo apresentou algumas limitagcbes. A analise da capacidade
proliferativa nao permitiu, pelo desenho experimental e numero amostral, realizar teste
estatistico nas culturas congeladas por mais de um ano. Ademais, os dados obtidos
do ensaio colorimétrico da atividade da beta-galactosidase foram de apenas um
campo visual, correspondendo ao centro de cada poc¢o da placa de cultura, e a
realizagcdo da contagem de células totais foi utilizando o programa ImagedJ, que
apresenta precisdo limitada na contagem de células fusiformes e sobrepostas, como
no caso dos fibroblastos pulpares. Em relagdo ao ensaio de expresséo génica, foram
obtidas replicatas biolégicas de apenas duas culturas de individuos saudaveis
congeladas por mais de um ano. O aumento do numero de culturas comparaveis no
grupo de individuos saudaveis poderia melhor representar a variagdo natural da
expressao dos marcadores analisados.
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7. SINTESE DOS RESULTADOS

Quanto ao efeito do congelamento a -80°C em células pulpares humanas de

pacientes saudaveis e com RNS:

A avaliagdo do DT demonstrou, em células controle congeladas por menos de um
ano, valores similares em todas as passagens analisadas (3-7) para duas (C2 e
C3) das quatro culturas estudadas, em comparagdo com as culturas frescas,
porém, também apresentou DT variavel, com padrédo heterogéneo e distinto, para
duas culturas controle congeladas e frescas (C1 e C4; congelado e fresco). A
avaliagdo do DT em culturas congeladas RNS (RNS1) ou controle (C2) por mais
de um ano apresentou valores similares em todas as passagens analisadas (3-7)
em comparagao com as culturas frescas.

A avaliagdo da porcentagem de células coradas por meio do ensaio da atividade
da beta-galactosidase nas culturas frescas e congeladas (C1-4 e RNS1; <e > 1
ano) nao demonstrou diferenga em todas as passagens avaliadas (3, 5 e 7), com
excegao da cultura RNS1 na passagem 5, que apresentou, na cultura congelada
(> 1 ano), menor porcentagem de células senescentes;

A avaliagado da expresséo dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 em
culturas de células pulpares frescas e congeladas (C1-4 e RNS1) ndo demonstrou
diferenca.

Quanto a comparagao das culturas congeladas (> 1 ano) de cultura primaria de

células pulpares humanas com RNS (RNS1 e RNS2) e de individuos saudaveis
(C2 e C5):

As culturas RNS apresentaram valores de DT similares aos valores dos controles;
As culturas RNS1 (passagem 7) e RNS2 (passagem 5) apresentaram maior
porcentagem de células coradas para atividade da beta-galactosidase, em relagéo
ao controle;

A cultura primaria RNS2 apresentou, na passagem 5, maior expressao de P21,
CICLINA D1, IL1B e a cultura primaria RNS1 apresentou menor expressao de

IL6, ambas em comparagao com o controle.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que:

O congelamento em freezer a -80°C por mais de um ano n&o altera as
propriedades biologicas relacionadas a capacidade proliferativa e senescéncia das
células de individuos saudaveis e com RNS.

Culturas primarias de células pulpares (RNS2) de paciente com sindrome de Raine
por mutagdo no FAM20C (c.1487C>T ; p.Pro496Leu) apresentaram alteragado no
processo de senescéncia, com mudancga no perfil de expressao génica de genes
relacionados a senescéncia, porém sem comprometimento da capacidade

proliferativa.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) senhor (a) estda sendo convidado(a) a participar da pesquisa
“Caracterizagado de cultura primaria de células pulpares, gengivais e/ou da papila
dentaria apical de pacientes com mutagées nos genes FAM20A e FAM20C”. O
objetivo desta pesquisa é compreender melhor a causa das alteragbes dos dentes e
da gengiva que acontecem em pacientes com essas mutagdes genéticas. O(a)
senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e durante a pesquisa
e lhe garantimos que seu nome n&o aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo
através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

Sua participagdo sera por meio da doagdo de dente(s) com indicagado de
extracdo e/ou de fragmentos de gengiva, sabendo que o(s) procedimento(s) de
extracdo do dente e/ou coleta da gengiva serao realizados por indicagao terapéutica,
para melhoria da sua saude, como documentado em seu prontuario. Apés conclusao
dos experimentos, as células desses dentes e das gengivas serao guardadas e, caso
sejam utilizadas em uma pesquisa futura relacionada a este estudo, o(a) senhor(a)
sera contatado para nova autorizacdo. A parte dos dentes que nao for utilizada na
pesquisa sera descartada.

Nao havera pagamento por sua colaboragao. O(a) senhor(a) também néao tera
nenhum custo com a participagdo, mas caso haja alguma despesa diretamente
relacionada ao projeto de pesquisa, esta sera coberta pelo pesquisador responsavel.
O(a) senhor(a) pode se negar a responder qualquer questdo que l|he traga
constrangimento ou se recusar a participar de qualquer procedimento, podendo
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para
o(a) senhor(a).

As informacdes geradas pelo projeto de pesquisa serdo usadas para compreender as
alteracbes dentarias e gengivais que ocorrem na sindrome e, desta forma, sua
participagdo é muito importante para ajudar a melhorar o tratamento e a qualidade de
vida de pacientes com essa alteracdo genética. Esta pesquisa n&do oferece riscos ao
(a) senhor (a). Se o(a) senhor(a) sente qualquer sofrimento emocional devido ao
conceito de doacdo de uma amostra, nés estamos disponiveis para conversar com
o(a) senhor(a), respondendo as suas perguntas, e esclarecendo

Rubrica do participante: Rubrica do pesquisador:
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qualquer aspecto da pesquisa. Caso o(a) senhor(a) sofra dano decorrente da
participagdo na pesquisa, recebera assisténcia imediata e integral pelo tempo
necessario, bem como indenizagao, de acordo com as resolugdes vigentes no Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia,
podendo ser publicados e/ou apresentados posteriormente em eventos e/ou revistas
cientificas, sempre mantendo o sigilo de sua participacéo.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. O (a) senhor(a) tem total liberdade de pedir
esclarecimentos e, caso tenha qualquer duvida em relacdo a pesquisa e sempre que
desejar ter acesso aos resultados, por favor telefone para Dra. Ana Carolina Acevedo
Poppe na Universidade de Brasilia, telefone (61) 9854-9011, no horario de 08h as 12h
e 14h as 18h. Informagdes sobre a aprovacio desta pesquisa podem ser obtidas no
Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos (CEP-FM/UnB) pelo telefone
(61) 3107-1918.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o(a) senhor(a).

Eu, ,
autorizo a doagdo de meu(s) dente(s) e/ou fragmento de gengiva para pesquisa

“Caracterizagcado de cultura primaria de células pulpares, gengivais e/ou da papila
dentaria apical de pacientes com mutag¢des nos genes FAM20A e FAM20C”, ciente
de que os procedimentos de extragdo do dente e/ou coleta da gengiva seréo
realizados por indicagdo terapéutica, como documentado em meu prontuario.
Concordo com todos os itens abordados no termo de consentimento livre e

esclarecido.

Assinatura do doador ou responsavel — RG no:

Assinatura do pesquisador responsavel — RG no

Brasilia, de de
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ANEXO A - PARECER DE APROVAGAO DO CEP/FM — UnB (967.387/2015)

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - @%,"W“o,. e
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagcao de cultura priméaria de células pulpares, gengivais e/ou da papila
dentaria apical de pacientes com mutagées nos genes FAM20A e FAM20C

Pesquisador: Ana Carolina Acevedo Poppe

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 34149814.1.0000.5558

Instituicao Proponente:

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 967.387
Data da Relatoria: 27/01/2015

Apresentacao do Projeto:

Mutagbes no gene FAM20A causam as sindromes de Amelogénese Imperfeita e nefrocalcinose (Enamel
Renal Syndrome, ERS) e Amelogénese

Imperfeita e fibromatose gengival. Os achados clinicos incluem nefrocalcinose bilateral, retencao de
deciduos, hiperplasia gengival, calcificagoes

pulpares e dentes deciduos e permanentes com amelogénese imperfeita. Exames histolégicos de foliculos
pericoronarios mostraram

ectomesénquima odontogénico hiperplasico com calcificagdes displasicas e ilhas de epitélio odontogénico.
Ja as mutagdes em homozigose ou

heterozigose no geneFAM20C estao associadas a sindrome de Raine, uma displasia osteoesclerética
neonatal de inicio precoce e agressivo, que

geralmente leva a morte ainda nas primeiras semanas de vida. Porém, relatos recentes tém descrito casos
de sobrevida até a idade adulta. Varias

manifestagoes bucais tém sido observadas nesses pacientes, em especial alteragdes gengivais, de esmalte,
dentina e formacgao radicular. Com a
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UF: DF Municipio: BRASILIA
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finalidade de melhor compreender tais alteragoes, este estudo tem como objetivo estabelecer culturas
primarias de células pulpares, gengivais e da

papila apical de dentes de pacientes com mutagdes dos genes FAM20A e FAM20C e compara-las as
culturas primarias de células da polpa

dentaria, papila apical e da gengiva de pacientes nao sindrémicos (controle), para, assim, avaliar a
viabilidade, o potencial de migragao e

cicatrizagao celular, a capacidade de diferenciacdo osteogénica e odontogénica e a expressao dos genes
que codificam proteinas associadas ao

controle da biomineralizagdo em tecidos mineralizados e ndo mineralizados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar cultura primaria de células pulpares, gengivais e da papila apical de dentes permanentes de
pacientes com mutagao nos genes

FAM20A e FAM20C, atendidos na Clinica de Anomalias Dentarias, na Divisao de Odontologia do Hospital
Universitario de Brasilia, e compara-la a

cultura primaria de células de polpa dentaria, papila apical e gengiva de pacientes nado sindrémicos
(controle).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Como beneficio, espera-se que a pesquisa permita uma melhor compreensao das bases moleculares das
alteragdes dentarias e gengivais desses pacientes e os riscos inerentes ao procedimento cirdrgico da
extragcao dentaria € minimo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante que pode elucidar mecanismos das alteragdes dentarias e promover a qualidade de vida
para esses pacientes.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Os termos estao adequados.
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Recomendacoes:

nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Conforme parecer anterior, identificou-se as seguintes pendéncias:

1. Definicao da amostragem: a amostra sera composta por 20 pacientes;

2. Idade dos participantes: definida e explicitada no projeto de pesquisa: 13 a 28 anos;

3. Em havendo menores, definir e apresentar o termo de assentimento: termo foi apresentado, esta
adequado e encontra-se em anexo na plataforma Brasil.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

BRASILIA, 27 de Fevereiro de 2015

Assinado por:
Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto
(Coordenador)
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