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RESUMO 
 
 
A síndrome de Raine (RNS; OMIM #611061) é uma doença genética rara autossômica 

recessiva caracterizada pela presença de osteoesclerose e anomalias craniofaciais. 

Atualmente, sabe-se que existem dois fenótipos ligados a essa síndrome, um letal e 

outro não. Em relação aos casos não letais da RNS, foram descritas várias 

manifestações orodentárias. A RNS é causada por mutações recessivas no gene 

FAM20C, que codifica uma quinase envolvida em diferentes processos biológicos. 

Cantarutti, em 2016, realizou a caracterização in vitro de células pulpares de 

indivíduos com RNS não letal, sugerindo fenótipo ligado à senescência. Estudos têm 

sugerido que as condições de cultura e de criopreservação podem levar à 

senescência celular. O objetivo do trabalho foi, primeiramente, avaliar o efeito do 

congelamento a -80oC sobre a capacidade proliferativa e senescência de culturas 

primárias de células pulpares humanas de indivíduos saudáveis (controle) e com RNS 

não 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 realização 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 expressão gênica (p5; genes P21, CICLINA D1, IL1B e IL6). Em 

relação ao efeito do congelamento a -80oC, 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 variável 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 

relação às congeladas (> 1 ano). A porcentagem de células coradas pelo ensaio da 

atividade da beta-galactosidase não variou entre os grupos fresco e congelado para 

todas as populações estudadas, exceto para cultura RNS1 na p5, na qual se observou 

menor porcentagem de células coradas na população congelada (> 1 ano) em relação 

a fresca. A expressão dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 foi 

semelhante entre as populações frescas e congeladas. Em relação à comparação das 

culturas congeladas (> 1 ano) de RNS com as de indivíduos saudáveis (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 relação ao controle. A 

expressão de P21, CICLINA D1, IL1B na p5, comparada ao controle, foi maior na 

cultura RNS2 e de IL6 foi menor na cultura RNS1. Logo, o congelamento a -80oC por 

aproximadamente um ano e meio parece não afetar a capacidade proliferativa e 

senescência de células de indivíduos saudáveis e com RNS, porém, em relação ao 

controle, a cultura RNS2 estudada parece apresentar alterações no processo de 

senescência celular. 

 

Palavras-chave: Criopreservação; proliferação celular; polpa dentária; senescência; 

síndrome 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 -80oC 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 -80oC, 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 P21 (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 

p5 of P21 (CDKN1A), CYCLIN D1, IL1B, in comparison to the control, were higher in 



 

the RNS2 culture and the expression of IL6 was lower in the RNS1 culture. Concluding, 

the freezing at -80oC 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. INTRODUÇÃO 
 
 

A síndrome de Raine (RNS; OMIM #611061), relatada inicialmente por Raine 

em 1989, é uma doença genética rara, autossômica recessiva e caracterizada pela 

presença de osteoesclerose e anomalias craniofaciais (1). Atualmente, sabe-se que 

existem dois fenótipos ligados a essa síndrome, um letal, caracterizado pela morte 

perinatal, e outro não letal, com relatos de indivíduos que alcançaram a idade adulta 

(2, 3). Em relação aos casos não letais da RNS, foram descritas várias manifestações 

orodentais como hipoplasia maxilar, palato ogival, mordida aberta, amelogênese 

imperfeita hipoplásica, alterações na erupção dentária, defeitos na formação e 

mineralização dentinária e a presença de abcessos periapicais (4-11). A presença de 

raquitismo hipofosfatêmico também foi relatada em casos de RNS não letal (4, 5, 8, 

12). 

A RNS é causada por mutações recessivas no gene FAM20C, localizado no 

cromossomo 7, na região p22.3, e codifica a quinase FAM20C, que forma um 

complexo responsável por fosforilar a serina de proteínas secretadas com o motivo 

Ser-x-Glu (13). Entre as proteínas fosforiladas pela FAM20C, estão as small integrin-

binding ligand N-linked glycoprotein (SIBLINGs), uma família de fosfoproteínas 

importantes para o processo de biomineralização, com papel essencial na 

osteogênese e dentinogênese (14-17).  Em modelo de camundongo nocaute 

condicional, a inativação do gene Fam20c confirmou a presença de defeitos graves 

de formação e mineralização dentinária (18). Posteriormente, Tagliabratti et al., em 

2015, identificaram, em estudo in vitro, mais de 100 proteínas fosforiladas pela 

FAM20C, sendo proteínas envolvidas em diversos processos celulares, tais como 

migração, regeneração, cicatrização e resposta inflamatória (19). Cantarutti, em 2016, 

realizou a caracterização, in vitro, de células pulpares previamente congeladas de um 

indivíduo com RNS não letal (RNS2), que apresentava mutação em homozigose no 

gene FAM20C (c.1487C>T; p.Pro496Leu), e descreveu, nessas células, redução no 

potencial de mineralização, redução na capacidade migratória celular, alterações no 

citoesqueleto e redução na atividade metabólica mitocondrial, sugerindo fenótipo de 

células senescentes (20). 

A senescência pode ser promovida por condições de cultura inapropriadas, tais 

como material da placa de cultura, tipo de meio de cultura, concentração do soro e 
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concentração de oxigênio (21-23). Além disso, estudos in vitro realizados em 

fibroblastos dérmicos e em linhagem de células do epitélio pigmentar da retina 

sugerem que as condições de criopreservação e descongelamento também são 

estressores celulares que podem promover a senescência (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 -80oC sobre a proliferação e senescência de cultura primária de 

células pulpares humanas de indivíduos saudáveis e com RNS não letal e, 

posteriormente, comparar a capacidade proliferativa e senescência de culturas 

primárias de células pulpares congeladas de indivíduos saudáveis e de dois indivíduos 

com RNS não correlacionados, denominados, neste estudo, RNS1 (c.784+5G>C) e 

RNS2 (c.1487C>T; p.Pro496Leu). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1. BREVE DESCRIÇÃO DO ÓRGÃO DENTÁRIO 

 

Os dentes são órgãos anatomicamente divididos pela margem cervical em 

coroa e raiz dentária. A coroa corresponde a porção do dente visível na cavidade 

bucal, enquanto a raiz consiste na porção ancorada aos processos alveolares do 

complexo maxilomandibular, por meio do periodonto de inserção. A coroa do dente é 

formada pelo esmalte, que é um tecido mineralizado de origem epitelial, e pela dentina 

e polpa, com origem ectomesenquimal. (26). 

A dentina e a polpa, tecidos que compõem a maior parte do dente, se inter-

relacionam anatômica e funcionalmente, formando o complexo dentina polpa. Na 

coroa dentaria, o complexo dentina polpa é recoberto pelo esmalte e, na raiz, é 

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

 

 
Figura 1 – Representação esquemática das estruturas do dente e do periodonto de sustentação. 
Autoria própria. 
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2.2. COMPLEXO DENTINA POLPA 

 

O complexo dentina polpa se desenvolve durante o processo de odontogênese, 

a partir da papila dentária, tecido ectomesenquimal derivado das células da crista 

neural craniana (29, 30). Ao contrário do esmalte dentário, o complexo dentina polpa 

apresenta vitalidade, respondendo a estímulos externos e possuindo capacidade de 

reparo, que ocorre por meio da formação de dentina terciária (31, 32).   

 

2.3. POLPA DENTÁRIA 

 

A polpa dentária é um tecido conjuntivo frouxo presente na região central do 

dente e circundada por dentina. É um tecido altamente inervado e vascularizado que 

abriga, em sua periferia, células pós-mitóticas especializadas na secreção e 

mineralização da matriz dentinária, os odontoblastos (32, 33). Além dos 

odontoblastos, a polpa dentária é constituída por fibroblastos, células endoteliais, 

células neuronais, células do sistema imunológico, pericitos e células 

ectomesenquimais indiferenciadas (34, 35). 

 

2.4. DENTINA 

 

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado, acelular e avascular formado 

pelos odontoblastos, células especializadas do complexo dentina polpa e que 

controlam a secreção e mineralização de matriz extracelular dentinária. A dentina 

contém em quase toda sua extensão canalículos cilíndricos, denominados túbulos 

dentinários. Dentro desses estão localizados os prolongamentos citoplasmáticos dos 

odontoblastos, que conferem ao tecido dentinário sensibilidade e capacidade de 

resposta frente às agressões (27, 28).  

A dentina é composta por aproximadamente 10% de água, 20% de matéria 

orgânica, principalmente colágeno tipo I, e 70% de matéria inorgânica, na forma de 

cristais de hidroxiapatita (Ca5(PO4)3(OH)). Além do colágeno, a dentina apresenta 

outras proteínas, denominadas proteínas não-colagênicas, sendo principalmente 

formada por proteínas de duas famílias, as SLRPs (Small Leucine-Rich 

Proteoglycans) e as SIBLINGs (Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins), 

todas importantes na regulação da biomineralização, atuando como inibidoras, 
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promotoras ou estabilizadoras do crescimento dos cristais de hidroxiapatita. A 

sialoproteína dentinária (DSP) e fosfoproteína dentinária (DPP) são as principais 

proteínas pertencentes à família das SIBLINGs, que participam da regulação da 

mineralização dentinária (16). Outras proteínas importantes desse grupo são a 

osteopontina (OPN), potente inibidor da mineralização, e a fosfoproteína acídica da 

matriz dentinária 1 (DMP1), que também participa do processo de mineralização da 

matriz dentinária (14, 15).  

A dentina pode ser classificada em três tipos: dentina primária, secundária e 

terciária. A dentina primária é secretada por odontoblastos primários, durante o 

período de desenvolvimento do germe dentário, sendo, portanto, a primeira dentina a 

ser formada. A dentina secundária é a dentina secretada pelos odontoblastos após 

completa formação do dente, sendo depositada lentamente durante toda vida. A 

dentina terciária é entendida como uma resposta do organismo frente a um estímulo 

químico, físico ou de origem microbiana (36, 37). Ela é depositada pelos odontoblastos 

primários somente nas regiões que sofreram lesão ou, em caso de morte desses, sua 

deposição se dá por células similares a odontoblastos, que são derivadas de células-

tronco/progenitoras presentes no tecido pulpar. A dentina terciária tem a finalidade de 

diminuir a permeabilidade dentinária ou aumentar a distância da polpa em relação ao 

agente agressor, protegendo, assim, a vitalidade pulpar (38).  

Algumas desordens genéticas raras manifestam defeitos de formação da 

dentina. Esses defeitos podem ter origem em mutações de genes que codificam 

proteínas importantes da matriz, como o gene do colágeno, da sialoproteína ou da 

fosfoproteína dentinária, resultando em defeitos dentinários isolados ou associados a 

síndromes, tais como a osteogênese e dentinogênese imperfeita (39, 40). Outras 

desordens genéticas que apresentam alterações metabólicas sistêmicas, como a 

desregulação dos níveis de fosfato, também podem afetar o processo de 

biomineralização dentinária, como no caso do raquitismo hipofosfatêmico familiar (41). 

Recentemente, foram descritas alterações dentinárias e pulpares em duas famílias 

brasileiras com diagnóstico de síndrome de Raine (4). 
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2.5. SÍNDROME DE RAINE 

 

A síndrome de Raine (RNS; OMIM #259775) é uma displasia esquelética 

neonatal rara, com modo de herança autossômico recessivo, que tem como uma das 

principais características a presença 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 várias anomalias craniofaciais como 

microcefalia, fontanelas largas, exoftalmia proeminente, depressão da ponte nasal, 

atresia das coanas, hipoplasia do terço médio da face, implantação baixa das orelhas, 

micrognatia, lábio superior arqueado, fissura palatina e hiperplasia gengival. A 

paciente apresentava dificuldade respiratória logo após o nascimento que foi 

associada a hipoplasia pulmonar, falecendo aos 86 minutos de vida (1). Após o relato 

inicial de Raine, novos casos de RNS letal com alterações similares foram descritos, 

sendo a osteoesclerose, a exoftalmia e a hipoplasia do terço médio sempre presentes 

e, em todos esses casos, os neonatos acometidos morriam em questão de horas ou 

dias (9, 10, 42-51).  Porém, em 2009, Simpson et al. relataram, pela primeira vez, dois 

casos não relacionados, de crianças de 8 e 11 anos com RNS não letal (8). Até o 

presente, 18 casos de pacientes que sobreviveram a infância foram descritos (2-6, 11, 

52-54). Dentre esses casos de RNS não letal, também foi relatada a presença de 

raquitismo hipofosfatêmico (4, 5, 8, 12). 

Com o surgimento dos relatos de caso de RNS não letal, foi possível identificar 

novas características fenotípicas até então impossíveis de serem observadas nos 

primeiros dias de vida, como as manifestações orodentais. A respeito dessas, foram 

relatados hipoplasia maxilar, palato ogival, mordida aberta, amelogênese imperfeita 

hipoplásica, alterações na erupção dentária, defeitos globulares na dentina, desgastes 

dentários excessivos, alterações na câmara pulpar e a presença de abcessos 

periapicais (4-11). 

Em 2007, foi descrita a primeira mutação no gene FAM20C em paciente com 

RNS letal (10). Desde então, 24 outras mutações no gene FAM20C foram descritas 

na literatura, relacionadas tanto aos casos letais quanto aos não letais (2-8, 10, 11, 

53-55) (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Mutações no gene FAM20C descritas na literatura referentes à RNS 

Relatos de caso Classificação Mutação 

Simpson et al., 2007 Letal 

c.1603C >T (p.Arg535Trp) 

c.915-3C>G 

c.1121T>G (p.Leu374Arg) 

45, XY psudic (7;7) (p22;p22) 

c.1093G>A (p.Gly365Arg) 

c.1094G>A (p.Gly365Glu) 

c.1322-2A>G 

c.914+5G>C 

c.1404-1G>A 

Simpson et al., 2009 Não letal 

c.1309G>A (p.Asp437Asn) 

c.796G>A (p.Gly266Arg) 

c.796G>A (p.Gly266Arg) 

Kochar et al., 2010 Letal c.1630C>T (p.Arg544Trp) 

Fradin et al., 2011 Não letal c.940C>T (p.Pro314Ser) 

Rafaelsen et al., 2013 Não letal 
c.803C>T (p.Thr268Met) 

c.915C>A (p.Y305X) 

Ababneh et al., 2013 NR 
46,XY.arr [hg19] 

7p22.3 (36480- 523731) 

Takeyari et al., 2014 Não letal c.1222C>T (p.Arg408Trp) 

Acevedo et al., 2015 Não letal 
c.784+ 5G>C* (p.Trp202Cysfs*37) 

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 Não letal c.1228T>A (p.Ser410Thr) 

Rolvien et al., 2018 Não letal 
c.906C>A (Phe302Leu) 

c.952_956+ 30dup 
NR, não relatado 
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O gene FAM20C, identificado em vários mamíferos, com sequências altamente 

conservadas evolutivamente, é formado por 10 exons e está localizado no 

cromossomo 7, na região p22.3. Ele codifica a proteína FAM20C que faz parte de uma 

família 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, responsável por fosforilar a serina de proteínas secretadas que 

apresentam o motivo Ser-x-Glu (13). Essa proteína é responsável por fosforilar as 

SIBLINGs, fosfoproteínas importantes na regulação do processo de biomineralização 

óssea e dentinária, como a OPN e a DMP1. Mutações no gene FAM20C podem levar 

a tradução de proteínas não funcionais ou com comprometimento da atividade 

quinase. Em relação às mutações relatadas em casos de RNS não letal, estudo in 

vitro, de duas dessas mutações, demonstrou redução da eficiência de fosforilação da 

OPN pela proteína FAM20C codificada (17). Assim, o comprometimento da ação 

quinase da FAM20C pode estar associado com os defeitos de mineralização 

encontrados na RNS (15, 17). 

Outra proteína identificada como substrato da FAM20C é o fator de crescimento 

de fibroblastos 23 (FGF23). Sua fosforilação pela FAM20C resulta na inibição da 

glicosilação dessa proteína e consequente degradação pelo sistema ubiquitina-

proteassoma (19). O FGF23 é responsável por modular os níveis séricos de fosfato 

por meio da formação do complexo FGFR/FGF23/Klotho, que inibe a expressão de 

cotransportadores de sódio-fosfato 2a (NaPi-Iia), responsáveis pela reabsorção de 

fosfato pelos túbulos proximais renais (56, 57). Portanto, a presença de FGF23 induz 

aumento da excreção renal de fosfato. Níveis aumentados de FGF23 foram relatados 

em indivíduos com RNS que apresentavam raquitismo hipofosfatêmico, cuja 

manifestação consiste na mineralização deficiente da matriz osteoide do osso cortical 

e trabecular em função de níveis 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 inativação desse gene levava ao desenvolvimento de 

hipofosfatemia nesses animais, com o aumento dos níveis de FGF23, tanto séricos 

quanto ósseos. Eles também observaram redução da expressão de DMP1 (18). Além 

disso, Tagliabracci et al., em 2012, demonstraram, in vitro, que a FAM20C é 

responsável pela fosforilação de DMP1 (17). Acredita-se que a fosforilação da DMP1 

seja determinante para a secreção dessa proteína (58). A DMP1 parece estar 
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envolvida na regulação negativa da expressão de FGF23 e síndromes que afetam a 

DMP1, como a hipofosfatemia autossômica recessiva, demonstraram aumento dos 

níveis de FGF23 (59). Em camundongos nocaute, a inativação de Dmp1 resultou no 

aumento da expressão de Fgf23 e no desenvolvimento de hipofosfatemia (60). Porém, 

a participação da Dmp1 ainda não é bem compreendida, já que estudo da expressão 

de Dmp1 em camundongos nocaute para Fam20c demonstrou que mesmo 

aumentando a expressão de Dmp1 não foi possível impedir o aparecimento de 

defeitos ósseos e dentinários. Isso indicaria que, provavelmente, a redução de 

expressão de DMP1 pode não estar diretamente associada a esses defeitos (61). 

Nos dentes, estudos com camundongos nocaute para Fam20c demonstraram 

defeitos graves na dentina, esmalte e cemento. Em relação ao complexo dentina 

polpa, esses animais apresentavam câmaras pulpares alargadas, malformações de 

cúspides, raízes mal desenvolvidas, dentina hipoplásica e ausência de túbulos 

dentinários. Além disso, apresentavam baixa expressão de marcadores de 

diferenciação odontoblástica e ameloblástica (18, 62). Outro estudo com 

camundongos nocaute condicional para FAM20C em células que expressam 

colágeno demonstrou o desenvolvimento de doença periodontal com formação de 

bolsas e inflamação do ligamento periodontal (63). 

Em relação aos estudos in vitro, Cantarutti, em 2016, estabeleceu cultura 

primária de células pulpares de um paciente com RNS, apresentando mutação em 

homozigose no exon 9 do gene FAM20C (c.1487C>T), correspondendo, na proteína 

codificada, à região de sítio catalítico (p.Pro496Leu) (20). Esse paciente pertence a 

uma das famílias com pais consanguíneos relatada por Acevedo et al., em 2015 (4). 

A caracterização dessas células demonstrou redução da atividade metabólica 

mitocondrial, alterações no citoesqueleto, redução da capacidade migratória celular e 

redução no potencial de mineralização, quando comparadas com células controle de 

indivíduos saudáveis, sugerindo fenótipo de células senescentes (20). 
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2.6. SENESCÊNCIA 

 

A senescência celular é um mecanismo potente de supressão tumoral devido 

a interrupção do ciclo celular. Ela impede que células que sofreram estresse ou lesões 

graves no DNA se repliquem. Isso evita a propagação dos danos para as células 

filhas, protegendo-as de uma possível transformação maligna (64). A senescência 

também é um processo que limita a capacidade proliferativa das células, impedindo 

que uma célula consiga se dividir indefinidamente. No último caso, o processo é 

denominado de senescência replicativa, sendo controlado pela redução gradativa dos 

telômeros a cada replicação, gerando, ao final do processo, uma resposta ao dano no 

DNA (DDR) permanente (65). Dentre os estresses que podem induzir senescência 

celular, pode-se citar a disfunção telomérica, a deterioração mitocondrial, o estresse 

oxidativo, os danos graves e irreparáveis ao DNA, a ruptura da cromatina, a expressão 

de oncogenes e as moléculas envolvidas no processo inflamatório (66-68). 

Todas as células que apresentam capacidade de proliferar podem apresentar 

senescência, sendo geralmente encontradas em tecidos com alta capacidade de 

renovação ou que foram expostos a processos inflamatórios crônicos (69). As 

principais características de células senescentes são a interrupção permanente e 

irreversível da proliferação, o aumento do tamanho da célula, a expressão de beta 

galactosidase associada à senescência (AS-β-Gal) nos lisossomos e a possível 

presença de fenótipo específico, denominado fenótipo de secreção associada à 

senescência (SASP) (70).  

A medida que as células entram em senescência, algumas desenvolvem um 

fenótipo ligado a mudanças na expressão e na secreção de proteínas, denominado 

SASP. Essas células são responsáveis por produzir diversas moléculas: interleucinas, 

quimiocinas, fatores de crescimento, proteínas e componentes da matriz, muitas das 

quais estão associadas ao recrutamento do sistema imune (68). 

Em relação à cultura de células pulpares, há poucos estudos sobre 

senescência. Três desses estudos, utilizando células indiferenciadas da polpa, 

demonstraram o desenvolvimento de senescência replicativa após o esgotamento da 

capacidade proliferativa, com redução do potencial de diferenciação odontoblástico 

(71-73). Eles também demonstraram o desenvolvimento de senescência por indução 

com lipopolissacarídeo bacteriano, por meio da ativação da via NFκB, com células 

apresentando fibras de F-actina desordenadas e acumuladas próximas à região do 
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núcleo (71-73). Estudos com culturas pulpares heterogêneas demonstraram que as 

células senescentes apresentavam vários vacúolos autofágicos, além de diminuição 

da capacidade de diferenciação, tanto osteoblástica quanto odontoblástica, à medida 

que o processo de senescência celular evoluiu (74, 75). 

A senescência, segundo a literatura, parece estar associada à criopreservação. 

Estudo in vitro identificou, em fibroblastos dérmicos, mudanças estruturais no DNA 

associadas à criopreservação e ao descongelamento, apresentando colapso do garfo 

de replicação e quebra das duas fitas de DNA (24). Outro estudo, utilizando células 

do epitélio pigmentar da retina, demonstrou que o processo de criopreservação e 

descongelamento pode induzir a senescência celular, com o aumento de quebras de 

uma das fitas de DNA nas regiões teloméricas, acelerando o encurtamento dos 

telômeros (25). 

 

2.7. CRIOPRESERVAÇÃO 

 

A criopreservação consiste na preservação 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, são utilizados crioprotetores. Os crioprotetores são moléculas que 

aumentam a concentração de solutos na solução de congelamento, aumentando a 

taxa de sobrevivência celular (78). São considerados crioprotetores ideais os 

compostos que apresentam as seguintes características: alta solubilidade em água, 

capacidade de penetração nas células e baixa toxicidade que permita a sobrevivência 

celular em altas concentrações de crioprotetor (78). Entre os crioprotetores 

comumente utilizados, estão os permeáveis à membrana. Eles apresentam 

capacidade de entrar nas células, colaborando com a correção da osmolaridade. No 

grupo dos crioprotetores permeáveis à membrana, um dos principais compostos é o 

dimetilsulfóxido (DMSO), que se destaca pela baixo custo e relativa baixa toxicidade 

(79, 80).  

A criopreservação está intimamente relacionada com o processo de formação do 

gelo. Quando uma amostra, em solução aquosa, é congelada, existe o processo de 

nucleação dos cristais de gelo. Os cristais vão crescendo e se expandindo em 

tamanho, à medida que moléculas de água vão sendo incorporadas. O gelo formado 

é, basicamente, composto por água pura, e os solutos, que permanecem na fase 
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líquida, tornam a solução aquosa cada vez mais concentrada. Logo, as células 

presentes dentro da solução em congelamento vão sendo expostas a um meio cada 

vez mais hipertônico, o que leva à um desequilíbrio osmótico entre as células e o meio 

externo. Para manter o equilíbrio, existe um efluxo de água por parte das células, 

causando desidratação à 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 água dentro das células, a probabilidade de 

formação de cristais de gelo intracelulares é reduzida. A obtenção do equilíbrio 

osmótico das células depende de vários fatores, como a velocidade de congelamento, 

a permeabilidade celular à água e a proporção superfície/volume celular (81). 

Tão importante quanto o processo de congelamento é o processo de 

descongelamento. O comportamento dos pequenos cristais de gelo intracelular difere 

em casos de rápido 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 rápido, não existe tempo suficiente para 

permitir o crescimento dos mesmos, o que leva ao derretimento desses cristais (78). 

A associação entre a concentração dos crioprotetores e a velocidade de 

congelamento caracterizam os diferentes tipos de criopreservação. Sendo assim, 

existem basicamente dois principais tipos de criopreservação: A vitrificação e o 

congelamento lento convencional. O primeiro tipo, a vitrificação, consiste no uso de 

altas concentrações de crioprotetores (entre 40-60% p/v) em combinação com uma 

velocidade de congelamento alta, permitindo a transformação direta da água do 

estado líquido para o estado vítreo (84). Essa metodologia consiste no uso de 

temperaturas muito baixas, apresentando a vantagem de prevenir a formação de 

cristais de gelo intracelulares, o que possibilita uma maior taxa de sobrevivência 

celular. No entanto, essa técnica tem um maior potencial de contaminação e é mais 

difícil de ser executada do que o congelamento lento convencional (80). O segundo 

tipo, o congelamento lento convencional, consiste no uso de pequenas concentrações 

de crioprotetores aliado ao congelamento em baixas velocidades. A vantagem dessa 

metodologia consiste na facilidade e na baixa chance de contaminação da amostra 

durante o processo de congelamento. Porém, existe uma grande probabilidade de 

danos celulares causados pela formação de gelo intracelular (80). 
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Para realização da criopreservação por meio do congelamento lento 

convencional, podem ser utilizados freezeres a -80oC ou os equipamentos a base de 

nitrogênio líquido (-196°C), porém, recomenda-se o uso dos últimos nos casos de 

armazenamento prolongado das amostras, pelo fato desses dispositivos não sofrerem 

as variações de temperatura do freezer a -80oC, que precisa ser constantemente 

aberto para deposição ou retirada de amostras. Além disso, os equipamentos a base 

de nitrogênio líquido não dependem de energia, descartando, assim, o risco de perda 

das amostras em caso de instabilidade da rede elétrica (85). Porém, isso não descarta 

a possibilidade de uso de freezer a -80oC para armazenamento das amostras, 

existindo, na literatura, estudos que demonstraram sucesso em armazenar amostras 

por um longo período de tempo utilizando esses equipamentos (86). 

Sabendo que o freezer a -80oC é uma opção viável para o congelamento de 

células, permitindo o estoque e armazenamento de alíquotas para estudo futuro, 

porém, considerando que, segundo estudos in vitro, o congelamento estaria 

relacionado a danos no DNA responsáveis pela indução do processo de senescência 

celular, levantou-se a hipótese de que as alterações celulares sugestivas de 

senescência relatadas por Cantarutti, em 2016, em cultura primária de células da 

polpa dentária humana, poderiam estar relacionadas à criopreservação e ao 

descongelamento. 
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3. OBJETIVOS 
 
 
3.1. OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar e comparar a capacidade proliferativa e senescência de culturas 

primárias de células pulpares de indivíduos saudáveis e com RNS. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 

I. Primeiramente, avaliar o efeito do congelamento a -80oC sobre a proliferação e 

senescência de culturas primárias de células pulpares humanas de pacientes 

saudáveis e com RNS a fim de descartar a influência do mesmo sobre tais 

propriedades biológicas; 

II. Posteriormente, comparar a capacidade proliferativa e senescência de culturas 

primárias de células pulpares humanas congeladas de pacientes com RNS e de 

indivíduos saudáveis com o intuito de identificar alterações relacionadas à 

mutação do gene FAM20C; 

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 expressão relativa dos genes P21 (CDKN1A), P16 (CDKN2A), 

CICLINA D1, IL1B, IL6 na quinta passagem.  
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4. MÉTODOS 
 
 
4.1. ASPECTOS ÉTICOS 
 

A presente pesquisa teve aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília (CEP/FM – 

UnB), parecer 967.387/2015 (ANEXO A). Todos participantes foram informados sobre 

o objetivo da pesquisa, seus possíveis riscos, benefícios e aspectos éticos envolvidos 

e registraram seu consentimento por meio de assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A). 

 

4.2. PARTICIPANTES DA PESQUISA  

 

4.2.1. Indivíduos Saudáveis 

 

A fim de verificar o efeito da criopreservação sobre a proliferação e senescência 

e com o objetivo de estabelecer um grupo controle comparativo, polpas dentárias de 

indivíduos jovens (idade entre 20 e 25 anos), saudáveis e que não faziam uso de 

medicações foram obtidas de terceiros molares hígidos, extraídos por indicação 

cirúrgica. No total, foram utilizadas culturas primárias 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 Síndrome de Raine (RNS) 
 

Para avaliar a capacidade proliferativa e o perfil de senescência de células 

pulpares de pacientes com RNS, foram utilizadas culturas primárias de 2 indivíduos 

(RNS1 e RNS2) não correlacionados e portadores de diferentes mutações em 

homozigose no gene FAM20C. As polpas dentárias foram obtidas de dentes extraídos 

por razões terapêuticas na clínica de Atendimento a Pacientes Portadores de 

Anomalias Dentárias na Unidade de Saúde Bucal de Odontologia do Hospital 

Universitário de Brasília (HUB), Brasília, Brasil. As características dos participantes 
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(sexo; idade no momento da coleta; tipo de mutação) bem como o dente de origem e 

data da coleta encontram-se descritas na tabela 2.  

 
Tabela 2 - Informações sobre os pacientes com RNS 

Participante Sexo 
Idade 
(anos) 

Mutação Dente 
Data da 
coleta 

RNS1 Feminino 24 c.784+5G>C 

(sítio de splicing) 

38 18/05/2017 

RNS2 Masculino 13 c.1487C>T 

p.Pro496Leu 
47 27/01/2016 

 

4.3. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Dois desenhos experimentais foram idealizados e executados a fim de responder 

às duas perguntas formuladas no presente trabalho.  

Inicialmente, para avaliar se as condições de estocagem de células pulpares 

primárias poderiam alterar as propriedades biológicas de proliferação, levando à 

senescência celular, 4 culturas controle frescas e congeladas (C1, C2, C3, C4) e uma 

cultura RNS fresca e congelada (RNS1) foram utilizadas para realização dos 

experimentos. Para os experimentos com as culturas controle, células congeladas por 

um período menor que um ano (C1, C2, C3 e C4) foram comparadas com as suas 

respectivas populações frescas. Além disso, células congeladas por um período 

superior a um ano (C2) foram comparadas com as populações frescas (somente com 

a C2 ou com as 4 culturas frescas, C1, C2, C3 e C4). Já para os experimentos com a 

cultura RNS1, células congeladas apenas por período maior que um ano foram 

comparadas com a população fresca. 

Para execução do segundo objetivo proposto, alíquotas congeladas por um 

período superior a um ano das 2 culturas RNS (RNS1 e RNS2), foram comparadas 

com duas populações de células controle (C2 e C5), congeladas também por um 

período superior a 1 ano.   
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4.4. ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS PRIMÁRIAS 

 
Imediatamente após a extração, os dentes foram transferidos para tubos cônicos 

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 μg/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 Laboratório de Histopatologia Bucal da 

Faculdade de Ciências da Saúde (FS) da UnB para processamento da amostra. No 

laboratório, os dentes foram desinfetados com álcool 70% e os tecidos moles residuais 

foram removidos com curetas periodontais. Com o auxílio de fórceps, 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 é, a partir do cultivo de 

pequenos fragmentos de polpa dentária (87) (Figura 2).  Em capela de fluxo laminar, 

as polpas foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 

solução antibiótica-antimicótica (Gibco®, Invitrogen) e, então, seccionadas em 

pequenos fragmentos com a ajuda de duas lâminas de bisturi (Solidor®, Sizhou Kyuan 

Medical Apparatus Co. Ltd.). Os fragmentos foram transferidos para placas de cultura 

de 6 poços (KASVI) na quantidade de, no mínimo, 3 fragmentos por poço e, em 

seguida, fixados com lamínula de vidro previamente esterilizada. Por fim, foram 

adicionados 2 mL de meio de estabelecimento de cultura em cada poço e as placas 

foram mantidas em incubadora a 37oC, com 5% de CO2 e em ambiente umidificado 

para o crescimento celular, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 ou 4 dias. 

Atingida confluência de cerca de 90%, as células foram removidas das placas 

por meio da adição de solução de tripsina a 0,5 % (p/v; Sigma-Aldrich) e 10 mM de 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich) e subcultivadas (5x105 

células/placa) em placas de 100 mm (KASVI) contendo meio de cultura padrão, 

constituído por DMEM, 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina. Após completa expansão, as células foram novamente tripsinizadas e 

parte delas foi subcultivada para realização dos experimentos com as culturas frescas 

enquanto a outra parte foi criopreservada para posterior utilização. Cada processo de 

tripsinização e subcultura foi considerado uma passagem celular, sendo a “passagem 

0” definida como a de estabelecimento da cultura. 
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Figura 2 - Representação esquemática do estabelecimento de culturas primárias pela técnica de 
explante. Autoria própria. 

 

4.5. CRIOPRESERVAÇÃO 

 

As culturas foram congeladas (1 x 106 células/mL) na segunda passagem em 

solução de congelamento constituída por SFB e dimetilsulfóxido (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 -80oC overnight, a fim de proporcionar congelamento lento na taxa de 1°C/min. Após 

esse período, as amostras foram removidas do recipiente de congelamento e 

estocadas em caixas de armazenamento no freezer a -80°C até o momento de sua 

utilização. Os tempos de congelamento de cada cultura estão detalhados na          

tabela 4. 

 

4.6. DESCONGELAMENTO 

 
Para o descongelamento, as alíquotas de células foram removidas do freezer 

a -80°C e imediatamente transferidas para banho maria a 37°C. Após constatação 

visual do completo descongelamento (aproximadamente 2 minutos), a suspensão de 

células foi diluída em 5mL de meio de cultura padrão e, posteriormente, centrifugada 

a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi então descartado e as células foram 

ressuspendidas em meio de cultura padrão e semeadas em placas de cultura de 100 

mm para expansão e posterior realização dos experimentos. 
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Tabela 3 - informações sobre o tempo de congelamento de cada cultura 

Cultura 
Tempo de congelamento 

< 1 ano ≥ 1 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 -- 

C5 -- 1 ano e 4 meses 

RNS1 -- 1 ano 

RNS2 -- 1 ano e 8 meses 

 

4.7. AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE PROLIFERATIVA POR MEIO DA 

DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE DOBRA POPULACIONAL 

 
A capacidade proliferativa de cada cultura ao longo das passagens foi 

determinada por meio do cálculo do tempo de dobra populacional (doubling time, DT), 

que representa uma estimativa do tempo necessário para as células em cultura 

duplicarem sua população (88). Para isso, células frescas ou congeladas a partir da 

passagem 3 foram semeadas em placas de 100 mm (5 x 105 células/placa) e 

cultivadas em meio de cultura padrão por 6 a 8 dias, sendo o meio trocado a cada 2 

dias. Após atingido o estado de subconfluência, as células foram tripsinizadas, 

coletadas e quantificadas por meio da utilização de câmara de Neubauer e 

microscopia de luz invertida com contraste de fase. Em seguida, parte das células foi 

utilizada para execução dos demais experimentos e a outra parte foi novamente 

semeada em placas de 100 mm (5 x 105 células/placa). O protocolo de cultivo e 

contagem foi então sequencialmente repetido a cada passagem celular até que o 

número de células se tornasse um fator limitador para realização dos experimentos. 

A contagem obtida em cada passagem celular foi utilizada para determinação do DT, 

que foi calculado utilizando fórmula proposta por Roth, V., em 2006 (89): 

 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜	𝑑𝑒	𝑑𝑜𝑏𝑟𝑎	𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙	 = 1234çã7	×	9:; <
9:;(>7?>@?A34çã7	BC?4D)	F9:;(>7?>@?A34çã7	C?C>C4D)

 . 

O desenho experimental para determinação do DT a cada passagem celular bem 

como para realização dos demais experimentos encontra-se esquematizado na    

figura 3. 
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Figura 3 - Representação esquemática do desenho experimental do presente estudo. 

 

4.8. AVALIAÇÃO DA SENESCÊNCIA  

 

4.8.1. Ensaio colorimétrico da atividade da enzima beta-galactosidase  
 

O ensaio de coloração da beta-galactosidase foi realizado com intuito de 

confirmar a presença de células com acúmulo dessa enzima nos lisossomos, o que, 

segundo a literatura, é uma das características apresentadas por células senescentes 

(90). Para isso, células frescas ou congeladas, nas passagens 3, 5 e 7, foram 

semeadas em placas de 24 poços (15x103 células/poço) e cultivadas em 1 mL de meio 

de cultura padrão, por um período 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 β-Galactosidase Staining Kit 

(Cell Signaling Technology). A execução do protocolo seguiu as instruções 

recomendadas pelo fabricante com algumas adaptações: as células foram fixadas 

com 150µL de solução fixadora/permeabilizante por 15 minutos em temperatura 

ambiente e, em seguida, lavadas com solução de PBS.  Posteriormente, foram 

adicionados 150µL de solução corante a base de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-β-

D-galactopiranosídeo) por poço 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 coloração, as células foram observadas e foram 

realizadas fotografadas em cada poço (região central da placa) sempre com o mesmo 

aumento, utilizando microscópio 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 número total de células presente na imagem, 

utilizando o programa ImageJ (Wayne Rasband).  

 

4.8.2. Ensaio de expressão gênica 
 

O ensaio de expressão gênica foi realizado para verificar a expressão de genes 

do ciclo celular (P21, P16 e CICLINA D1) e da inflamação (IL1B e IL6) relacionados 

com o processo de senescência. Para esse ensaio, células frescas ou congeladas 

(passagem 5) foram semeadas em placas de 6 poços (2x105 células/poço) e 

cultivadas em 2 mL de meio de cultura padrão por 3 dias. Posteriormente, as células 

foram coletadas para extração do RNA total. 

 

4.8.2.1. Extração do RNA total 
 

O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen) e 

respeitando as recomendações do fabricante. Assim, nas placas de 6 poços, o meio 

de cultura foi removido, as células foram lavadas com solução PBS e, em seguida,     

1 mL de TRIzol® foi adicionado em cada poço. O conteúdo foi homogeneizado, 

coletado, transferido para tubos de 1,5 mL e estes foram armazenados em freezer a   

-80°C.  

Para dar prosseguimento a extração, as amostras foram descongeladas em 

gelo, incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos e misturadas com 200 µL de 

clorofórmio (Sigma-Aldrich). O conteúdo dos tubos foi homogeneizado em vórtex, 

mantido por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a 14000 rpm por 15 

minutos a 4°C. Ao final desse processo, houve a separação da amostra em 3 fases: 

RNA, DNA e proteínas. 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 µL de 

isopropanol (Sigma-Aldrich) para precipitação do RNA. As amostras permaneceram 

em temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, foram centrifugadas a   

14000 rpm por 15 minutos a 4oC. Ao final da centrifugação, 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 µL de água 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 -80oC. 

 

4.8.2.2. Quantificação 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 concentração foi representada em µg/µL e a pureza (grau de 

contaminação por proteína) foi analisada por meio da razão A260/A280, sendo 

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

 

4.8.2.3. Tratamento do RNA total com DNAse I e síntese do DNA complementar 

(cDNA) 

 

Para eliminar possíveis contaminações das amostras por DNA genômico, 

alíquotas de 0,4 µg de RNA total foram tratadas com 1 unidade/µL de DNAse I (Sigma-

Aldrich) em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a enzima foi inativada 

por meio da adição de 1 µL de tampão de inativação 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 transcrição 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 instruções do 

fabricante. Para isso, foram adicionados, nas amostras, 2 µL de primers de 

sequências randômicas, 0,8 µL de solução contendo nucleotídeos (dNTP Mix), 3,2 µL 

de água milli-Q estéril tratada com 0,1% (v/v) de DEPC (Sigma-Aldrich) e 1 µL de 

enzima transcriptase reversa MultiScribe™, resultando em um volume final de 20 µL. 

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 conversão, os cDNAs foram estocados em freezer a -20°C. 

 

 

 

 

 



 

 

41 

4.8.2.4. Reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) 

 

Para realização 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 (CDKN2A), 

CICLINA D1, IL1B, IL6 e BETA ACTINA (ACTB; constitutivo e normalizador das 

reações), descritos na tabela 5. Os desenhos de todos os primers foram obtidos a 

partir do banco de primers PrimerBank (91) e testados in sílica por meio da 

comparação com as sequências disponíveis no banco de dados não redundante do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) pelo programa Primer-BLAST. 

A eficiência e a especificidade foram garantidas por validação através de curva de 

diluição e curva de melting.  

As reações foram preparadas em placas de 96 poços (KASVI), contendo, em 

cada poço, 4,1 µL de água milli-Q estéril tratada com 0,1% (v/v) de DEPC.             

(Sigma-Aldrich); 0,2 µL (100 nM) de cada primer (forward e reverse); 5,0 µL de 

PowerUp SYBR Green Master Mix e 0,5 µL de cDNA. Uma reação sem amostra de 

cDNA (controle negativo) foi realizada para cada par de primers, a fim de se descartar 

qualquer possibilidade de contaminação. As amostras foram amplificadas no 

termociclador Applied Biosystems StepOnePlus™Real-Time PCR System seguindo o 

protocolo de ciclagem fornecido pelo fabricante do kit: 50oC por 2 minutos          

(atividade da enzima uracil-DNA glicosilase), 95oC por 2 minutos                            

(ativação da enzima Dual-Lock® DNA polimerase), seguidos de 40 ciclos a 95oC por 

15 segundos (desnaturação) e 60oC por 1 minuto (anelamento e extensão). Ao final 

da reação, os dados foram obtidos com o programa Software StepOne v2.1 (Thermo 

Fischer Scientific). A quantificação relativa dos genes de interesse foi realizada 

utilizando o método de comparação do Ct (cycle threshold, ou ciclo limiar) ou ΔΔCt 

(92). Os valores de Ct obtidos para os genes de interesse foram normalizados em 

função do gene de referência (β-actina) subtraindo o Ct do gene de interesse pelo Ct 

do gene da β-actina (ΔCt). Em seguida, o ΔCt das amostras foi subtraído pelo ΔCt da 

amostra calibradora (grupo controle), obtendo-se o ΔΔCt. A expressão relativa dos 

genes correspondeu ao resultado da fórmula 2-ΔΔCt (92). Os dados utilizados na 

análise estatística da expressão gênica foram os valores de -ΔCt (93). 
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Tabela 4 - Relação de primers utilizados na PCRq. 

Gene Sequência (5’-> 3’) 
Tamanho do 

produto (pb) 

P21 (CDKN1A) 
F: TGTCCGTCAGAACCCATGC 

R: AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC 
139 

P16 (CDKN2A) 
F: ATGGAGCCTTCGGCTGACT 

R: GTAACTATTCGGTGCGTTGGG 
108 

CICLINA D1 
F: GCTGCGAAGTGGAAACCATC 

R: CCTCCTTCTGCACACATTTGAA 
135 

IL1B 
F: ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 

R: GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 
132 

IL6 
F: CCTGAACCTTCCAAAGATGGC 

R: TTCACCAGGCAAGTCTCCTCA 
75 

BETA ACTINA 
F: TCACCCACACTGTGCCCATCTACG 

R: CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG 
295 

pb, pares de base.  

 

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o programa GraphPad 

versão 6.0 para Mac. Para análise estatística dos ensaios de coloração da beta-

galactosidade e de expressão gênica, utilizou-se os testes não paramétricos de 

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

(2 grupos de comparação) ou Kruskal-Wallis seguido de comparação múltipla de Dunn 

(3 grupos de comparação). O critério de significância considerado foi p < 0,05.   
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5. RESULTADOS 
 
5.1. EFEITO DO CONGELAMENTO A -80oC SOBRE A PROLIFERAÇÃO E 

SENESCÊNCIA DE CÉLULAS PULPARES 

 

5.1.1. Efeito do congelamento sobre a capacidade proliferativa 
 
5.1.1.1. Culturas primárias controle 

 

O congelamento em freezer a -80°C por menos de um ano parece não 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). Análise estatística das 

culturas controle congeladas e frescas não demonstrou diferença (p < 0,05).  No 

entanto, as culturas C1 e C4 tiveram tempos de dobra populacional variáveis ao longo 

das passagens analisadas, independente do congelamento, já que tanto as 

populações frescas quanto congeladas apresentaram padrão de dobra heterogêneo 

e distinto (Tabela 6 e Figura 4). Em relação 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 período 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 - Representação gráfica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relação às 
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) das culturas primárias 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 período superior a 1 ano pareceu 

não interferir nos tempos de dobra da população estudada. Os valores de DT bem 

como o padrão 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 

 
Figura 5 - Representação gráfica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relação às 
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) da cultura primária controle C2 fresca e congelada por mais 
de 1 ano. N=1 para cada passagem celular. 
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5.1.1.2. Cultura primária RNS1 

 

O congelamento em freezer a -80°C por mais de um ano parace não interferir 

na capacidade proliferativa da cultura primária sindrômica 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 

população fresca em relação 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 

 
Figura 6 - Representação gráfica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relação às 
passagens avaliadas (3, 4, 5, 6 e 7) da cultura primária 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 enzimática da beta-
galactosidase 

 

5.1.2.1. Culturas primárias controle 

 

O congelamento em freezer a -80°C por um período inferior a um ano parece 

não interferir na atividade da beta-galactosidase nas passagens avaliadas (Figura 7). 

Embora seja possível observar uma maior porcentagem de células coradas no grupo 

congelado, além de uma maior amplitude de valores, esses não foram 

estatisticamente significativos quando comparados com o grupo de células frescas 

(Figura 7).  

 

Figura 7 - Representação gráfica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade 
da beta-galactosidase de 4 culturas primárias controle frescas e congeladas por menos de um 
ano (C1, C2, C3 e C4). Culturas primárias nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24 
poços e, após 3 dias, fixadas e coradas com solução corante a base de X-GAL para evidenciar em 
azul/verde células com atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Após coloração, a região 
central de cada poço foi fotografada em microscópio de luz invertido com contraste de fase e o número 
de células coradas presente na imagem foi normalizado pelo o número total de células estimado na 
microfotografia. N=4 por grupo, por passagem celular. Dados apresentados como mediana e amplitude. 
P > 0.05 por teste não paramétrico de Wilcoxon pareado. 
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O efeito do congelamento a -80°C sobre o número de células senescentes foi 

avaliado também para um período superior a um ano, comparando o número de 

células com atividade aumentada da beta-galactosidase da cultura C2 congelada com 

as culturas frescas relatadas (C1, C2, C3, C4). Não houve diferença estatística entre 

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

 

 
Figura 8 - Representação gráfica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade 
da beta-galactosidase em culturas primárias controle frescas (C1, C2, C3 e C4) e congelada (C2) 
por mais de um ano. Culturas primárias nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24 
poços e, após 3 dias, fixadas e coradas com solução corante a base de X-GAL para evidenciar em 
azul/verde células com atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Após coloração, a região 
central de cada poço foi fotografada em microscópio de luz invertido com contraste de fase e o número 
de células coradas presente na imagem foi normalizado pelo o número total de células estimado na 
microfotografia. N=4 por grupo, por passagem celular. Dados apresentados como mediana e amplitude. 
P > 0.05 por teste não paramétrico de Mann-Whitney. 
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Figura 9 - Microfotografias representativas, obtidas após ensaio de atividade da beta-
galactosidase nas culturas primárias 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. 

 

 

 

 



 

 

50 

5.1.2.2. Cultura primária RNS1 

 
O ensaio colorimétrico para atividade da beta-galactosidase mostrou que 

cultura primária sindrômica RNS1 congelada por mais de um ano apresentou menor 

porcentagem (p < 0,05) de células senescentes (coradas em azul/verde) na passagem 

5 em relação a cultura fresca (Figuras 10 e 11).   

 

 
Figura 10 - Representação gráfica da porcentagem de células coradas pelo ensaio de atividade 
da beta-galactosidase em cultura primária RNS1 fresca e congelada por mais de um ano. Cultura 
primária RNS1 nas passagens 3, 5 e 7 foi semeada em placas de 24 poços e, após 3 dias, fixada e 
corada com solução corante a base de X-GAL para evidenciar em azul/verde células com atividade 
aumentada da enzima beta-galactosidase. Após coloração, a região central de cada poço foi 
fotografada em microscópio de luz invertido com contraste de fase e o número de células coradas 
presente na imagem foi normalizado pelo o número 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 não paramétrico de Mann-Whitney. 
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Figura 11 - Microfotografias representativas, obtidas após ensaio de atividade da beta-
galactosidase nas culturas primárias 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 expressão de genes relacionados com a 
senescência 

 

5.1.3.1. Culturas primárias controle 

 

A análise da expressão relativa do RNA mensageiro dos genes P21 (CDKN1A), 

CICLINA D1, IL1B e IL6 demonstrou não haver diferenças significativas entre os 

grupos de células congeladas e frescas, na passagem 5, para os dois tempos de 

congelamento avaliados, isso é, inferior a um ano (Figura 12) e superior a um ano 

(Figura 13).  Os valores de Ct obtidos para P16 (CDKN2A) foram indeterminados.  

 

 
Figura 12 - Representação gráfica da expressão 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 primárias, na passagem 5, 
foram semeadas em placas de 6 poços, cultivadas por 3 dias e, após, coletadas para extração do RNA 
total seguida de RT-qPCR. N= 4 por grupo. Dados apresentados como mediana e amplitude da 
expressão relativa (2-ΔΔCT). P > 0,05 por teste não paramétrico de Mann-Whitney. 
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Figura 13 - Representação gráfica da expressão 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 
primárias, na passagem 5, foram semeadas em placas de 6 poços, cultivadas por 3 dias e, após, 
coletadas para extração do RNA total seguida de RT-qPCR. N= 4 por grupo. Dados apresentados como 
mediana e amplitude da expressão relativa (2-ΔΔCT). P > 0,05 por teste não paramétrico de Mann-
Whitney. 
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5.1.3.2. Cultura primária RNS1 

 

Semelhante às culturas controle, não houve diferença estatística entre a 

expressão do RNA mensageiro de P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 do grupo 

de células congeladas em relação ao grupo de células frescas (Figura 14). 

 

 
Figura 14 - Representação gráfica da expressão 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 primária RNS1, na passagem 5, foi semeada em placas de 
6 poços, cultivada por 3 dias e, após, coletada para extração do RNA total seguida de RT-qPCR. N= 4 
por grupo. Dados apresentados como mediana e amplitude da expressão relativa (2-ΔΔCT). P > 0,05 por 
teste não paramétrico de Mann-Whitney. 
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5.2. COMPARAÇÃO DA CAPACIDADE PROLIFERATIVA E SENESCÊNCIA DAS 

CÉLULAS PULPARES CONGELADAS DE PACIENTES SAUDÁVEIS E DE 

PACIENTES COM SÍNDROME DE RAINE 

 

5.2.1. Capacidade proliferativa 
 

Culturas primárias de células sindrômicas RNS1 e RNS2 apresentaram padrão 

proliferativo comparável ao padrão 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 

 

 
Figura 15 - Representação gráfica do tempo de dobra populacional (DT; em dias) em relação às 
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. Senescência 
 

O ensaio de senescência por meio da mensuração colorimétrica da atividade da 

beta-galactosidase sugeriu diferenças entre o número de células coradas nas 

populações sindrômicas e no controle. Em relação a cultura primária RNS1, essa 

apresentou uma porcentagem significativamente maior (p < 0,05) de células coradas 

na passagem 7 quando comparadas com o grupo controle. Quanto a população 

RNS2, um maior número (p < 0,05) de células coradas pôde ser observado na 

passagem 5 em relação ao grupo controle (Figuras 16 e 17). Na passagem 7, embora 

a porcentagem de células coradas seja visualmente maior no grupo RNS2 em relação 

ao controle, essa diferença não foi estatisticamente significativa. Como não foi 

possível expandir o suficiente as culturas RNS2 e C5 para realização do ensaio na 

passagem 3, apenas as passagens 5 e 7 foram analisadas para essas culturas. 

 

 
Figura 16 - Representação gráfica 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 primárias RNS1, RNS2 
e controles (C2 e C5), nas passagens 3, 5 e 7 foram semeadas em placas de 24 poços e, após 3 dias, 
fixadas e coradas com solução corante a base de X-GAL para evidenciar em azul/verde células com 
atividade aumentada da enzima beta-galactosidase. Após coloração, a região central de cada poço foi 
fotografada em microscópio de luz invertido com contraste de fase e o número de células coradas 
presente na imagem foi normalizado pelo o número total de células estimado na microfotografia. N=4 
por grupo, por passagem celular, com exceção do grupo controle nas passagens 5 e 7 (n=8). Dados 
apresentados como mediana e amplitude. * P < 0,05 vs controle por teste não paramétrico Mann-
Whitney (passagem 3) ou Kruskal-Wallis seguido de comparação múltipla de Dunn (passagens 5 e 7). 
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Figura 17 - Microfotografias representativas, obtidas após ensaio de atividade da beta-
galactosidase das culturas primárias controle C2 (A e B) e C5 (C e D) e das culturas primárias 
RNS1 (E e F) e RNS2 (G e H). Ensaio realizado nas passagens 5 (A, C, E e 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. Expressão gênica relacionada à senescência 
 

A análise da expressão relativa de genes relacionados com a senescência 

demonstrou perfis diferentes entre as populações RNS1 e RNS2 na passagem 5. A 

cultura primária RNS1 apresentou uma redução significativa (p < 0,05) da expressão 

de IL6 em relação ao grupo controle, não havendo diferenças para os demais genes 

analisados. Na cultura RNS2 houve uma expressão significativamente maior                  

(p < 0,05) dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1 e IL1B quando comparados com o 

controle (Figura 18).  

 

Figura 18 - Representação gráfica da expressão relativa, na quinta passagem, dos genes P21, 
CICLINA D1, IL1B e IL6 obtida por meio de ensaio RT-qPCR realizado nas culturas primárias 
controle (C2 e C5), e RNS (RNS1 e RNS2). Culturas primárias RNS1, RNS2 e controles (C2 e C5), na 
passagem 5, foram semeadas em placas de 6 poços, cultivadas por 3 dias e, após, coletadas para 
extração do RNA total seguida de RT-qPCR. N= 4 para os grupos RNS1 e RNS2 e N=8 para o grupo 
controle. Dados apresentados como mediana e amplitude da expressão relativa (2-ΔΔCT). * P < 0,05 vs 
controle por teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de comparação múltipla de Dunn. 
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6. DISCUSSÃO 
 
 

A RNS é uma doença genética rara caracterizada pela presença de 

osteoesclerose e anomalias craniofaciais, com a existência de dois fenótipos, um letal, 

caracterizado pela morte perinatal, e outro não letal, com relatos de indivíduos que 

alcançaram a idade adulta (1-3). Em 2015, Acevedo et al. relataram os casos de duas 

famílias brasileiras não relacionadas que apresentavam RNS não letal. A análise 

molecular identificou duas mutações recessivas nessas famílias. Na primeira família 

(RNS1), os três irmãos afetados apresentaram mutação em homozigose no sítio de 

splicing do gene FAM20C, localizada entre os exons 1 e 2 (c.784+5G>C). Esses 

indivíduos apresentavam fenótipo atenuado caracterizado por dismorfia facial leve, 

problemas auditivos e alterações orodentárias como micrognatia, palato ogival, má 

oclusão, amelogênese imperfeita hipoplásica, dentina interglobular, além de abcessos 

periapicais recorrentes. Na segunda família (RNS2), nos dois irmãos irmãos afetados, 

foi identificada mutação em homozigose no exon 9 do gene FAM20C, correspondendo 

à região de sítio catalítico (c.1487C>T; p.Pro496Leu). Eles apresentavam convulsões 

recorrentes, baixa estatura, problemas respiratórios, raquitismo hipofosfatêmico, 

hipomineralização dos ossos longos, problemas de visão e anomalias craniofaciais 

como craniosinostose, calcificações intracranianas,  hipoplasia do terço médio da face 

e manifestações orodentárias como micrognatia, palato ogival, hiperplasia gengival, 

dentes permanentes retidos, amelogênese imperfeita hipoplásica, defeitos na 

formação radicular e na mineralização dentinária, além de abcessos periapicais 

recorrentes (4). As manifestações orodentárias descritas em pacientes com RNS 

também foram descritas em camundongos nocaute para Fam20C com a presença de 

defeitos de formação e mineralização do esmalte e dentina, além de processos 

patológicos pulpares (18, 62).  

Com o intuito de entender melhor as alterações do complexo dentina polpa, no 

âmbito da dissertação de Mestrado de Cantarutti, em 2016, foi estabelecida cultura 

primária de um dos pacientes da família RNS2, descrita por Acevedo et al., em 2015. 

A caracterização dessas células demonstrou redução da atividade metabólica 

mitocondrial, alterações no citoesqueleto, redução da capacidade migratória celular e 

redução no potencial de mineralização quando comparadas com células controle de 

indivíduos saudáveis, sugerindo fenótipo de células senescentes (4, 20). Esses 
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resultados levantaram a pergunta em relação ao efeito do método de congelamento 

em freezer a -80oC usado no laboratório. Estudos in vitro sugerem que as condições 

de criopreservação e descongelamento são estressores celulares que podem 

promover a senescência, além disso, outros autores têm sugerido que oscilações de 

temperatura durante a criopreservação, que são uma realidade em amostras 

congeladas em freezeres -80oC, podem causar morte celular e alterações nas 

propriedades biológicas das células em cultura (23-25, 94).  

Portanto, o primeiro objetivo desse trabalho foi avaliar se as condições de 

congelamento interferem na capacidade proliferativa e senescência de culturas 

primárias. Para isso, foram estabelecidas 4 culturas primárias de células pulpares de 

indivíduos saudáveis (C1-C4) e uma de paciente da família 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 biológicos e representa um importante recurso para estudar e analisar 

diversos comportamentos celulares. A respeito da polpa dentária, o uso de cultura 

primária de células pulpares é amplo, sendo que, nos últimos anos, tem se destacado 

o estudo de células-tronco progenitoras da polpa. O estabelecimento de cultura 

primária de células pulpares permite a obtenção de uma população celular 

heterogênea que inclui fibroblastos, células de defesa, células mesenquimais 

indiferenciadas e células vasculares e perivasculares (95, 96). Além disso, cultura 

primária de células da polpa são ferramentas úteis para estudar as propriedades 

biológicas intrínsecas das células que compõem o tecido pulpar, como a capacidade 

proliferativa e o perfil de senescência (72, 75, 97).  

As técnicas mais usadas para o estabelecimento de culturas primárias de 

células pulpares são a digestão enzimática e explante (98-110). A digestão enzimática 

é caracterizada pelo uso de uma enzima proteolítica com a finalidade de separar as 

células de um tecido para posterior cultivo (109, 110).Já a técnica por explante 

consiste no uso de fragmentos de tecido fixados em placa de cultura de modo que 

permita que os processos de migração e proliferação aconteçam, transferindo e 

expandindo as células presentes no fragmento. Em relação à técnica por explante, 

estudos in vitro bovino e humano demonstraram que as culturas celulares de polpa 

apresentam propriedades semelhantes às apresentadas no tecido pulpar in vivo, 

sugerindo que a cultura celular possa ser uma ferramenta válida e adequada para o 

estudo de condições fisiopatológicas 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 execução 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 cálculo estimado do tempo necessário 

para determinada população realizar uma dobra populacional (88). O cálculo do DT é 

importante para determinar a diminuição da capacidade proliferativa ligada à 

senescência 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 variáveis ao longo das passagens, 

enquanto outras duas (C2 e C3) apresentaram DTs similares. No entanto, quando 

realizada análise estatística entre as culturas frescas e congeladas, essas populações 

não apresentaram diferença significativa. Não foi possível encontrar na literatura 

estudos que avaliassem os valores de DT em culturas primárias de células pulpares, 

sendo apenas encontrados artigos relacionados à caracterização de células-tronco 

mesenquimais isoladas. No entanto, a partir de dados obtidos em um estudo de 

caracterização de cultura primária pulpar, foi possível 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 caracterização de 

células-tronco pulpares, esses descreveram valores de DT consideravelmente 

menores (15-50 horas) (116). Esses dados sugerem que as culturas primárias 

estabelecidas no presente estudo parecem apresentar dois padrões distintos de 

proliferação, um irregular e com valor de DT mais elevado e um que apresenta 

crescimento linear, com valores de DT mais baixos, podendo esses padrões estarem 

relacionados com a heterogeneidade apresentada em cultura de células primárias.  

Em seguida, foi realizada a comparação 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 exceção da cultura RNS1 na 

passagem 7. Não foram encontrados ensaios semelhantes na literatura, no entanto, 

estudos sobre o efeito do congelamento utilizando freezer a -80oC e nitrogênio líquido 

por até dois anos não demonstraram alterações nas propriedades biológicas de 
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células-tronco dentárias (117-120). Em concordância com esses estudos, os 

resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o congelamento por 

aproximadamente um ano e meio não interfere na capacidade proliferativa das células 

estudadas. Porém, ao menos para as culturas primária controle, estudos com mais 

culturas são necessários para confirmar estatisticamente os resultados 

demonstrados. A execução de novos experimentos com as culturas RNS é limitada 

pela raridade da síndrome e pelo fato de que as amostras de tecido pulpar apenas 

podem ser coletadas no momento de uma extração dentária realizada por indicação 

terapêutica. 

A senescência celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico da atividade 

da enzima beta-galactosidase, a qual encontra-se em níveis aumentados nos 

lisossomos de células senescentes (121). A maioria dos estudos de senescência 

utilizam essa metodologia para ilustração visual da senescência em culturas celulares, 

outros estudos, porém, utilizam essa mesma metodologia para o cálculo do número 

de células coradas, permitindo comparação numérica entre as culturas estudadas. No 

entanto, poucos são os estudos que determinaram um valor para classificar as 

culturas entre senescentes e não senescentes. Um desses estudos sugeriu, para 

fibroblastos, o valor de 80% de células coradas como indicador de senescência em 

cultura. (122). No presente estudo, as células das culturas frescas e congeladas (por 

menos ou mais de um ano; controle e RNS) apresentaram número de células coradas 

inferior à 40% em todas as passagens analisadas. Além disso, não demonstraram 

diferença estatística, com exceção da cultura C2 congelada por mais de um ano, que 

apresentou, na quinta passagem, menor quantidade de células coradas em 

comparação com o grupo fresco. Esses resultados sugerem que o congelamento não 

tem efeito na senescência celular e que tanto as culturas frescas quanto congeladas, 

nas passagens analisadas, não apresentaram senescentes. 

Duas vias de sinalização principais estão envolvidas no processo de 

senescência celular:  a via de p53/p21 e a pRB/p16. Na via p53/p21, a p53 é proteína 

efetora que identifica os danos sofridos pelo DNA e ativa a expressão de p21. Danos 

ao DNA também induzem, em algumas células, a ativação de p16. Tanto a p21 quanto 

a p16 são inibidores de ciclinas dependentes de kinases (CDKIs) e estão relacionadas 

com vias de interrupção do ciclo celular e, por consequência, senescência (66, 123). 

Até o presente, não existe nenhum marcador específico do estado senescente e os 
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autores relatam que nem todas as células senescentes expressam todos os possíveis 

marcadores de senescência (70). 

Com o intuito de avaliar a expressão de genes que codificam proteínas 

relacionados à senescência, foi realizado, na passagem 5, ensaio expressão gênica 

por RT-qPCR dos genes P21 (CDKN1A), P16 (CDKN2A), CICLINA D1, IL1B e IL6. As 

culturas frescas e congeladas (controle e RNS) deste estudo foram comparadas 

quanto à expressão de P21(CDKN1A), não apresentando diferença significativa. Em 

relação ao gene P16 (CDKN2A), não foi possível amplificar o cDNA correspondente 

durante a fase de validação dos primers, impossibilitando a sua análise.  

O gene CICLINA D1 codifica uma proteína importante para a progressão do 

ciclo celular de G0/G1 para fase S (124). Entretanto, estudos com células da 

musculatura lisa vascular e fibroblastos demonstraram aumento da expressão de 

CICLINA D1 e da proteína correspondente em células senescentes, sugerindo a 

utilização desses como possíveis biomarcadores de senescência replicativa (125, 

126). Outro estudo, utilizando células epiteliais mamárias, sugeriu que a Ciclina D1 

possivelmente está relacionada com a supressão de autofagia, podendo levar à 

senescência celular (127). A avaliação das culturas congeladas e frescas do controle 

e RNS1 não demonstraram diferença estatística. 

As citocinas inflamatórias IL1B e IL6 parecem estar envolvidas com o processo 

de senescência celular. Estudos de microarray sugerem que fibroblastos senescentes 

apresentam maior expressão de IL1B e IL6 (128-131). Estudo de senescência em 

fibroblastos com estimulação pelo oncogene BRAFE60 demonstrou papel importante 

da IL6 na indução da senescência celular, mostrando que sua supressão permite a 

reentrada das células no ciclo celular com consequente retomada da proliferação 

(130). No presente trabalho, quando analisados ambos os genes nas culturas frescas 

e congeladas, não foi observado diferença estatística significativa. Logo, todos os 

resultados de expressão gênica sugerem que o congelamento a -80oC por 

aproximadamente um ano e meio não altera o perfil de senescência de culturas 

primárias pulpares avaliadas na quinta passagem tanto de indivíduos saudáveis 

quanto do indivíduo RNS1. 

Considerando que os resultados mostraram não haver diferença na capacidade 

proliferativa e senescência entre células frescas e congeladas (C1-4 ou C2 e RNS1), 

foi levantada uma segunda pergunta em relação ao efeito de mutações no gene 

FAM20C sobre essas propriedades biológicas. Para esse propósito, células 



 

 

64 

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 comparação com o controle. No entanto, todos os 

valores apresentados pelas culturas estudadas não ultrapassaram 15%, não 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 suscetíveis a 

senescência, 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 redução na proliferação celular (132).   

O ensaio de expressão gênica foi realizado na quinta passagem para comparar 

a expressão dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 das culturas RNS 

com as culturas controle. Os resultados demonstraram expressão significativamente 

maior de P21 (CDKN1A), CICLINA D1 e IL1B na cultura RNS2, em comparação com 

o controle, e valores médios menores para IL6, porém sem diferença estatística. Em 

relação à cultura RNS1, essa não apresentou diferença estatística na expressão dos 

genes estudados, em relação ao controle, exceto para o gene IL6, que foi 

significativamente menor. Estudos de função da proteína FAM20C identificaram a 

atuação dessa quinase em diversas proteínas secretadas, entre elas a IL6 (tagliabratti 

2012 e 2015). Isso poderia estar de alguma forma associado aos resultados da 

expressão de IL6 apresentados pelas culturas RNS que, apesar de apenas a RNS1 

ter apresentado significância estatística, ambas culturas parecem apresentar menor 

expressão desse gene, em comparação com o controle. Os resultados de expressão 

gênica sugerem que, na quinta passagem, embora a cultura RNS2 não seja 

senescente, ela apresenta sinais de expressão aumentada de genes ligados à 

senescência, concordando com os resultados apresentados pelo ensaio de coloração 

da beta-galactosidase referente à passagem 5. O fato de apenas a cultura RNS2 ter 

apresentado diferença estatística em quatro dos genes estudados, pode estar 
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associado à diferença dos fenótipos apresentados pelos pacientes com RNS. O 

paciente RNS2, diferentemente do RNS1, apresentava desregulação dos níveis 

séricos de fosfato, além de defeitos mais graves no complexo dentina-polpa. 

Diante dos resultados apresentados, sugere-se estudo detalhado da expressão 

gênica e proteica relacionada às vias de senescência das quais participam as 

proteínas P21, P16 e IL6 nas culturas de células pulpares dos pacientes com RNS, a 

fim de melhor elucidar o impacto de mutações na FAM20C sobre o processo de 

senescência celular, além de melhor compreender o efeito da FAM20C sobre a 

expressão gênica de IL6, que apresentou menor expressão nas culturas RNS 

analisadas. 

Este estudo apresentou algumas limitações. A análise da capacidade 

proliferativa não permitiu, pelo desenho experimental e número amostral, realizar teste 

estatístico 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 poço da placa de cultura, e a 

realização da contagem de células totais foi utilizando o programa ImageJ, que 

apresenta precisão limitada na contagem de células fusiformes e sobrepostas, como 

no caso dos fibroblastos pulpares. Em relação ao ensaio de expressão gênica, foram 

obtidas replicatas biológicas de apenas duas culturas de indivíduos saudáveis 

congeladas por mais de um ano. O aumento do número de culturas comparáveis no 

grupo de indivíduos saudáveis poderia melhor representar a variação natural da 

expressão dos marcadores analisados.  
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7. SÍNTESE DOS RESULTADOS 
 

 

Quanto ao efeito do congelamento a -80oC em células pulpares humanas de 
pacientes saudáveis e com RNS: 

• A avaliação 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 comparação com as culturas frescas, 

porém, também apresentou DT variável, com padrão heterogêneo e distinto, para 

duas culturas controle congeladas e frescas (C1 e C4; congelado e fresco). A 

avaliação 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 comparação com as culturas frescas. 

• A avaliação 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) não demonstrou diferença em todas as passagens avaliadas (3, 5 e 7), com 

exceção da cultura RNS1 na passagem 5, que apresentou, na cultura congelada 

(> 1 ano), menor porcentagem de células senescentes; 

• A avaliação da expressão dos genes P21 (CDKN1A), CICLINA D1, IL1B e IL6 em 

culturas de células pulpares frescas e congeladas (C1-4 e RNS1) não demonstrou 

diferença. 

 

Quanto à comparação das culturas congeladas (> 1 ano) de cultura primária de 
células pulpares humanas com RNS (RNS1 e RNS2) e de indivíduos saudáveis 
(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 relação 

ao controle; 

• A cultura primária RNS2 apresentou, na passagem 5, maior expressão de P21, 

CICLINA D1, IL1B e a cultura primária RNS1 apresentou menor expressão de 

IL6, ambas em comparação com o controle.  
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8. CONCLUSÃO 
 

 

O presente estudo sugere que: 

 

• O congelamento em freezer a -80oC por mais de um ano não altera as 

propriedades biológicas relacionadas à capacidade proliferativa e senescência das 

células de indivíduos saudáveis e com RNS. 

• Culturas primárias de células pulpares (RNS2) de paciente com síndrome de Raine 

por mutação no FAM20C (c.1487C>T ; p.Pro496Leu) apresentaram alteração no 

processo de senescência, com mudança no perfil de expressão gênica de genes 

relacionados à senescência, porém sem comprometimento da capacidade 

proliferativa. 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 

O (a) senhor (a) está sendo convidado(a) a participar da pesquisa 

“Caracterização de cultura primária de células pulpares, gengivais e/ou da papila 

dentária apical de pacientes com mutações nos genes FAM20A e FAM20C”. O 

objetivo desta pesquisa é compreender melhor a causa das alterações dos dentes e 

da gengiva que acontecem em pacientes com essas mutações genéticas. O(a) 

senhor(a) receberá todos os esclarecimentos necessários antes e durante a pesquisa 

e lhe garantimos que seu nome não aparecerá, sendo mantido o mais rigoroso sigilo 

através da omissão total de quaisquer informações que permitam identificá-lo(a).  

Sua participação será por meio da doação de dente(s) com indicação de 

extração e/ou de fragmentos de gengiva, sabendo que o(s) procedimento(s) de 

extração do dente e/ou coleta da gengiva serão realizados por indicação terapêutica, 

para melhoria da sua saúde, como documentado em seu prontuário. Após conclusão 

dos experimentos, as células desses dentes e das gengivas serão guardadas e, caso 

sejam utilizadas em uma pesquisa futura relacionada a este estudo, o(a) senhor(a) 

será contatado para nova autorização. A parte dos dentes que não for utilizada na 

pesquisa será descartada.  

Não haverá pagamento por sua colaboração. O(a) senhor(a) também não terá 

nenhum custo com a participação, mas caso haja alguma despesa diretamente 

relacionada ao projeto de pesquisa, esta será coberta pelo pesquisador responsável. 

O(a) senhor(a) pode se negar a responder qualquer questão que lhe traga 

constrangimento ou se recusar a participar de qualquer procedimento, podendo 

desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuízo para 

o(a) senhor(a).  

As informações geradas pelo projeto de pesquisa serão usadas para compreender as 

alterações dentárias e gengivais que ocorrem na síndrome e, desta forma, sua 

participação é muito importante para ajudar a melhorar o tratamento e a qualidade de 

vida de pacientes com essa alteração genética. Esta pesquisa não oferece riscos ao 

(à) senhor (a). Se o(a) senhor(a) sente qualquer sofrimento emocional devido ao 

conceito de doação de uma amostra, nós estamos disponíveis para conversar com 

o(a) senhor(a), respondendo às 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 

participação na pesquisa, receberá assistência imediata e integral pelo tempo 

necessário, bem como indenização, de acordo com as resoluções vigentes no Brasil.  

Os resultados da pesquisa serão divulgados na Universidade de Brasília, 

podendo ser publicados e/ou apresentados posteriormente em eventos e/ou revistas 

científicas, sempre mantendo o sigilo de sua participação.  

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Brasília. O (a) senhor(a) tem total liberdade de pedir 

esclarecimentos e, caso tenha qualquer dúvida em relação à pesquisa e sempre que 

desejar ter acesso aos resultados, por favor telefone para Dra. Ana Carolina Acevedo 

Poppe na Universidade de Brasília, telefone (61) 9854-9011, no horário de 08h às 12h 

e 14h às 18h. Informações sobre a aprovação desta pesquisa podem ser obtidas no 

Comitê de Ética em Pesquisa com seres humanos (CEP-FM/UnB) pelo telefone        

(61) 3107-1918.  

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficará com o pesquisador 

responsável e a outra com o(a) senhor(a).  

Eu,___________________________________________________________, 

autorizo a doação de meu(s) dente(s) e/ou fragmento de gengiva para pesquisa 

“Caracterização de cultura primária de células pulpares, gengivais e/ou da papila 

dentária apical de pacientes com mutações nos genes FAM20A e FAM20C”, ciente 

de que os procedimentos de extração do dente e/ou coleta da gengiva serão 

realizados por indicação terapêutica, como documentado em meu prontuário. 

Concordo com todos os itens abordados no termo de consentimento livre e 

esclarecido.  

 

___________________________________________________________________ 

Assinatura do doador ou responsável – RG no:  

 

___________________________________________________________________ 

Assinatura do pesquisador responsável – RG no  

 

 

Brasília, ______de____________de__________.  
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ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DO CEP/FM – UnB (967.387/2015) 
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