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RESUMO

MOREIRA, Thais Fernanda. Caracterizacdo de cultura priméria
de células gengivais de pacientes com mutagcbes nos genes
FAM20A e FAM20C. 2018. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagédo em Odontologia) — Departamento de Odontologia da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

A familia de quinases denominada “family with sequence
similarity 20" compreende 3 proteinas (FAM20A, FAM20B e
FAM20C) dentre elas, as FAM20A e FAM20C que sao essenciais
no controle da biomineralizagdo. Mutagdes recessivas em seus
respectivos genes resultam nas sindromes conhecidas como
Sindrome de Raine (RNS; OMIM #259775) e Sindrome Esmalte-
Renal (ERS; OMIM #204690). A RNS, causada por muta¢des no
gene FAM20C é uma rara desordem hereditaria caracterizada
principalmente por esclerose @ssea generalizada, anomalias
craniofaciais e calcificagbes ectopicas. Além das alteragbes no
metabolismo @sseo, 0s pacientes que sobrevivem a infancia
apresentam amelogénese imperfeita, defeitos na mineralizagéo
da dentina, fibromatose gengival e calcificagdes ectdpicas
gengivais. A ERS, causada por mutacdes no gene FAM20A, é
caracterizada pela presenca de nefrocalcinose e manifestagcfes
bucais que incluem amelogénese imperfeita hipoplasica,
fiboromatose gengival, calcificacdes ectdpicas em gengiva e
polpa, hamartomas foliculares e defeitos da erup¢éo dentaria. A
fim de melhor compreender as alteragbes gengivais associadas
as duas sindromes, o objetivo desse estudo foi estabelecer e
caracterizar culturas primarias de fibroblastos gengivais de
pacientes com RNS e ERS. Foram estabelecidas culturas a partir
de tecidos gengivais pela técnica explant de pacientes com RNS,
ERS e individuos ndo sindrdmicos. A atividade metabdlica
mitocondrial, capacidade de cicatrizagdo e potencial de
mineralizagcdo foram analisados, respectivamente, por meio dos
ensaios de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), cicatrizacéo de ferida e coloracdo de nédulos de
mineralizacdo com vermelho de alizarina. No periodo de 48
horas, foi observado diferenca estatistica da atividade metabdlica
celular entre o controle e o grupo RNS1. Foram observadas
diferencas significativas na capacidade de migracdo entre as



culturas primarias RNS2 e as popula¢gbes controle. Em relagéo
ao potencial de mineralizagdo os grupos sindrébmicos mostraram
maior potencial quando comparados com as populacdes
controle. Novos estudos com essas populagfes que avaliem o
tempo de dobramento populacional e a expressdo génica das
culturas com maior potencial de mineralizagdo sdo necessarios
para uma melhor compreensao desses resultados.






ABSTRACT

MOREIRA, Thais Fernanda. Characterization of primary culture
of gengival cells of patients with mutations in FAM20A and
FAM20C genes. 2018. Undergraduate Course Final Monograph
(Undergraduate Course in Dentistry) — Department of Dentistry,
School of Health Sciences, University of Brasilia.

A family of kinases called "family with sequence
similarity 20" comprises 3 proteins (FAM20A, FAM20B and
FAM20C), amongst them FAM20A and FAM20C, are essential in
the control of biomineralization. Recessive mutations in their
genes result in syndromes known as Raine's Syndrome (RNS;
OMIM # 259775) and Enamel-Renal Syndrome (ERS; MIM #
204690). RNS, is a rare inherited disorder characterized primarily
by generalized bone sclerosis, craniofacial anomalies, and
ectopic calcifications. Beyond the alterations in bone metabolism,
patients who survive infancy exhibit amelogenesis imperfecta,
defects in dentin mineralization, gingival fiboromatosis, and ectopic
gingival calcifications. The ERS, caused by a mutations in the
FAM20A gene, is characterized by the presence of
nephrocalcinosis and pathonogmonic oral manifestations that
include  hypoplastic amelogenesis  imperfecta, gingival
fiboromatosis, ectopic calcifications in gingiva and dental pulp,
follicular hamartomas and defects of the dental eruption. In order
to better understand the development of ectopic calcifications in
non mineralized connective tissues in both syndromes, gingival
primary cell cultures were established using explant technique.
Mitochondrial metabolic activity, migration capacity and
mineralization potential were performed through the MTT assay
([3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide)],
wound healing assay and alizarin red staining of mineralization
nodules. The results showed a significant difference in cell
viability between RNS1 group and control after 48 hours.
Significant difference between groups was observed when
assessing migration capacity between the control group and
RNS2. Regarding the potential of mineralization the cells of
syndromic patients showed a higher mineralization potential when
compared with controls. Further studies that include population



doubling time and gene expression are necessary for a better
understanding of the results.
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RESuUmMO

Caracterizacdo de cultura priméria de células gengivais de
pacientes com mutagdes nos genes FAM20A e FAM20C

Resumo

A familia de quinases denominada “family with sequence
similarity 20" compreende 3 proteinas (FAM20A, FAM20B e
FAM20C) dentre elas, as FAM20A e FAM20C que sao essenciais
no controle da biomineralizacdo. Mutagbes recessivas em seus
respectivos genes resultam nas sindromes conhecidas como
Sindrome de Raine (RNS; OMIM #259775) e Sindrome Esmalte-
Renal (ERS; OMIM #204690). A RNS, causada por mutagdes no
gene FAM20C é uma rara desordem hereditaria caracterizada
principalmente por esclerose @ssea generalizada, anomalias
craniofaciais e calcificagbes ectopicas. Além das alteragbes no
metabolismo @sseo, 0s pacientes que sobrevivem a infancia
apresentam amelogénese imperfeita, defeitos na mineralizacéo
da dentina, fibromatose gengival e calcificacdes ectdpicas
gengivais. A ERS, causada por mutacdes no gene FAM20A, é
caracterizada pela presenca de nefrocalcinose e manifestactes
bucais que incluem amelogénese imperfeita hipoplasica,
fibromatose gengival, calcificacdes ectdpicas em gengiva e
polpa, hamartomas foliculares e defeitos da erupcao dentaria. A
fim de melhor compreender as alteragbes gengivais associadas
as duas sindromes, o objetivo desse estudo foi estabelecer e
caracterizar culturas primarias de fibroblastos gengivais de
pacientes com RNS e ERS. Foram estabelecidas culturas a partir
de tecidos gengivais pela técnica explant de pacientes com RNS,
ERS e individuos ndo sindromicos. A atividade metabdlica,
capacidade de cicatrizagdo e potencial de mineralizacdo foram
analisados, respectivamente, por meio dos ensaios de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio),
cicatrizacao de ferida e coloracdo de nédulos de mineralizacédo
com vermelho de alizarina. No periodo de 48 horas, foi
observado diferenca estatistica da atividade metabdlica celular
entre o controle e o grupo RNS1. Foram observadas diferencas
significativas na capacidade de migracdo entre as culturas
primarias RNS2 e as populacdes controle. Em relacdo ao
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potencial de mineralizacdo os grupos sindrébmicos mostraram
maior potencial quando comparados com as populacdes
controle. Novos estudos com essas populacdes que avaliem o
tempo de dobramento populacional e a expressédo génica das
culturas com maior potencial de mineralizagdo sdo necessarios
para uma melhor compreenséo desses resultados.

Palavras-chave

Sindrome de Raine, FAM20C, FAM20A, Sindrome Esmalte-
Renal, cultura priméria de células, gengiva.
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ABSTRACT

Characterization of primary culture of gengival cells of patients
with mutations in FAM20A and FAM20C genes

Abstract

A family of kinases called "family with sequence
similarity 20" comprises 3 proteins (FAM20A, FAM20B and
FAM20C), amongst them FAM20A and FAM20C, are essential in
the control of biomineralization. Recessive mutations in their
genes result in syndromes known as Raine's Syndrome (RNS;
OMIM # 259775) and Enamel-Renal Syndrome (ERS; MIM #
204690). RNS, is a rare inherited disorder characterized primarily
by generalized bone sclerosis, craniofacial anomalies, and
ectopic calcifications. Beyond the alterations in bone metabolism,
patients who survive infancy exhibit amelogenesis imperfecta,
defects in dentin mineralization, gingival fibromatosis, and ectopic
gingival calcifications. The ERS, caused by a mutations in the
FAM20A gene, is characterized by the presence of
nephrocalcinosis and pathonogmonic oral manifestations that
include  hypoplastic amelogenesis  imperfecta, gingival
fibromatosis, ectopic calcifications in gingiva and dental pulp,
follicular hamartomas and defects of the dental eruption. In order
to better understand the development of ectopic calcifications in
non mineralized connective tissues in both syndromes, gingival
primary cell cultures were established using explant technique.
mitochondrial metabolic activity, migration capacity and
mineralization potential were performed through the MTT assay
([3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide)],
wound healing assay and alizarin red staining of mineralization
nodules. The results showed a significant difference in cell
viability between RNS1 group and control after 48 hours.
Significant difference between groups was observed when
assessing migration capacity between the control group and
RNS2. Regarding the potential of mineralization the cells of
syndromic patients showed a higher mineralization potential when
compared with controls. Further studies that include population
doubling time and gene expression are necessary for a better
understanding of the results.
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INTRODUCAO

A familia de quinases denominada “family with sequence
similarity 20" compreende 3 proteinas (FAM20A, FAM20B e
FAM20C) envolvidas nas vias de secrecdo e localizadas no
[limen do reticulo endoplasmaético, complexo de Golgi e matriz
extracelular. Devido a sua funcéo de fosforilacdo de residuos de
Ser, Thr ou Tyr sdo também denominadas “secretory pathway
kinases” [1,2]. Dentre elas, destacamos a FAM20A e FAM20C as
quais fosforilam proteinas e proteoglicanos essenciais para a
regulagdo dos processos de biomineralizacao [3].

A caseina quinase FAM20C possui mais de 100
substratos, com funcdo ampla nos processos de
biomineraliza¢@o, metabolismo de fosfato, adesé@o celular e
funcdo cardiaca [4, 5 e 6], dentre estes destacamos as proteinas
SIBLINGS (“small integrin-binding ligand, N-linked glycoprotein”)
e 0 horménio FGF23 (fator de crescimento fibroblastico 23). A
funcdo deficiente da FAM20C em decorréncia de mutacdes
ocasiona uma displasia esquelética recessiva conhecida como
Sindrome de Raine (RNS; OMIM #259775) cuja prevaléncia
estimada é de <1/1.000.000 [7]. A RNS tem sido definida como
uma doenga rara caracterizada por uma esclerose Ossea
generalizada, face caracteristica, calcificagbes em tecidos
conjuntivos, no cérebro e nos rins e letalidade neonatal
principalmente por faléncia respiratéria [7]. Atualmente, com o
aumento dos nimeros de casos de RNS néo letal o fenétipo da
doenca tem se tornado variavel, geralmente com presenca de
raquitismo hipofosfatémico associado. Esses achados clinicos
também tém sido relatados em modelos animais. Diversos
autores demonstraram que a inativagdo do gene fam20c em
camundongos resulta em alteracbes Osseas e dentarias
semelhantes a RNS. Além disso, observaram que o raquitismo
hipofosfatémico decorre de altera¢cdes na modulacdo do FGF23
causando hipofosfatemia decorrente de hiperfosfataria [2, 8, 9].
No que diz respeito as manifestacdes orodentais dos pacientes
RNS, foram observados amelogénese imperfeita hipoplasica,
micrognatia, formacéo radicular incompleta, camaras pulpares
aumentadas, noédulos pulpares, hiperplasia gengival e
calcificacdes ectépicas nos tecidos gengivais, abcessos
periapicais recorrentes nas denticdes decidua e permanente[14].
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Mutacdes recessivas da pseudoquinase FAM20A estdo
associadas a Sindrome Esmalte-Renal (ERS; MIM#204690).
Inicialmente duas sindromes com fendtipos diferentes foram
relatadas  separadamente, amelogénese Imperfeita e
nefrocalcinose e Amelogénese Imperfeita (MIM#204690) e
fiboromatose gengival (AIFGS, OMIM #614253). ApOs a
identificacdo de mutacbes no gene FAM20A em ambas
confirmou-se que as duas condi¢des s@o expressividade variavel
de uma Unica doen¢a, ERS [10]. Pacientes ERS manifestam
calcificacdes ectopicas arteriais e renais. O fenétipo orodental
consiste em amelogénese imperfeita hipoplasica que afeta a
denticdo decidua e permanente, atraso na erupcao dentéria,
calcificagcdes pulpares, hamartomas foliculares e fibromatose
gengival [11].

Pacientes com mutagdes recessivas nos genes FAM20A
e FAM20C apresentam mineralizacdes ectopicas em tecidos
moles provavelmente devido a desregulagdo que ocorre entre
inibidores e ativadores dos processos de biomineralizagdo. A
mineralizacdo ectopica é um processo de deposicdo de
complexos de calcio e fosfato na matriz extracelular em tecidos
ndo mineralizados. Apesar de ser considerada fisiolégica durante
o envelhecimento, defeitos em quinases que regulam niveis de
calcio e fosfato poderiam resultar nessas alteragcdes. Nos
individuos ERS podemos observar calcificacdes no endotélio,
nos rins, tecido pulpar e gengiva. Enquanto que nos individuos
RNS as mineralizacdes foram observadas no cérebro, tecidos
pulpares, rins, tecidos gengivais [7, 10].

Desde 2003, 5 familias que receberam diagnéstico
molecular de mutagdes nos genes FAM20A e FAM20C séo
acompanhadas na clinica de Anomalias Dentéarias na Unidade de
Saude Bucal do Hospital Universitario de Brasilia. Com o intuito
de melhor compreender o papel das FAM 20A/C na patogénese
das calcificacbes gengivais ectdpicas observadas nesses
pacientes o0 objetivo de nosso estudo foi caracterizar culturas
primarias de células gengivais de pacientes ERS e RNS e
comparar a morfologia, atividade metabdlica, capacidade de
migracdo e potencial osteogénico com culturas de pacientes
saudaveis.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, parecer
namero 967.387 no ano de 2015.

Cultura de células

Para obtencdo das culturas primaérias, fibroblastos
derivados de tecido gengival foram obtidos através de cirurgias
realizadas com finalidade terapéutica e foram cedidos pelos
pacientes ou pelos responsaveis, por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Apés a
remocao, os tecidos foram transferidos para tubos contendo meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco®, Invitrogen) gelado, com 20% de soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen), 100 U/mL de penicilina, 100 upg/mL de
estreptomicina e 1% de anfotericina B (Gibco®). A obtencgéo das
culturas primarias das células foi realizada por meio da técnica
de explante que consiste na fragmentag¢do dos tecidos coletados
[18]. As culturas foram mantidas em incubadora em condi¢des
Otimas para crescimento (37°C, 5% de CO2, umidificada), sendo
0 meio de cultura trocado a cada trés dias.

Foram coletados tecidos gengivais de diferentes
individuos e foram estabelecidas oito populacfes diferentes de
culturas primarias (2 de pacientes RNS, 1 de pacientes ERS e 5
de individuos controle com a mesma faixa etaria e sem
complicacdes sistémicas).

Ensaio de atividade metabdlica celular

A avaliacdo da atividade metabdlica celular foi feita
através de um ensaio colorimétrico que utiliza o MTT (brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) um sal amarelado,
gque quando é reduzido em funcdo da atividade celular



29

mitocondrial forma cristais de formazan, os quais apresentam cor
azul a purpura. [19]. Nesse ensaio, as células foram distribuidas
em 2 placas de 96 pocos, referentes aos periodos de 24 horas e
48 horas ap6s o plagueamento, na densidade de 5000 células
por poco. Cada linhagem foi plaqueada em doze pocos, e cada
poco continha 100 uL de meio DMEM completo. A solu¢do de
MTT (Sigma-Aldrich) foi preparada a 5mg/mL, sendo diluida em
PBS. Ap6s os periodos pré-determinados, adicionou-se a
solugcdo de MTT as células (10uL para 100 yL de meio). As
placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas durante 4
horas na temperatura de 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, o
conteudo dos pogos foi aspirado e adicionou-se 100 uL de
Isopropanol acidificado para solubilizar os cristais de formazan,
os quais refletem o estado funcional da cadeia respirat6ria por
meio da coloragdo azulada. As placas foram suavemente
agitadas em vortex, em velocidade minima, por 10 minutos, até a
dissolucao dos cristais. Por fim, a absorbancia foi aferida em uma
leitora de microplaca no comprimento de onda de 570 nm
(Thermo Plate TP reader). A partir dos dados obtidos, foi
construida um gréfico (absorbancia x tempo) para comparar a
atividade metabdlica dos grupos de células de pacientes
sindrdmicos e dos grupos controle. Para andlise estatistica deste
experimento, foi utilizado o teste one way ANOVA néo
paramétrico (Teste de Kruskal Wallis) seguido de comparagéo
multipla de Dunns através do programa GraphPad 5.0 para o
sistema operacional Windows, adotando p<0,05 para a
comparacdo entre os grupos sindrémicos relacionados ao
controle. Também foi feita uma analise para mensurar se houve
diferenca entre cada grupo com relacdo aos dois periodos, para
tal foi utilizado do teste de Mann-Whitney adotando p<0,05.

Ensaio de cicatrizacao de ferida
O ensaio de cicatrizacdo foi realizado para analisar a
capacidade de migracéo celular [12]. Para tal, placas para cultura
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de células de 6 pocos (kasvi) foram previamente tratadas com
solugdo de fibronectina (Sigma-Aldrich) (10ug/mL, diluida em
PBS, p/v; 2mL/poco) e incubadas a 4°C, durante a noite. A
solucéo de fibronectina foi removida e as placas foram mantidas
em fluxo laminar para secagem. As placas ficaram armazenadas
na temperatura de 4°C até seu uso. ApGs o preparo das placas,
as células foram distribuidas na densidade de 500.000 células
por poco; cada linhagem foi plaqueada em trés pocos. Apés 48
horas, foi feito um risco em linha reta na monocamada confluente
de células, com uma ponteira plastica de pipeta de 200 uL,
lavagem com PBS e adicdo de meio DMEM completo. Foi feito
acompanhamento e registro fotografico de cada um dos pogos,
imediatamente apo0s a realizacao da ferida (Oh) e em tempos
subsequentes de 12 e 24 horas, utilizando microscépio 6tico de
luz invertida (Zeiss Primo Vert), equipado com camera digital
(Zeiss ERC 5s) em objetiva de 10x. As imagens foram obtidas
pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss). A capacidade de
migragao celular foi expressa pela média das distancias de trés
pontos estabelecidos em cada fotografia para cada intervalo.
Para isso, os pontos da ferida foram delimitados utilizando-se
ferramenta do software ZEN Blue Edition, (Zeiss) o qual
calculava as distancias entre as bordas. Para cada
microfotografia, calculou-se a média das distancias fornecidas
pelos pontos e dessa forma foi calculada a porcentagem de
migracdo para cada grupo. A taxa de migracdo celular foi
estimada considerando-se a porcentagem de fechamento da
ferida em cada periodo de tempo, em relacdo as distancias
iniciais (Oh). Para analise estatistica deste experimento, cada
poco foi considerado um experimento independente e foi utilizado
0 teste one way ANOVA nao paramétrico (Teste de Kruskal-
Wallis) seguido de comparacdo multipla de Dunns através do
programa GraphPad 5.0 para o sistema operacional Windows,
adotando p<0,05.
Ensaio de mineralizacdo
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O vermelho de alizarina S é um método colorimétrico
para avaliacdo de depdsitos minerais em cultura de células, uma
vez que ele se liga aos cétions de calcio por quelacédo, formando
um complexo visivel através da sua coloracdo avermelhada
[12,13].

A capacidade de mineralizac@o foi avaliada por ensaios
de coloracdo de nodulos de mineralizagdo com vermelho de
alizarina S [13]. Para a realizacdo do experimento, os fibroblastos
gengivais foram plagueados na concentracdo de 100.000
células/pogo em uma placa para cultura de células de 6 pocos,
formando 2 grupos cada um com trés pocos. O primeiro grupo
com meio indutor de mineralizacdo, composto por Alpha
modification of Eagle's medium (a-MEM; Invitrogen)
suplementado com 10% de SFB, 100ug/mL de acido ascérbico
(AA), 10mM de B-glicerofosfato (BGP) e 10nM de dexametasona.
E no segundo, avaliado como controle, foi utilizado o meio
DMEM 10% SFB. Ambos os meios utilizados foram trocados a
cada 3 dias. ApGs o 21° dia de tratamento, as células foram
fixadas em paraformaldeido a 4% e coradas com vermelho de
Alizarina S (2g em 100mL de &gua destilada) em pH de 4,2
(Sigma-Aldrich) e cuidadosamente lavadas.
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RESULTADOS

Aspectos morfoldgicos

Por meio de acompanhamento com microscépio de luz
invertida é possivel visualizar que as células apresentaram um
fendtipo alongado ou estrelado e longos prolongamentos
citoplasmaticos, sem alteracBes relevantes entre os grupos no
que diz respeito as caracteristicas tipicas de fibroblastos em
culturas in vitro, mas as células RNS1 aparentemente sao mais
volumosas que as células referentes aos outros frupos. (Figura 1)

1 .

Figura 1. Morfologia Celular. Fotomicrografia de culturas
primarias de fibroblastos gengivais. Nota-se a morfologia celular
alongada sugerindo fibroblastos. A=controle, B= paciente 1
Sindrome de Raine, C= paciente 2 Sindrome de Raine, D=
paciente Sindrome esmalte renal.
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Atividade metabdlica das células RNS diminuiu em 48 horas

Com a finalidade de avaliar a atividade metabdlica foi
realizado o ensaio MTT. Foram avaliados um grupo de células
ERS e o grupo RNS 1, a populagdo celular do paciente
sindrdmico, que possui o fendtipo mais grave de sindrome de
Raine. Este ensaio foi feito e analisado em dois periodos — 24 e
48 horas — ap6s o plagueamento. Todos 0s grupos tiveram uma
taxa de metabolismo celular significativamente diferente entre os
periodos de 24 horas e de 48 horas quando comparados entre si.
Sendo que o grupo ERS teve um comportamento mais
semelhante ao do grupo controle, ndo havendo diferenca
estatistica em nenhum dos periodos quando comparado ao
controle. Ja o grupo RNS1, ndo teve diferenca estatistica
significante no periodo de 24 horas, mas ap6s 48 houve uma
reducdo significativa quando comparada com o grupo controle.
(Figura 2.)
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Figura 2. Avaliacdo da atividade metabdlica celular dos
grupos sindrémicos. No periodo de 48 horas, houve diferenca
estatistica significante entre o grupo controle e o grupo RNS1.
Analise de variancia ndo paramétrica (ANOVA), seguida de
comparacédo multipla de Dunns. (*p<0,05).

Potencial de migracdo celular tende a diminuir nos grupos
sindrémicos apds 24 horas
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A fim de avaliar o potencial de migracdo das diferentes
populacbes celulares foi realizado o ensaio de cicatrizacdo de
ferida. O ensaio de cicatrizacdo sugeriu que em ambos o0s
periodos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
as populagdes RNS1 e ERS quando comparadas ao controle. No
periodo de 24 horas houve diferenca significativamente
estatistica entre o paciente RNS2 e o grupo controle, no qual o
grupo sindrémico apresentou uma taxa de migracao menor que a
do grupo controle. (Figuras 3 e 4)
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Figura 3. Avaliacdo do potencial de migracdo dos grupos
sindrémicos nos periodos de 12 (grafico A) e 24(gréafico B)
horas. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos RNS1 e
ERS guando comparadas com o controle. O paciente RNS2 teve
uma taxa de migracdo significativamente menor que a do
controle. Teste one way ANOVA nao paramétrico seguido de
comparacdo multipla de Dunns. (p<0,05)
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Figura 4. Avaliacdo da migracdo celular do Ensaio de
Cicatrizacdo de Ferida. Periodos de 0 hora, 12 horas e 24
horas. Microscopia de luz invertida. CTRL= Paciente controle
RNS1= Paciente 1 Sindrome de Raine RNS2= Paciente 2
Sindrome de Raine ERS= Paciente Sindrome Esmalte-Renal
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Potencial osteogénico das células sindrémicas

Foi observado que os grupos sindrébmicos apresentaram
capacidade de mineralizagdo em meio indutor (a-MEM + BGP +
AA+ dexametasona) apés 21 dias. Foram observadas diferencas
de coloracdo entre os grupos avaliados, sendo que as
populacdes RNS 1 e ERS apresentaram uma maior intensidade
na coloragéo, sugerindo uma maior capacidade de mineralizacdo
que o grupo RNS 2 e os controles. A populacdo controle
apresentou uma coloragdo menos intensa que 0s grupos de
pacientes sindrémicos, em todos 0s grupos era possivel observar
deposicdo de ndédulos de mineralizagdo entre uma e duas
semanas de tratamento visiveis no microscopio de luz invertida.
Por meio da coloragéo com alizarina foi possivel confirmar apds
21 dias, a presenca de nddulos minerais distribuidos por toda a
extensdo dos pogos. Apesar de nao ter sido adotado um método
de quantificag@o da coloragdo, € perceptivel a diferenca entre as
respostas de indugcdo a mineralizagdo entre 0os grupos em
decorréncia da intensidade com que 0s grupos supracitados
estao corados em relacdo ao grupo controle.(Figura 5).

CTRL RNS1 RNS2 ERS

Figura 5. Avaliacdo do potencial de mineralizacdo do ensaio
de mineralizacdo de fibroblastos gengivais corados com
vermelho de alizarina apés 21 dias de inducdo. A= Paciente
controle B= Paciente 1 Sindrome de Raine C= Paciente 2
Sindrome de Raine D= Paciente Sindrome Esmalte-Renal. A
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fileiras 1, 3, 5 e 7 receberam meio indutor. As fileiras 2, 4, 6 e 8
receberam meio controle (cMEM+BGP+AA+dexametasona).
DiscussAo

Neste estudo teve-se como propdsito estabelecer e
caracterizar culturas primarias de células gengivais de pacientes
com RNS e ERS em comparagdo a um grupo controle para
avaliacdo de morfologia, atividade metabdlica, potencial de
migragao e mineralizacao celular.

A sindrome de Raine se caracteriza pela presenca de
manifestacdes sistémicas e bucais devido a uma desregulagdo
da biomineralizagdo causada por mutagfes recessivas do gene
FAM20C. Dentre as manifestacfes bucais, destacamos a
presenca de calcificagfes ectdpicas na gengiva. Estudos em
modelos animais knockout tém avaliado as alteragdes no esmalte
e no 0sso [8], porém calcificagbes em tecidos ndo mineralizados
tem sido observadas nos pacientes com variantes ndo letais da
RNS, de forma que essa sindrome &, também, uma sindrome de
calcificacdes ectopicas dos tecidos ndo mineralizados. Até o
presente as calcificagfes ectdpicas na gengiva ndo haviam sido
estudadas.[20]

Analises por fosfoproteomas secretados sugerem que a
FAM20C talvez ndo esteja restrita na fosforilacdo de proteinas
gue envolvem célcio-ligantes, porque mais de dois tercos das
fosfoproteinas do soro humano, do plasma e do fluido cérebro-
espinhal contém fosfato sem o motivo S-x-E/ps. De modo que
nos relatos dos pacientes que sobreviveram até entdo a
adolescéncia sdo descritas calcificacbes cerebrais e renais [7].
Esses dados bem como o fato de que a FAM20C é encontrada
em organismos que nao tem tecidos mineralizados, sugerem que
a FAM20C tenha uma fungdo biolégica que vai além da
biomineralizacdo [2]. Mais de 100 proteinas sdo substratos da
FAM20C, e estes atual em processos biolégicos como
biomineralizacdo, metabolismo de fosfato, adesdo e migracéo
celular e funcéo cardiaca [4, 5, 6, 20].
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A FAM20A atualmente é considerada uma
pseudoquinase em relagdo dimérica com a FAM20C, pois néo
possui um sitio catalitico para sua atividade [3, 15]. Mutacdes no
FAM20A levam a alteragbes do desenvolvimento dentério e
nefrocalcinose, uma calcificacdo ectdpica do parénquima [16,
17]. Em relag&o aos fenotipos das duas sindromes em ambas 0s
pacientes apresentam calcificagbes renais, porém em menor
grau nos pacientes FAM20C [14, 10]. Além disso, sé&o
observadas em ambas as sindromes amelogénese imperfeita
(Al) do tipo hipoplasica, fibromatose gengival e calcificagbes
ectopicas. Mas ao contrario da RNS, a dentina € normal, com
tibulos dentinarios bem formados [8]. Além disso, na ERS h&
calcificagdes pulpares o que sugere que a funcéo das proteinas é
variavel de acordo com o tecido.

A escolha do modelo de estudo foi com o intuito de
melhor compreender as alteragbes gengivais observadas na
duas sindromes. Desde 2003, sdo acompanhadas 5 familias na
clinica de Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias
Dentarias da Divisdo de Odontologia do HUB, as quais foram
previamente descritas por Acevedo et al 2015, de Paula, 1995,
Jaureguiberry G et al 2013 [11,14, 21]. Devido a indicagbes
terapéuticas em decorréncia do grau de hiperplasia gengival,
foram doados fragmentos de gengiva ap0s cirurgias de
exodontias e gengivectomia e estabelecidas culturas primarias. A
gengiva é um tecido facilmente obtido a partir extracdo de dentes
com indicacdo terapéutica e os protocolos de obtencdo de
fibroblastos sdo amplamente validados na literatura [18]. As
células gengivais podem ser isoladas empregando-se métodos
diversos, contudo o método escolhido para isolamento das
células em questdo foi o do explante, devido a simplicidade e
conveniéncia, bons resultados reportados na literatura e menor
custo e consumo de tempo na etapa da execucdo [18]. N&o
obstante, também existem desvantagens quanto ao método
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como O maior tempo necessario ao inicio do crescimento e
confluéncia das células. Ao estabelecer as culturas primarias
fazendo uso do explante, foram necessarios em média quatro
semanas para estabelecer estoques iniciais na segunda
passagem de cada cultura, e cada tecido foi cultivado em media
2 vezes, até que a migracdo de células se mostrasse estorvada.
O ensaio de MTT foi realizado para avaliar a atividade
metabdlica celular nas populagcdes sindrébmicas e devido a
dificuldades técnicas somente um grupo sindrémico RNS 1 foi
avaliado. Essa analise é realizada por meio do teste de avaliagdo
da atividade mitocondrial que se baseia na habilidade que as
células metabolicamente ativas tém de incorporar o MTT e
reduzi-lo a cristais de formazan, os quais apresentam cor azul a
purpura. De modo que a quantidade de formazan produzida,
aferida por espectrometria, é diretamente proporcional a
guantidade de células metabolicamente ativas [19]. Este ensaio
foi analisado em dois tempos 24 e 48 horas apdés o
plagueamento. O grupo RNS1 apresentou uma taxa de
diminuicdo significativa da atividade metabdlica celular ap6s 48
horas de plagueamento. Com relagédo ao grupo ERS, apesar de
no primeiro periodo de avaliacdo ele ter mostrado uma taxa de
multiplicacdo menor quando comparada ao grupo controle e no
periodo de 48 horas houve um acréscimo dessa taxa, ndo houve
diferenca entre eles. A despeito do fato das proteinas FAM20
participarem na regulacdo de processos celulares essenciais por
meio da fosforilacdo de proteinas secretadas ambos os grupos
sindrdmicos possuem capacidade de atividade metabdlica in vitro
e mostram tendéncias distintas em diferentes tempos de
plagueamento. De tal modo, considerando que as células RNS1
da presente pesquisa apresentaram atividade metabdlica mais
lenta, estudos posteriores como o de dobramento populacional é
recomendado para confirmar tais achados.
O ensaio de cicatrizacdo de ferida avalia a migracéo
celular [12] e utiliza-se da criacdo de uma ferida artificial na
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camada monocelular confluente; as células da borda tendem a
migrar em direcdo a essa abertura para estabelecer o contato
entre as bordas novamente, de forma que a lesdo produzida in
vitro cicatrize. Em 2015, Tagliabracci publicou um estudo que
mostrou que a FAM20C apresentava uma especificidade de
substrato mais ampla do que a previamente apreciada.
Sugerindo que a quinase FAM20C desempenha papéis que vao
além da biomineralizacdo, incluindo homeostase lipidica,
cicatrizagdo de feridas, migracdo e adeséo celular. Neste mesmo
estudo, ele mostrou que a deple¢do de FAM20C em células de
cancer de mama tem um efeito dramatico na adeséo, migragéo e
invasado celular. Em 2018, Chao Liu et al, em um estudo com
células dentédrias mesenquimais e imortalizadas de
camundongos mostrou que a linhagem celular fam20c nocaute
teve um declinio na taxa de fechamento de ferida artificial
comparada ao grupo controle no periodo de 24 horas [22]. Os
dados obtidos com as culturas dos pacientes RNS1 e RNS2
visualmente sugeriram um atraso no fechamento da ferida, mas
houve diferenca estatistica somente no grupo representado pelo
paciente RNS2. Tal paciente possui a mutacdo em um sitio
splicing do gene FAM20C e possui o fenétipo atenuado da
sindrome, 0 que sugere que sua mutacdo pode gerar maior
impacto na capacidade de migracéo celular, porém mais estudos
devem ser realizados para comprovar tal afirmagéo. Com relacéo
a ERS, ainda néo foram realizados estudos que avaliassem tais
caracteristicas em tecidos gengivais de pacientes com mutacfes
no gene FAM20A, sendo tais resultados inéditos.

Considerando que na RNS e a ERS sdo observadas
calcificagbes gengivais, foi realizado ensaio de inducdo de
mineralizacdo no qual é avaliada a presenca de nucleacéo pelo
método colorimétrico com vermelho de alizarina S. Esse método
€ amplamente usado na literatura [13]. A comparacdo das
diferentes populacdes de células controle e sindrémicos com e
sem meio indutor sugerem que as culturas referentes aos



41

pacientes sindrébmicos tém um potencial de mineralizacédo
aumentado. Apesar de todas as linhagens celulares
apresentaram capacidade mineralizante, as coloragfes sugerem
gue a deposicao de nédulos de mineralizacdo nas células RNS 1
foi maior em comparacdo as outras populacdes, tanto controle
guanto ERS. Considerando que as mutagfes dos pacientes RNS
sao diferentes, o RNS1 (c.1487C > T; p.P496L) que apresenta
um quadro mais grave da doengca tem uma mutagdo missense no
sitio catalitico que ocasionou a substituicdo de uma prolina por
uma leucina, enquanto que no paciente RNS2 (c.784 +5g>c) a
mutacdo ocorreu no sitio de splicing e o fendtipo é mais
atenuado, mutag6es descritas por Acevedo et al em 2015 [14].
Atualmente, esses resultados séo inéditos e nao existem outros
estudos que permitam comparar nossos achados. As
observagdes comparativas foram visuais e a quantificagdo
colorimétrica por meio de andlise espectrofotométrica seria mais
precisa e confirmaria os resultados.

Em concluséo, os resultados obtidos a partir do presente
sugeriram alteragdes na atividade metabdlica, na capacidade de
mineralizacdo e na capacidade de migracdo das culturas de
pacientes RNS em relacao aos grupos estudados. Porém, esses
resultados deverdo ser confirmados com ensaios adicionais que
avaliem o tempo de dobra populacional e de expressdo génica
para uma melhor compreensao desses resultados.
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The Journal of Dental Research accepts the following types of
manuscripts for consideration:

Original Research Reports: These manuscripts are based
on clinical, biological, and biomaterials and bioengineering
subject matter. Manuscripts submitted as research reports have a
limit of 3,200 words (including introduction, materials, methods
results, discussion and; excluding abstracts, acknowledgments,
figure legends and references); a total of 5 figures or tables; 40
references; and must contain a 300 word abstract.

Letters to the Editor*: Letters must include evidence to
support a position about the scientific or editorial content of the
JDR. Manuscripts submitted as a letter to editor have a limit of
250 words. No figures or tables are permitted. Letters on
published articles must be submitted within 3 months of the
article’s print publication date.

Guest Editorials*: A clear and substantiated position on
issues of interest to the readership community can be considered
for this manuscript type. Guest Editorials are limited to 1,000
words. No figures or tables are permitted.

Discovery!: Essays that explore seminal events and
creative advances in the development of dental research are
considered for the “Discovery!” section of the journal. Manuscripts
submitted for “Discovery!” have a limit of 2,500 words and a total
of 2 figures or tables. Manuscripts are to be submitted by
invitation only.

Critical Reviews in Oral Biology & Medicine: These
manuscripts should summarize information that is well known and
emphasize recent developments over the last three years with a
prominent focus on critical issues and concepts that add a sense
of excitement to the topic being discussed. Manuscripts are to be
submitted by invitation only. Authors interested in submitting to
this section must contact the Editor of Critical Reviews in Oral
Biology & Medicine, Dr. Dana Graves, at dgraves@iadr.org for
submission approval and instructions. Manuscripts submitted as
Critical Reviews have a limit of 4,000 words; a total of 6 figures or
tables; 60 references; and must contain a 300 word abstract.

Additional Instructions for Critical Reviews:

-It is important to include several illustrations or diagrams to
enhance clarity. Manuscripts that lack figures or diagrams
typically receive a low priority score.
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-Summarize important concepts in tables or flow charts or show
critical data in the form of figures. NOTE: authors will need to
obtain permission to reproduce a previously published figure or
table.

-Due to the broad readership, abbreviations commonly
recognized in one field may not be readily apparent to those in a
different field. Keep abbreviation use to a minimum.

-The cover page, abstract, text, summary, figure legends, and
tables should be combined into a single Word document. Figures
should be submitted as a separate document.

-To view examples of recent Critical Reviews in the Journal,
please click the following links:
http://jdr.iadrjournals.org/cgi/content/full/86/9/800 or
http://jdr.iadrjournals.org/cgi/content/full/85/7/584

*Brief responses to Letters to the Editor or Guest Editorials will be
solicited for concurrent publication.

Clinical Reviews (formerly Concise Reviews): These
manuscripts are generally systematic reviews of topics of high
clinical relevance to oral, dental and craniofacial research. Meta-
analyses should be considered only when sufficient numbers of
studies are available. Manuscripts that include investigations of
limited study quality of understudied areas are typically not
acceptable as topics for a clinical review. Although some
systematic reviews may be well done, those that receive highest
scientific priority will only be considered given the very limited
space allowed for these reviews in the journal. Manuscripts
submitted as Clinical Reviews have a strict limit of 4,000 words
(including introduction, materials, methods results, discussion
and; excluding abstracts , acknowledgments, figure legends and
references); a total of 6 figures or tables; up to a maximum of 60
references; and must contain a 300 word abstract. Manuscripts
above the 4,000 word/6 figure or table limit may use
supplemental appendices for other supporting information that
would be available online only.

Additional Instructions for Clinical Reviews:

-It is important to include illustrations or diagrams to enhance
clarity. Manuscripts that lack figures or diagrams typically receive
a low priority score.

-Summarize important concepts in tables or flow charts or show
critical data in the form of figures. NOTE: authors will need to
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obtain permission to reproduce a previously published figure or
table.

-Due to the broad readership, abbreviations commonly
recognized in one field may not be readily apparent to those in a
different field. Keep abbreviation use to a minimum.

-The cover page, abstract, text, summary, figure legends, and
table(s) should be combined into a single Word document.
Figures should be submitted as a separate document.

-To view examples of recent Clinical Reviews in the Journal,
please click the following links:
http://jdr.sagepub.com/content/90/3/304.full.pdf+html or
http://jdr.sagepub.com/content/90/5/573.full.pdf+html
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) senhor (a) esta sendo convidado(a) a participar da
pesquisa “Caracterizagcdo de cultura priméaria de células
pulpares, gengivais elou da papila dentéaria apical de
pacientes com muta¢gdes nos genes FAM20A e FAM20C”. O
objetivo desta pesquisa € compreender melhor a causa das
alteracbes dos dentes e da gengiva que acontecem em
pacientes com essas mutacdes genéticas. O(a) senhor(a)
receberd todos os esclarecimentos necessérios antes e durante
a pesquisa e lhe garantimos que seu nome nao aparecera, sendo
mantido o mais rigoroso sigilo através da omissdo total de
quaisquer informacg6es que permitam identifica-lo(a).

Sua participacdo sera por meio da doacdo de dente(s)
com indicagdo de extracdo e/ou de fragmentos de gengiva,
sabendo que o(s) procedimento(s) de extracdo do dente e/ou
coleta da gengiva serdo realizados por indicagdo terapéutica,
para melhoria da sua salde, como documentado em seu
prontudrio. Apds concluséo dos experimentos, as células desses
dentes e das gengivas serdo guardadas e, caso sejam utilizadas
em uma pesquisa futura relacionada a este estudo, o(a)
senhor(a) sera contatado para nova autorizacdo. A parte dos
dentes que néo for utilizada na pesquisa sera descartada.

Ndo havera pagamento por sua colaboracdo. O(a)
senhor(a) também n&o tera nenhum custo com a participacao,
mas caso haja alguma despesa diretamente relacionada ao
projeto de pesquisa, esta sera coberta pelo pesquisador
responsavel. O(a) senhor(a) pode se negar a responder qualquer
questéo que lhe traga constrangimento ou se recusar a participar
de qualquer procedimento, podendo desistir de participar da
pesquisa em qualguer momento sem nenhum prejuizo para o(a)
senhor(a).

As informacgfes geradas pelo projeto de pesquisa seréo
usadas para compreender as alteracfes dentarias e gengivais
gue ocorrem na sindrome e, desta forma, sua participacdo é
muito importante para ajudar a melhorar o tratamento e a
qualidade de vida de pacientes com essa alteracdo genética.
Esta pesquisa ndo oferece riscos ao (a) senhor (a). Se o(a)
senhor(a) sente qualquer sofrimento emocional devido ao
conceito de doacdo de uma amostra, n6s estamos disponiveis
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para conversar com o(a) senhor(a), respondendo as suas
perguntas, e esclarecendo qualquer aspecto da pesquisa. Caso
o(a) senhor(a) sofra dano decorrente da participacdo na
pesquisa, recebera assisténcia imediata e integral pelo tempo
necessario, bem como indenizacdo, de acordo com as
resolucdes vigentes no Brasil.

(Rubrica do participante)
(Rubrica do pesquisador)

Os resultados da pesquisa serdao divulgados na

Universidade de Brasilia, podendo ser publicados e/ou
apresentados posteriormente em eventos e/ou revistas
cientificas, sempre mantendo o sigilo de sua participacao.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. O (a)
senhor(a) tem total liberdade de pedir esclarecimentos e, caso
tenha qualquer davida em relacdo a pesquisa e sempre que
desejar ter acesso aos resultados, por favor telefone para Dra.
Ana Carolina Acevedo Poppe na Universidade de Brasilia,
telefone (61) 9854-9011, no horério de 08h as 12h e 14h as 18h.
InformagBes sobre a aprovacdo desta pesquisa podem ser
obtidas no Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos
(CEP-FM/UnNB) pelo telefone 3107-1918.

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

, autorizo a doacdo de meu(s) dente(s) e/ou
fragmento de gengiva para pesquisa “Caracteriza¢cdo de cultura
priméaria de células pulpares, gengivais e/ou da papila
dentaria apical de pacientes com mutacfes nos genes
FAM20A e FAM20C”, ciente de que os procedimentos de
extracdo do dente e/ou coleta da gengiva serdo realizados por
indicacéo terapéutica, como documentado em meu prontuario.
Concordo com todos os itens abordados no termo de
consentimento livre e esclarecido.

Assinatura do doador ou responsavel — RG n°;
Assinatura do pesquisador responsavel — RG n°
BRASILIA, DE DE
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