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RESUMO

A Neurofibromatose Tipo 1 (NF1) € uma doenga genética caracterizada por
hiperpigmentagdo na pele (manchas ‘café com leite’) e neurofibromas, e também
apresenta outras manifestacoes clinicas, dentre elas as anomalias dsseas, que
atingem até 50% dos pacientes. Modelos animais como roedores e mesmo a
Drosodfila tém sido importantes na elucidacdo de mecanismos moleculares e
celulares decorrentes da NF1, mas estes modelos apresentam limitagdes.
Camundongos transgénicos homozigotos (NF1"') tém morte ainda no utero no
12°/14° dias de gestagdo, enquanto que camundongos heterozigotos (NF17/),
embora viaveis, nao desenvolvem neurofibromas e manchas ‘café com leite’ in vivo.
Dessa forma, ha a necessidade de desenvolvimento de novos modelos. As células-
tronco séo células indiferenciadas capazes de se autorrenovar e se diferenciar para
uma linhagem celular especifica. Elas podem ser classificadas de acordo com sua
origem em dois tipos principais: embrionarias (CTEs) ou adultas (CTAs). O uso das
CTAs em pesquisas visando a terapia celular e bioengenharia tecidual é importante
e apresenta vantagens em comparagdo com as CTEs, uma vez que sua
diferenciagdo é mais controlada e, quando introduzidas no organismo, dificilmente
produz tumores. Dentre as células-tronco adultas, destacam-se as células-tronco da
polpa dentaria (CTPDs). As CTPDs apresentam um perfil molecular semelhante as
células embrionarias humanas, possuem capacidade de se diferenciar
espontaneamente sob condigdes de cultura apropriadas, além de terem origem pos-
natal, tendo sido utilizadas para o estudo in vitro de diversas doencas. Propomos
utilizar as CTPDs como um modelo de estudo in vitro também para a NF1. O objetivo
do presente trabalho foi comparar as células-tronco da polpa de dente deciduo de
um paciente com Neurofibromatose do Tipo 1, com células-tronco de polpa dentaria
de pessoas saudaveis, avaliando especificamente a taxa de proliferacdo e de
senescéncia destas células, bem como a diferenciagdo osteogénica das mesmas,
seguida de quantificagdo do célcio. A analise da proliferagdo celular sugere que as
CTPDs do paciente tém elevada taxa de proliferacdo em relacdo aos controles. A
analise da senescéncia celular sugere que estas células entram em senescéncia de
forma tardia quando comparadas as células controles. A analise conjunta da
proliferacédo e senescéncia celular mostra que as CTPDs de um paciente NF1 ja
apresenta perfil tumoral. Isto pode nos ajudar a entender a formagdo de
neurofibromas por toda a extensado corporal. Visando responder se as CTPDs sao
um excelente modelo de estudo in vitro, uma vez que o modelo animal apresenta
limitagcbes, foi realizada a diferenciagdo osteogénica com essas células e a
quantificacdo de calcio nas células NF1 diferenciadas. Os resultados obtidos
sugerem uma baixa produc¢ao de calcio pelas células NF1 quando comparadas com
as células controle. A analise estatistica revelou diferenga significativa entre as
amostras. Nossa conclusao mostra que as CTPDs sdo um excelente modelo para
estudo in vitro de diversas doencas humanas em funcdo do potencial que essas
células apresentam.



Palavras-chave: Neurofiboromatose 1. Células-tronco. Proliferagdo celular.
Senescéncia celular. Osteogénese.



ABSTRACT

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is a genetic disorder characterized by
hyperpigmentation of the skin (Café-au-lait spots) and neurofibromas and also has
other clinical manifestations, among them the bone abnormalities, affecting up to
50% of patients. Animal models such as rodents and even Drosophila have been
important in elucidating the molecular and cellular mechanisms resulting from NF1,
but these models have limitations. Homozygous transgenic mice (NF17) die in womb
in 12°/14° days of gestation, whereas heterozygous mice (NF1 *), although viable
and do not develop neither neurofibromas nor Café-au-lait spots in vivo. Thus, there
is a need to develop new models. Stem cells are undifferentiated cells capable of self
renew and differentiate into a specific cell lineage. They can be classified according
to their origin into two main types: embryonic (ESCs) or adult (ASCs). The use of
ASCs in research aiming at cell therapy and tissue bioengineer is important and
provides advantages compared to ESCs, since their differentiation is more controlled
and, when introduced into the body, is unlikely to produce tumors. Among the adult
stem cells, we highlight the dental pulp stem cells (DPSCs). The DPSCs show a
molecular profile similar to human embryonic cells, have the capacity to differentiate
spontaneously under appropriate culture conditions, and have postnatal origin, being
used to in vitro study of various diseases. We propose to use the DPSCs also as a
model for in vitro NF1 study. The aim of this study is to compare the stem cells from
the pulp of deciduous teeth of a patient with Neurofibromatosis Type 1, with dental
pulp stem cells of healthy people, specifically evaluating the rate of proliferation and
senescence of these cells, as well as osteogenic differentiation followed by calcium
quantification. The analysis of cell proliferation suggests that the patient's DPSCs
have a high proliferative rate relative to controls. The analysis of cellular senescence
suggests that these cells enter in a delayed senescence compared to control cells. A
pooled analysis of cellular proliferation and senescence shows that NF1 patient’s
DPSCs already presents tumor profile. This can help us understand the formation of
neurofibromas throughout the body extension. In order to answer whether the
DPSCs are an excellent model for in vitro study, once the animal model has
limitations, osteogenic differentiation and NF1 differentiated cells calcium
quantification was performed. The results suggest low NF1 cells calcium production
compared to control cells. Statistical analysis revealed significant differences
between the samples. Our conclusion shows that DPSCs are an excellent model for
in vitro study of several human diseases due to the potential that these cells present.

Keywords: Neurofibromatosis 1. Stem cell. Cell Proliferation. Cell Senescence.
Osteogenesis.
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1 INTRODUGAO

Neurofibromatose (NF) € um termo utilizado para um grupo de doencas
genéticas que afetam primariamente o desenvolvimento celular dos tecidos neurais
(NEUROFIBROMATOSIS, CONFERENCE STATEMENT, 1988). Elas apresentam-
se nas formas clinicas como Neurofibromatose Tipo 1 (NF1), Neurofibromatose Tipo
2 (NF2) e Schwannomatose (ZUBAY, PORTER e SPETZLER, 2001; BASER,
FRIEDMAN e EVANS, 2006). Dois tipos de tumores ocorrem nessas manifestagcoes
clinicas: os neurofiboromas e os schwannomas. Os primeiros afetam somente
pacientes com NF1 e os segundos afetam as outras duas formas clinicas da doenca.
Ao contrario dos schwannomas, que sado formados somente por células de
Schwann, os neurofibromas consistem de células de Schwann, fibroblastos, células
perineurais e mastocitos (FERNER, 2007). Nos schwannomas, apesar de a taxa de
proliferacdo das células de Schwann ser elevada, ocasionando o surgimento do
tumor, elas crescem de forma organizada, sem infiltrar o nervo de origem. O mesmo
nao acontece nos neurofibromas, uma vez que suas células se proliferam de forma
desorganizada e dispersa, tendendo a espalhar difusamente pelos tecidos vizinhos,
como a derme (MURARESCU, IVAN e MIHAILOVICI, 2005). O presente trabalho se
restringe somente a Neurofibromatose tipo 1 e suas caracteristicas clinicas e

moleculares serao descritas abaixo.

1.1 NEUROFIBROMATOSE TIPO 1

A neurofibromatose tipo 1, ou doenca de von Recklinghausen, caracteriza-se
por areas de hiperpigmentagdo (denominadas como manchas ‘café com leite’) na
pele e pela presenca de neurofibromas. Estes, conforme mencionado, sdo tumores
da bainha de nervos periféricos, compostos por células de Schwann, fibroblastos,
células perineurais e mastocitos (WARD E GUTMANN, 2005; FERNER, 2006;
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JUNIOR et al., 2008; BOYD, KORF e THEOS, 2009). De um modo geral, os tumores
sao classificados como cutaneos, subcutaneos e plexiformes. Os neurofibromas
cutaneos (Figura 1) tém uma consisténcia flacida e podem se localizar em qualquer
parte do corpo, sendo geralmente assintomaticos, podendo causar prurido (devido
aos mastocitos) e ardor. Nao costumam se desenvolver antes da puberdade e existe
a possibilidade de continuarem aumentando em tamanho e em quantidade durante
toda a vida adulta, influenciando a estética do paciente e, consequentemente, sua
vida social (WARD e GUTMANN, 2005). Quanto mais precocemente aparecem,
maior a probabilidade de que sejam mais nhumerosos e mais disseminados na idade
adulta. Sao observados em 84% dos pacientes com NF1 aos 20 anos de idade
(DEBELLA, SZUDECK e FRIEDMAN, 2000).
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Figura 1: Multiplos neurofibromas cutaneos. Fonte: FERNER, 2006.

Neurofibromas subcutédneos tém uma consisténcia firme e geralmente sao
assintomaticos, mas, dependendo da sua localizagado, podem produzir dor e déficit
neuroldgico devido a pressao sobre os nervos periféricos (BOYD, KORF e THEOS,
2009). Sao normalmente pequenos e raramente sofrem transformagao maligna.

Neurofibromas plexiformes (Figura 2) sdo capazes de se tornar tumores
maiores, malignos e difusos, crescendoao longo do comprimento do nervo
(FERNER, 2006). Apresentam padrdo de crescimento imprevisivel, embora a
infancia, a puberdade e nas mulheres a gravidez sejam periodos em que se observa
maior crescimento destas lesdes (ESPIG et al., 2008). Sao geralmente congénitos e
primariamente benignos, embora exista chance de 8 a 13% de transformacgao
maligna dos plexiformes para os chamados Tumores Malignos da Bainha do Nervo

Periférico (TMBNP). Um sinal de alerta dessa malignizagédo € a presencga de dor
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persistente ou um rapido crescimento de um neurofibroma (EVANS et al., 2002). A
ressecgao cirurgica daqueles que se tornam sintomaticos e/ou muito grandes é
dificultada pela caracteristica difusa da lesdo e sua rica vascularizacdo (GELLER e
BONALUMI, 2004).

Figura 2: Neurofibroma plexiforme (tornozelo). Fonte: SOUZA, 2008.

As manchas ‘café com leite’ (Figura 3) sdo maculas que apresentam cor do
marrom claro ao escuro e geralmente variam em média entre 2-5 cm em adultos. No
entanto, também sofrem variagdo de 2 mm a 20 cm em alguns casos. Elas sao
monocromaticas, de limites bem definidos, ndo produzem dor e ndo ha sinal de
inflamagcao. Podem estar presentes desde o nascimento, normalmente se
desenvolvem durante a infancia e, geralmente, aumentam de tamanho e quantidade
proporcionalmente com o crescimento do corpo e o envelhecimento do paciente
(SCHEPPER, 2006; FERNER, 2007). Cerca de 10-20% de criangas e jovens
saudaveis possuem manchas ‘café com leite’ isoladas. Elas ndo demonstram
qualquer tendéncia para a malignidade e ndo requerem tratamento meédico. Ter seis
ou mais manchas ‘café com leite’ € um dos critérios para o diagnéstico da NF1.
Schepper (2006) demonstrou que as maculas encontradas em pacientes com NF1
séo diferentes das manchas isoladas encontradas em criangas e jovens saudaveis
por possuirem uma maior quantidade de melandcitos. Kemkemer et al. (2002)
atribuiu este fato aum problema na migracdo dos precursores de melandcitos

durante a embriogénese, levando a uma distribuicdo epidérmica desigual destas
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células. Multiplos neurofibromas, associados as manchas ‘café com leite’, sdo a

principal manifestagdo da NF1.

Figura 3: Manchas ‘café com leite’ na coxa de uma crianga. Fonte: BOYD, KORF e THEOS,
2009.

As lesbes semelhantes a efélides que ocorrem na NF1 sdao maculas
lentiginosas menores que 5 mm (normalmente variam entre 1mm e 3 mm) e
constituem a segunda manifestagédo clinica mais frequente em criangas (Figura 4)
ocorrendo, na maioria dos casos, entre 3 e 5 anos de idade (BOYD, KORF e
THEQOS, 2009). Na maioria dos pacientes com NF1, elas se apresentam na regido
axilar e inguinal. Outras localizagbes comuns incluem nuca, pescogo e regido
inframamaria nas mulheres. Desse modo, a presenga de multiplas sardas menores
que 5 mm em regido axilar, inguinal e pescogo é altamente sugestiva de NF1. Sua
aparéncia é similar a das sardas provocadas por exposicdo solar, mas,
notavelmente, estas sardas ocorrem em areas com pouca ou nenhuma exposicao
ao sol. Elas acometem até 90% dos pacientes com idade até sete anos e séo
consideradas como critério diagnodstico importante na infancia e na pré-adolescéncia
(JUNIOR et al., 2008).

Figura 4: “Efélides” axilares em crianga. Fonte: BOYD, KORF e THEOS, 2009.
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Outra caracteristica clinica importante da NF1 sdo os nédulos de Lisch
(Figura 5). Estes sao elevacdes arredondadas da superficie da iris, variando em cor
do transparente ao tom amarelo ou marrom. Sua avaliagdo histopatolégica
demonstrou a presenga de células pigmentadas, células semelhantes aos
fibroblastos e mastocitos, mostrando um padrédo semelhante ao dos neurofibromas
(RICHETTA et al.,, 2004). Os nodulos de Lisch sdo comuns na NF1, afetando de
15% a 20% em criangas com seis anos e cerca de 95% dos adultos (BOYD, KORF e
THEQOS, 2009). Estes ndédulos sdo exclusivos deste tipo de neurofibromatose e n&o

ocasionam comprometimento da vis&o.

Figura 5: Nodulos de Lisch na iris. Fonte: SOUZA, 2008.

O glioma 6ptico € um tumor do nervo optico e esta presente em 15% a 20%
dos pacientes com NF1 (SINGHAL et al., 2002). E um tumor de crescimento lento
e pode se apresentar clinicamente com proptose ocular (em cerca de 30% dos
casos), atrofia do nervo Optico, diminuigdo da acuidade visual e dificuldade na
visualizagdo de cores, ou puberdade precoce (crescimento linear acelerado é
uma evidéncia da puberdade precoce, necessitandoo uso de tabelas de
crescimento em pacientes com NF1). Quanto a sua localizagdo, o glioma 6ptico
geralmente acomete a via anterior (nervo optico intraorbital, nervo éptico intracranial
e quiasma optico) e, raramente, estende-se para o interior do trato Optico. Os
gliomas oOpticos sintomaticos estado tipicamente presentes antes dos seis anos de
idade, com a maioria das criangas diagnosticadas aos trés anos. Apds 0s seis anos,
o desenvolvimento de tumores sintomaticos é extremamente raro (LISTERNICK et
al.,, 1994; JUNIOR et al.,2008). Apesar disso, criangas com NF1 devem passar por
avaliagdes oftalmoldgicas anuais durante a primeira década de vida (WARD e
GUTMANN, 2005).
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Alteragdes esqueléticas acometem até 50% dos pacientes NF1, sendo
frequente nas fases avangadas da doenca e compreendem escoliose, fusdo de
costelas, espinha bifida, luxagdes e agenesias, pseudoartrose da tibia, displasia da
asa do esfendide e de ossos longos, dentre outras alteragdes (LESKELA et al.,
2008). Dessas, a escoliose é a manifestacao 6ssea mais comum na NF1 com uma
incidéncia que varia de 10 a 30%, envolvendo a coluna vertebral cervical inferior e
toracica superior, e podendo ser idiopatica ou distréfica. A maior forma dos casos é
de escoliose idiopatica, geralmente um acometimento de menor gravidade sem
associagbes com alteragcbes da conformacao vertebral (MUNIZ et al., 2002). A
escoliose distrofica esta associada a anormalidades 6sseas que podem ser
identificadas através de radiografias. Ela causa grandes curvaturas da coluna
vertebral, geralmente envolvendo quatro a seis vértebras da coluna toracica, e tem
progressao rapida. Apresenta-se mais frequentemente entre os seis e os dez anos
de idade, sendo dificiimente identificada apos este periodo. Geralmente, ha uma
curvatura em angulo agudo sobre poucas vértebras com rotagao apical grave, além
de distor¢éo dos corpos vertebrais e costelas (ALWAN, TREDWELL e FRIEDMAN,
2005).

A curvatura congénita e pseudoartrose da tibia tém prevaléncia de 3,5% e
2%, respectivamente, em pacientes com NF1 (MESSIAEN et al., 2000). Ja a
displasia de um osso longo ocorre em quase 14% dos pacientes com NF1,e é
geralmente observada dentro do primeiro ano de vida. O osso mais frequentemente
afetado é a tibia, que apresenta uma curvatura na direcao anterolateral. Juntamente
com o0 numero e o tamanho apropriado de manchas ‘café com leite’, esta
manifestacao ortopédica € suficiente para fazer o diagndstico de NF1 (DEBELLA,
SZUDEK e FRIEDMAN, 2000). Na maioria dos casos, a intervencao cirurgica é
necessaria sendo, porém, bastante delicada.

Cerca de 80% dos pacientes com NF1 apresentam baixa estatura, mas as
proporgdes corporais geralmente ndo estdo alteradas, sugerindo um decréscimo
generalizado do crescimento 6sseo em todo o esqueleto (ALWAN et al., 2007).

Os problemas ortopédicos apresentam alta frequéncia em pacientes com
NF1 e sao causados por acometimento direto do sistema esquelético por displasia
mesodérmica, indiretamente como resultado de outra lesdo (crescimento de
neurofibroma plexiforme) ou devido ao crescimento 6sseo exagerado (ALWAN,
TREDWELL e FRIEDMAN, 2005). As alteragbes Osseas observadas na NF1
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relacionam-se a incapacidade em manter a estrutura éssea e a reducdo da
densidade mineral 6ssea. Os mecanismos patogénicos subjacentes n&o sao
totalmente conhecidos, mas evidéncias experimentais sugerem uma incompleta
maturagdo dos precursores dos osteoblastos (mediadores da construgdo éssea) e
que os osteoclastos possuem elevadas taxas de sobrevivéncia, levando a reduzida
densidade mineral 6ssea (FERNER, 2007; BOYD, KORF e THEOS, 2009). Além
disso, Stevenson et al (2006) demonstraram em pacientes NF1 clara reducao da
massa muscular, o que também poderia alterar o completo desenvolvimento da
massa Ossea ou favorecer um aumento da reabsorcdo Ossea. O risco de
desenvolver osteoporose e osteopenia é maior entre os individuos com NF1, do que
na populagdo em geral, acometendo primordialmente as estruturas que sustentam o
peso corporal (KUORILEHTO et al., 2005).

Alguns casos apresentam ainda feocromocitomas, acromegalia e puberdade
precoce. Cerca de 10% dos afetados tém epilepsia e deficiéncia mental (LEVINE et
al., 2006). Em um sentido mais amplo, foi observado que os pacientes com NF1
apresentam deficiéncias cognitivas e déficits visuoespaciais em quase metade de
todos os casos analisados e descritos, além de hiperatividade (LEHTONEN et al.,
2012).

1.1.1 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA NF1

Para que o diagndstico da NF1 seja feito, o paciente deve apresentar dois ou
mais dos critérios apresentados a seguir (Quadro 1) e que foram estabelecidos em
uma conferéncia realizada pelo National Institutes of Health (NIH) em 1988.

Quadro 1 — Critérios Diagndsticos da Neurofibromatose tipo 1 de acordo com os

critérios do Instituto Nacional de Saude americano

Critérios Diagnodsticos para NF1

Y Seis ou mais manchas café com leite maiores que 5mm em individuos pré-

puberais ou maiores que 15mm depois da puberdade;
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V' Dois ou mais neurofibromas de qualquer tipo ou um ou mais neurofibromas
plexiformes, baseados em parametros clinicos e histologicos.

“Efélides” axilares ou inguinais;

Glioma do nervo 6ptico;

Dois ou mais nddulos de Lisch (hamartomas pigmentados de iris);

2. 2L 2 2

Lesao 6ssea caracteristica, como displasia do osso esfenoide ou afilamento dos
0sso0s longos do cortex, com ou sem pseudoartrose;
v Um parente de primeiro grau afetado com NF1 que preencha os critérios

precedentes.

Fonte: GUTMANN, et al., 1997

Os casos decorrentes de transmissao vertical, ou seja, quando um dos
genitores também é acometido pela NF1, podem ser identificados durante o primeiro
ano de vida, uma vez que o diagnodstico requer apenas uma caracteristica clinica ja
apresentada anteriormente, além do relato de antecedentes acometidos pela NF1 na
histéria familiar investigada (DEBELLA, SZUDEK e FRIEDMAN, 2000). No entanto,
os critérios do NIH podem ser insuficientes para o diagndstico da NF1 em casos
esporadicos, ou seja, em criangas que Sa0 casos Unicos em suas familias e
manifestam somente manchas ‘café com leite’, sem outras alteracbes. Nesses
casos, recomenda-se 0 acompanhamento do paciente e pode-se indicar o teste
molecular para a confirmagdo da NF1 (JUNIOR et al., 2008). O teste molecular é
também indicado para pacientes (adultos) que apresentam somente um critério
diagnéstico ou quando o diagndstico pré-natal € desejado.

Uma limitagdo deste teste é a falta de correlagdo gendtipo-fenétipo. Desta
forma, testes positivos ndo poderdo predizer a gravidade da doenga. Entretanto,
existem duas excecgdes: (a) a primeira, se o resultado do teste molecular for a
delecdo do gene NF1 e DNA adjacente, o paciente apresentara caracteristicas
faciais dismoérficas, maiores problemas cognitivos e grande probabilidade de
desenvolver TMBNP. Cerca de 4% a 5% dos pacientes com NF1 apresentam a
perda total do gene (BOYD, KORF e THEQOS, 2009); e (b) a segunda excec¢édo é uma
delecéo inframe em trés pares de base no éxon 17 do gene NF1. Pacientes com
essa mutagao genética ndao apresentam neurofibromas cutaneos e parecem ter uma
menor incidéncia de complicagdes mais sérias da doenga (UPADHYAYA et al.,
2007).
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O acompanhamento de um paciente com NF1 deve ser anual para adultos e
semestral para criangas e deve incluir uma avaliagado oftalmoldgica, radiografia de
esqueleto, ultrassonografia de abdome e, em casos especiais, tomografia
computadorizada de cranio e triagem para feocromocitoma. Devido a alta frequéncia
de pacientes com NF1 que possuem déficits de aprendizagem, recomenda-se uma
avaliagao cognitiva da crianga antes dela comecar seus estudos, afim de identificar
déficits especificos e desenvolver um programa educacional individualizado
(OZONOFF, 1999).

Ainda ndo ha um tratamento médico eficaz para prevenir ou reverter as
lesdes caracteristicas da NF1, exceto a detec¢éo precoce de complicagdes trataveis
e o aconselhamento genético (JUNIOR et al.,, 2008). No entanto, alguns estudos
clinicos com diferentes drogas tém sido conduzidos, sugerindo que o tratamento
farmacologico da NF1 podera tornar-se realidade (THEOS e KORF, 2006). Duas
substancias merecem especial destaque: os inibidores da tirosina quinase, cuja
principal acdo consiste no bloqueio de estimulos de crescimento enviados aos
receptores do fator de crescimento tumoral, e os inibidores da farnesiltransferase,
que apresentam a vantagem de bloquear os sinais através dos receptores da via da
proteina Ras, cessando o envio de estimulos de crescimento para a célula (WARD e
GUTMANN, 2005). Na fase clinica |, outros estudos de lesdes sintomaticas foram
feitos com talidomida, com reducao do tamanho dos neurofiboromas em 1/3 dos
casos e melhora dos sintomas em 1/3 dos pacientes com NF1. Estudos clinicos na
fase Il foram realizados com fumarato de cetotifeno e foi observado que o mesmo
nao reduzia o tamanho dos neurofibromas, porém melhorava os sintomas em alguns
pacientes. Quando foi administrado o acido retindico ou interferon alfa, houve uma
melhora sintomatica em 14% dos casos e redugdo dos neurofibromas em 8% dos
casos (revisado por PACKER et al., 2002).

Atualmente, para pacientes que apresentam TMPNB, o tratamento padrao é
a remogao cirurgica do tumor seguido de radioterapia local. Este tratamento pode

atrasar, mas ndo impedir o surgimento de um novo tumor (FRIEDMAN, 2002).
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1.2 ESTUDO MOLECULAR DA NEUROFIBROMATOSE TIPO 1

A NF1 é uma doenga autossémica dominante. O fenétipo é variavel, mesmo
entre membros de uma mesma familia, existindo casos praticamente assintomaticos
e outros graves. Desta forma, um paciente gravemente acometido pode gerar
descendentes com quadro clinico mais leve e vice-versa (SCHEPPER et al., 2006;
BOYD, KORF e THEQOS, 2009). Inumeros trabalhos na literatura descreveram
mutacdes no gene NF71 e tentaram estabelecer uma correlacdo de gendtipo—
fendtipo. No entanto, nédo foi obtida uma correlagdo bem definida, exceto em uma
minoria de casos (aqueles com microdele¢cao do gene NF1) devido a expressividade
variavel observada ndo apenas em pacientes com mutacgdes distintas, mas também
naqueles com mutacdes idénticas, provenientes tanto da mesma ou de diferentes
familias (TROVO-MARQUI e TAJARA., 2006).

A incidéncia na populagéo geral é de 1/3-4.000, sendo uma das doengas
autossdmicas dominantes mais frequentes na espécie humana (FERNER, 2007). O
gene NF1 esta localizado na banda q11.2 do cromossomo 17 (17q11.2) e possui 60
regides codificadoras (exons) distribuidas entre 280 Kb de DNA genémico (CUNHA
e GELLER, 2011). Mutagbées em individuos afetados podem ocorrer em qualquer
lugar dentro do gene NF1 e consistem em dele¢des, inser¢des, mutagdes nonsense
e mutagdes nos introns, podendo alterar o codigo de leitura. A taxa de mutagéo é
extremamente alta (1/10.000), provavelmente pelo gene ser muito grande. Como
resultado, cerca de 50% dos afetados é resultado de mutacdes novas, ndo
possuindo histoérico familiar (BOYD, KORF e THEOS, 2009).

O gene NF1 é considerado um supressor de tumor e a mutagdo em apenas
um dos alelos € aparentemente suficiente para causar muitas das manifestagoes
clinicas observadas em pacientes com NF1, uma vez que um unico alelo NF1 ativo
nao codifica o nivel necessario da proteina para obter uma resposta biolégica normal
(TROVO- MARQUI e TAJARA, 2006). Zhu et al. (2002) evidenciaram que o estado
de haploinsuficiéncia (um alelo normal e um alelo mutante) do tecido somatico pode
criar um microambiente aparentemente permissivo para o desenvolvimento de
neurofiboromas. Evidéncias de estudos feitos com animais quiméricos parcialmente

compostos de células NF1/ demonstram que uma segunda mutagao pode levar ao
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desenvolvimento de neurofibromas plexiformes. Estes estudos demonstrando um
aumento na proliferacao de células de Schwann nulizigéticas (NF17/) também sao
consistentes com a funcdo de regulador do crescimento do gene NF1. Portanto,
tanto a perda completa do produto do gene NF71 na célula progenitora do
neurofiboroma, a célula de Schwann, quanto a heterozigozidade em células nao-
tumorais sdo necessarios para a tumorigenicidade (CICHOWSKI et al., 1999, YANG
et al., 2008).

O gene NF1 tem quatro éxons com splicing alternativo: éxons 9a, 10a-2, 23a
e 48a. Estes éxons nao alteram o quadro de leitura e sua inclusao gera isoformas de
proteinas com, respectivamente, 10, 15 e 21 aminoacidos na regidao 5’, exceto 48a, o
qual insere 18 aminoacidos na regido terminal 3’. Outros transcritos alternativos
envolvendo éxons distintos ja foram descritos, mas n&o existe confirmagéo ao nivel
da proteina. Ha também variantes descritas envolvendo a delecao dos éxons 4b, 29,
30, 33, 37, 43 e 45, e a insergao de 31bp entre éxons 4a e 4b (TROVO- MARQUI e
TAJARA, 2006). Vandenbroucke et al. (2002) sugeriu que as diferengas quantitativas
nos niveis entre esses variantes pode estar relacionado com a variabilidade
fenotipica dos pacientes com NF1.

Além dos transcritos descritos acima, existem dois outros, nomeados tipo Il
e IV (com inclusdo dos éxons 23a e 23b ou somente do 23b, respectivamente), que
sao exclusivos de roedores. Ambos alteram o quadro de leitura e provavelmente
produzem proteinas truncadas (MANTANI et al., 1994).

Uma caracteristica interessante do gene NF1 é a presencga de trés genes no
intron 27b, na fita antisense, nomeados OMGP, EVI2A e EVI2B. OMPG
(glicoproteina oligodendrécito-mielina) € uma glicoproteina de membrana expressa
no sistema nervoso central humano durante a mielinizagdo e parece funcionar como
uma molécula de adesdo celular. E um importante inibidor da proliferacdo de
fibroblastos e neurdnios in vitro. O gene EVI2A é altamente expresso no cérebro,
medula éssea e células sanguineas, enquanto o EVI2B é expresso nos mesmos
tecidos, exceto cérebro (SHEN e HAPPER, 1996). EVI2A e EVI2B sao homélogos
dos genes Evi-2A e Evi-2B de murinos, que estdo envolvidos no desenvolvimento da
leucemia nesses animais. E possivel que estes genes estejam relacionados com a
leucemia observada em alguns pacientes com NF1, mas ainda n&o existem dados
confirmando essa associagdo (TROVO- MARQUI e TAJARA, 2006).



26

1.2.1 O PRODUTO DO GENE NF171: NEUROFIBROMINA

O gene NF1 codifica uma proteina denominada neurofibromina (Nf1), que
atua como supressor de tumor. Ela é predominantemente expressa em neurénios,
células de Schwann, oligodendrocitos, astrécitos e leucdcitos. A neurofibromina tem
2818 aminoacidos e massa molecular de 250 a 280 kDa e nido possui dominios

funcionais claramente definidos, exceto SEC14 e RasGAP (Figura 6).
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Figura 6: Localizagdo dos dominios SEC14 e RasGAP na neurofibromina. Fonte: TROVO-
MARQUI e TAJARA, 2006.

SEC14 é encontrado em proteinas reguladas por lipidios, tais como
RhoGAPs e o RhoGEFs. Pouca informagao se sabe a respeito desse dominio.

RasGAP corresponde a uma pequena regido localizada na parte central da
neurofiboromina com atividade analoga a familia das proteinas ativadoras da
guanosina trifosfatase - GTPase (GAP). Esta envolvida na modulagao e controle da
atividade da p21ras, uma pequena proteina intracelular ligada a face citossélica da
membrana plasmatica que apresenta papel fundamental na via mitogénica
intracelular.

A Ras realiza um ciclo entre uma forma inativa GDP e outra ativa GTP.
Quando ligada a GTP, promove a transdugao tanto de sinais de crescimento ao
nucleo da célula, quanto de diferenciacdo. Como outras proteinas G, a Ras tem uma
atividade GTPase (estimulada por uma GAP) que hidroliza o GTP ligado para a
forma GDP ligada. A neurofibromina participa da conversdo da RasGTP ativa para
sua forma inativa que é a RasGDP (Figura 7) (FRIEDMAN, 2002). Quando o gene
NF1 esta mutado, a forma Ras é constitutivamente ativa, possibilitando as células
afetadas a proliferarem-se extensivamente. Esta proliferagdo pode resultar em
formagdo de tumores, em particular nas células derivadas da crista neural no
sistema nervoso periférico, que tém a mais alta expressdo de neurofibromina
(FRIEDMAN, 2002; CICHOWSKI et al., 2003).
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Figura 7: Interagdes de NF1 com diferentes vias de sinalizagdo celular, incluindo a ativagao
de p21ras (RAS), modulagdo de adenil ciclase, associagdo a microtubulos e interagdo com outros
efetores. A neurofibromina contribui para o controle da proliferacdo celular. Fonte: TROVO-MARQUI e
TAJARA, 2006.

Shen e Harper (1996) sugerem pelo menos trés outros possiveis
mecanismos de controle do crescimento e diferenciagcdo celulares pela
neurofibromina: regulagdo negativa da regido upstream do gene Ras (sequencias
que regulam positivamente o inicio da transcri¢ao, localizadas a 100 pares de bases
do sitio de iniciagdo), atividade efetora da regido downstream do gene Ras
(sequencias que regulam negativamente a transcrigdo, situadas préximas a
terminacdo 3’) e uma “ponte” entre a tubulina e o gene Ras. Esses mecanismos néo
atuam apenas isoladamente, mas sim, em conjunto em varios tecidos.

A localizagdo da Nf1 é, principalmente, no citoplasma, localizada proxima
aos microtubulos, mas alguns estudos encontraram essa proteina no nucleo
(TROVO- MARQUI e TAJARA, 2006). Pequenas proteinas (<45kDa) podem se
difundir livremente para o nudcleo, enquanto que proteinas com maior massa
molecular (como a neurofibromina) sdo ativamente transportadas através dos poros
nucleares pelos sinais de localizagdo nuclear (NLS). A neurofibromina contém um

NLS codificado pelo éxon 43. Vandenbroucke et al. (2002) descreveu um Nf1
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variante com perda no éxon 43 (NF1-AE43), presente somente no citoplasma. Estes
autores sugerem que a translocagao para o nucleo pode representar um mecanismo
regulatorio funcional dessa proteina, uma vez que seus parceiros (proteina p21ras e

microtubulos) séo citoplasmaticos.

1.3 MODELOS ANIMAIS PARA A DOENCA NF1

Modelos animais como roedores e mesmo a Drosodfila tém sido muito
importantes na elucidagdo de mecanismos moleculares e celulares causados por
processos da deficiéncia da neurofibromina. Alguns exemplos podem ser citados.
Camundongos transgénicos com mutacdo nos dois alelos do gene NF71 tém morte
ainda no utero no 12°/14° dias de gestagdo (BRANNAN et al., 1994) e apresentam
anormalidades cardiacas, mas nenhum outro defeito de desenvolvimento (JACKS et
al., 1994). O defeito cardiaco é causado pelo aumento da proliferagéo celular e
diminuicdo da apoptose no desenvolvimento cardiaco, mediada pela atividade de
p21ras (MAHGOUB et al., 1999). Camundongos que s&o heterozigotos (Nf17/),
embora viaveis, ndo desenvolvem neurofibromas, nédulos de Lisch e manchas “café
com leite”. No entanto, ttm uma maior predisposicdo para tumores associados ou
nao associados a neurofibromatose humana, e aparentemente para dificuldades de
aprendizagem.

Em termos de defeitos 6sseos, camundongo Nf1 heterozigoto €, em muitos
aspectos, um modelo imperfeito. Displasias Osseas (por exemplo, displasia
congénita da tibia e escoliose) (YOUNG, YMAN e NORTH, 2002) e, mais
recentemente, osteopenia sistémica (KUORILEHTO et al., 2005) s&o sintomas
clinicos presentes em até 50% dos individuos com NF1. No entanto, nem displasias
ou baixa densidade 6ssea foram observadas em camundongos Nf1*". Uma possivel
razao para essa divergéncia fenotipica encontrada nos camundongos quando
comparada com os pacientes & que Nf1 pode apresentar diferentes papéis nas
células osteoprogenitoras do que o desenvolvido em células désseas maduras
(CUNHA e GELLER, 2011).
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Cichowski et al. (1999) desenvolveram camundongos quiméricos, formados
parcialmente de células Nf1/. Esses animais apresentavam neurofibromas
plexiformes, entretanto, a linhagem de células homozigotas normais estava
presente. Por esse fato, as células progenitoras de neurofibromas foram dificeis de
ser identificadas. Zhu et al. (2002) geraram um camundongo na qual o gene NF1
estava inativado somente nas células-tronco que originavam células de Schwann.
Os camundongos podiam desenvolver neurofiboromas somente se células
heterozigotas estavam presentes, reforgando que o microambiente que retém
neurofiboromina é importante para a formagdo do neurofibroma. Camundongos
knockouts com completa delecdo de NF1 em neurdnios e glia tém permitido analisar
a contribuicbes desses tipos celulares na dificuldade de aprendizado e
tumorigénese, respectivamente.

Consistente com estudos em humanos com NF1, camundongos Nf1*/
mostram deficiéncia de aprendizado espacial, que pode ser superada com
treinamento prolongado. Guo et al. (2000) relataram que os mutantes Drosophila Nf1
também tém dificuldades de aprendizagem. Os mecanismos envolvidos na
cognicdo, tanto em humanos como em camundongos Nf1, permanecem
desconhecidos. No entanto, essas observagdes sugerem que a neurofibromina pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento neuronal e fisiologico.
(COSTA et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, apesar dos modelos animais
heterozigotos nao desenvolverem neurofibromas, recente trabalho utilizando
camundongos Nf1 haploinsuficiente demonstrou que Células-Tronco Mesenquimais
(CTMs) isoladas desses animais apresentam as seguintes caracteristicas: aumento
da proliferagao celular e da capacidade de formagdo de unidade formadora de
colénia-fibroblastica (CFU-F), menos células senescentes e significativa elevagéao da
atividade da telomerase quando comparada com as CTMs tipo selvagem (WU,
WALLACE e MUIR, 2005). As CTMs NF1*/" afetavam a diferenciagio osteoblastica
conforme observado pela coloragao da fosfatase alcalina, e confirmado pelo unico
ensaio de CFU-F realizado. A diferenciagdo dos osteoblastos prejudicada é
consistente com a reduzida expressdo de marcadores osteoblasticos a nivel de
MRNA, incluindo a osteocalcina e osteonectina.

Tendo em vista que modelos animais para o estudo da Neurofibromatose

Tipo 1 ndo evidenciarem a formacao de neurofiboromas e manchas ‘café com leite’,
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que juntas sdo a principal manifestacédo clinica da doenga, bem como nao
apresentarem as alteracdes dsseas encontradas em cerca de 50% dos pacientes, o
estudo de células-tronco isoladas de pacientes com Neurofibromatose tipo 1 como

modelo in vitro pode auxiliar na compreensao da doenca.

1.4 ASPECTOS GERAIS DAS CELULAS-TRONCO

Células-tronco (CT) sao células capazes de se autorrenovar e se diferenciar
para uma linhagem celular especifica, tendo por isso recebido consideravel atengao.
O avanco tecnoldgico tem ajudado a identificar o potencial das células-tronco e sua
capacidade de regenerar os tecidos estd sendo estudada em modelos
transplantados. Estudos do isolamento, natureza e potencial de diferenciacdo das
células-tronco terdo um impacto positivo no nosso conhecimento do
desenvolvimento humano e da medicina regenerativa (SILVA et al., 2012).

As CT podem ser classificadas de acordo com sua origem em dois tipos
principais: embrionarias ou adultas (GRONTHOS et al., 2000; MIURA et al., 2003;
SEO et al., 2004).

As células-tronco embrionarias (CTEs) s&o células primitivas, ou seja, nao
diferenciadas, que sao capazes de se autorrenovar e se diferenciar para uma
linhagem especifica. O zigoto e as células derivadas a partir das primeiras duas
divisdes constituem as células mais primitivas (células totipotentes) que séo capazes
de formar o embrido, bem como os anexos embrionarios. As células da massa
celular interna do blastocisto podem formar todos os tipos celulares, derivados dos
trés folhetos germinativos, sendo assim designadas células pluripotentes
(GRONTHOS et al., 2000; MIURA et al., 2003).

As células-tronco adultas (CTAs) sao células indiferenciadas presentes em
varios tecidos de um organismo adulto e sdo extremamente importantes para a
regeneragdo dos mesmos. Em geral, estas células sdo consideradas multipotentes
sendo capazes de se diferenciar nos tipos celulares restritos ao tipo do folheto

germinativo de origem: mesoderma, ectoderma e endoderma. Desta forma, elas sao
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mais restritas quando comparadas com as CTEs. Apesar do grande potencial
terapéutico das CTEs, o isolamento de CTEs humanas tornou-se muito problematico
no mundo inteiro e no Brasil devido aos entraves éticos na utilizacdo de um
blastocisto humano como material biolégico. Além disso, um grande problema do
cultivo das CTEs é que elas se diferenciam em um tipo celular (populagao
homogénea) e quando introduzidas de volta ao organismo, elas tém a capacidade
de produzir tumores (teratomas) (THOMSON et al.,1998, GRONTHOS et al., 2000;
MIURA et al., 2003). Por outro lado, as CTAs sdo menos problematicas para se
trabalhar do que as CTEs, ja que a destruicdo de embrides ndo é necessaria. O uso
das CTAs no desenvolvimento de pesquisas em engenharia de tecidos e medicina
regenerativa € importante e apresenta vantagens, uma vez que sua diferenciagao é
mais controlada e, quando introduzidas no organismo, dificilmente produz tumores
(KUEHLE e GOODELL, 2004; YOUNG et al., 2005, SILVA et al., 2012).

1.4.1 CELULAS-TRONCO DE POLPA DE DENTE (CTPDs)

Dentre as células-tronco adultas, destacam-se as Células-Tronco da Polpa
Dentéaria (CTPDs). De acordo com a literatura cientifica, as CTPDs séo capazes de
se diferenciarem in vivo em osteoblasto, condroblasto e odontoblasto, e foram
isoladas tanto de humanos quanto de camundongos (CAPLAN, 1991). Estudos mais
aprofundados de uma populacdo mais restrita de CTPD humana demonstraram
rapida expanséo e proliferagao in vitro e, no estado indiferenciado, demonstraram a
expressao de alguns marcadores de células-tronco mesenquimais, tais como o
STRO-1 e CD146 (MIURA et al., 2003). Apds a indugdo da diferenciagdo, em
condigcbes de cultura apropriadas e utilizando diferentes agentes indutores de
diferenciacao, foi possivel a producdo in vitro de células neuronais e adipécitos
(GRONTHOS et al., 2002; KOYAMA et al., 2009), odontoblastos, condroblastos e
células miogénicas (d’AQUINO et al., 2007; KOYAMA et al., 2009) além da formagéo
especializada de dentina e osso apos o transplante em camundongo (ABOTT, 2000;
GRONTHOS et al., 2000; MIURA et al., 2003).
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As CTPDs expressam estavelmente os marcadores de células-tronco
mesenquimais (SH2, SH3 e SH4) durante as passagens continuas. Além disso,
estas células da polpa de dente expressam no seu estado indiferenciado um grupo
de marcadores embrionarios de superficie celular (SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 e
TRA-1-81) e marcadores moleculares (Oct-4 e Nanog) (LASLETT, FILIPEZYK, e
PERA, 2003), demonstrando as propriedades semelhantes de células-tronco
embrionarias humanas. Recentemente foi demonstrado que o Nanog, na presenga
do Oct-4, é suficiente ndo apenas para a manutencao da pluripoténcia, mas também
para a auto-renovacdo das células-tronco (CONSTANTINESCU, 2003). Tanto o
Nanog como o Oct-4 sdo expressos na populagao de CTPDs utilizada no presente
trabalho.

O perfil molecular semelhante as CTEs humanas, a capacidade de se
diferenciar espontaneamente sob condigdes de cultura apropriadas, mais a origem
pos-natal, permitem classificar as CTs isoladas da polpa dentaria como um tipo

intermediario de célula, ou seja, entre as CTAs e CTEs humanas.

1.5 USO DAS CTPDs COMO MODELO /N VITRO PARA ESTUDO DE
DIFERENCIAGAO OSSEA

De acordo com a literatura, modelos animais sao falhos para
reprodutibilidade das caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes com
NF1. Assim sendo, como as células-tronco tém sido utilizadas como modelo de
estudo in vitro e in vivo para outras doencgas, a proposta deste trabalho foi estudar as
células-tronco isoladas da polpa dentaria de um paciente com NF1 como modelo in
vitro, uma proposta pioneira e inovadora, uma vez que nao ha relato na literatura

cientifica de tal estudo.
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2 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente projeto de pesquisa foi comparar a nivel molecular e
celular, as células-tronco da polpa de dente deciduo de individuo com

Neurofibromatose do Tipo 1 com células-tronco de polpa dentaria humana normais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar as CTPDs como novo modelo de estudo da NF1 in vitro;
Avaliar a proliferacédo e senescéncia das células NF1;

Avaliar a diferenciagao osteogénica das células NF1;

2L 2 2L =2

Avaliar a quantificagdo de calcio apés a diferenciagcédo osteogénica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA

As linhagens de células-tronco de polpa dentaria PDH1, DD1 (oriundas de
criancas saudaveis) e NF1 (oriunda do paciente) usadas nesse projeto foram
isoladas pelo Dr. Carlos M.C. Maranduba, no Laboratério de Genética do Instituto
Butantan, durante o estagio como Jovem Pesquisador/FAPESP. A manipulagdo com
células-tronco de polpa de dente foi previamente aprovada pelo Comité de Etica do
Instituto de Biociéncias da USP, quando foram estabelecidas as linhagem dessas
células. As linhagens UFJF1 e UFJF2 foram obtidas de criangas saudaveis na
Universidade Federal de Juiz de Fora apds aprovacgado pelo Comité de ética em
pesquisa com seres humanos (CEP/UFJF Parecer no. 003/2011 — em anexo).

Imediatamente apds a extragdo do dente deciduo realizada por um médico-
dentista, o dente foi colocado em um tubo contendo 5 mL do meio de cultura DMEM-
F12 (Invitrogen, CA), suplementado com 100 U/mL de Penicilina e 100 ug/mL de
Streptomicina, e levado para o laboratério de cultura celular. Sob capela de fluxo
laminar (ESCO Class Il BSC), a polpa dentaria foi extraida e cultivada com meio de
cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12)
(Invitrogen, CA), suplementadas com 15% (v/v) Soro Fetal Bovino (Hyclone), 100
U/mL de Penicilina e 100 ug/mL de Streptomicina, 2 mM L-glutamina e 0,01 mM de
aminoacidos nao essenciais (Invitrogen, CA) em placa de petri de 35x10 mm
(Corning). O meio foi trocado a cada trés dias e entre o 7° e 10° dia as primeiras

células-tronco isoladas da polpa dentaria eram obtidas.
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3.2 ANAMNESE

Para o desenvolvimento do presente projeto de pesquisa, contactamos os
responsaveis pelo paciente com NF1, e foram solicitadas algumas informacgdes de
exames realizados para melhor compreensdo da doengca. Com a colaboragao da

médica Amélie Falconi foi possivel estabelecermos a anamnese.

3.3 GENEALOGIA

Visando a analise da familia do paciente com NF1, realizamos uma
consultoria genética procurando conhecer o padrao de herangca o qual

possivelmente vem segregando com a doenca.

3.4 CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO DE POLPA DENTARIA

As CTPDs (controle e do paciente) foram cultivadas em meio de cultura
DMEM-F12 (Invitrogen, CA), suplementadas com 15% (v/v) Soro Fetal Bovino
(Hyclone), 100 U/mL de Penicilina e 100 ug/mL de Streptomicina, 2 mM L-glutamina
e 0,01 mM de aminoacidos nao essenciais (Invitrogen, CA), de acordo com o
protocolo de Kerkis et al (2006). As células foram incubadas (REVCO 3000) a 37°C

a uma atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% CO2.
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Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados sob capela de
fluxo laminar (ESCO Class Il BSC), seguindo os protocolos de manutencédo da
esterilidade tanto de materiais quanto das solugdes utilizadas (FRESHNEY, 2010). O
crescimento celular foi monitorado diariamente com o auxilio do microscépio de fase
invertido (Nikon TS100F, Jap.) e o meio de cultura foi trocado a cada dois ou trés
dias.

Visando a manutencdo de um estoque das células utilizadas no presente
trabalho, as culturas foram mantidas até atingirem 80% de confluéncia e foram crio-
preservadas. Para o congelamento, as células foram resuspendidas em meio de
cultura contendo DMEM-F12 suplementado com 20% (v/v) de Soro Fetal Bovino

(Hyclone) e 10% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma).

3.5 AVALIAGAO DA PROLIFERAGAO CELULAR

Para avaliar o padrao de proliferacdo das CTPDs, foram utilizadas duas
metodologias: a contagem utilizando a Camara de Neubauer e o ensaio de MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue, Sigma).

No ensaio utilizando a Camara de Neubauer, foram plaqueadas inicialmente
(Dia 0) 1x10° células em diferentes placas de petri de 35x10 mm (Corning) e a cada
dois dias, durante 15 dias, o meio de cultivo foi removido, as células aderidas foram
lavadas em PBS para remogédo do soro. A seguir, as células foram tratadas com
0,25% de tripsina-EDTA (Gibco) e incubadas a 37°. C por 5 minutos. A tripsina foi
neutralizada com meio DMEM-F12 (Invitrogen) contendo 10% (v/v) Soro Fetal

Bovino (Hyclone) e o sobrenadante foi centrifugado a 1.500 rpm por 3 minutos. O
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pellet formado foi resuspendido em 1 mL de meio DMEM-F12 (Invitrogen) e o
numero de células foi estimado com auxilio da Camara de Neubauer
(hemocitdmetro). As células usadas nesse ensaio eram das linhagens NF1 e uma
das linhagens controle e estavam inicialmente na passagem P3. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

No ensaio de MTT, foram plaqueadas inicialmente (Dia 0) 500 células por
poco em uma placa de 96-pogos (Corning, USA) e as leituras foram realizadas nos
4°, 8°, 12° 16° e 20° dias. O meio de cultivo foi removido e foram adicionados 180
ML de meio puro mais 20 uL de MTT. Em seguida, a placa foi mantida no escuro na
estufa por 4 horas e, apds esse periodo, 0 meio mais MTT foi removido e 200 uL de
alcool isopropilico acido foram adicionados. A placa foi mantida no escuro na estufa
por 1 hora, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa e como controle 200
ML de alcool isopropilico acido foram adicionados. A proliferagao foi avaliada em
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA) a absorbéancia de 570
nm. As células usadas nesse ensaio eram das linhagens NF1, UFJF1 e DD1 e
estavam inicialmente na passagem P4. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.6 AVALIAGAO DA SENESCENCIA CELULAR

Para estudar o padrio de senescéncia, das CTPDs, 5x10° células foram
plagueadas em placas 35x10 mm (Corning) e, a cada dois dias, o meio de cultivo foi
removido, as células aderidas foram lavadas em PBS. A seguir, as células foram

tratadas com 0,25% de tripsina-EDTA (Gibco) e incubadas a 37°C por 3 minutos. A
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tripsina foi neutralizada com meio DMEM-F12 (Invitrogen) contendo 10% (v/v) de
Soro Fetal Bovino (Hyclone) e o sobrenadante foi centrifugado a 1.500 rpm por 5
minutos. O pellet formado foi resuspendido em 1 ml de meio DMEM-12 (Invitrogen) e
o numero de células foi estimado com auxilio da Camara de Neubauer. As CTPDs
foram re-plaqueadas em placas de 35x10 mm (Corning) e os experimentos foram
repetidos sucessivamente até a passagem 16. As células usadas nesse ensaio eram
das linhagens NF1 e uma das linhagens controle que estavam inicialmente na

passagem P3. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.7 AVALIAGAO DA DIFERENCIAGAO OSTEOGENICA

Para indugao das células-tronco da polpa dentaria para diferenciacao
osteogénica, uma densidade inicial de 5x10° células das linhagens UFJF1, PDH1,
DD1 e NF1 foram plaqueadas em placas de 35x10 mm (Corning) em meio de cultura
DMEM LOW GLUCOSE (Invitrogen) suplementado com 12% (v/v) Soro Fetal Bovino
(Hyclone), 100 U/mL de Penicilina e 100 ug/mL de Streptomicina, 2 mM L-glutamina
e 0,01 mM de aminoacidos nao essenciais (Invitrogen, CA), 0,2 mM acido ascérbico
(Sigma), 10® M dexametasona (Sigma) e 10 mM glicerol-fosfato (Sigma) (este
somente a partir do 10° dia), e a cultura foi mantida por quatorze dias, substituindo o
meio de cultivo a cada trés dias. Para demonstrar a diferenciagao osteogénica, as
culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% (v/v) por 24 horas e foram coradas
com a técnica de Vermelho de Alizarina, especifica para diferenciagao osteogénica,

e descrita a seguir.
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As placas foram lavadas com agua destilada e as células foram fixadas com
alcool 70% por 30 minutos. Apos esse periodo, as células foram novamente lavadas
com agua destilada, e as placas foram mantidas abertas até a secagem total a
temperatura ambiente. A seguir, foram preenchidas com uma solugdo com 1% de
vermelho de Alizarina e 1% hidréxido de amonio (10:1, respectivamente), e mantidas
em temperatura ambiente por 45 minutos sob leve agitagado (Forma Orbital Shaker,
Thermo, USA). O excesso de corante foi removido apds esse periodo, as placas
novamente foram mantidas abertas até a secagem. Apds a secagem, 10 campos
aleatérios de cada linhagem foram fotografados com o auxilio do microscépio de

fase invertido (Nikon TS100F, Jap).

3.8 ANALISE QUANTITATIVA DO DEPOSITO DE CALCIO

As linhagens UFJF1, PDH1, e NF1 foram plaqueadas a uma densidade de
500 células/pogo, sendo que para cada linhagem foram realizadas 12 repeti¢coes. As
células foram cultivadas em meio de cultura DMEM Low Glucose (Invitrogen)
suplementado com 15% (v/v) Soro Fetal Bovino (Hyclone), 100 U/mL de Penicilina e
100 ug/mL de Streptomicina, 2 mM L-glutamina e 0,01 mM de aminoacidos nao
essenciais (Invitrogen, CA), 0,2 mM acido ascérbico (Sigma), 10® M dexametasona
(Sigma) e 10 mM glicerol-fosfato (Sigma) (este somente a partir do 10°. dia), e a
cultura foi mantida por trés semanas, substituindo o meio de cultivo a cada trés dias.
As culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 24horas e foram coradas

com a técnica de Vermelho de Alizarina, conforme descrita no item 3.7.
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Para a quantificacdo da coloragéo, foram adicionados 250 pL da solugao de
extracao feita com acido acético a 1% e metanol (4:1, respectivamente) em cada
poco previamente corado com Vermelho de Alizarina e, em seguida, as placas foram
levadas ao agitador (Forma Orbital Shaker, Thermo, USA) por 30 minutos em
temperatura ambiente.

O conteudo de cada poco foi transferido para uma nova placa e 200 yL da
solugéo de extragédo foram utilizados em 3 pogos como branco para calibragem do
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA). A quantificacdo do

calcio foi monitorada pela absorbéancia a 495 nm.
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4 RESULTADOS

4.1 HISTORICO CLINICO DO PACIENTE

O paciente H.V.C., atualmente 8 anos e 11 meses, foi clinicamente avaliado
e diagnosticado com Neurofibromatose tipo |I. Os pais e o0 irmdo sdo sadios. A
gestacao ocorreu sem intercorréncias. A mae fez uso de acido félico profilatico antes
da concepgao. A via de parto foi a cesarea, por auséncia de dilatagdo. Nas primeiras
horas apds o nascimento o paciente apresentou um quadro de ictericia, que apos
maiores investigacdes foi caracterizada como ictericia fisiolégica do recém-nascido.

O paciente apresenta as manifestacdes cutaneas tipicas, caracterizadas por
manchas “café com leite”, disseminadas pelo corpo. A primeira mancha surgiu aos
quatro meses de idade, ao redor do umbigo, e passou a apresentar crescimento
constante. Novas manchas surgiram a partir dessa. Entdo, a mae procurou o
pediatra, e foi encaminhada a um geneticista, que confirmou o diagndstico molecular
de Neurofibromatose Tipo |. O paciente passou por avaliagdo com dermatologista,
oftalmologista e neurologista. Foram realizados exames de fundoscopia, ultrassom
de fontanelas e ressonéncia magnética. Na iris apresenta harmatomas pigmentados,
caracterizados como Nédulos de Lisch. Entretanto, ndo apresentava neurofibromas
visiveis ou palpaveis até a ultima consulta realizada em marco de 2010. Auséncia de
efélides em regido inguinal ou axilar. O paciente tratou a neurofibromatose com o
medicamento Fumarato de Cetotifeno, por um tempo limitado.

Ao exame neurolégico, o paciente apresentava-se sem alteragdes
significativas. O desenvolvimento do paciente foi compativel com sua idade

cronoldgica, sem apresentar nenhum atraso. O paciente apresentava um quadro
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cognitivo excelente, e ndo cursava com queixas escolares ou de aprendizagem na
ultima consulta. A mae relatou que o filho tem dificuldade em iniciar o sono, possui
este agitado e acorda ainda cansado. A familia foi orientada a realizar higiene do
sono, e o0 paciente estd em tratamento com melatonina 1mg. Histéria patolégica
pregressa de uma hernioplastia inguinal ao um ano e dois meses de idade, e um
quadro de artrite reativa aos dois anos.

Apesar do desenvolvimento normal, o paciente apresentava um crescimento
inadequado para a faixa etaria (baixa estatura). Baseado na curva de crescimento
NHCS, ele apresentou-se no percentil 3. A mae do paciente informa que o paciente
alimenta-se sem dificuldades.

O paciente realiza exames de ressonancia magnética (RM) periddicos, de
cranio e de sistema nervoso central, para rastreio do surgimento de tumores. As
RMN de orbita realizadas periodicamente excluiram processos expansivos,
descartando assim a possibilidade de que o paciente é portador de gliomas 6pticos,
uma das manifestagdes caracteristicas da neurofibromatose tipo 1, até o0 momento.
Nao foram encontradas alteragdes estruturais significativas nos exames de imagem
realizados até o momento.

O paciente € acompanhado por uma equipe multidisciplinar, envolvendo
neurologista pediatrico, oftalmologista e ortopedista, facilitando uma intervencéao

precoce nas complicacbes da doenca.
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4.2 HEREDOGRAMA

Com base nas informacdes fornecidas na consultoria genética, foi possivel
estabelecer a genealogia da familia do paciente com a NF1 em cinco geragbes
(Figura 8).

No lado paterno do paciente H.V.C., foi relatado que o avd paterno casou-se
5 vezes, sendo uma de sua ex esposa com quem teve filhos, sua prima em primeiro
grau, configurando casamento consanguineo. Entretanto, néo foi relatado nenhum
problema genético nos descendentes. Ainda em relacdo aos dados paternos do
paciente com NF1, houve falta de informagdes, o que impossibilitou uma analise
mais detalhada em relacdo a montagem do heredograma.

No lado materno do paciente H.V.C., houve o relato de 6bito de cinco
individuos na geragao Il, com causas desconhecidas.

Excluindo os casos relatados em ambas as familias, tais como diabetes,
problemas cardiacos, hipertensao arterial sistémica, alguns casos de céancer de

outras origens, foi possivel avaliar cinco geragdes e observarmos que a doenga nao

T T

vem segregando com os individuos parentais.

T
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Figura 8: Heredograma da familia com caso de Neurofibromatose do Tipo 1. Seta indicando

0 probando.
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4.3 O CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA

As células-tronco da polpa dentaria, tanto das linhagens controles quanto da
linhagem NF1, apresentaram morfologia fusiforme, semelhante a fibroblastos, ao

serem cultivadas in vitro conforme descrito no item 3.4 (Figura 9).

Figura 9: Células da polpa dentaria com morfologia fusiforme. A: linhagem controle. B:
linhagem NF1. Aumento de 10X.

4.4 AVALIACAO DA PROLIFERAGAO CELULAR

Os resultados da avaliagdo do padrao de proliferagao das CTPDs utilizando
a contagem com a Camara de Neubauer como metodologia demonstram que as
células da linhagem NF1 apresentam uma taxa de proliferagdo elevada significativa
(ANOVA, p<0,05) quando comparada com as linhagens controles. Essa diferenga na

proliferagéo é mais perceptivel a partir do 8° dia (Grafico 1).
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Grafico 1 — Analise realizada comparando, através da contagem utilizando a Cémara de
Neubauer, a taxa de proliferagdo de células-tronco isoladas de dentes deciduos do paciente com
células-tronco isoladas de dentes deciduos controles. As amostras sdo apresentadas como média e

desvio padrao e a analise estatistica realizada demonstra diferencga significativa (p<0,05).

O ensaio de proliferagdo usando o MTT como metodologia (item 3.5)
apresentou resultados condizentes com os descritos acima. As células da linhagem
NF1 apresentaram uma alta taxa de proliferacdo significativa (ANOVA, p<0,05)

quando comparadas com as células de duas linhagens controle (Grafico 2).
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Grafico 2 — Analise realizada comparando, através do MTT, a taxa de proliferagdo células-
tronco isoladas de dentes deciduos do paciente com células-tronco isoladas de dentes deciduos
controles. As amostras sao apresentadas como média e desvio padrdo e a anadlise estatistica

realizada demonstra diferenga significativa (p<0,05).
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4.5 AVALIAGAO DA SENESCENCIA CELULAR

A avaliacdo do padrdo de senescéncia das CTPDs utilizando a contagem
com a Camara de Neubauer como metodologia (item 3.6) demonstrou uma taxa
menor de senescéncia significativa (p<0,05) das células da linhagem NF1 quando

comparadas com o controle (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Analise realizada comparando, através da contagem utilizando a Camara de
Neubauer, a taxa de senescéncia de células-tronco isoladas de dentes deciduos do paciente com
células-tronco isoladas de dentes deciduos controles. As amostras sdo apresentadas como média e

desvio padrao e a analise estatistica realizada demonstra diferenca significativa (p<0,05).

4.5 AVALIACAO DA DIFERENCIAGAO OSTEOGENICA

Apds quatorze dias de indugao, tanto as linhagens CTPDs controles quanto
a NF1 apresentaram alteragdo morfologica, adquirindo morfologia semelhante a
osteoblasto. A confirmacdo do sucesso da diferenciacido foi alcangcada pela
coloragédo Vermelho de Alizarina, que marca depdsito de calcio (Figura 10).

Os depdsitos de calcio mostram diferengca na quantidade e forma entre as

linhagens controles e a linhagem NF1. As linhagens controles apresentaram
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depositos de calcio em maior quantidade e bem definidos em comparagdo com a

linhagem NF1.

Figura 10: Fotografia de culturas dos grupos experimentais, aos 14 dias do experimento
para detecgéo dos depositos de calcio evidenciados pela reacdo de vermelho de Alizarina. Aumento
de 4X.

Fotos A e B: linhagem UFJF1, fotos C e D: linhagem DD1, fotos E e F: linhagem NF1.
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4.6 ANALISE QUANTITATIVA DO DEPOSITO DE CALCIO

Apéds os 14 dias de diferenciagéo osteogénica, os maiores niveis de depdsito
de calcio foram observados na linhagem celular UFJF1 (Grafico 4), sendo 3 vezes

superior a da linhagem NF1 (p<0,05).

Cuantificacac do Galcio

*

Quantidade de célcio

Grafico 4 — Resultado da densidade 6ptica da coloragdo com vermelho de Alizarina das

linhagens UFJF1 e NF1.
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5 DISCUSSAO

A NF1 é uma das doencas autossbmicas dominante mais frequente em
humanos. Estudos a respeito da NF1 sdo conduzidos utilizando modelos animais,
tais como camundongo, que nao reproduzem fielmente todas as manifestagdes
clinicas da doenca, incluindo a auséncia da principal caracteristica da NF1: manchas
‘café com leite’ e neurofiboromas (BRANNAN et al., 1994). Além disso, diferentes
padrboes Osseos sdo observados nos camundongos em comparagao com O0S
encontrados nos pacientes (WANG et al., 2011). Por exemplo, nem a perda dssea
ou lesdes distroficas sdo observadas nesses camundongos. Desta forma, nos
propusemos nesse trabalho utilizar células-tronco adultas da polpa dentaria como
modelo de estudo in vitro para a NF1, uma vez que ndo existe trabalho na literatura
usando essas células. Como as CTs tem sido utilizadas como modelo de estudo in
vitro para diversas doencgas (SILVA et al., 2012), o presente trabalho apresenta-se
de forma inédita.

Como o paciente com NF1 apresenta tumores espalhados por todo corpo,
resolvemos investigar se as células-tronco da polpa dentaria de uma crianga que
apresenta somente as manchas “café com leite” se proliferam mais dos que células
de individuos normais (controles). As caracteristicas de proliferacao e senescéncia
das CTPDs de um paciente de 8 anos, diagnosticado com NF1 foram analisadas. Ao
compararmos com células-tronco de polpa dentaria de individuos normais
(controles), observamos que as células do paciente apresentam elevada
proliferagdo, o que ja era observado no cultivo celular, pois para a mesma area de
cultivo (células/cm?), elas precisavam ser tripsinizadas e passadas para nova placa
de cultivo. Isso é caracteristica de células com perfil tumoral. E sabido que células
tumorais apresentam alta capacidade proliferativa, em virtude de a célula ter
divisdes descontroladas (OLIVEIRA, 1994).

Senescéncia celular € o fenbmeno pelo qual as células diploides normais
perdem a capacidade de dividir-se, normalmente, apdés cerca de 50 divisbes de
células in vitro. Isso acontece porque os telémeros que protegem as extremidades
dos cromossomos se encurtam demais até alcangar o Limite de Hayflick - em cada
divisao celular, os teldbmeros perdem uma parte e se encurtam, quando atingem um

tamanho minimo, os cromossomos deixam de se replicar, impedindo a divisao
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correta da célula (VIDAL et al.,, 2011). Ao avaliarmos a senescéncia das células,
observamos que as células controle chegavam rapidamente no platd perto da
passagem 12, o mesmo ndo acontecendo com as NF1 que ultrapassavam a
passagem 15 atingindo seu platé.

A analise da proliferacdo e senescéncia sdo importantes para entendermos
como uma crianga apresentando simplesmente manchas “café com leite”
desencadeia os diversos tumores ao longo de seu desenvolvimento. As células-
tronco de polpa dentaria ja comportam-se de forma tumoral, apresentando uma taxa
de proliferagao elevada e entrando em senescéncia tardiamente.

Como é relatado na literatura cientifica que 50% dos pacientes com NF1
apresentam diversos problemas dsseos, e como ja estd bem estabelecido em
diversos laboratérios o protocolo de diferenciacao osteogénica, resolvemos testar o
potencial de diferenciacdo nas células do paciente. O processo de diferenciacao
osteogénica das CTPDs é dinamico e envolve uma série de eventos como o
aumento da expressao de genes relacionados a produgdo de proteinas da matriz
extracelular e o aumento da atividade de enzimas envolvidas no mecanismo de
mineralizacdo da matriz produzida. Como consequéncia desses eventos tem-se, in
vitro, a formagao de nddulos de matriz mineralizada caracterizada por alto conteudo
de calcio (FERREIRA, 2011).

A coloracao Vermelho de LAlizarina marca depésitos de calcio, e foi utilizada
apos quatorze dias de diferenciagdo osteogénica. Realizando uma analise
qualitativa, foram observados depodsitos de calcio com tamanhos menores e em
menor quantidade nas células NF1, em comparacdo com as células controle. A
analise da quantificagdo do calcio corrobora essas observagbes uma vez que a
quantidade de calcio obtida nas células NF1 foi significativamente menor do que
aquela obtida nas células controle. Essa menor quantidade de calcio pode estar
relacionada com os diversos problemas 6sseos.

Tucker et al. (2008) observaram maior incidéncia de fraturas em individuos
com NF1 do que a observada nos familiares saudaveis desses pacientes. A fragao
de pacientes com NF1 que sofreram fraturas foi ainda maior no estudo de Brunetti-
Pierri et al. (2008), cerca de 52%. Esses pesquisadores realizaram uma bidpsia dos
ossos fraturados dos pacientes com NF1 e foi observado severa reducdo da
mineralizagédo. Seitz et al. (2009) também realizou bidpsia 6ssea e relatou varias

areas com menor conteludo de calcio. Além de maior incidéncia de fraturas, é
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relatado na literatura que maior indice de osteosporose é encontrado em pacientes
com NF1, quando comparado com pessoas saudaveis (BRUNETTI-PIERRI et al.,
2008; PETRAMALA et al., 2011).

Nossos resultados corroboram com dados da literatura. Menor quantidade
de calcio pode formar areas mais porosas dentro da matriz 6ssea que serao,
subsequentemente, preenchidas por um tecido fibroso que € menos resistente.
Como resultado, o osso torna-se menos estavel e, consequentemente, mais fragil
(SEITZ et al., 2009). Individuos com NF1 também s&o menores do que esperado,
mas suas propor¢des corporais normalmente ndo sdo alteradas, sugerindo que
existe um menor crescimento 6sseo generalizado. Estudos recentes demonstraram
que a densidade mineral éssea desses pacientes € menor do que a de pessoas
saudaveis, e essa reducdo geralmente é maior nas regides do corpo que carregam
mais peso. (KUORILEHTO et al., 2004; TURKER et al., 2008).

Além da produgdo alterada da matriz mineralizada, alteragbes O0sseas em
pacientes com NF1 também estdo relacionadas com fatores celulares, tais como
uma baixa producdo dssea e uma alta taxa de absorcdo, induzida por uma
diferenciacao incompleta dos precursores de osteoblastos e uma sobrevida maior
dos osteoclastos, processos nos quais a neurofibromina possui um papel importante
(PETRAMALA et al., 2011). A neurofibromina regula negativamente a ativagado da
proteina p21Ras inativando a p21Ras-GTP em p21Ras-GDP. Ras esta no apice de
varias cascatas de sinalizacdo, que modulam vérias funcbes celulares, tais como
proliferagcao, diferenciacao e sobrevivéncia. Wu et al., 2006 demonstraram que a
superexpressdo de RAS e MAP kinase estavam associadas com a supressao de c-
fos, cuja up-regulacdo € necessaria para a fungdo normal dos osteoblastos. A
elevada atividade de Ras também contribui para um aumento no numero de
osteoclastos, resultando em maior atividade de reabsorcdo 6ssea (SEITZ et al.,
2010).

Outra caracteristica observada em pacientes com NF1 é a redugao de niveis
séricos de 25-hidroxi-vitamina D, que desempenha um papel no metabolismo dsseo
e aumenta a absorcdo de calcio no intestino, utilizado na formagao e manutencao
Ossea. Baixas concentragbes de 25-hidroxi-vitamina D no sangue podem reduzir a
deposicdo 6ssea de calcio, agravando as manifestagdes clinicas dos pacientes.
Além disso, é observada alta taxa de excregao de calcio na urina (TUCKER et al.,
2008; PETRAMALA et al., 2011).
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Diversos estudos tém sido realizados buscando uma suplementacao diaria
de Vitamina D e Calcio nos pacientes. Todos relatam uma regulagao do nivel de 25-
hidroxi-vitamina D no sangue ap6s um ano de uso, mas a densidade mineral 0ssea
dos pacientes continua reduzida (BRUNETTI-PIERRI et al., 2008; SEITZ et al., 2010;
PETRAMALA et al., 2011). Mais estudos sao necessarios para chegar a um valor
ideal de suplementacdo. As células-tronco podem ser utilizadas como modelo de
estudo in vitro para esses tipos de estudos, favorecendo melhor compreensao da
patogenia das alteragbes dsseas na NF1.
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6 CONCLUSAO

VA analise da taxa de proliferacdo e senescéncia celular indicam que as
células-tronco da polpa dentaria do paciente com Neurofibromatose Tipo 1
apresentam perfil tumoral.

\ Os problemas 6sseos associados & NF1 estdo relacionados com a
deficiéncia na diferenciacdo osteogénica das células tronco do individuo
para formacgao dos osteoblastos, em fungao da baixa calcificagéao celular.

V' As células-tronco da polpa dentaria apresentaram como um excelente

modelo in vitro para estudo da Neurofibromatose Tipo 1.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (menores de 18 anos)

ESTUDO: ‘“Isolamento, Caracterizacao e Diferenciagdo de Células-Tronco
Adultas obtidas a partir da Polpa Dentaria, Tecido Adiposo e Cordao Umbilical

Humano’.

Seu filho esta sendo convidado a participar do projeto da pesquisa acima
referido. Este estudo cientifico é importante para obtengcao de células-tronco adultas,
visando contribuir para o estabelecimento de linhagens celulares no Departamento
de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF), o qual podera ser usadas em estudos laboratoriais para melhor
compreensao dos potenciais dessas células-tronco quanto a bioengenharia tecidual.
Esclarecemos também que a obtengéo destes tecidos pelo nosso grupo de pesquisa

nao trazem riscos ao doador. Sua colaboragdo neste estudo sera de grande

importancia.
NOIMI e e e e e
Data de Nascimento: /1
ENAEreC0:..ccoveiiiiiieeee e N R Complemento............
Cidade:........oooveiiiiiiiiiiiieeeeeee UFi, CEP:..cc
Tel(c )i
BU. o RG e, ,

abaixo assinado(a), concordo de livre e esponténea vontade que meu (minha)
L1 L0 = ) RSP PRR nascido(a) em

/ / , seja voluntario do estudo “Isolamento, Caracterizagao e

Diferenciagcao de Células-Tronco Adultas obtidas a partir da Polpa Dentaria,
Tecido Adiposo e Cordao Umbilical Humano”.

Sei que toda crianga com idade entre 6 e 12 anos de idade tem dentes de
leite que cairdo naturalmente, portanto, para realizacdo deste estudo, concordo em
doar a polpa dentaria de meu filho(a).

Declaro que obtive todas as informagdes necessarias e fui esclarecido(a) de
todas as duvidas levantadas, concordando portanto que este tecido seja utilizado

para obtencdo de células tronco.
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Estou ciente de que:

I) Esta coleta sera feita para este estudo e ndo causara nenhum problema
ao meu(minha) filho(a).

II) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste
estudo no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer
explicacao;

[lI) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao(a) meu
(minha) filho(a).;

IV) Os resultados obtidos durante este ensaio serao mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que
nem o meu nome nem o de meu(minha) filho(a) sejam mencionados;

V) Se eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final desta
pesquisa
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

VII) Concordo que as amostras das linhagens celulares estabelecidas sejam
armazenadas no Laboratério de Genética e Biotecnologia no
Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Biologicas/UFJF, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Magno da Costa Maranduba e que

sejam utilizadas para os propositos desta pesquisa.

Juiz de Fora, de de 20 .

Responsavel pelo(a) menor de 18 anos

Responsaveis pelo Projeto: oo
Dr Carlos Magno da Costa Maranduba
Professor Adjunto 1 Laboratério de Genética e Biotecnologia
Instituto de Ciéncias Biologicas/ UFJF
(32) 2102-3206 ramal 219
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ANEXO C — Questionario para a realizagao do Heredograma

1. Quantos anos vocé tem? Quando seu filho(a) nasceu, quantos anos vocé
tinha?

2. Onde vocé nasceu? Cidade e Estado?

3. Seu marido/esposa é seu(sua) primo(a)? Caso seja positiva essa resposta,
qual o grau de parentesco?

4. Quantos filhos vocé tem? Por favor, coloque os nomes deles e idade. Ainda,
se cada um deles tiver filhos (seus netos), coloque a quantidade, nome de
cada um e de quem sao filhos. Caso haja falecimento de algum deles, colocar
o0 nome e qual era a idade da crianga.

5. Pergunta somente para a mae: Vocé ja sofreu algum aborto? Quantos e com
que idade? Existe relato de aborto em outras mulheres da familia? Vocé
saberia a idade delas na época?

6. Pergunta somente para o pai: Existe relato de aborto em outras mulheres da
familia? Vocé saberia a idade delas na época?

7. Quantos irmaos vocé tem? Por favor, coloque os nomes deles e idade. Ainda,
se cada um deles tiver filhos (seus sobrinhos), coloque a quantidade, nome
de cada um e de quem sao filhos. Caso haja falecimento de algum deles,
colocar o nome e qual era a idade dele(a).

8. Seus Pais estdo vivos? Nome de cada um deles e idades. Em caso de
falecimento, qual era a idade deles na época e qual a causa da morte?

9. Quantos irmaos seu Pai tem (tinha)? Nomes e idades de cada um (se nao
souber a idade, ndo tem problema). Esses seus tios paterno tém filhos?
Identifique cada tio com seus respectivos filhos, e netos de cada um deles se
houver. Ainda, idade se souber de cada um. Em caso de falecimento de um
deles, qual era a idade na época e qual a causa da morte?

10.Quantos irméos sua Mae tem (tinha)? Nomes e idades de cada um (se nao
souber a idade, ndo tem problema). Esses seus tios materno tém filhos?
Identifique cada tio com seus respectivos filhos, e netos se houver. Ainda,
idade se souber de cada um. Em caso de falecimento de um deles, qual era a

idade na época e qual a causa da morte?
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11.Com todas as respostas acima de membros de sua familia, existe algum
relato de doenga na familia? Caso seja positivo, quem? Cite os nomes, uma
vez que vocé ja mencionou eles anteriormente nas perguntas.

12.Existe casamento entre parentes na familia (primos, tio e sobrinha, etc)? Se

sim, quem sao as pessoas da familia? Cite os nomes.



