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Godoi FHC. Análise dos efeitos da radioterapia sobre a atividade 
osteogênica de células mesenquimais na instalação de implantes 
[dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista 
(Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2018. 

 

RESUMO 
 

 
A sobrevida de pacientes submetidos a tratamentos para câncer de cabeça e 
pescoço está aumentando e a busca por reabilitação é necessária para 
promover qualidade de vida. O objetivo deste estudo é avaliar o perfil da 
expressão gênica de transcritos relacionados na osteogênese e 
osteoclastogênese em uma cultura primária de células mesenquimais de 
fêmures de ratos submetidos a radioterapia e colocação de implantes de 
titânio. Setenta e dois ratos receberam implantes de titânio em ambos 
fêmures. Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Grupo controle 
(C): cirurgia de colocação dos implantes; 2) Implante + irradiação imediata 
(IrI): irurgia de implantes e seguido de irradiação imediata; 3) Implante + 
irradiação tardia (IrT): cirurgia de implantes e irradiação após 4 semanas; 
4) Irradiação prévia + implantes (IrP): irradiação e após 4 semanas cirurgia 
de implantes. A dose de irradiação foi de 30 Gy fracionadas em duas 
sessões. As eutanásias nos períodos de 3, 14 e 49 dias após o tratamento. A 
células cultivadas sofreram diferenciação em osteoblastos. A expressão 
gênica dos genes Fosfatase alcalina (Alp), Colágeno 1 (Col-1), Integrina 
!1			 (Itg ! ), Osteocalcina (Bglap), Osteopontina (Osp), Osteonectina 
(Osn), Sialoproteína Óssea (Bsp), Fator de crescimento transformador 
(Tgf- 	! ), Osterix (Osx),Fator relacionado ao Runt (Runx2), Fator 
estimulador de colônias de macrófagos (M-csf), Interleucina -6 (Il-6) 
Apolipoproteína E (Apo-E), Prostaglandina E2 (PgE2),	foram avaliados por 
qRT-PCR e os resultados validados por ELISA. A expressão mais alta de 
Alp foi encontrada no grupo IrP (p=0.0001) e foi subexpressa nos grupos 
IrI e IrT (p<0.0001 e p=0.0041 respectivamente). Resultados similares 
foram encontrados nos transcritos de Itg !, On, Bsp, Osx e Runx2. mRNA 
do Tgf-	! foi hiperexpresso em todos os grupos principalmente aos 49 dias. 
Depois de 49 dias, os níveis de proteína da Bglap e Il-6 foram 
correlacionados com a expressão do mRNA. A radioterapia imediata altera 
a atividade de diferenciaçãO das células mesenquimais dos fêmures de 
ratos.  

 
 

Palavra-chave: Osseointegração. Implantes de titânio. Célula mesenquimal. 
Radioterapia. 



Godoi FHC Radiotherapy analysis in the differentiation of mesenchymal 
cells before implants surgery [dissertation]. São José dos Campos (SP): 
São Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 
2018. 
 

ABSTRACT 
 
 

Prognosis of patient submitted to head and neck cancer treatment has 
increased and the oral rehabilitation becomes necessary to improve their 
life quality. The aim of this study was to evaluate the gene expression 
profile of transcripts related to osteogenesis and osteoclastogenesis in 
primary culture of mesenchymal cells from rat femurs submitted to 
radiotherapy and installation of pure titanium implant. Seventy two rats 
received titanium implants in both femurs. The animals were divided in 
four groups: 1- Control (C) implant surgery; 2- Implant + immediate 
irradiation after 24 hours (IrI); 3- Implant + late irradiation after 4 weeks 
(IrL); 4- Implant + Previous irradiation 4 weeks before surgery (IrP) 
irradiation. The irradiation dose was 30Gy fractioned in two. The animals 
were euthanized in day 3, 14 and 49 after surgery. The mesenchymal cells 
from femurs were extracted and cultivated. The differentiation into 
osteoblastic cells was verified by calcification nodules formation. The gene 
expression of Alkaline Phosphatase (Alp), Collagen 1 (Col 1), Integrin β1 
(ItgB1), Osteocalcin (Bglap), Osteopontin (Osp), Osteonectin (Osn), Bone 
Sialoprotein (Bsp), Transforming Growth Factor β-type (Tgf-β), Osterix 
(Osx), Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Macrophage Colony-
Stimulating Factor (M–csf), Interleukin-6 (Il-6), Apolipoprotein E (ApoE) 
and Prostaglandin E2 (PgE2) were evaluated by qRT-PCR and the results 
were validated by ELISA test. Higher mRNA of Alp expression was found in 
IrP group (p=0.0001) and it was downregulated in IrI and IrT groups 
(p<0.0001 and p=0.0041, respectively). Similar results were found for 
transcript levels of ItgB1, Osn, Bsp, Osx and Runx2. mRNA of Tgf-β was 
overexpressed in all groups mainly in 49 days. After 49 days, Osn and Bsp 
transcripts were downregulated in the 3 groups evaluated. The Bglap and 
IL-6 protein level was correlated to their mRNA expression. The 
radiotherapy alters immediately the differentiation and activity of 
mesenchymal cells from rat femurs; however these cells seem to recover 
becoming suitable for receiving implants. 
 
 
Keywords: Osseointegration. Titanium implants. Mesenchymal cell. 
Radioterapy.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A radioterapia em combinação ou não à cirurgia é um arsenal 

terapêutico frequentemente utilizada no tratamento de pacientes com 

tumores malignos de cabeça e pescoço, sendo eficaz no tratamento e 

cuidados paliativos de tumores malignos (Wang et al., 2015). Por vezes, 

esse tratamento ocasiona defeitos estéticos e funcionais graves, sendo 

necessário a utilização de implantes osseointegrados para a devolução de 

função mastigatória, seja pelo uso de próteses dentais ou prótese faciais 

ancoradas (Mancha de la Plata et al., 2012).  

A radioterapia ou radiação ionizante tem sua dose é limitada pela 

tolerância à radiação dos tecidos sadios circunjacentes, uma vez que a 

irradiação pode promover efeitos colaterais agudos ou acumulativos nestes 

tecidos (Sonstevold et al., 2015). Seu efeito terapêutico é atribuído a 

capacidade de danificar o DNA nuclear das células tumorais, causando 

morte celular ou dificuldade de multiplicação. O maior desafio do 

tratamento radioterápico é alcançar as células alvos com dano mínimo aos 

tecido normais circunjacentes (Thariat et al., 2011). 

A radiação ionizante é uma onda eletromagnética, constituída de 

campos eletromagnéticos oscilantes, capaz de retirar um elétron de um 

átomo (Okuno, 2013). As ondas eletromagnéticas são constituídas de raios 

gama e apresentam energia suficiente para ionizar um átomo (Instituto 

Nacional de Câncer, 2008; Okuno, 2013). A radioterapia é um tratamento 

realizado utilizando uma fonte emissora de feixes de Radiação-Gama com 

uma distância padronizada do receptor radioativo (Instituto Nacional de 

Câncer, 2008).  

Atualmente, com o advento da radioterapia de intensidade 

modulada (RIM), o planejamento do tratamento pode ser direcionado para 
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os tecidos alvo, diminuindo as doses de radiação em tecidos sadios e os 

efeitos colaterais, no entanto não os eliminam completamente, além de ser 

uma tecnologia que não está presente na grande parte dos serviços de 

oncologia devido ao seu alto custo de operação (Argiris et al., 2008). 

A interação entre as radiações ionizantes e as células depende da 

energia absorvida pelas moléculas. Os efeitos biológicos dessa interação 

estão relacionados à dose, transferência linear de energia, fracionamento e 

radiossensibilidade celular (Instituto Nacional de Câncer, 2008). A dose 

total absorvida, para o tratamento de neoplasias malignas pode ser 

fracionada em doses menores durante o tratamento (Chandra et al., 2015; 

Russell, Connor, 2014). As toxicidades da radioterapia podem ser divididas 

em danos imediatos e crônicos. Os efeitos colaterais crônicos torna-se um 

evidente problema com o aumento da sobrevida dos pacientes, como a 

osteorradionecrose (Ruggiero et al., 2006) 

O tecido ósseo é um dos tecidos normais a serem irradiados e está 

sujeito aos efeitos deletérios da radiação ionizante (Hu et al., 2010; Wang 

et al., 2015), sendo que a injúria causada no tecido ósseo varia desde 

osteopenia até osteoradionecrose (Williams, Davies, 2006). Os tumores de 

cabeça e pescoço apresentam uma sobrevida de 57% em 5 anos (Oral 

Cancer Foundation, 2012) e estes pacientes geralmente são submetidos a 

radioterapia durante o tratamento (Mancha de la Plata et al., 2012). Sabe-se 

que o osso irradiado tem a regeneração comprometida devido à redução da 

atividade celular, do suprimento vascular e da oxigenação local (Williams, 

Davies, 2006). As principais alterações dos efeitos da radiação são em 

osteoblastos, resultando na alteração da capacidade de formação de matriz 

óssea (Williams, Davies, 2006). 

 A osteogênese é um processo altamente regulado em um osso 

normalmente vascularizado (Zhang et al., 2012). A formação óssea 

depende de muitos fatores correlacionados como células progenitoras de 
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osteoblastos derivadas de células mesenqumais oriundas da medula óssea 

(Bressan et al., 2013). 

 O uso de próteses sobre implantes tem permitido a substituição de 

dentes perdidos e de estruturas alveolares ressecadas, bem como o apoio 

dos lábios e a melhoria estética. No entanto, a reabilitação com implantes 

dentários, ainda é um desafio quando se trata de osso irradiado (Pompa et 

al., 2015), já que o sucesso da osseointegração dos implantes está associado 

com a saúde do tecido peri-implantar (Faggion et al., 2013), além das 

propriedades físico-química do tecido ósseo neoformado e a capacidade de 

formação da matriz extra-celular, são determinantes na biomecânica da 

osseintegração (Mendonça et al., 2011). 

A radioterapia promove efeitos prejudiciais no tecido ósseo 

(Chandra et al., 2015; Hu et al., 2010), levando a uma menor capacidade de 

cicatrização (Pompa et al., 2015) pois o dano ósseo inclui a perda da 

atividade funcional dos osteoblastos (Chandra et al., 2015) formação de 

uma maior quantidade de tecido adiposo no osso medular e diminuição da 

microvascularização (Chandra et al., 2014; Williams, Davies, 2006). 

Entretanto, segundo alguns estudos a densidade mineral parece 

retornar à normalidade, por meio da remodelação óssea constante (Brasseur 

et al., 2006; Verdonck et al., 2008; Pompa et al., 2015) permitindo que 

ocorra a reabilitação por meio de implantes osseointegrados.  

As células mesenquimais são fundamentais para a recuperação 

óssea após irradiação, já que são capazes de se autorregenerar e se 

diferenciar em vários tecidos especializados, pois elas exibem um alta taxa 

proliferativa e elevado potencial de diferenciação. São responsáveis por 

manter a homeostase entre osteogênese e adipogênese sob condições 

fisiológicas, mas há evidências que a irradiação pode alterar a diferenciação 

entre osteoblastos e adipócitos, uma vez que elas provêm da mesma origem 

celular (Rodríguez et al., 2008). Este potencial das células mesenquimais 
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em reparar o dano resultante da radiação ionizante e repovoar o 

compartimento medular é um dos sinais observados nos pacientes 

irradiados para verificar a tolerância a radioterapia (Nicolay et al., 2015). 

Além disso, no processo de neoformação óssea pós cirurgia de instalação 

de implantes, as linhagens de células osteoblásticas e não osteoblásticas, 

participam ativamente da osseointegração (Bressan et al., 2013). 

Tendo em vista que a interação das células sobre a superfície dos 

implantes é iniciada pela adesão celular, proteínas como a integrina são 

importantes para a adesão celular ao titânio (Anselme, Bigerelle, 2014), 

além da expressão coordenada de fatores de crescimento como Fator 

transformador	! (TGF-!), proteínas morfogenéticas (BMPs) e transcrição 

como Fatores de transcrição relacionados com Runt (Runx2), Osterix e 

citocinas como a Inteleucina - 6 (Il-6) (Wang et al., 2016). Os fatores de 

crescimento iniciam a casacata onde os fatores de transcrição são ativados, 

ou seja, a expressão gênica desses fatores influenciam funções como a 

mitose, síntese de matriz e diferenciação tecidual, (Oryan et al., 2015 ). 

 Estudos in vitro realizados com linhagens de células mesenquimais 

(Dare et al., 1997; Chandra et al., 2015; Wang et al., 2015), utilizando 

marcadores como Runx2, Fosfatase Alcalina (Alp), Osteocalcina (Bglap), 

genes associados a adiponeogênese e Receptores ativados por 

proliferadores de peroxissoma (Ppar-Y) (apoptose) foram avaliados por 

RT-PCR (reverse transcriptase-polimerase chain reaction), e a expressão 

dos níveis de proteínas como Runx2, Alp e Ppar-Y foram mensurados pela 

técnica de Western blotting, demonstraram que há uma influência negativa 

da irradiação na osteogênese devido a menor atividade e diferenciação 

celular. Adicionalmente, outros autores verificaram em linhagem celular 

osteoblástica (OCY454) e em cultura de células primárias extraídas da 

calvária de ratos, que a irradiação in vitro causa danos ao DNA celular 

(Chandra et al., 2015). 
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Os fatores de transcrição como Runx-2 e Osterix são essenciais para 

a diferenciação de osteoblasto e na formação óssea, sendo que o Runx-2 é 

responsável pela fase pré-osteoblástica, pois ativa genes específicos para a 

maturação de osteoblastos como Osteopontina, Colágeno tipo 1, 

Osteocalcina e fosfatase alcalina (Wittkowske et al., 2016). A expressão do 

Osterix também está intimamente relacionada com o Runx-2, porém 

quando expressa ativa genes responsáveis pela fase tardia da osteogênese, e 

apresenta uma função essencial na homeostase óssea (Sinha, Zhou, 2013). 

Uma vez que a sobrevida aumenta, os pacientes buscam melhora na 

qualidade de vida e almejam reabilitar-se. Nesse contexto, o uso de 

implantes osseointegrados torna-se uma escolha na reabilitação bucal, tanto 

para o restabelecimento da função mastigatória quando para correção de 

deformidades na região maxilo-facial, devolvendo ao paciente melhorias 

também na fala, estética, conforto e qualidade de vida (Nooh, 2013). 

Estudos, que visam identificar os possíveis genes envolvidos no 

processo de diferenciação e atividade osteoblástica em osso irradiado, 

podem contribuir para indicarmos o melhor período pós-radioterapia (RxT) 

para instalação de implantes dentários; além de manejá-los adequadamente 

quando previamente instalados ao tratamento radioterápico contribuindo 

assim, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes oncológicos.  
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 

 
 
Avaliar o perfil da expressão gênica de transcritos relacionados à 

osteogênese e osteoclastogênese em cultura primária de células 

mesenquimais provenientes de fêmures de ratos submetidos à radioterapia e 

instalação de implantes rosqueáveis de titânio. 

 

 

 

 

• Analisar a atividade osteoblástica através de transcritos dos genes 

representativos da fase inicial da osteogênese tais como: Fatores de 

transcrição relacionados com Runt, Osterix, Fosfatase alcalina, 

Colágeno 1, Integrina β1 e Osteopontina, após a instalação de 

implantes e radioterapia; 

• E também os genes representativos da fase tardia da osteogênese: 

Fator transformador	$, Osteocalcina, Osteonectina e Sialoproteína 

óssea; e osteoclastogênese: Fator estimulador de colônias de 

Macrófagos, Prostaglandina E2, Interleucina-6 e Apolipo proteína 

E; 

• Validar os resultados encontrados por meio do teste 

imunoenzimático (ELISA) de um gene relacionado à osteogênese e 

um relacionado à osteoclastogênese.  

2.1 Objetivo geral 

2.2 Objetivos específicos 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos/Unesp nº 

003/2016 foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a 

Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Nacional de Contorle de 

Experimentação Animal (CONCEA). Foi contemplado com auxílio regular 

FAPESP (16/20103-7). 

 

 

 

 

Os implantes rosqueáveis cilíndricos de titânio foram 

confeccionados e cedidos pela empresa Emfils Industria e Comércio 

situada em Itu/SP, especificamente para este projeto, sem conflitos de 

interesse. A medida final destes implantes foi de 2,5 mm de diâmetro por 6 

mm de comprimento, com conexão para chave 1.2, análogo ao comercial 

como mostrado na figura 1. 

 

 

3.1 Comitê de Ética 

3.2 Confecção dos implantes 
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Figura 1 - Implantes de titânio 

 
Legenda: Implantes confeccionados em liga de titânio nas especificações de 3,5mm de diâmetro 
e 5mm de comprimento. 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

 

Setenta e dois ratos com 90 dias e pesando aproximadamente 300g, 

foram usados neste estudo. Os animais foram provenientes do Biotério 

Central da Universidade Estadual Paulista (Unesp), situado em Botucatu e 

permaneceram durante o experimento no Biotério do ICT/UNESP em 

gaiolas (n=6) onde receberam água e ração ad libitum. O ambiente foi 

cuidadosamente monitorado para manter a temperatura em torno de 20ºC e 

a umidade mantida em 55%. 

 Após 30 dias de adaptação ao ambiente, com ciclos diários 

alternando 12 h correspondentes ao período de luz e ao período noturno, foi 

iniciado este experimento. Todos os 72 ratos foram submetidos à cirurgia 

para instalação de implantes em seus fêmures, previamente ou após à 

3.3 Procedimento cirúrgico 
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radioterapia, sendo subdivididos nos seguintes grupos demonstrados no 

quadro abaixo. 

 

Quadro 1- Distribuição dos grupos 

Grupos Descrição 
C Sem irradiação, apenas cirurgia 
IrI Implante + Irradiação imediatamente após (24 h) 
IrL Implante + Irradiação após 4 semanas 
IrP Irradiação 4 semanas antes cirurgia + Implante 
Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

   Os períodos de eutanásia e de irradiação foram determinados 

baseado em estudos prévios que correlacionaram a idade dos ratos com o 

homem (Quinn, 2005). 

Os procedimentos cirúrgicos para a colocação dos implantes nos 

fêmures direito e esquerdo foram realizados de acordo com  Vasconcellos 

et al. (2014), como observado na figura 2. A região cirúrgica foi submetida 

a tricotomia e assepsia local, a incisão na região femural com deslocamento 

do tecido muscular e exposição óssea para perfuramento, o qual foi 

realizado com sequências de brocas lança e 2,0 mm, para a instalação dos 

implantes rosqueados com auxílio de uma chave manual. 

Após as cirurgias, todos os animais receberam uma injeção subcutânea 

com 0,1 mg/kg de buprenorefrina como analgésico. 
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Figura 2 - Instalação dos implantes 

 
Legenda: (A) Tricotomia em fêmures bilateral para incisão em pele; (B) Perfuração com broca 
lança e 2,0 mm; (C) Instalação de implante com auxílio de chave manual; (D) Implante 
instalado. 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Após os procedimentos, os animais foram colocados nas gaiolas 

novamente com n=6 e monitorados até o prazo da eutanásia de 3, 14 e 49 

dias (Figura 3).  
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Figura 3 - Distribuição dos animais entre os diferentes tratamentos e 

períodos de eutanásia 

 
Legenda : C=Controle; E= eutanásia; Ip= implante; IrI= irradiação imediata; IrT= irradiação 
tardia; IrP= irradiação prévia 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

 

 

 

As irradiações visaram simular um tratamento radioterápico de dose 

máxima em humanos correspondente a 70 Gy. Para monitoramento da 

radiação incidente durante o procedimento foi utilizado um lote do 

dosímetro, TLD-800 (lithium borate manganese Li2B4O7:Mn), da Thermo 

Scientific Inc.) demonstrado na figura 4, que foi utilizado pelo Laboratório 

de Dosimetria Aeroespacial do IEAv (LDA) para dosimetria das 

irradiações realizadas no feixe gama de 60Co, produzidas pelo irradiador de 

teleterapia Eldorado 78 da Atomic Energy of Canadian Limited, situado no 

3.4 Radioterapia 
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Laboratório de Radiação Ionizante do IEAv (LRI). Este dosímetro responde 

linearmente em um longo intervalo de dose, desde 0,5 mGy até 100 kGy.  

Os animais foram anestesiados e posicionados nos imobilizadores 

previamente desenvolvidos para reprodutibilidade do local de irradiação 

(Figura 5). Os dosímetros foram posicionados e os fêmures direito e 

esquerdo foram irradiados.  

Como métodos alternativos e complementares dos estudos foram 

utilizados em conjunto uma câmara de ionização (Figura 6) e um 

eletrômetro, ambos calibrados no Laboratório Nacional de Metrologia das 

Radiações Ionizantes, do IRD (Instituto de Radioproteção e Dosimetria). O 

modelo do eletrômetro utilizado foi o 35040 Advanced Therapy Dosimeter 

da Fluke, esse equipamento converte a carga coletada em dose, a carga é 

coletada através de uma câmara de Ionização, Farmer Type Chamber 

FC65-G da Scanditronix, utilizado com capa de equilíbrio eletrônico para 

obter valores de dose com maior acurácia. A dose obtida no ar foi 

convertida em dose no tecido através da Teoria de Cavidade. 

 

 

Figura 4 - Lote de 50 pastilhas de TLD-800 inseridas no estojo de acrílico 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 5 - Equipamento desenvolvido para estabilização dos animais 

durante a irradiação e padronização da área a ser irradiada com aposição de 

dosímetros individuais 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Figura 6 -  Posicionamento dos animais para irradiação com câmara de 

ionização e com dosímetros individuais 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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As irradiações foram realizadas em duas etapas, de acordo com o 

estabelecido por (Da Cunha et al., 2007), dentro de 24 h, com a dose total 

acumulada de 37,79 Rad/h em uma distância da fonte aos espécimes de 

0,48 metros, resultando em uma dose acumulada de 3000 Rad (3 krad = 30 

Gy). Para obtenção dos valores de doses durante o procedimento foi 

necessário o estabelecimento de uma metodologia para dosimetria 

termoluminescente que é baseada nas seguintes atividades descritas no 

fluxograma a seguir (Figura 7). 

 

 

Figura 7 - Fluxograma demonstrando estabelecimento de dose equivalente 

para órgãos e tecidos dos animais 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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 Os animais foram cuidadosamente monitorados quanto a alterações 

clínicas como hábitos alimentares, perda de pêlos, infecção das feridas 

cirúrgicas e perda de peso. Esse procedimento teve como finalidade 

verificar se o tratamento interferiu no desenvolvimento dos animais. No 

início do experimento e imediatamente antes da eutanásia, todos os animais 

foram pesados em balança semianalítica. As alterações de peso foram 

verificadas em porcentagem utilizando a fórmula: Alterações no peso: (%) 

= (peso final – peso inicial)/peso inicial x 100. Perda de peso menor que 

20% do peso corpóreo foram consideradas aceitáveis, para isso foram 

calculadas as médias e desvio padrão para cada períodos de todos os grupos 

(Sonstevold et al., 2015).  

 

 

 

 

   As eutanásias foram realizadas por meio de sobredoses de 

anestésicos contendo uma mistura de 0,85mL de Xilazina e 0,5mL de 

Ketamina, segundo Vasconcellos et al. (2014). 

 

 

 

 

 

3.5 Análise das alterações nos animais 

3.6 Eutanásia 
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Todos os passos referentes à cultura celular foram realizados no 

Laboratório de Estudo Interdisciplinar em Células (LEIC) do Departamento 

de Biociências e Diagnóstico Bucal - Instituto de Ciência e Tecnologia – 

UNESP de São José dos Campos – SP. 

Após a limpeza dos fêmures, estes foram colocados em solução de 

transporte contendo meio essencial mínimo, modificação alfa com L-

glutamin (α-MEM – Gibco) e gentamicina (Gibco, Grand Island, Nova 

Iorque). No fluxo laminar, a parte do fêmur com o implante instalado foi 

removido por meio de um disco diamantado em motor elétrico, sob 

irrigação constante, para obtenção de sobrenadante, sendo o fragmento 

distal utilizado para a culturas primárias de osteoblastos.  Foram isoladas a 

partir das células obtidas pela lavagem da medula óssea dos fêmures, 

utilizando meio de cultura osteogênico de acordo com Rosa et al. (2009). 

Posteriormente estas células foram distribuídas em frascos para cultura de 

75 cm² de área (Nunc, Dinamarca) e incubadas a 37ºC com 5% de CO2 

(Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). Para cada garrafa, representando um 

grupo, foram acrescentadas as células da medula de 6 fragmentos distais de 

fêmures, sendo uma garrafa contendo todas as células dos fragmentos dos 

fêmures direitos e outra com os esquerdos. 

O meio de cultura foi trocado a cada três dias e a progressão da 

cultura avaliada por microscopia de fase invertida (Microscópio Carl Zeiss 

– Axiovert 40C, Germany). Foram cultivadas duas garrafas por grupo, 

sendo que as células de uma garrafa foram plaqueadas e utilizadas em 

testes para avaliação da viabilidade celular, analisadas em outro 

experimento, além da utilização do sobrenadante de cada poço em teste 

ELISA. Já a outra garrafa, após a confluência, o meio de cultura foi 

3.7 Cultura de células mesenquimais e análise da diferenciação celular 
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removido, e adicionado 3 mL do Trizol Reagent (Ambion®, Life 

Technologies Corporation, Van Allen Way, Carlsbad, California, USA). As 

células foram lisadas e o conteúdo coletado armazenados em 3 criotubos 

por garrafa em freezer -80ºC conforme orientações do fabricante para 

posterior extração do RNA. 

 

 

 

  Extração de RNA  

 

 

Para a extração do RNA total destas células foi utilizado 1 mL de 

Trizol Reagent (Ambion®, Life Technologies Corporation, Van Allen 

Way, Carlsbad, California, USA), e o protocolo foi realizado conforme as 

instruções do fabricante. O RNA foi armazenado a -80ºC. As concentrações 

e purezas das amostras de RNA foram determinadas por densidade óptica 

em espectrofotômetro Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. - 

Wilmington, DE 19810, USA).  Em seguida a qualidade e integridade do 

RNA foram avaliadas em gel de agarose (Ultrapure Agarose Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) a 1X TBE por eletroforese, corado com brometo de 

etídeo (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Foi misturado à 1µL de 10X DNase I Reaction Buffer, 1 µL DNase 

I, Amp Grade, 1U/µL e água DEPC para volume de 10 µL. Incubados por 

15 min. à temperatura ambiente e a DNase inativada com 1 µL de EDTA 

25 mM, aquecidos por 10 min. à 65°C para seguir para a confecção do 

cDNA, como demonstrado na figura 8. 

3.8 Avaliação da expressão de genes por qRT-PCR 
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Figura 8 - Sequência dos procedimentos laboratoriais para extração de 

RNA 

 

 
Legenda: (A) Centrifugação para separação em fases; (B) Aspecto trifásico da solução; (C) 
Pellet constituído pelo RNA total extraído das amostras. 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

  Desenho dos Primers 

 

 

As sequencias de pares de bases foram desenhadas e analizadas nas 

células dos grupos C, IrI, IrT e IrP nos períodos de 3, 14 e 49 dias após a 

cultura primária por aproximadamente 7 dias, quando observadas 

confluências das células , foi avaliada a expressão gênica dos seguintes 

produtos de genes relacionados a osteogênese inical, osteogênese tardia e 

osteoclastogênese, sendo eles respectivamente para genes referentes a 

osteogênese inicial: Fator de transcrição relacionados ao Runt 2 (Runx-2), 

Osterix (Osx), Fosfatase alcalina (Alp), Colágeno 1 (Col-1), Integrina	!1 

(Int !1), Osteopontina (Osp); Para genes relacionados com o aparecimento 

tardio na osteogênese: Osteocalcina (Bglap), Fator transformador -	! (Tgf-

	!), Osteonectina (Osn), Sialoproteína Óssea (Bsp); E relacionados com a 

osteoclastogênese tem-se o Fator estimulador de colônias de macrófagos 
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(M-csf), Interleucina -6 (Il-6), Apolipoproteína E (Apo E), Prostaglandina 

E2 (Pg E2). Como genes endógenos foram testados a Beta-Actina e o 

Gapdh. Os primers seguem descritos no Quadro 2. 

 

 

Quadro 2 - Descrição dos oligonucleotídeos iniciadores 

 

Gene 
Oligonucleotídeos	iniciadores: 

 sense (F);  
antisense (R) 

TM 
(ºC) TF FASTA 

PUBMED 

Beta-actina F GCAGGAGTACGATGAGTCCG 
R ACGCAGCTCAGTAACAGTCC 

59,97 
60,04 74 NM_031144.3 

Fosfatase 
alcalina 

F TATGTCTGGAACCGCACTGAAC 
R CACTAGCAAGAAGAAGCCTTTGGG 

60,61 
61,87 192 XM_006239136.3 

Osteocalcina F GAGGGCAGTAAGGTGGTGAA 
R CGTCCTGGAAGCCAATGTG 

59,31 
58,83 154 NM_013414.1 

Osteopontin
a 

F ATCTGATGAGTCCTTCACTG 
R GGGATACTGTTCATCAGAAA 

54,18 
52,28 151 NM_012881.2 

Sialoproteín
a óssea II 

F CTACTTTTATCCTCCTCTGAAACGGTT 
R GCTAGCGGTTACCCCTGAGA 

60,79 
61,04 202 NM_012587.2 

Osteonectina F CTCCCATTGGCGAGTTTG 
R TGTAGTCCAGGTGGAGCTTGTG 

56,08 
61,93 129 NM_012656.1 

Colágeno-1 F CCAACGAGATCGAGCTCAGG 
R GACTGTCTTGCCCCAAGTTCC 

60,25 
61,15 101 NM_053304.1 

Runx2 F GCCGGAATGATGAGAACTA 
R GGACCGTCCACTGTCACTTT 

57,09 
59,89 200 NM_001278483.1 

Osterix F CAAGAGTCGGATTCTAGGATTGGAT 
R CAAACTTGCTGCAGGCTGCT 

59,99 
62,08 208 NM_001037632.1 

Tfg-β F GGACTCTCCACCTGCAAGAC 
R CTCTGCAGGCGCAGCTCTG 

60,04 
63,64 63 NM_021578.2 

Mcs-f F CCGACACAGGCTCTTCTATTCAG 
R CAGCCAGCAAGACTAGGATGA 

60,74 
59,72 84 XM_008761428.2 

Integrina β1 F GGAGAAAACTGTGATGCCATACAT 
R TGGGCTGGTACAGTTTTGTTCA 

59,36 
60,36 85 NM_017022.2 

Interleucina	
6 

F TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC 
R TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC 

62,22 
62,22 79 NM_012589.2 

Apolipoprote
ína E 

F TGTTGGTCCCATTGCTGACAGGAT 
R TGGTGTTTACCTCGTTGCGGTACT 

64,43 
64,33 382 NM_001270681.1 

Prostaglandi
na E2 

F CATGATCTACCCTCCCCACG 
R CAGACCAAAGACTTCCTGCCC 

60,00 
57,14 67 NM_017232.3 

Gapdh F GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG 
R ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 

61,77 
61,44 143 NM_017008.4 

Legenda: Sequência das bases, TM temperatura de melting, TF tamanho esperado do 
amplificado e referência. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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A síntese de cDNA foi realizada com reações de transcrição reversa 

seguindo instruções do fabricante do Kit comercial SuperScript III, First-

Strand Synthesis Supermix (Invitrogen Life Technologies Corporation-Van 

Allen Way, Carlsbad, California, USA). Para a transcrição reversa foi 

adicionado em um microtubo os seguintes reagentes: 1µL de random 

hexamers 50: ng/µL, 1. µL de anneling buffer, solução de RNA e água 

DPEC para completar volume de 8  µL. Incubação por 65oC por 5 min. e 

imediata incubação em gelo por 1 min. Então será adicionado 10µL de 2X 

First-Strand Reaction Mix e 2a µL de SuperScript III/RNaseOUT Enzyme 

Mix, homogenização em vórtex, rapidamente centrifugação e incubação 

por 5 min 25oC e 50 min. à 50oC. Para finalizar, ocorreu incubação à 85ºC 

por 5min. e armazenamento do cDNA a -20oC.  

   

 

  qRT-PCR 

 

 

Foi realizado a análise da eficiência da reação de PCR, através do 

slope da reação da curva padrão e da curva de dissociação dos primers 

testados. A valiação de cada primer foi feita afim de calcular a sua 

eficiência de amplificação. Assim foram preparadas diluição seriada do 

cDNA 1:10. Com a concentração dos primers fixa, variou-se a 

concentração de cDNA por meio de uma diluição seriada em 1:10, como 

demonstrado na figura com a massa inicial de 300 ng. Cada diluição foi 

realizada em triplicata e testada em cada primer, e a concentração 

padronizada em 300 nM. A concentração ideal dos primers foi otimizada 

em 3000 ng para todas as amostras pois obteve a melhor amplificação.  
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Figura 9 - Diluição seriada de cDNA na concentração de 1:10 

 
Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

 O cDNA foi utilizado para o RT-PCR com o sistema de detecção 

Step One Plus Time PCR System (Thermofisher Scientfic Inc Waltham, 

Massachusetts, EUA) utilizando o sistema Platinum SYBR Green qPCR 

SuperMix-UDG (Invitrogen Life Technologies Corporation-Van Allen 

Way, Carlsbad, California, USA). Os primers específicos e cDNAs 

transcritos serão utilizados em cada reação. Cada espécime foi avaliado em 

triplicata.  

Foi realizado a padronização das condições da qRT-PCR baseadas 

nas sugestões do fabricante do SYBR Green (Kit Platinum SYBR Green 

qPCR SuperMIX –UDG – Applied Biosystems, fRamingham, MA, USA) e 

nas temperaturas de melting dos primers com uma amostra calibrador. As 

amostras serão submetidas à reação em cadeia da polimerase em tempo real 

para o gene endógeno proposto !-actina e Gapdh para selecionar aquele 

com menor variação de expressão para a realização da quantificação 

relativa. 
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A reação consistiu em uma placa de 96 poços, foi colocado 10 µL 

de SuperMix platinum SYBR Green, 1µL de ROX (corante), 1 µL de 

primer foward e 1 µL de primer reverse (300  nM), 3 µL de cDNA 

(diluição 1:10) e água DEPEC para a concentração final de 20 µL. Para o 

controle negativo adicionou-se todos os reagentes excluino o cDNA. A 

placa foi vedada com adesivo óptico (Invitrogen, Carlbad, CA, USA).  

A placa então foi colocado no aparelho StepOnePlus System 

(Applied biosystems, framingham, MA, USA) com os segupor 2 min, 

seguido pela desnaturação inicial a 95ºC por 2 mine mais 40 ciclos 

alternando 95ºC por 15 s e 60ºC por 40 s. Após o término as amostras são 

submetidas a análise da curva de dissociação (Melt), para conferir a 

ausência de curva bimodal ou sinal anormal de amplificação.  

Os valores de Ct (Threshold Cycle) das amostras serão utilizados 

nos cálculos a seguir (Livak, 2001). A média das triplicatas biológicas de 

cada gene será calculada para todas as amostras e será subtraído o Ct do 

gene constitutivo: ∆Ct=Ct(gene)-Ct (constitutivo). O ∆Ct será subtraído da 

amostra calibrador resultando em ∆∆Ct:∆∆Ct=∆Ct-∆Ct(calibrador). Então 

a quantificação relativa (RQ - Relative Quantification) será calculada para 

cada gene em cada amostra conforme a equação: RQ=2-∆∆Ct. 

 

 

 

 

Os níveis das proteínas presentes no meio de cultura de todas as 

células foram mensurados de acordo com os períodos da eutanásia, 

utilizando o método imunoenzimático (ELISA). Para a Interleucina-6 

foram utilizadas, placas de microtitulação de 96 poços (Nunc) foram 

sensibilizadas com anticorpos (IL-6) de captura de rato (R & D Systems, 

3.9 Ensaio imunoenzimático - ELISA 
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NE). As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente. No dia 

seguinte, as placas foram lavadas com tampão (PBS com 0,05% de Tween 

20) e bloqueadas com 300 µL de tampão de bloqueio (PBS com 1% de soro 

albumina bovina) por 1 h a temperatura ambiente. Após, foram lavadas e 

receberam 100 µL dos sobrenadantes do sangue e 100 µL dos padrões das 

proteínas, que representará a curva-padrão. Os testes foram realizados em 

duplicata e as placas foram mantidas 2 h à temperatura ambiente. A seguir, 

as placas foram lavadas e serão acrescentados 100 µL de anticorpos 

primários de detecção de rato marcados com biotina. Após 2 h, foi 

acrescentada estreptoavidina (100 µL/poço) e as placas mantidas por 20 

min cobertas com papel alumínio para evitar luz direta. Após lavagem, a 

reação é revelada com 100 µL/poço de solução contendo substrato 

cromogênico e peróxido de hidrogênio. Após 20 min, foram adicionados 

em cada poço 50 µL de solução stop (ácido sulfúrico 2 N) e as densidades 

ópticas (DO) lidas no leitor de microplacas com comprimento de onda de 

450 nm.  

Para a Osteocalcina, foi utilizado o kit OC/BGP (MyBiosource, San 

Diego, CA), adicionando a solução padrão nas duas primeiras fileiras, 

deixando por 90 minuto a 37ºC, após removido sem lavar, foi acrescentado 

100%&	da solução Biotinylated Detection (diluído 1:100), por 1  a 37ºC. 

Após o descarte foi acrecentado 300%& de tampão de lavagem, por 3 vezes 

consecutivas. Addicionado HRP Conjugate, por 30 min a 37ºC, descarte e 

lavagem novamente por 3 vezes. Foi adicionado 90 %&  do substrato 

reagente, incubado por 15 min a 37ºC sob proteção da luz. Após os 30 min, 

foi utilizado 50%& da solução de parada. 

A densidade óptica de cada poço foi realizada a 450nm. 

 Após obtenção das densidades ópticas, os níveis das proteínas 

(pg/mL) presentes nos sobrenadantes das culturas de osteoblastos foram 

determinados utilizando o programa GraphPad Prism 7.03. 
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Os dados foram expressos pela média e desvio padrão dos 

resultados de cada grupo experimental e foram estatisticamente analisados, 

inicialmente por meio do teste de normalidade visando a aplicação do teste 

estatístico t para avaliar diferenças enre dois grupos, para cada gene em 

diferentes períodos, e o teste ANOVA para avaliar os resultados dos testes 

ELISA comparando todos os grupos entre si.  

O teste de correlação de Spearman foi utilizado para avaliar as 

expressões gênicas de genes dependentes entre si. 

Todos os testes foram realizados utilizando o software GraphPad 

Prism 7.03 (GraphPad Software INC, La JOlla, CA, USA). O nível de 

significância adotado foi de 5%. 

3.10 Análise dos resultados 
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4 RESULTADOS  

 

 

 

A irradiação seguiu obteve alguns resultados os quais utilizamos 

como paramêtros para calcular médias de dose as quais os animais foram 

submetidos, como demonstrado no quadro 3. 

 

Quadro 3 - Parâmetros utilizados na irradiação 

Tempo dosagem 1h18min 
Intervalo 24 hs 

Local dosímetro lateral fêmur esquerdo e direito 

Distância da fonte 60 cm 

Média das doses  12,256 Gy 
Dose tecido 31,905 Gy 
Dose osso 30,591 Gy 

Desvio padrão 0,465663494 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

 

Durante todo o estudo foram operados 72 animais, sendo que 13 

deles foram perdidos (18%), 6 decorrentes de morte no pós operatório da 

instalação dos implantes e outros 7 por efeitos da irradiação, sendo que o n 

de cada grupo, ao final do esicada e as amostras se most 3 tudo foi de 18 

animais para o contole, 18 animais para o grupo IrI -  no qual os animais 

4.1 Pâmetros irradiação 

4.2 Análise de alterações dos animais 
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perdidos foram substituídos, 15 foram eficientes, como indicado nas figuras 

apresentadas   animais para o grupo IrT - no qual perdemos 6 ratos sendo 

três foram substituídos e 17 animais no grupo IrP – no qual 4 ratos 

morreram e três foram substituídos. 

Os animais de cada grupo foram pesados em balança analítica com 

o intuito de realizar a observação da interferência do tratamento. 

Considerando a média de peso inicial prévia aos tratamentos de 300 g, foi 

calculado a média e o desvio padrão de cada grupo, apresentado na Tabela , 

na qual não foram evidenciadas alterações de pesos expressivas. 

 

Tabela 1 - Média e desvio padrão dos pesos por grupo e período 

Grupos 3 dias 14 dias 49 dias 

C 397,66 415,00 391,00 

IrI 393,50 361,67 374,33 

IrT 375,66 317,16 425,50 

IrP 415,60 382,33 406,00 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Porém, outras alterações foram evidenciadas em alguns animais, 

principalmente notadas nos grupos de animais que ficaram mais tempo 

entre irradiação e eutanásia, como o caso dos animais do grupo IrP 49 dias, 

que foram sacrificados com 11 semanas após serem irradiados, co dos 

reagentes, quanmo perda de pelo, feridas em pele, infecções nos sítios 

cirúrgicos e necrose de tecidos, perda de implantes, como pode ser notado 

na figura 10. 

 

 



43 
 

Figura 10 - Alterações nos animais 

 

 
Legenda: (A) Perda de pelos; (B) Má cicatrização do sítio cirúrgico; (C) Feridas em pele; (D) 
Necrose em pele, músculos e ossos. 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

 

O meio de cultura foi trocado nas primeiras 24 de cultura primária, 

sendo depois trocado a cada 72 horas, acompanhando a progressão de 

crescimento celular (Figuras 11 a 13) pelo microscópio de fase invertida 

(Microscópio Carl Zeiss – Axiovert 40C, Germany). A confluência foi 

obtida em aproximadamente 7 dias, quando foi realizada a coleta de RNA 

total das células cultivadas. 

 

 

 

 

4.3 Cultura de células mesenquimais e análise da diferenciação celular 
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Figura 11- Cultura de células Grupo C, IrI, IrT e IrP - eutanásia de 3 dias 

 

 
Legenda: Cultura de células no qual a eutanásia foi realizada 3 dias após instalação dos 
implantes Grupo C (A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrI  (A) 
48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrT: (A) 48 h após isolamento 
celular; (B) 8 dias após cultura de células. e IrP: (A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias 
após cultura de células (Aumento 20x). 
Fonte: Elaborada pela autora. 

C 

IrI 

IrT 

IrP 

C 48 h 8 dias 
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Figura 12 - Cultura de células dos Grupos C, IrI, IrT e IrP – eutanásia de 14 

dias 

 
Legenda: Cultura de células no qual a eutanásia foi realizada 14 dias após instalação dos 
implantes Grupo C (A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrI  (A) 
48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrT: (A) 48 h após isolamento 
celular; (B) 8 dias após cultura de células. e IrP: (A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias 
após cultura de células (Aumento 20x). 
Fonte: Elaborada pela autora. 

IrI 

C 

IrT 

IrP 

48 h 8 dias 



46 
 

Figura 13 - Cultura de células dos Grupos C, IrI, IrT e IrP – eutanásia de 49 

dias 

 
Legenda: Legenda: Cultura de células no qual a eutanásia foi realizada 49 dias após instalação 
dos implantes Grupo C (A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrI  
(A) 48 h após isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células.; IrT: (A) 48 h após 
isolamento celular; (B) 8 dias após cultura de células. e IrP: (A) 48 h após isolamento celular; 
(B) 8 dias após cultura de células (Aumento 20x). 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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IrT 
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8 dias 48 h 
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A comprovação da diferenciação se deu após 21 dias, quando as 

células foram fixadas em paraformaldeído 4% por 15 min e coradas com 

vermelho de alizarina 2% por 20 min, para coloração de deposições 

calcificadas, como demonstrado na figura 14. 

 

 

Figura 14 - Nódulos de calcificação vistos em microscópio de luz em 100x, 

corados com vermelho de Alizarina 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

 Após realizada a extração de RNA total as concentrações e purezas 

das amostras de RNA foram determinadas por densidade óptica em 

espectrofotômetro Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. - 

Wilmington, DE 19810, USA).  

Em seguida a qualidade e integridade do RNA foi avaliada em gel 

de agarose por meio da eletroforese (Figura 15). 

4.4 Avaliação da expressão de genes por qRT-PCR  
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Figura 15 - Gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio, mostrando 

a integridade do RNA extraído das amostras 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

Após detectada a qualidade do RNA extraído, foi realizada a síntese 

de cDNA com reação de transcrição reversa. 

 

 

 

 

O slope da curva padrão, que valida a eficiência da reação, 

dependente diretamente da qualidade dos reagentes, quantidade e qualidade 

da amostra. A concentração dos primers foi verificada e as amostras se 

mostraram eficientes, como indicado nas figuras apresentadas no ANEXO 

A. 

A curva de dissociação dos primers testados mostrou apenas um 

pico, o que indica especificidade, como demonstrado no ANEXO B.   

No presente estudo foram testados dois genes de referência, o gene 

!-actina e Gapdh (genes endógenos constitutivos) para todos os primers. 

Os resultados obtidos foram analisados no software RefFinder1. A !  -

4.5 Verificação da eficiência dos primers 
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actina foi escolhida como normalizador por apresentar melhor eficiência, 

como evidenciado na Figura 16, considerando que quanto menor o rankig 

melhor a estabilidade do gene.   

 

 

Figura 16 - Análise dos genes de referência, Beta-actina e Gapdh 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

 

Os cDNAs transcritos foram amplificados para a quantificação 

relativa da expressão do Runx-2, Osx, Alp, Col-1, Int- 	!1,	Bglap, Osn, 

Osp, Bsp, M-scf, Tgf-! , Il-6, Apo-E, Pg E2. A expressão gênica é 

apresentada por uma razão entre a concentração dos genes alvo em relação 

ao gene de referência escolhido, no caso a Beta actina (Act). 

4.6 Análises de qRT-PCR 

___________ 
1 Disponível em: http://www.leonxie.com/referencegene.phpe 
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 O Ct (Treshold Cycle), ponto que corresponde ao número de ciclos 

a partir do qual a amplificação atinge seu limiar que permite a análise 

quantitativa do gene avaliado, sendo considerado as médias dos Cts, 

medidas em triplicatas, foram utilizadas para calcular a expressão dos 

genes de interesse em relação a um controle interno (Act), como observado 

na figura 17. 

 

 

Figura 17 - Curvas de amplificação demonstrando o Treshold Cycle 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
 

   Em fold change os valores maiores ou menores do que 1 indicam 

maior expressão ou menor expressão gênica em relação ao controle, cujo 

valor de expressão foi normalizada para fins de comparação (expressão=1). 

Avaliaram-se as expressões dos Runx2, Osx, Alp, Col-1, Int !1, e 

Osp, listados como fatores essenciais para o início da osteogênese, 

chegando-se aos valores em fold change demonstrados nos gráficos da 

Figura 18.  
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Ao se analisar a expressão da Alp, ocorreu subexpressão no grupo 

IrI em todos os períodos, começando a recuperar sua expressão após 49 

dias (p<0.0001). No grupo IrT a Alp também se mostrou subexpressa nos 

três períodos analisados (p=0.0041). Já no grupo que recebeu radiação 

anteriormente à instalação dos implantes (IrP), houve uma hiperexpressão 

da Alp, principalmente no período de 3 dias (p=0.001), sendo essa 

expressão diminuída com o passar do tempo, igualando-se ao controle com 

49 dias, não apresentando diferenças estatísticas nesse período (p=0.977).  

   Os transcritos de Col-1 não foram detectados em todos os grupos e 

períodos (p=0.0001). No entanto, no grupo IrP 3 dias sua expressão se 

mostrou próxima ao controle, não apresentando diferença estatísticamente 

significante (p=0.887).  

   A Int !1 se mostrou subexpressão nos grupos IrI e IrT aos 3 dias 

(p=0.0025 e p=0.0013), aumentando sua expressão aos 14 dias e 49 dias no 

grupo IrI (p=0.103 e p=0.045) e IrT (p=0.045 e p=0.114). Já no grupo IrP, a 

Int !1  mostrou-se 150 vezes mais expressa no período de 3 dias 

(p<0.0001), não apresentando expressão a partir dos 14 dias, não tendo 

significância estatísticas nestes períodos (p=0,264 e p=0.141).  

Não houve a expressão do Osx no grupo IrI nos períodos de 3 dias e 

14 dias (p=0.001), com leve aumento da sua expressão aos 49 dias 

(p=0.008). No grupo IrT ocorreu uma subrexpressão em todos os períodos 

(p=0.018, p=0.007 p<0.0001). Ao considerar o grupo IrP, evidenciou-se 

uma hiperexpressão no período de 3 dias (p=0.041) e 14 dias (p=0.036), 

regredindo aos 49 dias, não ocorrendo sua expressão em comparação ao 

controle (p<0.0001). 

O marcador Runx 2 foi expresso em todos os grupos com p<0,0001, 

com maiores picos no período de 3 dias. A partir dos 14 dias a expressão se 

mantém. 
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 A Osp foi hiperexpressa no grupo IrI no período de 3 dias 

(p=0.043), 14 dias (p=0.141) e 49 dias (p=0.042). No grupo IrT, não 

apresentou significância estatística aos 3 dias (p=0.124), aumentando sua 

expressão aos 14 dias (p=0.042) e aos 49 dias (p=0.043). No grupo IrP, 

houve hiperexpressão aos 3 dias (p<0.0001), ocorrendo expressão similar 

ao controle aos 14 dias (p=0.405)  e 49 dias (p=0.312).  

Ao realizar teste de correlação (Spearman) entre os genes 

envolvidos no início da osteogênese no grupo IrI, nota-se que a expressão 

de Alp ((0.016), Int !	((0.67)	 e Osp ((0.233) é diretamente proporcional 

ao Runx-2 e Osx, exceto Col-1 (( − 0.69), porém nenhuma correlação 

mostrou significância estatística  

No teste de correlação (Spearman) para o grupo IrT, nota-se que a 

expressão de Alp (( − 0.033) Col-1 (( − 0.676), Int !	(( − 0.533)	 e Osp 

(( − 0.116) não apresentou correlação diretamente relacionada a expressão 

de Runx2 porém mostrou correlação positiva com Osx (Alp ((0.366) Col-1 

( ( − 0.70) , Int !	(( − 0.566)	  e Osp ( (0.176 ), sem significância 

estatística  

A correlação entre os genes no grupo IrP, nota-se correlaçõ positiva 

entre a expressão de Osx com Alp ( (0.166)  Col-1 ( (0.333) , Int 

!	((0.903)	  e Osp ( (0.476)  com significância estatística apresentada 

apenas na correlação Osx x Int	! (p=0.0046). 
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Figura 18 - Expressão gênica dada em fold change dos genes Alp, Col-1, 

Int β1, Osx, Runx2 e Osp nos períodos de 3 dias, 14 dias e 49 dias. 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Os genes Bglap, Osn, Tgf-b e Bsp, são marcadores característicos 

da osteogênese com o aparecimento tardio. As expressões obtidas para 

esses genes estão demonstradas na Figura 19. 

A Bglap não apresentou a formação de transcritos, já que não houve 

expressão gênica nos grupos experimentais. 

A Osn foi subexpressa nos grupos IrI e IrT em todos os períodos 

(p<0.0001), sendo hiperexpressa no grupo IrP, com o maior pico aos 3 dias 

(p<0.0001), diminuindo essa expressão aos 14 dias (p<0.0001) e aos 49 

dias se igualando ao controle no qual não apresentou diferença estatística 

(p=0.724).  

O Tgf-b apresentou hiperexpressão em todos os grupos estudados, 

sendo que no grupo IrI sua expressão aos 3 dias foi cerca de 30 vezes maior 

do que o controle (p=0.011) e seu pico mais evidente foi aos 49 dias 

(0.0004). No grupo IrT houve expressão significativa aos 3 dias (p=0.042), 

e aos 14 dias (p=0.012), com aumento aos 49 dias (p<0.0001). O grupo IrP 

apresentou maior expressão aos 3 dias (p=0.046) e 49 dias (p=0.039). 

A Bsp mostrou expressão abaixo do controle no grupo IrI em todos 

os períodos (p<0.0001), e IrT mostrou expressão pouco maior que o 

controle apenas no período de 3 dias (p=0.219), diminuindo essa expressão 

aos 14 dias (p=0.005) e aos 49 dias ficando subexpressa (p<0.0001). No 

grupo IrP, apresentou-se próxima de 60 vezes maior aos 3 dias (0.0006), 

diminuindo essa expressão aos 14 dias (p=0.0050) e se não tendo diferença 

estatística do controle aos 49 dias (p=0.234).  

Sabendo que a Bsp é ativada pela expressão Osx, o teste de 

Spearman  comprovou correlação positiva entre ambos (5 = 0.2), porém 

sem significância estatística. 
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Figura 19 - Expressão gênica dada em fold change dos genes Osn, Tgf-!, 

Bgp nos períodos de 3 dias, 14 dias e 49 dias 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Os genes Apo E, PgE2, Il-6 e M-csf relacionados com a 

osteoclastogênese também foram avaliados em todos os grupos e períodos 

e resultados encontram-se expostos na Figura 20. 

Para a Apo E, observou-se expressão no grupo IrI semelhante ao 

controle, não demonstrando significância estatística tanto no período de 3 

dias (p=0.053) quanto no de 14 dias (p=0.107), demonstrando subexpressão 
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diferença estatística (p=0.063), aumentando a expressão aos 14 dias 
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se um hiperexpressão (p=0.019), aumentando aos 14 dias (p=0.0003) e 
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A expressão da PgE2 se mostrou presente no grupo IrI aos 3 dias 

(p=0.023) e no aos 49 dias (p=0.019), tendo subexpressão aos 14 dias 

(p<0.0001). Para o grupo IrT, no período de 3 dias houve expressão similar 

ao controle (p=0.140) bem como aos 49 dias (p=0.129), sendo subexpressa 

aos 14 dias (p<0.0001). A hiperexpressão se deu no grupo IrP, aos 3 dias 

(p<0.0001), diminuindo aos 14 dias (p=0.0018) e não apresentando 

diferença estatística aos 49 dias (p=0.599). 

A Il-6 apresentou hiperexpressão no grupo IrI, apenas aos 3 dias 

(p=0.029), ficando subexpressa aos 14 dias (p=0.0007) e 49 dias (p=0.019). 

No grupo IrT, houve expressão sem significância aos 3 dias (p=0.042), 

aumentando aos 14 dias (p=0.016) e ocorrendo uma subexpressão aos 49 

dias (p=0.0192). No grupo IrP nos períodos de 3 dias (p=0.026) e 14 dias 

(p=0.0018), notou-se uma hiperexpressão, sendo que não foi evidenciado 

diferença estatística aos 49 dias (p=0.396). 

Ao se avaliar os grupos para M-csf, evidencia-se que o grupo IrI 

mostrou resultados sem significância estatística no período de 3 dias 

(p=0.840) e 14 dias (p=0.157), aumentando levemente a expressão aos 49 

dias (p=0.012). O grupo IrT, obteve expressão gênica aos 3 dias (p=0.0097) 

e 49 dias (p=0.041). Já o grupo IrP apresentou hiperexpressão aos 3 dias 

(p=0.0051), 14 dias (p=0.0029) e não apresentou resultados significantes 

aos 49 dias (p=0.147). 
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Figura 20 - Expressão gênica dada em fold change dos genes Apo E, PgE2, 

Il-6 e M-csf aos 3 dias, 14 dias e 49 dias 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 21 - Resultado do ELISA em densidade óptica, comparando 

diferentes períodos dos grupos C, IrI, IrT e IrP 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

Ao se comparar cada grupo com seu controle, temos uma diferença 

estatística significativa para todos os grupos e períodos, com o p<0,001, 

como demonstra a Figura 22, já que todos os grupos apresentaram 

densidade óptica abaixo do controle. 
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Figura 22 - Resultado do ELISA em densidade óptica, comparando 

diferentes períodos dos grupos IrI, IrT e IrP com o controle 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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Para a Osteocalcina, os resultados foram positivos apenas no grupo 

controle, sem diferença estatística entre os períodos, confirmados pelo teste 

ANOVA, como mostra a Figura 23. 

 

 

Figura 23 - Resultado do ELISA para Osteocalcina em densidade óptica, 

comparando diferentes períodos dentro dos grupos IrI, IrT e IrP 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
 

 

Ao se comparar os resultados dos grupos com o controle temos 

diferença significativa estatisticamente em todos os grupos e períodos 

(p<0.001), já que a absorvância se apresentou expressivamente menor do 

que o controle em todos os grupos e períodos, como exposto na Figura 24. 
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Figura 24 - Resultado do ELISA em densidade óptica, comparando 

diferentes períodos dos grupos IrI, IrT e IrP com o controle 
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Fonte: Elaborada pela autora. 
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5  DISCUSSÃO 

 

 

Uma das principais complicações em procedimentos cirúrgicos 

após radioterapia é o desenvolvimento de osteorradionecrose. Para evitar 

esse risco, qualquer procedimento cirúrgico que envolva um osso que 

receberá radiação ou foi irradiado deve ser manejado o menos traumático 

possível, com cobertura antibiótica e cuidados pós operatórios adequados 

(Eposito et al., 1998; Ruggiero et al., 2006).  

Neste estudo todos os cuidados de assepsia foram respeitados e os 

animais receberam analgesia adequada, no entanto, por se tratar de um 

modelo experimental em animais, a proservação da ferida cirúrgica no pós-

operatório, tanto em relação ao trauma, movimento local quanto a higiene 

apresentaram limitações. De acordo com Esposito et al. (1998) o trauma 

cirúrgico, juntamente com a carga envolvida precocemente sobre o 

implante, infecção local e capacidade limitada de regeneração óssea do 

osso receptor são as causas mais comuns de insucesso nos implantes 

osseointegrados. Fatores como a dificuldade de controle dos animais e o 

tratamento a que os mesmos foram submetidos, em fontes de irradiação 

ionizante, favoreceram o aparecimento de infecção local, deiscência de 

suturas, com consequente infecção do leito implantado, justificando o 

número de animais perdidos. Também foi evidenciado em alguns animais 

alopecia na região irradiada, além de úlceras, dermatites e alterações locais 

de acordo com os achados na literatura (Sonstevold et al., 2015). 

Está comprovado que a radiação causa graves prejuízos para 

células mesenquimais, danos esses que podem ser irreversíveis (Green, 

Rubin, 2014; Wang et al., 2015). Vale acrescentar que a radiação ionizante 

causa supressão medular, levando à redução das células hematopoiéticas 

(Green, Rubin, 2014). Tanto células hematopoiéticas quanto células 
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mesenquimais são críticas no processo de remodelação óssea. O déficit 

dessas células na medula óssea causada pela irradiação pode comprometer 

a arquitetura e integridade estrutural óssea assim como a capacidade de 

auto-regeneração (Bonyadi et al., 2003). 

A dose da radiação influenciará o processo de osseointegração 

(Gridley et al., 2001), uma vez que ela pode levar a um desequilíbrio da 

atividade osteoblástica e osteoclástica aumentando a concentração de 

osteoclastos e diminuindo a de osteócitos e osteoblastos após irradiação  

(Baek et al., 2009). No entanto, as células mesenquimais possuem maior 

resiliência quando comparados às hematopoiéticas, mantendo sua 

capacidade de diferenciação após serem submetidas à radiação ionizante 

(Cao, 2011). A radioresistência das células mesenquimais e o aumento da 

resistência frente a um stress oxidativo é explicada por (Chen MF et al., 

2006), que mostra que radiação ionizante aumenta a capacidade 

antioxidante para eliminação de espécies reativas de oxigênio.  

É por meio dessa resistência celular que acontece a remodelação 

óssea, no entanto sabe-se que que a exposição à radiações ionizantes leva a 

um declínio na formação de trabéculas ósseas, devido ao prejuízo na 

formação de colágeno e deposição de hidroxapatita (Cao, 2011), o que 

pode explicar a menor formação de RNAm de Col-1.  

A osteogênese, relacionada à osseointegração, é regulada por 

inúmeros fatores tais como: osteoblastos, matriz extracelular, moléculas 

bioativas solúveis em meio extracelular (citocinas, vitaminas, fatores de 

crescimento, hormonios) e o estímulo de diferenciação (Bressan et al., 

2013).  

Neste presente estudo, o Runx-2 foi subexpresso nos grupos IrI e 

IrT resultados semelhantes aos de Wang et al. (2015) e Yan et al. (2016). 

Porém foi hiperregulado no grupo IrP. Dessa forma, notou-se que 4 

semanas de intervalo entre irradiação e instalação de implantes foi um 



64 
 

intervalo de tempo que favoreceu a recuperação celular. O marcador inicial 

da osteogênese é o Runx 2, que ativa e regula a osteogênese pela via BMP, 

induzindo a secreção de Osx , diferenciando células mesenquimais em pré-

osteoblastos e sua expressão ocorre durante toda a vida para que a 

remodelação óssea aconteça (Harada, Rodan, 2003; Baek et al., 2009). 

Nossos resultados demonstraram correlação diretamente proporcional entre 

a quantidade de transcritos de Runx2 e Osx. Desse modo, assim como o 

Runx2, o Osx apresentou subbexpressão no grupo IrI e IrT, ficando apenas 

hiperexpresso no grupo IrP, com o pico de expressão mais elevada aos 3 

dias. 

Ao se diferenciarem em pré-osteoblastos inicia-se o processo de 

proliferação e adesão celular, secretando Alp, Col 1, Opn e Int !1, 

iniciando a deposição de matriz óssea (Bressan, 2013). Picos de atividade 

da Alp ocorrem no final do processo de proliferação celular e início da 

maturação da matriz óssea (Sun et al., 2017). Estando um osteoblasto ativo, 

este possui alta expressão de Alp, que é considerada um marcador 

transitório da osteodiferenciação e regulação da mineralização óssea.  

Neste estudo, a atividade Alp foi analisada para indicar se a 

radioterapia havia alterado o potencial inicial de diferenciação osteogênica 

das células mesenquimais. Isso indica que houve perda na capacidade de 

diferenciação imediata observada nos grupos IrI e IrT, indicando uma 

resposta negativa ao estresse pós-irradiação Já no grupo IrP observou-se 

hiperexpressão de Alp, o que pode ter resultado de uma recuperação celular 

após 4 semanas pós-RxT. Esse dado é semelhante ao demonstrado por Sun 

et al. (2017), o qual relata uma atividade de Alp aprimorada no grupo 

irradiado direto aos 3 dias após a irradiação, enquanto os declínios foram 

encontrados aos 7 e 14 dias pós-irradiação, com o potencial de 

diferenciação inicial diminuindo com o tempo decorrido (Sun et al., 2017).  
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O Col-1 é um produto primário dos osteoblastos, durante a 

formação da matriz óssea, que constitui 90% da matriz orgânica do osso. 

Como demonstrado por Baek et al. (2009), sua deposição é dependente da 

expressão de Osx. Neste trabalho, o Osx está superexpresso no grupo IrP, o 

único que apresentou correlação positiva com Col-1. 

A Osp apresentou uma hiperexpressão em todos os períodos do 

grupo IrI, apresentando-se também expressa no grupo IrT e IrP. Essa 

diferença de resultados se dá devido ao fato de que a osteopontina não 

depende apenas do Runx 2 ou Osx para ser ativada, sendo sua principal 

promotora a vitamina D (Mish, 2008), pois apresenta interações com 

múltiplos receptores de superfície celular, essa ligação com esses 

receptores provoca uma ampla gama de funções associada à adesão e 

migração celular, sendo que uma delas é a diferenciação osteogênica de 

células mesenquimais (Chen Q et al., 2014). A hiperexpressão da Osp se dá 

em resposta ao stress e frente à reparação de feridas (Wang et al., 2007), 

fato esse que pode explicar a expressão deste, mesmo sem a expressão do 

Runx2.  Além disso, Chen Q et al. (2014) relata que a Osp atua vinculando 

as integrinas da superfície celular, sendo associado com a adesão celular, e 

assim modula a diferenciação adipogênica e osteogênica (Chen Q et al., 

2014). A Int ! foi expressa em todos os grupos deste trabalho. 

A diminuição da expressão do Runx 2 nos grupos IrI e IrT 

influenciou o potencial osteogênico e formação óssea, sendo caracterizado 

pela diminuição da expressão de outros genes dependentes do Runx2, 

também relacionados a osteogênese. Em particular, o resultado reportado 

nesse trabalho demonstrou que o processo de diferenciação osteogênica foi 

acelerado no grupo IrP, principalmente no período de 3 dias. Considera-se 

que esse resultado se dá pelo reestabelecimento da função celular após 4 

semanas de realizado da radiação e pelo fato de terem sido instalados 

implantes 3 dias antes do sacrifício dos animais, sendo a resposta aguda 
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frente ao trauma cirúrgico. 

No final do processo, o Runx2 inibe a maturação do osteoblasto e o 

Osx termina a maturação induzindo a expressão da Osteocalcina (Bglap). 

Quando o osteoblasto está totalmente diferenciado, começa a produzir a 

matriz orgânica mineralizada, aumentando a produção da Alp, Col-1 e 

começa a produção de Bglap (Bressan et al., 2013), no entanto a expressão 

de RNAm de Bglap foi reprimida em todos os grupos.  

A Bglap é secretada pelos osteoblastos e é um importante 

metabólito para regulação da mineralização (Bressan et al., 2013). Autores 

comprovam que a irradiação inibe a expressão da Bglap (Li et al., 2015). 

Acredita-se que para ter a expressão da Osc, além da expressão de Runx2, é 

necessário que o nível sérico de Vitamina K esteja dentro da normalidade 

(Zhou et al., 2013). 

A Bsp, também dependente de Osx, está presente no início da 

produção e maturação da matriz extracelular e é a maior proteína estrutural 

da matriz óssea (Tang et al., 2011). Como o nível de expressão da Osx foi 

reprimido nos grupos IrI e IrT, a Bsp também foi reprimida nesses grupos, 

aparecendo expressa significativamente apenas no grupo IrP. O mesmo 

resultado foi encontrado para a expressão da Osn, uma proteína vital para a 

mineralização óssea.  

Outra via de diferenciação osteogênica, além da expressão da Osx, 

diz respeito à via do Tgf (Bressan et al., 2013), que ativa um grande número 

de fatores que regulam a diferenciação, como o caso das proteínas 

morfogenéticas (BMPs), promovendo vários estágios de ossificação 

endocondral (Cho et al., 2002; Wu et al., 2016). Em nossos resultados, a 

via de diferenciação osteogênica da Tgf-! foi expressa, em todos os grupos 

e períodos, aumentando a expressão nos grupos IrI e IrT com o passar dos 

dias e mantendo-se expressa no grupo IrP aos 3 dias e 14 dias sugerindo a 

diferenciação das células mesenquimais em osteoblastos nos grupos IrI e 
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IrT, mesmo nos grupos que mostraram uma subxpressão do Runx2 e 

consequentemente do Osx. 

A super família da Tgf-!,  está envolvida com a regulação da 

osteoclastogênese pela via de fatores de diferenciação de crescimento 

(GDF) (Wu e al., 2016), uma vez que os macrófagos presentes na medula 

óssea, derivados da linhagem hematopoiética, agem diretamente na 

diferenciação de células mesenquimais (Winkler et al., 2010) Além disso, 

juntamente com citocinas, ele tem um papel importante na indução da 

atividade dos fatores de transcrição NF-κ B e AP- envolvidos no 

desenvolvimento da inflamação. Sua expressão aumenta com a presença de 

mediadores inflamatórios como TGFα, IL -1β, IL-8 e IL-6 (Fennen et al., 

2016). 

Il-6 demonstra desempenhar um papel no início da cascata de 

reparos, induz uma resposta ajusante a lesão recrutando outras células 

inflamatórias, aumentando a síntese da matriz extracelular e estimulando a 

angiogênese (Kim et al., 2017). Eles são secretados no local da lesão por 

macrófagos, células inflamatórias. Seu pico de ocorrência ocorre dentro das 

primeiras 24 h, começando a diminur a partir de 3 dias (Cho et al., 2002). 

Os resultados relatados nesse trabalho mostram que a maior expressão da 

Il-6 ocorreu aos 3 dias em todos os grupos, porém no grupo IrP sua 

expressão foi mais significativa devido ao fato do trauma cirúrgico recente, 

diminuindo essa expressão com o passar dos dias. O mesmo aconteceu com 

o grupo IrI. A proteína Il-6 também foi expressa, porém com pouca 

intensidade, em todos os grupos.	Dado semelhante aos resultados de Linard 

(Linard et al., 2004), que explica a expressão devido ativação dos 

receptores Il-6, mesmo quando a expressão gênica não ocorre. 

O M-csf é um outro fator chave para a regulação da 

osteoclastogênese, pois ele estimula células hematopoiéticas a se 

diferenciarem em células inflamatórias, principalmente macrófagos. A 
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expressão do M-csf apresenta um aumento no início do trauma, em reposta 

à inflamação aguda e continuando durante toda a fase de reabsorção de 

cartilagem mineralizada, e uma diminuição na fase de maturação óssea 

(Corcione et al., 2006). Esse fator é liberado pelos osteoblastos, induzindo 

a diferenciação dos osteoclastos. Nos resultados encontrados nesse 

trabalho, o M-csf foi expresso no grupo IrP, em todos os períodos, tendo 

maior resultado no 3o dia após a instalação de implantes, diminuindo a 

expressão nos outros períodos. Também houve expressão significativa no 

grupo IrT 3 dias.  

A ApoE, foi inicialmente descrita como uma partícula de VLDL 

(Very Low Density Lipoproteins), sintetizada no fígado e macrófagos, 

possuindo um papel importante no metabolismo e distribuição do 

colesterol. Um dos alelos ApoE 4, quando aumentado, pode levar à 

acumulação lipídica do osso inibindo a diferenciação dos osteoblastos e 

aumentando o número de adipócitos no interior da medula óssea (Liao et 

al., 2014). A baixa representatibilidade da expressão da Apo E pode ser um 

dos fatores que explica o fato de a radioterapia não ter alterado a 

capacidade das células mesenquimais de se transformarem em osteoblastos. 

As prostaglandinas, principalmente a Pg E2, são produzidas pelos 

osteoblastos sob estímulo principalmente da COX-2, cuja expressão é 

regulada pelos hormônios, citocinas e fatores de crescimento que controlam 

a remodelação óssea, como o Tgf-!, cuja expressão se deu em todos os 

grupos deste trabalho. Uma importante função fisiológica das 

prostaglandinas no tecido ósseo é mediar o aumento da formação de matriz 

mineralizada em resposta ao estímulo mecânico (Raisz, 2001). Em algumas 

situações, notadamente nas de natureza patológica, a Pg E2 pode estimular 

a absorção óssea aumentando a quantidade e a atividade funcional dos 

osteoclastos. A superexpressão da PgE2  foi evidenciado em todos os 

grupos no período de 3 dias, apresentando expressão significativa da 
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prostaglandina em todos os períodos, diminuindo com a evolução do 

tempo, sugerindo uma resposta inicial frente aos traumas locais. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

• Runx2 teve sua expressão diferenciada frente a dois traumas 

distintos. Ao se realizar a radiação imediatamente após instalação dos 

implantes (grupo IrI) notou-se que a expressão do gene foi reprimira frente 

aos raios 7, comprovados pelo mesmo período do grupo IrT, o qual recebeu 

a instalação do implante 4 semanas antes da radioterapia e foi sacrificado 

com os mesmos dias. Isso mostra que o trauma cirúrgico não participou da 

supressão gênica.  

•  Já no grupo IrP, que simula um paciente adulto que realizou a 

instalação de implantes 2 após ter sofrido radioterapia, a hiperexpressão do 

Runx2 demonstra a capacidade de regeneração celular dos osteoblastos, 

além de alteração frente a um trauma cirúrgico e consequente período de 

inflamação aguda. 

•  No que diz respeito aos genes oriundos de outra via de 

diferenciação osteogênica, como a Tgf- ! , não foram encontradas 

alterações, sendo eles expressos até mesmo nos grupos IrI e IrT, com 

menor intensidade que o Grupo IrP, o que aumenta a expressão dos genes 

envolvidos com a osteoclastogênese.  

•  A partir desses resultados, do ponto de vista molecular, uma 

osseointegração de implantes dentários é inviável se o mesmo é realizado 

imediatamente após ao tratamento com radioterapia, como visto no grupo 

IrI, uma vez que a supressão do Runx2 indica também que outros genes 

essenciais à mineralização óssea também não são expressos.  

•  Em uma osseointegração já estabelecida, a radioterapia não 

exerce nenhum efeito que cause a perda do implante, pois todo o processo 

já está consolidado, mesmo com a supressão de genes relatados na 
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osseointegração. 

•  Um ponto crucial dos resultados encontrados diz respeito ao 

grupo IrP, o qual apresentou todos os genes hiperexpressos, 

principalemente nos períodos de 3 dias. Isso evidencia que a capacidade de 

regeneração das células é reestabelecida após 4 semanas da realização da 

radioterapia.  

•  Dentro das limitações deste trabalho, segundo Quiin, equivale a 

um ano de vida de um humano, temos com os resultados reportados nesse 

trabalho uma evidência de que, com aproximadamente dois anos, do ponto 

de vista molecular, o osso já estaria apto a receber um implante dentário.  
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ANEXO A – Curvas padrão da PCR em tempo real representando a 

eficiência do teste. 
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ANEXO B – Curvas de dissociação (melting) dos primers geradas durante 

qRT PCR. 

No eixo “y” está a derivada que indica a taxa de mudança da 

fluorescência do SYBR Green em função da temperatura. No eixo “x” está 

representada a temperatura. 
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Gene	alvo:	Osx 
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Gene	alvo:	@AB − 1 

Gene	alvo:	Tgf-B 
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Gene	alvo:	Runx2 

Gene	alvo:	Pg	E2	
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  Gene	alvo:	Bglap 

Gene	alvo:	Osp 
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  Gene	alvo:	M-csf 

Gene	alvo:	Il-6 
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Gene	alvo:	Osn 


