VA
Y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ¥ 90LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

FERNANDA HERRERA COSTA GODOI

CORRELACAO ENTRE OS EFEITOS DA
RADIOTERAPIA SOBRE A ATIVIDADE OSTEOGENICA
DE CELULAS MESENQUIMAIS NA INSTALACAO DE
IMPLANTES

2018



FERNANDA HERRERA COSTA GODOI

CORRELACAO ENTRE OS EFEITOS DA
RADIOTERAPIA SOBRE A ATIVIDADE OSTEOGENICA
DE CELULAS MESENQUIMAIS NA INSTALACAO DE
IMPLANTES

Dissertacao apresentada ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Campus de Sao José dos Campos, como parte
dos requisitos para obtencao do titulo de MESTRE, pelo Programa de Pds-
Graduagio em BIOPATOLOGIA BUCAL, Area Patologia.

Orientadora: Prof* Adj. Estela Kaminagakura Tango
Cooriendadora: Prof* Dr* Renata Falchete do Prado

Sao José dos Campos

2018



Instituto de Ciéncia e Tecnologia [internet]. Normalizacao de tese e dissertacao
[acesso em 2018]. Disponivel em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentacao grafica e normalizagéo de acordo com as normas estabelecidas pelo Servigo de
Normalizagdo de Documentos da Secao Técnica de Referéncia e Atendimento ao Usuario e
Documentacédo (STRAUD).

Godoi, Fernanda Herrera Costa

Correlagao entre os efeitos da radioterapia sobre a atividade osteogénica
de células mesenquimais na instalagdo de implantes / Fernanda Herrera Costa
Godoi. - Sao José dos Campos : [s.n.], 2018.

90 f. : il.

Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Sao José dos Campos, 2018.

Orientadora: Estela Kaminagakura Tango

Coorientadora: Renata Falchete Do Prado

1. Osseointegragao. 2. Implantes de titédnio. 3. Célula mesénquima. 4.
Radioterapia. I. Tango, Estela Kaminagakura, orient. II. Prado, Renata
Falchete Do, coorient. III. Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Sao José dos Campos. IV. Universidade
Estadual Paulista 'JGlio de Mesquita Filho' - Unesp. V. Universidade
Estadual Paulista (Unesp). VI. Titulo.

Dissertagdo (Mestrado em Biopatologia Bucal) - Pés-graduagdo em Biopatologia

Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Se¢édo Técnica de Informatica,
ICMC/USP com adaptacgdes - STATI e DTI do ICT/UNESP. Dados fornecidos pelo autor
Sonia Maria Reis CRB8/5632



BANCA EXAMINADORA

Prof* Adj Estela Kaminagakura Tango (Orientadora)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Prof* Adj Luana Marotta Reis de Vasconcellos
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Prof Dr Eduardo Rodrigues Fregnani
Hospital Sirio-Libanés
Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-Libanés (IEP-HSL)

Sdo Paulo



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, que me da uma pagina em branco a cada dia,

para que eu possa escrever minha historia segundo Sua vontade.

A minha mde, que foi a minha primeira professora, me ensinou a ler e

escrever e hoje te dedico meu titulo de mestre.

A minha amada avo, que sem ela simplesmente eu ndo seria a pessoa que

sou hoje.

Ao meu marido, que é um exemplo de carater, honestidade e perseveranga

e a pessoa mais serena que um dia poderia conhecer.



AGRADECIMENTOS

Aqui estou, chegando ao final de mais uma etapa na minha vida
académica, ndo a Gtima, mas talvez a que mais exigiu de mim até agora.
Acredito que o que eu mais queria nesses ultimos dois anos era escrever os
agradecimentos, € encontrei aqui algumas paginas em branco para tentar
colocar no papel todas as pessoas que direta ou indiretamente estiveram
comigo nesses anos de aprendizado e batalhas.

O mestrado, me proporcionou momentos, amigos, risadas, choros
e memorias, que para mim valem muito mais que o titulo. Foram
momentos muito bons, realizadores, no qual eu pude ver que realmente sou
capaz de ser e fazer tudo que eu quiser. Amigos, que estardo comigo, nao
mais em uma convivéncia didria, mas eternizados. Risadas que fizeram
tudo ficar mais leve. Choros, porque ndo ha uma vitéria sem obstaculos e
memorias que sao a Unica coisa que ninguém pode nos tirar.

Por isso, comego agradecendo a Deus, acredito que nao existe um
passo sem que Ele ndo tenha pensado antes, assim, agradeco imensamente
a minha vida, por ter capacidade de me locomover, de ver, escutar, falar e
aprender e de alguma forma poder retribuir ao proximo, acho que por isso
ele me fez querer ser uma profissional de saude.

Além disso, Ele me deu a oportunidade de nascer e crescer em
uma familia perfeita nas suas imperfeicdes, mas que sempre me apoiou €
me deu toda a base e incentivo para que eu pudesse estudar por tantos anos.
Assim agradeco, com toda minha alma, por ter tido a oportunidade de ter
conhecido meus bisavés, ter meus quatro avos vivos e compartilhar com

eles a minha conquista.



Mas dentro de uma familia tdo grande, queria agradecer
principalmente, meu avo “Seu Z¢é Herrera” como Arapongas inteira o
conhece, meu avo € a pessoa mais batalhadora que eu conhego, meu maior
exemplo de pai de familia. Ele foi engraxate, vendedor, caminhoneiro,
empresario e construtor nunca desanimando e sempre mostrando que ele
daria um jeito, mesmo nas piores crises que nos enfrentamos. Uma pessoa
fechada, que hoje tem duas filhas professoras, mas ¢ da neta que ele se
enche de orgulho para falar que ele formou uma dentista, e realmente foi
ele. Hoje te agradeco vO, por ser o melhor pai do mundo, tenho muito
orgulho do senhor.

Minha vo6zinha Helena agradeco por ter cuidado de mim, por ser o
abraco mais carinhoso quando o coragdo chora.

A minha mae, ndo tenho palavras para dizer o quanto eu sou grata,
apenas agradecer por ter os ombros mais gigantes que eu conhego, por ter
dado sua vida pela nossa.

Ao meu irmao Rodrigo, por ter me ensinado a rezar, acreditar
realmente em Deus, e por confiar sempre em mim.

A minha tia Renata, que sempre foi para mim a irmi mais velha e
sempre torceu muito pelo meu sucesso profissional. Foi vendo ela crescer e
se tornar hoje uma professora universitdria que minha vontade de fazer
mestrado surgiu.

Ao Renan, meu amigo, companheiro e marido (nessa ordem).
Obrigada pelos quase 14 anos da melhor parceria que Deus poderia ter me
dado. Tenho muita sorte em ter vocé, que faz tudo se tornar menos dificil,
por me apoiar tanto, e fazer eu querer ir cada vez mais longe em busca dos
nossos sonhos. Obrigada por olhar na mesma dire¢dao que eu, te amo muito!

Aos meus sogros Lilian e Osmar, meu cunhado Adrian e minha
cunhada Yasmin, que me receberam na familia deles de bragos abertos. Sei

que com eles posso contar sempre.



Aos professores da minha casa UEL. Principalmente aos
professores da residéncia (Glaykon, Cecilia, Ligia, Hedelson, José Roberto
e Ricardo), que me fizeram cirurgid buco-maxilo-facial. Foi através deles
que conheci a cirurgia ja na graduagdo, e me inspirando na professora Ligia
que quis me tornar uma cirurgia, obrigada professora.

Mas foi o Glaykon que acreditou em mim, abriu um estagio que na
época nado existia, me ensinou a pesquisar, estudar, preparou meu curriculo,
me prepaou para enfrentar as provas tdo concorridas da residéncia. Depois
de tudo, me deu a técnica, segurando literalmente na minha mao, ¢ a
Cecilia com todo amor a docéncia e aos pacientes, que ela mostra com os
olhos brilhando toda vez que entra em campo, que me fez amar essa
especialidade linda. Hoje vocés sdao minha referéncia de honestidade na
profissdo, agradeco por ter me tornado amiga de vocés, sinto muita
saudade.

Aos amigos que Londrina me deu, que mesmo longe sei que posso
contar com vocés. Principalmente a Fernanda Boos, pela parceiria de
gordices, de viagens, de profissdo, minha salvagdo quando as duvidas
batem e uma das maiores incentivadoras, hoje ndo tdo perto mas sei que
torce por mim, obrigada amiga. A Bruna Barcelos, que estd sempre
presente pelos inimeros audios semanais no whats, por ter sido meu ombro
amigo nos ultimos 6 anos, amo vocé amiga, obrigada por tudo

Ao professor Fabio Ito, por ter apoiado minha decisdo de iniciar o
mestrado em patologia, por ter intermediado o contato com a professora
Estela.

A professora Estela, uma das professoras mais dedicadas e
corretas que tive o prazer de conviver, que me mostrou o inicio de um
longo caminho na docéncia e na pesquisa cientifica, que teve a idéia desse
trabalho e que confiou e mim para executa-lo. Obrigada professora pela sua

disponibilidade, ajuda, conselhos e exemplos. Obrigada pela oportunidade



de ter aprendido tanto com a senhora. A senhora realmente ama o que faz e
¢ nitido que torce por seus alunos, afinal onde nos florecermos vocé vai
estar 1.

A professora Luana, que elaborou essa pesquisa junto com a
professora Estela. Professora obrigada por quebrar a cabega comigo tantas
vezes durante a execugdo dessa pesquisa, obrigada por enfrentar o biotério
e o laboratorio, seja me ajudando quando faltou mao ou me ensinando
algum experimento novo. Obrigada pelos inameros conselhos e
disponibilidade, se todos professores fossem iguais a senhora a educagao
do Brasil seria outra.

A co-orientadora desse trabalho, professora Renata, obrigada pelo
empenho em me ensinar algo tdo novo que era a biologia molecular,
obrigada pela paciéncia no meu processo de aprendizagem.

Aos membros da banca que dedicaram seu tempo ao
aperfeicoamento deste trabalho.

Aos funcionarios do Laboratério Nacional de Radia¢ao Ionizante
do TAEV, por preparar os equipamentos necessarios para que as irradiagdes
nos animais de maneira correta, por calcular as doses, por se disponibilizar
e nos acompanhar em todos os periodos de irradiagao.

Aos técnicos do biotério, por cuidarem tdo bem dos animais e
terem tanto zelo com nossa pesquisa.

Agradeco a bolsa concedida no ambito com convénio FAPESP-
CAPESP, processo n° 2016/20103-7, no periodo de 01/01/2017 a
31/12/2017 e a bolsa CAPES, no periodo de 05/01/2016 a 30/12/2016.

Ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia da UNESP, por fornecer toda
infraestrutura utilizada para realizagdo desse trabalho. Aos outros alunos
usudrios do LEIC, principalmente a Noala, Lucas e Mariana, obrigada pelas
trocas e empréstimos de materiais e pelas conversas durantes testes

1mensos.



A coordenacio, professores, técnicos e funciondrios do Programa
de Po6s-Graduagdo em Biopatologia Bucal, pela grande oportunidade de
tamanho crescimento profissional e pessoal, que levarei para o resto de
minha vida.

A empresa Enfils por fornecer os implantes utilizados nessa
pesquisa.

A aluna de doutorado Daphne, que me ensinou a fazer a extracio e
cultivo de células primarias, além de me ensinar os testes de vitalidade
celular, obrigada pela disponibilidade e pelo seu caderno de laboratorio
“top”.

A aluna de pos doutorado Patricia, por me socorrer em algumas
partes do desenvolvimento laboratorial desse trabalho. Obrigada pela sua
paciéncia, por ter dedicado seu tempo a me ensinar calculos, padronizagdes
e estatistica.

A aluna Mariana, que se dispds a me ensinar os testes ELISA, que
me acompanhou por vezes ao laboratorio. Que sempre esteve presente
organizando o biotério durante as eutanasias, realizando e atualizando
iniimeras vezes os cronogramas, me ajudando durante as irradiacdes dos
ratos. E pela companhia durante inumeros almogos. Obrigada por todo
apoio e incentivo Mari, tor¢o muito pelo seu sucesso.

Aos alunos Leonardo e Bruno, pelo apoio e ajuda durante todas as
fases de execugdo dessa pesquisa.

As minha amigas de pds-graduacao que estiveram comigo desde o
primeiro café na Dona Vilma, Camila e Ligia, obrigada pelas noites de
estudos, pelas risada, pelos conselhos, pelos galhos quebrados, pelos
almocos e por me apresentarem o ballet. Quero vocés sempre perto

meninas!



Ao Victor, Noala, Vivian, Elis, Felipe e Milagros companheiros de
salinha, de cantorias, de cafés, risadas e desabafos, meu muito obrigada por
terem deixado a pos-graduagdo mais amena.

A Camila Duarte, aluna de IC que me acompanhou em todos os
testes e me ajudou a conduzir uma pesquisa paralela. Obrigada pela ajuda,
vocé ¢ brilhante!

Ao pessoal de Taubaté, que me receberam de portas abertas, Dr

Rubens Guimaraes, Thammy, Sara, Franciele, Marina e Karen.



114 . ;s . . b
Escreva uma historia linda

Milene Rodrigues ‘in memorian”



SUMARIO

RESUMO ..uuuoiiiiiniiinniinsnicnsnnicssnnssssicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasses 15
ABSTRACT .uuoieiiieiinneicssnnicsninssssicssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 16
1 INTRODUQGAQ ..o cueeeereeerereeeresessesessssesessssessssossssssessssasessssassssssassssses 17
2 PROPOSICAQO.uueerireeerisereesesessesesessssssessesssssssssssssessasssssssossssssosns 22
2.1 ODJetivo eral.....uuueeeiicesissrnneeecsssssnnsencssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 22
2.2 ODbjetivos eSPECIfICOS c.ccerrrrrnrrrecsssssnnrrecsssssrssnsssssssssssssssssssssssssssssssssans 22
3 MATERIAL E METODOS .....ccoviuiucnenmenscnssssssssssssssssssssssssssess 23
3.1 COMItE A€ EHCA ceuerecnnncenecenerinenennsenssenssensensensesssssssssssssssssssssssssssscsss 23
3.2 Confeccao doS IMPIANLES ....eeeeereeerrcrrnnrriccsssssannrrecssssssssssssssssssssssssssse 23
3.3 Procedimento CIFUIEICO ccccuvueerricressssanrriccsssssansrsssssssssssssssssssssnsssssssone 24
R T 2 i U0 0 1) T N 27
3.5 Analise das alteracoes Nos ANIMAIS........ceeeeeeeeeescrcsesceccesceesceseessaasans 31
RJE D111 72D 1T O 31

3.7 Cultura de células mesenquimais e analise da diferenciacio

L] L1 TS 32
3.8 Avaliacao da expressao de genes por RT-PCR..........cccoceueerreenee. 33
3.8.1 EXtracio de RINA ......ciiiiiiiveeeiiiciinsnnsniccsssssnssssccsssssssssscsssssssssssssssne 33
3.8.2 Desenho dos Primers .........coeeeevercnceccssencssencssnnessnncssnsscsssessssnns 34
3.8.3 qRT-PCR ..uuuoririeiicnercsntinsnncssnsicssnnsssssessssisssssssssssssssssssssssssssne 36
3.9 Ensaio imunoenzimatico - ELISA ..........iiivvuiiiiisnercciinenccsnnnees 38
3.10 Analise dos resultados ........cueeeeevveiiiiisnnnccisnnecsssnneecssnenesssnsenessssens 40
7 23 DIT 0 B 10N D L 1 41
4.1 PAametros irradiacCao ......ccceeeeeeeeerrrrsssnnneeeeeeeeeeecceccesssssssssssnsssssassesssees 41
4.2 Analise de alteracoes d0OS aANIiMAIS.....ccceereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesesssesssosonones 41

4.3 Cultura de células mesenquimais e analise da diferenciacio

TN L1 F2 ) 43



4.4 Avaliacao da expressio de genes por QRT-PCR..........ccuuereecerennees 47

4.5 Verificacdo da eficiéncia dos Primers ........cccceeveeeccsserccscsnerccscsencces 48
4.6 Analises de QRT-PCR.......uueeiiirrrvrneriicsssssnnnnccsssssnnssscssssssssssssssssssans 49
4.7 Teste de ELISA ....iiiiiiiiiiiineniccsntnccsnneecsssencssssseecsssssssssssssncens 57
5 DISCUSSAOD....cciiininsinsinsinsinsississssssssississssssssssssssssssssssssssasssnsassasens 62
6 CONCLUSAOQ ..cciininininsinsinsinssssissinsississssssssssssssssssssssssssasssssassassens 70
REFERENCTAS. ... cueeueurensessenssenssessenssesssessesssessssssesssessssssssssessssssesssesens 72

ANEXOS uuuiiiiienniininienstenssnnecssanessneesssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssasssssasssss 79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Implantes de titAnio ........c..eeeeeiiieeeciiee e 24
Figura 2 - Instalacdo dos implantes ............cceeveeeeiciiieeeiiiie e 26

Figura 3 - Distribuicdo dos animais entre os diferentes tratamentos e
PEriodos de EULANASIA .....ccuvveeeeiiieeeieee ettt e e e e e aae e e e araeeeas 27

Figura 4 - Lote de 50 pastilhas de TLD-800 inseridas no estojo de acrilico 28
Figura 5 - Equipamento desenvolvido para estabilizacdo dos animais
durante a irradiacdo e padronizacdo da area a ser irradiada com aposi¢ao

de dOSTMELIOS INAIVIAUALS «..eveneeeeeeeeeeeeeee e eee et e e e e e e e e e e eaeeeereeeenaesesneeasnanaees 29

Figura 6 - Posicionamento dos animais para irradiagdo com camara de
ionizagao e com dosimetros INdividUuais .........cccueeeeeeeiiiiiieeceeeiiiee e, 29

Figura 7 - Fluxograma demonstrando estabelecimento de dose equivalente
para 6rgaos € tecidos dOS aNIMAIS ........cccevvereeiiieeeriiiieeeriieeeereeeeeereeeeeraees 30

Figura 8 - Sequéncia dos procedimentos laboratoriais para extragdo de

RN A et e e b e e e aa e e beeeaeas 34
Figura 9 - Diluicao seriada de cDNA na concentracao de 1:10.................... 37
Figura 10 - AIteragOes NOS ANIMAIS......cccuvveeeeeurereerrreeeeiieeeesireeeessreeeeereeeens 43

Figura 11- Cultura de células Grupo C, Irl, IrT e IrP - eutanasia de 3 dias..44
Figura 12 - Cultura de células dos Grupos C, Irl, IrT e IrP — eutanasia de
T QIAS .ot ettt et e et e e 45

Figura 13 - Cultura de células dos Grupos C, Irl, IrT e IrP — eutanasia de
4O IS ..ottt ettt e et e st e b e e aees 46

Figura 14 - Nodulos de calcificagdo vistos em microscopio de luz em
100x, corados com vermelho de Alizarina ...............ooeevvveeeeeeeeeeiiieieeeeeeennn. 47

Figura 15 - Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio,
mostrando a integridade do RNA extraido das amostras..............ccceeeeuveennn 48

Figura 16 - Analise dos genes de referéncia, Beta-actina e Gapdh .............. 49



Figura 17 - Curvas de amplificagdo demonstrando o Treshold Cycle........... 50

Figura 18 - Expressao génica dada em fold change dos genes Alp, Col-1,
Int f1, Osx, Runx2 e Osp nos periodos de 3 dias, 14 dias e 49 dias. ............ 53

Figura 19 - Expressao génica dada em fold change dos genes Osn, Tgf-f3,
Bgp nos periodos de 3 dias, 14 dias € 49 dias........ccccvvveveiieeeiciieeeiieeee, 55

Figura 20 - Expressao génica dada em fold change dos genes Apo E,
PgE2, II-6 e M-csf aos 3 dias, 14 dias € 49 dias.......cccceeevevveeeicieeeeciieeeee, 57

Figura 21 - Resultado do ELISA em densidade 6ptica, comparando
diferentes periodos dos grupos C, Irl, IT € [tP ......oooeviiieiiiieieee, 58

Figura 22 - Resultado do ELISA em densidade optica, comparando
diferentes periodos dos grupos Irl, IrT e IrP com o controle........................ 59

Figura 23 - Resultado do ELISA para Osteocalcina em densidade Optica,
comparando diferentes periodos dentro dos grupos Irl, IrT e IrP................. 60

Figura 24 - Resultado do ELISA em densidade optica, comparando
diferentes periodos dos grupos Irl, IrT e IrP com o controle........................ 61



Godoi FHC. Analise dos efeitos da radioterapia sobre a atividade
osteogénica de células mesenquimais na instalagdo de implantes
[dissertagdo]. Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A sobrevida de pacientes submetidos a tratamentos para cancer de cabeca e
pescoco estd aumentando e a busca por reabilitacio € necessdria para
promover qualidade de vida. O objetivo deste estudo € avaliar o perfil da
expressdo génica de transcritos relacionados na osteogénese e
osteoclastogénese em uma cultura primdria de células mesenquimais de
fémures de ratos submetidos a radioterapia e colocacdo de implantes de
titanio. Setenta e dois ratos receberam implantes de titinio em ambos
fémures. Os animais foram divididos em quatro grupos: 1) Grupo controle
(C): cirurgia de colocacdo dos implantes; 2) Implante + irradiagdo imediata
(Ir]): irurgia de implantes e seguido de irradiacdo imediata; 3) Implante +
irradiacdo tardia (IrT): cirurgia de implantes e irradiacdo apds 4 semanas;
4) Irradiagdo prévia + implantes (IrP): irradiacio e apds 4 semanas cirurgia
de implantes. A dose de irradiacdo foi de 30 Gy fracionadas em duas
sessoes. As eutanasias nos periodos de 3, 14 e 49 dias ap6s o tratamento. A
células cultivadas sofreram diferenciacdo em osteoblastos. A expressao
génica dos genes Fosfatase alcalina (Alp), Coldgeno 1 (Col-1), Integrina
B1 (Itg ), Osteocalcina (Bglap), Osteopontina (Osp), Osteonectina
(Osn), Sialoproteina Ossea (Bsp), Fator de crescimento transformador
(Tgf- B ), Osterix (Osx),Fator relacionado ao Runt (Runx2), Fator
estimulador de colonias de macrdéfagos (M-csf), Interleucina -6 (II-6)
Apolipoproteina E (Apo-E), Prostaglandina E2 (PgE.), foram avaliados por
qRT-PCR e os resultados validados por ELISA. A expressao mais alta de
Alp foi encontrada no grupo IrP (p=0.0001) e foi subexpressa nos grupos
ItT e I'T (p<0.0001 e p=0.0041 respectivamente). Resultados similares
foram encontrados nos transcritos de Itg B, On, Bsp, Osx e Runx2. mRNA
do Tgf- B foi hiperexpresso em todos os grupos principalmente aos 49 dias.
Depois de 49 dias, os niveis de proteina da Bglap e II-6 foram
correlacionados com a expressao do mRNA. A radioterapia imediata altera
a atividade de diferenciacdO das células mesenquimais dos fémures de
ratos.

Palavra-chave: Osseointegracao. Implantes de titanio. Célula mesenquimal.
Radioterapia.



Godoi FHC Radiotherapy analysis in the differentiation of mesenchymal
cells before implants surgery [dissertation]. Sao José dos Campos (SP):
Sdo 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 (Irl); 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 B,
(IteB;), Osteocalcin (Bglap), Osteopontin (Osp), Osteonectin (Osn), Bone
Sialoprotein (Bsp), Transforming Growth Factor B-type (Tef-S), Osterix
(Osx), Runt-related transcription factor 2 (Runx,), Macrophage Colony-
Stimulating Factor (M—csf), Interleukin-6 (II-6), Apolipoprotein E (ApoE)
and Prostaglandin E, (PgE>) 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 Irl and IrT groups
(p<0.0001 and p=0.0041, respectively). Similar results were found for
transcript levels of ItgB; Osn, Bsp, Osx and Runx, mRNA of Tgf-f 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 INTRODUCAO

A radioterapia em combinacdo ou ndo a cirurgia é um arsenal
terapéutico frequentemente utilizada no tratamento de pacientes com
tumores malignos de cabeca e pescoco, 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
necessdrio a utilizacdo de implantes osseointegrados para a devolugao de
funcdo mastigatoria, seja pelo uso de préteses dentais ou protese faciais
ancoradas (Mancha de la Plata et al., 2012).

A radioterapia ou radiag¢do ionizante tem sua dose ¢ limitada pela
tolerancia a radiacdo dos tecidos sadios circunjacentes, uma vez que a
irradiacdo pode promover efeitos colaterais agudos ou acumulativos nestes
tecidos (Sonstevold et al., 2015). Seu efeito terapéutico ¢ atribuido a
capacidade de danificar o DNA nuclear das células tumorais, causando
morte celular ou dificuldade de multiplicagdo. O maior desafio do
tratamento radioterapico ¢ alcangar as células alvos com dano minimo aos
tecido normais circunjacentes (Thariat et al., 2011).

A radiagdo ionizante ¢ uma onda eletromagnética, constituida de
campos eletromagnéticos oscilantes, capaz de retirar um elétron de um
atomo (Okuno, 2013). As ondas eletromagnéticas sdo constituidas de raios
gama ¢ apresentam energia suficiente para ionizar um atomo (Instituto
Nacional de Cancer, 2008; Okuno, 2013). A radioterapia ¢ um tratamento
realizado utilizando uma fonte emissora de feixes de Radiacdo-Gama com
uma distancia padronizada do receptor radioativo (Instituto Nacional de
Cancer, 2008).

Atualmente, com o advento da radioterapia de intensidade

modulada (RIM), o planejamento do tratamento pode ser direcionado para



18

os tecidos alvo, diminuindo as doses de radiacdo em tecidos sadios € os
efeitos colaterais, no entanto niao os eliminam completamente, além de ser
uma tecnologia que nao estd presente na grande parte dos servicos de
oncologia devido ao seu alto custo de operagao (Argiris et al., 2008).

A interagdo entre as radiagdes ionizantes e as células depende da
energia absorvida pelas moléculas. Os efeitos bioldgicos dessa interagao
estdo relacionados a dose, transferéncia linear de energia, fracionamento e
radiossensibilidade celular (Instituto Nacional de Cancer, 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 cronicos. Os efeitos colaterais cronicos torna-se um
evidente problema com o aumento da sobrevida dos pacientes, como a
osteorradionecrose (Ruggiero et al., 2006)

O tecido 6sseo ¢ um dos tecidos normais a serem irradiados e esta
sujeito aos efeitos deletérios da radiacao ionizante (Hu et al., 2010; Wang
et al., 2015), sendo que a injuria causada no tecido désseo varia desde
osteopenia até osteoradionecrose (Williams, Davies, 2006). Os tumores de
cabeca e pescogo apresentam uma sobrevida de 57% em 5 anos (Oral
Cancer Foundation, 2012) e estes pacientes geralmente sdo submetidos a
radioterapia durante o tratamento (Mancha de la Plata et al., 2012). Sabe-se
que o osso irradiado tem a regeneracdo comprometida devido a reducdo da
atividade celular, do suprimento vascular e da oxigenagao local (Williams,
Davies, 2006). As principais alteracdoes dos efeitos da radiagdo sdo em
osteoblastos, resultando na alteracdo da capacidade de formacdo de matriz
ossea (Williams, Davies, 2006).

A osteogénese € um processo altamente regulado em um osso
normalmente vascularizado (Zhang et al., 2012). A formagdo Ossea

depende de muitos fatores correlacionados como células progenitoras de
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osteoblastos derivadas de células mesenqumais oriundas da medula dssea
(Bressan et al., 2013).

O uso de proteses sobre implantes tem permitido a substituicao de
dentes perdidos e de estruturas alveolares ressecadas, bem como o apoio
dos labios e a melhoria estética. No entanto, a reabilitagdo com implantes
dentarios, ainda ¢ um desafio quando se trata de osso irradiado (Pompa et
al., 2015), ja que o sucesso da osseointegracao dos implantes esta associado
com a saude do tecido peri-implantar (Faggion et al., 2013), além das
propriedades fisico-quimica do tecido 6sseo neoformado e a capacidade de
formacao da matriz extra-celular, sdo determinantes na biomecanica da
osseintegracao (Mendonga et al., 2011).

A radioterapia promove efeitos prejudiciais no tecido 0Osseo
(Chandra et al., 2015; Hu et al., 2010), levando a uma menor capacidade de
cicatrizacdo (Pompa et al., 2015) pois o dano dsseo inclui a perda da
atividade funcional dos osteoblastos (Chandra et al., 2015) formacao de
uma maior quantidade de tecido adiposo no osso medular e diminui¢do da
microvasculariza¢do (Chandra et al., 2014; Williams, Davies, 2006).

Entretanto, segundo alguns estudos a densidade mineral parece
retornar a normalidade, por meio da remodelagcdo dssea constante (Brasseur
et al., 2006; Verdonck et al., 2008; Pompa et al., 2015) permitindo que
ocorra a reabilitagdo por meio de implantes osseointegrados.

As células mesenquimais sdo fundamentais para a recuperacao
Ossea apods irradiagdo, ja que sdao capazes de se autorregenerar € se
diferenciar em vérios tecidos especializados, pois elas exibem um alta taxa
proliferativa e elevado potencial de diferenciacdo. S3o responsaveis por
manter a homeostase entre osteogénese e adipogénese sob condigdes
fisioldgicas, mas ha evidéncias que a irradiagdo pode alterar a diferenciacao
entre osteoblastos e adipocitos, uma vez que elas provém da mesma origem

celular (Rodriguez et al., 2008). Este potencial das células mesenquimais
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em reparar o dano resultante da radiagdo ionizante e repovoar o
compartimento medular ¢ um dos sinais observados nos pacientes
irradiados para verificar a tolerancia a radioterapia (Nicolay et al., 2015).
Além disso, no processo de neoformagdo Ossea poOs cirurgia de instalacao
de implantes, as linhagens de células osteoblasticas € ndo osteoblasticas,
participam ativamente da osseointegracao (Bressan et al., 2013).

Tendo em vista que a interacdo das células sobre a superficie dos
implantes ¢ iniciada pela adesdo celular, proteinas como a integrina sao
importantes para a adesdo celular ao titdnio (Anselme, Bigerelle, 2014),
além da expressdo coordenada de fatores de crescimento como Fator
transformador S (TGF-£), proteinas morfogenéticas (BMPs) e transcri¢ao
como Fatores de transcri¢ao 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 transcri¢do sdo ativados,
ou seja, a expressao gé€nica desses fatores influenciam fung¢des como a
mitose, sintese de matriz e diferenciagdo 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 adiponeogénese e Receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (Ppar-Y) (apoptose) foram avaliados por
RT-PCR (reverse transcriptase-polimerase chain reaction), e a expressao
dos niveis de proteinas como Runx2, Alp e Ppar-Y foram mensurados pela
técnica de Western blotting, demonstraram que ha uma influéncia negativa
da irradiagdo na osteogénese devido a menor atividade e diferenciacao
celular. Adicionalmente, outros autores verificaram em linhagem celular
osteoblastica (OCY454) e em cultura de células primdarias extraidas da

calvaria de ratos, que a irradiagdo in vitro causa danos ao DNA celular

(Chandra et al., 2015).
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Os fatores de transcri¢do como Runx-2 e Osterix sdo essenciais para
a diferenciac¢do de osteoblasto e na formagao Ossea, sendo que o Runx-2 ¢
responsavel pela fase pré-osteoblastica, pois ativa genes especificos para a
maturacdo de osteoblastos como Osteopontina, Colageno tipo 1,
Osteocalcina e fosfatase alcalina (Wittkowske et al., 2016). A expressao do
Osterix também estd intimamente relacionada com o Runx-2, porém
quando expressa ativa genes responsaveis pela fase tardia da osteogénese, ¢
apresenta uma func¢ao essencial na homeostase 6ssea (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 reabilitacao bucal, tanto
para o restabelecimento da fun¢do mastigatoria quando para correg¢do de
deformidades na regido maxilo-facial, devolvendo ao paciente melhorias
também na fala, estética, conforto e qualidade de vida (Nooh, 2013).

Estudos, que visam identificar os possiveis genes envolvidos no
processo de diferenciacdo e atividade osteobldstica em osso irradiado,
podem contribuir para indicarmos o melhor periodo pos-radioterapia (RxT)
para instalagdo de implantes dentarios; além de maneja-los adequadamente
quando previamente instalados ao tratamento radioterapico contribuindo

assim, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil da expressdao génica de transcritos relacionados a
osteogénese e osteoclastogénese em cultura primaria de células
mesenquimais provenientes de fémures de ratos submetidos a radioterapia e

instalacdo de implantes rosqueaveis de titanio.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a atividade osteoblastica através de transcritos dos genes
representativos da fase inicial da osteogénese tais como: Fatores de
transcri¢do relacionados com Runt, Osterix, Fosfatase alcalina,
Colageno 1, Integrina 1 e Osteopontina, apos a instalagdo de
implantes e radioterapia;

e E também os genes representativos da fase tardia da osteogénese:
Fator transformador 8, Osteocalcina, Osteonectina e Sialoproteina
Ossea; e osteoclastogénese: Fator estimulador de colonias de
Macrofagos, Prostaglandina E2, Interleucina-6 e Apolipo proteina
E;

e Validar os resultados encontrados por meio do teste
imunoenzimatico (ELISA) de um gene relacionado a osteogénese e

um relacionado a osteoclastogénese.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Siao José dos Campos/Unesp n°
003/2016 foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Nacional de Contorle de
Experimenta¢do Animal (CONCEA). Foi contemplado com auxilio regular

FAPESP (16/20103-7).

3.2 Confeccao dos implantes

Os implantes rosqueaveis cilindricos de titdnio 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 didmetro por 6
mm de comprimento, com conexao para chave 1.2, andlogo ao comercial

como mostrado na figura 1.
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Figura 1 - Implantes de titanio

Legenda: Implantes confeccionados em liga de titdnio nas especificagdes de 3,5mm de diametro
e Smm de comprimento.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Procedimento cirurgico

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 agua e racdo ad [libitum. O ambiente foi
cuidadosamente monitorado para manter a temperatura em torno de 20°C e
a umidade mantida em 55%.

Apos 30 dias de adaptacdo ao ambiente, com ciclos didrios
alternando 12 h correspondentes ao periodo de luz e ao periodo noturno, foi
iniciado este experimento. Todos os 72 ratos foram submetidos a cirurgia

para instalacdo de implantes em seus fémures, previamente ou apds a
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radioterapia, sendo subdivididos nos seguintes grupos demonstrados no

quadro abaixo.

Quadro 1- Distribui¢ao dos grupos

Grupos Descricao

C Sem irradiacdo, apenas cirurgia

Ir] Implante + Irradiagdo imediatamente apds (24 h)
IrL Implante + Irradiagdo apos 4 semanas

IrP Irradiacdo 4 semanas antes cirurgia + Implante

Fonte: Elaborado pela autora.

Os periodos de eutandsia e de irradiagdo foram determinados
baseado em estudos prévios que correlacionaram a idade dos ratos com o
homem (Quinn, 2005).

Os procedimentos cirurgicos para a colocagdo dos implantes nos
fémures direito e esquerdo foram realizados de acordo com Vasconcellos
et al. (2014), como observado na figura 2. A regido cirurgica foi submetida
a tricotomia e assepsia local, a incisdo na regido femural com deslocamento
do tecido muscular e exposicdo Ossea para perfuramento, o qual foi
realizado com sequéncias de brocas langa ¢ 2,0 mm, para a instalagdo dos
implantes rosqueados com auxilio de uma chave manual.

Apos as cirurgias, todos os animais receberam uma inje¢ao subcutanea

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

Legenda: (A) Tricotomia em fémures bilateral para incisdo em pele; (B) Perfuragdo com broca
lanca ¢ 2,0 mm; (C) Instalagdo de implante com auxilio de chave manual; (D) Implante
instalado.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos os procedimentos, os animais foram colocados nas gaiolas
novamente com n=6 ¢ monitorados até o prazo da eutanasia de 3, 14 ¢ 49

dias (Figura 3).
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Figura 3 - Distribui¢do dos animais entre os diferentes tratamentos e

periodos de eutanésia

= E E
C 1 | l |
| | | |
3 dias 14 dias 49 dias
|D + Rxt E E E
Irl | l ] ]
| | I |
3 dias 14 dias 49 dias
Ip Rxt E E E
L ] l ] |
ol | ! i |
4 sem 3 dias 14 dias 49 dias
Rxt Ip E £ s
Rxt I< | | | |
) | ] | I
3 dias 14 dias 49 dias

Legenda : C=Controle; E= eutanasia; Ip= implante; Ir]= irradia¢do imediata; IrT= irradiagao

tardia; IrP= irradiacdo prévia
Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 Radioterapia

As irradiagdes visaram simular um tratamento radioterapico de dose

maxima em humanos correspondente a 70 Gy. Para monitoramento da

radiagdo incidente durante o procedimento foi utilizado um lote do

dosimetro, TLD-800 (lithium borate manganese 1.12B40O7:Mn), da Thermo

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

de Dosimetria Aeroespacial do IEAv (LDA) para dosimetria das

. .~ . . 60 . . .
irradiacoes realizadas no feixe gama de " Co, produzidas pelo irradiador de

teleterapia Eldorado 78 da Atomic Energy of Canadian Limited, situado no
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Laboratério de Radiacao Ionizante do IEAv (LRI). Este dosimetro 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 irradiacao
(Figura 5). Os dosimetros foram posicionados e os fémures direito e
esquerdo foram irradiados.

Como métodos alternativos e complementares dos estudos foram
utilizados em conjunto uma camara de ionizacdo (Figura 6) e um
eletrometro, ambos calibrados no Laboratério Nacional de Metrologia das
Radiag¢des Ionizantes, do IRD (Instituto de Radioprotecao e Dosimetria). O
modelo do eletrometro utilizado foi o 35040 Advanced Therapy Dosimeter
da Fluke, esse equipamento converte a carga coletada em dose, a carga ¢
coletada através de uma camara de lonizacdo, Farmer Type Chamber
FC65-G da Scanditronix, utilizado com capa de equilibrio eletronico para
obter valores de dose com maior acurdcia. 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 acrilico

LU
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5 - Equipamento desenvolvido para estabilizagdo dos animais
durante a irradia¢do e padronizagdo da area a ser irradiada com aposicao de

dosimetros individuais

[

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 6 - Posicionamento dos animais para irradiagdo com camara de

1onizacao e com dosimetros individuais

Fonte: Elaborada pela autora.
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As irradiagdes 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 distancia da fonte aos espécimes de
0,48 metros, resultando em uma dose acumulada de 3000 Rad (3 krad = 30
Gy). Para obteng¢do dos valores de doses durante o procedimento foi
necessario o estabelecimento de uma metodologia para dosimetria
termoluminescente que ¢ baseada nas seguintes atividades descritas no

fluxograma a seguir (Figura 7).

Figura 7 - Fluxograma demonstrando estabelecimento de dose equivalente

para orgaos e tecidos dos animais

dos TLDs

l

[ Irradiacdo dos TLDs ]

{ Tratamento térmico ]

Leitura dos dosimetros

y

[Curva de Iuminescéncia]

Analise e Integracao

Y
[Carga integrada coletada (pC)J

Fator de Calibracao

Y

Dose absorvida (D) nos
dosimetros TL

Hr:ZRDr,R'WR

Y
[ Dose equivalente nos ]

orgaos ou tecidos

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.5 Analise das alteracdes nos animais

Os animais foram cuidadosamente monitorados quanto a alteragdes
clinicas como habitos alimentares, perda de pélos, infeccdo das feridas
cirurgicas e perda de peso. Esse procedimento teve como finalidade
verificar se o tratamento interferiu no desenvolvimento dos animais. No
inicio do experimento e imediatamente antes da eutandsia, todos os animais
foram pesados em balanga semianalitica. As alteragdes de peso foram
verificadas em porcentagem utilizando a formula: Alteragdes no peso: (%)
= (peso final — peso inicial)/peso inicial x 100. Perda de peso menor que
20% do peso corporeo foram consideradas aceitdveis, para isso foram
calculadas as médias e desvio padrao para cada periodos de todos os grupos

(Sonstevold et al., 2015).

3.6 Eutanasia

As eutanasias foram realizadas por meio de sobredoses de
anestésicos contendo uma mistura de 0,85mL de Xilazina ¢ 0,5mL de

Ketamina, segundo Vasconcellos et al. (2014).
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3.7 Cultura de células mesenquimais e analise da diferenciacio celular

Todos os passos referentes a cultura celular foram realizados no
Laboratério de Estudo Interdisciplinar em Células (LEIC) do Departamento
de Biociéncias e Diagnostico Bucal - Instituto de Ciéncia e Tecnologia —
UNESP de Sao José dos Campos — SP.

Apos a limpeza dos fémures, estes foram colocados em solugao de
transporte contendo meio essencial minimo, modificagdo alfa com L-
glutamin (a-MEM — Gibco) e gentamicina (Gibco, Grand Island, Nova
Iorque). No fluxo laminar, a parte do fémur com o implante instalado foi
removido por meio de um disco diamantado em motor elétrico, sob
irrigacdo constante, para obtencdo de sobrenadante, sendo o fragmento
distal utilizado para a culturas primarias de osteoblastos. Foram isoladas a
partir das células obtidas pela lavagem da medula 6ssea dos fémures,
utilizando meio de cultura osteogénico de acordo com Rosa et al. (2009).
Posteriormente estas células foram distribuidas em frascos para cultura de
75 cm? de area (Nunc, Dinamarca) e incubadas a 37°C com 5% de CO,
(Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). Para cada garrafa, representando um
grupo, foram acrescentadas as células da medula de 6 fragmentos distais de
fémures, sendo uma garrafa contendo todas as células dos fragmentos dos
fémures direitos e outra com os esquerdos.

O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a progressdo da
cultura avaliada por microscopia de fase invertida (Microscopio 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 avaliagdo da viabilidade celular, analisadas em outro
experimento, além da utilizacdo do sobrenadante de cada poco em teste

ELISA. Ja a outra garrafa, apos a confluéncia, o meio de cultura foi
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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 contetido coletado armazenados em 3 criotubos
por garrafa em freezer -80°C conforme orientacdes do fabricante para

posterior extracdo do RNA.

3.8 Avaliacio da expressao de genes por qRT-PCR

3.8.1 Extracao de RNA

Para a extragdo 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
instrucdes do fabricante. O RNA foi armazenado a -80°C. As concentracoes
e purezas das amostras de RNA foram determinadas por densidade optica
em espectrofotometro 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
etideo (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Foi misturado a 1uL de 10X DNase I Reaction Buffer, 1 uL DNase
I, Amp Grade, 1U/uL e 4gua DEPC para volume de 10 pL. Incubados por
15 min. a temperatura ambiente ¢ a DNase inativada com 1 pLL de EDTA
25 mM, aquecidos por 10 min. a 65°C para seguir para a confecg¢do do

cDNA, como demonstrado na figura 8.
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Figura 8 - Sequéncia dos procedimentos laboratoriais para extragdo de

RNA

Legenda: (A) Centrifugagdo para separacdo em fases; (B) Aspecto trifasico da solugdo; (C)
Pellet constituido pelo RNA total extraido das amostras.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.8.2 Desenho dos Primers

As sequencias de pares de bases foram desenhadas e analizadas nas
células dos grupos C, Irl, IrT e IrP nos periodos de 3, 14 e 49 dias apds a
cultura priméria por aproximadamente 7 dias, quando observadas
confluéncias das células , foi avaliada a expressao génica dos seguintes
produtos de genes relacionados a osteogénese inical, osteogénese tardia e
osteoclastogénese, sendo eles respectivamente para genes referentes a
osteogénese inicial: Fator de transcricdo relacionados ao Runt 2 (Runx-2),
Osterix (Osx), Fosfatase alcalina (Alp), Colageno 1 (Col-1), Integrina 1
(Int f1), Osteopontina (Osp), Para genes relacionados com o aparecimento
tardio na osteogénese. Osteocalcina (Bglap), Fator transformador - [ (Tgf-
B), Osteonectina (Osn), Sialoproteina Ossea (Bsp); E relacionados com a

osteoclastogénese tem-se o Fator estimulador de colonias de macrofagos
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(M-csf), Interleucina -6 (Il-6), Apolipoproteina E (Apo E), Prostaglandina

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

Gapdh. Os primers seguem descritos no Quadro 2.

Quadro 2 - Descrigao dos oligonucleotideos iniciadores

Oligonucleotideos iniciadores:

™ FASTA
cene anstfi::esr?s(eF()l;() ) b PUBMED
oo | ECCRGTASTACGAGAGTESS | 907 7y | ntan
aealing | R CACTAGCAAGAAGAAGCCTTIGGG | or7 | 192 | XML0062391363
Osteocalcina FRG(?C?SCCZZQFAGGG?AAG%C(};;?A%E%%A 22:2; 154 NM 013414.1
O | EMETGETGAGICCTTONTS | 3004 15 | o e
S | FETACTTIAECTCCTETGAMCETT | 09 [ otz
Osteonccting | 167 AGTCCAGATGOAGCTIGTG | 6193 | 129 | NM_012656.1
Coligeno-l | g GACTGTOTIGECCCAAGTTCE | gi1s | 101 | NMLOSI304
R | R GGACCGTCCACTGTCACTTT | S0 | 200 | NMLO0I278483.1
o | FEANGIGTECSTICTAGATICENT | 99 s | o ot
| TSSACTCICOACIGONGE 008 | oo
s | FESCACACACGCTCTICTATICNS | 6074 1 | ot st
rnapt | TCIANMCTGTGTGECATACLT | 93¢ 45 | oo
et | FICCTACCCCMETTEONIACTE (022 7y | o o
el | EIGTIGEICCCAITGETGNCACONT | 483 3 | o iz
P |~ F CATGNTCTACCCTCCCCACS |00 7 | orns
ot | SCACATEMGRTCAGMTG | 17 1y | e orons

Legenda: Sequéncia das bases, TM temperatura de melting, TF tamanho esperado do
amplificado e referéncia.
Fonte: Elaborado pela autora.
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A sintese de cDNA foi realizada com reagdes de transcrigao reversa
seguindo instrucdes do fabricante do Kit comercial SuperScript III, First-
Strand Synthesis Supermix (Invitrogen Life Technologies Corporation-Van
Allen Way, Carlsbad, California, USA). Para a transcricdo reversa foi
adicionado em um microtubo os seguintes reagentes: 1pul. de random
hexamers 50: ng/uL, 1. uL de anneling buffer, solu¢do de RNA e dgua
DPEC para completar volume de 8 pL. Incubagdo por 65°C por 5 min. e
imediata incubag¢ao em gelo por 1 min. Entdo serd adicionado 10uL de 2X
First-Strand Reaction Mix e 2a pL. de SuperScript I1I/RNaseOUT Enzyme
Mix, homogenizacdo em vortex, rapidamente centrifugacdo e incubacao
por 5 min 25°C e 50 min. a 50°C. Para finalizar, ocorreu incubagdo a 85°C

por Smin. e armazenamento do cDNA a -20°C.

3.8.3 qRT-PCR

Foi realizado a analise da eficiéncia da reacdo de PCR, através do
slope da reacdo da curva padrao e da curva de dissociagdo dos primers
testados. A valiacdo de cada primer foi feita afim de calcular a sua
eficiéncia de amplificagdo. Assim foram preparadas diluicdo seriada do
cDNA 1:10. Com a concentragdo dos primers fixa, variou-se a
concentragdo de cDNA por meio de uma dilui¢do seriada em 1:10, como
demonstrado na figura com a massa inicial de 300 ng. Cada dilui¢do foi
realizada em triplicata e testada em cada primer, e a concentracdo
padronizada em 300 nM. A concentragdo ideal dos primers foi otimizada

em 3000 ng para todas as amostras pois obteve a melhor amplificagao.
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Figura 9 - Diluicao seriada de cDNA na concentracao de 1:10

o — P ] P — [ mm—
1:10 1:100 U 1:1000 \_/
300ng 30ng 3ng 0.3ng
VF= 20uL VF= 20uL VF= 20puL VF=20puL

Fonte: Elaborada pela autora

O cDNA foi utilizado para o RT-PCR com o sistema de deteccao
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 especificos ¢ cDNAs
transcritos serdao utilizados em cada reacdo. Cada espécime foi avaliado em
triplicata.

Foi realizado a padronizagdao das condi¢oes da qRT-PCR baseadas
nas sugestdes do fabricante do SYBR Green (Kit Platinum SYBR Green
gPCR SuperMIX —UDG — Applied Biosystems, fRamingham, MA, USA) e
nas temperaturas de melting dos primers com uma amostra calibrador. As
amostras serdo submetidas a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
para o gene endogeno proposto [S-actina e Gapdh para selecionar aquele
com menor variagdo de expressdo para a realizagdo da quantificacdo

relativa.
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A reacdo consistiu em uma placa de 96 pogos, foi colocado 10 puL.
de SuperMix platinum SYBR Green, 1uL de ROX (corante), 1 pL de
primer foward e 1 pL de primer reverse (300 nM), 3 uL de cDNA
(dilui¢do 1:10) e 4gua DEPEC para a concentracdo final de 20 pL. Para o
controle negativo adicionou-se todos os reagentes excluino o cDNA. A
placa foi vedada com adesivo Optico (Invitrogen, Carlbad, CA, USA).

A placa entdo foi colocado no aparelho StepOnePlus System
(Applied biosystems, framingham, MA, USA) com os segupor 2 min,
seguido pela desnaturacdo inicial a 95°C por 2 mine mais 40 ciclos
alternando 95°C por 15 s e 60°C por 40 s. Apds o término as amostras sao
submetidas a analise da curva de dissociagdo (Melt), para conferir a
auséncia de curva bimodal ou sinal anormal de amplificagao.

Os valores de Ct (Threshold Cycle) das amostras serdo utilizados
nos célculos a seguir (Livak, 2001). A média das triplicatas bioldgicas de
cada gene sera calculada para todas as amostras e sera subtraido o Ct do
gene constitutivo: ACt=Ct(gene)-Ct (constitutivo). O ACt serd subtraido da
amostra calibrador resultando em AACt:AACt=ACt-ACt(calibrador). Entao
a quantificacao relativa (RQ - Relative Quantification) sera calculada para

cada gene em cada amostra conforme a equacao: RQ=2-AACt.

3.9 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

Os niveis das proteinas presentes no meio de cultura de todas as
células foram mensurados de acordo com os periodos da eutandsia,
utilizando o método imunoenzimatico (ELISA). Para a Interleucina-6
foram utilizadas, placas de microtitulagdo de 96 pogos (Nunc) foram

sensibilizadas com anticorpos (IL-6) de captura de rato (R & D Systems,
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NE). As placas foram mantidas overnight em temperatura ambiente. No dia
seguinte, as placas foram lavadas com tampao (PBS com 0,05% de Tween
20) e bloqueadas com 300 pL de tampao de bloqueio (PBS com 1% de soro
albumina bovina) por 1 h a temperatura ambiente. Apos, foram lavadas e
receberam 100 pL dos sobrenadantes do sangue e 100 puL. dos padrdes das
proteinas, que representara a curva-padrao. Os testes foram realizados em
duplicata e as placas foram mantidas 2 h a temperatura ambiente. A seguir,
as placas foram lavadas e serdo acrescentados 100 plL de anticorpos
primarios de deteccdo de rato marcados com biotina. Apos 2 h, foi
acrescentada estreptoavidina (100 pL/pogo) e as placas mantidas por 20
min cobertas com papel aluminio para evitar luz direta. Apos lavagem, a
reagdo ¢ revelada com 100 pL/poco de solucdo contendo substrato
cromogénico e peréxido de hidrogénio. Apds 20 min, foram adicionados
em cada pogo 50 uL de solucgdo stop (acido sulfurico 2 N) e as densidades
opticas (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 solu¢do padrao nas duas primeiras fileiras,
deixando por 90 minuto a 37°C, apos removido sem lavar, foi acrescentado
100uL da solugdo Biotinylated Detection (diluido 1:100), por 1 a 37°C.
Apo0s o descarte foi acrecentado 300uL de tampao de lavagem, por 3 vezes
consecutivas. Addicionado HRP Conjugate, por 30 min a 37°C, descarte ¢
lavagem novamente por 3 vezes. Foi adicionado 90 ulL do substrato
reagente, incubado por 15 min a 37°C sob prote¢do da luz. Apo6s os 30 min,
foi utilizado 50uL da solugdo de parada.

A densidade optica de cada pogo foi realizada a 450nm.

ApoOs obtencdo das densidades Opticas, os niveis das proteinas
(pg/mL) presentes nos sobrenadantes das culturas de osteoblastos foram

determinados utilizando o programa GraphPad Prism 7.03.
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3.10 Analise dos resultados

Os dados foram expressos pela média e desvio padrio dos
resultados de cada grupo experimental e foram estatisticamente analisados,
inicialmente por meio do teste de normalidade visando a aplicagdo do teste
estatistico t para avaliar diferencas enre dois grupos, para cada gene em
diferentes periodos, e o teste ANOVA para avaliar os resultados dos testes
ELISA comparando todos os grupos entre si.

O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado para avaliar as
expressoes génicas 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 nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Pametros irradiacao

A irradiagdo seguiu obteve alguns resultados os quais utilizamos
como paramétros para calcular médias de dose as quais os animais foram

submetidos, como demonstrado no quadro 3.

Quadro 3 - Parametros utilizados na irradiagao

Tempo dosagem 1h18min
Intervalo 24 hs
Local dosimetro lateral fémur esquerdo e direito
Distancia da fonte 60 cm
Média das doses 12,256 Gy
Dose tecido 31,905 Gy
Dose osso 30,591 Gy
Desvio padrao 0,465663494

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Analise de alteracoes dos animais

Durante todo o estudo foram operados 72 animais, sendo que 13
deles foram perdidos (18%), 6 decorrentes de morte no pds operatorio da
instalacdo dos implantes e outros 7 por efeitos da irradiacao, 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 Irl - no qual os animais
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perdidos foram substituidos, 15 foram eficientes, como indicado nas figuras
apresentadas animais para o grupo IrT - no qual perdemos 6 ratos sendo
trés foram substituidos e 17 animais no grupo IrP — no qual 4 ratos
morreram e trés foram substituidos.

Os animais de cada grupo foram pesados em balanca analitica com
o intuito de realizar a observacao da interferéncia do tratamento.
Considerando a média de peso inicial prévia aos tratamentos de 300 g, foi
calculado a média e o desvio padrao de cada grupo, apresentado na Tabela ,

na qual ndo foram evidenciadas alteracdes de pesos expressivas.

Tabela 1 - Média e desvio padrao dos pesos por grupo e periodo

Grupos 3 dias 14 dias 49 dias
C 397,66 415,00 391,00
Irl 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 alteragdes foram evidenciadas em alguns animais,
principalmente notadas nos grupos de animais que ficaram mais tempo
entre irradiacdo e eutandsia, como o caso dos animais do grupo IrP 49 dias,
que foram sacrificados com 11 semanas apos serem irradiados, co dos
reagentes, quanmo perda de pelo, feridas em pele, infecgdes nos sitios
cirurgicos e necrose de tecidos, perda de implantes, como pode ser notado

na figura 10.
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Figura 10 - Alteragdes nos animais

Legenda: (A) Perda de pelos; (B) Ma cicatrizagdo do sitio cirurgico; (C) Feridas em pele; (D)
Necrose em pele, musculos e 0ssos.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Cultura de células mesenquimais e analise da diferenciacdo celular

O meio de cultura foi trocado nas primeiras 24 de cultura primaria,
sendo depois trocado a cada 72 horas, acompanhando a progressdo de
crescimento celular (Figuras 11 a 13) pelo microscopio de fase invertida
(Microscopio Carl Zeiss — Axiovert 40C, Germany). A confluéncia foi
obtida em aproximadamente 7 dias, quando foi realizada a coleta de RNA

total das células cultivadas.
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Figura 11- Cultura de células Grupo C, Irl, IrT e IrP - eutanésia de 3 dias

Legenda: Cultura de células no qual a eutanasia foi realizada 3 dias apos instalagdo dos
implantes Grupo C (A) 48 h apds isolamento celular; (B) 8 dias apds cultura de células.; Irl (A)
48 h apos isolamento celular; (B) 8 dias apos cultura de células.; IrT: (A) 48 h apos isolamento
celular; (B) 8 dias apos cultura de células. e IrP: (A) 48 h apods isolamento celular; (B) 8 dias
apos cultura de células (Aumento 20x).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 12 - Cultura de células dos Grupos C, Irl, IrT e IrP — eutanasia de 14

dias

Legenda: Cultura de células no qual a eutandsia foi realizada 14 dias apos instalacdo dos
implantes Grupo C (A) 48 h ap6s isolamento celular; (B) 8 dias apds cultura de células.; Ir] (A)
48 h apos isolamento celular; (B) 8 dias apos cultura de células.; IrT: (A) 48 h apos isolamento
celular; (B) 8 dias apos cultura de células. e IrP: (A) 48 h apods isolamento celular; (B) 8 dias
apos cultura de células (Aumento 20x).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13 - Cultura de células dos Grupos C, Irl, IrT e IrP — eutanasia de 49

dias

Legenda: Legenda: Cultura de células no qual a eutanasia foi realizada 49 dias ap6s instalagdo
dos implantes Grupo C (A) 48 h apos isolamento celular; (B) 8 dias apds cultura de células.; Ir]
(A) 48 h apos isolamento celular; (B) 8 dias apos cultura de células.; IrT: (A) 48 h apos
isolamento celular; (B) 8 dias apods cultura de células. e IrP: (A) 48 h apos isolamento celular;
(B) 8 dias apds cultura de células (Aumento 20x).

Fonte: Elaborada pela autora.



47

A comprovagdo da diferenciagdo se deu apds 21 dias, quando as
células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 15 min e coradas com
vermelho de alizarina 2% por 20 min, para coloragdo de deposi¢des

calcificadas, como demonstrado na figura 14.

Figura 14 - Nodulos de calcificagdo vistos em microscopio de luz em 100x,

corados com vermelho de Alizarina

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Avaliacido da expressao de genes por qRT-PCR

Apos realizada a extracdo de RNA total as concentragdes e purezas
das amostras de RNA foram determinadas por densidade oOptica em
espectrofotometro 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).
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Figura 15 - Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, mostrando

a integridade do RNA extraido das amostras

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos detectada a qualidade do RNA extraido, foi realizada a sintese

de cDNA com reagao de transcri¢ao reversa.

4.5 Verifica¢ao da eficiéncia dos primers

O slope da curva padrdo, que valida a eficiéncia da reagdo,
dependente diretamente da qualidade dos reagentes, quantidade e qualidade
da amostra. A concentracdo dos primers foi verificada e as amostras se
mostraram eficientes, como indicado nas figuras apresentadas no ANEXO
A.

A curva de dissociagdo dos primers testados mostrou apenas um
pico, o que indica especificidade, como demonstrado no ANEXO B.

No presente estudo foram testados dois genes de referéncia, o gene
pB-actina e Gapdh (genes endogenos constitutivos) para todos os primers.

Os resultados obtidos foram analisados no software RefFinder'. A f -
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actina foi escolhida como normalizador por apresentar melhor eficiéncia,
como evidenciado na Figura 16, considerando que quanto menor o rankig

melhor a estabilidade do gene.

Figura 16 - Andlise dos genes de referéncia, Beta-actina e Gapdh

Method

Ranking Order (Better-Good--Average)
1 2

Delta CT ACTB GAPDH
BestKeeper GAPDH ACTB
Normfinder ACTB GAPDH
Genorm GAPDH | ACTB

Recommended comprehensive ranking ACTB GAPDH

Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm
Genes Geomean of ranking values
ACTB 1.19

GAPDH 1.41

Comprehensive gene stability

1.414

1.189

ACTB GAPDH

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Analises de qRT-PCR

Os cDNAs transcritos foram amplificados para a quantificagdo
relativa da expressao do Runx-2, Osx, Alp, Col-1, Int- 1, Bglap, Osn,
Osp, Bsp, M-scf, Tgf-fp, 11-6, Apo-E, Pg E2. A expressdo génica ¢
apresentada por uma razao entre a concentragdo dos genes alvo em relagdo

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

! Disponivel em: http://www.leonxie.com/referencegene.phpe
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O Ct (Treshold Cycle), ponto que corresponde ao niumero de ciclos
a partir do qual a amplificagdo atinge seu limiar que permite a analise
quantitativa do gene avaliado, sendo considerado as médias dos Cts,
medidas em triplicatas, foram utilizadas para calcular a expressdo dos
genes de interesse em relagdo a um controle interno (A4ct), como observado

na figura 17.

Figura 17 - Curvas de amplificagdo demonstrando o Treshold Cycle

Amplification Plot

100

0.1

0.01

ARN

0.001

0.0001

0.00001

0.000001

Cycle

Fonte: Elaborada pela autora.

Em fold change os valores maiores ou menores do que 1 indicam
maior expressao ou menor expressao génica em relagdo ao controle, cujo
valor de expressao foi normalizada para fins de comparagdo (expressao=1).

Avaliaram-se as expressoes dos Runx2, Osx, Alp, Col-1, Int 51, e
Osp, listados como fatores essenciais para o inicio da osteogénese,
chegando-se aos valores em fold change demonstrados nos graficos da

Figura 18.
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Ao se analisar a expressao da Alp, ocorreu subexpressao no grupo
Irl em todos os periodos, comegando a recuperar sua expressao apos 49
dias (p<0.0001). No grupo IrT a Alp também se mostrou subexpressa nos
trés periodos analisados (p=0.0041). Ja no grupo que recebeu radiacao
anteriormente a instalacdo dos implantes (IrP), houve uma hiperexpressao
da Alp, principalmente no periodo de 3 dias (p=0.001), sendo essa
expressao diminuida com o passar do tempo, igualando-se ao controle com
49 dias, ndo apresentando diferengas estatisticas nesse periodo (p=0.977).

Os transcritos de Col-1 nao foram detectados em todos os grupos e
periodos (p=0.0001). No entanto, no grupo IrP 3 dias sua expressdo se
mostrou proxima ao controle, ndo apresentando diferenga estatisticamente
significante (p=0.887).

A Int f1 se mostrou subexpressao nos grupos Irl e IrT aos 3 dias
(p=0.0025 e p=0.0013), aumentando sua expressao aos 14 dias e 49 dias no
grupo Irl (p=0.103 e p=0.045) e IrT (p=0.045 e p=0.114). Ja no grupo IrP, a
Int 1 mostrou-se 150 vezes mais expressa no periodo de 3 dias
(p<0.0001), nao apresentando expressao a partir dos 14 dias, ndo tendo
significancia estatisticas nestes periodos (p=0,264 ¢ p=0.141).

Nao houve a expressao do Osx no grupo Irl nos periodos de 3 dias e
14 dias (p=0.001), com leve aumento da sua expressao aos 49 dias
(p=0.008). No grupo IrT ocorreu uma subrexpressao em todos os periodos
(p=0.018, p=0.007 p<0.0001). Ao considerar o grupo IrP, evidenciou-se
uma hiperexpressdo no periodo de 3 dias (p=0.041) e 14 dias (p=0.036),
regredindo aos 49 dias, ndo ocorrendo sua expressao em comparagdo ao
controle (p<0.0001).

O marcador Runx 2 foi expresso em todos os grupos com p<0,0001,
com maiores picos no periodo de 3 dias. A partir dos 14 dias a expressao se

mantém.
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A Osp foi hiperexpressa no grupo Irl no periodo de 3 dias
(p=0.043), 14 dias (p=0.141) e 49 dias (p=0.042). No grupo IrT, nao
apresentou significancia estatistica aos 3 dias (p=0.124), aumentando sua
expressdao aos 14 dias (p=0.042) e aos 49 dias (p=0.043). No grupo IrP,
houve hiperexpressdao aos 3 dias (p<0.0001), ocorrendo expressao similar
ao controle aos 14 dias (p=0.405) e 49 dias (p=0.312).

Ao realizar teste de correlagdo (Spearman) entre os genes
envolvidos no inicio da osteogénese no grupo Irl, nota-se que a expressao
de Alp (p0.016), Int f (p0.67) e Osp (p0.233) ¢ diretamente proporcional
ao Runx-2 e Osx, exceto Col-1 (p — 0.69), porém nenhuma correlagao
mostrou significancia estatistica

No teste de correlagdao (Spearman) para o grupo IrT, nota-se que a
expressao de Alp (p — 0.033) Col-1 (p — 0.676), Int f (p — 0.533) e Osp
(p — 0.116) ndo apresentou correlagcdo diretamente relacionada a expressao
de Runx2 porém mostrou correlagdo positiva com Osx (Alp (p0.366) Col-1
(p—0.70), Int fp(p—0.566) e Osp (p0.176 ), sem significancia
estatistica

A correlagdo entre os genes no grupo IrP, nota-se correlagd positiva
entre a expressio de Osx com Alp (p0.166) Col-1 (p0.333), Int
B (p0.903) e Osp (p0.476) com significAncia estatistica apresentada
apenas na correlacdo Osx x Int § (p=0.0046).
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Figura 18 - Expressdao génica dada em fold change dos genes Alp, Col-1,
Int p1, Osx, Runx2 e Osp nos periodos de 3 dias, 14 dias e 49 dias.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Os genes Bglap, Osn, Tgf-p e Bsp, sdo marcadores caracteristicos
da osteogénese com o aparecimento tardio. As expressOes obtidas para
esses genes estdo demonstradas na Figura 19.

A Bglap nao apresentou a formagao de transcritos, ja que ndo houve
expressao génica nos grupos experimentais.

A Osn foi subexpressa nos grupos Irl e IrT em todos os periodos
(p<0.0001), sendo hiperexpressa no grupo IrP, com o maior pico aos 3 dias
(p<0.0001), diminuindo essa expressdo aos 14 dias (p<0.0001) e aos 49
dias se igualando ao controle no qual ndo apresentou diferenca estatistica
(p=0.724).

O Tgf-p apresentou hiperexpressao em todos os grupos estudados,
sendo que no grupo Irl sua expressao 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 expressao 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 expressao aos 3 dias (p=0.046) e 49 dias (p=0.039).

A Bsp mostrou expressao abaixo do controle no grupo Irl em todos
os periodos (p<0.0001), e IrT mostrou expressao pouco maior que o
controle apenas no periodo de 3 dias (p=0.219), diminuindo essa expressao
aos 14 dias (p=0.005) e aos 49 dias ficando subexpressa (p<0.0001). No
grupo IrP, apresentou-se proxima de 60 vezes maior aos 3 dias (0.0006),
diminuindo essa expressao aos 14 dias (p=0.0050) e se nado tendo diferenca
estatistica do controle aos 49 dias (p=0.234).

Sabendo que a Bsp ¢ ativada pela expressio Osx, o teste de
Spearman comprovou correlagdo positiva entre ambos (p = 0.2), porém

sem significancia estatistica.
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Figura 19 - Expressdo génica dada em fold change dos genes Osn, Tgf-f,

Bgp nos periodos de 3 dias, 14 dias e 49 dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os genes Apo E, PgE2, 1I-6 ¢ M-csf relacionados com a

osteoclastogénese também foram avaliados em todos os grupos e periodos
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e resultados encontram-se expostos na Figura 20.

Para a Apo E, observou-se expressdao no grupo Irl semelhante ao
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controle, ndo demonstrando significancia estatistica tanto no periodo de 3

dias (p=0.053) quanto no de 14 dias (p=0.107), demonstrando subexpressao
aos 49 dias (p=0.027). Aos 3 dias do grupo IrT, ndo foi observado
diferenga estatistica (p=0.063), aumentando a expressio aos 14 dias
(p=0.001) e aos 49 dias (p=0.002). No grupo IrP no periodo de 3 dias nota-
se um hiperexpressao (p=0.019), aumentando aos 14 dias (p=0.0003) e

diminuindo aos 49 dias, apresentando-se nesse periodo sem significancia

estatistica nesse periodo (p=0.328).
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A expressdao da PgE2 se mostrou presente no grupo Irl aos 3 dias
(p=0.023) e no aos 49 dias (p=0.019), tendo subexpressdo aos 14 dias
(p<0.0001). Para o grupo IrT, no periodo de 3 dias houve expressao similar
ao controle (p=0.140) bem como aos 49 dias (p=0.129), sendo subexpressa
aos 14 dias (p<0.0001). A hiperexpressdo se deu no grupo IrP, aos 3 dias
(p<0.0001), diminuindo aos 14 dias (p=0.0018) e ndo apresentando
diferenca estatistica aos 49 dias (p=0.599).

A 1I-6 apresentou hiperexpressdao no grupo Irl, 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 expressdo sem significancia aos 3 dias (p=0.042),
aumentando aos 14 dias (p=0.016) e ocorrendo uma subexpressao aos 49
dias (p=0.0192). No grupo IrP nos periodos de 3 dias (p=0.026) e 14 dias
(p=0.0018), notou-se uma hiperexpressao, sendo que nao foi evidenciado
diferenca estatistica aos 49 dias (p=0.396).

Ao se avaliar os grupos para M-csf, evidencia-se que o grupo Irl
mostrou resultados sem significancia estatistica no periodo de 3 dias
(p=0.840) e 14 dias (p=0.157), aumentando levemente a expressao aos 49
dias (p=0.012). O grupo IrT, obteve expressdo génica aos 3 dias (p=0.0097)
e 49 dias (p=0.041). Ja o grupo IrP apresentou hiperexpressdo aos 3 dias
(p=0.0051), 14 dias (p=0.0029) e ndo apresentou resultados significantes
aos 49 dias (p=0.147).
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Figura 20 - Expressdo génica dada em fold change dos genes Apo E, PgE2,
1I-6 e M-csf aos 3 dias, 14 dias e 49 dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.7 Teste de ELISA

Levando em consideragdes as absorvancia das fileiras padrao de
cada placa, foi notado que o grupo controle para a [/-6 apresentou-se
positivo. Dentro do grupo controle, comparando os periodos utilizando o
teste ANOVA obteve-se significancia estatistica entre os periodos de 3 dias
(p<0,039) e 49 dias (p<0,035). Em todos os outros grupos a absorvancia foi
menor que 0,1 como visto na Figura 21, ndo apresentando diferenca

estatistica significante entre os periodos do mesmo grupo.
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Figura 21 - Resultado do ELISA em densidade optica, comparando
diferentes periodos dos grupos C, Irl, IrT e IrP
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao se comparar cada grupo com seu controle, temos uma diferenca
estatistica significativa para todos os grupos e periodos, com o p<0,001,
como demonstra a Figura 22, ja que todos os grupos apresentaram

densidade 6ptica abaixo do controle.
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Figura 22 - Resultado do ELISA em densidade optica, comparando

diferentes periodos dos grupos Irl, IrT e IrP com o controle
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Para a Osteocalcina, os resultados foram positivos apenas no grupo
controle, sem diferenca estatistica entre os periodos, confirmados pelo teste

ANOVA, como mostra a Figura 23.

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

comparando diferentes periodos dentro dos grupos Irl, IrT e IrP
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao se comparar os resultados dos grupos com o controle temos
diferenga significativa estatisticamente em todos os grupos e periodos
(p<0.001), ja que a absorvancia se apresentou expressivamente menor do

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

diferentes periodos dos grupos Irl, IrT e IrP com o controle
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5 DISCUSSAO

Uma das principais complicacdes em procedimentos cirdrgicos
ap6s radioterapia € o desenvolvimento de osteorradionecrose. Para evitar
esse risco, qualquer procedimento cirurgico que envolva um 0sso que
receberd radiacdo ou foi irradiado deve ser manejado o menos traumatico
possivel, com cobertura antibidtica e cuidados pds operatdrios 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 proservacao da ferida cirirgica no pos-
operatdrio, tanto em relagdo ao trauma, movimento local quanto a higiene
apresentaram limitacdes. De acordo com Esposito et al. (1998) o trauma
cirirgico, juntamente com a carga envolvida precocemente sobre o
implante, infec¢do local e capacidade limitada de regeneracdo Ossea do
0ssO receptor sdo as causas mais comuns de insucesso nos implantes
osseointegrados. Fatores como a dificuldade de controle dos animais € o
tratamento a que os mesmos foram submetidos, em fontes de irradiagcdo
ionizante, favoreceram o aparecimento de infeccdo local, deiscéncia de
suturas, com consequente infec¢cdo do leito implantado, justificando o
nimero de animais perdidos. Também foi evidenciado em alguns animais
alopecia na regido irradiada, além de ulceras, dermatites e alteracoes locais
de acordo com os achados na literatura (Sonstevold et al., 2015).

Estd comprovado que a radiacdo causa graves prejuizos para
células mesenquimais, danos esses que podem ser irreversiveis (Green,
Rubin, 2014; Wang et al., 2015). Vale acrescentar que a radiagdo ionizante
causa supressao medular, levando a reducdo das células hematopoiéticas

(Green, Rubin, 2014). Tanto células hematopoiéticas quanto células
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mesenquimais sao criticas no processo de remodelagdo dssea. O déficit
dessas células na medula 6ssea causada pela irradiagcdo pode comprometer
a arquitetura e integridade estrutural dssea assim como a capacidade de
auto-regeneracao (Bonyadi et al., 2003).

A dose da radiacdo influenciard o processo de osseointegracao
(Gridley et al., 2001), uma vez que ela pode levar a um desequilibrio da
atividade osteoblastica e osteocldstica aumentando a concentracdo de
osteoclastos e diminuindo a de ostedcitos e osteoblastos apds irradiagdo
(Baek et al., 2009). No entanto, as células mesenquimais possuem maior
resiliéncia quando comparados as hematopoiéticas, mantendo sua
capacidade de diferenciacdo apds serem submetidas a radiacdo ionizante
(Cao, 2011). A radioresisténcia das células mesenquimais € o aumento da
resisténcia frente a um stress oxidativo € explicada por (Chen MF et al.,
2006), que mostra que radiacdo ionizante aumenta a capacidade
antioxidante para eliminagdo de espécies reativas de oxigé€nio.

E por meio dessa resisténcia celular que acontece a remodelacéo
dssea, no entanto sabe-se que que a exposicao a radiacdes ionizantes leva a
um declinio na formacdo de trabéculas Osseas, devido ao prejuizo na
formacdo de coldgeno e deposi¢cdo de hidroxapatita (Cao, 2011), o que
pode explicar a menor formacao de RNAm de Col-1.

A osteogénese, relacionada a osseointegracdo, € regulada por
inumeros fatores tais como: osteoblastos, matriz extracelular, moléculas
bioativas soliveis em meio extracelular (citocinas, vitaminas, fatores de
crescimento, hormonios) € o estimulo de diferenciacdo (Bressan et al.,
2013).

Neste presente estudo, o Runx-2 foi subexpresso nos grupos Irl 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 irradiacdo e instalacdo de implantes foi um
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intervalo de tempo que favoreceu a recuperacdo celular. O marcador inicial
da osteogénese € o Runx 2, que ativa e regula a osteogénese pela via BMP,
induzindo a secre¢do de Osx , diferenciando células mesenquimais em pré-
osteoblastos e sua expressdo ocorre durante toda a vida para que a
remodelacdo dssea aconteca (Harada, Rodan, 2003; Baek et al., 2009).
Nossos resultados demonstraram correlagdo diretamente proporcional entre
a quantidade de transcritos de Runx2 e Osx. Desse modo, assim como o
Runx2, o Osx apresentou subbexpressao no grupo Irl e IrT, ficando apenas
hiperexpresso no grupo IrP, com o pico de expressdo mais elevada aos 3
dias.

Ao se diferenciarem em pré-osteoblastos inicia-se o processo de
proliferacio e adesdo celular, secretando Alp, Col 1, Opn e Int 1,
iniciando a deposi¢cdo de matriz dssea (Bressan, 2013). Picos de atividade
da Alp ocorrem no final do processo de proliferacdo celular e inicio da
maturagao da matriz éssea (Sun et al., 2017). Estando um osteoblasto ativo,
este possui alta expressio de Alp, que é considerada um marcador
transitorio da osteodiferenciagdo e regulacdo da mineralizacdo dssea.

Neste estudo, a atividade Alp foi analisada para indicar se a
radioterapia havia alterado o potencial inicial de diferencia¢do osteogénica
das células mesenquimais. Isso indica que houve perda na capacidade de
diferenciacdo imediata observada nos grupos Irl e IfT, indicando uma
resposta negativa ao estresse pos-irradiacdo J4 no grupo IrP observou-se
hiperexpressdo de Alp, o que pode ter resultado de uma recuperagdo celular
apos 4 semanas pds-RxT. Esse dado € semelhante ao demonstrado por Sun
et al. (2017), o qual relata uma atividade de Alp aprimorada no grupo
irradiado direto aos 3 dias apds a irradiagdo, enquanto os declinios foram
encontrados aos 7 e 14 dias pés-irradiacdo, com o potencial de

diferenciagao inicial diminuindo com o tempo decorrido (Sun et al., 2017).
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O Col-1 ¢ um produto primério dos osteoblastos, durante a
formagdo da matriz dssea, que constitui 90% da matriz organica do 0sso.
Como demonstrado por Baek et al. (2009), sua deposi¢do € dependente da
expressdo de Osx. Neste trabalho, o Osx esta superexpresso no grupo IrP, o
unico que apresentou correlagdo positiva com Col-1.

A Osp apresentou uma hiperexpressao em todos os periodos do
grupo Irl, apresentando-se também expressa no grupo IrfT e IrP. Essa
diferenca de resultados se da devido ao fato de que a osteopontina ndo
depende apenas do Runx 2 ou Osx para ser ativada, sendo sua principal
promotora a vitamina D (Mish, 2008), pois apresenta interacdes com
multiplos receptores de superficie celular, essa ligacdo com esses
receptores provoca uma ampla gama de fungdes associada a adesdo e
migracdo celular, sendo que uma delas é a diferenciagdo osteog€nica de
células mesenquimais (Chen Q et al., 2014). A hiperexpressao da Osp se da
em resposta ao stress e frente a reparacao de feridas (Wang et al., 2007),
fato esse que pode explicar a expressdo deste, mesmo sem a expressao do
Runx2. Além disso, Chen Q et al. (2014) relata que a Osp atua vinculando
as integrinas da superficie celular, sendo associado com a adesdo celular, e
assim modula a diferenciacdo adipogénica e osteogénica (Chen Q et al.,
2014). A Int  foi expressa em todos os grupos deste trabalho.

A diminuicdo da expressao do Runx 2 nos grupos Il e IrT
influenciou o potencial osteogénico e formacgao dssea, sendo caracterizado
pela diminuicdo da expressdo de outros genes dependentes do Runx2,
também relacionados a osteogé€nese. Em particular, o resultado reportado
nesse trabalho demonstrou que o processo de diferenciacdo osteogénica foi
acelerado no grupo IrP, principalmente no periodo de 3 dias. Considera-se
que esse resultado se da pelo reestabelecimento da funcdo celular apds 4
semanas de realizado da radiacdo e pelo fato de terem sido instalados

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

No final do processo, o Runx2 inibe a maturacao do osteoblasto € o
Osx termina a maturacdo induzindo a expressao da Osteocalcina (Bglap).
Quando o osteoblasto estd totalmente diferenciado, comeca a produzir a
matriz organica mineralizada, aumentando a produgdo da Alp, Col-1 e
comecga a producdo de Bglap (Bressan et al., 2013), no entanto a expressao
de RNAm de Bglap foi reprimida em todos os grupos.

A Bglap ¢é secretada pelos osteoblastos e ¢ um importante
metabdlito para regulacdo da mineralizacdo (Bressan et al., 2013). Autores
comprovam que a irradia¢do inibe a expressao da Bglap (Li et al., 2015).
Acredita-se que para ter a expressao da Osc, além da expressao de Runx2, é
necessario que o nivel sérico de Vitamina K esteja dentro da normalidade
(Zhou et al., 2013).

A Bsp, também dependente de Osx, estd presente no inicio da
producgdo e maturacdo da matriz extracelular e é a maior proteina estrutural
da matriz 6ssea (Tang et al., 2011). Como o nivel de expressdo da Osx foi
reprimido nos grupos Irl e IrT, a Bsp também foi reprimida nesses grupos,
aparecendo expressa significativamente apenas no grupo IrP. O mesmo
resultado foi encontrado para a expressdo da Osn, uma proteina vital para a
mineralizagdo dssea.

Outra via de diferenciagdo osteogénica, além da expressao da Osx,
diz respeito a via do Tgf (Bressan et al., 2013), que ativa um grande nimero
de fatores que regulam a diferenciacdo, como o caso das proteinas
morfogenéticas (BMPs), promovendo varios estdgios de ossificacdo
endocondral (Cho et al., 2002; Wu et al., 2016). Em nossos resultados, a
via de diferenciacdo osteogénica da Tgf-f foi expressa, em todos os grupos
e periodos, aumentando a expressao nos grupos Irl e IrT com o passar dos
dias e mantendo-se expressa no grupo IrP aos 3 dias e 14 dias sugerindo a

diferenciacdo das células mesenquimais em osteoblastos nos grupos Irl e
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IrT, mesmo nos grupos que mostraram uma subxpressdo do Runx2 e
consequentemente do Osx.

A super familia da Tgf-B, estd envolvida com a regulacdo da
osteoclastogénese pela via de fatores de diferenciacdo de crescimento
(GDF) (Wu e al., 2016), uma vez que os macréfagos presentes na medula
Ossea, derivados da linhagem hematopoiética, agem diretamente na
diferenciacdo de células mesenquimais (Winkler et al., 2010) Além disso,
juntamente com citocinas, ele tem um papel importante na indugdo da
atividade dos fatores de transcricilo NF-» B e AP- envolvidos no
desenvolvimento da inflamag¢ao. Sua expressao aumenta com a presenca de
mediadores inflamatérios como TGFa, IL -1, IL-8 e IL-6 (Fennen et al.,
2016).

Il-6 demonstra desempenhar um papel no inicio da cascata de
reparos, induz uma resposta ajusante a lesdo recrutando outras células
inflamatdrias, aumentando a sintese da matriz extracelular e estimulando a
angiogénese (Kim et al., 2017). Eles sdo secretados no local da lesdao por
macrofagos, células inflamatodrias. Seu pico de ocorréncia ocorre dentro das
primeiras 24 h, comec¢ando a diminur a partir de 3 dias (Cho et al., 2002).
Os resultados relatados nesse trabalho mostram que a maior expressdao da
1l-6 ocorreu aos 3 dias em todos os grupos, porém no grupo IrP sua
expressao foi mais significativa devido ao fato do trauma cirtrgico recente,
diminuindo essa expressdao com o passar dos dias. O mesmo aconteceu com
o grupo Irl. A proteina 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 expressao devido ativacdo dos
receptores I1-6, mesmo quando a expressao génica nao ocorre.

O M-csf € um outro fator chave para a regulacio da
osteoclastogénese, pois ele estimula células hematopoiéticas a se

diferenciarem em células inflamatdrias, principalmente macréfagos. A
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expressao do M-csf apresenta um aumento no inicio do trauma, em reposta
a inflamacdo aguda e continuando durante toda a fase de reabsorcdo de
cartilagem mineralizada, e uma diminuicdo na fase de maturagdo Ossea
(Corcione et al., 2006). Esse fator € liberado pelos osteoblastos, induzindo
a diferenciacdo dos osteoclastos. Nos resultados encontrados nesse
trabalho, o M-csf foi expresso no grupo IrP, em todos os periodos, tendo
maior resultado no 3- dia apds a instalagdo de implantes, diminuindo a
expressao nos outros periodos. Também houve expressao significativa no
grupo IrT 3 dias.

A ApoE, foi inicialmente descrita como uma particula de VLDL
(Very Low Density Lipoproteins), sintetizada no figado e macrofagos,
possuindo um papel importante no metabolismo e distribuicio do
colesterol. Um dos alelos ApoE 4, quando aumentado, pode levar a
acumulacdo lipidica do osso inibindo a diferenciagdo dos osteoblastos e
aumentando o nimero de adipdcitos no interior da medula 6ssea (Liao et
al., 2014). A baixa representatibilidade da expressao da Apo E pode ser um
dos fatores que explica o fato de a radioterapia ndo ter alterado a
capacidade das células mesenquimais de se transformarem em osteoblastos.

As prostaglandinas, principalmente a Pg E2, sdo produzidas pelos
osteoblastos sob estimulo principalmente da COX-2, cuja expressdo ¢é
regulada pelos hormdnios, citocinas e fatores de crescimento que controlam
a remodelagdo Ossea, como o 7Tgf-f, cuja expressdo se deu em todos os
grupos deste trabalho. Uma importante fungdo fisioldgica das
prostaglandinas no tecido 6sseo € mediar o aumento da formacdo de matriz
mineralizada em resposta ao estimulo mecanico (Raisz, 2001). Em algumas
situacoes, notadamente nas de natureza patoldgica, a Pg E2 pode estimular
a absorcdo 6ssea aumentando a quantidade e a atividade funcional dos
osteoclastos. A superexpressdo da PgE2 foi evidenciado em todos os

grupos no periodo de 3 dias, apresentando expressdo significativa da
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prostaglandina em todos os periodos, diminuindo com a evolucdo do

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

eRunx2 teve sua expressdao diferenciada frente a dois traumas
distintos. Ao se realizar a radiacdo imediatamente apds instalacdo dos
implantes (grupo IrT) notou-se que a expressdao do gene foi reprimira frente
aos raios Y, comprovados pelo mesmo periodo do grupo IrT, o qual recebeu
a instalacdo do implante 4 semanas antes da radioterapia e foi sacrificado
com os mesmos dias. Isso mostra que o trauma cirdrgico ndo participou da
supressao génica.

e Ja no grupo IrP, que simula um paciente adulto que realizou a
instalacdo de implantes 2 apds ter sofrido radioterapia, a hiperexpressao do
Runx2 demonstra a capacidade de regeneracdo celular dos osteoblastos,
além de alteracdo frente a um trauma cirdrgico e consequente periodo de
inflamacgao aguda.

e No que diz respeito aos genes oriundos de outra via de
diferenciacdo osteogé€nica, como a 7Tgf-f, ndo foram encontradas
alteracdes, sendo eles expressos at€é mesmo nos grupos Irl e IrT, com
menor intensidade que o Grupo IrP, o que aumenta a expressdao dos genes
envolvidos com a osteoclastogénese.

e A partir desses resultados, do ponto de vista molecular, uma
osseointegracdo de implantes dentdrios € inviavel se o mesmo € realizado
imediatamente apds ao tratamento com radioterapia, como Visto no grupo
Irl, uma vez que a supressdo do Runx2 indica também que outros genes
essenciais a mineralizacdo dssea também nao sdo expressos.

e Em uma osseointegracdo ja estabelecida, a radioterapia nao
exerce nenhum efeito que cause a perda do implante, pois todo o processo

j& esta consolidado, mesmo com a supressdo de genes relatados na
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osseointegracao.

e Um ponto crucial dos resultados encontrados diz respeito ao
grupo IrP, o qual apresentou todos os genes hiperexpressos,
principalemente nos periodos de 3 dias. Isso evidencia que a capacidade de
regeneracao das células é reestabelecida apds 4 semanas da realizagdo da
radioterapia.

e Dentro das limitagdes deste trabalho, segundo Quiin, equivale a
um ano de vida de um humano, temos com os resultados reportados nesse
trabalho uma evidéncia de que, com aproximadamente dois anos, do ponto

de vista molecular, 0 0sso ja estaria apto a receber um implante dentério.
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ANEXO A - Curvas padrdo da PCR em tempo real representando a

eficiéncia do teste.
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ANEXO B - Curvas de dissociagdo (melting) dos primers geradas durante
qRT PCR.

[ )]

No eixo “y” estd a derivada que indica a taxa de mudanga da
fluorescéncia do SYBR Green em funcdo da temperatura. No eixo “x” esta

representada a temperatura.
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