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Zutin EAL. Expressao de genes relacionados a formagao e reabsorgéo 6ssea
na fase inicial e tardia da reabsor¢do do rebordo residual em mandibulas
humanas [dissertacao]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

O entendimento da reabsorcdo do rebordo residual (RRR) pode fornecer
uma base cientifica importante para melhorar tratamentos restauradores e
terapéuticos de pacientes edéntulos. O presente estudo teve como objetivo
principal buscar marcadores moleculares envolvidos com a remodelagéo
Ossea no tecido 6sseo proveniente de mandibulas que sofreram a extragao
dos dentes remanescentes em periodo inferior a dois meses (no qual a
RRR é mais intensa). O grupo de amostras analisadas no estudo foi
composto por cinco individuos que sofreram extracdo dentaria na area
operada ha menos de dois meses e por um paciente que sofreu extragao
dentaria na area operada ha mais de cinco anos, que foi usado como
calibrador. Todos os pacientes tiveram os seus dados clinicos anotados e a
radiografia panoramica dos pacientes foi utilizada para realizagdo de
tracados para avaliagdo de caracteristicas anatdbmicas previamente
relacionadas com RRR. O RNA das amostras foi extraido e apresentaram
pureza entre 1,8 e 2,0. A sintese de cDNA foi realizada pela técnica do
gRT-PCR. Para as anadlises quantitativas, todas as reacgbes foram
realizadas em placas customizadas de 96 pogos especificas para PCR em
tempo real, utilizando iniciadores de 40 genes envolvidos no metabolismo
0sseo. Levando-se em consideracdo o nivel de expressdo e a menor
variagao entre os genes de referéncia, HPRT1 foi o gene escolhido como
normalizador. A média da idade dos individuos foi de 53,8 + 5,6 anos e
apenas um dos sujeitos da pesquisa era do género feminino. Em todas as
amostras analisadas, ocorreu maior presencga de genes-alvo sub-expressos
(em verde), seguidos dos super-expressos (em vermelho) e dos
moderadamente expressos (em preto). Foi observada intensa atividade de
remodelagcédo 6ssea nos pacientes com remodelagédo 6ssea inicial, os quais
apresentavam grande heterogeneidade individual na expressao de genes
de formacdo e reabsor¢cdo Ossea. No entanto, ndo ha correlagbes
importantes entre os achados clinicos e laboratoriais para esse grupo de
pacientes.

Palavras-chave: Expressdo génica. Perda Ossea alveolar. Formacgéo Ossea.
Remodelagéo 6ssea. Mandibula.



Zutin EAL. Related genes expression to the bone resorption and formation
in the early phase and late residual ridge resorption in human jaws.
[dissertation] S&o José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

The understanding of residual ridge resorption (RRR) can provide an
important scientific basis for improving restorative and therapeutic
treatments of edentulous patients. The present study aimed to seek
molecular markers involved in bone remodeling in bone tissue from jaws
that suffered the extraction of remaining teeth in less than two months
period (in which the RRR is more intense). The group of samples analyzed
in this study was composed of five individuals who underwent tooth
extraction operated in less than two months by area and one patient who
underwent tooth extraction operated in the area for more than five years ,
which was used as calibrator. All patients had their recorded clinical data
and panoramic radiographs of patients was used to perform set for
evaluation of anatomical features previously related to RRR. The RNA
samples were extracted and presented purity between 1.8 and 2.0. The
preparation of cDNA was performed by qRT-PCR. For quantitative
analysis, all reactions were performed at optical plates 96 wells for specific
real-time PCR using primers of 40 genes involved in bone metabolism.
Taking into account the level of expression and the lowest variation among
the reference genes, HPRT1 was chosen as the normalizing gene. The
mean age of subjects was 53.8 = 5.6 years and only one of the subjects
were female. In all samples, the greater presence of target genes under-
expressed (green), followed by overexpressed (red) and moderately
expressed (black) occurred. Intense activity of bone remodeling was
observed in patients with initial bone remodeling, which had great
individual heterogeneity in gene expression of bone formation and
resorption. However, no significant correlations between clinical and
laboratory findings for this group of patients.

Keywords: Gene expression. Alveolar bone loss. Osteogenesis. Bone
remodeling. Mandible



1 INTRODUCAO

Apds a extragdo dos dentes, segue-se uma fase de
remodelagdo dos ossos alveolares que pode resultar em uma extensa
perda na altura 6ssea dos maxilares, especialmente na mandibula (Reich
et al., 2011; Huumonen et al., 2012; Arati, 2013). Historicamente, este
fendmeno foi de grande importéncia, pois foi a observacao dos alvéolos
dentarios e do rebordo alveolar por John Hunter, em 1750, que o levou a
considerar o osso como um tecido capaz de remodelagdo, ao invés de
uma estrutura imutavel e permanente, como havia sido pensado
anteriormente (Cohen, 1993).

Apds a extracdo dentaria, o alvéolo & preenchido por
coagulo sanguineo que, junto as células osteoprogenitoras do ligamento
periodontal diferenciadas em osteoblastos, formam o tecido 6sseo. Muitos
estudos mostram que a perda de altura 6ssea pos-extracdo € maior na
regido anterior dos ossos alveolares, que o padrao individual da perda
Ossea continua relativamente constante. Existe variagcdo acentuada tanto
no padrao quanto na intensidade da perda 6ssea entre os individuos
(Kingsmill, 1999; Divaris, 2012).

A diminuigdo das fung¢des do tecido 6sseo podem levar a
adaptacdes e variagbes esqueléticas e pode ser um indicativo das
pressbes ambientais que levam a mudangas evolutivas. Efeitos
fisiolégicos de adaptacao no esqueleto craniofacial podem ser observados
apos a perda de dentes no processo de envelhecimento humano (Dechow
et al., 2010). Arati (2013), afirmaram que essas alteragcdes devem ocorrer
ao longo da vida adulta e de forma continua, mas a maior parte da perda
O0ssea ocorre na fase inicial do processo atréfico, e que o0s o0ssos

compacto e esponjoso sao igualmente afetados pela reabsorgéo.
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A reabsorcao do rebordo residual (RRR) € um processo
biol6gico complexo que ocorre apds a perda dos elementos dentarios. A
atrofia do rebordo por desuso acontece de forma mais severa nas regioes
posteriores das mandibulas (que tendem a ser mais afetadas do que as
maxilas independente da regido e da faixa etaria dos individuos) e nos
primeiros 6 meses apos a perda dos dentes. Aumenta significativamente
com o avango da idade e continua de maneira mais lenta, porém de uma
forma progressiva posteriormente (Reich et al., 2011; Mundhe, 2011; Kim
et al., 2012). O rebordo alveolar pode até mesmo desparecer apdés um
longo periodo de edentulismo, associado a outros fatores locais e/ou
sistémicos (Pietrokovski, 2013).

Em maxilas humanas o edentulismo causa uma
significante mudanga na estrutura craniofacial, bem como a RRR e a
perda da espessura da cortical, embora ndo comprometa totalmente a
altura da face. A estrutura 6éssea dos vertebrados refletem tanto a histéria
evolutiva das espécies quanto as adaptagcbes comportamentais e
fisiolégicas causadas pelas mudangcas ambientais em um organismo.
(Manoj et al., 2011).

Na remodelagdo do rebordo residual pos-extracao
dentaria a quantidade de tecido 6sseo continuamente diminui, sugerindo
catabolismo aumentado, com intensa atividade de osteoclastos, ou
diminuicdo da atividade anabdlica, com reducdo da atividade de
osteoblastos (Jahangiri et al., 1998; Carlsson, 2004; Garret, 2004; Giorgio
et al., 2012).

A RRR de maxilas edéntulas ndo aumenta quando a
densidade 6ssea mineral diminui. Porém, severa manifestacdo 6ssea em
mandibulas edéntulas pode ser observada em pacientes com indice de
massa corporea diminuida (Ozola et al., 2011).

Diversos fatores hereditarios e ambientais podem afetar a

qualidade e a quantidade de tecido 6sseo, por alteragbes nos eventos da
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expressao génica que ocorrem nas células 6sseas durante o processo de
remodelacao (Jahangiri et al., 1998).

Desse modo, ferramentas para avaliagdo da expressao
génica aplicada aos rebordos residuais podem auxiliar na descoberta de
marcadores moleculares que participam do processo da RRR, permitindo
um melhor entendimento dos mecanismos que determinam a sua
intensidade e talvez propiciar a oportunidade para melhor gerenciamento
da RRR. Assim, estudos clinicos com a finalidade de avaliar a expressao
génica em pacientes que sofreram RRR podem trazer resultados
importantes para o tratamento de pacientes desdentados (Garret, 2004).

Considerando a importancia da RRR para o tratamento
dos pacientes desdentados, a auséncia de consenso quanto ao seu
mecanismo de patogénese e a auséncia também de trabalhos que
utilizem a analise da expresséo génica para avaliar os eventos inerentes a
RRR, o presente trabalho tem como objetivo buscar marcadores
moleculares na fase inicial e tardia da remodelacdo 6ssea em amostras
do tecido Osseo obtidas de mandibulas que sofreram a extracdo dos
dentes remanescentes em periodo inferior a 02 meses e superior a 05

anos (amostra utilizada como calibradora).



2 REVISAO DA LITERATURA

Com o aumento da expectativa de vida humana, esforcos
tem sido feitos para que haja, concomitantemente, uma maior qualidade
de vida. A reducao da funcdo mastigatéria em decorréncia da perda dos
dentes, além de diminuir a qualidade de vida, pode levar a uma
deficiéncia nutricional. Quando ndo ha uma reabilitacdo adequada para o
desdentado, a reabsor¢do do rebordo residual (RRR) pode ser agravada
gerando fungdo mastigatoria ineficiente e insatisfacao do paciente (Kim et
al., 2012).

Nos ossos maxilares, a diminuicdo do rebordo residual
leva a dificuldades na execucédo de préteses adequadas e pode levar a
fraturas patolégicas no esqueleto de suporte. Estudos sobre as mudancgas
estruturais craniofaciais apds perdas dentarias concentraram-se
principalmente nas estruturas alveolares devido a importancia destas
mudancgas para restaurar a fungéo perdida com a instalagéo de préteses
dentarias (Dechow et al., 2010).

O entendimento da reducdo do tamanho do rebordo
alveolar abaixo do mucoperiosteo, em funcdo da RRR, pode fornecer
base cientifica importante para melhorar tratamentos restauradores e
terapéuticos da populagdo de desdentados (Jahangiri et al., 1998;
Mundhe, 2011). Também existem implicagbes da RRR quanto a
colocacao de proteses sobre implantes, para as quais é necessaria uma
altura Ossea minima a instalacdo do implante e sua posterior
osseointegracao (Arati, 2013). O uso de enxertos 6sseos € uma terapia
comumente adotada para a preservagao das estruturas 6sseas alveolares
em combinag¢ao ou ndo com a colocagéao de implante imediatamente apds

a extracao de dentes. Espera-se desta forma, maior preservacéo da altura
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do rebordo ap6s o processo de remodelagédo dssea nesses casos (Giorgio
et al., 2012). No entanto, segundo Fenner et al. (2009), mesmo quando
utiliza-se enxerto 6sseo para a reabilitacdo protética com implantes,
consegue-se uma maior previsibilidade em locais com alturas 6sseas do
rebordo alveolar entre 6 e 8 milimetros.

A RRR em mandibulas edéntulas constitui importante
problema clinico para a Odontologia, especialmente no atendimento a
pacientes idosos. Para portadores de proteses totais inferiores, a RRR
leva a instabilidade da protese e desconforto para o paciente (Marchini e
Cunha, 2010; Mundhe, 2011; Huumonen et al., 2012; Arati, 2013).
Huumonen et al. (2012) relataram queixas subjetivas a respeito da baixa
estabilidade das proéteses totais inferiores entre usuarios de protese totais
muco-suportadas (PTMS) e verificaram que essas queixas se
relacionaram com a gravidade e intensidade da RRR, especialmente em
mulheres.

Nos casos mais graves de RRR mandibular, a prétese
pode expor o nervo mandibular, resultando em dor ou incapacidade de
tolerar as préteses (Jeffcoat, 1993).

Préteses implantossuportadas apresentam efeito de maior
preservagao Ossea quando comparadas a RRR em portadores de
proteses totais convencionais ou proteses totais mucossuportadas e
implanto-retidas (Kordatzis, 2003; Carlsson, 2004; Habib, 2011).

A remodelagéo 6ssea mantém a homeostase entre calcio
e fésforo, coordenando as fases de formacéo e de reabsor¢céo. Uma série
de condigbes como idade, doencgas Osteo-metabodlicas, mobilidade
diminuida e acédo de alguns farmacos entre outros, podem alterar o
equilibrio entre formacéo e reabsorgéo 6ssea, levando ao predominio de
um sobre o outro (Martin, 2000).

No entanto, pouco se sabe sobre a fisiologia da RRR e a
razao para a ocorréncia de uma grande variacdo individual em sua

intensidade, pois a etiologia da RRR é complexa e ainda n&o totalmente
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compreendida (Garret, 2004; Felton, 2009; Reich et al., 2011). Os dados
existentes sugerem que pode haver participacdo de fatores locais, tanto
funcionais quanto anatémicos e inflamatérios, como tempo decorrido do
momento da extracdo, auséncia ou presenga de proteses dentarias,
natureza e magnitude da forga oclusal incidente sobre o rebordo, periodo
de desgaste/ uso diario da prétese, tipo da protese dentaria, material
utilizado na confecgéo da base de proteses mucossuportadas, tonicidade
muscular, forma facial, tamanho inicial da mandibula, profundidade inicial
dos alvéolos dentarios, qualidade 6ssea local, idade/ disponibilidade de
células Osseas, qualidade dos tecidos moles, suprimento sanguineo,
anexos musculares, trauma ocorrido durante a extracdo, doenga
periodontal, inflamagdo da mucosa, mediadores inflamatérios e higiene da
prétese, entre outros. No entanto, fatores sistémicos (como género, idade,
estado 6sseo geral, hormbnios reguladores 6sseos, fatores metabdlicos
principalmente os relacionados as células do metabolismo 6sseo e a dieta
de calcio) também parecem contribuir para este processo (Kingsmill,
1999).

O tempo decorrido do momento da extragdo dentaria esta
relacionado a RRR, pois se observa comumente reabsor¢céo éssea mais
intensa em pacientes que perderam os dentes ha mais tempo do que em
outros que perderam ha menos tempo. O uso de préteses dentarias
parece ter um papel de maior preservagao 6ssea quando comparado com
a nao utilizagdo das mesmas por pacientes na mesma situacéo; o tipo de
material e desgaste da base de proteses muco-suportadas podem
agravar a reabsorcado Ossea devido a irritagdo/inflamacdo nos tecidos
subjacentes e a falta de contato da base da prétese com o rebordo
alveolar. Em usuarios de proéteses totais, o estresse mecéanico exagerado
promovido pela base das proteses junto ao rebordo alveolar, pode resultar
em reabsorcgéo 0ssea local devido a isquemia provocada pela pressao da
base sobre os tecidos subjacentes (Bellavance, 2002; Dechow et al.,
2010; Maruo et al., 2010).
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A demanda das forcas mecénicas estdo entre os
principais fatores capazes de influenciar na formacéo e na reabsorgao
Ossea, pois podem causar reagcbes que alteram o metabolismo
responsavel pela manutencéo do volume, da estrutura e das propriedades
fisicas da cortical 6ssea, ou seja, da remodelacao 6ssea. (Mundhe, 2011;
Suenaga et.al., 2012; Wolff, 1986). Desta forma, seria possivel diminuir a
reabsorgdo Ossea distribuindo ou reduzindo esse estresse mecéanico,
permitindo assim uma melhor circulagdo sanguinea na regido. Muitos
cirurgides-dentistas tem sido induzidos a equiparar a prevaléncia da RRR
na populacéo edéntula com o aumento do estresse mecanico sobre os
rebordos. Habitos parafuncionais como bruxismo, tem sido sugeridos
como variaveis potencialmente capazes de afetar a magnitude da redugao
do rebordo alveolar. Observagcbes sugerem que a diregdo em que 0s
sistemas de Havers s&o orientadas correspondem a direcdo de maior
rigidez do osso (Bellavance, 2002; Dechow et al., 2010; Maruo et al.,
2010).

Tonicidade muscular equilibrada e harmdnica favorece a
preservacao 6ssea apos a extragcao dos dentes. Individuos com faces
mais alongadas tendem a apresentar naturalmente a crista 6ssea alveolar
vestibular e lingual menos espessas do que individuos braquifaciais, que
apresentam maior espessura Ossea alveolar. O tamanho inicial da
mandibula e a profundidade inicial dos alvéolos dentarios, relacionados a
anatomia da face do paciente, devem ser observados antes do inicio da
reabsorgcéo 6ssea, pois muitas vezes, individuos com grande perda éssea
também apresentavam grande quantidade 6ssea anterior ao processo de
reabsorgdo, enquanto individuos com menores quantidades de tecido
0sseo inicial apresentaram menos reabsorgédo 6ssea. No entanto, a RRR
deve ser avaliada de acordo com a quantidade/densidade ésseas iniciais,
para que haja como quantificar essa perda 6ssea (Kingsmill, 1999).

A qualidade Ossea local e a idade/disponibilidade de

células osseas se relacionam com a RRR, pois sugerem a presenca
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principalmente de ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos de forma
equilibrada como no processo de remodelagdo éssea e ndo de maior
quantidade de osteoclastos, como ocorre no periodo do envelhecimento,
levando a reabsorcao 0ssea. A qualidade e o suprimento sanguineo dos
tecidos moles sobrejacentes ao osso alveolar devem estar adequados
para que haja um efeito de protecao sobre a estrutura 6ssea, bem como a
presenga de anexos musculares. Traumas 0sseos locais excessivos
durante a extragdo dentaria podem causar danos ainda maiores ao tecido
0sseo e acentuar o processo de reabsor¢céo 0ssea. Pacientes portadores
de doenca periodontal e inflamagdo da mucosa podem apresentar perda
O0ssea mais intensa, pois os mediadores quimicos da inflamagao sao
capazes de desencadear, manter ou até mesmo ampliar diversos
processos envolvidos na resposta inflamatéria, podendo causar efeitos
deletérios ao hospedeiro (Ferguson, 1991; Kingsmill, 1999; Mahapatra et
al., 2004; Zmystowska et al., 2007; Divaris et al., 2012; Imirzagliolu et al.,
2012, Manoj et.al., 2011; Huumonen et al., 2012; Pietrokovski; 2013).

As atividades osteoblasticas e osteoclasticas também
estdo sob influéncia de fatores sistémicos como género, idade, estado
O0sseo geral, horménios reguladores 6sseos, dieta de calcio, diabetes e
uso prolongado de corticosteroides. Os principais horménios sistémicos
que regulam o metabolismo 6sseo incluem o hormdnio paratirdideo
(PTH), o metabdlito ativo da vitamina D e a calcitonina. Aléem desses, 0
hormonio tiroideano juntamente com a insulina, o GH, os corticosteroides
e os horménios sexuais possuem profundos efeitos na fisiologia e
estrutura 6sseas (Kingsmill, 1999; Manoj et al., 2011).

Mulheres ap6s a menopausa apresentam queda de um
horménio sexual chamado estrogeno, sua deficiéncia aumenta a
formacdo de osteoclastos e a diminuicdo da sintese de osteoblastos
levando a um desequilibrio da remodelagdo &ssea, havendo maior
reabsorcédo em relagdo a neoformacgado déssea, o que pode determinar a

ocorréncia de osteoporose.
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O aumento dos horménios tiroidiano, paratorménio (PTH),
uso prolongado de corticosteroides e a diminuicdo da calcitonina, da
vitamina D, do horménio do crescimento (GH), da insulina e dos
horménios sexuais favorecem a reabsorgao 6ssea (Vieira, 1999; Gouveia,
2004).

O ambiente bioquimico 6sseo é um sistema ativo e
dindmico que permite e promove as fungbes celulares que levam a
producédo da matriz extracelular e da ossificacdo. Cada componente é
capaz de transmitir sinais regulatorios importantes para as células
vizinhas, afetando, assim, a expressdo do gene e as mudangas no nivel
estrutural celular. Varias moléculas de sinalizagdo contribuem para a
natureza ativa e dinamica do sistema bioquimico (Allori et al., 2008). O
quadro 1 apresenta os nomes de alguns genes relacionados a

remodelagao 6ssea e suas respectivas fungoes.

Quadro 1 — Fungdes das proteinas codificadas pelos genes relacionados
a remodelacéo 6ssea para avaliagdo da expressao (adaptado de Dimitriou
et al., 2005; Giannoudis, 2006; Bahar et al., 2007; Allori et al., 2008; Al-Aq|
et al., 2008; Callacci et al., 2009)

(continua)
Classificagéo GENES FUNCAO
ALPL Mineraliza¢do da matriz
Proteina altamente conservada e
- BGLAP : T )
Marcador Formagéo Ossea associada com matriz mineralizada
Envolvido na ligacdo de osteoclastos a
SPP1 L ‘ .
matriz 6ssea mineralizada
BMP2 Indugéo de formacgao 6ssea e cartilaginosa

Importante papel no aparecimento da
BMP4 formacgéo 6ssea e endocondral em
humanos

Proteina Ossea Morfogenética : —— - —
Diferenciagao das células mesenquimais

indiferenciadas em condrécitos e
osteoblastos, e sdo osteoprogenitoras dos
osteoblastos

BMP5
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Quadro 1 — Fungdes das proteinas codificadas pelos genes relacionados a
remodelacao 6ssea para avaliagao da expressao (adaptado de Dimitriou et
al., 2005; Giannoudis, 2006; Bahar et al., 2007; Allori et al., 2008; Al-Aqgl et
al., 2008; Callacci et al., 2009)

(continuagao)

Classificacéo

GENES

FUNCAO

Colagenos

COL1A2

Cadifica a cadeia de colageno do tipo |,
que € um formador de fibrila de colageno
encontrada na maioria dos tecidos
conjuntivos e é abundante em 0ssos,
cornea, derme e tendéo

COL2A1

Codifica a cadeia do colageno do tipo I,
um colageno fibrilar encontrado em
cartilagens

COL4A1

Codifica a principal cadeia de colageno
das membranas basais, o tipo IV

COL4A3

Ligam-se as moléculas de colageno nas
membranas basais dos alvéolos e
glomérulos

COL4A4

Codifica uma das 6 subunidades do
colageno do tipo IV, essa sub-unidade
particular é encontrada em um sub-
conjunto de membranas basais

COL5A1

Codifica uma cadeia de um dos colagenos
fibrilares de baixa abundancia, é
encontrado em tecidos que contenham
colageno do tipo |, regulam as fibras de
ambos os tipos l e V

COL6A2

Organizacdo de componentes da matriz
extracelular

COL9A3

Codifica uma das trés cadeias a de
colageno tipo IX, o principal componente
colageno da cartilagem hialina, é
geralmente encontrado em tecidos
contendo colageno do tipo Il, um colageno
fibrilar

COL10A1

Codifica a cadeia de colageno do tipo X,
expressa por condrdcitos, hipertréficos
durante a ossificagdo endocondral

COL15A1

Tem uma ampla distribui¢do nos tecidos,
mas a expressao é mais forte para as
zonas localizadas na membrana basal por
isso, podem funcionar para aderir
membranas basais de estroma de tecido
conjuntivo subjacente

COL18A1

Codifica a cadeia do colageno do tipo VIIl,
produz endostatina — proteina anti-
angiogénica
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Quadro 1 — Fungdes das proteinas codificadas pelos genes relacionados a
remodelacao 6ssea para avaliagao da expressao (adaptado de Dimitriou et
al., 2005; Giannoudis, 2006; Bahar et al., 2007; Allori et al., 2008; Al-Aqgl et
al., 2008; Callacci et al., 2009)

(continuacéo)

Classificacéo

GENES

FUNCAO

Fatores de Crescimento

FGFR1

Interage com fatores de crescimento de
fibroblastos, induzindo mitose e
diferenciagao

FGFR2

Responsavel por crescimento e
diferenciacdo de varias células, incluindo
condrocitos e osteoblastos

FGFR3

Liga-se a um horménio de crescimento de
fibroblastos e desempenham um papel de
desenvolvimento e manutencao do tecido
6sseo

IGFL1

Recrutamento e proliferagéo de células
mesenquimais osteoprogenitoras,
expressa durante a consolidagéo da
fratura

IGF2

Recrutamento e proliferagéo de células
mesenquimais osteoprogenitoras —
expressa durante a consolidagéo da
fratura, aumenta o nimero de osteoblastos
maduros

PDGFA

Mitogénico e quimiotético para células
mesenquimais, mitogénico para
osteoblastos, quimiotatico para células
inflamatérias, participa dos primeiros
estagios de consolidagéo da fratura

TGFB1

Mitogénicos potentes e quimiotéticos para
células formadoras de tecido 6sseo;
expressam desde os primeiros estagios
durante a consolidagéo da fratura.
Observados em areas de osteogénese,
potente promotor da produgéo de
colageno

TGFB2

Desempenha um papel na regulagéo do
crescimento e proliferacao celular, podem
ser vistos em areas de condrogénese

TGFB3

Envolvido na embriogénese e na
diferenciacao celular, observado em areas
de condrgénese

VEGFA

Mitogénicos que atuam especificamente
nas células endoteliais. Aumentam a
permeabilidade vascular, induzem
angiogénese, atuam no crescimento das
células endoteliais, promovem migragéo
de células e a inibigdo da apoptose.
Expressam durante a formacgao
endocondral e 6ssea
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Quadro 1 — Fungdes das proteinas codificadas pelos genes relacionados a
remodelacao 6ssea para avaliagao da expressao (adaptado de Dimitriou et
al., 2005; Giannoudis, 2006; Bahar et al., 2007; Allori et al., 2008; Al-Aqgl et
al., 2008; Callacci et al., 2009)

(concluséao)

Classificagéo GENES FUNCAO

Este gene codifica um membro do fator de
crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e da familia do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF).
Fatores de Crescimento VEGFB | Os membros da familia VEGF regulam a
formacé&o de vasos sanguineos e estao
envolvidos na fisiologia da célula
endotelial. Expressam durante a formagéo
endocondral e 6ssea

SOST Regulador da homeostase 6ssea

Se liga a receptores de PTH em
osteoblastos, e regulam o numero de

] ligantes RANKL. Receptor para o

Outros Formacgao Ossea PTHIR horménio da paratire6ide (PTH), defeitos
nesse receptor causam condrodisplasias.
Sinaliza a estimulag&o da proliferagédo
celular e reprime a diferenciagdo dos
condrocitos

Ligante de osteoprotegerina e funciona
como um fator-chave para a diferenciagédo
e ativacdo dos osteoclastos. Envolvido na

regulacéo da resposta imune dependente
TNFSFT1 de células T. A ativagdo das células T
induziu a expressao deste gene e levou a
um aumento de osteoclastos e a perda
Sinalizagao/Reabsorgéo Ossea ossea

E secretada por osteoblastos e funciona
como um regulador negativo da
reabsorcao 6ssea. Liga-se

TNFRSF11B | especificamente a osteoprotegerina,
ambos os quais s&o reguladores
extracelulares fundamentais do
desenvolvimento dos osteoclastos

Degradacao da matriz extracelular e do
MMP2 colageno do tipolV — principal componente
estrutural das membranas basais

Metaloproteinases MMP8 Degrada colageno do tipo I, Il e lll

MMP9 Degrada colageno do tipo IV e do tipo V

MMP13 Degrada colageno do tipo |

IL6 Potente ipdu’tor de osteoclastos e da
reabsorgao 6ssea
Citocinas OSM Atua na fase tardia da reabsorcéo 6ssea
NF Promove ativagéo de osteoclastos via

producdo de IL-1 e IL-6

Outros Reabsorgao Ossea ACP5 Marcador especifico da reabsor¢céo 6ssea




3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo principal buscar
marcadores moleculares que estao envolvidos com a remodelagao éssea
no tecido Osseo proveniente de pacientes que foram submetidos a
extracdo dos dentes remanescentes mandibulares em periodo inferior a
02 meses (no qual a RRR é mais intensa).

Como objetivo secundario, a expressdao dos genes
envolvidos com remodelagdo éssea foram analisadas quanto a suas
possiveis associagdes com variaveis clinicas dos pacientes, como

género, idade, uso de prétese e dados radiograficos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos da pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia —
CSJC/UNESP — Univ Estadual Paulista por meio da Plataforma Brasil
(Anexo A).

As amostras de tecido 6sseo empregadas nessa pesquisa
foram coletadas de 11 pacientes, os quais foram submetidos a colocagéao
de implantes osseointegraveis na regido anterior da mandibula, entre os
forames mentonianos. Em dois desses 11 pacientes, conseguimos coletar
tecido 6sseo de duas areas de remodelacdo 6ssea distintas, totalizando
13 amostras. Dentre elas, sete pertenceram ao grupo de pacientes que
sofreram extragéo dentaria ha mais de cinco anos e seis delas ao grupo
de pacientes que sofreram extracdo ha menos de dois meses, antes da
cirurgia para a instalagao dos implantes dentarios.

O grupo de amostras analisadas no estudo foi composto
por cinco individuos que sofreram extracado dentaria na area operada ha
menos de dois meses e por um paciente que sofreu extragcao dentaria na
area operada ha mais de cinco anos que foi utilizado para comparacgéo na
expressdo de genes. Os pacientes receberam de quatro a seis
perfuragdes cirurgicas para a instalacdo de préteses totais mandibulares
implantossuportadas, durante as quais as amostras foram colhidas, sem
necessidade de qualquer procedimento cirurgico adicional.

Participaram do estudo, pacientes previamente

selecionados para colocac¢ao de implantes, mediante rigorosa anamnese,
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exame clinico e radiografico (radiografia panorémica digital, em todos os
casos; e tomografia computadorizada de feixe cbnico, em alguns casos,
na dependéncia das condi¢des clinicas avaliadas durante o exame) e
que, portanto, ndo apresentaram alteragdes bucais ou sistémicas que
contra indicassem a colocagcdo de implantes. N&ao fizeram parte deste
estudo pacientes que apresentavam qualquer patologia éssea, mesmo
que em estagio ndo avangcado, nem que estivessem ingerindo
medicamentos que interferissem com o metabolismo dsseo.

Os pacientes que concordaram em participar da pesquisa
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B) e
tiveram os seus dados clinicos anotados em ficha propria (Anexo C).

A radiografia panoramica dos pacientes foi também
utilizada na realizagcdo de tragados para avaliagdo de caracteristicas
anatbmicas previamente relacionadas com RRR, como o indice
panoramico mandibular (PMI) que corresponde a divisdo da espessura da
cortical mandibular (MCW) pela altura da regido central do forame
mentoniano até a cortical mandibular externa (h). PMI = MCW/h. Esse
valor pode ser menor, maior ou igual a 0.30 e o MCW pode ser menor,
igual ou maior que trés milimetros (Imirzagliolu et al., 2012). Esses dados
foram anotados em formulario proprio para posterior correlagdo com a
expressao dos genes envolvidos no processo de remodelagao éssea dos
individuos. Eles sdo medidos em milimetros (mm) com uma régua
comum.

A figura 1 mostra como é feita a medigdo dos indices
radiograficos. A medida (h) é a altura da regido do forame mentoniano,
necessaria para calcular o PMlI (MCW/h) e a medida (MCW) indica a

espessura da cortical mandibular.



30

A

e I

| |

e

MCW

Figura 1 - Medidas utilizadas para calculo do indice panoramico mandibular (PMI),
(Imirzagliolu et al., 2012).

4.2 Etapa cirurgica

Durante a colocagdo cirurgica dos implantes, apds
antissepsia realizada com solugdo bucal a base de Gluconato de
Clorexidina a 0,12% (Colgate Periogard), anestesia de bloqueio regional
mentoniano e terminal infiltrativa da regido anterior da mandibula e
deslocamento do retalho muco-periostal, foi utilizado um sugador cirurgico
estéril com coletor de tecido 6sseo para armazenar os raspados 6sseos
oriundos das etapas subsequentes, nas quais foram utilizadas diversas
fresas para a instalacédo dos implantes. Séo elas: fresa lancga, fresa 2.0,
fresa 2/3, fresa 3.25 e 3.75.

Os raspados Osseos foram removidos das fresas
cirurgicas e também de dentro do sugador cirurgico com coletor para
tecido 6sseo e foram armazenados em solugcéo de RNA Later (Invitrogen,
Life technologies) e mantidas em gelo. As amostras foram distribuidas em
quatro Eppendorfs de 2 mL separadamente e devidamente identificados.

Na figura 2 podemos observar imagens de procedimentos cirurgicos de
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um dos sujeitos da pesquisa. A figura 3 mostra o tecido 6sseo coletado e

armazenado em RNA Later.

Figura 2 — Imagens ilustrativas de procedimentos cirurgicos de um dos sujeitos da
pesquisa. A) ultimos dentes mandibulares antes da remocgéo cirargica; B) rebordo
alveolar cicatrizado 14 dias apdés a remogéao cirurgica dos dentes remanescentes; C)
periosteo visivel com areas de remodelagdo 6ssea inicial; D) implantes instalados na
regido anterior da mandibula.

Figura 3 - Tecido 6sseo apds coleta e armazenado em RNA Later.
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4.3 Extracdo de RNA

O RNA das amostras foi extraido utilizando o protocolo do
RNAeasy microarray tissue mini kit (Qiagen) seguindo as recomendacgdes
do fabricante. As amostras armazenadas em RNA later foram trituradas
com cadinho e bastdo de vidro e homogenizadas (COLE PARMER 750-
Watt Ultrasonic Homogenizers with Temperature Controller, 230 VAC).
Seguimos a adigéo de 200 pl de cloroformio e as amostras foram agitadas
e mantidas durante 3 min a temperatura ambiente. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 xg, durante 15 min a 4 °C, a fase aquosa foi
coletada, e entdo realizada lavagem com etanol 70%. O conteudo foi
transferido para uma coluna de RNAeasy mini spin e centrifugado a 8.000
xg por 15 s a temperatura ambiente por duas vezes. Seguimos com a
adicéo de 700 pl do buffer RW1 e posterior centrifugacéo por 15 s a 8.000
xg. O procedimento foi repetido duas vezes com adicdo de 500 ul do
buffer RPE e a ultima centrifugagao foi realizada por 2 min. A coluna foi
transferida para um tubo de coleta de 1,5 mL, ao qual foram adicionados
30 pl de agua ultra pura e livre de nucleases, seguido de centrifugagcéao
por 1 min a 8.000 xg. A quantidade de RNA obtida foi verificada por meio
de leitura em espectofotbmetro (Beckmann DU-640). A leitura da
absorbancia foi realizada e a produtividade da reagado calculada pela
férmula: OD x diluigéo x 40/1000. Todos os RNAs utilizados apresentaram
pureza entre 1,8 e 2,0 e foram tratados com DNAse.

Dentre as 13 amostras coletadas, apenas seis delas
apresentaram concentracdo de RNA — [RNA] em pg/ul suficientes (1pg),
para a sintese do cDNA.

A figura 4 apresenta as etapas para a obtengao do RNA.
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Figura 4 — Etapas da extragdo do RNA. A) material peneirado para eliminar o maximo de
coagulos sanguineos presentes; B) cadinho e bastdo de vidro utilizados para macerar as
amostras antes do processo de homogeinizagdo; C) amostra com Qiazol antes de ser
homogeinizada; D) processo de homogeinizacdo da amostra com o Cole-Parmer
homogenizer ; E) amostra transferida para um tubo de 2mL contendo 200pl de
cloroférmio, apés homogeinizagdo; F) fase aquosa e mais superficial da amostra obtida
apos centrifugagéo; G) a fase aquosa da amostra (a qual contém o RNA), transferida
para a coluna do tubo de coleta para realizacdo das etapas subsequentes.

4.4 Sintese de cDNA (DNA complementar)

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit RT2 HT
First Strand (Qiagen). Inicialmente foi removido o DNA gendmico
utilizando o DNA elimination mix, nas propor¢des de 0,5 ug de RNA, 2 i
de Buffer GE e agua livre de RNase em q.s.p. volume final de 10 pl,
agitados. A solugdo resultante foi incubada a 42 °C por 5 min e entéo

imediatamente colocada no gelo por 1 min.
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A solucdo para transcricdo reversa foi preparada na
proporcao de 4 pl de 5x Buffer BC3, 1 ul de Control P2, 2 yl de RE3
Reverse Transcriptase Mix, 3 pl de agua livre de RNase e 10 pl da
solugdo resultante da remocdo do DNA genbmico, agitando-se por
inversao. O tubo foi entdo incubado por 42 °C por exatos 15 min, apds os
quais foram incubados imediatamente a 95 °C por 5 min. Apds a
incubagao, foram adicionados 91 yl de agua livre de RNase a cada tubo,
agitando-se por inverséo. As amostras foram entdo armazenadas a -20 °C

para posterior utilizag&o.

4.5 Analise de expressao génica PCR quantitativo em tempo real
(QRT-PCR)

Para a analise de expressao génica foi realizada a técnica
de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR ). Um total de trés placas
de 96 pocos customizadas (Custom RT2 Profile PCR array,
SABiosciences, Qiagen), contendo os genes descritos no quadro abaixo
foram utilizadas. A distribuicdo dos genes nas placas pode ser observado
no esquema do quadro 4. As reacgbes foram realizadas com o kit RT2
qPCR SYBER Green/ROX Master Mix (Qiagen). A ciclagem térmica foi
realizada seguindo o protocolo padrdo do equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies): 50 °C
por 2 min (incubac¢ao do UDG), 95 °C por 2 min, seguida de 40 ciclos a 95
°C por 15 s € 68 °C por 30 s. Um ciclo final de 10 min a 72 °C para a
curva de dissociacéo foi realizado a fim de garantir as condi¢cdes 6timas
da reacdo e a confiabilidade dos resultados. Os dados foram
normalizados com base na expressdo do gene constitutivo mais estavel
para a condicdo experimental proposta no presente estudo e analisados

utilizando o método do ACt. Para selegcao do controle endégeno mais
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adequado, cinco genes de referéncia: 18SrRNA (18S ribosomal RNA),
ACTB (Actina de musculo liso-beta), GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), HPRT1 (Hipoxantina-fosforibosil-transferase 1) e TUBB
(Tubulina) foram analisados sendo escolhido o mais estavel, ou seja,
aquele que apresentou menor variagdo nas condigdes experimentais
conforme descrito. As reagbes de PCR em tempo real foram realizadas

em triplicata.

Quadro 2 - Genes relacionados a remodelagéo 6ssea para avaliagédo da

expressao (adaptado de Callacci et al., 2009)
(continua)

Genes relacionados a formacéo 6ssea

Abreviagéo Descrigcéo

Marcadores de formacao 6ssea

ALPL Fosfatase alcalina
BGLAP Osteocalcina
SPP1 Osteopontina (OPN)
Proteinas 6sseas morfogenéticas
BMP2 Proteina 6ssea morfogenética 2
BMP4 Proteina 6ssea morfogenética 4
BMP5 Proteina 6ssea morfogenética 5
Colagenos

COL1AZ2 Pro-colageno alfa 2(1)

COL2A1 Pro-colageno, tipo Il, alfa 1

COL4A1 Pro-colageno, tipo IV, alfa 1

COL4A3 Pré-colageno, tipo IV, alfa 3

COL4A4 Pré-colageno, tipo IV, alfa 4




36

Quadro 2 - Genes relacionados a remodelagdo 6ssea para avaliagdo da
expressao (adaptado de Callacci et al., 2009)

(continuacéo)

Genes relacionados a formacéo 6ssea

Abreviagéo Descrigcéo

Colagenos
COL5A1 Colageno, tipo V, alfa 1
COL6A?Z2 Pré-colageno, tipo VI, alfa 2
COL9A3 Pré-colageno, tipo IX, alfa 3
COL 10 A 1 | Colageno alfa 1 tipo X
COL 156 A 1 | Pré-colageno, tipo XV
COL 18 A 1 | Colageno, tipo XVIII, alfa 1

Fatores de crescimento
FGFR 1 Fator de crescimento de fibroblasto receptor 1
FGFR 2 Fator de crescimento de fibroblasto receptor 2
FGFR 3 Fator de crescimento de fibroblasto receptor 3
IGFL1 Fator de crescimento semelhante a insulina 1
IGF2 Fator de crescimento semelhante a insulina 2
PDGFA Fator de crescimento derivados de plaquetas, alfa
TGFBL Fator de crescimento transformador, beta 1
TGFB2 Fator de crescimento transformador, beta 2
TGFB3 Fator de crescimento transformador, beta 3
VEGFA Fator de crescimento endotelial vascular
VEGFB Fator de crescimento endotelial vascular C
Outros genes de formacgédo 6ssea

SOST Selerostina
PTH1R Horménio da paratireoide receptor 1
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Quadro 2 - Genes relacionados a remodelagdo 6ssea para avaliagdo da
expressao (adaptado de Callacci et al., 2009)

(concluséo)

Genes relacionados a reabsorcao éssea

Abreviagéo Descrigcéo
Sinalizacdo RANK-RANKL
TNFSF11 Receptor ativador de NF-xB ligante
TNFRSF11B | Osteoprotegerina
Metaloproteinase de matriz
MMP2 Metaloproteinase de matriz 2
MMP8 Metaloproteinase de matriz 8
MMP9 Metaloproteinase de matriz 9
MMP13 Metaloproteinase de matriz 13
Citocinas
IL6 Interleucina 6
OSM Oncostatina M
TNF Fator de necrose tumoral, super familia, membro 2

Outros genes relacionados a rebasor¢éo 6ssea

ACP5

Fosfatase acida tartarato resistente (TRAP)

Mo P TR

Quadro 3 — Desenho da plataforma Custom RT2 Profile PCR array

L) & 3 4 5 B T 8 8 i il 12
ALPL | COL4A1 [COL18A1] TGFB3| ACP5 | TNF | ALPL | COL4A1 |COL18A1] TGFB3| ACP5 | TNF
i 9 17 25 33 41 1 3 17 25 33 41
BGLAP | COLAA3 | FGFR1 | SOST | 18SrRNA | VEGFB| BGLAP | COL4AS | FGFRT | SOST | 18SRNA | VEGFE
2 10 18 26 34 42 2 10 18 26 34 42
SPP1 | COL4A4 | FGFRZ | MMPZ | TUBB | ACTB | SPP1 | COL4A4 | FGFRZ | MMPZ | TUBB | ACTB
3 11 18 27 35 43 3 11 18 27 35 43
BMPZ | COLBAT | EGFR3 | MMPB | 1GFLT |HPRT1| BMP2Z | COLSAT | FGFR3 | MMPB | 1GFLT |HPRTI
4 12 20 28 36 44 4 12 20 28 36 44
P4 | COLBAZ | 1GFZ | MMP3 | VEGFA |GAPDH| BMP4 | COLGAZ | 1GFZ | MMPS | VEGFA |GAPDH
5 13 21 29 37 a5 5 13 21 20 | a7 45
BIMP5 | COLOA3 | PDGFA |MMP13| PTHIR | HGDC | BMPS | COL9A3 | PDGFA |MMP13| PTHIR | HGDC
8 14 22 30 38 a5 6 14 22 a0 38 45
COLIAZ|COLIDAT] TGFBT | LB |TNFSE11| RTC |COLIAZ|COLI0AT| TGFB1 | LB |TNFSF11| RTC
- 15 23 a1 19 47 7 15 23 31 39 47
col2at|covLisat| Tere2 | osm T”ng” ppc |colzat|coLisal| Tarez | osm T”ng':‘ PPC
8 18 24 a2 40 48 8 16 24 32 40 48




5 RESULTADOS

Dentre os 11 pacientes que coletamos as amostras, em
02 deles conseguimos coletar tecido 6sseo de 02 areas de remodelagao
Ossea distintas, totalizando 13 amostras. Dentre elas, 07 pertenceram ao
grupo de pacientes que sofreram extracdo dentaria ha mais de 05 anos e
06 delas ao grupo de pacientes que sofreram extracdo ha menos de 02
meses, antes da cirurgia para a instalagdo dos implantes dentarios.

Das 13 amostras clinicas coletadas em 06 foi possivel
realizar a extragdo de quantidade suficiente de RNA e fizeram parte deste
estudo. Uma delas foi de paciente com remodelagdo Ossea tardia
(extragéo dos ultimos dentes mandibulares ha mais de 05 anos); e, as
outras 05 de pacientes com remodelacdo dssea inicial (extracdo dos
ultimos dentes mandibulares ha menos de 02 meses). A média da idade
dos individuos foi de 53,8 + 5,6 anos e apenas um dos sujeitos da
pesquisa era do género feminino. Trés individuos eram usuarios de
prétese total mucossuportada (PTMS) superior e inferior e as préteses
superiores apresentavam qualidade de adaptacdo adequada. Em apenas
um individuo a qualidade da proétese inferior também estava adequada,
nos outros dois a adaptacdo estava inadequada, provavelmente por
serem proéteses totais instaladas imediatamente apdés a extracdo dos
dentes. Os outros trés individuos nao utilizavam PTMS inferior. Os valores
do indice panorédmico mandibular (PMI) e da espessura da cortical
mandibular (MCW) seguem junto aos dados clinicos e relacionados ao

uso de PTMS dos individuos que foram avaliados no quadro 4.
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Quadro 4 - Dados clinicos e relacionados ao uso de prétese total

mucossuportada (PTMS) entre os individuos

Usuario Qualidade Extracdo dos
Amostra | Idade | Sexo da PTMS dentes PMI | MCW
() PTMS . : .
inferior mandibulares
1 62 M Superior - 5 semanas 0,3 4
2 53 M Ambas Boa 4 semanas 0,3 4
3 51 M Ne_lo - 4 semanas 0,3 5
utiliza
4 59 M Ambas Inadequada 2 semanas 0,4 6
5 47 M Superior - 7 semanas 0,2 4
6 51 F Ambas Inadequada Mais de 5 anos 0,2 4

PMI: Indice panorémico mandibular; MCW: Espessura da cortical mandibular

A selegédo do gene de referéncia a ser utilizado como
normalizador das analises por PCR quantitativo foi realizada por meio da
comparagao da expressao de cinco genes de referéncia: 18SrRNA (18S
ribosomal RNA), ACTB (Actina de musculo liso-beta), GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), HPRT1 (Hipoxantina-fosforibosil-
transferase 1) e TUBB (Tubulina).

Conforme pode ser verificado na Figura 5 e Tabela 1, a
analise dos cinco genes de referéncia utilizados no estudo revelou
diferentes niveis de expressao entre eles. Individualmente, ACTB mostrou
o maior nivel de expressado seguido por TUBB, HPRT1, GAPDH e 18S
rRNA. Em relagéo ao desvio relativo a média, 18S rRNA apresentou o
menor desvio relativo seguido de HPRT1, TUBB, GAPDH e ACTB (Tabela
1). Levando-se em consideragao o nivel de expresséo entre as amostras
estudadas e a menor variacao entre os genes de referéncia, HPRT1 foi o
gene escolhido como normalizador. Isso se deve ao fato de que a maioria
dos genes-alvo do estudo apresentaram tendéncia de expressao abaixo
do Ct (“Cycle threshold”) 25 ou entre 25 e 30. Ciclo threshold é o numero
do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reagéo cruza a
linha threshold.
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Sendo assim, a escolha do gene de referéncia primou por
um gene que também mostrou niveis de expressdo semelhantes aos

genes-alvo e que apresentou baixa variagdo, como pode ser verificado na

Figura 6.
35
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18SrRNA TUBB ACTB HPRT1 GAPDH

Figura 5 - Grafico da variagdo dos genes de referéncia (normalizadores) utilizados no
estudo. Sdo mostradas as médias dos Cycle thresholds (Cts) e desvio padrao.

Tabela 1 — Médias, desvio e desvio relativo da variagao da expresséao dos
genes endogenos (Cycle threshold - Ct) avaliados no estudo

Genes Média Desvio Desvio relativo
18SrRNA 29,982 2,440 0,081
TUBB 26,260 3,456 0,132
ACTB 25,342 4,789 0,189
HPRT1 26,528 2,856 0,108

GAPDH 27,042 4,101 0,152
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Percentage of Genesi®)
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Figura 6 - Grafico da distribuicdo dos valores de Cycle Threshold (Ct) nas amostras
estudadas.

Para o presente trabalho, foram selecionados 40 genes-
alvo envolvidos com remodelagao éssea (30 relacionados a formacgao e
10 relacionados a reabsorgéo 0ssea) para serem estudados em amostras
de pacientes com remodelacao 6ssea inicial e tardia. Esses dados foram
normalizados pelo gene de referéncia HPRT1, e a amostra pertencente
ao paciente com remodelagao éssea tardia foi utilizada como calibrador
para o estabelecimento de comparagdes com os demais (de remodelagao
Ossea inicial). As analises foram realizadas utilizando-se a ferramenta
“RT2 Profiler PCR array Data Analysis” (versdo 3.5). Foram realizados
controles especificos de contaminacdo de DNA gendmico (HGDC), da
eficiéncia da transcricdo reversa (RTC) e da eficiéncia da reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (PPC). Os controles avaliados foram

adequados.

" Disponivel online pelo endereco http:/sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php




42

De acordo com as analises, a expressao dos genes foi
representada da seguinte maneira em relacao ao calibrador: genes super-
expressos ou com expressao aumentada (em vermelho), moderadamente
expressos (em preto) e sub-expressos ou com expressao diminuida (em

verde), conforme verificado na figura 7.
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Figura 7 - Expresséo dos genes-alvo analisados em pacientes com remodelacdo éssea
inicial e com remodelacao 6ssea tardia (controle - calibrador).
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Em todas as amostras analisadas, ocorreu maior
presenga de genes-alvo sub-expressos (verde), seguidos dos super-
expressos (vermelho) e dos moderadamente-expressos (preto). As
excecOes foram as amostras dos pacientes 2 e 3 que mostraram maior
tendéncia a super-expressao (vermelho) comparadas aos outros
pacientes. Essa maior tendéncia se observou no numero de genes super-
expressos em cada paciente e houve grande variagdo individual na
expressao génica, evidenciando uma correlacao negativa entre eles.

Nos quadros a seguir podemos observar a que grupo os
genes pertencem (formacdo ou reabsor¢do Ossea); como Sao
classificados (marcador de formacdo Ossea, proteina Ossea
morfogenética, colageno, fator de crescimento, outro gene relacionado a
formacdo Ossea, sinalizacdo de reabsorcdo Ossea RANK-RANKL,
metaloproteinase de matriz, citocina, ou outro gene relacionado a
reabsorcdo Ossea) e que nomes recebem, na comparagdo entre
pacientes com remodelacéo 6ssea na fase inicial (pacientes 1 a 5) e com
remodelagao 6ssea na fase tardia (paciente 6 - calibrador).

No paciente 6, somente o colageno COL6AZ2 foi super-
expresso; o colageno COL4A4 e o gene ACP5 foram moderadamente
expressos e todos os outros genes foram sub-expressos nesse individuo.
Os colagenos sao relacionados a formagéo 6ssea e o ACP5 a reabsorgao
Ossea.

O paciente 1 apresentou moderada expressdao do
marcador de formacédo 6ssea ALPL, da proteina 6ssea morfogenética
BMP2 e do gene de sinalizacdo da reabsorcédo 6ssea TNFRSF11B.
Apresentou super-expressédo do colageno COL6A2, de outro gene
relacionado a formacgédo 6ssea SOST, da citocina OSM e de outro gene
relacionado a reabsorg¢do 6ssea ACP5. Os genes ALPL, BMP2, COL6A2
e SOST séo relacionados a formacgédo 6ssea e os TNFRSF11B, OSM e

ACPS5 séao relacionados a reabsorgéo éssea.
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Entre os genes que se expressaram de forma diferente no
paciente 1 quando comparado ao paciente 6; os genes relacionados a
formacao 6ssea foram: o ALPL e o BMP2 que se expressaram de forma
moderada. Os relacionados a reabsor¢cao 6ssea foram: o OSM que foi
super-expresso € 0 TNFRSF11B que foi moderadamente expresso. Os
pacientes 1 e 6 apresentaram semelhanca na super-expressao do gene
COL6A2. O gene ACP5 foi super-expresso no paciente 1 e
moderadamente expresso no paciente 6.

Os genes sub-expressos comumente observados nos
pacientes 1 e 6 e relacionados a formacado éssea foram: os marcadores
de formacgéo 6ssea BGLAP e SPP1, as proteinas 6ésseas morfogenéticas
BMP4 e BMPS5, os colagenos COL1A2, COL2A1, COL4A1, COL4AS3,
COL5A1, COL9A3, COL10A1, COL15A1 e COL18A1, os fatores de
crescimento FGFR1, FGFR2, FGFR3, IGFL1, IGF2, PDGFA, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, VEGFA, VEGFB e outro gene relacionado a formagéao
O0ssea PTH1R. Os relacionados a reabsor¢ao 6ssea foram: o sinalizador
da reabsorgéo 6ssea TNFSF11, as metaloproteinases de matriz MMP2,
MMP8, MMP9 e MMP13 e as citocinas IL6 e TNF.

O quadro 5 compara a expressao génica entre o
pacientes 1 (remodelacdo Ossea inicial) e o paciente 6 (calibrador,

remodelacao 6ssea tardia).

Quadro 5 — Comparacao da expressao génica entre os pacientes 1 e 6

(continua)
e Pacientes

GRUPOS Classificacéo GENES 1 5
ALPL
Marcador Formacgao BGLAP
Formacao SPP1
Proteina Morf ot BMP2
roteina Morfogenética BMP4




Quadro 5 — Comparacéo da expressao génica entre os pacientes 1 e

6

(concluséo)

GRUPOS Classificacéo

GENES

Pacientes

Proteina Morfogenética

BMP5

Colagenos

COL1A2
COL2A1
COL4A1
COL4A3
COL4A4
COL5A1
COL6A2
COL9A3
COL10A1
COL15A1
COL18A1

Formacao

Fatores Crescimento

FGFR1
FGFR2
FGFR3
IGFL1
IGF2
PDGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
VEGFA
VEGFB

Outros Formagao

SOST
PTH1R

Sinalizagao/Reabsorgao

TNFSF11
TNFRSF11B

Reabsorgéo
Metaloproteinase

MMP2

MMP8

MMP9
MMP13

. Citocinas
Reabsorgéo

IL6
OSM
TNF

Outros Reabsorgéo

ACP5

Verde: genes alvo sub-expressos; Preto: genes alvo moderadamente expressos;

Vermelho: genes alvo super-expressos.
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O paciente 2 apresentou super-expressao dos colagenos
COL18A1 e do COL1A2 e moderada expressdao do COLZ2A1. Super-
expressao dos fatores de crescimento FGFR1, FGFR2, IGF2, PDGFA,
TGFB1, TGFB3, VEGFA e VEGFB. Apresentou super-expressao dos
marcadores de formacao 6ssea ALPL, BGLAP e SPP1, da proteina éssea
morfogenética BMP2, moderada expressdao da proteina O&ssea
morfogenética BMP4 e super-expressao das metaloproteinases de matriz
MMP2 e MMPS.

A maior parte dos genes-alvo super-expressos no
paciente 2 sdo relacionados a formacdo Oéssea, apenas as
metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP8) sao relacionadas a
reabsorcédo Ossea e também apresentaram-se super-expressas nesse
paciente.

Entre os genes que se expressaram de forma diferente no
paciente 2 quando comparado ao paciente 6, os relacionados a formagéao
o0ssea foram: COL1A2, COL18A1, FGFR1, FGFR2, IGF2, PDGFA,
TGFB1, TGFB3, VEGFA, VEGFB, ALPL, BGLAP, SPP1 e BMP2
(apresentaram-se super-expressos) e o0s genes COL2A1 e BMP4
(apresentaram-se moderadamente expressos). Os relacionados a
reabsorgdo Ossea foram o MMP2 e o MMP8, ambos apresentaram-se
super-expressos.

Os genes sub-expressos comumente observados entre os
pacientes 2 e 6 relacionados a formacgao d6ssea foram: BMP5, COL4A1,
COL4A3, COL5A1, COL9A3, COL10A1, COL15A1; FGFR3, IGFL1,
TGFB2, SOST e PTH1R. Os relacionados a reabsor¢do éssea foram:
TNFSF11, TNFRSF11B, MMP9, MMP13, ILS, OSM e TNF.

O quadro 6 compara a expressao génica entre o paciente
2 (remodelagao o6ssea inicial) e o paciente 6 (calibrador, remodelacéo

Ossea tardia).



Quadro 6 — Comparacao da expresséo génica entre os pacientes 2 e 6

(continua)

GRUPOS

Classificacéo

GENES

Pacientes

Formacao

Marcador Formacgao

ALPL
BGLAP
SPP1

Proteina Morfogenética

BMP2
BMP4
BMP5

Colagenos

COL1A2
COL2A1
COL4A1
COL4A3
COL4A4
COL5A1
COL6A2
COL9A3
COL10A1
COL15A1
COL18A1

Fatores Crescimento

FGFR1
FGFR2
FGFR3
IGFL1
IGF2
PDGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
VEGFA
VEGFB

Outros Formagao

SOST
PTH1R

Reabsorgéo

Sinalizagao/Reabsorgao

TNFSF11
TNFRSF11B

Metaloproteinase

MMP2

MMP8

MMP9
MMP13

47
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Quadro 6 — Comparacéo da expressao génica entre os pacientes 2 e
6

(concluséao)
- N Pacientes
GRUPOS Classificacéo GENES > 5
IL6
. Citocinas OSM
Reabsorgéo
TNF
Outros Reabsorgéo ACPS5 _

Verde: genes alvo sub-expressos; Preto: genes alvo moderadamente expressos;
Vermelho: genes alvo super-expressos.

O paciente 3 apresentou super-expressdo das proteinas
o0sseas morfogenéticas BMP4 e BMP5, dos colagenos COL2A1, COL4A1
COL4A3, COL4A4, COLb5A1, COL9A3, COL10A1 e COL15A1 e
moderada expressdao do COL6A2. Super-expressdo dos fatores de
crescimento FGFR1, FGFR3, IGFL1, TGFB1, TGFB2, TGFB3, VEGFB.
Apresentou super-expressao de outros genes de formacéo 6ssea como o
SOST e o PTH1R. Super-expressdao dos genes de sinalizacdo de
reabsor¢gdo oOssea RANK-RANKL TNFSF11 e TNFRSF11B, das
metaloproteinases de matriz MMP9, MMP13, das citocinas IL6, OSM, TNF
e de outro gene relacionado a reabsorcao 6ssea, o ACP5. O paciente 3
apresentou o maior nivel de super-expresséo de genes de uma maneira
geral entre os individuos.

Apenas as metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMPS8)
dos genes relacionados a reabsorgédo 6ssea analisados apresentaram-se
sub-expressos nesse individuo.

Entre os genes que se expressaram de forma diferente no
paciente 3 quando comparado ao paciente 6, os relacionados a formagéao
O0ssea foram: BMP4, BMP5, COL2A1, COL4A1, COL4A4, COL5A1,
COL9A3, COL10A1, COL15A1, FGFR1, FGFR3, IGFL1, TGFB1, TGFB2,
TGFB3, VEGFB, SOST e o PTH1R. Todos eles apresentaram-se super
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expressos. O COL6A2 apresentou moderada expressdo e também esta
relacionado a formacao éssea. Os genes TNFSF11, TNFRSF11B, MMP9,
MMP13; IL6, OSM, TNF e o ACP5, apresentaram-se super-expressos e
estdo relacionados a reabsorgéo 6ssea.

Os genes sub-expressos comumente observados entre os
pacientes 3 e 6 relacionados a formagcao 6ssea foram: ALPL, BGLAP,
SPP1, BMP2, COL1A2, COL18A1, FGFR2, IGF2, PDGFA, VEGFA, e os
relacionados a reabsorgéo 6ssea sao MMP2 e MMPS.

O quadro 7 compara a expressao génica entre o paciente

3 (remodelagédo Ossea inicial) e o paciente 6 (calibrador, remodelacao
Ossea tardia).

Quadro 7 — Comparacao da expresséo génica entre os pacientes 3 e 6

(continua)

Pacientes

GRUPOS Classificacéo GENES

ALPL
Marcador Formacgao BGLAP
SPP1
BMP2
Proteina Morfogenética BMPA4
BMP5
COL1A2
COL2A1
Formacgéo COL4A1
COL4A3
COL4A4
Colagenos COL5A1
COL6A2
COL9A3
COL10A1
COL15A1
COL18A1




Quadro 7 — Comparacao da expressao génica entre os pacientes 3 e

6

(concluséo)

GRUPOS Classificacéo

Pacientes
GENES

Fatores Crescimento
Formacao

FGFR1
FGFR2
FGFR3
IGFL1
IGF2
PDGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
VEGFA
VEGFB

Outros Formacgao

SOST
PTH1R

Sinalizagado/Reabsorgao

TNFSF11
TNFRSF11B

Metaloproteinase
Reabsorgéo

MMP2

MMP8

MMP9
MMP13

Citocinas

IL6
OSM
TNF

Outros Reabsorgéo

ACP5

Verde: genes alvo sub-expressos; Preto: genes alvo moderadamente expressos;

Vermelho: genes alvo super-expressos.
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O paciente 4 apresentou moderada expressao dos

marcadores de formacgao 6ssea ALPL, BGLAP, SPP1 e super-expressao

do fator de crescimento FGFR1. A metaloproteinase de matriz MMP2 foi o

unico gene relacionado a reabsorcdo Ossea que apresentou super-

expressao.

Entre os genes que se expressaram de forma diferente no

paciente 4 quando comparado ao paciente 6, 0 BGLAP esta relacionado a
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formacdo oOssea e foi moderadamente expresso. Os relacionados a
reabsorgcéo 6ssea foram: o MMP2 que foi super-expresso e o SPP1 que
foi moderadamente expresso.

Os genes comumente sub-expressos entre os pacientes 4
e 6 relacionados a formacdo Ossea foram: as proteinas O&sseas
morfogenéticas BMP2, BMP4 e BMP5, os colagenos COL1A2, COL2A1,
COL4A1, COL4A3, COL5A1, COL9A3, COL10A1, COL15A1 e COL18A1,
os fatores de crescimento FGFR2, FGFR3, IGFL1, IGF2, PDGFA, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, VEGFA, VEGFB e outros genes relacionados a formagéao
O0ssea como o0 SOST e o PTH1R. Os relacionados a reabsor¢ao 6ssea
foram: os genes de sinalizagdo TNFSF11, TNFRSF11B, as
metaloproteinases de matriz MMP8, MMP9, MMP13, as citocinas 1L6,
OSM e TNF.

O quadro 8 compara a expressao génica entre o paciente
4 (remodelacdo éssea inicial) e o paciente 6 (calibrador, remodelagéo
Ossea tardia).

Quadro 8 — Comparacao da expresséo génica entre os pacientes 4 e 6

(continua)

- ~ Pacientes
GRUPOS Classificacéo GENES

ALPL
Marcador Formacgao BGLAP
SPP1
BMP2
Proteina Morfogenética BMPA4
BMP5
COL1A2
COL2A1
COL4A1
COL4A3
COL4A4
COL5A1

Formacao

Colagenos




Quadro 8 — Comparacéo da expressao génica entre os pacientes 4 e

6

(concluséo)

GRUPOS

Classificacéo

Pacientes
GENES

Formacao

Colagenos

COL6A2
COL9A3
COL10A1
COL15A1
COL18A1

Fatores Crescimento

FGFR1
FGFR2
FGFR3
IGFL1

Formacao

Fatores Crescimento

IGF2
PDGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
VEGFA
VEGFB

Outros Formagao

SOST
PTH1R

Reabsorgéo

Sinalizagao/Reabsorgao

TNFSF11
TNFRSF11B

Metaloproteinase

MMP2

MMP8

MMP9
MMP13

Citocinas

IL6
OSM
TNF

Outros Reabsorgéo

ACP5

Verde: genes alvo sub-expressos; Preto: genes alvo moderadamente expressos;
Vermelho: genes alvo super-expressos.




53

O paciente 5 apresentou super-expressdo dos
marcadores 6sseos ALPL e BGLAP e dos colagenos COL4A1, COL5A1 e
COL6AZ2. Esses genes sé&o relacionados a formacéo Ossea. E todos os
outros genes-alvo analisados nesse paciente apresentaram-se sub-
expressos.

Os paciente 5 e 6 apresentaram semelhanca na super-
expressao do gene COL6AZ2.

Entre os genes que se expressaram de forma diferente no
paciente 5 quando comparado ao paciente 6, todos eles estéo
relacionados a formacédo éssea e apresentaram-se super expressos,
foram eles: COL4A1, COL5A1, ALPL e o BGLAP.

Os genes comumente sub-expressos entre os pacientes 5
e 6 relacionados a formacéo éssea sdo: o marcador de formacao déssea
SPP1, as proteinas 6sseas morfogenéticas BMP2, BMP4 e BMPS5, os
colagenos COL1A2, COL2A1, COL4A3, COL9A3, COL10A1, COL15A1 e
COL18A1, os fatores de crescimento FGFR1, FGFR2, FGFR3, IGFL1,
IGF2, PDGFA, TGFB1, TGFB2, TGFB3, VEGFA, VEGFB e os genes
SOST e PTH1R que sao classificados como outros genes de formagéao
O0ssea. Os relacionados a reabsorgcdo Ossea sado: os genes-alvo de
sinalizacdo da reabsor¢do Ossea TNFSF11, TNFRSF11B, as
metaloproteinases de matriz MMP2, MMP8, MMP9 e MMP13 e as
citocinas IL6, OSM e TNF.

O quadro 9 compara a expressao génica entre o paciente
5 (remodelagdo Ossea inicial) e o paciente 6 (calibrador, remodelacao
Ossea tardia).



Quadro 9 — Comparacao da expressao génica entre os pacientes 5 e 6

(continua)

GRUPOS

Classificacéo

GENES

Pacientes

Formacao

Marcador Formacgao

ALPL
BGLAP
SPP1

Proteina Morfogenética

BMP2
BMP4
BMP5

Colagenos

COL1A2
COL2A1
COL4A1
COL4A3
COL4A4
COL5A1
COL6A2
COL9A3
COL10A1
COL15A1
COL18A1

Fatores Crescimento

FGFR1
FGFR2
FGFR3
IGFL1
IGF2
PDGFA
TGFB1
TGFB2
TGFB3
VEGFA
VEGFB

Outros Formagao

SOST
PTH1R

Reabsorgéo

Sinalizagado/Reabsorg¢ao

TNFSF11
TNFRSF11B

Metaloproteinase

MMP2

MMP8

MMP9
MMP13
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Quadro 9 — Comparacao da expressao génica entre os pacientes 5 e

6
(concluséo)
e Pacientes

GRUPOS Classificagéo GENES
IL6

Reab . Citocinas OSM

.

eabsorgdo INF
Outros Reabsorgéo ACP5

Verde: genes alvo sub-expressos; Preto: genes alvo moderadamente expressos;

Vermelho: genes alvo super-expressos.



6 DISCUSSAO

Entre as seis amostras clinicas que foram analisadas, uma
amostra pertencia a um paciente do género feminino, que sofreu extragao
dentaria dos ultimos dentes mandibulares ha mais de cinco anos. As
outras cinco amostras s&o de pacientes que sofreram a extracdo dos
dentes ha menos de dois meses e foram provenientes de pacientes do
género masculino. A média de idade entre os individuos foi de 53,8 anos,
diferente da média encontrada no estudo de Arati (2013) que foi de 69,8
anos. Esses autores avaliaram individuos desdentados totais, o que pode
estar relacionado a maior média de idade encontrada entre esses
individuos.

Dentre os pacientes deste estudo, trés sao usuarios de
PTMS superior e inferior, sendo que dois deles eram usuarios de PTMS
superior entre zero e cinco anos € um deles ha mais de 10 anos. Em
apenas um dos pacientes, a qualidade de adaptagcdo da protese
mandibular apresentava-se adequada, semelhante ao encontrado nos
usuarios de PTMS do estudo de Huumonen et al. (2012), onde os
pacientes queixam-se de dificuldades no uso de suas proteses devido a
baixa estabilidade das mesmas e a intensa RRR.

Os valores do PMI encontrados foram semelhantes ao valor
minimo esperados por Imirzagliolu et al. (2012) que € de 0.3 mm. Para o
PMI encontramos 0.3 para trés de nossos pacientes, 0.2 para outros dois
individuos e 0.4 para o outro individuo, nos quais o rebordo alveolar
encontrava-se mais reabsorvido. Para o MCW obtivemos 4 mm em quatro
casos, 5 mm e 6 mm em outros dois casos, respectivamente. Estes
resultados indicam uma RRR menos intensa do que os resultados

encontrados por Imirzagliolu et al. (2011), onde a RRR foi mais
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frequentemente observada em pacientes com valores do PMI menores
que 0.30 e em pacientes com valores do MCW menores que 3 mm.

As trés primeiras amostras coletadas, na tentativa de
conseguirmos apenas tecido 6sseo, foram realizadas com gaze estéril na
canula do sugador cirurgico convencional, porém de maneira ineficaz.
Estas amostras apresentaram as menores quantidades de RNA total
dentre todas as outras, e por ndo termos conseguido quantidade de RNA
suficiente para a etapa posterior, foram descartadas.

A realizagdo da coleta das amostras com um sugador
cirurgico descartavel com coletor de tecido 6sseo, otmizou a etapa para
0s pacientes subsequentes, ja que o material conseguido desta forma néo
era tdo escasso. A qualidade das amostras obtidas para posterior
processamento variou muito entre os individuos, por serem provenientes
da oportunidade cirurgica e por terem sido coletadas de forma mais eficaz
com sugador cirurgico com coletor para tecido 6sseo. No material obtido
havia também saliva e coagulo sanguineo em quantidades variadas, o
que dificultava a separagao do tecido 6sseo.

Com relacdo as fungdes das proteinas codificadas pelos
genes, o colageno é um elemento central da matriz extracelular, esta
intimamente envolvido no desenvolvimento, na remodelacdo, na
reparacao e confere elevada resisténcia a tracédo de tecidos. Sdo genes
que codificam proteinas que fazem parte da matriz proteica do tecido
0sseo, participando do processo de formagao 6ssea (Shoseyov et. al.,
2013). O paciente 3 apresentou o maior nivel de super-expressao desses
genes.

A principal fungdo dos fatores de crescimento & a
regulacado do crescimento e das fungbes celulares. Os do grupo TGF-B
sdo mitogénicos potentes e quimiotaticos para células formadoras de
tecido Osseo, quando secretados associam-se com glicoproteinas e
proteoglicanos da matriz, protegendo-as de degradagéo precoce. A

expressao dos TGF- € alta no tecido 6sseo especialmente durante a
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secrecado da matriz. Modelos animais (ratos) in vivo demonstraram que os
osteoblastos e osteoclastos expressaram especialmente TGFB1 de forma
aumentada 3 horas ap6s a osteotomia, mas permanece elevado durante
todo o periodo de consolidacao da fratura (Allori et al., 2008). Os fatores
de crescimento do grupo PDGF sao mitogénicos para células
mesenquimais e osteoblastos, s&o quimiotaticos para células
inflamat6rias e mesenquimais, e os do grupo dos FGFs sao angiogénicos
e mitogénicos para células epiteliais, mesenquimais, osteoblastos e
condrécitos — o FGF-a atua principalmente na proliferagdo de condrocitos
e o FGF-B (mais potente) é envolvido na maturagao dos condrocitos e na
reabsorcédo 6ssea. Os fatores de crescimento do grupo VEGFs séao
potentes estimuladores de proliferacdo de células endoteliais e sao
expressos durante a formagdo Ossea e endocondral. Os fatores de
crescimento se expressam na fase inicial da reparacéo 6ssea, de 1 a 4
dias apds a fratura (Giannoudis, 2006; Bahar et al., 2007). Os pacientes 2
e 3 apresentaram maior nivel de super-expressao desses genes.

A proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) controlam a
diferenciacdo das células mesenquimais pluripotentes em osteoblastos.
Produzem osteoprotegerina (OPG), um receptor de osteoblastos que se
liga especificamente ao fator de diferenciagdo de osteoclastos e inibe a
maturacéo deles, sdo capazes de induzir a diferenciagdo dos osteoblastos
em varios tipos de células como células mesenquimais e fibroblastos e
continuam a promover a diferenciacdo dos osteoblastos e condrocitos.
Durante o periodo de laténcia de 4 dias, as BMP2 e BMP4 apresentaram
padrbes semelhantes de expressao intensa nas células Osseas e
condrdéides em ossos longos de ratos (Sato et al., 1999). A BMP2, a
BMP4 e o TGF-B tem um pico de expressdo durante a fase inicial da
fratura para estimular a formacéo 6ssea em resposta a tensdo causada
pela distracéo. Na fase de consolidagcédo da fratura as BMP2 e BMP4 vao
gradualmente diminuindo a expresséo (Al-Aqgl et al., 2008). Novamente,

esses genes foram mais expressos nos pacientes 2 e 3.
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Os marcadores de formagédo Ossea (ALPL, BGLAP,
SPP1) estao relacionados com a mineralizacdo da matriz extracelular e
sdo expressos quando ha formacao éssea (Callaci et al., 2009). Eles
foram sub-expressos no paciente 6, nos pacientes 1 e 4 o ALPL, foi
moderadamente expresso € no paciente 5 foi super-expresso. O BGLAP
foi moderadamente expresso no paciente 4 e super-expresso no paciente
5 e o0 SPP1 também foi moderadamente expresso no paciente 4.

As citocinas apresentam efeito quimiotatico para células
inflamatorias, estimulagcéo da sintese da matriz extracelular, angiogénese,
recrutamento de células fibrogénicas enddégenas para o local da leséo e
em fases posteriores da reabsor¢édo 6ssea, ha aumento dos niveis nos
dias 1 a 3 apds a fratura e durante a remodelagéo 6ssea. Apresentam um
papel importante no inicio do processo de reparo tecidual. O TNF-a
aumenta acentuadamente no fim da fase de consolidacédo da fratura e a
IL6 € mais expressa na fase inicial em resposta ao estresse, apds a
osteotomia (Giannoudis, 2006 e AI-Aql et al., 2008). O paciente 3
apresentou maior numero de citocinas super-expressas.

As metaloproteinases de matriz degradam cartilagem e
tecido Osseo, permitindo a invasdo de vasos sanguineos durante os
estagios finais de ossificacdo e remodelagédo 6ssea. Nos pacientes 2 e 3,
esse grupo de genes foi mais expresso. Os genes pertencentes ao grupo
de sinalizac&o da reabsorcéo 6ssea RANK-RANKL sao fatores-chave na
regulacao da osteoclastogénese, aumentam apds o inicio da remodelagéo
Ossea e durante o periodo de reabsorgdo de cartilagem mineralizada
(Dimitriou et al., 2005). Gerstenfeld et al., (2003) observou super-
expressdo desses genes 10 dias apdés a fratura 6ssea em modelos
experimentais de ratos. Isto ocorreu no final do periodo em que a
cartilagem endocondral mineralizada foi removida e se iniciou a formagéao
Ossea primaria. O paciente 3 apresentou super-expressao desse grupo de

genes.
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Foi possivel observar nos resultados deste estudo um
padrdo de expressdao mais acentuado entre os pacientes com
remodelacao éssea inicial (1 a 5) do que no paciente com remodelagéo
Ossea tardia (6), evidenciando maior atividade de remodelagdo éGssea
(reabsorcdo e formacéo) nos pacientes de 1 a 5. Uma atividade mais
intensa de remodelacdo 6ssea é realmente esperada para este grupo,
uma vez que € neste periodo que se observa clinicamente maior
modificacdo do tecido 6sseo (Kingsmill, 1999; Carlsson, 2004; Reich et
al., 2011; Kim et al., 2012; Arati, 2013). No entanto, este também é o
periodo em que a reabsor¢do do rebordo residual mandibular € mais
intensa (Jahangiri et al., 1998; Garret, 2004; Mundhe et al. 2011; Giorgio
et al.,, 2012) e ndo foi possivel observar modificagdo significativa na
expressao da maior parte dos genes ligados a reabsor¢cdo nos pacientes
dos dois grupos. A excecao foi apenas o TNSF11 (receptor ativador de
NF-xB ligante) que parece ter sido menos expresso no paciente de
remodelacao Ossea tardia comparado ao grupo de remodelacgéo inicial, o
que indica um possivel papel importante deste gene no processo de
reabsorgéo inicial, a ser comprovado em pesquisas futuras.

Adicionalmente, n&o ocorreram semelhancas na
expressao génica entre os pacientes do mesmo grupo (1 ao 5), nenhum
gene foi igualmente expresso nos 5 pacientes (remodelacédo Ossea
inicial). Houve acentuada heterogeneidade entre os individuos do grupo
de remodelacdo Ossea inicial relacionada a expressao génica. O tempo
da extracdo dentaria dos ultimos dentes mandibulares variou entre os
individuos, isto pode estar relacionado a alta variagédo entre eles quanto a
expressao génica. No paciente 1 o tempo de extracdo dos ultimos dentes
mandibulares foi de cinco semanas, nos pacientes 2 e 3 o tempo foi de
guatro semanas e eles apresentaram maior tendéncia a super-expressao
dos genes alvo analisados, no paciente 4 foi de duas semanas, no
paciente 5 foi de sete semanas e no paciente 6 foi acima de cinco anos.

Apesar de os pacientes 2 e 3 apresentarem uma maior tendéncia a super-
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expressao génica, os genes com expressao aumentada foram diferentes
entre eles, demostrando mais uma vez a grande variagao individual, que
foi caracteristica deste grupo. Esta grande variacdo na expressao génica,
no momento no qual a remodelagao 6ssea € mais intensa, pode explicar a
grande variagdo na magnitude da RRR entre diferentes pacientes que é
observada nos pacientes desdentados clinicamente (Kingsmill, 1999;
Garret, 2004; Felton, 2009; Divaris, 2012; Reich et al., 2011).

Todos os pacientes com remodelagdo Ossea inicial eram
do género masculino com idades entre 47 e 62 anos. O uso de PTMS é
um fator local que pode estar relacionado com uma maior preservacao do
rebordo residual. Trés dos cinco pacientes deste grupo ndo utilizavam
PTMS inferior e apresentaram PMIs: 0.3, 0.3 e 0.2. Quando comparamos
o PMI de outros dois pacientes do mesmo grupo que eram usuarios de
PTMS inferior e que apresentaram PMIs 0.3 e 0.4., pudemos perceber
qgue entre os pacientes que nao utilizam PTMS inferior, os valores de PMI
foram ligeiramente mais baixos, indicando uma possivel tendéncia a uma
RRR mais intensa, de acordo com Imirzagliolu et al., (2012). No entanto,
nao ha correlagdes importantes entre os achados clinicos e laboratoriais
para esse grupo de pacientes.

Devido ao pequeno numero de amostras clinicas
avaliadas e por apenas uma dessas amostras pertencerem a um paciente
do género feminino e coincidetemente ao grupo de remodelagao 6ssea
tardia, ndo pudemos fazer comparagdes clinicas relevantes, o que deve
ser corrigido em estudos futuros.

Tendo em vista a metodologia utilizada no presente
trabalho, ocorreu intensa atividade de remodelacdo 6ssea nos pacientes
com remodelagdo O&ssea inicial, 0s quais apresentavam grande
heterogeneidade individual na expressdo de genes de formacdo e

reabsorgéo éssea.
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No entanto, este trabalho é o primeiro a utilizar
ferramentas de expressao génica para avaliar a RRR e trouxe algumas

novas e importantes perguntas para estudo futuros.



7 CONCLUSAO

Tendo em vista a metodologia utilizada no presente
trabalho, pode-se concluir que ocorreu intensa atividade de remodelacao
Ossea nos pacientes com remodelacdo oOssea inicial, os quais
apresentavam grande heterogeneidade individual na expressédo de genes

de formacéo e reabsorgéo éssea.
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O projeto “Expressio de genes relacionados & formacio ¢ reabsorgiio ossea na fase inicial e tardia da
reabsorgho do rebordo residual em mandibulas humanas® apresenis-se adequads
Objetivo da Pecquisa:

O presente projeto tem como objetivo principal comparar o padrio de expressio dos genes relacionados &
formagdo e & reabsorpio dssea no tecido dsseo provenionts de mandibulas que sofreram a extragio dos
dentes remanescentes em periodo inferior a 02 meses & supenion & GNco anos.

Como objstive secundirio, estas caracteristcas serSo analmadas quanto § suas possiveds associagbes com
outras vandvess clinicas de interesse, como género, idade, uso de pritese e dados radiograficos.
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tratamenio com colocagio de implantes. Os beneficios serio do estudo dos genes envolvidos na
neolormacio & na reabsorgio do rebordo residual em mandibulas.
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Comentirios & Consideragées sobre a Peaquisa:

A pasquisa astd bem fundamentada & pode trazer beneficos no lutura, apds andfse dos resultados a

passival cormelagio dinica & radiografica dos achados
Consideraghes sobre os Termos de apreaentacio obrigaéria:
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Recomendagbes:

Conclusées ou Pendéncias & Lista de Inadequagbes:

O projeto estd adequadn
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Consideraches Finais a critdrio do CEP:
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisadores Responsaveis: Elis Andrade de Lima Zutin

e Antonio Olavo Cardoso Jorge

O Sr. (a) estad sendo convidado (a) como voluntario (a) a
participar da pesquisa:“ Expressado de genes relacionados a remodelagao
O0ssea na fase inicial da reabsor¢do do rebordo residual em mandibulas
humanas”. Neste estudo pretendemos gerar conhecimento para aprimorar
e orientar o tratamento dos pacientes que nado tem dentes inferiores e

desejam usar proteses para repor esses dentes.

Para este estudo serdo avaliadas amostras de o0sso
mandibular de individuos que quiseram fazer implantes para conseguir
mastigar melhor. Para colocar o implante, o cirurgido—dentista precisa
usar materias proprios para perfurar o 0sso e quando isso acontece o
paciente perde naturalmente algumas raspinhas de osso. Essas raspas
de osso serao utilizadas para estudo nessa pesquisa. Dois grupos com
seis pessoas cada participardo da pesquisa: um de pacientes que
perderam os dentes ha pouco tempo e outro de pacientes que perderam
os dentes ha 5 anos ou mais. O material genético obtido das raspas de
0osso desses pacientes serdao comparados entre os dois grupos para
saber quais sdo os genes envolvidos na reabsorgdo do osso depois de o

individuo perder os dentes.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo,
nem recebera qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido (a)

sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
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participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou
interromper a participagcdo a qualquer momento. A sua participagdo é
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou

modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes

profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao
quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagao

nao sera liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagéo

gue possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em
duas vias, sendo que uma coépia sera arquivada pelo pesquisador
responsavel, no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos
Campos-UNESP, situado a Av. eng. Francisco José Longo, 777, Sao

José dos Campos-SP e a outra sera fornecida a voceé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, o

pesquisador assumira a responsabilidade pelos mesmos.

Eu, )

portador do documento de Identidade fui

informado (a) dos objetivos do estudo “Expressao de genes relacionados
a formacéao e reabsorgcado 6ssea na fase inicial e tardia da reabsorgao do
rebordo residual em mandibulas humanas”, de maneira clara e detalhada

e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar
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novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi
uma coépia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada

a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Séao José dos Campos, de de 2013.

Nome Assinatura participante Data

Nome Assinatura pesquisador Data

Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sdo José dos Campos-UNESP, situado a Av. eng.
Francisco José Longo, 777, Sao José dos Campos-SP, telefone 3947-
9078.
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ANEXO C - Formulario clinico

Nome:

Idade:

Sexo:

Usuario (a) de prétese total: () Superior () Inferior () Ambas

Ha quanto tempo usa a proétese?

Ha quanto tempo foi realizada a extragdo dentaria dos dentes inferiores
anteriores?

() Ha menos de 02 meses () Ha mais de 05 anos

Qualidade de adaptagao da prétese mandibular:

() boa () adequada ( )ruim

Dados radiograficos:
MCW:

PMI:




