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RESUMO

A deficiéncia de vitamina D pode representar um fator de risco para a
perda de implantes. Os objetivos deste estudo foram: (a) investigar a influéncia da
deficiéncia de vitamina D nos padrbes de expressdo génica durante a
osseointegracgao in vivo, e (b) avaliar a influéncia da vitamina D e do titédnio na
expressado de genes relacionados ao metabolismo ésseo in vitro. Para atingir o
primeiro objetivo, dezesseis ratos foram distribuidos em quatro grupos segundo o
tipo de dieta recebida e a insercdo ou nao de implante em seus fémures: OSTV+
(dieta padrao/ osteotomia), OSTV- (dieta deficiente de vitamina D/ osteotomia),
NTV+ (dieta padrao/ insergao de implante) e NTV- (dieta deficiente de vitamina D/
inser¢ao de implante). Duas semanas apds a cirurgia, 0 RNA foi isolado a partir do
tecido 6sseo, e as expressdes de aproximadamente 41.000 transcritos foram
determinadas pela tecnologia de microarray. A comparagao entre os grupos foi
realizada através de ANOVA bifatorial (corre¢do de Benjamini-Hochberg, p<0,05).
Investigou-se a provavel co-regulagdo e funcdo dos genes alterados através da
aplicagao de algoritmos de clusterizagao (hierarquico e PAM) e comparagdo com
os bancos de dados da KEGG e Ontologia Génica. Para abordar o segundo
objetivo, células multipotentes de medula 6ssea foram cultivadas sobre superficies
plasticas ou discos de titdnio, com meio de cultura suplementado ou ndo com
vitamina D. O RNA foi extraido das células apds um, trés, sete e quatorze dias de
cultura e as expressbes dos genes de colageno tipos I, Il e X, osteocalcina,
osteopontina, osteonectina, RUNX2 e SOX9 foram medidas por RT-PCR. Os
resultados mostraram que a expressao de 1.668 transcritos foi alterada in vivo.
Esta alteracdo foi atribuida a inser¢cdo do implante em 1.661 transcritos, a
deficiéncia de vitamina D em 13 transcritos (entre eles: NPAS2, Per2, GILZ,
IGFBP3, Fra1, B29 e RGD1564491); e a interagcdo entre os dois fatores em 7
transcritos (entre eles: EPO, Cyp2b15, Pole e CTTNBP2). Os genes agruparam-se
em dois padrbes alterados de expressao onde a insergdo de implante induziu
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(1.080 transcritos) ou suprimiu (588 transcritos) a expressdo génica, e a
deficiéncia de vitamina D atenuou a expresdo. Estes genes participaram de cinco
processos durante a osseointegragao: formacao de matriz extracelular, controle do
metabolismo 6sseo, angiogénese, proliferagao celular e resolu¢ao da inflamacéo e
resposta imune. Os genes integrantes de matriz extracelular mais afetados pela
insercdo do implante in vivo foram colageno tipos Il e X. A clusterizagédo
hierarquica mostrou que o gene NPAS2 localizou-se no cluster do colageno tipos Il
e X, enquanto o Per2 localizou-se no cluster do TSC22, B29 e RGD1564491. In
vitro, a expressao do colageno tipos Il e X foi induzida apés um dia quando as
células foram cultivadas sobre discos de titanio, mas néo foi afetada pela vitamina
D. Concluiu-se que a deficiéncia de vitamina D afetou a expressdo génica apos
durante a osseointegragao; a expressao dos colagenos Il e X aumentou quando
da presencga de titanio (in vivo e in vitro), e reduziu quando da deficiéncia de

vitamina D (in vivo, mas nao in vitro).

Palavras-chave: Deficiéncia de vitaminas, Titanio, Genética, Biologia Molecular,

Implante dentario
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ABSTRACT

Vitamin-D deficiency has been considered as systemic risk factor for
impaired osseointegration. Our aims were: (a) to verify the influence of vitamin D
deficiency in gene expression profiles during osseointegration in vivo, and (b) to
evaluate the effect of vitamin D supplementation and titanium on the expression of
genes related to bone metabolism in vitro. For the first experiment, sixteen rats
were allocated into 4 groups according to the diet type and surgical procedures in
their fémurs: OSTV+ (standard diet/ osteotomy), OSTV- (vitamin D deficient diet/
osteotomy), NTV+ (standard diet/ insertion of implant), and NTV- (vitamin D
deficient diet/ insersion of implant). RNA was isolated after two weeks of healing
and Agilent-Microarray was used to screen 41,000 genes. Two-way ANOVA
(Benjamini-Hochberg correction, p<0.05) was used to compare expression among
the groups. Hierarchical and PAM clusterization, statistical analysis of KEGG
pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) and GO (Gene Ontology)
were used to investigate the putative co-regulation and function of differently
expressed genes. For the in vitro experiment, femoral bone marrow multipotent
precursors were cultured on plastic dishes or titanium disks, with or without vitamin
D supplementation. RNA was isolated after 1, 3, 7 and 14 days of culture and the
expression of collagen types Il and X was measured by RTPCR. We found a total
of 1,668 differently expressed transcripts among which 1,661 transcripts were
differently expressed due to insertion of implant effect; 13 were due to vitamin D
deficiency effect (such as: NPAS2, Per2, GILZ, IGFBP3, Fral, B29 and
RGD1564491); and 7 due to the interaction effect between these two factors (such
as: EPO, Cyp2b15, Pole and CTTNBP2). From PAM clusterization, the differently
expressed genes were grouped into two expression profiles, in which implant was
the main inducer of over-expression (1,080 genes) or under-expression (588
genes), while the vitamin-D deficiency attenuated the expression of these genes
during osseointegration. From 16 KEGG pathways over-represented by our gene-

list, we could summarize five main processes occurring at two-week
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osseointegration: formation of extracellular matrix and cell-interaction;
angiogenesis; resolution of inflammation and immune response; control of bone
metabolism; and cell proliferation. Hierarchical clusterization showed that Per2 co-
localized with TSC22, B29 and RGD1564491, while NPAS2 co-localized with
collagen types Il and X. GO analysis demonstrated that collagen types Il and X
were the most affected extracellular matrix genes by the vitamin D deficiency. The
expression of collagen types Il and X was significantly increased at an early stage
(day 1) when cells were cultured on titanium disks regardless the vitamin D
condition in the media. We concluded that vitamin D deficiency negatively affected
gene expression after 2-week osseointegration; and the expression of collagen
types Il and X increased when titanium was present (in vivo and in vitro) and

decreased under the vitamin D deficiency (in vivo, but not in vitro).

Keywords: Vitamin deficiency, Titanium, Genetics, Molecular Biology, Dental

Implant

Xvi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BMP2
cDNA
Col1a2
Col10a1
Col2a1
Col5a1
Col9a3
CTTNBP2
CYP2b15
DMEM
ECM
EPO
FBS
FDR
FRA1
GAPDH
GILZ
GO
HIF1
HIF1a
HIF1B
HPLP
IGF1
IGFBP3
KEGG

NPAS2
OSC
OSN
OSP
P4H
PAM
Per2
PPAR
PS

RA
RANKL
RGD1564491
RNA

Proteina morfogenética de osso 2

DNA complementar (acido desoxirribonucléico)
Colageno tipo |, alfa 2

Colageno tipo X, alfa 1

Colageno tipo Il, alfa 1

Colageno tipo V, alfa 1

Colageno tipo IX, alfa 1

Proteina de ligacéo da cortactina 2

Citocromo P450, familia 2, subfamilia b, polipeptideo 12
Meio de Eagle modificado por Dulbecco

Matriz extracelular

Eritropoietina

Soro fetal bovino

Taxa de falsas descobertas

Fos-like antigeno 1

Gliceraldeido desidrogenase 3

Ziper de leucina induzido por glucorticoide
Ontologia Génica

Fator induzivel por hipoxia—1

Fator induzivel por hipdxia—1, subunidade alfa
Fator induzivel por hipéxia—1, subunidade beta
Proteina de ligacéo de hialurano e proteoglicano
Fator de crescimento da insulina-1

Proteina 3 de ligagcéo do fator de crescimento da insulina

Enciclopédia de Genes e Genomas de Kioto (Kyoto Enciclopedia
of Genes and Genomes)
Dominio 2 neuronal Per-Arnt-Sim

Osteocalcina (Proteina Gla da matriz-6ssea)
Osteonectina (SPARC)

Osteopontina (BSP1, SSP1)

Prolil hidroxilase 4

Particionamento sobre medoides (Partitioning Around Medoids)
Homaologo do Periodo 2 (Drosophila)

Receptor ativador da proliferagdo de peroxissomo
Penicilina-estreptomicina

Acido retinéico

Ligante do receptor ativator de fator nuclear kappa B
Similar ao fator de Von Willebrand 5B

Acido ribonucléico

Xvii



RTPCR
Runx2

Ti
TSC22d3
VEGF
VD

Reacao de polimerase em cadeia em tempo real
Fator de transcri¢cao relacionado ao runt tipo 2
Titanio

Clone 22 estimulado pelo TGFB dominio 3
Fator de crescimento vascular endotelial
Vitamina D

xviii



SUMARIO

RESUMO........cciuirireeneeeesesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssassesssnns xiii
ABSTRAGCT .....ceireicerssescssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssassssssesaes XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS.........cceceeveuerrereccansessessenns xvii
INTRODUGAOD........couereerrererreressesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsasnsasans 01
REVISAO DE LITERATURA.......cooteteerccee e essssssssssssssssessssnsanas 05
PROPOSIGAO........coocueurrrenccaereseeses e sessssssssssssssssssssssassssssssnssssssssnen 27
MATERIAIS E METODOS........coececeuereereeaesseesssssssssssssssssssssssssssssns 29
RESULTADOS.......oouieeeetreeseeessesssssesssssssssssssssssssssasssssssssassssssnns 41
DISCUSSAD........couctireerereeeeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssassens 59
CONCLUSOES.......cooecccrereree s sees s essessas s sesssss s ssssssssasanans 73
REFERENCIAS........coeoetrurteeeereeeraessssseess e sesssassssesssessssssssssssssssaens 75
APENDICES.........coeoeereerteeesesesessesssessesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssnnas 91
ANEXOS.......ceeereueresssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsnsasasssans 93

X1X



1. INTRODUGAO

A vitamina D € um hormédnio esteroidal essencial que participa de
variadas reagdes fisioldgicas incluindo o metabolismo 6sseo (Slominski &
Wortsman, 2000; Lin & White, 2004). Suas fontes, fungbes e metabolismo
encontram-se descritos extensivamente na literatura (Reginster, 2005;
Wolpowitz & Gilchrest, 2006; Lips, 2007; Misra et al., 2008; St-Arnaud, 2008). A
forma inativa circulante da vitamina D, colecalciferol (25(OH)D), é a precursora
direta do calcitriol (1,25(0OH)2D), horménio que é capaz de ativar efetivamente o
receptor da vitamina D (VDR) e regular diretamente a expressao génica (Wang
et al.,, 2005). A deficiéncia severa de vitamina, geralmente associada a
concentragdo sorolégica de 25(0OH)D abaixo de 25nmol/L (média de 25-40
nmol/L) em humanos e 50 nmol/L em roedores (Fleet et al., 2008), pode levar a
condigdo clinica de osteomalacia em adultos (Bar-Shavit et al., 1983) ou
raquitismo em criangas (Wolpowitz & Gilchrest, 2006; Misra et al., 2008).
Embora ndo exista um consenso definitivo sobre a concentragao sorolégica de
25(0OH)D que represente a condigdo de insuficiéncia, os baixos niveis de
vitamina D constituem um problema atual da populagdo mundial (Lips, 2001).
Estes quadros sdo mais prevalentes entre os idosos (Reginster, 2005;
Wolpowitz & Gilchrest, 2006; Hypponen et al, 2008), as pessoas
institucionalizadas (Fardellone et al., 1995), os pacientes com osteoporose
(Holick, 2004; Meier et al., 2004), e as mulheres em pés-menopausa (Bhattoa et
al., 2004; Sahota et al., 2004; Need et al., 2007). Entretanto, outros estudos
afirmam que isto parece ser independente da estagdo do ano (Romagnoli et al.,
1999; Armas et al., 2008), da latitude geografica (van der Wielen et al., 1995),
da idade (Misra et al., 2008), raca ou estado de saude do individuo (Harris et
al., 2000). A deficiéncia de vitamina D foi considerada um fator sistémico de
risco para doengas Osseas metabdlicas (Bar-Shavit et al., 1983; Heaney &
Weaver, 2003; Reginster, 2005). Niveis reduzidos de vitamina D também foram

associados ao hiperparatireoidismo secundario, aceleracao da remodelagao e



reabsorgao 6ssea, bem como o risco aumentado de fraturas (Need et al., 2004;
Sahota et al., 2004; Fleet et al., 2008; Reginster, 2005).

A falha precoce na osseointegragdo de implantes pode ser descrita
como a inabilidade de se estabelecer um contato intimo entre osso e implante
(Esposito et al., 1998a; 1998b; Quirynen et al., 2002), de forma que a
cicatrizagdo O0ssea ap6s a insergao do implante torna-se prejudicada (Alsaadi et
al., 2007). Falhas precoces na osseointegragdo podem ser causadas por
fatores locais, genéticos e sistémicos (Esposito et al., 1998a; 1998b; Alsaadi et
al., 2007; Alsaadi et al., 2008; Alvim-Pereira et al., 2008a; Holahan et al., 2008).
Embora as falhas no processo de osseointegracdo sejam raras, a ocorréncia
alta de perda precoce de implantes foi reportada em paciente portador de
raquitismo hipofosfatémico dominante ligado ao cromossomo X. O relato
literario deste caso sugeriu que sucesso da osseointegragcao de implantes pode
ser dependente de processos biolégicos importantes, que se encontrem
alterados nos pacientes portadores de raquitismo (Lekholm, 2003). Um estudo
recente também investigou a hipovitaminose D como uma possivel causa de
perda precoce de implantes, e encontrou que os valores do teste de tragao a
que foram submetidos as pecas de implante estavam reduzidos
significativamente quando as mesmas foram inseridas em fémures de ratos

deficientes de vitamina D (Kelly et al., 2009).

Considerando a alta incidéncia de niveis inadequados de vitamina D
entre a populacdo mundial, associada aos outros estudos relacionando a
vitamina D aos insucessos ligados a instalacdo de implantes (Lekholm, 2003;
Kelly et al., 2009), decidiu-se investigar as possiveis alteragbes dos padrbes de
expressao génica do tecido 6sseo peri-implantar induzidas pela deficiéncia de
vitamina D. Assim, os objetivos do presente estudo foram determinar, in vivo, 0s
padrées de expressdo génica durante a osseointegracdo em ratos suficientes e
deficientes de vitamina D, e avaliar, in vitro, o efeito da vitamina D e do titanio

na expressao de alguns genes relacionados ao metabolismo 6sseo. As



seguintes hipoteses foram formuladas: a deficiéncia de vitamina D afeta
negativamente a expressao génica durante a osseointegracdo de implantes in

vivo, e a vitamina D e o titdnio podem modular a expressdo de genes
relacionados ao metabolismo dsseo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vitamina D e hipovitaminose D

A vitamina D, erroneamente chamada de “vitamina”, € um hormoénio
esteroidal que pode modular a expressdo génica em células de diversos tecidos
em organismos eucarioticos, através da ligagcdo ao seu receptor. Vasta literatura
(Slominski & Wortsman, 2000; Lips, 2001; Heaney & Weaver, 2003; Lin & White,
2004; Reginster, 2005; Wolpowitz & Gilchrest, 2006; Lips, 2007; Misra et al., 2008;
St-Arnaud, 2008) ja discorreu sobre o metabolismo e fungbes das duas principais
formas de vitamina D: a vitamina D2 (ergocalciferol) e a D3 (colecalciferol). A
vitamina D2 provém de fontes vegetais, levedura e centeio, e também encontra-se
disponibilizada comercialmente sob a forma de suplemento vitaminico; ja a
vitamina D3 provém de fontes animais presentes na dieta, principalmente na gema
de ovo, dleo de figado de bacalhau e peixes como o salm&o, atum e sardinha;
mas sua maior fonte é a pele. As glandulas sebaceas presentes na derme atuam
na conversdo da pro-vitamina 7-dehidrocolesterol em vitamina D3 quando da
exposicao a radiacao ultravioleta B (UVB) e calor. Uma vez absorvida no intestino
(D2) ou formada na pele (D3), a vitamina D é transportada para o figado onde
sofre sua primeira hidroxilagéo, tornando-se 25-hidroxi-vitamina D (25(OH)D), que
pode se acumular nos tecidos ou permacer circulante no sangue quando
associada a proteina de ligagdo da vitamina D (DBP). No entanto, para a vitamina
D exercer as fungdes fisiologicas nas células-alvo, a 25(0OH)D precisa ser
convertida em sua forma ativa, também chamada de calcitriol (1,25 dihidroxi-

vitamina D (1,25(OH)2D)), através da segunda hidroxilagao ocorrida no rim.

Dentre as fungdes principais exercidas pela vitamina D no organismo,
encontram-se: a manutencdo do equilibrio de calcio e fosforo (Broadus et al.,
1984); o controle do transporte de calcio nos rins e intestino, através dos canais de
célcio TRPV5 e TRPV6 (Hoenderop et al., 2002; den Dekker et al., 2003); a



formacgao, ativacdo e sobrevivéncia de osteoclastos, através da modulagdo da
producao de RANKL (Lacey et al., 1998; Takeda et al., 1999; Pike et al., 20073a;
Pike et al., 2007b); e a modulagéo de processos imunologicos, através da ativagao
e proliferagdo de linfécitos, diferenciacédo de células-T, produgdo de anticorpos

especificos e regulagao do sistema imune (Moro et al., 2008).

A hipovitaminose D foi considerada um problema mundial de saude
publica (Gannage-Yared et al., 2001; Lips et al., 2001). O estudo de Farias (2003)
demonstrou que a prevaléncia da deficiéncia de vitamina D no Brasil foi
semelhante a que ocorre nos Estados Unidos e maior do que a que ocorre no
Canada e nos paises Escandinavos (Lips et al., 2001). Farias (2003) avaliou 627
mulheres com idade acima de 50 anos (média de 63,9 * 8,3 anos), tempo de
menopausa de 16,2 + 8,6 anos, entre os anos de 1999 e 2000. O autor encontrou
que a prevaléncia de deficiéncia de vitamina D foi de 8% considerando valores de
25(OH)D abaixo de 15 ng/ml, 24% para valores abaixo de 20 ng/ml, e 43% para
valores abaixo de 25 ng/ml. Ainda, demonstrou-se que a prevaléncia de
deficiéncia de vitamina D aumentou com a idade, sendo encontrada em 30% das
mulheres entre 50 e 60 anos e em mais de 80% das pacientes entre 80 e 89 anos.
O autor também afirmou que a presenca abundante de luz solar, como ocorre no
Brasil, ndo preveniu a deficiéncia de vitamina D em mulheres pds-menopausa, e
concluiram que, embora a condicdo severa de hipovitaminose D fosse rara no
Brasil, sua deficiéncia assintomatica subclinica foi frequente, podendo resultar em
reduzida densidade Ossea, aceleracdo da remodelacdo 6ssea e aumento do risco

as fraturas.

Gannage-Yared et al. (2001) e Lips (2006) mencionaram que a
hipovitaminose D pode ser consequéncia do nascimento de criangas prematuras,
da maior pigmentacao da pele, da obesidade, da ma absorg¢ao de vitamina D pelo
intestino em pessoas com idade avancada, da baixa quantidade de vitamina D
obtida através da dieta e da exposigao solar insuficiente ligada a vida urbana

moderna, ao alto grau de poluigao das cidades, e ao uso de bloqueadores solares



e roupas tradicionais. Holick et al. (2007) também afirmaram que a deficiéncia de
vitamina D estava relacionada principalmente a reducao de exposicao solar, e a

subsequente diminuicdo da producao de vitamina D pela pele durante o inverno.

Os trabalhos de Dawson-Hughes et al. (2005) e Lips (2007)
concordaram que a concentragdo sorologica de 25(OH)D maior que 50-80 nM
representava a condigdo de suficiéncia de vitamina D. Embora ainda ndo se tenha
um consenso na litaratura, varios autores caracterizaram a deficiéncia de vitamina
D como a condigdo aonde a concentragao soroldgica de 25(0OH)D estava abaixo
de 25nmol/L (média 25-40 nmol/L) em humanos, e 50 nmol/L em roedores (Lips et
al., 2001; Heaney, 2003; Heaney & Weaver, 2003; Wolpowitz & Gilchrest, 2006).
Lips (2006, 2007) e Need et al. (2007) descreveram que niveis de 25(OH)D abaixo
de 75nmol/l foram suficientes para elevar o PTH e alterar o processo de
mineralizagado 0ssea. Os mesmos autores concordaram que a deficiéncia severa
de vitamina D podia causar raquitismo (riquétsia) em criangas ou osteomalacia em
adultos, prejudicando a adequada mineralizagdo do ostedide durante a
remodelagdo Ossea. Também relataram que a deficiéncia menos severa de
vitamina D podia levar a um aumento sorolégico do hormdnio paratireoideano
(PTH) e, consequentemente, a osteoporose, reabsor¢cao Ossea e fraturas. Para

estes autores,

Diferentes estudos observaram que a ocorréncia de baixos niveis de
vitamina D era independente da estagdo do ano (Romagnoli et al., 1999; Armas et
al., 2008), da latitude geografica (van der Wielen et al., 1995), da idade (Misra et
al., 2008) e da ragca ou estado de saude do individuo (Harris et al., 2000).
Entretanto, outros estudos confirmaram que a hipovitaminose D era altamente
prevalente entre os idosos (Reginster, 2005; Wolpowitz & Gilchrest, 2006;
Hypponen et al., 2008) e as pessoas institucionalizadas (Fardellone et al., 1995),
bem entre pacientes com osteoporose (Meier et al., 2004) e mulheres em pés-
menopausa (Bhattoa et al., 2004; Need et al., 2004; Sahota et al., 2004; Armas et
al.,, 2008). Niveis reduzidos de vitamina D também foram associados ao



hiperparatireoidismo secundario, e, consequentemente, ao aumento da
remodelagao e perda 6ssea (Jesudason et al., 2002; Need et al., 2004; Sahota et
al., 2004; Fleet et al., 2008), com maior reabsor¢ao e risco de fraturas (Reginster,
2005).

2.2. Suplementagao com vitamina D

Segundo o Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary
Reference Intakes (1997) a recomendacdo de suplementagcdo via oral com
vitamina D2 (400-800 Ul/dia) para pacientes entre 51 e 70 anos pode controlar os
niveis de PTH, aumentar a densidade 6ssea e reduzir o risco a fraturas,. No
entanto, como a vitamina D € um horménio, torna-se dificil estabelecer qual a dose
necessaria de suplementacao para se obter uma adequada concentragcdo de sua
forma ativa. Outra dificuldade encontra-se ligada a estimativa da quantidade de
vitamina D que existe naturalmente nos alimentos. Holick et al. (2007)
mencionaram que poucos alimentos contém vitamina D naturalmente, e os que
contém possuem uma quantidade muito variavel, sendo dificil sua precisa
indicagdo como suplementagdo. Assim, Reginster (2005) descreveu que o
tratamento via oral com suplementagdo de vitamina D (calcitriol) ou com os
analogos da vitamina D apresentava uma pequena diferenga entre as doses de
eficacia clinica e toxicidade. Embora a toxicicidade ndo ocorra pela exposi¢cao
solar excessiva, a ingestao excessiva de suplementos pode levar a hipercalciuria e

perda de densidade 6ssea (Wolpowitz & Gilchrest, 2006)

Reid et al. (1986) relataram que a exposi¢ao solar regular poderia ser
um método profilatico contra a deficiéncia de vitamina D. No entanto, além da
rotina da vida moderna e o uso de bloqueadores solar interferirem com a
adequada exposic¢ao solar para obtencao de niveis adequados de vitamina D, o
processo de envelhecimento também contribui para que a exposicdo solar nao
seja um meétodo eficaz para profilaxia contra a deficiénica de vitamina D (Holick,

2004). Durante o processo de envelhecimento, ha uma diminuigdo na producgéo de



7-dehidrocolesterol pela pele. Sendo assim, um idoso de 70 anos que se expde a
mesma quantidade de raios UVB que um jovem, produz 80% menos vitamina D
(Holick, 2004).

2.3. Vitamina D no controle da expressao génica

Lips (2006) descreveu que o metabdlito ativo da vitamina D
(1,25(0OH)2D) pode entrar na célula, ligar-se ao receptor de vitamina D (VDR) no
nucleo e este conjunto pode ligar-se a um gene que responde a vitamina D, como

a proteina ligante de calcio, para modular sua expressao diretamente.

Owen et al. (1991) e Sooy et al. (2005) cultivaram pré-osteoblastos em
fase inicial e tardia de crescimento, respectivamente, e trataram as culturas com
vitamina D. Verificaram que a vitamina D inibiu a expressdo do colageno tipo | e
fosfatase alcalina em pré-osteoblastos de fase inicial; entretanto, quando em
culturas em estagio avangado, a expresséo destes dois genes foi estimulada pela
vitamina D. Sendo assim, concluiram que a 1,25(OH)2D podia regular positiva e
negativamente a expressao de marcadores do fendtipo de osteoblastos, e que a
resposta celular a vitamina D foi diferente, dependendo do estagio de crescimento
e maturacdo das células. Para estagios precoces de osteoblastogénese, a
vitamina D inibiu a diferenciacdo celular, e sua auséncia levou ao aumento da
diferenciacdo. No entanto, a vitamina D aumentou a diferenciagdo em
osteoblastos em fase avangada de crescimento.

Schwartz et al. (1995) cultivaram condrocitos em dois estagios de
diferenciacao, obtidos a partir de tecido cartilaginoso costocondral de costela de
ratos. Através deste modelo, avaliaram a influéncia da vitamina D na expresséao
génica de condrdcitos originados da zona de cartilagem hipertréfica ou de
crescimento. Os autores verificaram que, na zona hipertrofica, 1,25(0OH)2D inibiu a
proliferacdo mas estimulou a atividade da fosfatase alcalina e a sintese de
proteoglicanos e colageno; enquanto, na zona de crescimento, a vitamina D

estimulou o metabolismo de acido aracdodnico e a atividade da Proteinase K. Foi



concluido que a resposta dos condrocitos a vitamina D dependia da zona de

maturagdo da qual as células se originaram.

Farach-Carson & Xu (2002) trataram osteoblastos ROS 17/2.8 com
1,25(0OH)2D durante 3 e 24 horas e utilizaram a tecnologia de microarray para
detectar diferengas na expressao génica dos efeitos calcémicos e n&o-calcémicos
da vitamina D. Nas primeiras 3 horas, o tratamento com 1,25(0OH)2D promoveu a
entrada de calcio nas células e este é responsavel por iniciar respostas rapidas
da membrana extracelular e modulagdo génica. No entanto, apds este efeito
inicial, os efeitos prolongados da 1,25(0OH)2D (apds 24 horas) estao relacionados
com a ativacdo do receptor da vitamina D (VDR) no nucleo e a modulagao da
expressao génica. Sendo assim, os autores identificaram um conjunto de genes
com expressao alterada apds o tratamento com 1,25(0OH)2D. Entre os genes
relacionados com a rapida resposta a vitamina D, estavam proteina-kinases e
fosfatases, genes de sinalizagdo de Ca(2+), adesao celular. A resposta a longo
prazo envolveu a ativacao da fosforilagcdo da osteopontina. Ainda, verificaram que
a expressao dos genes da osteocalcina, osteopontina, calbidina, 24-hidroxilase foi
estimulada pela 1,25(0OH)2D enquanto os genes das interleucinas 2 e 12, e

proteina do receptor paratireoideano (PTHrP) foram inibidos pela 1,25(0OH)2D.
2.4. Processos biolégicos e expressao génica na osseointegracao

Branemark (1983) definiu o termo osseointegragdo como o contato
intimo entre osso e implante. A interpretacdo dos processos celulares e
moleculares envolvidos na osseointegragdo nos permite melhor compreenséo
deste processo, e, consequentemente, o desenvolvimento de superficies de
implante ou técnicas que possam acelerar e aperfeicoar o estabelecimento da

osseointegracéo.

Davies (2003) propds a divisdao do processo de osseointegragcdo em

trés fases. Na primeira fase de cicatrizagdo (osteocondugido), ocorre o
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recrutamento e migracdo de células osteogénicas em diferenciacdo para a
superficie do implante, através da rede de fibrina formada pelo processo de
coagulacdo ao redor do implante. O processo de osseointegragcao apresenta
neoformacdo 6ssea caracteristica, aonde novo osso é formado sobre a superficie
do implante por células osteogénicas em diferenciagao (osteogénese de contato).
O processo de osteogénese de contato envolve o recrutamento e migragéo de
células osteogénicas em diferenciagcdo que sao atraidas para a superficie do
implante. A iniciagdo da ativacao plaquetaria, que resulta na migragao das células
osteogénicas, esta entre os acontecimentos mais importantes da osteocondugao.
A segunda fase de cicatrizagdo engloba a formagao de novo osso (“de novo bone
formation”), que resulta na mineralizagdo da matriz na interface entre osso e
implante. Estas duas primeiras fases resultam na osteogénese de contato, e
adesdo do implante ao osso. A terceira fase de cicatrizagdo, processo mais
demorado que a osteogénese de contato, corresponde a remodelagdo Ossea
através da reabsorcdo Ossea promovida pela agdao dos osteoclastos e da
formacdo éssea sobre o tecido pré-existente a partir da aposicdo de matriz
extracelular por células osteogénicas provindas do osso (osteogénese a

distancia).

Masuda et al. (1997) analisaram a resposta tecidual ao redor de
implantes de titdnio colocados na tibia de ratos apods 2, 6, 10 e 28 dias. O modelo
animal em ratos propiciou a avaliagado dos estagios envolvidos na osseointegragao
de implantes em nivel celular. A analise das respostas iniciais de cicatrizagado por
microscopia eletronica revelou a rapida formacado de uma rede de fibrina e de uma
matriz desorganizada de colageno. Nesta etapa, células sanguineas contactaram
a superficie do implante. Ao 6° dia formou-se uma matriz mais organizada,
contendo muitos vasos sanguineos opostos a superficie do implante, enquanto
poucas células sanguineas permaneceram nesta regidao. Em torno do 10° dia, a
ferida cirurgica foi preenchida por osso imaturo. Poucas células estavam aderidas

aos implantes quando estes foram removidos. A matriz mostrou-se consolidada
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aos 28 dias. A interface entre osso e implante possuia uma matriz amorfa. Através
da analise por microscopia de luz, verificou-se que a partir do 6° dia as células
predominates no espaco entre osso e implante eram similares a osteoblastos.
Estas células osteobasticas promoveram a formacdo de uma matriz ostedide, a
partir da qual a formacdo O&ssea teve continuidade. Esta matriz ostedide
representava um o0sso imaturo com muitos ostedcitos. Ao 6° dia, a remodelacao
O0ssea pode ser observada em locais distantes do sitio cirdrgico; e ao 28° dia,
observou-se atividade osteoblastica no osso trabecular adjacente a superficie do

implante.

O processo de osseointegracao pode sofrer influéncia direta do tipo de
superficie do implante e da sua micro e nanotopografia. Franchi et al. (2004)
investigaram a influéncia de tipos diferentes de superficies de implantes na
osteogénese apds duas semanas (cicatrizagdo inicial) e trés meses de
osseointegragao (cicatrizagdo completa). Os autores inseriram 30 implantes
cbnicos com diferentes tratamentos de superficie (superficie lisa maquinada (SS),
tratamento com spray de plasma (TPS), jateamento com éxido de zircénio (Zr-
SLA)) na diafise dos fémures e tibias de duas ovelhas. Apos duas semanas de
cicatrizacdo, a analise histolégica através de microscopia de luz revelou que a
osteogénese a distancia predominou em implantes de superficie lisa, enquanto ao
redor de superficies rugosas (TPS e Zr-SLA) ocorreram ambas as osteogéneses:
a de contato e a distancia. A analise por microscopia eletrénica dos implantes SS
demonstrou a formacdo de um tecido Osseo escasso, fino e imaturo,
caracterizando um o0sso trabecular imerso em matriz ampla, desorganizada e com
uma rede de vasos sanguineos. Ao redor os implantes TPS e Zr-SLA formou-se
significativo trabeculado 6sseo que atravessava o espago medular, com cristais
6sseos em nodulos que indicaram um processo de mineralizacido ativo. Apods trés
meses, todos os implantes mostraram-se osseointegrados, quase totalmente

envolvidos por osso compacto maturo. No entanto, alguns espagos medulares
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ricos em vasos sanguineos e células indiferenciadas ainda permaneciam em

contato com a superficie metalica de todos os tipos de implantes.

Franchi et al. (2005) investigaram os aspectos histolégicos envolvidos
na fixagdo biolégica de implantes. Foram inseridos 48 implantes de titdnio com
diferentes tratamentos de superficie (liso, spray de plasma ou jateamento de areia)
em fémures e tibias de ovelhas. As analises foram realizadas com microscopio de
luz e eletrbnico apés 1 hora, 14 e 90 dias de cicatrizacdo. Uma hora apds a
implantagdo, o espago entre osso e implante foi preenchido com coagulo
sanguineo e espiculas 6sseas provindas da preparagao cirurgica do sitio implantar
com brocas. Apds quatorze dias de cicatrizacdo, novo osso trabecular foi formado
no espago entre osso e implante. A auséncia de osteogénesis foi notada onde as
roscas dos implantes estavam em contato com o osso pré-existente. Noventa dias
apods, todo osso trabecular foi substituido por osso lamelar maduro com poucos

espacos medulares.

Slaets et al. (2007) descreveram eventos celulares que ocorriam na
cicatrizacdo inicial do osso trabecular ao redor de implantes. Relataram que a
insercao de implante no osso iniciava uma série de processos biolégicos que
incluiam a formagao de hematoma, intensa remodelagdao éssea e formacgao de

novo 0sso, eventualmente levando a osseointegragcédo do implante.

A cicatrizacdo Ossea ao redor de implantes tem sido considerada um
processo biolégico distinto do reparo 6ésseo. No reparo 6sseo normal n&o ocorre
formacéo de novo osso sobre uma superficie solida que nio tenha osso ou matriz
cartilaginosa pré-existente. Este processo ocorre apenas quando da insergao de
implantes (LeGeros & Craig, 1993; Ogawa & Nishimura, 2003); (2) mesmo apés a
cicatrizacao peri-implantar ter sido completada, a formacao éssea continua por um
extenso periodo de tempo através do recrutamento de células osteogénicas em
diferenciagdo para a superficie do implante (Grizon et al., 2002); (3) na

osseointegragdo, o padrdo de expressao de alguns genes, especialmente os
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relacionados com formacao de matriz éssea, € diferente do que ocorre durante o
reparo 6sseo convencional (Ogawa & Nishimura, 2003; 2006 e Kojima et al.,
2008).

Carinci et al. (2003) e Carinci et al. (2004) cultivaram células
osteoblasticas MG-63 sobre discos de titanio com diferentes tratamentos de
superficie, e analisaram a expressdo de um amplo numero de genes através do
uso da tecnologia de microarray. Os resultados demonstraram que genes
envolvidos em atividades funcionais como apoptose, transporte vesicular e
estrutura funcional estavam super ou sub-regulados de acordo com o tipo de

superficie dos implantes.

Ogawa et al. (2002) avaliaram o efeito da topografia de superficie de
implantes na resisténcia biomecanica e padrdo de expressao de genes de matriz
extracellular éssea durante a osseointegracdo. Inseriram-se implantes cilindricos
com superficie maquinada ou tratada por duplo ataque acido em fémures de ratos
(DE). Ap6s duas e quatro semanas de cicatrizag&o, realizou-se teste de tracdo dos
implantes. Além disso, implantes em formato de “T” foram separadamente
inseridos nos fémures, o RNA foi extraido do tecido formado no interior do
implante apds duas e quatro semanas de cicatrizacdo e RTPCR foi utilizado para
medir a expressao génica durante a osseointegragdo. Os valores do teste de
tracao foram 300% maiores para os implantes com superficie tratada por duplo
ataque acido do que para os maquinados. A expressdo de colageno tipo I,
osteocalcina e biglicano foram maiores para o implante DE do que para os
maquinados apds duas semanas de cicatrizagdo. Apds quatro semanas, as
expressdes dos colagenos tipo Il e IX foi 7 e 26 vezes maiores, respectivamente,
para o grupo de implante com duplo ataque acido do que para o grupo de
implantes maquinados. Os autores concluiram que a topografia de superficie do
implante induziu alteragcbes fenotipicas e genotipicas nas células ao redor do
implante. Os maiores valores de tracdo para os implantes de superficie tratada por

14



duplo ataque acido foram associados a modulagdo de um conjunto de genes

relacionados a matriz 6ssea extracelular.

Ogawa & Nishimura (2003) avaliaram a influéncia da rugosidade de
superficie na expressdo génica ao redor de implantes osseointegraveis. Os
autores inseriram implantes em formato de “T” em fémures de ratos, e apos 3 dias,
1, 2 e 4 semanas de cicatrizacio, extrairam RNA do tecido contido no interior do
implante e utilizaram RTPCR para avaliarem a expressao de alguns genes
integrantes da matriz, como o colageno tipo |, colageno tipo lll, osteopontina,
osteocalcina, osteonectina, sialoproteina dssea ll, integrinas beta 1 e beta 3. Apds
duas semanas, a area de contato entre osso e implante foi 2,5 a 6 vezes maior
para a superficie que recebeu duplo ataque acido do que para a superficie
maquinada. A analise histomorfométrica revelou que o volume 6sseo da superficie
com ataque acido foi maior que a superficie maquinada apos duas semanas. A
superficie com duplo ataque acido promoveu a expressdo génica acelerada de
genes da matriz extracelular, como osteonectina e osteocalcina, além da
estimulacédo da expressao de sialoproteina déssea Il, colageno tipo Il e integrinas
apds a primeira semana de cicatrizagdo. Os autores concluiram que as diferengas
histolégicas na osseointegracdo de implantes estavam associadas ao tipo de
tratamento de superficie dos materiais, e podiam ser explicadas em parte pela
modulagdo da expressdo de genes integrantes da matriz extracelular. Os
resultados também revelaram que a modulacdo da expressdo génica in vivo

ocorreu a niveis locais de acordo com os tipos de superficies dos implantes.

Em 2003, Ogawa & Nishimura identificaram transcritos que eram
expressos especificamente durante a osseointegragado. Para isso, foram inseridos
implantes com formato de “T” em fémures de ratos os quais foram separados em
trés grupos de acordo com o tratamento: osteotomia sem insergdo de implantes
(OS), insercdo de implante com superficie maquinada (MI) ou colocagdo de
implante com superficie tratada por duplo ataque acido (DE). Através da técnica

de display diferencial de PCR, rastrearam-se 90 genes (com uso de primers e
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sondas) que poderiam ter sua expressao alterada apdés duas semanas de
cicatrizagdo peri-implantar quando comparada ao reparo da osteotomia. Os
resultados revelaram trés genes com expressao alterada exclusivamente na
cicatrizacdo peri-implantar: TO1 — “unknown”, transcrito com funcdo até entéo
desconhecida; TO2 — apolipoproteina E (expressdo aumentada em 30 vezes); e
TO3 - prolil-hidroxilase subunidade-a (expressdo aumentada em 50 vezes).
Considerando os resultados do primeiro experimento, os autores sugeriram que
TO1, TO2 e TO3 eram genes especificos da osseointegragdo. Para confirmar esta
hipétese, foram realizados experimentos adicionais onde se avaliou a capacidade
destes genes em responder a modulagao por fatores locais, como a superficie do
implante, e por fatores sistémicos, como a deficiéncia de estrogeno. A expressao
génica do colageno tipo |, osteopontina, osteocalcina, Runx2, Bmp2, assim como
de TO1, TO2 e TO3 foram obtidas por RTPCR, e comparadas entre os grupos:
osteotomia (OS), inser¢gdo de implante maquinado (MI) e colocagdo de implante
com duplo ataque acido de superficie. As analises foram conduzidas apods 3, 7, 14
e 28 dias de cicatrizacdo. Da mesma forma, a expressao de TO1, TO2 e TO3 foi
verificada em ratas que receberam operagdo simulada (SHAM) ou ovarectomia
(OVX), ap6s 14 e 28 dias. Apds duas semanas estes trés genes tiveram sua
expressao aumentada na cicatrizagdo peri-implantar em implantes maquinados
(15 vezes) e expressao acelerada pela superficie rugosa tratada através de duplo
ataque acido (40-60 vezes). Ainda, os genes codificadores de colageno tipo | e
osteocalcina apresentaram aumento de expressao de apenas 1,5 a 2 vezes e 0s
codificadores de Runx2 e Bmp2 nao foram alterados durante a cicatrizagao peri-
implantar quando comparado ao reparo 6sseo normal. E quando da deficiéncia de

estrégeno em ratas, TO1, TO2 e TO3 tiveram sua expressao reduzida.

Kojima et al. (2008) afirmaram que a analise de um numero restrito de
genes que podem ser induzidos pelo titdnio ndo era suficiente para explicar os
mecanismos moleculares envolvidos na osseointegragdo. Sendo assim, os

autores mediram a expressao de mais de 20.000 transcritos utilizando a tecnologia
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de microarray e compararam os padrdes de expressao do reparo 0sseo normal
com a cicatrizacdo peri-implantar in vivo apés uma, duas e quatro semanas de
cicatrizacdo. Os resultados revelaram que 31 genes estavam super-expressos
ap6s duas ou quatro semanas de osseointegragao dos implantes; e apenas 12
genes apresentaram super-expressao em tempo inferior a duas semanas. Apenas
a proteina de ligagao de hialurano e proteoglicano foi induzida pelo titdnio desde a
primeira até a quarta semana de cicatrizagdo. Os autores sugeriram que a fase
que englobava duas semanas de osseointegragdo representava o periodo de
conversdo de osso imaturo em osso lamelar maduro, ja que a expressao da
maioria dos genes estava aumentada. Ainda sugeriram que o fato de mais de 50
genes se mostrarem super-expressos apenas na segunda semana de
osseointegragao demonstrava que este estagio era provavelmente critico para se
detectar as diferengas entre os processos de reparo 6sseo normal e cicatrizagao
peri-implantar. Até a quarta semana, os autores observaram a inducao
principalmente de genes de matriz extracelular éssea, como osteocalcina, fibrina,
fibromodulina, colagenos e fibronectina. Descreveram também a expresséo de
alguns genes associados a osteoclastogénese e reabsor¢do Ossea, como a
catepsina e metaloproteinases (MMPs). A inducdo de genes relacionados aos
proteoglicanos (como biglicano, glicoproteina transmembrana nbm e lumicano)
demonstrou o papel importante destas moléculas durante o estabelecimento da

osseointegracéo.

2.5. Falha na osseointegragao e a perda precoce de implantes

Buser et al. (1991) classificaram as perdas de implantes dentarios em
perdas precoces ou tardias. Atribuiram a classificagdo de perda precoce as perdas
dos implantes que acontecessem antes da conexao da protese, e perda tardia, as

perdas que ocorrem apos a instalacao protética.

Esposito et al. (1998a, 1998b) e Quirynen et al. (2002) definiram o

termo “falha na osseointegragao” como a perda precoce de um implante resultante
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da auséncia de um intimo contato entre osso e implante. Uma das possiveis
causas relatadas na literatura para a perda precoce de implantes foi a inadequada

ocorréncia do processo de cicatrizacdo ossea.

Diversos autores descreveram que o processo de osseointegragao
podia sofrer influéncias de diferentes fatores locais e sistémicos que resultariam
na perda do implante. A associacdo da perda pecoce de implantes a fatores como
o fumo (Bain & Moy, 1993; Bain, 2003), hipo e hiperparatireoidismo (Hwang &
Wang, 2007), Doenga de Chron, diabetes e alcolismo (Scully et al., 2007) foi
citada na literatura. As reagdes que ocorrem na interface entre osso e implante
podem ser influenciadas pela técnica cirurgica, biocompatibilidade do material,
estrutura e o tipo de tratamento de superficie do implante, e condi¢cbes locais do
leito receptor e condigbes sistémicas do paciente (Albrektsson et al., 1981;
Branemark et al., 1983)

Tonetti & Schmid (2000) realizaram uma ampla revisdo sobre a
patogénese das falhas de implantes e descreveram que as falhas precoces
podiam ocorrer semanas a poucos meses apos a implantacdo, tendo como
possiveis causas: o dano tecidual devido a técnica cirdrgica inadequada, a
contaminagao bacteriana, a sobrecarga prematura, e as alteragdes de condigbes

sistémicas.

Lekholm (2004) relatou alguns fatores que podem contribuir para a
perda precoce de implantes, dentre eles citou a idade critica, diabetes
descompensada, raquitismo dependente de Vitamina D, osteoporose, Sindrome
de Sjogren e o fumo como fatores mais importantes.

Moy et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo em que avaliaram
alguns fatores que poderiam estar envolvidos com a falha na osseointegragao de
implantes inseridos no periodo entre 1982 e 2003. Os autores encontraram que a

porcentagem de falhas de implantes foi de 8,16% na maxila e 4,93% na
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mandibula. Observaram que a idade avancada estava fortemente associada ao
risco de falha no implante, onde pacientes entre 60 e 79 anos apresentaram
maiores riscos de falhas quando comparado a pacientes com menos de 40 anos.
Consideraram que género, doenga da artéria coronaria, doenga pulmonar, terapia
com esterdides, quimioterapia, ndo fazer uso de terapia para reposicdo hormonal
para mulheres em idade pdés-menopausa nédo estavam associados com o aumento
das falhas de implante. No entanto, o fumo, a radiacdo de cabeca e pescocgo e a
terapia pés-menopausa com estrégenos estavam significantemente relacionados
ao aumento da perda de implantes. Concluiram que as porcentagens de falhas na
osseointegracdo de implantes eram baixas, e nao existiam contra-indica¢des para
a colocagdo de implantes. Segundo os autores, as condi¢des que estiveram
correlacionadas ao risco a falha de implantes deveriam ser consideradas durante
o planejamento do tratamento, bem como relatadas em um consentimento

informativo ao paciente.

Ainda, alguns estudos relataram que fatores genéticos relacionados a
polimorfismos localizados em genes codificadores de metaloproteinases (MMP-9,
MMP-1) e interleucina IB (IL-1B) estavam associados a perda precoce de
implantes dentarios (Campos et al., 2005; Alvim-Pereira et al., 2008a). Alvim-
Pereira et al. (2008b) investigaram se fatores clinicos e a existéncia de
polimorfismo do receptor da vitamina D (rs731236, Taql) estavam relacionados ao
processo de falha de implantes dentais osseointegraveis. Os autores dividiram 217
pacientes com média de idade de 51,7 + 11,3 anos, em grupo controle (137
individuos com pelo menos um implante osseointegrado em funcéo por pelo
menos seis meses e nenhuma perda implantar) e grupo estudo (80 individuos com
perda de pelo menos um implante). Embora os autores n&o tenham encontrado
associagao entre gendtipos/alelos do polimorfismo Taql do VDR e a perda de
implantes, o edentulismo, a profundidade de sondagem periodontal, a posicédo do
implante, a estabilidade primaria, o comprimento do implante, a técnica cirurgica e

a quantidade éssea estiveram associados a perda de implantes.
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2.6. Deficiéncia de vitamina D, osteoporose e falha na osseointegragao

A maioria dos estudos avaliou a associagao entre osteoporose e falha
na osseointegracdo. No entanto, a maior parte das investigagbes recentes
demonstrou que a osteoporose, principalmente relacionada a deficiéncia de
horm&nio feminino, ndo estava diretamente relacionada a perda de implantes, mas

apenas a um atraso no processo de osseointegragao.

Shibli et al. (2008) reportaram um caso de perda protética de um
implante em uma paciente com osteoporose tipo 1. Os autores avaliaram a area
de contato entre osso e implante, e observaram histologicamente que o implante
apresentou-se osseointegrado e envolvido por tecido 6sseo sadio. No entanto, a
area de contato entre osso e implante foi em média 40,07% (+/- 1,07%). Nao se
encontrou evidéncia de reagdo de corpo estranho ao redor do implante, embora
tenha sido observado um crecimento de tecido conjuntivo nesta interface. Os
resultados deste relato de caso demonstraram que histologia do tecido peri-
implantar ndo estava alterada quando o paciente possuia diagdstico de
osteoporose.

Smith et al. (1992) realizaram um estudo retrospectivo de 104
pacientes, de idades variadas, e 313 implantes sobre as condi¢des sistémicas que
poderiam levar a complicagédo e perda de implantes. A maioria dos pacientes (65)
eram mulheres em pods-menopausa, sete das quais realizavam reposi¢ao
hormonal com estrogeno. Neste estudo, a osteoporose nao esteve associada com

o0 aumento das complicagdes e perdas de implantes.

Dao et al. (1993) analisaram 93 mulheres e 36 homens de diversas
idades no periodo entre dois e sete anos da instalacdo de implantes. Os autores
concluiram que a incidéncia de perda de implante foi maior em mulheres acima de
50 anos. No entanto, a taxa de sucesso do tratamento com implantes nao foi

diferente para mulheres em pés-menopausa.
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Friberg (1994) acompanhou durante cinco anos o sucesso de cinco
implantes na maxila e seis implantes na mandibula em uma paciente de 64 anos
com osteoporose secundaria, reabilitada com proteses implanto-suportadas. Nao
foi encontrada perda de implantes, e o autor concluiu que a osteoporose nao

representou uma contra-indicagao para a colocagao de implantes.

Fujimoto et al. (1996) analisou ap6s um ano, 0 sucesso de cinco
implantes inseridos na mandibula de uma paciente de 72 anos que possuia
osteoporose por 11 anos. N&o foram encontradas complicacbes ou perda de

implantes.

Minsk & Polson (1998) em analise retrospectiva, avaliaram 450
implantes inseridos em 116 mulheres em pos-menopausa que realizavam (n=25)
ou ndo (n=91) terapia hormonal com estrégenos. Apos um ano de insergao, a
terapia com implantes naquelas mulheres que realizavam tratamento de reposi¢ao

hormonal ndo mostrou resultados favoraveis.

Eder & Watzek (1999) avaliaram seis implantes apés 5 anos de
insercdo na regido anterior da mandibula de uma paciente de 80 anos com
osteoporose severa e poli-artrite. Todos os implantes permaneceram
osseointegrados, embora tenha sido observada perda 6ssea média de 2,87 mm
ao redor dos implantes ndo associada a colonizagcado bacteriana.

Becker et al. (2000) estudaram 98 pacientes e 364 implantes inseridos
na mandibula e maxila, e compararam a densidade mineral dos ossos radio e ulna
(proximal e distal) entre o grupo que apresentava perda de implantes e o grupo
controle sem perda de implantes apds trés anos e 1 més ou trés anos e 9 meses,
respectivamente. Utilizaram o exame de absormetria de dupla energia de raios-X
para as medicdes de densidade éssea. Nao foi encontrada diferenca da densidade

Ossea do radio e da ulna entre os dois grupos.
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Friberg et al. (2001) avaliaram apdés 6-11 anos o sucesso do tratamento
com implantes em 14 pacientes com osteoporose, duas pacientes com
osteopenia, totalizando 70 implantes de maxila e mandibula. Os indices de
sucesso foram de 97% para maxila e mandibula, apesar da presenga se ambas as

doengas.

August et al. (2001) analisaram o sucesso do tratamento com implantes
apos 1-5 anos em 275 pacientes que receberam 761 implantes na maxila, sendo
que 252 pacientes receberam 652 implantes. As pacientes estavam em pos-
menopausa e realizavam ou nao terapia de reposicado hormonal. Concluiu-se que
mulheres em pds-menopausa que nao realizavam tratamento de reposicao

hormonal apresentavam maior taxa de sucesso dos implantes maxilares.

Ozawa et al. (2002) avaliaram a influéncia da deficiéncia de horménio
gonadal feminino no estabelecimento da osseointegragdo de implantes. Os
autores inseriram mini-implantes cilindricos a 7 e 11mm da margem distal do
fémur de ratas que passaram por simulagao de cirurgia (SHAM) ou ovarectomia
(OVX). Apos duas e quatro semanas da cirurgia, os fémures dos animais foram
extraidos e os implantes foram submetidos ao teste de tragéo. Verificou-se que os
valores do teste de tragdo estavam diminuidos no grupo OVX apdés duas semanas
de cicatrizagdo, quando comparado ao grupo SHAM. Apds quatro semanas de
cicatrizacdo, ndo houve diferengca nos valores do teste de tracdo entre os dois
grupos. Ainda, os valores do teste de tragdo mostraram aumento apds quatro
semanas de insergcao dos implantes quando comparados a duas semanas de
cicatrizagdo. Em um experimento complementar, foram inseridos implantes com
formato de “T” a 7mm da margem distal do fémur de ratas SHAM ou OVX. Apés
duas e quatro semanas, o implante e o tecido 6sseo formado em seu interior
foram submetidos a analise histolégica e histomorfométrica. Verificou-se que
houve a formacgado de tecido 6sseo imaturo apds duas semanas e formagao de
0sso trabecular apoés quatro semanas. A analise histomorfométrica demonstrou

que a area oOssea foi 35% menor nas ratas OVX apds duas semans de
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implantagédo; mas ao final de quatro semanas, a area déssea foi similar entre os
dois grupos. Ainda, os autores compararam a expressdo génica do tecido 6sseo
do fémur de ratas SHAM e OVX, que ndo haviam recebido tratamento algum (sem
defeito 6sseo), que receberam osteotomia apenas, ou que receberam a insergao
de implantes de formato “T”. Os seguintes genes foram avaliados por RTPCR:
colageno tipos | e lll, sialoproteina 6ssea Il (BSP2), osteonectina, osteopontina,
osteocalcina, integrinas B1 e B3. Apds duas semanas, houve aumento na
expressao de todos os genes avaliados quando da osteotomia, sem a insergédo de
implantes, comparado a expressdo em o0sso ndo tratado. Nao houve diferenca
entre os grupos SHAM e OVX quando do reparo da osteotomia sem implante. No
entanto, para a condicao SHAM, a expressao destes genes no grupo que recebeu
implantes aumentou 3 a 7 vezes mais que a expressao obtida do grupo nao
tratado (sem defeito dsseo), e 2 a 4 vezes mais que a expresséo obtida do grupo
que recebeu apenas a osteotomia. No entanto, a expressao destes genes, exceto
osteocalcina e integrinas, nao foi alterada apds quatro semanas, independente da
condigdo SHAM ou OVX. Portanto, a ovarectomia nao influenciou a expressao dos
genes avaliados em tecido 6sseo que nao recebeu tratamento ou que recebeu
apenas osteotomia. Quando foram inseridos implantes, houve um aumento da
expressédo dos genes de matriz extracelular para o grupo SHAM, mas apenas a
expressdo da osteocalcina e integrinas foi aumentada para o grupo OVX.
Concluiram que a insergao de implante aumentou a expressao génica mais do que
a osteotomia apenas, e que a deficiéncia de hormdbnio promoveu atraso na
osseointegracdo; mas, relataram que ndo houve diferenga entre os grupos que
receram SHAM e ovarectomia ao final de quatro semanas. A deficiéncia de
horménio teve um efeito bifasico, onde interferiu com o processo inicial da
osseointegracdo (duas semanas), mas, uma vez estabelecida a osseointegragao
(fase avangada) ndo houve influéncia da OVX.

Van Steenberghe et al. (2002) estudaram os fatores locais e sistémicos

associados a perda de implantes em 339 pacientes e 1263 implantes inseridos na
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mandibula e maxilla. Embora os resultados tenham demonstrado uma taxa de
97,8% de sucesso no tratamento com implantes, a osteoporose foi relacionada as

perdas precoce dos implantes.

Degidi & Piattelli (2003) acompanharam o sucesso de 4 implantes
inseridos sob carga imediata na mandibula de uma paciente com osteoporose que
realizava tratamento com bifosfonatos. Todos os implantes mostraram-se estaveis

apds um ano.

Moy et al. (2005) realizaram um estudo retrospectivo com 1140
pacientes e 4680 implantes apés um e vinte anos da insercdo dos implantes. Os
autores avaliaram os fatores locais e sistémicos que poderiam estar associados a
perda de implantes. Concluiram que as mulheres em pds-menopausa que faziam
reposicdo hormonal tinham probabilidade 2,55 vezes maior de perda do implante.
Em mulheres em pds-menopausa sem reposi¢cao hormonal esta incidéncia nao foi

significativa.

Hwang & Wang (2007) descreveram que os maiores efeitos da
osteoporose nos 0ssos sao a reduzida forca mecanica, as alteragdes na
arquitetura trabecular, a diminuicdo do conteudo mineral ésseo, 0 aumento da
razao entre carbonato e fosfato e a reduzida formacgao de ostedide. Os autores
relataram que o indice de sucesso de implantes na mandibula para pacientes com
osteoporose foi de 92%, e que a falha estava relacionada a colocagdo dos
abutments. A reposicao com estréogeno nao influenciou as taxas de perda de
implantes em pacientes com osteoporose. Concluiram que a osteoporose

representa uma contra-indicagao relativa a colocagéo de implantes.

Na revisdo de literatura realizada por Erdogan et al. (2007), foram
avaliados 399 pacientes e 1263 implantes, e encontraram 97,8% de sucesso do
tratamento com implante. Concluiram que a osteoporose nao representava uma

contra-indicagdo para a colocagdo de implantes, ja que, embora tenham
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encontrado baixa qualidade 6ssea, a taxa de sucesso dos implantes permaneceu
alta.

Shibli et al. (2008) realizaram uma comparagédo histologica entre
implantes retirados de 21 pacientes que possuiam (sete implantes de sete
pacientes) ou ndo osteoporose (15 implantes de 14 pacientes). Os resultados
revelaram que a porcentagem de contato entre osso e implante foi relativamente a
mesma entre pacientes que apresentavam ou nio osteoporose. A avaliagao foi
realizada depois de a osseointegracdo ter sido estabelecida (quatro anos).
Concluiu-se que uma vez que o contato entre osso e implante esteja estabelecido,

nao ocorrem reabsorcdes 6sseas.

A deficiéncia severa de vitamina D foi associada ao desenvolvimento de
raquitismo e osteomalacia; enquanto a deficiéncia menos severa de vitamina D foi
associada a osteoporose, aumento de risco a fratura e densidade 6ssea mineral
reduzida. Além disso, deve-se considerar que a vitamina D pode regular a
expressdo de muitos genes que participam de agdes fisioldgicas diversificadas.
Sendo assim, a influéncia da vitamina D no processo de osseointegragdo pode
estar relacionada nao apenas a sua participacdo direta no metabolismo, mas
também na expressado genes que participam de outras fungdes fisioldgicas e que,
tendo sua expressao alterada, pode prejudicar o sucesso da osseointegracdo. No
entanto, a literatura reportou poucas evidéncias sobre a influéncia dos baixos
niveis de vitamina D no processo de osseointegragédo (Lekholm, 2003; Kelly et al.,
2009).

Lekholm (2003) reportou um caso clinico de paciente portador de
raquitismo hipofosfatémico dominante ligado ao cromossomo X, onde oito entre
dez implantes falharam. Esta doenca é considerada a causa mais comum de
raquitismo hereditario causada por uma mutagdo no gene PHEX (gene regulador
do fésforo (P) com homologia (H) para as endopeptidases (E) localizado no

cromossomo X), e leva a insuficiente mineralizagdo ou ao retardo da
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mineralizagdo da matriz ostedide formada durante o desenvolvimento &sseo
durante o processo de ossificagao endocondral. Estas caracteristicas alteradas da
matriz ostedide presentes nesta forma de raquitismo hereditario também estéo
presentes em pacientes que apresentam deficiéncia de vitamina D (Saggese &
Baroncelli, 2000).

Kelly et al. (2009) avaliaram a osseointegragéo de implantes apds duas
semanas de inser¢do de implantes cilindricos, com superficie tratada com duplo
ataque acido ou com cobertura de nanoparticulas de hidroxiapatita, em fémures
de ratos suficientes e deficientes de vitamina D. Foi realizada a analise da
biomecanica e da area de contato entre osso e implante através de teste de tracao
e histomorfometria, respectivamente. A superficie recoberta por nanoparticulas de
hidroxiapatita demonstrou superior resisténcia a tracdo apenas para o grupo
suficiente de vitamina D. No entanto, os resultados demonstraram que os valores
do teste de tragdo assim como a area de contato estavam reduzidos no grupo

deficiente de vitamina D, independente da superficie de implante utilizada.
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3. PROPOSICAO

Este estudo propds-se a investigar a influéncia da deficiéncia de
vitamina D nos padrbées de expressdo génica durante a osseointegragdo. A

proposi¢ao geral deste estudo abordou os seguintes objetivos especificos:

(a) investigar a influéncia da deficiéncia de vitamina D nos padrbes de
expressdo génica durante a osseointegracdo in vivo; onde se investigou a
seguinte hipétese: a deficiéncia de vitamina D afeta a expressao génica durante a

osseointegracéo;

(b) avaliar o efeito da vitamina D e do titanio na expressao de genes
relacionados ao metabolismo &sseo in vitro; onde a seguinte hipotese foi
formulada: a vitamina D e o titdnio podem modular a expressdao de genes

relacionados a matriz extracelular 6sseo e cartilaginosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

Para o primeiro experimento, utilizou-se a tecnologia de microarray para
rastrear as expressdes de aproximadamente 41.000 transcritos (variaveis
dependentes) contidos na plataforma do microarray, em busca de genes que
apresentassem expressao alterada quando da inser¢cao de implantes (12 variavel
independente) e sob deficiéncia de vitamina D (22 variavel independente).
Dezesseis ratos foram randomicamente divididos em quatro grupos: OSTV+
(suficientes de vitamina D que receberam apenas osteotomia sem inser¢cao de
implante), OSTV- (deficientes de vitamina D que receberam apenas osteotomia
sem insergdo de implante), NTV+ (suficientes de vitamina D que receberam
insercdo de implante) e NTV- (deficientes de vitamina D que receberam insergcéo
de implante). A decis&o por realizar quatro réplicas biolégicas por grupo para o
experimento de microarray foi baseada no estudo de Wei et al. (2004). O uso de
quatro réplicas bioldgicas reduzia a taxa de erro (0,01% de chances de obter um
resultado falso positivo) e gerava poder estatistico (90%) suficiente para detectar
as diferencas de expressao génica que possuissem significado biolégico (no
minimo 25% dos genes alterados em 1,5 X) (Wei et al., 2004). Para o segundo
experimento, células multipotentes de medula éssea foram cultivadas sobre placas
plasticas ou discos do titanio, com ou sem suplementacdo do meio com vitamina
D, para se verificar o efeito da vitamina D (12 variavel independente) e do titanio
(22 variavel independente) na modulagéo das expressdes de genes relacionados
ao metabolismo 6sseo in vitro (variaveis dependentes). As expressdes génicas
apés 1, 3, 7 e 14 dias de cultura foram medidas por reacdo de polimerase em
cadeia em tempo real (RTPCR) e comparadas pelo teste de ANOVA bifatorial.

29



4.2. Modelo animal de deficiéncia de vitamina D

Dezesseis ratos machos, da espécie Sprague-Dawley, com nove
semanas de idade (Harlan Teklad, Madison, WI, US) foram em mantidos em
gaiolas individuais, com racao e agua ad libitum e iluminagao controlada por ciclos
com 12 horas claro e 12 horas escuro (periodo de luz das 6:00 as 18:00 horas),
com luz fluorescente sem UVB, e com temperatura e umidade controladas. Apos
um periodo de adaptacdo de 7 dias, os animais foram randomicamente divididos
em dois grupos que foram alimentados com dieta padrao (#7013, Harlan Teklad
Products) ou dieta deficiente de vitamina D (0,47% Ca, 0,3% P) (#TD.89123,
Harlan Teklad Products) durante 30 dias precedentes e 15 dias posteriores aos
procedimentos cirurgicos. Assim, os animais estavam com 14 semanas de idade
quando receberam os procedimentos cirurgicos. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Pesquisa em Animais da Universidade da Califérnia em Los Angeles,
Los Angeles, CA, EUA (Anexo 1).

4.3. Procedimentos para osteotomia e inser¢cao dos implantes

Implantes com formato de “T”, com dimensbées medindo 4,0 x 3,0 x 1,0
mm, foram fabricados com liga de titanio Ti4V6Al e possuiam uma camara interna
oca com dimensdes correspondentes a 3,0 X 2,5 X 0,8 mm (Figura 1A). A
superficie de implante foi tratada através de duplo ataque acido e receberam
discreta deposicédo de nanoparticulas de hidroxiapatita (Nishimura et al., 2007). Os
implantes foram esterelizados por gas e embalados individualmente pelo
fabricante (Nanotite, Biomet3i, Palm Beach Gardens, Florida, EUA).

Para a inser¢cdo dos implantes, os ratos foram anestesiados por
inalacdo com isofluoreno a 2-2,5%. Os pélos do local da incisdo cutanea foram
aparados, a pele foi descontaminada com solugdo de iodo-povidona a 10% e
etanol 70%, e o lado distal do fémur foi cuidadosamente exposto respeitando os

principios cirurgicos de assepsia e esterelidade. O sitio implantar foi preparado
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através da perfuragdo com broca cilindrica de 1 mm de diamentro (#157, Brasseler
USA Dental Instrumentation, Savannah, Georgia, EUA), e se localizou a 7 mm de
distdncia da margem distal da superficie plana do fémur quando exposto em
norma frontal (Ogawa & Nishimura, 2003, 2006; Kojima et al., 2008) (Figura 1B).
Para reduzir o calor local e previnir a deposicado de debris 6sseos nos tecidos
moles, a osteotomia foi conduzida sob irrigagdo constante com solugao salina a
0,9% estéril. O implante foi colocado dentro do sitio preparado até que sua
superficie superior estivesse visualmente justaposta a superficie exterior do fémur,
e a estabilidade foi confirmada pela existéncia de embricamento mecanico
passivo. Os musculos e pele foram suturados separadamente, com fios de sutura
absorviveis (Ethicon Vicryl 4-0, Novartis Animal Health U.S. Inc., Basel, Suécia) ou
fios de nylon (Ethilon Vicryl 3-0, Novartis Animal Health U.S. Inc.),
respectivamente. Os animais foram tratados com 0,012 mg de hidrocloreto de
buprenorfina (Buprenex injetavel, Reckitt Benckiser Healthcare Ltd, Hull,
Inglaterra), e a agua foi suplementada com 400 mg de Sulfametoxalol e 80 mg
Trimetoprim (HI-TECH Pharmacal Co. Inc., Amityville, Nova lorque, EUA) / 500 ml
de agua por sete dias apos a cirurgia. Criou-se uma osteotomia do mesmo
tamanho e profundidade das dimensdes do implante no local correspondente do
fémur do rato, mas sem a inserg&o posterior do implante, para os grupos OSTV+ e
OSTV-. Duas semanas apés a cirurgia, os ratos foram sacrificados por inalagao
letal de CO, associada ao deslocamento cervical, e o tecido formado no interior do

implante foi coletado.

4.4. Confirmagao do posicionamento e cicatrizagdo dos Implantes

(micro-tomografia computadorizada e analise histolégica)

Quatro amostras adicionais foram geradas para o grupo NTV+,
conforme os procedimentos descritos anteriormente, a fim de confirmar o
posicionamento dos implantes com relagéo a cartilagem da zona de crescimento e
verificar a fase inicial da osseointegracdo dos implantes em duas semanas de

cicatrizacdo. Os fémures contendo os implantes foram coletados duas semanas
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de cicatrizacéo e fixados com solugao de formalina 10% durante 15 dias a 4°C. O
Sistema de Imagens de Micro-Tomografia Computadorizada (uCT 40, Scanco
Medical, Basserdorf, Suécia) foi utilizado para a obtengdo de imagens de trés
dimensdes dos conjuntos fémur-implante (70kV, 114 mA, e 20 um de resolugao)
(Figura 1C). Posteriormente a aquisicdo das imagens tomograficas, as amostras
foram processadas sem descalcificagdo e imersas em resina epoxi curada por luz
(Technovit 7200 VLC, Hereaus Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Seccbes
longitudinais (5um de espessura), paralelas a abertura da camera interna do
implante foram obtidas utilizando um micrétomo motorizado (Exakt Apparatebau,
Norderstedt, Alemanha), coloridas com tricromo de Goldner e observadas em
microscopia de luz sob lente de 4X de aumento. A figura 1D mostra secgéo

histolégica do interior do implante.

4.5. Medigoes sorolégicas

Aproximadamente 5-6 ml de sangue foram extraidos diretamente do
coracado dos animais imediatamente apos seu sacrificio. Amostras de soro foram
preparadas e submetidas a um mesmo laboratério (Anilytics Inc., Gaithersburg,
Maryland, EUA) para a obtengcédo das medi¢cdes de 25-hidroxicolecalciferol
(25(OH)D), hormdnio paratireoideano, fosfatase alcalina, célcio, fésforo, magnésio,
fator de crescimento da insulina-1, colesterol, glicose e ftriglicerideos. As
comparagdes dos valores obtidos entre os grupos foram conduzidas através do

teste de ANOVA para dois fatores, considerando p<0,05.
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7 mm

Figura 1: Implante experimental. [A] Implante em formato de “T” com superficie
superior com formato de “guarda-chuva” e camara interna oca. [B] Desenho
esquematico do sitio implantar em norma frontal, localizado a 7 mm de distancia
da margem distal do fémur do rato. [C] Imagem obtida através de micro-tomografia
computadorizada, confirmando disténcia suficiente da cartilagem de crescimento.
A cartilagem de crescimento mostra-se como uma linha mais radiolucida que o
tecido 6sseo. [D] Secgéao histoldgica transversal do interior do implante a 4X de
aumento, corada com tricromo de Goldner. A superficie de titanio pode ser
observada em preto (a esquerda) enquanto tecido ostedide corou-se em tons
vermelhos e o tecido 6sseo em tons de verde. A imagem histolégica confirmou o
inicio da formacdo o6ssea no interior do implante apés duas semanas de

cicatrizacao.
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4.6. Preparo das amostras de RNA

Cada fémur foi removido sob condi¢cdes assépticas e o tecido formado
no sitio de osteotomia ou contido no interior da camara do implante foram
coletados por meios assépticos utilizando instrumentos previamente tratados com
RNAse-Away (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, EUA). Os tecidos foram
imediatamente imersos em solugdo de RNALater (Ambion Inc., Austin, Texas,
EUA) para preservagdo do RNA. O RNA total foi isolado separadamente em cada
amostra com o kit commercial miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, Califérnia,
EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante (total de dezesseis amostras). A
concentracdo de RNA de cada amostra foi medida através de absorbancia
espectrofotométrica de luz a um comprimento de 260 nm (NanoDropTM 1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, EUA). A integridade
do RNA foi checada pelo Bioanalyzer 2000 (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, California, EUA). Apenas amostras que tivessem bandas precisas do RNA
ribossomal 18s e 28s assim como altos valores de integridade foram utilizados

para os experimentos subsequentes.

4.7. Marcacgao, hibridizagao e validagao interna do microarray

O microarray com canais de duas cores (Agilent Rat Whole Genome,
Agilent Technologies, Inc.) foi utilizado para rastrear os padrdes de expresséo de
aproximadamente 41.000 transcritos contidos na plataforma dos microarrays. Foi
preparado um pool de referéncia, em que foram agrupados 250 ng de RNA das
amostras pertencentes ao grupo OSTV+ (no total de 1 ug) e este “pool” foi
marcado com o corante fluorescente vermelho (Cy5). Todos as outras amostras
foram marcadas individualmente pelo corante fluorescente verde (Cy3) (no total de
1 ug de RNA) e posteriormente hibridizadas individualmente com o pool de
referéncia. As reagdes foram preparadas segundo as instrugdes do fabricante. A
fim de realizar a validagao interna do microarray e confirmar a confiabilidade da

hibridizacdo com diferentes corantes, uma das amostras foi aleatoriamente
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selecionada para ser hibridizada com a inversdo dos corantes (teste de Dye
Swap). Os resultados da hibridizagdo com a inversdo dos corantes foram
comparados com a primeira hibridizacdo da amostra através do teste de
correlacao de Pearson. Ainda, para confirmar a precisao da hibridizagao, o pool de
referéncia foi marcado separadamente com os corantes Cy3 e Cy5 e hibridizado

consigo mesmo.

4.8. Preparagao dos dados

Os resultados de expressao foram obtidos através da interpretacao dos
sinais do microarray com a utilizagcdo do software Agilent Feature Extraction

(versao 7.5.1). Foi usado o software GeneSifter (www.genesifter.net) para o pré-

processamento e analise das informagdes obtidas nos microarrays. Os resultados
foram expressos como a razdo Cy3/Cy5 ao invés das intensidades Cy3 e Cy5
isoladas por duas razdes: (a) pela escolha do uso de microarray de dois canais e
(b) pelas amostras terem sido hibridizadas com um pool de referéncia. Embora os
resultados do microarray da plataforma Agilent ndo sejam afetados pelos efeitos
do tipo de canal e tipo de normalizagdo (Stafford & Brun, 2007), decidiu-se pela
aplicacdo da normalizagédo pelo método de LOWESS (Zahurak et al., 2007) para
aumentar a confiabilidade entre as amostras, melhorando a precisdao e
sensibilidade da avaliagdo. Os métodos de normalizacdo sao usados para calcular
uma curva de normalizacdo que mede o potencial de erro entre as razdes
logaritmicas de todas as intensidades obtidas. Uma das curvas mais conhecidas é
chamada LOWESS — uma curva de regresséo linear com pesos diante de dados
de quaisquer intensidades. Esta curva determina o potencial de erro dos corantes
que pode estar presente na razdo logaritmica durante a obtencdo dos valores de
intensidade da expressao génica. Como este método assume que os erros dos
corantes sdo dependentes da intensidade dos mesmos, os valores sao corrigidos
através da multiplicacdo das intensidades dos canais verde e vermelho; este

ajuste removera os possiveis erros da razao logaritmica.
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Ap0s a preparacao, os dados obtidos foram analisados estatisticamente
e transformados em escala logaritmica, de forma que se comparou a proporgao
das alteracbes. Considerou-se um limiar de decisao de 1,5 para considerar a

expressao de um transcrito como alterada entre os grupos.
4.9. Andlise estatistica

Como o delineamento deste estudo abordou duas variaveis
independentes (inser¢do de implante e condicdo de vitamina D), utilizou-se a
analise de variancias (ANOVA) para dois fatores na comparagédo dos dados entre
0s quatro grupos, que permitiu a avaliagdo do efeito das variaveis independentes
separadamente ou a interacdo entre as mesmas nas variaveis dependentes
(aproximadamente 41.000 expressdes génicas). O primeiro efeito analisado pelo
teste ANOVA bifatorial foi relacionado a insergédo do implante (H), com dois niveis:
osteotomia sem implante (OSTV+, OSTV-) ou osteotomia com implante (NTV+,
NTV-). O segundo fator foi relacionado a condi¢cado de vitamina D (VD), com dois
niveis: suficiéncia (OSTV+, NTV+) ou deficiéncia de vitamina D (OSTV-, NTV-). A
ANOVA bifatorial também permitiu analisar um terceiro fator, relacionado a
interacdo do primeiro com o segundo fator (I) (inser¢ao de implante e deficiéncia
de vitamina D). Os valores de p foram ajustados para Taxa de Falsas Descobertas
(FDR) através da correcdo de Benjamini e Hochberg (Hochberg & Benjamini,
1990) para p<0,05. Para a comparagao da expressao génica entre os grupos nos
experimentos de microarray sao realizados multiplos testes estatisticos (um teste
para cada gene; totalizando no presente estudo, comparagéo de mais de 41.000
genes abordados pela plataforma do Agilent Rat Whole Genome. Por ser uma
analise rigorosa, a aplicagdo da correcdo de Benjamini e Hochberg reduz a
possibilidade de falsas descobertas, aumentando a confiabilidade dos resultados
estatisticos quando se realiza multiplas comparagdes e aumentando apontando
para novas descobertas (genes com intensa alteragdo de sua expressao quando
influenciados pelos efeitos avaliados).
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4.10. Analise funcional dos genes com expressao alterada

Para se estabelecer as provaveis relagdes, interacdes e fungdes entre
0s genes, os transcritos cuja expressdo mostrou-se alterada mais de 1,5 vezes
(1,5X) nas condi¢cdes estudadas, foram agrupados em clusters. Um cluster
representa um conjunto de genes que possuem um padréo de expressao similar, e
que podem ser co-regulados (Eisen et al., 1998). Dois tipos de analises
independentes foram realizadas: clusterizagao hierarquica e de PAM (partitioning
around medoids — particionamento sobre meddides). A clusterizagdo hierarquica
baseou-se na Distancia Euclideana. A aplicagdo do algoritmo de Bootstrap
suportou a reamostragem de 1000 conjuntos de resultados para gerar um
consenso de clusters. A analise da clusterizacdo hierarquica e de PAM foram
realizadas com a utilizacdo do software MeV v4.3.01 (MultiExperiment Viewer,
TM4 Microarray Software Suite) (http://www.tm4.org/mev.html).

Os transcritos expressos sidtintamentes também foram comparados ao
banco de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kioto (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg) e da  Ontologia Génica (GO) (www.

geneontology.org) para atribuir fungbes e verificar a participagdo dos genes em

vias biologicas e reacdes, e descrever o envolvimento do produto destes genes
em fung¢des moleculares, processos bioldgicos e celulares. As vias metabdlicas
que apresentaram um z-score maior ou igual a 2,0 foram selecionadas como

significantes para analise.
4.11. Validagao externa do microarray por RTPCR

A reagcdo de polimerase em cadeia em tempo real (RTPCR) foi
realizada para se obter a expressédo de genes selecionados e validar a analise do
microarray. Primeiramente, 1 uyg de cada amostra de RNA (total de 16 amostras +
1 pool de referéncia) foi convertido a cDNA utilizando o kit Advantage® RT-for-
PCR (Clontech, Takara Bio Company, Mountain View, Califérnia, EUA). Entéo,
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utilizou-se o ensaio de Expressédo Génica da TagMan (Applied Biosystems, Foster
City, Califérnia, EUA) e o Sistema de Deteccdo de Sequéncias ABI Prism 7000
(Applied Biosystems). O RTPCR foi realizado em duplicatas. A tabela 1 mostra os
transcritos e primers / sondas utilizadas para o RTPCR. O gene codificador de
gliceraldeido 3-desidrogenase (GAPDH) foi selecionado como controle positivo
(ref. NM_017008.3, cat#4352338E, Applied Biosystems). O primer / probe para o
gene codificador do colageno tipo X, alfa 1 foi customizado (ref. XM_001053056.1,
CTGTCAAGCTCATCCTAATC). O teste de ANOVA bifatorial foi usado para as

comparagdes entre os grupos,considerando p<0,05.

Tabela 1: Primers / sondas utilizadas para o RTPCR (experimento in vivo),

adquiridos da ABI (Applied Biosystems).

Identificagao do  Simbolo
Nome do gene
primer / sonda do gene

Rn00670286_m1 Col1a2 Colageno tipo |, alfa 2
Rn01637087_mA1 Col2a1 Colageno tipo Il, alfa 1
Rn01438224 m1 NPAS2 Dominio 2 neuronal Per-Arnt-Sim
Rn01455285 g1 Bglap Osteocalcina
Rn01470624 m1 Sparc Osteonectina
Rn00681031_m1 SPP1 Osteopontina
Rn01427704_m1 Per2 Homologo do Periodo 2 (Drosophila)

4.12. Experimento in vitro: cultura de células sobre discos de titdnio com e

sem suplementagcao do meio com vitamina D

A fim de avaliar a influéncia do titanio e da vitamina D na expressao
de alguns genes relacionados a matriz extracelular éssea e cartilaginosa, células
estromais derivadas da medula 6ssea (D1 ORL UVA [D1], numero ATCC®: CRL-

$12424™) em passagens iniciais (P18) foram semeadas a uma densidade de
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16.000 células/pogo em placas plasticas de cultura de 48-pocos (Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) ou sobre discos de titdnio estéreis de
10mm de didmetro (Nanotite, Biomet3l) utilizando meio minimo de Eagle
modifidado por Dulbecco (1X DMEM, Cellgro, Mediatech Inc., Manassas, Virginia,
EUA) suplementado com soro fetal bovino a 10% (FBS) (Benchmark, Gemini Bio-
Products, West Sacramento, Califérnia, EUA), e solugdo de penicilina-
estreptomicina a 1% (PS) (MD Biomedicals, Thermo Fisher Scientific) sob
incubag&o Umida a 5% de CO.a 37°C.

Um dia apdés a semeadura, o meio minimo foi trocado por uma das
seguintes condigbes experimentais: meio-base (B) (DMEM, FBS 10%, PS 1%,
beta-glicerol-fosfato 10 mM e 4&acido ascorbico 50uM); (VD) meio-base
suplementado por vitamina D (1,25a00HD 10nM), (RA) meio-base suplementado
com acido retindico (5uM). A suplementagcdo do meio com acido retindico foi
utilizada como controle positivo, para examinar se as células mesenquimais
utilizadas no experimento eram capazes de expressar colageno tipo X quando
estimuladas por RA, conforme relatado em condrocitos por Cohen et al. (2006). A
vitamina D (1-a, 25-dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH).;D)) foi adquirida da
Calbiochem (EMD Biosciences Inc., San Diego, Califérnia, EUA) e o acido
retindico, da Acros Organics (Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, Philadelphia,
EUA).

Apods 1, 3, 7 e 14 dias de cultura nas condigdes acima mencionadas, o
RNA foi isolado das células utilizando o kit RNeasy (Qiagen), a mesma hora do
dia. A concentracdo e qualidade do RNA, assim como o RTPCR foram realizados
conforme descritos nos itens anteriores. A tabela 2 mostra os primers / sondas
correspondentes aos transcritos selecionados para o RTPCR. O primer / sonda do
GAPDH foi utilizado como controle positvo do RTPCR (Mm0302249 g1,
ref.NM_008084.2). Os primers / sondas para a osteocalcina (ref. NM_001032298,
CACTATTTAGGACCTGTGCT) e osteopontina (ref. NM_009263.2,

39



GGAACATCAGAGCCACAAGT) foram customizados pela ABI (Applied
Biosystems). Os resultados foram analisados pelo método de quantificagdo
comparativa Ct e ANOVA bifatorial, considerando p<0,05.

Tabela 2: Primers / sondas utilizadas para o RTPCR (experimento in vitro),

adquiridos da ABI (Applied Biosystems).

Identificagao do  Simbolo Nome do gene

primer / sonda do gene

MmO00448840 m1 Sox9 Gene contendo SRY-box 9
MmO00483937_m1 Col1a2 Colageno tipo | alfa 2
MmO01309565_m1 Col2a1 Colageno tipo Il alfa 1
MmO00487041_m1  Col10a1 Colageno tipo X alfa 1
Mm00486332 m1 SPARC/ Osteonectina

MmO00501584_m1 Runx2 Fator de transcrigéo relacionado ao Runt 2
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5. RESULTADOS

O presente estudo comparou duas condigdes sistémicas: suficiéncia e
deficiéncia de vitamina D. Para analisar a adequacao do modelo animal utilizado
(descrito por Kelly et al., 2009), foram avaliados os niveis soroldgicos de vitamina
D (VD), horménio paratireoideano (PTH), calcio (Ca), fosforo (P), magnésio (Mg),
fosfatase alcalina (ALP), fator de crescimento da insulina-1 (IGF-1), colesterol
(Chol), glicose (Glu) e triglicerideos (Trig) (Figura 2). Os niveis sorologicos de VD,
P, Chol e IGF1 diminuiram quando da deficiéncia de vitamina D. Os niveis de ALP
foram reduzidos pelo efeito da interagado entre os fatores: insergdo do implante e
deficiéncia de vitamina D. Os niveis de Mg foram aumentados pela inser¢cao do

implante. As concentragdes de Ca, PTH, Glu e Trig ndo foram alteradas.

Uma vez estabelecido o modelo animal de deficiéncia vitamina D,
utilizou-se a tecnologia de microarray (Agilent Rat Whole Genome) para obter a
expressao génica de mais de 41.000 transcritos, e entre estes, identificar aqueles
que tiveram sua expressao alterada quando da insercdo do implante e deficiéncia
de vitamina D. Primeiramente, as condi¢cdes de hibridizagdo foram avaliadas para
verificar a possibilidade de variagdo nas intensidades dos corantes através de um
experimento de inversdo dos corantes (Dye-Swap). A correlagcdo de Pearson
mostrou a existéncia de uma correlagdo positiva entre os dois corantes utilizados
(coeficiente de correlagdo = 0,94) (Figura 3A e 3B). A maioria dos valores de
expressdo concentrou-se ao centro dos graficos, confirmando a precisdo e
confiabilidade na intensidade dos corantes Cy3 e Cy5. No scatter plot da figura 3C
observou-se que a maioria dos genes mostrou sua expressao inalterada (amarelo)
pela intensidade dos corantes, confirmando a precisdo e similaridade entre a
marcagao com Cy3 ou Cy5 no presente estudo.
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Figura 2: Resultados dos testes soroldgicos para os grupos que receberam
osteotomia (OST) e para os grupos que receberam implante (NT), sob condi¢des
de suficiéncia (V+) ou deficiéncia (V-) de vitamina D. A diferenga entre os grupos
foi considerada nao significante (n.s), significante para o efeito da inser¢gdo do
implante (*H); significante para o efeito da condigdo de vitamina D (*VD), ou

significante para a interagédo entre os dois efeitos (*l), segundo p<0,05.
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Figura 3: Scatter plots da validacdo interna do microarray — inversdo dos
corantes. [A] Amostra selecionada para a inversdo dos corantes marcada com Cy3
e hibridizada com o pool de referéncia marcado com Cy5; [B] Mesma amostra
agora marcada com Cy5 e hibridizada com o pool de referéncia marcado com
Cy3; [C] pool de referéncia marcado separadamente com os corantes Cy3 e Cy5 e
hibridizado consigo mesmo. Os graficos superiores representam os sinais de
fundo vermelhos (sub-sinal rBG) versus verdes (sub-sinal gBG), indicando a
precisdo da hibridizagdo. Os scatter plots inferiores representam os valores da
razao logaritmica ([A] Cye3/Cy5 e [B] Cy5/Cy3) entre as intensidades dos corantes
e o sinal processado, indicando a intensidade de expressao dos genes avaliados.
Nos graficos inferiores, os pontos em amarelo representam a intensidade daos
genes com expressao nao alterada; em cor vermelho, os genes super-regulados;
e em verde, os genes sub-regulados. [A] e [B] apresentaram coeficiente de
correlagao de Pearson igual a 0,94; e [C] demonstra que a maioria dos valores de

expressao nao foi alterada.
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A figura 4 mostra os resultados da validagdo externa do microarray por
RTPCR para os genes codificadores de colageno tipos | (col1a2), Il (col2a1) e X
(col10a1), homologo 2 do periodo (Drosophila) (Per2), de dominio 2 neuronal Per-
Arnt-Sim (NPAS2), de osteocalcina (OSC), de osteonectina (OSN) e de
osteopontina (OSP). Embora os valores de expressdo n&o sejam iguais devido as
diferentes tecnologias de microarray e RTPCR, os padrdes de expressao obtidos

por microarray e RTPCR foram similares.

Valores de expressao obtidos por Microarray

e bl anal et

Col1a2 Col2a1 Col10a1 Per2 NPAS2
Genes selecionados
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N
o
|
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Figura 4: Validagdo externa do microarray. Os graficos mostram os valores de
expressdo obtidos por [A] microarray e [B] RTPCR para alguns genes
selecionados para os quatro grupos OSTV+, OSTV-, NTV+ e NTV-.
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Mais de 41.000 transcritos contidos na plataforma do microarray tiveram
sua expresséao rastreada. Destes, 1.668 genes estavam com expresséo alterada
nas condi¢des estudadas. Do total de 1.668, a expressao de 1.661 transcritos foi
alterada pelo efeito da insergdo do implante (H); 13 transcritos tiveram a
expresséo alterada pelo efeito da condigédo de vitamina D, devido a hipovitaminose
D (VD); e a expressédo de 7 transcritos foi alterada pelo efeito da interag&o entre a
insercdo do implante e deficiéncia de vitamina D (l) (p<0,05). Sete dos 13
transcritos mostraram expressao alterada exclusivamente sob o efeito da
deficiéncia de vitamina D (VD) (Tabela 3). A figura 5 representa a expressao
génica obtida para os quatro grupos estudados, segundo o mapa de calor. Os
genes NPAS2, FRA1 e IGFBP3 tiveram expressao aumentada pela inser¢ao do
implante, enquanto os outros genes nao tibveram sua expressao alterada por este
fator. Verificou-se também que a expressdo dos genes Maestro, TSC22, Per2,
RGD1564491, e SLC30 foi aumentada; enquanto dos genes NPAS2, FRA1, SCL7,
e IGFBP3 foi diminuida pela deficiéncia de vitamina D, afetando ambos os grupos
OSTV- e NTV-. Analisando-se o fator interagcéo inser¢céo do implante e deficiéncia
de vitamina D, observou-se que a expressdo dos genes EPO e CTTNBP2
(cortactina), foi reduzida; enquanto a expressdo dos genes Pole e CYP2b15 foi
aumentada, efeito oposto quando da insergdo de implante durante suficiéncia de

vitamina D ou reparo 6sseo normal sob deficiéncia de vitamina D.
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Tabela 3: Genes com expressé&o alterada pelos efeitos: inser¢gdo do implante (H),
condigao de vitamina D (VD) e interagao entre os dois fatores (I).

Simbolo do
gene Identificador Titulo do Gene H VD 1

Efeito [H]
1661 transcritos

Efeito [VD]

Npas2 C0386194 Dominio 2 neuronal Per-Arnt-Sim * ok
Per2 NM_031678 Homologo do Periodo 2 (Drosofila) *
Tsc22d3 NM_E);%;&_%%,ST;9OS4 Ziper de leucina induzido por glucorticéide «
Igfbp3 NM_012588 Proteina 3 de ligagdo do fator de crescimento da insulina * ok
RGD1564491 XM_221305 RGD1564491 (Similar ao Fator de Von Willebrand 5B) *
Slc7a8 NM_053442 Carregador de soluto familia 7 (transportador amino-catinico, sistema y+), membro 8 * ok
Sic30a2 BC061997 Carregador de soluto familia 30 (transportador de zinco), membro 2 * ok
Fosl1 NM_012953 Fos-like antigeno 1 *
Maestro XM_001053368 Similar ao maestro (predicted) (RGD1559803_predicted) *

- AAB99948, BF393107  Locus de Transcrigdo * ok
Efeito [I]

Cyp2b15 NM_017156 Citocromo P450, familia 2, subfamilia b, polipeptideo 15 * *
Pole AI555827 Polimerase, epsilon * *
EPO TC543872 Eritropoietina AF202309S2 * *
- DV729125 Locus de transcrigdo, similar ao XP_904500.1, proteina hipotética LOC69784 * *
- XM_227556 CTTNBP2 N-terminal like (Cttnbp2nl_predicted), cortactina * *
- XM_574576 Similar ao cDNA RIKEN 1700063117, (RGD1560948_predicted) * *
- TC529016 Unknown - desconhecido ¥ x %

* Diferenca estatistica para p<0,05.
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Figura 5: Mapa de calor representando a expressdo dos genes alterada pelos
efeitos: condigdo de vitamina D (VD) e interacdo entre os dois fatores (I). As
colunas do mapa de calor representam a expressao génica nos quatro grupos
avaliados (OSTV+, OSTV-, NTV+, NTV-, a partir da esquerda), sendo a super-
expressao representada em vermelho; sub-expressao em verde; e a expressao
nao alterada esta indicada em preto. A escala de cores indica propor¢cao de

expresséao de -3,0 (verde intenso) a 3,0 (vermelho intenso).

A clusterizagdo de PAM (Figura 6) agrupou os transcritos com
expressao alterada mais de 1,5 vezes em dois padroes diferentes: genes que
foram sub-expressos (588 genes) (Figura 6A) ou super-expressos (1.080 genes)
(Figura 6B) comparados ao grupo OSTV+. O padréao de expressao que foi alterado

em NTV+ foi significativamente atenuado no grupo NTV-.
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Figura 6: Resultados da clusterizacao de PAM representando os padrdes de

expressado entre os grupos: OSTV+, OSTV-, NTV+, NTV- (largura de silhueta
média = 0,65). [A] Genes induzidos pela inser¢cdo do implante; [B] genes
suprimidos pela insergao do implante.

Posteriormente, os transcritos que tiveram sua expressido alterada
acima de 1,5 vezes apdés a andlise de ANOVA, foram agrupados em clusters
hierarquicos (Figura 7A) aonde a maioria dos genes mostrou express&o induzida
pela insergdo do implante (amarelo), e atenuada quando da deficiéncia de
vitamina D. Notou-se que o0s genes da osteonectina e colageno tipo VIII, alfa 2,
estavam co-localizados no cluster da IGFBP3 e cortactina (Figura 7B); os clusters
dos genes Cyp2b15 (Figura 7C) e fos-like antigeno 1 (FRA1) (Figura 7E) néo
incluiram genes de matriz extracelular; e o cluster contendo o gene codificador de
EPO (Figura 7D) possuia os colagenos tipos | e Xl (col1a2 e col11a1). No entanto,
houve dificuldade em se inferir a existéncia de co-regulagéo ou interagao biolégica

funcional para a maioria dos clusters, pelo fato de serem muito extensos e,
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portanto, pouco informativos (Figura 7B a 7E). Assim, a maior parte dos clusters
obtidos englobou uma lista extensa de genes, enquanto apenas dois clusters
apresentaram-se estreitos. Os dois clusters menores incluiram os genes NPAS2 e
Per2 (Figura 8A e 8B, respectivamente). NPAS2 estava co-localizado com os
genes codificadores de colageno tipo Il (col2a1), colageno tipo X (col10a1) e
proteina de ligacao de hialurabo e proteoglicano (HPLP) (Figura 8A). O gene Per2
estava co-localizado com os genes Maestro, TSC22 (também chamado GILZ) e
RGD1564491 (similar ao Fator de Von Willebrand 5B) (Figura 8B).

A anadlise da Ontologia Génica promoveu uma lista de genes com
expressao alterada que estavam envolvidos em varias fungdes de processos
bioldgicos, celulares e moleculares. No entanto, como houve uma distribuigdo
ampla dos genes em cada categoria da Ontologia, esta analise n&o foi informativa
e os resultados ndo foram incluidos neste trabalho. No entanto, a analise da
Ontologia permitiu a separagéo dos genes segundo sua participagado na formagao
de matriz extracelular de tecido cartilaginoso ou ésseo, para que as expressoes
destes genes pudessem ser comparadas para inferéncia de uma possivel
regulacdo biolégica. Entre os genes de matriz extracelular, os relacionados a
sintese de cartilagem, como colageno tipos Il e X, tiveram a expressao reduzida
no grupo NTV- em comparagao ao grupo NTV+ (Figura 8C). Ainda, os genes
relacionados a matrix cartilaginosa foram mais afetados pela deficiéncia de
vitamina D do que os genes envolvidos em matriz 6ssea (Figura 8D), para os

grupos que receberam implantes.
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Figura 7: Resultados da clusterizagdo hierarquica. [A] Representagdo do
agrupamento do total de 1.668 genes que mostraram expressdo alterada nas
condigdes desse estudo. Representado em tons de amarelo, agrupamentos que
apresentaram super-expressao (terceira linha vermelha na arvore hierarquica); e
em tons de azul, agrupamentos que mostraram sub-expressao (terceira linha
verde na arvore hierarquica) quando da insergédo do implante. As figuras de [B - D]
mostram uma visdo aproximada dos clusters referentes a alguns genes com

expressao alterada pelo efeito (VD) ou (I), com a co-localizagdo de genes
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integrantes de matriz extracelular. [B] Cluster contendo a IGFBP3 e Cortactina; [C]
cluster contendo CYP2b15; [D] cluster contendo EPO; [E] cluster contendo FRA1.
As colunas da arvore hierarquica representam a expressdao génica nos quatro
grupos avaliados (OSTV+, OSTV-, NTV+, NTV-), sendo a super-expressao

representada em vermelho; sub-expressdo em verde; e expressao nao alterada

em preto.
A Cluster NPAS2 B. Cluster Per2
2,0 1,5
m— NPAS col10a1 mm Maestro
-z col2al 1 s Per2 Tscz2
HPLP 4 >T2%!2@ (VWF)
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Figura 8: Clusters dos genes NPAS2 [A] e Per2 [B], e mapas de calor
representando a expressao génica entre os grupos de alguns genes de matriz
extracelular (ECM) cartilaginosa [C] e 0ssea [D]. As colunas da arvore hierarquica
e do mapa de calor representam a expressao génica nos quatro grupos avaliados
(OSTV+, OSTV-, NTV+, NTV-, a partir da esquerda), sendo a super-expressao
representada em vermelho; sub-expressdo em verde; e expressao nao alterada
em preto. A escala de cores indica proporc¢ao de expressao de -3,0 (verde intenso)
a 3,0 (vermelho intenso). A distancia utilizada no dendograma do gene NPAS2 foi
de 2,0 enquanto do Per2 foi de 1,5.
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A comparagao dos resultados ao banco de dados da KEGG revelou que
os transcritos com expressao alterada pelo efeito da insercdo do implante (H)
estavam envolvidos em 12 vias metabdlicas distintas (Figura 9A). Além disso, sete
vias tiveram representagao significativa quando se consideraram os efeitos da
condicao de vitamina D (VD) (Figura 9B) ou o efeito da interag&o entre os fatores
(1) (Figura 9C). As vias afetadas pelos efeitos (H), (VD) e (I) representaram cinco
processos principais ocorridos em duas semanas de osseointegracao (Figura 9D):
formacao de matriz extracelular (comunicagao celular, interagao receptor de matriz
extracelular, adesdo focal, e metabolismo de prolina e arginina), angiogénese
(sistema renina-angiotensina), resolugdo da inflamacéo e resposta imunolégica
(metabolismo de xenobidticos e do acido aracdoénico, linhagem de células
hematopoiéticas, cascata de complementos e coagulagéo), controle da energia
corporal e metabolismo Osseo (ritmo circadiano, interagdo receptor-ligante
neuroativos, metabolismo da glutationa, sinalizagdo via wnt), e proliferacdo e

diferenciagao celular (DNA polimerase, e metabolismo da pirimidina e purina).
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A.

[H] Lista Array z-score
Comunicagao Celular 21 84 6,8
Interagdo com Receptor de Matriz Extracelular 16 58 6,4
Metabolismo de Arginina e Prolina 6 25 3,5
Adesao Focal 20 150 3,3
Metabolismo de Xenobiéticos pelo CYP450 8 42 3,2
Linhagem de Células Hematopoiéticas 11 69 3.1
Ritmo Circadiano 2 11 2,7
Interagdo ligante-receptor Neuro-ativo 30 283 2,7
Sistema Renina-Angiotensina 4 18 2,6
Metabolismo da Glutationa 5) 29 2,3
Metabolismo do Acido Aracdénico 7 51 2,0
Cascatas de Complemento e Coagulagéo 7 51 2,0
B.

[VD] Lista Array z-score
Ritmo Circadiano 2 11 18,6
Sinalizagao via Wnt 1 110 2,7
C.

[1] Lista Array z-score
DNA Polimerase 1 21 8,2
Metabolismo de Xenobioticos pelo CYP450 1 42 57
Metabolismo da Pirimidina 1 42 5,7
Metabolismo do Acido Aracdénico 1 51 5,2
Metabolismo da Purina 1 90 3,8

D.
5 PROCESSOS PRINCIPAIS :
1. Formacgao de matrix extracelular
2. Resolugao da inflamagao e resposta imune
3. Controle da energia corporal e metabolismo 6sseo
4. Angiogénese
5. Proliferagao / diferenciagao celular

Figura 9: Vias biologicas da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kioto (KEGG)
com representagcao significativa (z-score=2,0) para os efeitos: [A] insercdo de
implante (H), [B] condigdo de vitamina D (VD) e [C] interagdo dos dois efeitos
inser¢cao do implante e deficiéncia de vitamina D (l). Em [D], a representacdo dos
cinco processos principais envolvidos durante a osseointegragao, relacionados as

16 vias biologicas encontradas.
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Para investigar o efeito da vitamina D e da superficie de titanio na
modulagao da expressao génica in vitro, células precursoras mesenquimais foram
cultivadas sobre placas plasticas ou discos de titdnio durante um (d1), trés (d3),
sete (d7) e quatorze dias (d14) com ou sem suplementagao de vitamina D (VD). A
suplementagdo com acido retindico (AR) foi utilizada como controle positivo para a
expressédo do colageno tipo X. As expressdes de alguns genes relacionados a
matriz extracelular éssea (Figura 10) e a sintese de matrix cartilaginosa e controle
do metabolismo 6sseo (Figura 11) foram medidas através de RTPCR. A analise de
ANOVA bifatorial permitiu a avaliagdo dos resultados sob trés efeitos: superficie
de titanio, suplementagdo com VD, e interagdo entre superficie de titédnio e
suplementagao. A expressao do colageno tipo | foi bloqueada pelo efeito do titanio
no d1 e pela interagdo entre os fatores nos dias 7 e 14 de cultura. A reducéo na
expressao da osteocalcina no 3° e 14° dias foi consequéncia da interacéo entre os
fatores ou da vitamina D, respectivamente. A interagdo entre os fatores induziu a
expressao da osteocalcina no primeiro dia. A vitamina D e o titanio,
individualmente também aumentaram a expressao deste gene no sétimo dia. E
apenas o fator titanio foi capaz de induzir a osteocalcina apds 14 dias de cultura. A
vitamina D e o titdnio separadamente aumentaram a expressao da osteonectina
no d1. A interacdo entre os dois fatores foi responsavel por diminuir a expressao
deste gene no terceiro dia, aumentar sua expressao no sétimo dia e reduzir a
expressao no décimo quarto dia. O gene Runx2 nao foi modulado por nenhum dos
fatores até o terceiro dia, a partir do sétimo dia teve sua expressao reduzida pela

vitamina D.

As expressdes dos genes de colageno tipos Il e X foram
significativamente potencializadas pelo titdanio no primeiro dia de cultura, e
reduzidas nos dias subsequentes. Esta redugcdo no gene de colageno tipo Il foi
devido a interacdo entre os fatores nos dias d3 e d7 e a vitamina D no d14. No
entanto, a expressao do gene de colageno tipo X foi suprimida pela vitamina D nos
dias d3 e d14 e pela interagdo entre os fatores no sétimo dia. O gene SOX9
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apresentou expressdo diminuida no primeiro dia de cultura devido a interacao
entre os fatores. O titanio manteve a expressao de SOX9 diminuida no terceiro dia

e ao sétimo dia, o titanio induziu a expressao deste gene.

O acido retindico foi capaz de induzir a expressédo de colageno tipo X
nos dias d1 e d3 quando as células foram cultivada sobre plastico. No entanto,
quando cultivadas sobre discos de titanio, o efeito do titdnio foi dominante para
induzir a expressao do colageno tipo X no primeiro dia de cultura e reduzir sua

expressao nos dias subsequentes.

O gene do colageno tipo X é geralmente expresso por condrécitos da
zona hipertrofica de cartilagem, e induzido diretamente pelo acido retindico. Para
confirmar se as células mesenquimais utilizadas neste estudo eram capazes de
expressar o gene do colageno tipo X, as mesmas foram cultivadas em meio-base
supplementado por acido retindico. Os resultados demonstraram que as células
cultivadas eram capazes de expressar colageno tipo X quando induzidas pelo
acido retindico, mesmo nao tendo passado por nado terem a expressao
intensamente modulada pelo acido retindico. Surpreendentemente, embora as
células mesenquimais cultivadas nao tenham passaram por diferenciacao
condrogénica ou osteogénica em meio convencional, quando cultivadas sobre
discos de titanio, as expressbes dos genes de colageno tipos Il e X foram
induzidas significativamente. Esta expresséo foi maior do que quando as células
foram induzidas pelo acido retindico. O efeito do titdnio foi dominante sobre a
expressdo do colageno tipo X, no primeiro dia de cultura das células

mesenquimais.
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Figura 10: Expressdo génica obtida por RTPCR de genes integrantes de matriz

extracelular éssea, quando células precursoras derivadas de medula éssea foram

cultivadas sobre plastico (P) ou titanio (T) , em meio base (B), ou suplementado

com vitamina D (VD), durante um (d1), trés (d3), sete (d7) ou quatorze dias (d14).

56



Colageno tipo Il

25 27
0,7 0,8
0,3 0.2 0,404

Colageno tipo X 47

46
33 3,7
2,6
07 1,6[ 11,4 1,3 080606
10,2 0,5 80,60,
20 LR Pt

SOX9

Figura 11: Expressdo génica obtida por RTPCR de genes relacionados a matriz
extracelular cartilaginosa, quando células precursoras derivadas de medula 6ssea
foram cultivadas sobre plastico (P) ou titdnio (T), em meio base (B), ou
suplementado com vitamina D (VD) durante 1 (d1), 3 (d3), 7 (d7) ou 14 dias (d14).
A suplementagdo com acido retindico (AR) foi realizada como controle positivo

para a expressao do gene de colageno tipos X.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a influéncia da vitamina D na expressao
génica durante a osseointegragdo. Para isso, utilizou-se modelo animal de
deficiéncia de vitamina D. Os testes sorolégicos confirmaram a adequagao do
modelo de deficiéncia de vitamina D em rato, em que os niveis de 25(OH)D e
fésforo foram reduzidos, comparado com os ratos que receberam dieta padrao.
Estes resultados confirmam que baixos niveis de vitamina D estdo associados a
hipofosfatemia (Lips, 2001; Lekholm, 2003). Os niveis de fosfatase alcalina néo
estavam alterados em ratos deficientes de vitamina D durante o reparo 6sseo
normal, mas se mostraram reduzidos quando da insercdo de implantes em ratos
deficientes de vitamina D. Este fato sugere que a condigdo de deficiéncia de
vitamina D prejudicou ou atrasou a formagado éssea durante a osseointegragao,
mas ndo durante o reparo da osteotomia normal. Embora a concentragéo de IGF-1
estivesse diminuida quando da deficiéncia de vitamina D, os niveis de glicose e
triglicerideos e horménio paratireoideano nao foram alterados, e os de colesterol
foram reduzidos. Assim, apos receber a dieta privada de vitamina D durante 45
dias, os ratos tornaram-se deficientes de vitamina D, mas ndo demonstraram
caracteristicas de sindrome metabdlica ou hipertireoidismo (Hypponen et al.,
2008). Os presentes resultados mostraram que os niveis circulatérios de IGF1,
que participa na hidroxilagdo de prolina, e a expressdo do gene codificador de
IGFBP3 foram reduzidos quando da deficiéncia de vitamina D. A prolina é um
aminoacido que esta presente na cadeia de alguns tipos de colagenos, como o
colageno tipo 1. Para a maturacdo destes colagenos, os residuos de prolina
precisam sofrer hidroxilacdo, a qual é mediada pelo fator de crescimento da
insulina-1 (IGF1). A proteina IGFBP3 é responsavel por manter os niveis de IGF1
estaveis no sangue, ndo permitindo que esta ultima seja rapidamente degradada.
Embora os dados do microarray ndo mostraram alteragdo significante da
expressao do gene col1a2, a expressao de IGFBP3 e conseqlentemente os niveis

séricos de IGF1 foram reduzidos. Assim, uma vez que o fator de crescimento de
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insulina-1 participa na reagao de hidroxilagdo dos residuos de prolina, sugere-se
que a modificagdo pos-tradugao das fibras de colageno pode ter sido prejudicada,
com possivel reducao de fibras de colageno tipo | durante o reparo 6sseo e a

osseointegragcao em ratos deficientes de vitamina D.

A osseointegragcdo € um processo complexo envolvido na cicatrizagao
O0ssea ao redor de implantes de titanio Este processo foi considerado biologica e
molecularmente distinto do reparo ésseo normal ou remodelagao 6ssea (Ozawa et
al., 2002; Ogawa & Nishimura, 2006). O presente estudo aplicou a tecnologia de
microarray e determinou os padrbes de expressdo durante o reparo 0sseo e
cicatrizacdo peri-implantar, durante a suficiéncia e deficiéncia de vitamina D.
Optou-se pelo uso da tecnologia de Microarray de dois canais, da plataforma
Agilent, em fungdo deste sistema possuir uma maior quantidade de transcritos,
sendo a maioria validada pelo fabricante, o que aumentava a confiabilidade do
método. Além disso, a plataforma Agilent apresentava maior precisdo e
sensibilidade para atingir os objetivos do presente estudo, em comparagéo aos
outros sistemas disponiveis no mercado. Ainda, os algoritmos indicados para a
analise de dados obtidos através da plataforma Agilent trariam menor necessidade
de ajustes, aumentando a precisdo dos resultados. O uso da tecnologia de
microarrays de dois canais exige que um delineamento de estudo especifico seja
tracado para a adequada obtencgao dos resultados. Desta maneira, optou-se pela
utilizagao de quatro réplicas biologicas o invés de réplicas técnicas, aumentando o
numero de amostras por grupo de forma a intensificar o poder estatisco em
detectar diferengas de expressao génica entre os grupos (Wei et al., 2004). Optou-
se também pela realizacdo de um pool de referéncia para ser hibridizado com as
amostras a serem testadas. Este método reduziria as possiveis variabilidades
técnicas e bioldgicas entre as amostras além de permitir a comparagao direta dos
resultados entre os grupos. Assim, o grupo OSTV+ (pool de referéncia) foi
utilizado como controle da hibridizagdo, e foi hibridizado com todas as outras
amostras e as intensidades da expressao génica dos outros grupos demonstram
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a expressao relativa em forma de multiplos (pela transformacao logaritmica)
referente ao grupo controle. Foram desta forma considerados para analise
estatistica, os genes que tinham pelo menos 1,5 vezes maior ou menor expressao

com relag&o ao grupo controle.

A existéncia de correlacdo positiva para a validagdo interna do
microarray (inversao dos corantes) demonstrou que nao houve influéncia das
diferentes intensidades dos corantes utilizados. Os scatter plots mostraram
linearidade e pouca distribuicdo das intensidades de expressio, confirmando a
precisdo e confiabilidade da técnica. A figura 4 demonstra que os padrbes de
expressao dos genes selecionados obtidos através da tecnologia de microarray
foram similares aos obtidos por RTPCR. Este fato confirmou a confiabilidade e
precisdo da tecnologia de microarray utilizada neste experimento, corroborando

com o estudo de Kojima et al. (2008).

O uso de microarrays para identificar e quantificar genes em amostras
bolégicas permite o rastreamento de expressdo em larga escala de genes que
possam estar diferentemente expressos em dois ou mais grupos ou condi¢des
(Eisen et al., 1998). O presente estudo rastreou mais de 41.000 transcritos do
genoma de rato presentes na plataforma do microarray; consequentemente, era
de crucial importancia que as falsas descobertas (erro tipo 1) fossem
rigorosamente reduzidas para aumentar o poder de detectar as diferengcas de
expressao génica entre os grupos (Devlin et al., 2003). Sendo assim, os valores
de p foram ajustados para taxa de falsa descoberta (FDR) utilizando a corregéo de
Benjamini e Hochberg. Por exemplo, considerando p<0,05 sem a corregao para
FDR, 5% (2050) do total de genes avaliados (41.000) poderiam ser falso-positivos.
Este resultado seria inaceitavel por sua reduzida confiabilidade. Portanto, com a
aplicagao da restrita correcao de Benjamini e Hochberg para FDR, considera-se
que 5% dos genes cuja expressao mostrou-se diferente pelo teste ANOVA
bifatorial podem ser tratados como falso-positivos (menos de 84 genes), reduzindo
0 numero de erros e apontando para novas descobertas (Devlin et al., 2003). As
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corregoes para FDR tém sido amplamente utilizadas nos estudos envolvendo
microarrays, ja que seu rigoroso método de selegdo permite que sejam
ressaltados apenas os transcritos com significativa alteragdo de expressao, tendo
uma possibilidade extremamente reduzida em que os genes foram alterados

devido ao acaso.

A analise rigorosa aplicada neste estudo através da correg¢ao para FDR
permitiu a identificagdo 13 transcritos com expressao alterada pela deficiéncia de
vitamina D (p<0,05) em ambas as condi¢gbes de reparo 0sseo e cicatrizagdo peri-
implantar; e 7 transcritos cuja expressao foi alterada pela interacdo entre a
insercdo do implante e a deficiéncia de vitamina D. Os resultados demonstraram
mais de 1.650 genes com expressao alterada pela inser¢gdo de implante quando
comparado ao reparo 6sseo normal (osteotomia), em concordéncia com estudos
anteriores que encontraram que o implante foi o maior fator de modulagdo da
expressdo de um grande numero de genes, enquanto a osteotomia afetou uma
menor quantidade de genes (Ozawa et al., 2002; Ogawa & Nishimura, 2003, 2006;
Kojima et al., 2008). A fim de organizar os dados e ter uma compreensao global do
comportamento dos genes avaliados, aplicaram-se dois tipos de algoritmos de

clusterizagao: particionamento sobre meddides (PAM) e clusterizagao hierarquica.

PAM é um algoritmo de particionamento, uma variagdo de médias-K,
que € comumente aplicada nas analises de microarray (Dudoit & Fridlyand, 2002).
O PAM utiliza um gene com expressao mediana ao invés de um gene com
expressdo média como o ponto central para dividir o conjunto de dados de
maneira a aperfeicoar a similaridade dos genes dentro de um cluster e a
dissimilaridade entre os clusters. Os resultados da clusterizacdo de PAM
apontaram para a existéncia de dois padrdes diferentes de expressdo génica em
aproximadamente 65% dos genes. Ambos os padrdes mostraram que a insergao
do implante no osso foi a maior indutora ou supressora da expressao génica,

quando se comparou a cicatrizagdo dos grupos que receberam apenas osteotomia
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com o0s que receberam osteotomia com insercao de implantes. A deficiéncia de

vitamina D atenuou a expressao génica em ambos os padrdes.

A clusterizacdo hierarquica e as comparagdes estatisticas com os
bancos de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kioto (KEGG) e
Ontologia Génica (GO), permitram a analise de possiveis interagbes, co-
regulacdo e funcdo dos 20 transcritos alterados na osseointegragcao pela
deficiéncia de vitamina D. O objetivo da clusterizagdo € agrupar os transcritos
baseado na similaridade ou dissimilaridade de seus perfis de expresséo a fim de
possivelmente inferir alguma relagdo entre aqueles que estdo contidos em um
mesmo cluster. Genes agrupados em um mesmo cluster possuem padrao similar
de expressao e podem ser co-regulados pelos mesmos co-fatores e participarem
de mesmas fungdes biologicas (Eisen et al., 1998). Estes genes com expressao
atenuada pela deficiéncia de vitamian D podem ser genes criticos para o
adequado processo de osseointegragao, principalmente considerando o
envolvimento dos processos de formagao de matriz extracelular, angiogénese,
resolucdo da inflamacdo e resposta imune, controle da energia corporal e
metabolismo 6sseo, e proliferacdo e diferenciagdo celular. Analises futuras sao
necessarias para investigar como a alteragao individual da expressao destes
afetaria o produto final das vias metabdlicas envolvidas no processo de

osseointegragao de implantes.

O presente estudo demonstrou que a expressao de 1.661 transcritos foi
induzida ou suprimida quando da insercdo do implante no osso. O implante
mostrou-se 0 maior regulador da expressdo génica durante a cicatrizagdo no
tecido 6sseo, modulando localmente mais genes do que o fator sistémico de
deficiéncia de vitamina D. A maioria dos transcritos (1080) mostraram super-
expressao e menos da metade (588) foram sub-expressos quando da cicatrizagao
peri-implantar. Estudos anteriores também demonstraram que diversos genes

relacionados ao tecido 6sseo foram induzidos pela superficie de titanio in vitro
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(Carinci et al., 2003; Carinci et al., 2004) e in vivo (Ogawa & Nishimura, 2003 ,
2006; Kojima et al., 2008).

Ogawa & Nishimura (2006) descreveram trés novos genes que foram
considerados importantes no processo de osseointegragcdo: TO1 (desconhecido,
homologo ao XM_225880), TO2 (apolipoproteina E) e TO3 (prolil-4-hidroxilase
subunidade-a (P4Ha). No entanto, os resultados do presente estudo utilizando
microarray demonstraram que apenas o gene P4Ha teve sua expresséo induzida
pela insercdo do implante; enquanto sua expressdo nao foi afetada pela
deficiéncia de vitamina D. O gene P4Ha codifica a enzima prolil-4-hidroxilase,
responsavel pela hidroxilacdo da prolina durante o metabolismo de certos tipos de
colageno e pela degradacdo da proteina HIF1-a (fator induzivel de hipdxia,
subunidade a). Para sua atividade, a enzima P4Ha necessita de oxigénio.
Portanto, em situagdo de hipoxia tecidual, a redugdo dos niveis de oxigénio
diminui a agdo da enzima P4Ha, prejudicando o metabolismo do colageno e
permitindo o acumulo de HIF1-a. No entanto, HIF1- a ndo mostrou expressao
alterada no presente estudo. A redugédo de oxigénio no tecido 6sseo pode ocorrer
em diferentes graus quando da lesdo de vasos sanguineos durante o reparo de
ferida 6ssea. Geralmente, o gene codificador do HIF1-a mostra-se super-expresso
quando da redugao dos niveis de oxigénio tecidual, sendo o primeiro iniciador da
cascata para adaptacdo a situacdo de hipdxia. Sendo HIF1- a responsavel pela
modulagdo da expressao de diversos genes responsivos a hipdxia, o acumulo de
HIF1-a desencadeia uma cascata de sinalizagao para sistemas de adaptagao do
organismo/tecido ao reduzido nivel de oxigénio, entre eles, o inicio do processo de
angiogénese. Genes como VEGF e EPO também séo responsivos a hipoxia, por
serem modulados por HIF. No entanto, os resultados do microarray nao
demonstraram alteragdo na expressao de genes responsivos a hipodxia (HIF1- a ou
HIF1-B). Embora houve indugdo da expressdo do gene EPO quando da insergéo

de implantes e supressdo quando da deficiéncia de vitamina D, a expressao de
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HIF nado foi alterada, sugerindo que outros fatores desconhecidos regularam a
expressao de EPO, exceto a resposta a hipdxia tecidual mediada por HIF.

A deficiéncia de vitamina D atenuou a expressao da dos 1.668 genes,
tendo maior influéncia sobre 20 genes especificos. Entre eles: FRA1, EPO,
maestro, RGD1564491, TSC22, cortactina, CYP2b15, IGFBP3. O gene Fos-like
antigeno 1 (Fra1) pertence a familia de fatores de transcricdo AP-1, a qual contém
dominios de ziper de leucina basica. Fral € um dos fatores de transcricao criticos
para a diferenciacado de osteoclastos e foi descrito recentemente que Fra1l era um
ativador da formacédo de matriz 6ssea (Nishiwaki et al., 2006). A cortactina
(CCTNBP2) é um substrato de c-Src produzido por osteoclastos e conhecido por
promover a unido da proteina relacionada a actina (Arp 2/3) in vitro durante a
formacéo da zona de selamento na superficie do tecido 6sseo em reabsorg¢ao. A
formagdo de um anel de filamentos de actina (zona de selamento) sobre a
superficie 6ssea é necessaria para um adequado processo de reabsorcdo Ossea
(Tehrani et al., 2006). O gene RGD1564491 é um homodlogo de rato do gene
humano Fator de Von Willebrand (VWF) dominio A 5B2. O VWF esta envolvido
em variadas fungdes bioldégicas como ligacdo a integrinas durante a adesao
celular na matriz extracelular (Takahashi et al., 2000), ligagdo de colageno durante
a lesao celular endotelial, e ligagao de fatores de coagulacao (Sadler, 1998). O
ziper de leucina induzido por glucorticoide (GILZ or TSC22) foi recentemente
reportado como um novo membro da familia das proteinas do ziper de leucina e
clone-22 estimulado pelo fator transformador de crescimento- (Tsc-22) (Ayroldi et
al., 2002). O gene GILZ é capaz de inibir a expressdo do receptor ativado de
proliferador de peroxissomo y-2 (PPARy-2) e bloquear a diferenciagédo
adipogénica de células-tronco mesenquimais (Ayroldi et al., 2002; Shi et al., 2003;
Yang et al., 2008; Zhang et al., 2008). O gene Maestro ou cDNA B29 é uma
proteina integral da membrana e foi caracterizada como um membro especifico da
célula B da superfamilia das imunoglobulinas. O gene B29 é expresso em todos

os estagios de desenvolvimento da célula B e esta relacionado a moléculas nas
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células T envolvidas no reconhecimento celular e ades&o (como CD4), sugerindo
que esta molécula pode ser importante para as interagdes celulares durante a
linfopoiese B (Hermanson et al., 1988; Ishihara et al., 1992). O gene CYP2b15 é
um homodlogo do rato para o gene de camundongo CYP2B19. Ambos séao
membros da familia de citocromo monooxigenases; assim como o gene CYP2B12
que foi encontrado ndo apenas no figado, mas também em glandulas sebaceas de
pele de camundongo (Keeney et al., 1998; Rencurel et al., 2005). CYP2b15 e
CYP2b19 foram encontrados na pele, em células supra-basais da epiderme e
sebdcitos da glandula prepudial (Keeney et al., 1998). Até entdo, nenhum gene da
familia dos citocromos tinham sido identificados no tecido 6sseo. No entanto,
verificou-se que o gene CYP2B15 expressou-se no tecido 6sseo peri-implantar e
foi alterado pela deficiéncia de vitamina D. As proteinas da subfamilia CYP2B
metabolizam acido aracdodnico, constituinte normal das membranas celulares,
assim como os precursores de lipidios biologicamente ativos, tais como: acidos
epoxeiecosatriendico (EET), acido hidroxieicosatetraendico (HETE), leucotrienos,
tromboxanas, e prostaglandinas (Keeney et al., 1998). Os eicosandides podem
também funcionar na vasomodulagdo, metabolismo do colesterol (Baron et al.,
1997) e resolucdo da inflamacgao (Serhan et al., 2008). Embora os genes IGFBP3,
B29, FRA1, CTTNBP2, EPO, e CYP2b15 possam ser genes-chave para a
osseointegracao, as interacbes e papéis destes genes no tecido 6sseo e peri-

implantar ainda precisam ser investigados mais profundamente.

A clusterizagdo hierarquica é um método de abordagem holistica
baseado no calculo e comparagao de coeficientes de correlagao entre pares de
expressao génica de forma a organizar os genes de acordo com sua similaridade
ou proximidade no padrao de expressao. A co-localizagdo de genes em um
mesmo cluster também representa genes que tenham uma co-regulagéo
especifica ou participem de uma fungéo bioldgica similar (Eisen et al., 1998). No
entanto, os clusters que englobaram os transcritos IGFBP3, CYP2b15, FRA1, e

EPO foram muito extensos para serem analisados em detalhes.
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Consequentemente, ndo se pdde inferir nenhuma conclusdo sobre uma possivel
co-regulacdo e fungdo envolvendo os genes destes clusters extensos. Por outro
lado, o gene Per2 foi encontrado em um cluster menor, o qual incluiu TSC22/GILZ,
similar ao Maestro cDNA (B29), e RGD1564491 mRNA (similar ao Fator de Von
Willebrand 5B). Portanto, a co-localizacdo pode representar que estes genes
sejam co-regulados e participem de mesma fungdo biologica. O gene NPAS2
também foi encontrado em um cluster restrito e, surpreendentemente, estava co-
localizado com genes relacionados a matriz extracelular cartilaginosa (col2a1,
col10a1, e HPLP). Ambos Per2 e NPAS2 s&o genes reguladores do ritmo
circadiano; e recentemente foram descritos como moduladores do metabolismo e

remodelagao 6ssea (Karsenty, 2002).

O presente estudo encontrou que a expressao dos genes participantes
da formacao de matriz 6ssea foi induzida pela insergdo de implante; porém néo foi
significativamente alterada, mas apenas atenuada pela deficiéncia de vitamina D
apos duas semanas de cicatrizagao. Estes resultados concordam com os obtidos
por Ogawa et al. (2002), em que os genes de colagenos tipo | e lll, sialoproteina
Ossea ll, osteonectina, osteocalcina, e integrinas 1 e B2 foram super-regulados in
vivo pela insercdo de implantes com superficie tratada por duplo ataque acido,
quando comparados ao reparo 0sseo sem a presencga de implantes (osteotomia).
No entanto, Ogawa et al. (2002) encontraram que a expressao destes genes foi
significativamente afetada pela deficiéncia de estrogeno apds duas semanas de
osseointegragdo, mas nao apds quatro semanas. Ogawa et al. (2002) verificaram
que a deficiéncia de estrégeno afetou significativamente genes de matriz 6ssea
apds duas semanas de cicatrizagdo, enquanto o presente estudo observou que a
deficiéncia de vitamina D afetou genes de matriz cartilaginosa mais do que de
matriz éssea. Sendo assim, sugere-se que as deficiéncias de vitamina D e de
estrégeno afetaram a osseointegracdo de maneiras diferentes. Estudos que
abordem a influéncia da deficiéncia de estrogeno na expressao de genes de

matriz cartilaginosa s&o necessarios para se confirmar esta hipotese.
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Para analisar o efeito da vitamina D na expressdo génica durante a
osseointegracao de implantes in vitro, a expressao de alguns genes relacionado a
matriz 6ssea e cartilaginosa e ao controle do metabolismo 6sseo foi obtida por
RTPCR através da cultura de células mesenquimais precursoras de medula éssea
foram cultivadas na presenca e auséncia de discos de titanio e vitamina D. As
hipéteses a serem confirmadas eram: a superficie de titdnio de um implante e a
vitamina D sdo capazes de alterar as expressdes de genes relacionados ao
metabolismo ésseo in vitro. Os resultados demonstraram que a expressado do
gene do colageno 1 (col1a2) foi bloqueada pelo efeito do titanio (T) em fase
precoce de cultura (d1) ou da interagao (I) entre titdnio e vitamina D em fase tardia
(d7 e d14). Assim, verificou-se que a vitamina D e o titdnio ndo foram capazes de
induzirem a expressao de col1a2. O gene codificador de osteocalcina teve sua
expresséo reduzida quando da presencga de titdnio ou vitamina D. No entanto, ao
analisar a interagao dos efeitos, verificou-se existir um efeito de sinergismo entre a
vitamina D e o titanio durante a modulagao deste gene, onde o titanio reduziu a
expressao da osteocalcina no terceiro dia, mas a presenca da vitamina D
potencializou esta redugdo. E ao 14° dia, a vitamina D reduziu a osteocalcina
independente da existéncia do titanio. O fato destes dois genes terem sua
expressao bloqueada pela vitamina D ou pelo titanio pode estar relacionado a um
atraso no processo de deposigdo de matriz 6ssea, promovido pelo titanio ou ao
estagio inicial de cultura das células mesenquimais utilizadas. O bloqueio da
expressédo do gene RUNX2 relacionou-se ao efeito da vitamina D nos dias 7 e 14
de cultura. Estes resultados sugerem que o implante e a vitamina D,
separadamente ou em interacdo, podem promover atraso ou bloqueio na
expressao de colageno tipo |, osteocalcina e RUNX2 em células mesenquimais
em diferenciagdo. Sugere-se que outros fatores devem estar associados ao titanio
e vitamina D durante a osteoblastogénese e inicio da deposi¢cao de matriz 6ssea
durante a osteogénese de contato. Ainda, o bloqueio destes genes relacionados a
matriz 6ssea pode ter ocorrido devido a possivel resposta diferencial de células

estagios iniciais de crescimento ao titdnio e vitamina D. Owen et al. (1991)
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observaram reduc&o na expressdo de colageno tipo 1 em células mesenquimais

em estagios iniciais de crescimento.

Verificou-se que o efeito da interagdo entre titanio e vitamina D foi
sinergistico para a indugdo da expressédo do gene da osteopontina no primeiro e
sétimo dias de cultura. Ao 14° dia, a expressao da osteopontina € aumentada pelo
efeito do titdnio. Assim, observou-se que o titdnio é capaz de induzir a expressao
da osteopontina em fase inicial (d1) e tardia (d7 e d14), e que a vitamina D parece
ser um fator intensificador de sua expressao. Para a osteonectina, similar efeito foi
observado. O titanio e a vitamina D separadamente aumentaram a sua expressao.
A partir do 3° dia, ha a interagao sinergistica entre o titanio e a vitamina D para a
modulagao da osteonectina, bloqueando sua expressao nos dias d3 e d14, mas

induzindo seu aumento no sétimo dia de cultura.

A ocorréncia principal quando da inser¢cao de um implante de titdnio no
tecido 6sseo é a capacidade do titanio de induzir o recrutamento e atrair a
migragdo de ceélulas mesenquimais em diferenciagao inicial, caracterizando a
osteoconducdo que leva ao processo de osteogénese de contato sobre a
superficie do implante. O uso de células precursoras mesenquimais derivadas de
medula ossea justifica-se na tentativa de simulagéo in vitro do efeito do titanio na
indugdo da expressao génica durante os periodos iniciais de cicatrizagdo peri-
implantar. Da mesma maneira, investigou-se a influéncia da vitamina D na
modulagdo da expressdao @génica nesta fase inicial, caracterizada pela
osteocondugdo. Sugere-se que a vitamina D pode exercer um papel importante
nas fases iniciais de osseointegracdo através da potencializagcdo dos efeitos da
superficie de titanio na expressdo de genes da osteopontina e osteonectina, para

a formacao de novo osso e da linha de interface entre osso e implante.

Surpreendentemente, os resultados do experimento in vitro
confirmaram que col10a1 e col2a1 foram induzidos pelo titdnio, especialmente em

fase precoce (primeiro dia de cultura). Embora o col2a1 seja predominante em
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matriz cartilaginosa, também pode ser encontrado em matriz é6ssea. Ogawa et al.
(2002) e Ogawa & Nishimura (2003) descreveram a indugédo do colageno tipo Il
durante a osseointegracado. No entanto, o presente estudo foi o primeiro a detectar
a super-expressao de colageno tipo X na cicatrizagdo ao redor de implantes.
Verificou-se também a inibicdo da expressdao de SOX9 até o terceito dia da
osseointegragao. In vitro, o efeito do implante em induzir os colagenos tipo Il e X
parece ser dependente da inibicao de SOX9 e mediado pela vitamina D através de
um efeito de interacdo sinérgica. Este fato sugere novamente a possivel
importanica destes dois tipos de colageno na osseointegragdo e da participagéo
da vitamina D neste processo, particularmente na fase inicial de indugdo de
células mesenquimais durante a osteogénese de contato e formagao da interface
entre osso e implante. A ocorréncia da codificagdo do gene col10a1 na regido peri-
implantar ndo foi foco do presente estudo e, portanto, experimentos que
confirmassem a presenga da proteina do col10a1 in vivo sdo necessarios. Além
disso, futuras investigacbes devem ser incentivadas para se determinar a possivel
funcdo do colageno tipo X na osseointegragdo. O presente estudo verificou que
células precursoras de medula 6ssea fémural foram capazes de produzir col10a1
e col2a1 quando induzidas pelo titanio, embora nao tivessem sofrido diferenciacao
condrogénica. Ainda, col10a1 e col2a1 foram os genes mais alterados pelo titanio

in vitro em comparagado com os genes de matriz dssea.

Dentro das limitagdes deste estudo, o grupo que recebeu implantes e
era deficiente de vitamina D mostrou super-expressdo de genes de matrix
extracelular cartilaginosa e 6ssea in vitro. Surpreendentemente, os genes de
matriz 6ssea selecionados para analise nao foram significantemente afetados pela
deficiéncia de vitamina D como os genes de matriz cartilaginosa. Os genes col2a1
e col10a1 foram os mais afetados pela deficiéncia de vitamina D entre os genes
de matriz cartilaginosa nos experimentos in vivo e in vitro. A partir destes
resultados, sugere-se que o col10a1 e col2a1 possam representar genes-chave do
processo inicial de osseointegracéo.
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Ainda, deve-se considerar o presente estudo limitou-se ao modelo
animal envolvendo a insergédo de implantes em fémur de ratos. Deve-se incentivar
a realizacdo de investigagdes futuras adicicionais para que se extender estes
resultados a osseointegragao em seres humanos, além de se investigar possiveis
alteracbes moleculares neste processo relacionadas a diferente tipos de tecido

0sseo do organismo.

Um dos desafios atuais da Implantodontia € reduzir o tempo de
cicatrizagdo de implantes. Sendo assim, estudos adicionais que investiguem o
isolamento e caracterizagdo de genes que possam ser modulados durante as
fases da osseointegracdo podem representar uma estratégia valiosa para a
otimizacao deste processo, especialmente quando da existéncia de condicdes

sistémicas desfavoraveis, como a deficiéncia de vitamina D.
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7. CONCLUSOES

Considerando as limitacdes do presente estudo, as seguintes

conclusdes foram tragadas:

a) A deficiéncia de vitamina D afetou os perfis de expressdo génica apos

duas semanas de osseointegragao in vivo;

b) As expressdes dos colagenos tipo Il e X mostraram-se elevadas quando
da presenga de titanio (in vivo e in vitro), e reduzidas quando da deficiéncia de

vitamina D (in vivo, mas nao in vitro).
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9. APENDICES
APENDICE 1

Tabela 4: Lista de 50 genes que apresentaram maiores graus de indugdo de

expressao quando da inserg¢ao de implante.

Indugéo 2 3,0
1,5 < Indugéao < 3,0

SIMBOLO GENES ID EXP
C1qtnf3 C1q e proteina 3 relacionada ao fator de necrose tumoral AW917132
Mmp3 Metalopeptidase de matriz 3 NM_133523
C1qtnf3 C1q e proteina 3 relacionada ao fator de necrose tumoral XM_226833
Tnmd Tenomodulina NM_022290
Aspn Asporina NM_001014008
- Similar a proteina 2 especifica de interrupgéo do ciclo celular XM_574454
- Locus de transcrigdo AA818342
Lect1 Quimiotaxina derivada de célula leucocitéria 1 NM_030854
111rl1 Interleukin 1 receptor-like 1 NM_013037
Col10a1 Colageno, tipo X, alfa 1 XM_001053056

Ll - Proteina da camada intermedidria de cartilagem, nucleotideo pirofosfohidrolase (predicted) XM_236348

| | Slc38a4 Carregador de soluto, familia 38, membro 4 NM_130748

| | Ccl7 Quemoquina(C-C motif) ligante 7 NM_001007612
L - HPL1_RAT (P03994) Precursor da proteina 1 da proteina de ligagéo de hialurano e proteoglicano TC553366

| | Meox2 Homeobox 2 NM_017149

| | Fmod Fibromodulina NM_080698

L - Carboxipeptidase X 2 (familia M14) (predicted) (Cpxm2_predicted) XM_215106

1 Locus de transcrigao CB327622

| | Msin Mesotelina NM_031658

L] - Toldide-like 1 (predicted) (TII1_predicted) XM_001073797
| | Itm2a Proteina integral de membrana 2A NM_001025712
L - Locus de transcrigao BF563262

| | Ccl22 Quemoquina (C-C motif) ligante 22 NM_057203

| | Mmp12 Metalopeptidase de matriz 12 NM_053963

| | Gpro4 Receptor acoplado a proteina G 64 NM_181366

| | Col2a1 Colageno, tipo I, alfa 1 NM_012929
| | Hapin1 Proteina de ligagao de hialurano e proteoglicano 1 NM_019189

| | Nov Gene super-expresso em nefroblastoma NM_030868

L | - Similar a metaloprotease/disintegrina ADAM33 (LOC311425) de Rattus norvegicus XM_230607

1| - Similar a proteina hipotética B230314019 (predicted) (RGD1308013_predicted) XM_342658

| | RGD1307396 Similar ao cDNA RIKEN 6330406115 XM_341029

| | Acan Agrecan NM_022190

L] - CDNA clone IMAGE:7461928 BC099104

| | Comp Proteina oligomérica de matriz de cartilagem NM_012834

| [ Thbs2 Trombospondina 2 BF559836

1 Similar a proteina integral de membrana 2A (LOC299698) -

| | Col14at Colageno, tipo XIV, alfa 1 XM_235308

| | RGD1307396 Similar ao RIKEN cDNA 6330406115 AW916327

Ll - Desconhecido TC556391

L - Relacionado a homeobox pareado 2 (predicted) (Prrx2_predicted) XM_238327

| | Dcn Decorina Al639233

| | Thbs2 Trombospondina 2 XM_214778

| | Ccl2 Quemoquina (C-C motif) ligante 2 NM_031530
Ll - Procolageno, tipo IX, alfa 2 (predicted) (Col9a2_predicted) XM_342903

| | Olfmi1 Olfactomedina-like 1 NM_001013192
| | Ccl2 Quemoquina (C-C motif) ligante 2 NM_031530
Ll - Similar a proteina C200rf158 (predicted) (RGD1305899_predicted) XM_001058977
1| - Similar @ SERTA contendo dominio 4 (predicted) (RGD1565408_predicted) XM_341174

1 Desconhecido TC527726

|| Serpinet Inibidor de serina (ou cisteina) peptidase, classe E, membro 1 NM_012620
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APENDICE 2

Tabela 5: Lista de 50 genes que apresentaram maiores graus de supressao de

expressao quando da insercao de implante.

-1,5 < Supressao < -3,0
-1,0 < Supressao < -1,5

SIMBOLO GENES ID
| - Metaloproteinase de matriz 27 (predicted) (Mmp27_predicted) XM_235795
| | - Clone 8C12 anticorpo Ig monoclonal especifico do receptor de complemento-1 AF220557
| - UPPS_RICCN (Q92130) Undecaprenil pirofospfato sintetase (UPP sintetase) TC542557
| - Desconhecido -
| | Naip2 Familia NLR, proteina inibitéria de apoptose 2 XM_226742
| - Similar a multimerina 1 (LOC500152) XM_001065496
| | Brs3 Receptor de Bombesina-like 3 NM_152845
| - Similar a proteina KIAA1409 (predicted) (RGD1311117_predicted) XM_001067752
| | LOC691966 Similar a sulfito:quinona oxidoreductase, precursor mitocondrial AlI013361
| - Peroxidase de eosindfilo (predicted) (Epx_predicted) XM_220834
| | S100a8 S100 proteina de ligagdo de célcio A8 (calgranulina A) CA507495
| | Camp Peptideo antimicrobiano Catelicidina CB577971
| | Cbin2 Proteina precursora de Cerebelina 2 AA817812
| | Np4 Precursor de Defensina NP-4 NM_173299
| - Miosina, polipeptideo leve 7, regulatério (predicted) (Myl7_predicted) XM_214074
| - Locus de transcrigao DV714667
| - RNU50356 pseudogene de defensina de neutrdfilos, parcial U50356
| | LOC690020 Similar ao receptor lectna-like da célula NK, subfamilia A, membro 17 BF556412
| - Similar ao cDNA RIKEN 4921530L21 (RGD1306441) XM_224432
| | [fitm6 Proteina 6 transmembrana induzida por Interferon Al547707
| | Ifitm6 Proteina 6 transmembrana induzida por Interferon XM_219476
| | Sit1 Adaptador transmembrana indutor de supressao 1 AW532179
| | Anxa3 Anexina A3 Al146189
| | Ugt8a UDP galactosiltransferase 8A Al228110
| - Fosfodiesterase 6C, cGMP especifica, cone, alfa prime (predicted) (Pde6c) XM_342046
| - Q89UJ4 (Q89UJ4) 3-desoxi-mano-octulosonato citidililtransferase, parcial TC557534
| | F5 Fator de coagulagéo V AI555052
| - Desconhecido -
| - Grancalcina (predicted) (Gca_predicted) XM_229977
| - Granulo-proteina de neutrdfilo (predicted) (Ngp_predicted) XM_236646
| | Degs2 Homologo ao espermatécito degenerativo 2 (Drosophila), lipideo desaturase NM_001017457
| - Proteina de reconhecimento de peptidoglicano 4 (predicted) (Pglyrp4_predicted) XM_227383
| - Similar ao receptor de formil-peptideo, sequéncia relacionada 2 (LOC681693) XM_001057995
| - Desconhecido TC528633
| | Gca Grancalcina DV721491
| | Tremit Receptor gatilho expresso em células mieloide-like 1 XM_576511
| | - Locus de transcrigao BF558337
| - Desconhecido TC562529
| | Orm1 Orosomucoide 1 NM_053288
| - Catepsina G (predicted) (Ctsg_predicted) XM_214205
| | Pou2af1 Dominio POU, classe 2, fator de associagéo 1 AA924297
| | Tacstd2 Tradutor de sinais de célcio associado a tumor 2 NM_001009540
- Locus de transcrigao BI1395539
- Inibidor de serina (ou cisteina) peptidase, classe B (ovalbumin), membro 11 (predicted) (Serpinb11)  XM_222495
Rag1 Gene ativador de recombinagéo 1 XM_230375
Ldhc Lactato desidrogenase C NM_017266
Ppbp Proteina basica pro-plaqueta NM_153721
Cd177 Antigeno CD177 XM_574390
Gp5 Glicoproteina 5, plaqueta NM_012795
- Locus de transcrigdo, similar a XP_001160384.1 PREDICTED: isoforma piccolo 1 CB545206
Clec1b Dominio de lectina tipo C, familia 1, membro b XM_575687
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10. ANEXOS

Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Animal ~

oL APPROVAL NOTICE

LIFFE R P PR TR 150 OF BESEARCTL SUBIECTS
Chanvellpr's Animal Research Oammilce

LI Kinarass Ao, Saing (00

165207

Flri: ;310 2U6-6304

Email grc@apreiclasdu

Wehsite: bt ww 02l e fanimyl

June f, 2008

Tehitn Miskimura. D.0.5, DMSc. DM (Frincpal nvestigaiors
DUNTISTRY

H3-08]1 CIIS

hdaileode: 155813

SURIRCT: AR # 1957-136-33
{Approval Period {rom &S72008 throuph &/47200)
Bane Creneration and Regeneration

The LELA Institutionsl Animal Care and T Commilee, knawno a5 the Chaneslloo's Anitoal
Rescarch Cormmittee (ARC), has approved your above-refererced prelocal, The ARC
vocerstands that you will reecive approval from all assoctated deparimenis anddor Coaminitices
(.2, [nstimitional Biosafety Cormnittee, Human Embryvonic Stem Cell Research Oversight
[ESCRO] Conunittes| priot te undermakiog relevant caperiments,

In cecordance with the Publiz lealth Servics Policy on llumana Cace and Use of Laboratorsy
Animaly (P15 Pelicy) I¥.C.5 and S0 Animal Wellare Acl Regolations (AW ARS)
2310003, the ARC 18 required to conducl continuing teview of each previcus]y approved
unirnal tsseurch application, incuding so annual teview ard v complele de nove ey isw oo e
1an every 3 oveyrs, Cootinwgtion ol ymirmal geiiviiies bevood the maximurn yppoovyl perioy]
withini siuch teview woeld e g viplalon of the 05T34 AW A RKs, PHS Policy, sod the feoms end
ganditionz of NTH grans; taercfore, if & lupse in approval oceurs, investipshors Triwst cogue
concusling sxpecimeils antil 4 new approval @s roccived, Please noce that MO cxcoprions ar
cxfensons W protaenl approval ean be grented.

The spproval of this protocel is limired to the animal model{s) and precedures described in the
application. [f you require any modifications or additicns to this prorecel, you must obtain prior
approval e the ARC before indtiating such chanpges. The appresezl of your progect ineludes:
ANIMAL SUBTECTS

The total number of animaols, by species, approved Lor this protocol s

boze {103
Roe {721)

* Os procedimentos deste trabalho utilizando animais foram realizados na Universidade da Califérnia de Los Angeles
(UCLA, Los Angeles, Califérnia, EUA), sendo aprovados pelo respectivo Comité de Etica em Pesquisa Animal (ARC —
Chancellor’s Animal Research Comittee, UCLA Institutional Animal Care and Use Committee), de acordo com a legislagao
vigente constante no “Animal Welfare Act” e “PHS Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals”.
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Page 2

APPROVAL NOTICE
P Tebime Mishiouca, D.DVS. O Sc, Dubd D
ARCH 19U7-135-33

WThiz number dees not take nto ageourl the coaer of animads yon have used.
FLNDINCG

According re the information provided in your applivation, e Juding soueceds) for this rescarch
project may include the fellowing:

TFunding Type: Department, Extramural, Academic Senate

Apenwy Name: NIIINATIGNAL INSTITUTE OF DENTAL AND CRANTOTACIAL
REESFARCIT

PI al Conteact/Geant: lebiva Nishimura

ContractOranl Tide: The mle of vitanin D nsafficioncy in )

ClontractiGran Mo LROLTIEGE (M

Apeney Mame; URTWVERSTTY O CALITORNLA, TOS ANGELES (AKA UCEA)

1?1 of ContraciyCrrant: Teking Wishimura

ContractfGrant Title: Bisphosphonate-gesocialgd ostepneorosiz al the Jaw (ORI): Mecahhistic
trode of hedper 'L cell type-1 (Th-1) osteoimmunslogy induced By vilamin IF insufliciency
Contractfsrant No:

Apency Mame: UNTVERSITY OF CALIFORNIA, LOS ANGELES (AKA UCLA)

FI of ContractGrant: Ichive Nishimuta

ContractdSranl Tile: The mole of vitamin O insafficiency i ostecnacrosis of the jaw following
brivpbicanprhuoriate Cierepy

Contract/Grant No:

Apsocy Marng: NI ATIONAL TNSTITUTE OF DENTAL AND CRANTOFACTAL
REELRARCH

PI of CimtractGrant: Tehire Mishimura

ComtraetGran Tile: Tip-TFuncigneliced T implants «ia nanochoology
Contractrant No: ZRAADEG 2027412

Aurency Mame; NTHTATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND INFECTIOUS DISEASES
Pl of Contract/Crant; Lehite Mishimura

Contractfrant Title: UCLA Centor for Biolegical Radioprotectors (U 14 1 MeBride): Sced
Greit; Bio-radioprotectors for Mescochymal Sten: Cells under Radiation Exposuse (BL: [ehino
Mishimura}

Contraceisrant Mo 19 Al 67769
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Fage 3

APPROVAL NUTICE

FL Tchico Nishinra. D008 DMMSe, DML,
ARC B 1997-154 33

ANIMAL WELFARE ASSITRANCE AND ACCREDITATION AT UCLA

TICT A s Animal Welfare Assursnce mumber with the Denartment of Health and Himan Scrvicey
in AF P60 (expimtion dale 73120000, UCLA S animal cave and wse program is fully

acerediled by te Association of Assessment and Accreditalion ol Laboracory Animal Canc
Inlernalional (AAAT AT

Appreval Sipnabes of the o Chair
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