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RESUMO

Oliveira TC Estudo comparativo da clastogénese entre células MDPC-23 e células
da medula 6ssea de camundongos [tese]. S&o Paulo: Universidade de Séao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2021. Verséao corrigida.

Reabsorc¢des internas das paredes dentinarias levantam davidas sobre a origem de
células clasticas na polpa dentaria em casos idiopaticos. Estudos recentes sugeriram
que as células MDPC-23 (odontoblast-like) podem se diferenciar em células
clasticas, contrariando estudos anteriores. O presente estudo teve como objetivo
observar a influéncia do calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D3) e do lipopolissacarideo
(LPS) na inducdo da diferenciagdo de células MDPC-23 (semelhantes a
odontoblastos) em células semelhantes a clastos. Como as células MDPC-23 tém
origem ectomesenquimal e células clasticas possuem origem hematopoiética, o
estudo foi proposto para comparar, in vitro, o potencial clastogénico de dois modelos
de origem embrionarias distintas frente a diferentes estimulos. Dois grupos, MDPC-
23 e células da medula 6ssea de camundongos, foram cultivados e tratados com
LPS ou 1,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol). No sexto dia, o ensaio de metiltiazolil-
tetrazolio (MTT) foi realizado para observar a viabilidade celular diante dos
tratamentos. Em seguida, o ensaio citoquimico foi executado para identificar células
positivas para TRAP. Adicionalmente foi feito estudo da expressdo génica dos
marcadores da clastogénese, OPG, RANK, RANKL, Csflr, M-Csfl e catepsina K,
através da PCRg. No ensaio de MTT, a viabilidade celular ndo foi alterada com os
tratamentos em comparacdo com os subgrupos controle. Células TRAP positivas
estavam presentes apenas nos subgrupos medula 6ssea, induzidos com LPS ou
calcitriol. O grupo medula éssea apresentou amplificacdo para todos os genes alvos
mencionados. Ja para os subgrupos do grupo MDPC-23 apresentaram expressao
génica significativa, diante dos tratamentos, apenas para os genes Csflr e catepsina
K. Concluiu-se, portanto, que embora apresente expressao relativa para os genes
Csflr e catepsina K, sob tratamento, as células MDPC-23 nao foram capazes de se

diferenciar em células clasticas.

Palavras-chave: MDPC-23. LPS. Calcitriol. Medula éssea. Clastogénese.






ABSTRACT

Oliveira TC. Effects of lipopolysaccharide and calcitriol on mdpc-23 differentiation into
osteoclasts [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Séao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2021. Corrected version.

Resorption of internal dental walls raises doubts about the origin of clastic cells in
idiopathic cases. Recent studies have suggested that MDPC-23 cells (odontoblast-
like) can differentiate into clast-type cells, contrasting to previous finding. The present
study aimed to observe the influence of calcitriol and lipopolysaccharide (LPS) to
induce the differentiation of MDPC-23 (odontoblast-like) cells into clast-like cells. As
MDPC-23 cells have ectomesenchymal origin and clastic cells hematopoietic origin,
the study was proposed to compare, in vitro, the clastogenic potential of two different
models of embryonic origin against different stimuli. Two groups, MDPC-23 and
mouse bone marrow cells were cultured in LPS and 1.25-dihydroxyvitamin D3
(calcitriol). On the sixth day, after treatments, methyl tetrazolium (MTT) assay was
performed to observe cell viability. Then, a cytochemical assay was performed to
identify TRAP positive cells. In addition, gene expression of clastogenesis markers,
OPG, RANK, RANKL, Csflr, M-Csfl and cathepsin K, was performed using the
PCRq. Cell viability wasn’t disturbed at cited concentrations treatments compared to
the control subgroups with the MTT assay. There were no TRAP positive cells in all
MDPC-23 subgroups or in the control subgroup of bone marrow. TRAP positive cells
were present only in bone marrow induced subgroups LPS and calcitriol. Bone
marrow subgroups had gene expression amplification for all targets mentioned.
Otherwise, MDPC-23 group had significant gene expression only for Csfr and
cathepsin K. The others specific targets had no amplification in MDPC-23 subgroups.
It was concluded that although the treatments were not toxic and MDPC-23 cells had
significant gene expression for Csflr and cathepsin K, these cells did not present

TRAP positive cells, and therefore were not able to differentiate into clastic cells.

Keywords: MDPC-23. LPS. Calcitriol. Bone Marrow. Clastogenesis.
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1 INTRODUCAO

As células responsaveis pela reabsorcdo da matriz mineralizada dos tecidos
duros, embora inicialmente descritas como osteoclastos, sdo também capazes de
reabsorver cartilagem calcificada, onde sdo chamadas de condroblastos e tecidos
dentarios, os odontoclastos, sendo denominadas em geral como células clasticas.

A reabsorcéo interna é a destruicdo progressiva da dentina intra-radicular e dos
tubulos dentinarios ao longo dos tercos médio e apical das paredes do canal como
resultado de atividades clasticas. Embora o processo pareca ser regulado por
citocinas e fatores de transcricdo que sdo semelhantes aqueles envolvidos na
remodelacéo 0ssea, até hoje ndo se sabe exatamente o que leva a diferenciacdo em
odontoclastos (nos casos de reabsorcdo interna idiopatica) sendo sua formacao
relacionada (em alguns estudos) as células dendriticas (que estdo presentes a

polpa) e as células da papila apical.

Os osteoclastos tém sua origem na linhagem monocitica através de
sinalizacdes de precursores mesenquimais e hematopoiéticos. Para sua obtencao in
vitro, através da cultura de células da medula 6ssea, ha na literatura protocolos ja
estabelecidos utilizando citocinas como M-Csfl (macrophage-colony stimulating
fatol), IL-1 (interleucina 1) e RANKL (receptor activator of nuclear fator kappa B
ligand), e 0 que ser4 empregado no presente estudo que sao indutores da
clastogénese: a endotoxina LPS (lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas) e

o hormonio da vitamina D3, calcitriol.

As células MDPC-23 (mouse derived papilla cells) sdo conhecidas como uma
linhagem imortalizada odontoblastica por sintetizarem proteinas caracteristicas de
odontoblastos. Embora haja relatos da obtencéo de células caracteristicas de clastos
a partir de células MDPC-23, varias evidéncias apontam para a necessidade da
presenca de citocinas indutoras e precursores clasticos, de origem hematopoiética,
para a inducdo da diferenciacdo clastica. Portanto, pouco se sabe sobre o
mecanismo molecular da clastogénese no interior do canal radicular em casos
idiopéaticos. Sendo as células MDPC-23 de origem ectomesenquimal e as células
clasticas de origem hematopoiética, o presente estudo foi desenvolvido para

comparar duas linhagens celulares cultivadas in vitro, MDPC-23 (odontoblastos) e
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células extraidas da medula éssea de camundongos Balb-c, quando induzidas a

diferenciacéo, se expressam igualmente fatores caracteristicos de células clasticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EMBRIOLOGIA: ORIGEM DAS CELULAS INDIFERENCIADAS DO
ORGANISMO

Para o entendimento das origens celulares das culturas desse estudo, se faz
necessario um breve conhecimento prévio sobre o desenvolvimento embrionério
onde as células indiferenciadas que irdo protagonizar a evolucao de precursores e
estruturas embrionarias, assim como o estabelecer os tecidos celulares de um

individuo.

A gastrula é a fase fundamental da embriogénese animal na qual camadas
germinativas sdo especificadas, reorganizadas e moldadas em um corpo plano com
rudimentos de 6rgaos (Muhr; Ackerman, 2020). Assim, a endoderme forma 6rgéos
dos sistemas gastrointestinal e respiratorio, bem como o timo, a paratiredide, a
bexiga e a uretra. O ectoderma € responsavel pelo desenvolvimento da pele e dos
apéndices da pele, do sistema nervoso e de partes dos Orgdos sensoriais. O
mesoderma, dessa maneira, forma o sistema circulatério e 0 sangue, 0 sistema
linfatico, os 0ssos, a cartilagem, os masculos e muitos 6rgaos internos, como o rim,

0 baco, os ureteres e o cortex adrenal (Donovan; Cascella, 2020).

Provenientes da camada ectodérmica, as células da crista neural (das margens
dorsais do tubo neural) dardo origem a tecidos como a dentina, ao tecido conjuntivo,
a alguns ossos e cartilagens da face e da parte anterior do cranio (Figura 2.1).
Precocemente estas células migram para povoar as primeiras regides do arco
branquial (faringea) que formardo o ectomesénquima. Apesar de sua origem
embriondria ectodérmica, as células ectomesenquimais se comportardo como
células mesenquimais multipotentes originando tecidos conjuntivos moles e duros

craniofaciais (Katchburian; Arana-Chavez, 2017).
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Figura 2. 1 - Células da crista neural se soltam do tubo neural e passam por uma migracao extensa
(A): imunohistoquimica com um anticorpo para o marcador da crista neural destaca
células da crista neural saindo do tubo neural de um embrido de galinha. (B): Diagrama
representando uma secéo transversal de um embrido de galinha ocupando a porcdo
dorsal do tubo neural. (C): células da crista neural eventualmente sofrem transicao
epitelial para mesenquimal para sair do tubo neural e passam por extensas migracdes

A B w ~_ Premigratory

neural crest

Neural tube

HH9- Notochord
C - Epidermis
¥ o

o

vde: \ '.‘

0 )

’ % A
" " Migratory
- neural crest
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Fonte: Bronner e Simdes-Costa (2016).

Ja as células mesodérmicas dos somitos, e as células mesodérmicas da
placa lateral produzirdo as cartilagens e 0ssos na parte posterior do cranio, o
esqueleto axial, e 0 esqueleto apendicular respectivamente (Figura 2.2). Contudo, as
diferentes estruturas formadas no organismo estdo relacionadas com o tempo e a
localizagdo em que estas células se apresentam durante o periodo embrionario.
Dependendo dessas variaveis, tempo e localizacdo, as células comecam um
processo de diferenciacdo e maturacdo que originardo linhagens distintas, tornando-
se células multipotentes e perdendo sua capacidade pluripotente original. Um
exemplo seriam as células hematopoiéticas e as células mesenquimais, ambas
possuindo sua origem celular na camada mesodérmica, mas sendo progenitoras de
células que formarao sistemas distintos (circulatério e constitutivo respectivamente)
(Ferretti; Hadjantonakis, 2019).
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Figura 2.2 - Secg¢éo transversal mostrando as estruturas mesodérmicas que surgem no celoma

Axial mesoderm Endoderm

Somatic Splanchnic
mesoderm mesoderm

Fonte: Prummel et al. (2020).

2.2 CELULAS TRONCO TOTIPOTENTE E MULTIPOTENTE

As células-tronco sdo uma ferramenta importante para compreender a
organogénese e a capacidade regenerativa do organismo. No estudo de
mecanismos patogenéticos, estas ceélulas pluripotentes auxiliam os pesquisadores
na compreensao da fisiopatologia de varias doencas oferecendo a possibilidade de

desenvolver novos medicamentos (Daley, 2010).

As principais caracteristicas das células-tronco sao: (a) autorrenovacao
(capacidade de proliferar extensivamente), (b) clonalidade (geralmente decorrente
de uma unica célula) e (c) poténcia (capacidade de se diferenciar em diferentes tipos
de células). Essas propriedades podem diferir entre vérias células-tronco. Por
exemplo, as células-tronco embrionarias derivadas do blastocisto tém uma maior
capacidade de autorrenovacao e poténcia, enquanto as células-tronco encontradas
no tecido adulto tém autorrenovacdo limitada, uma vez que ndo proliferariam
extensivamente e s6 podem se diferenciar em células especificas do tecido (Kolios;
Moodley, 2013).

As células totipotentes podem se diferenciar em tecidos embrionarios e extra-
embrionarios (Rossant, 2001). As células pluripotentes podem se diferenciar em
tecido de todas as 3 camadas germinativas (endoderme, mesoderme e ectoderme)
(De Miguel et al., 2010). As células-tronco multipotentes podem se diferenciar em

tecido derivado de uma Unica camada germinativa, como as células-tronco
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mesenquimais que formam o tecido adiposo, 0osso e cartilagem (Ratajczak et al.,
2012). As células-tronco residentes no tecido sdo chamadas oligopotentes, pois
podem formar células diferenciadas de um tecido especifico (Marone et al., 2002)
(Figura 2.3).

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo as células multipotentes mais
reconhecidas. Eles podem ser de uma variedade de tecidos, incluindo medula
0ssea, tecido adiposo, osso, sangue do corddo umbilical e sangue periférico
(Augello et. al., 2010; Bruder et. al., 1997). Recentemente, as MSCs foram
diferenciadas em tecido neuronal derivado do ectoderma. Este € um exemplo de
transdiferenciacdo, ou seja, quando a célula de uma camada germinativa
(mesoderme) se diferencia em tecido neuronal de outras camadas germinativas

(ectoderme) (Barzilay et al., 2009).

Figura 2.3 - Esquema da hierarquia das células-tronco. Células totipotente formam tecidos
embrionarios e extra-embrionarios. As células pluripotentes formam as 3 camadas
germinativas, enquanto as células multipotentes geram células limitadas a 1 camada

germinativa
Extra-embryonic layer
Totipotent Zygote - _» Endoderm
Embryonic germ layer —s Mesoderm
T,
“* Ectoderm
_» Endoderm Lung
; Embryonic stem cell =~
Pluripotent B ) ' — Mesoderm
induced pluripotent cells -
™ Ectoderm
Multipotent Mesenchymal stem cells . ? Bronchoalveolar
™ Adipose, duct junction cells
cartilage and / \
Oligopotent/bipotent e bone
{usually tissue- Osteoblasts Bronchiolar Type |l
detErmlnEd stem I:E“JII Epithe“um pneumgcytes
Nulipotent l
{usually terminally Osteocytes Type |
differentiated) pneumocytes

Fonte: Kolios e Moodley (2013).
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2.3 CELULAS CLASTICAS

A esqueletogénese comeca com a migracdo de células mesenquimais
derivadas destas linhagens embrionarias para os locais dos futuros ossos. No local,
elas formam condensacdes de alta densidade celular que delineiam a forma e o
tamanho dos futuros ossos. Dentro das condensacdes, as células mesenquimais se
diferenciam em condrocitos e formam modelos de cartilagem (formacao
endocondral) ou se diferenciam em osteoblastos para formar diretamente 0 0Sso

(formacao intramembranosa) (Berendsen; Olsen, 2015).

Intimamente relacionado ao surgimento do osteoblasto, as células clasticas tém
sua origem também mesodérmica, porém descendem dos tecidos hematopoiéticos,
da linhagem monacito-fagocitica. Concomitantemente, ha a diferenciagdo das
células osteoblasticas iniciais e o0 desenvolvimento das células clasticas
acontecendo em seus progenitores, ainda nao tendo quaisquer marcadores
caracteristicos. Entre os dias 16 e 17 de vida intrauterina, células de camundongos
adquirem marcadores especificos de osteoclastos, como a enzima fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) e os receptores da calcitonina (CTR) (Taylor et al.,
1989). Finalmente, entre os dias 17 e 18 de desenvolvimento embrionario, elas se
fundem e se tornam células clasticas ativas que invadem a cartilagem mineralizada e
formam a cavidade da medula G6ssea primitiva (Scheven et al., 1986). A partir da
formacdo das células clasticas a manutencdo da homeostase do célcio no
organismo € possivel, controlado por trés hormonios reguladores de célcio: hormbnio
da paratireoide (PTH) e vitamina D (1,25 OH.2-D3), que estimulam a reabsorcéo, e

calcitonina (CTR), que inibe a reabsorcéo osteoclastica (Lerner, 2000).

Desde a descoberta da via de sinalizacdo RANK (receptor activator of nuclear
fator kappa B) / RANKL (receptor activator of nuclear fator kappa B ligand) / OPG
(osteoprotegerin), a compreensdo dessa célula e seu papel na biologia Ossea
avancou consideravelmente. Até 2003, mais de 60 proteinas estavam associadas as
vias que regulam o osteoclasto (Boyle et al., 2003). Devido a abrangéncia de vias e
moléculas reguladoras da clastogénese, o presente estudo se atera a principal via
de sinalizacédo ja estabelecida e conhecida na literatura, a via RANK, RANKL e OPG
(Yasuda, 2021).
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A diferenciacdo em clastos, ou clastogénese, ocorre em resposta ao fator
estimulador de macréfago (M-Csfl) expresso por células dendriticas, linfocitos T,
ostedcitos, células indiferenciadas e osteoblastos (Marino et al., 2014), o qual se liga
ao receptor Csflr presente na membrana plasméatica das células precursoras de
células clasticas. O ligante ativador do receptor do fator nuclear kappa-B (RANKL) é
outra molécula expressa por essas células, que ao se ligar ao receptor ativador do
fator nuclear kappa-B (RANK) da membrana plasmética das células precursoras dos
clastos, ativa fatores que promovem a diferenciacdo em pré-clastos e também induz
a expressdo de moléculas mediadoras da fusdo como a proteina transmembrana
especifica de célula dendritica (DC-STAMP - dendritic cell specific transmembrane
protein) e a proteina transmembrana estimuladora de osteoclasto (OC-STAMP -
(osteoclast stimulatory transmembrane protein) (Yagi et al., 2006) (Figura 2.4). A
osteoprotegerina (OPG), ao contrario, impede a diferenciacéo e ativacao dos clastos,
pois compete com 0 RANK pelo mesmo sitio de ligacdo (RANKL) e assim, pode

interferir no processo de reabsorcao (Lacey et al., 1998).

Figura 2.4 - Esquema representativo da clastogénese
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Fonte: Adaptacéo de Boyce (2013).

Uma vez ocorrendo a ligagdo do RANKL ao RANK, sdo desencadeadas
respostas celulares que promoverdo a fusdo e diferenciacdo. Primeiramente, ocorre
o recrutamento da molécula TRAF6, a qual promove a ativacdo das moléculas NF-
kB (RANK), que irdo transcrever ou regular a expressao de varios genes envolvidos
nas respostas imunes, inflamatoérias e fisiol6gicas (Suda et al., 2002). Apds a fuséo

das células precursoras, 0s pré-clastos se direcionam ao substrato mineralizado. No
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caso de substratos como 0 0sso e a dentina, 0s osteoclastos contatam a matriz e
reconhecem a sequéncia RGD (arginina-glicina-acido aspartico) de proteinas nao
colagenas presentes, como a osteopontina e a sialoproteina O0ssea, através de
integrinas de membrana (Sodek; McKee, 2000). Entretanto, o esmalte que é

desprovido de proteinas com a sequéncia RGD também é reabsorvido por essas

células (Arana-Chavez; Andia-Merlin, 1998).

Ao aderir ao substrato, forma-se a zona clara, uma regido do citoplasma rica
em filamentos de actina que formam um anel para aderéncia e delimitacdo da area a
ser reabsorvida. A zona clara é um estado caracteristico da ativacdo das células
clasticas (McMichael et al., 2006). Uma vez aderidas ao substrato, inicia-se a
degradacédo da matriz mineralizada pela producéao de prétons (H+) ficando a regiédo
acidificada (pH entre 4 e 5). Numerosas enzimas de natureza lisossomal, (MMPS),
séo secretadas incluindo proteases, principalmente do tipo catepsina-K (Zhao et al.,
2010). Um dos marcadores caracteristicos dos osteoclastos € a enzima lisossomal

fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP).

A figura 2.5 apresenta de forma sucinta uma célula clastica ativa ilustrando as
regides de zona clara, basal e vesicular, borda em escova, trafego de vesiculas e a
lacuna de Howship ou lacuna de reabsorcdo (adaptado de Arana-Chavez;
Bradaschia-Correa, 2009).
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Figura 2.5 - O mecanismo de reabsor¢cdo Ossea: as vias moleculares envolvidas na acidificagdo da
lacuna de reabsorcdo e na liberagdo de enzimas lisossomais, que dissolvem a matriz
0ssea inorganica e organica
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Fonte: adaptado de Arana-Chavez e Bradaschia-Correa (2009).

2.3.1 Obtencéao de células clasticas in vitro

Estudos in vitro utilizam células da medula 6ssea, na qual estdo presentes 0s
precursores das ceélulas clasticas, induzidas com diversos fatores. Um método
estabelecido € a inducdo com calcitriol (vitamina D3), por meio do qual se
estabelecem culturas de clastos TRAP-positivos que expressam moléculas
caracteristicas dessas células (Holliday et al., 1995). A molécula de 1,25
dihidroxivitamina D3 possui em sua porcao terminal uma sequéncia de aminoacidos
homologa aos ligantes da familia TNF (fator de necrose tumoral), citocina que induz
a clastogénese. O receptor de vitamina D (VDR) € um membro da superfamilia de
receptores nucleares e desempenha papel central regulacdo da expressao de varios
genes envolvidos na homeostase de calcio / fosfato, proliferacdo, diferenciacao
celular e resposta imune (Wang et al., 2012). As células precursoras dos
osteoblastos presentes na medula 6ssea de camundongos possuem VDR e na
presenca do calcitriol estas células induzem a osteoclatogénese devido ao aumento
da sua expressao de RANKL e de M-Csfl pela via NF-kB (Cong et al., 2015).
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O VDR esta claramente presente nas ceélulas do epitélio intestinal, tdbulos
renais, células da glandula paratireéide, pele (queratindcitos), epitélio mamario,
pancreas (células das ilhotas beta), glandula pituitéria, esqueleto (osteoblastos e
condrocitos), sistema imunoldgico (mondcitos, macréfagos, e linfocitos T) e tecidos
germinativos (Wang et al., 2012). Além disso, o receptor de vitamina D foi detectado
também nos ameloblastos, odontoblastos e seus respectivos precursores, desde 0s
estagios iniciais de desenvolvimento até o processo de mineralizacdo dos dentes
(Bailleul-Forestier et al., 1996).

2.4 ORIGEM DAS CELULAS CLASTICAS NA REABSORCAO DENTARIA INTERNA

Nos tecidos mineralizados como a dentina, 0 cemento e o esmalte, as células
clasticas séo indistintas dos osteoclastos morfologica e funcionalmente (Katchburian;
Arana-Chavez, 2017). No dente formado, a dentina que circunda a cavidade pulpar
as vezes € reabsorvida internamente, aparentemente envolvendo a via de
sinalizacdo RANK/RANKL (Harokopakis-Hajishengallis, 2007). Outros estudos
relataram a expressdo de RANKL/OPG em polpa dentaria, em linhagens celulares
de odontoblastos (Rani; MacDougall, 2002), e até em fibroblastos de polpa dentaria
de dente deciduo humano apos reabsorcao (Lossdorfer et al., 2002). A reabsorcéo
interna da dentina comeca na camara pulpar ou no canal radicular (Sahara et al.,
1994). Acredita-se que as células da polpa dentaria podem ser produtoras de
citocinas que medeiam a linhagem mondcito-fagocitica para formar odontoclastos
(Lau et al.,, 2007), e que o sistema RANK/RANKL pode estar envolvido na

reabsorcdo dentinaria (Uchiyama et al., 2009).

Em casos de reabsorcao interna, a camada odontoblastica e a predentina séo
danificadas, resultando na exposicdo dentinaria para a acdo reabsortiva dos
odontoclastos. Os eventos lesivos para causar tais danos nao foram completamente
elucidados e varios fatores etiolégicos foram propostos para a perda das camadas
supracitadas, incluindo as alteracdes distroficas idiopaticas em polpas normais
(Trope, 1998). Entretanto, nesses casos, ndo foram encontradas células

inflamatérias no tecido pulpar, gerando questionamentos sobre 0s Unicos
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precursores envolvidos na reabsorcdo interna da dentina: as células
hematopoiéticas e os mondcitos (Duan et al., 2013). Quando idiopética, forma
incomum de reabsorcdo dentaria, os fatores iniciadores envolvidos ndo sao
completamente compreendidos. Esta forma de reabsorcdo € tipicamente
assintomatica e os dentes afetados podem responder nhormalmente ao teste térmico
e / ou elétrico da polpa (Moody; Muir, 1991).

Surgem, portanto, para esses casos, hipoteses sobre a formacao clastica na
polpa dentéria, relacionando seu aparecimento as células dendriticas (Patel et al.
2010), que estdo presentes na polpa dentaria, e cuja origem embrionaria € a mesma
dos osteoclastos (Rivollier et al., 2004; Krishnamurthy et al., 2019) e as células da
linhagem odontoblastica, MDPC-23, que derivam de células ectomesenquimais
indiferenciadas e que também tém sido relatadas como a possivel fonte dos
odontoclastos (Duan et al., 2013; Li et al., 2018).

2.5 CELULAS DA PAPILA APICAL E ORIGEM ODONTOBLASTICA

As células da papila apical, também chamadas de células ectomesenquimais
indiferenciadas, sdo capazes de se diferenciar, migrar para uma regiao desfavoravel
possuindo propriedades imuno-modulatérias (Egusa et al., 2012). Contudo, essas
células sdo capazes de sobreviver em meios hostis como uma inflamacao periapical
ou uma pulpite irreversivel sugerindo que ambientes hipdxicos aumentariam a

proliferacéo e o potencial angiogénico dessas células (Wang et al., 2012).

Durante a formacao do individuo apds a migracéo das células da crista neural e
do estabelecimento do tecido ectomesénquimal, o epitélio oral primitivo aumenta de
espessura e se prolifera, subjacente a este processo, ocorre a condensacdo do
ectomesenquima, a qual resultard na formacdo da papila dentéria, considerada a
fonte indutora de precursores odontoblasticos. Uma variedade de interacdes epitelio-
ectomesenquimal sdo responsaveis pelo inicio da formacdo dentaria. (Bronner;
Simdes-Costa, 2016). Moléculas sinalizadoras a partir de células epiteliais comegam
a diferenciacdo em ameloblastos, modificando a lamina basal interna, e induzindo as

células da papila dental a se diferenciar em odontoblastos (Thesleff, 2003).
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ApoOs a dentinogénese, os odontoblastos se apresentam alinhados ao longo da
periferia da polpa dentéria exibindo forma colunar, nucleo polarizado, organelas de
sintese bem desenvolvidas, desempenhando importante fungcdo na manutencédo da
integridade dentaria devido a sua capacidade de depositar novas camadas de
dentina ao longo da vida. Entretanto, difere de outras células do organismo por
possuir um unico prolongamento celular que surge de seu corpo celular colunar alto
e penetra no tubulo dentinario (Katchiburian; Arana-Chavez, 2017). Além disso,
células odontoblast-like posteriormente diferenciadas também sdo capazes de
formar uma camada de dentina terciaria em resposta a fatores que podem afetar a
polpa (Smith; Lesot, 2001). As células ectomesenquimais indiferenciadas presentes
na polpa, se tornardo as células que produzem a dentina reparadora. Embora os
mecanismos exatos que induzem a diferenciacdo das células pulpares em células
odontoblasticas ainda sejam desconhecidos, as novas ceélulas surgem apods a
sinalizacdo de um fator de crescimento que desencadeia uma cascata de eventos
envolvendo quimiotaxia, divisdo, migracéo, adesédo e diferenciacéo celular. Acredita-
se que principalmente as células da camada subodontoblastica - e também outras
células pulpares indiferenciadas - possuem capacidade latente para esta

diferenciacao especifica (Arana-Chavez, Massa, 2004).

2.5.1 Linhagem MDPC-23

A linhagem imortalizada MDPC-23 foi desenvolvida a partir das células de
papila apical de primeiros molares de camundongos com 18 dias de vida fetal,
capazes de sintetizar proteinas especificas da dentina como sialofosfoproteina
dentinaria (DSSP) e a proteina de matriz dentinaria-1 (DMP1). Na presenca de
vitamina D (10-8M), essas células aumentam sua expressdo génica de osteopontina
(OPN) e osteocalcina (OCN); porém, com dexametasona (DEX), sdo diminuidas as
expressdes de fosfatase alcalina (ALP) e colageno tipo 1 (Hanks et al., 1998). Por
esse motivo, essas células, sdo comumente consideradas como sendo da linhagem
de odontoblastos, e através de métodos moleculares, foram classificadas como

odontoblast-like, devido a expressao constante de DSSP, proteina caracteristica de
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odontoblastos (Sun et al.,1998). Embora haja uma grande variedade de estudos
para verificar a citotoxicidade e a biocompatibilidade dos materiais odontolégicos
(Ferreira et al., 2020; Costa et al, 1999) pouco se sabe da capacidade
indiferenciada dessas células.

O LPS foi o primeiro componente bacteriano demonstrado que é capaz de
induzir reabsorcao 6ssea in vitro (Shuto et al., 1994). Através dele, sdo induzidas a
producdo de citocinas, incluindo o TNF-a e IL-1, por fibroblastos, macréfagos e
outras células capazes de induzir a formacao e ativacdo dos osteoclastos (Mizutani
et al., 2013). Além disso, é capaz de promover a diferenciacéo, fusdo, sobrevivéncia
e ativacao dos osteoclastos, independentes de IL-1, TNF- a e RANKL, através da via
de receptores do tipo Toll (TLRs) (Suda et al., 2002, Itoh et al., 2003, Inubushi et al.,
2012). Esses TLRs séao ativados por padroes moleculares especificos associados a
patogenos (PAMPSs). Diferentes componentes microbianos s&o detectados por
diferentes TLRs, 0s quais sdo expressos em varias células, incluindo macréfagos,
células dendriticas, células B, osteoblastos, células clasticas, tipos especificos de
células T (Bar-Shavit, 2007) e células MDPC-23 (Park et al., 2011).

Na presenca do LPS, tem-se sugerido que as células odontoblast-like, MDPC-
23, apresentariam células multinucleadas TRAP-positivas e marcadores
caracteristicos de células clasticas, como a TRAP através da via TLR4 (Li et al.,
2018). Nao obstante, através da inducdo com RANKL e M-Csfl, a mesma linhagem
também se comportaria como células clastica, mudando fenotipicamente e
expressando quantidades aumentadas de genes especificos de células clasticas
como OSTM1 (osteopetrosis-associated transmembrane protein 1) CLCN7 (chloride
channel), CTSK (cathepsin K) e MITF (microphthalmia-associated transcription
factor). Entretanto, as proteinas caracteristicas de odontoblastos como a DSPP e a
DMP1, seriam inibidas (Duan et al., 2013).

Em contraste com o vasto conhecimento sobre diferenciacdo de osteoclastos,
pouco se sabe, e muito se confunde, sobre a origem dos odontoclastos, e as
moléculas envolvidas na sua diferenciacdo. Embora a literatura relata a necessidade
da presenca de células da linhagem mondcito-fagocitica para a obtencdo de células
clasticas in vitro (Cong et al., 2015), relatos da obtencdo dessas células a partir da
linhagem MDPC-23, com protocolos ja estabelecidos para a obtencdo de

osteoclastos, chamam atencdo para a origem das células clasticas nos casos de
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reabsorcfes internas idiopéticas. Uma vez que as células MDPC-23 tém origem
ectomesenquimal e as células clasticas tém origem hematopoiética, &€ necessério o
esclarecimento sobre a capacidade de diferenciacdo das células MDPC-23 através
da comparacao, caso ambas as linhagens celulares apresentem, quando induzidas,

fatores caracteristicos das células clasticas.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo é avaliar, in vitro, se expressam igualmente
fatores caracteristicos de células clasticas duas linhagens celulares de origens
diferentes: MDPC-23 (odontoblast-like) e células da medula 6ssea de camundongos
Balb-c, ambas culturas, expostas ao LPS e ao calcitriol para inducdo da
diferenciacao.

Os objetivos especificos desse estudo séo:

* Analise da viabilidade/toxicidade celular, por meio de ensaios de MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina];

* Analise da presenca ou auséncia de células clasticas utilizando ensaio

citoquimico da enzima fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP);

* Andlise das expressdes génicas por meio do método PCRqg (método

guantitativo da reacdo em cadeia da polimerase).
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4 MATERIAL E METODOS

Para ambas as culturas, o estudo foi submetido ao Comité de Etica de Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia da USP (CEUA/FOUSP), com a aprovacao do
mesmo, numero de protocolo: 004/2018, (ANEXO A).

4.1 OBTENCAO DA LINHAGEM MDPC-23 E CULTURA SOB TRATAMENTO

Células da linhagem de odontoblastos de camundongos MPDC-23 foram
gentilmente cedidas pela professora Karina Fittipaldi Bombonato-Prado, Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. As células foram
mantidas, até o inicio dos trabalhos, em tubos criogénicos de 2ml em tambores de
nitrogénio liquido e cultivadas na densidade de 110 células por mm2, todos os

ensaios foram realizados na passagem 46.

4.2 OBTENCAO DA CULTURA PRIMARIA DE CELULAS CLASTICAS

Quinze camundongos Balb-c de ambos os sexos com 4 semanas de idade,
obtidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, foram anestesiados
com 0,1 mL/kg peso corporal do animal, com uma combinacdo de ketamina
(Dopalen, Vetbrands) e xilazina (Anasedan, Vetbrands), sacrificados por
deslocamento cervical, dissecadas as tibias e os fémures que foram colocados
imediatamente em uma placa de Petri sobre o gelo com meio MEM-a (Essencial
Minimo Modificado Alfa, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado,
contendo 100U ml-1 penicilina, 100 pg mi-1 estreptomicina e 10% de soro fetal
bovino (SFB). Uma das epifises, de cada espécime, foi removida para a extracdo da
medula. Os espécimes foram colocados, com as epifises ausentes voltadas para
baixo, em um tubo cénico de centrifugacdo de 0,6 ml fechado com um orificio

confeccionado na extremidade, para a saida da medula 6ssea, a qual foi expelida do
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canal medular e coletada em um outro tubo cbnico de centrifugagdo de 1,5 ml
através da centrifugacdo sob 3500 rpm por 30 segundos (Faria 2021) (Figura 4.1).
As células coletadas foram lavadas duas vezes em meio a-MEM suplementado e

cultivadas em densidade de 1X106.

Figura 4.1 - Esquema da obten¢&o das células da medula 6ssea dos camundongos
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dos fémures e  Sobre 0 gelo; das extremidades 30 segundos a 3500 amostra
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Fonte: O autor.

4.3 TRATAMENTOS, GRUPOS E SUBGRUPOS

Ambas as linhagens celulares (MDPC-23 e de células da medula 6ssea) foram
cultivadas em meio Essencial Minimo Modificado Alfa (MEM-a, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) contendo 100U ml? penicilina, 100 pg ml* estreptomicina e
10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C e 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico
umidificado. A troca de meio foi realizada diariamente durante os 6 dias de
experimento. No grupo induzido das culturas (Gl), foram adicionados os tratamentos:
1 ug mL* Escherichia coli Lipopolissacarideo (LPS) (0111:B4; Sigma, St. Louis, MO,
USA) (Li et al., 2018) ou 1,25- dihidroxivitamina D3 a 108M, (4,16 103 pug mL™?),
(Holliday et al., 1995), configurando os subgrupos LPS e VD3 respectivamente. Os
subgrupos controle (GC) de ambas as culturas (MDPC-23 e de células da medula
0ssea) recebeu trocas de meio suplementado somente (sem LPS e VD3) (Tabela
4.1). As culturas foram realizadas em placas de Petri (para o protocolo de extracdo
de RNA, n=06) e placas de 96 pocos (para as analises: MTT e TRAP, n=09).
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Tabela 4.1 - apresentacdo dos grupos, subgrupos e tratamentos

Grupos
Tratamento :
MO (Medula 6ssea) OD (MDPC-23)

Controle (sem indugao, | CON-mo CON-od
" so troca de meio)
8 | Indugao com LPS-mo LPS-od
5 | Lipopolissacarideo 1
2 pg/mL
@ Indugdo com Calcitriol | VD3-mo VD3-od

10-4M

Fonte: O autor.

4.4 ENSAIO MTT PARA VERIFICACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O teste do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina] € um
dos mais utilizados devido a sua sensibilidade de deteccdo de toxicidade dos
tratamentos. O teste do MTT quantifica o dano induzido por um agente no
metabolismo celular de glicidios, pela avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular,
€ entdo quantificada pela reducdo do MTT ao formazan, pela atividade das enzimas
desidrogenases (Figura 4.2). Dessa forma, a reducdo do MTT ao formazan é
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (Mosmann,
1983).

Figura 4.2: Reacdo de reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e solivel em agua) ao
formazan (sal de coloracéo arroxeada e insolivel em agua)
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Fonte: Magalhées et al. (2018)
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O preparo da solucdo de MTT foi feito em atmosfera estéril na concentracéo de
5 mg/ml em tampéo fosfato salino (PBS). Ap6s pesagem e solubilizacdo, a solucéo
foi filtrada em membrana de 0,10 pum para frasco ambar devido a sua
fotossensibilidade. Posteriormente, a solucdo de MTT foi fracionada em tubos de
polipropileno (Falcon) de 50 ml, armazenados a -20 °C cobertos com papel aluminio.
para garantir a estabilidade do reagente por 6 meses, conforme especificagcdes do
fabricante.

Para a realizacao do presente teste, ao sexto dia, 0 meio de cultura das placas
(96 pocos) foi removido e as células lavadas com 100 ul de PBS, pH 7,4 & 37°C.
Apos a remocao do PBS, 100 pl da solugcdo de MTT (5 mg/ml) foi adicionada aos
pocos identificados como “MTT (controle negativo — células vivas)”, 100 pl de fenol
foi colocado nos pocos identificados como “Fenol (controle positivo — células

mortas)”.

Figura 4.3 - A figura ilustra a distribuicdo dos subgrupos e das solu¢bes para o teste de MTT em
ambas as culturas (MDPC-23 e de células da medula 6ssea)
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positivo “morte”)

Apds a incubacdo,
passagem do

Leitura no . *-*.; ; ‘* ‘* * sobrenladante para
espectrofotometro |« pocos limpos
540nm . .*.‘. .*.*.*.
. .1.1. A i AN OVSO
X > Branco

Fonte: O autor.

Apés 4 h de incubacdo das células em estufa umidificada a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, foi removido todo MTT dos pocos e 100 pl de solugéo de

Dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados, permitindo a eluicdo dos cristais de
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formazan. DMSO foi também adicionado nos pocos identificados como “DMSO
Branco” (Figura 4.3). As placas foram homogeneizadas por 5 minutos em agitador
de placa. Apés a solubilizagédo dos cristais de formazan, todo o conteido dos pogos
(em verde e vermelho na Figura 4.3) foi transferido para pog¢os limpos inferiores da
placa (em azul, na Figura 4.3), usando ponteiras novas para cada poco. Foi
realizada entdo a leitura da absorbancia utilizando-se espectrofotometro de
microplacas Synergy HT, software GEN5 da Bio Tek (BioTek Instruments, Inc., VT,
EUA) e comprimento de onda de 540nm.

Este ensaio foi realizado em triplicata (n=9). A viabilidade celular foi avaliada
apos a subtracdo das absorbéncias das amostras da média das absorbancias do
DMSO branco. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com o
programa GraphPad Prism, versdo 9.0 (GraphPad Software, CA, EUA) utilizando
analise de variancia One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett's multiplas
comparacoes. As analises foram realizadas comparando o subgrupo controle com os
subgrupos tratados de cada cultura estudada e o valor de significancia estabelecido

como P<0,05.

45 METODO CITOQUIMICO DA FOSFATASE ACIDA RESISTENTE AO
TARTARATO (TRAP)

Para identificacdo de células clasticas, as culturas foram submetidas a
citoquimica-TRAP. Ao sexto dia de inducdo, as células cultivadas foram
primeiramente lavadas em PBS 0,01M a 37°C. Foram entdo fixadas em solucéo de
formaldeido a 2%, com a placa posicionada sobre gelo picado durante os 20 minutos
de fixacdo. Em seguida, foram novamente lavadas com PBS, permeabilizadas com
solucéo de triton-x-100 a 1% (em PBS) e coradas seguindo o protocolo do fabricante
(Leukocyte assay phosphatase assay, Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Os
experimentos foram realizados 3 vezes em triplicata. As placas foram fotografadas e
examinadas em um microscépio invertido Axiovert 40 CFL Zeiss acoplado ao
sistema de captura e analise de imagens AxioCam (Zeiss, Goéttingen,Germany), 0s

dados obtidos foram qualitativos (presenca ou auséncia de células clasticas).
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4.6 EXPRESSAO GENICA

4.6.1 Extracdo de RNA total das culturas celulares

Ao sexto dia de tratamento, o RNA total foi extraido das culturas, (tratadas ou
ndo com calcitriol ou LPS), utilizando-se o sistema PureLink™ RNA Mini kit
(Invitrogen, Thermo Scientific Inc., DE, USA), seguindo as instru¢des do fabricante.
Primeiramente as culturas foram lavadas 2 vezes com 2ml de tampao PBS a 0,01M
a 37°C, na segunda lavagem, as células foram soltas das placas de Petri com o
auxilio de um raspador (Cell-lifter — Sarsted) sobre o gelo, e a suspenséo de células
coletada e transferida para um tubo conico de centrifugacdo de 2ml. As amostras
foram centrifugadas a 2000 G por 5 minutos a 4°C em uma centrifuga refrigerada
Microfuge® 22R Centrifuge (Beckman Coulter™, USA) e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, 300 pL de tampé&o de lise foi adicionado as amostras que
foram transferidas para o sistema de colunas de separacdo, para isolamento do
RNA. ApoOs o isolamento e a lavagem das amostras, realizou-se a eluicdo do RNA

com 50 ul de agua RNAse “free”.

4.6.2 Afericdo da integridade, qualidade e quantidade do RNA total

As amostras de RNA total foram homogeneizadas e aliquotadas para as
analises de integridade, qualidade e quantidade de RNA. Para a quantificacdo de
RNA total utilizou-se Kit Qubit™ RNA BR Assay (Thermo Scientific Inc., DE, USA) e
a leitura foi obtida em fluorimetro Qubit™ 1.0 (Thermo Scientific Inc., DE, USA)
seguindo as instrucfes do fabricante. A qualidade do RNA total foi avaliada através
do espectrofotbmetro NANODROP 2000 (Thermo Scientific Inc., DE, USA) nas
proporcdes das absorbancias (A260 / A280 e 260/230) que indicam a pureza do
RNA. Somente amostras de RNA total com taxas adequadas de pureza (A260/A280

=1.8-2.1 e 260/230 >1.7) foram utilizadas para as subsequentes analises.
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Para verificagdo da integridade do RNA, as amostras foram desnaturadas a
65°C no termociclador Veriti™ 96-Well (Thermo Scientific Inc., DE, USA) e
imediatamente colocadas sobre gelo. Trezentos nanogramas de RNA total foram
utilizados para esta analise. O gel de agarose foi preparado a 1% em tampao TAE
1X utilizando o corante SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™, Thermo Scientific
Inc., DE, USA) a 0,01% e o tampéao concentrado 6X para carregamento de amostras
(Sinapse INC). A integridade do RNA foi observada em transiluminador de Ultra-
violeta (UV) Gel Doc XR+ Gel Documentation System utilizando o software Quantity
ONE (BIO-Rad, Richmond, EUA).

4.6.3 Transcricao reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR)

A partir da concentracdo de RNA total obtida, foi realizado calculo para a
geracdo de 50 ng/ul de DNA complementar (cDNA) em volume total de 20 pl.
Utilizamos o kit de RT-PCR SuperScript™ VILO™ Master Mix Invitrogen. O protocolo
seguido, informado pelo fabricante, foi realizado no termociclador Veriti™ 96-Well
(Thermo Scientific Inc., DE, USA).

4.6.4 PCR quantitativa em tempo real (PCRQ)

Para a analise quantitativa da expressao génica por PCR em tempo real, foram
escolhidas sondas de hidrélise Tag Man®.Gene Expression (Thermo Fisher

Scientific) especificas para genes moduladores de células clasticas (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - Descricdo das sondas utilizadas o estudo

e R

Mm 01143545 m1 Hmbs Gene de referéncia / enddgeno
Mm 01205928 m1l Tnfrsf1-11B OPG

Mim 00437135 m1l Tnfrsf1-11A RANK

Mm 00441906_m1 Tnfsf11 RANKI

Mm 01266652 m1l Csfir Csflr (receptor)

Mm 00432686_m1 Csfl M-Csfl

Mm 00484039 m1l Ctsk Ctsk (catepsina K)

Fonte: O autor.

Cada reacdo de PCRq foi realizada, utilizando—se 50ng de cDNA de cada
amostra (1 ul), 104l de TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems™), 1 ul da sonda especifica, em um volume total de 20 ul, completados
com agua ultra pura. Cada amostra foi testada em duplicata com 3 repeticbes e 2
controles negativos em cada experimento (No Template Control - NTC). As
condicBes de termociclagem utilizadas para estes genes foram: um ciclo inicial a

95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 15s e a 60°C por 1:00 min.

Os valores obtidos na reacdo de PCR em tempo real foram expressos em cycle
threshold (CT) e a expressdo de cada gene alvo foi determinada utilizando-se a
formula log222CT.  Foi utilizado como normalizador endégeno o gene
hydroxymethylbilane synthase (Hbms), expresso em ambas as culturas com minima
variabilidade de expressdo. Como amostra de referéncia o subgrupo CON-mo foi
utilizado devido a expressdo, em homeostase, de todos os genes de interesse,
permitindo assim avaliar as expressées em ambas culturas celulares sob efeito dos

tratamentos.
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46.5 Anélise estatistica

Os resultados do PCRq foram expressos como quantificacéo relativa (RQ), ou
seja, este indice expressa a variacdo relativa do gene em estudo do grupo
experimental em relacdo a amostra de referéncia, o subgrupo CON-mo. Os dados
estatisticos foram obtidos através da analise de variancia two-way ANOVA com pos
teste de mdltiplas comparacbes de Holm-Sidak's. A diferenca foi considerada
significativa quando p< 0,05. A expresséo relativa para cada gene alvo foi calculada

através do calculo log2-24°T,












45

5 RESULTADOS
5.1 VIABILIDADE CELULAR

Este estudo avaliou, com o ensaio MTT, se a viabilidade celular das culturas foi
alterada apoés 6 dias de tratamento.

Com excec¢do do subgrupo LPS-mo, a viabilidade das células submetidas aos
tratamentos ndo revelou diferenca estatistica significativa quando comparada com as
células néo tratadas (subgrupo CON ou controle negativo-CN). Apenas quando 0s
subgrupos foram comparados aos respectivos controles positivos houve diferencas
estatisticas significativas. Ambos controles positivos (CP) apresentaram baixa
viabilidade celular, com diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais
subgrupos e aos grupos controles. A Tabela 5.1 apresenta um resumo dos dados de

absorbancia obtidos no ensaio de MTT.

Tabela 5.1 - Viabilidade celular dos grupos OD e MO (n=9). Os dados estdo expressos em média +
desvio padrdo de absorbancia. CP: controle positivo de citotoxicidade. P: significancia
estatistica. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas significativas dos subgrupos
controle (CON) com os subgrupos de tratamento (LPS e VD3) e o controle positivo (CP)

Subgrupol CON LPS vm CP
grupo n=9 =3
0,05310.014 0,064+0,017 0,048+0,006 -0,003£0,001  ====P<0,0001

=*P=0,0002

MO 0,037x0,008 0,05540,009 0,043+0,007 -0,004+0,000™ ==P<0,0001

Fonte: O autor.

Os valores de absorbancia (540 nm) dos subgrupos estudados foram
submetidos as seguintes equacdes para a geracdo dos graficos de viabilidade
celular:

% viabilidade celular = (media do subgrupo/media do subgrupo CON) *100;

% desvio padrao = (desvio padrao do subgrupo/media do subgrupo) *100
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Os gréficos, gerados pelo programa GaphPad Prism, versdo 9.0 (GraphPad
Software, CA, EUA), foram obtidos e transformados em porcentagem da viabilidade
celular, onde o subgrupo controle de cada grupo seria 100% da viabilidade celular
(Figura 5.1).

A descricdo das analises estatisticas dos grupos MO e OD foi colocada nos
apéndices A e B deste estudo para consulta.

Figura 5.1 - Viabilidade celular apds 6 dias de tratamento com LPS, VD3 ou fenol (controle positivo de
citotoxicidade -CP). A) Células OD; B) Células MO. Os dados estdo expressos em
porcentagem de viabilidade celular em relacdo aos respectivos subgrupos controle
(CON). ****pP<(,0001, controle positivo (CP) comparado aos demais subgrupos.
***P<(0,0002 comparado ao controle negativo- CN (subgrupo CON)

TESTE DE VIAEILIDADE CELULAR

A: GRUPO OD (n=9) B: GRUPO MO (n=9)
150 2507 con
[ |
mm CON 200+ =
e 1004 PG T = LPS
@ =3 LPS o 150
= o = VD3
@ =a VD3 o
g 50 . g 100+ o CP
3 ’ S 5o “*P=0,0002
> - "P<0,0001| 5 «***P<0,0001
0 o ke ke ok
=50 -50

Fonte: O autor.

Em ambos os grupos (OD e MO), os tratamentos com LPS e ou VD3 néo
reduziram a viabilidade celular das culturas, ndo havendo diferencas estatisticas em
relacdo aos subgrupos controle (CON) (Figura 5.1, graficos A e B). Entretanto, a
viabilidade celular do subgrupo LPS-mo foi significativamente maior (Figura 5.1,
grafico B) em comparacdo ao subgrupo controle CON-mo. Tal diferenca
provavelmente se deve ao fato de o subgrupo CON-mo ter apresentado menor
densidade celular em relacdo aos demais. Como esperado, o tratamento com fenol
nos subgrupos CP induziu morte celular significativa. Em resumo, os resultados

confirmam que os tratamentos com LPS ou VD3 ndo induziram toxicidade e morte
celular.
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5.2 FOSFATASE ACIDA RESISTENTE AO TARTARATO (TRAP)

Com o intuito de verificar se ambas as culturas, sob mesmo tratamento indutor
da clastogénese, produziriam fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), as
mesmas foram submetidas a citoquimica-TRAP, ao sexto dia de tratamento.

Neste ensaio observamos a diferenca de tamanho de ndcleo das células das
culturas. Os nudcleos das células do grupo OD apresentam-se maiores em
comparacao aos nucleos da cultura MO (Figura 5.2, A e D). A marcacgdo para TRAP
esteve presente apenas nos subgrupos: LPS e VD3 do grupo MO (Figura 5.2, E e F).

Nas imagens, as células clasticas sédo as células multinucleadas (contendo 2
ou mais nucleos) e com contorno bem definido. E possivel observar a presenca de
células clasticas gigantes e também mononucleares. No subgrupo controle do grupo
MO néo foi observada presenca da TRAP, mas apenas agrupamentos de células

progenitoras sem diferenciacao (Figura 5.2, D).
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Figura 5.2 - Ensaio citoquimico para TRAP. Fotomicrografias com 20X de aumento tiradas apds 6
dias de tratamento com LPS e VD3. Células gigantes, mono e multinucleadas sao
observadas apenas no grupo MO com os tratamentos LPS e VD3 (E e F)

-r :
CQN-mo ~

Fonte: O autor.
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5.3 EXPRESSAO GENICA

5.3.1 Afericdo da quantidade, qualidade e integridade do RNA total

Os resultados obtidos para verificagdo da quantidade e da qualidade (pureza)
das amostras de RNA total foram obtidos através do fluorimetro (ng/ml) e do
espectrofotometro, respectivamente. As relacdes de absorbéncia: 260/280 e
260/230, obtidas em todas as amostras ficaram, entre 1,9 e 2,4, valores aceitos para
amostras puras (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Resultados obtidos para avaliacdo da quantidade e qualidade (pureza) das amostras de
RNA total. Todas as amostras estdo dentro do padrdo de aceitacdo considerado
adequado nas proporcfes 260/280 e 260/230

Subgrupos [ Ing/mi 260/280 260/203
CON-od 570,7 2,15 2,34
LPS-od 738,0 2,13 2,33
VD3-od 550,4 2,15 2,42
CON-mo 194,6 2,14 2,17
LPS-mo 285,0 2,11 2,19
VD3-mo 369.4 2,10 2,14

Fonte: O autor.

Para avaliacdo da integridade do RNA extraido, 300ng de RNA total foram
utilizados das amostras. A integridade do RNA total foi observada em
transiluminador UV onde se visualizam bandas formadas pelas subunidades 18s e
28s (mais abundantes no RNA total). Todas as amostras obtiveram bandas nitidas e
sem arraste, como demonstrado na Figura 5.3, confirmando que todas as amostras
estavam integras. Observamos também a subunidade 5,8s (banda central) no grupo

OD, que aparece em decorréncia do kit de extracdo de RNA utilizado.
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Figura 5.3 - Andlise da integridade do RNA dos grupos MO e OD. Imagem representativa de
eletroforese em gel de agarose 1% de trés amostras de cada grupo. Em ambos os
grupos sao observadas as bandas correspondentes as subunidades 18s e 28s. No
grupo OD observa-se também a subunidade 5,8s

MO oD
) A

28s

18s

CON LPS VD3 CON LPS VD3

Fonte: O autor.

5.3.2 Analise quantitativa da expresséo génica

Para a andlise quantitativa da expressao génica por PCR em tempo real, foram
escolhidas sondas especificas que modulam a clastogénese. Os dados estatisticos
foram obtidos através da analise de variancia two-way ANOVA com pos teste de
mdltiplas comparacdes de Holm-Sidak's com p<0,05. Utilizamos como amostra de
referéncia para comparacdes o grupo CON-mo, devido a expressao, em
homeostase, de todos 0s genes de interesse, permitindo assim avaliar o efeito dos
tratamentos sobre 0s genes alvo em ambas culturas celulares. Nas figuras 5.4 e 5.5,
a expressao génica da amostra de referéncia é representada pela linha horizontal
em zero. A expressao relativa para cada gene alvo foi calculada através do calculo

Iog2 -AACT

O subgrupo CON-od apresentou expressao significativamente menor dos
genes Csflr e Ctsk (6 vezes e 9 vezes, respectivamente) em relagdo ao grupo CON-
mo (Figura 5.4, graficos A e B). O tratamento com LPS ou VD3 por 6 dias induziu um
aumento da expressdo desses genes nas células OD, mas nado significativamente
diferente do subgrupo CON-mo. Todos o0s demais genes alvo ndo tiveram

amplificacédo nas células do grupo OD.

As células MO tratadas com LPS por 6 dias apresentaram aumento significativo

somente do gene Csflr (Figura 5.4, gréfico A), tanto em relacdo ao subgrupo CON-



51

mo (amostra de referéncia) como em relagdo ao subgrupo LPS-od. O Tratamento
com VD3 nao alterou a expressao gene Csflr em relacdo ao subgrupo CON-mo,
mas a expressao foi significativamente menor em relacdo ao subgrupo VD3-od

(Figura 5.4, grafico A).

A descricao das andlises estatisticas dos genes alvo em relagcdo aos grupos e
subgrupos foi colocada nos apéndices C, D, E e F deste estudo para consulta (onde
estiver MDPC-23, |é-se OD).

Figura 5.4 - Expressao relativa dos genes Csflr (A) e Ctsk (B) pelo método do CT comparativo (log2-
AACTy em células OD e MO tratadas com LPS ou VD3 por 6 dias. A expressdo génica do
subgrupo CON-mo (amostra de referéncia) é representada pela linha horizontal em zero.
Asteriscos com intervalo = comparacdo entre subgrupos; asteriscos sem intervalo =
comparacao com amostra de referéncia (subgrupo CON-mo)

Expressio Génica Relativa —- PCRq (n=6)

A: Csfir B: Ctsk
‘ e == OD ] = 0D
2 - = MO = MO

e

P<0,001

2A0NET 6 g2)

A-BACT o0

B4 =

T T ] T T T
CON LP5 VD3 CON LPS VD3

Fonte: O autor.

O tratamento das células MO com LPS induziu um aumento significativo na
expressdo do gene Csflr, mas ndo alterou significativamente a expressao de outros
genes caracteristicos das células clasticas apos 6 dias de inducdo. J4 o tratamento
com VD3 induziu reducédo significativa do gene OPG e aumento significativo dos

genes RANKL e Ctsk em relacdo a amostra de referéncia (subgrupo CON-mo)
(Figura 5.5).
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Figura 5.5 - Expresséo relativa de genes caracteristicos de células clasticas, calculada pelo método
do CT comparativo (log2*°T) em células MO tratadas com LPS ou VD3 por 6 dias.
Comparacdes feitas em relagdo ao subgrupo CON-mo, representado pela linha
horizontal em zero

Expressdo Génica Relativa - PCRq (n=6)

Grupo: MO
4_
2_ * FE.E. - - LPS
8 mm VD3
2 0-
- ****P<(0),0001
1 %7 | =**P<0,0005
N a4 *P<0.01
*P<0,05
-6 1 1 I | | |
O & o NNk
Q = o 5 o 2
e} 3 o &)
F F é’

Fonte: O autor.

Portanto, no grupo MO, todos os genes alvo utilizados no estudo apresentaram
amplificacao.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que as células MDPC-23 ndo se diferenciam em
odontoclastos frente ao estimulo com LPS ou calcitriol. Apesar da expressdo de
duas citocinas importantes para diferenciacdo clastica diante dos tratamentos, a
auséncia de células clasticas no ensaio citoquimico TRAP sugere que a linhagem
estudada tenha limitacdo na sua diferenciacao nesse tipo de células.

O fator estimulador de colénia de macréfagos (M-Csfl), secretado por
osteoblastos e o ativador do receptor ligante NF-kB (RANKL), expresso em
osteoblastos, ostedcitos, células dendriticas maduras, células T e precursores
hematopoiéticos, sdo as duas citocinas essenciais que conduzem a diferenciacao,

proliferacédo, ativacédo e sobrevivéncia das células clasticas (Marino et. al., 2014).

Alguns relatos da literatura sugerem que as células MDPC-23 poderiam gerar
células multinucleadas TRAP-positivas apos a inducédo por RANKL e M-Csfl (Duan
et. al.,, 2013), ou LPS (Li et. al.,, 2017). Diante disso, questionamentos foram
levantados a respeito da capacidade indiferenciada dessa linhagem, da origem das

células clasticas e seu surgimento na polpa dentaria.

Conhecidos na literatura como estimuladores da reabsorcéo 6ssea, o LPS e o
calcitriol induzem a diferenciacao in vitro das células clasticas através de receptores
diferentes, porém a principal via direta ou indireta para sua ativacdo ainda é
considerada a via RANK-RANKL. Assim, o presente estudo avaliou, in vitro, duas
linhagens celulares de origens diferentes, as células MDPC-23 (pré-odontoblastos) e
células da medula 6ssea de camundongos Balb-c, as duas expostas ao LPS e ao

calcitriol, investigando a influéncia desses tratamentos na odontoclastogénese.

Através do ensaio de MTT, verificamos que os tratamentos ndo causaram
distrbios no metabolismo, portanto, na viabilidade celular das culturas. Contudo, a
marcacao para TRAP, presente apenas nas células MO tratadas com LPS e calcitriol
confirma a necessidade da presenca tanto de precursores de células clasticas
(origem monocitica), como de células blasticas (células estromais ou suas citocinas
produzidas), para que ocorra a clastogénese, independente da regido mineralizada a
ser reabsorvida (Holliday et al., 1995; Uchiyama et al., 2009; Cong et al.,2015; Suda
et al., 2002).
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Na cultura de células da medula 0ssea induzidas por 6 dias com calcitriol,
ocorreu a supressao génica do inibidor da clastogénese, OPG, cuja expresséo ficou
diminuida em 6 vezes, enquanto as expressdes de RANKL e Ctsk aumentaram
significativamente em relagdo ao controle. Esses achados confirmam as fases e
estagios da clastogénese descritos por Marino e colaboradores (2014). Em
contraste, na auséncia de fatores indutores, todos os genes alvo foram expressos,
poréem em equilibrio homeostatico, ndo havendo ativagdo da clastogénese e,
consequentemente, ndo havendo producdo da TRAP. Assim, devido a expressao
equilibrada dos genes estudados, o subgrupo CON-mo foi escolhido para

comparacao com os tratamentos.

Ainda no grupo MO, o tratamento com LPS teve diferenca significativa somente
para o gene alvo Csflr. No restante dos genes foi detectada sua expressédo, mas
sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo sem tratamento. Observamos no
ensaio para TRAP que o tratamento de 6 dias com LPS, apresentou células gigantes
em menor quantidade quando comparadas ao tratamento com calcitriol. E possivel
entdo, que nesta fase, as células apresentem um estagio tardio (atrasado) da
clastogénese em relacdo as induzidas com a vitamina D3. Por este motivo, temos
ainda a expressdao do gene alvo Csflr aumentada significativamente. Como o
receptor para M-Csfl € um dos protagonistas no inicio do processo de diferenciacao
das células clasticas, € possivel que se o tratamento fosse estendido por mais dias,
poderiam aumentar as expressdes do restante dos genes escolhidos. Seria
necessario, portanto, um estudo detalhando as fases da clastogénese (como o de
Marino e colaboradores em 2014) quando usamos LPS como indutor na

concentracdo empregada no presente estudo.

Podendo se diferenciar apenas em células derivadas de sua camada
germinativa, as células da papila dentaria sdo células ectomesenquimais, as quais
devem sua denominacdo por aparecerem em regides especificas do cranio e da
face, apds a migracao de células da crista neural, as quais tém origem ectodérmica.
Essas células, apesar da sua origem, comportam-se como células mesenquimais
multipotentes, ou seja, possuem capacidade de diferenciacdo limitada a células de
natureza conjuntiva. Por outro lado, a diferenciacdo em tecidos de uma camada
diferente da sua origem embrionaria, quando ocorre, recebe o0 nome de

transdiferenciacdo e deve ser considerado como um evento topico (local) e com
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significado biologico limitado (Barzilay et. al., 2009). Assim, a transdiferenciacdo
celular € um evento singular e ectdpico (ocorrendo em alguns tecidos especificos),
fendmeno que nao foi verificado na linhagem MDPC-23 do presente estudo, pois
ndo foram encontradas células clasticas TRAP-positivas nem células
morfologicamente semelhantes as mesmas. Em concordancia, observamos também
auséncia da amplificacdo para a maioria dos genes alvos estudados, com excecao
dos genes Csflr e Ctsk.

O tratamento com LPS ou calcitriol induziu o aumento da expressédo dos genes
supracitados nas células MDPC-23 ao compararmos com proprio subgrupo CON-od,
porém, nao significativamente diferente da amostra de referéncia. Desse modo, em
ambos os tratamentos, as células MDPC-23 passam a expressar semelhante a
amostra de referéncia, com diferenca estatistica altamente significantiva em relacéo
ao subgrupo CON-od. Contudo, mesmo diante das expressfes significativas
mencionadas, a diferenca morfologica apresentada e a auséncia da enzima TRAP
observadas no ensaio citoquimico dao a certeza que a linhagem MDPC-23 néo se

diferenciou e tampouco se comportou como células clasticas.

Quanto a expressdao aumentada para a catepsina k, presente nos ensaios da
linhagem, acredita-se que seja devida a capacidade migratéria das células da papila
dentaria, degradando matriz extracelular e alcancando as regides onde haja a
necessidade da sintese de um tecido mineralizado. Em nivel molecular, a catepsina
€ a principal peptidase envolvida na remodelacdo 6ssea por osteoclastos, devido a
capacidade de clivar em multiplas regides a tripla-hélice das moléculas de colageno
(Novinec & Lenarci¢, 2013), as quais constituem o maior componente da matriz

organica do o0sso e da dentina.

A expressdo génica do Csflr (e por conseguinte a producdo e ativacdo do
receptor) controla, desenvolve e desempenha papéis importantes na imunidade
inata, regulando o desenvolvimento da maioria dos macrofagos, osteoclastos,
células de Langerhans da pele, células de Paneth no intestino delgado e células da
microglia no cérebro. (Stanley e Chitu 2014). E possivel que o gene Csflr tenha sido
expresso para regular mudancas celulares frente aos tratamentos com calcitriol e

LPS (endotoxina pro-inflamatoria).

Porém, somente a expressdao génica da proteina néo significa sintese e

secrecdo da mesma, nem a sua ativacdo. Contudo, ainda que produzidas e
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ativadas, tais altera¢bes conformacionais seriam em dire¢@o a células sintetizadoras
de tecidos mineralizados, uma vez que o mesmo tratamento com calcitriol a 10-¢ M
reportou aumento de expressao de osteocalcina e osteopontina, além de proteinas
dentinarias especificas (Sun et. al., 1998). Da mesma forma, frente a exposicédo ao
LPS nos parametros utilizados no presente estudo, as células MDPC-23, que
futuramente iriam se diferenciar em odontoblastos e produzir dentina terciaria como
forma protetiva da polpa diante da endotoxina, aumentam sua expressao
angiogénica para o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Botero et.al.,
2003) e possivelmente facilitando a chegada das células de defesa na regido

afetada.

Os resultados do presente modelo in vitro apontam para a permanéncia do alto
grau de incertezas sobre a patogénese das reabsorcdes internas idiopaticas.
Contudo, a via OPG / RANKL / RANK ainda é a principal responsavel pela
diferenciacdo dos odontoclastos a partir das células monociticas (Ohazama et al.
2004; Patel et al. 2010). A deteccao precoce e um diagnostico diferencial correto sao
essenciais nesse tipo de reabsorcdo e, atté o momento, o tratamento de canal
radicular continua sendo o Unico tratamento de escolha em dentes com diagnostico
de reabsorcao radicular interna. Isso pode ser devido, em parte, a rara ocorréncia
deste tipo de reabsorcao e a falta de um modelo in vivo para reproduzir as condi¢cdes

para o estudo.

Em suma, considerando a auséncia de células clasticas no ensaio citoquimico
(TRAP), o presente estudo sugere que ambos os tratamentos direcionariam as
células MDPC-23 para producéo de tecido mineralizado e ndo para a reabsorcédo do
mesmo, ao contrario das células da medula 6ssea, que sdo induzidas para a
diferenciacdo em células que reabsorvem tecido mineralizado. Ainda assim, mais
estudos sdo necessarios para confirmacdo da presenca das proteinas cujas
expressfes se apresentaram aumentadas e para elucidar sua atuacéao celular sob os

tratamentos.
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7 CONCLUSOES

Diante dos parametros utilizados no presente estudo, é possivel concluir que:

A linhagem celular MDPC-23, sob indu¢&o do LPS e do calcitriol, ndo foi capaz
de se diferenciar em células clasticas, diferentemente das células da medula 6ssea

gue foram marcadas positivamente com TRAP;

A linhagem celular MDPC-23 é morfologicamente diferente das células da
medula 6ssea e dos precursores de células clasticas, previamente e depois da
inducdo com LPS e calcitriol;

A linhagem celular MDPC-23 ndo apresentou amplificacdo génica para a
maioria dos genes alvos escolhidos e relacionados com a clastogénese, enquanto a

expressao desses genes pelas células da medula 6ssea foi evidente.
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APENDICE A — TESTE MTT — GRUPO OD: ANALISES ESTATISTICAS

Table Analyzed MTT TD GRUPOS BLK
Data sets analyzed A-D

ANOVA summary
F 28.75
P walue <0.0801
P wvalue summary Eom
Significant diff. among means (P < ©.85)? Yes
R squared 8.7854

Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1.934 (3, 26)
P walue 0.1488
P wvalue summary ns
Are SDs significantly different (P < 8.85)? Mo

Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected)
P walue
P wvalue summary
Are SDs significantly different (P < 8.85)?

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P wvalue
Treatment (between columns) @.81876 3 B.883586 F (3, 26) = 28.75 P<B.0081
Residual (within columns) 8.884494 26 B.8801728

Total ©.81525 29

Data summary

Number of treatments (columns) 4
Number of values (total) 30

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha @.85

Dunnett’s multiple comparisons test Mean Diff. 95.80% CI of diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value
CON-mdpc-23 vs. LPS-mdpc-23  -0.806889 -0.82245 to 0.808675 o ns @8.5748 B LPS-mdpc-23
CON-mdpc-23 vs. VD3-mdpc-23  ©.809333 -8.806231 to 9.02498 No ns 8.3356 C VD3-mdpc-23
CON-mdpc-23 vs. NC-DEATH 0.86033 ©.83832 to 9.08234 Yes wEEE <@.8ee1 D NC-DEATH

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. nl n2 q DF
CON-mdpc-23 vs. LPS-mdpc-23  ©.85733 0.86422 -0.006889 8.806197 9 9 1.112 26
CON-mdpc-23 vs. VD3-mdpc-23  @.85733 2.04800 2.809333 8.806197 9 9 1.586 26
CON-mdpc-23 vs. NC-DEATH 8.85733 -0.003000 9.86033 2.008764 9 3 6.884 26






APENDICE B — TESTE MTT- GRUPO MO: ANALISES ESTATISTICAS

Table Analyzed MTT TD GRUPOS BLK
Data sets analyzed E-H

ANOVA summary
F 46.49
P value <@.80a1
P value summary il
Significant diff. among means (P < 8.85)? Yes
R squared 8.8237

Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1.3%6 (3, 26)
P value 8.2663
P value summary ns
Are SDs significantly different (P < 8.85)? No

Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary
Are SDs significantly different (P < 8.85)?

ANOVA table 55 DF Ms F (DFn, DFd) P wvalue
Treatment (between columns)  ©.008246 3 0.802749
Residual (within columns) 8.081765 26 6.789%e-005

Total 8.016801 29

Data summary

Number of treatments (columns) 4
Number of walues (total) 30

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha @.@5

Dunnett’s multiple comparisons test Mean Diff. 95.80% CI of diff.
CON-mo vs. LPS-mo -9.81856 -8.02831 to -9.008801 Yes e
CON-mo vs. VD3-mo -8.806222 -8.81598 to ©.883532 No ns
CON-mo vs. NC-DEATH  ©.84133 8.82754 to 8.85513 Yes s

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. nl n2
CON-mo vs. LPS-mo 9.83733 0.85589 -0.01856 8.0033884 9
CON-mo vs. VD3-mo 9.83733 0.84356 -0.086222 8.0033884 9
CON-mo vs. NC-DEATH ©.83733 -0.0e40ee 8.84133 0.005493 9

<B6.8681

F (3, 26) = 40.49

Below threshold?

@.e002 F

8.2884 G

H NC-DEATH
q DF

9 4.777

9 1.682

3 7.525

P<@.8001
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Summary Adjusted P Value

LPS-mo
VD3 -mo

26
26
26






APENDICE C - PCRQ: ANALISES ESTATISTICAS PARA GENE ALVO CTSK

Table Analyzed CK - duplic

Two-way ANOVA  Ordinary
Alpha @.85

Source of Variation

Interaction 35.44 0.0088

Row Factor 46.81 8.gae4

Column Factor 14.13
ANOVA table 55 DF

Interaction 61.61 2
Row Factor 81.38 2
Column Factor 24.56
Residual 6.295 6

Difference between column means
Mean of MDPC-23 -2.3680
Mean of MO @.5611
Difference between means
SE of difference 8.5914
95% CI of difference

Data summary

% of total wariation

P=8.
P=8.

Lt YES

B Yes

8.0829 == Yes

MS F (DFn, DFd) P wvalue
30.81 F (2, 6) = 29.36

40.69 F (2, 6) = 38.7%

1 24.56 F (1, 6) = 23.41
1.849

-2.861

-4.388 to -1.414

Number of columns (Column Factor) 2

Number of rows (Row Factor)
Number of wvalues 12

3

Compare cell means regardless of rows and columns

Number of families 1
Number of comparisons per family 15
Alpha ©.85

Holm-5idsk's multiple comparisons test Mean Diff.

CON:MDPC-23 wvs. CON:MO -9.888 Yes =
CON:MDPC-23 vs. LPS:MDPC-23 -18.62 Yes o
CON:MDPC-23 vs. LPS:MO -9.853 Yes o
CON:MDPC-23 vs. VD3:MDPC-23 -9.741 Yes w*
CON:MDPC-23 ws. VD3:MO -18.81 Yes o
CON:MO ws. LPS:MDPC-23 -1.534 No ns
CON:MO ws. LPS:MO 8.83458 No ns 8.9813
CON:MO ws. VD3:MDPC-23 -8.6531 No ns
CON:MO vs. VD3:MO -1.718 HNo ns 8.7734
LPS:MDPC-23 vs. LPS5:MO 1.568 No ns
LPS:MDPC-23 vs. VD3:MDPC-23  ©.8885 No ns
LPS:MDPC-23 vs. VD3:MO -8.1843 No ns
LPS:MO vs. VD3:MDPC-23 -8.8876 No ns
LPS:MO vws. VD3:MO -1.752 No ns 8.7734

VD3:MDPC-23 vs. VD3:MOD

-1.865 MNo ns

Below threshold?

= (=R B v R wv R o> 4y ]

200 ®

.8e14
.Bee7
.Be14
.gale
. 8286
. 7888

. 9508
. 7883
.9368
.9813
. 9588

.9163

P wvalue P value summary Significant?

P=0.8029
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Summary Adjusted P Value
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APENDICE D - PCRQ: ANALISES ESTATISTICAS PARA GENE ALVO CSF1R

Table Analyzed MSC-R duplic

Two-way ANOVA
Alpha

Ordinary
8.85

Source of Variation

Interaction 29.84 <@.8ee1
Row Factor 58.18 <@.8e81
Column Factor 208.43

ANOVA table SS DF
Interaction 23.78 2
Row Factor 41.88 2
Column Factor 16.73
Residual 8.2887 6

Difference between column means
Mean of MDPC-23 -1.633
Mean of MO ©.7285
Difference between means
SE of difference 8.1249
95% CI of difference

Data summary

% of total variation

P walue P wvalue summary Significant?

R Yes

R Yes

<@.0091 === Yes

M5 F (DFn, DFd) P value

11.89 F (2, 6) = 254.1 P<0.0001

20.54 F (2, 6) = 439.8 P<0.0001

1 16.73 F (1, 6) = 357.5 P<@.0001
8.84679

-2.361

-2.667 to -2.856

Number of columns (Column Factor) 2

Number of rows (Row Factor)
Number of walues 12

3

Compare cell means regardless of rows and columns

Number of families 1

Number of comparisons per family 15

Alpha ©.85

Holm-3idak's multiple comparisons test Mean Diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value
CON:MO ws. CON:MDPC-23 6.886 Yes FEEE <B8.8801
LP5:MDPC-23 vs. CON:MDPC-23 ©.371 Yes R <B@.88e1
LP5:MO ws. CON:MDPC-23 8.298 Yes FE <B.88e1
VD3:MDPC-23 vs. CON:MDPC-23 6.748  Yes FEEE <B8.8801
VD3:MD ws. CON:MDPC-23 5.988  Yes FE R <B@.88e1
LP5:MDPC-23 vs. CON:MO @8.3651 MNo ns @.3455
LPS:MO vs. CON:MO 2.292  Yes EEE 6.6004
VD3:MDPC-23 vs. CON:MO 8.7423 MNo ns 8.8678
VD3:MO ws. COM:MO -8.1863 No ns 8.6487
LPS:MO wvs. LPS:MDPC-23 1.927  Yes FEE 8.0889
VD3:MDPC-23 vs. LPS:MDPC-23  @.3773 MNo ns @.3455
VD3:MO ws. LPS:MDPC-23 -8.4713 No ns 8.2589
VD3:MDPC-23 vs. LPS:MO -1.549 Yes o 8.0826
VD3:MO vs. LPS5:MO -2.398 VYes R B.ee03
VD3:MO ws. VD3:MDPC-23 -B.8486 Yes * 8.0458






APENDICE E — PCRQ: ANALISES ESTATISTICAS — GRUPO MO

Table Analyzed MO

Two-way ANOVA

Alpha

Source of Variation
Interaction 68.35%
Row Factor
Column Factor

ANOVA table

Data summary

Ordinary

8.85

SS

Interaction 37.34
Row Factor
Column Factor

Residual 6.242

24.62

15.23

% of total wvariation

<@.e8e1
<@.88e1
4.942

DF

12

6
3.858
21

8.8152
M5
3.112
2.539

8.2972

Mumber of columns (Column Factor)
MNumber of rows (Row Factor) 7

Number of wvalues

42

Y
Y

=

Within each row, compare columns (simple

Number of families

7

Number of comparisons per family

Alpha @.85

Holm-%idak's multiple comparisons test

0OPG
CTRL
CTRL

RANK
CTRL
CTRL

RAMNKL
CTRL
CTRL

TRAP
CTRL
CTRL

M5C-R
CTRL
CTRL

M5C
CTRL
CTRL

CK
CTRL
CTRL

Vs,
Vs,

Vs,
Vs,

Vs,
Vs,

Vs,
V5.,

Vs,
Vs,

Vs,
V5.,

V5.,
Vs,

LPS
VD3

LPS
VD3

LPS
VD3

LPs
VD3

LPS
VD3

LPS
VD3

LPS
VD3

8.7334
2,008

-8.68433
8.5265

1.827
-1.428

-1.187
2.476

-2.292
8.1863

8.1722
@.1881

@.83450
-1.718

No
Yes

3
No

No
Yes

No
Yes

Yes
No

No
No

No
Yes

P wvalue P wvalue summary Significant?

es
es

Yes
(DFn, DFd) P value
(12, 21) = 10.47 P<0.0001
(6, 21) = 8.542 P<8.0001
529  F (2, 21) - 5.144

effects within rows)

2

Mean Diff. Below threshol
ns 8.1929

wEEE <B.8881

Mo ns 8.9374
ns 8.5712

ns 8.8736

= B.8329

ns B.8552

== 8.8684

== 8.86888

ns 8.8474

ns 6.9298

ns 8.9296

ns 8.9581

S

B.8896

P=8.8152

d?
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Summary Adjusted P Value
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