sGacervo+
"Q index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091
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RESUMO

Objetivo: Avaliar se os niveis de vitamina D séricos tem correlagdo com os niveis intradsseos de OPG
(Osteoprotegerina) / RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa Beta (NF-kB)). Métodos: Oito
participantes de pesquisa selecionados no curso de especializagdo em Implantodontia da Universidade Federal
Fluminense foram incluidos neste estudo piloto e divididos em 2 grupos: 1) grupo controle (nivel sérico adequado de
vitamina D; n=5) e 2) grupo teste (insuficiéncia de vitamina D sérica; n=3). Amostras de sangue intradsseo foram
coletadas no alvéolo cirdrgico, no momento da instalagdo do implante, e submetidas ao isolamento de RNA total usando
o reagente Trizol®. A reacao de transcriptase reversa foi realizada para sintese do DNA complementar (cDNA) usando
300 ng de RNA. A expressao dos genes OPG e RANKL foi avaliada pela reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
(RT-PCR), utilizando o sistema de detec¢cdo SYBR Green Master Mix. Resultados: Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos, em relacdo a andlise de expressdo génica de OPG/RANKL (p=0.78), OPG (p=0.5) e
RANKL (p=0.5). Concluséo: Os resultados deste estudo piloto ndo evidenciaram correlagdo entre alteragdes nos niveis
séricos de vitamina D e marcadores da remodelagdo éssea.

Palavras-chave: Expresséo génica, Osteoprotegerina, Remodelagdo 6ssea, RANKL, Vitamina D 3.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the correlation between serum vitamin D levels and intraosseous levels of OPG
(Osteoprotegerin) / RANKL (kappa nuclear factor activator receptor (NF-kB) ligand). Methods: Eight research
participants selected at the Post-graduation in Implant Dentistry at Universidade Federal Fluminense were included in
this pilot study, and divided into 2 groups: 1) control group (adequate serum vitamin D level; n = 5) and 2) test group
(insufficient serum vitamin D; n = 3). Intraosseous blood samples were collected in the surgical socket at the time of
implant placement, and processed to total RNA isolation by using the Trizol® reagent. A reverse transcriptase reaction
was performed to synthesize complementary DNA (cDNA) using 300 ng of RNA. The expression of the OPG and RANKL
genes was evaluated by the quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR), using the SYBR Green Master Mix
detection system. Results: There were no statistical differences between groups in relation to the analysis of gene
expression of OPG / RANKL (p = 0.78), OPG (p = 0.5) and RANKL (p = 0.5). Conclusion: The results of this study did
not show changes between serum vitamin D levels and bone remodeling biomarkers.

Keywords: Gene expression, Osteoprotegerin, Bone remodeling, RANKL, Vitamin D 3.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar si los niveles séricos de vitamina D se correlacionan con los niveles intradseos de OPG
(osteoprotegerina) / RANKL (ligando del receptor del activador del factor nuclear kappa (NF-kB)). Métodos: En este
estudio piloto se incluyeron ocho participantes de investigacién seleccionados en el curso de especializacion en
Implantologia de la Universidade Federal Fluminense y se dividieron en 2 grupos: 1) grupo control (nivel adecuado de
vitamina D en suero; n = 5) y 2) grupo de prueba (suero insuficiencia de vitamina D; n = 3). Se recogieron muestras de
sangre intraésea en el alveolo quirtrgico en el momento de la instalacion del implante y se sometieron a aislamiento
total de ARN utilizando el reactivo Trizol®. Se realizé una reacciéon de transcriptasa inversa para sintetizar ADN
complementario (ADNc) utilizando 300 ng de ARN. La expresion de los genes OPG y RANKL se evalué mediante la
reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el sistema de deteccion SYBR Green Master Mix.
Resultados: No hubo diferencias estadisticas entre grupos en relacion al analisis de expresion génica de OPG / RANKL
(p = 0,78), OPG (p = 0,5) y RANKL (p = 0,5). Conclusién: Los resultados de este estudio no mostraron cambios entre
los niveles séricos de vitamina D y los marcadores de remodelacion 6sea.

Palabras clave: Expresion génica, Osteoprotegerina, Remodelacion 6sea, RANKL, Vitamina D 3.
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INTRODUCAO

A pratica odontolégica engloba uma série de procedimentos, cirdrgicos e conservadores, dependentes
da adequada regeneracdo do tecido 6sseo para suportar a reabilitacdo clinica do paciente
(BOONSIRISETH K, et al., 2014).

O processo de regeneracdo € comum a todas as feridas, independentemente do agente que a causou,
sendo sistémico e dindmico, e estd diretamente relacionado as condigBes gerais do organismo
(BROUGHTON G, et al., 2006). A regeneracéo de feridas consiste em perfeita e coordenada sequéncia de
eventos moleculares, celulares e bioquimicos que interagem para que ocorra a recomposicado tecidual.
Carrel A (1910) descreveu 0s mecanismos da regeneracdo numa sequéncia ordenada de eventos,
divididos, posteriormente, em cinco elementos principais: inflamacao, proliferacdo celular, formacéo do
tecido de granulagéo, contracao e remodelamento da ferida (CARREL A, 1910; ORGILL D, DEMLING RH,
1988). Clark DA (2005), reclassificou esse processo em trés fases: inflamatéria, proliferativa e
remodelagéo.

A fase inflamatéria inicia-se apds a ocorréncia da lesdo tecidual e se divide em duas partes: formacao de
coagulos sanguineos e migracdo de células da inflamag&o (ARAUJO MG, et al., 2015). Na fase proliferativa
ocorre a proliferacdo dos fibroblastos, dando origem a um processo chamado fibroplasia, onde os
fibroblastos sintetizam os componentes da matriz extracelular. Concomitantemente, ocorre a proliferacéo de
células endoteliais, neoangiogénese, e infiltracdo densa de macrofagos, formando o tecido de granulagdo
(TAZIMA MFGS, et al., 2008).

No momento do procedimento cirargico ésseo, ha formag¢do do coagulo, e reabsorcado de residuos
celulares e matriz 6ssea, dando inicio a proliferacéo de tecido conjuntivo, a partir de células do periosteo e
do enddsteo, que resulta na formagdo de tecido désseo imaturo, que sofrera posterior remodelacéo,
estabelecendo um tecido 6sseo maduro (LIMA RSR e SEABRA FRG, 2010).

Dentro desse conceito, a vitamina D atua no processo de remodelacédo 6ssea, o qual requer a aposicao
Ossea por osteoblastos e a reabsor¢cdo por osteoclastos. A deficiéncia de vitamina D resulta em
anormalidades no metabolismo de célcio e de fosforo. A principal fun¢cdo da vitamina D é manter as
concentracdes séricas de célcio dentro de um intervalo aceitavel, fisiologicamente. Esta funcdo é exercida
através do aumento da absorcéo intestinal do calcio. No estado de deficiéncia de vitamina D, o intestino
absorve em torno de 10-15% de célcio na dieta. No estado de suficiéncia de vitamina D, normalmente 30%
€ absorvida a partir da dieta, 60-80% pode ser absorvido durante o crescimento, gravidez ou lactagéo,
conforme o0 aumento da demanda por calcio (HOLICK MF, 1994; HOLICK MF, 2004).

Vitamina D é um termo que engloba um conjunto de moléculas secosteroides originarias do 7-
deidrocolesterol (7-DHC). Essas moléculas sdo conectadas entre si por meio de reacdes fotoliticas e
enziméticas que ocorrem em diferentes células de diversos tecidos. Essa denominagdo abrange tanto o
metabdlito ativo desta vitamina (1a,25-diidroxi-vitamina D ou calcitriol) assim como seus precursores (sendo
eles a vitamina D3 ou colecalciferol, vitamina D2 ou ergosterol e a 25-hidroxivitamina D ou calcidiol). Seus
produtos de degradacdo que mantém alguma atividade metabdlica também s&o incluidos neste grupo
(BOUILLON R, et al., 1995; NORMAN AW, 2008).

A forma ativa da vitamina D, a 1a,25-diidroxi-vitamina D (1,25(OH)2D), na realidade, € um hormonio
esteroide componente do eixo metabdlico do sistema endocrinolégico vitamina D. A formacdo desse
sistema compreende véarias moléculas que compdem o grupo vitamina D, assim como sua proteina
carreadora (DBP, vitamin D binding protein), seu receptor (VDR, vitamin D receptor) e, ainda, por outras
enzimas (BOUILLON R, et al., 1995; NORMAN AW, 2008).

A atuacao da vitamina D em processos metabdlicos é pesquisada desde o século XVII e foi objeto do
Prémio Nobel em 1938. Atualmente, sédo conhecidos aproximadamente 41 metabdlitos da vitamina D e um
horménio principal, a 1,25(OH)2D (BOUILLON R, et al., 1995), regulando a transcricdo génica e a fungéo
celular em diversos tecidos (BOUILLON R, et al., 2008), principalmente no tecido 6sseo, sendo que na
osteoclastogénese e na remodelagdo 6ssea evidencia-se a interacdo de trés membros da superfamilia do
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fator de necrose tumoral (TNF): o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa Beta (NF-kB)-RANKL,
o receptor ativador do NF-kB (RANK) e a osteoprotegerina (OPG) (BAUD’HUIN M, et al., 2007; MINE Y, et
al., 2010).

A deficiéncia prolongada de vitamina D provoca a desorganizacdo desse processo e consequentemente
leva a patologias como o raquitismo e a osteomalacia. Em adultos, quando associada & osteoporose, leva a
um risco aumentado de fraturas (RUIZ-IRASTORZA G, et al., 2008). Quando existe insuficiéncia de calcio
na dieta, a vitamina D interage com 0 seu receptor em osteoblastos e induz a expressdo do receptor
ativador do fator nuclear kB ligante (RANKL), que interage com o seu receptor em pré-osteoclastos,
induzindo-os a tornarem-se osteoclastos maduros (HOLICK MF, 2003 (a); HOLICK MF, 2003 (b)).

RANKL, também conhecido como TNFSF11, é o décimo primeiro membro da familia do ligante OPG,
expresso por osteoblastos, células estromais, fibroblastos, células B e células T quando estimuladas por
citocinas e lipopolissacarideos bacterianos (DUTZAN N, et al., 2009; COSTA LC, et al., 2018). Sua acédo é
conduzida conectando-se ao RANK na superficie das células pré-osteoclastos / osteoblastos, resultando no
aumento da atividade dos osteoclastos (COSTA LC, et al., 2018; COCHRAN DL, 2008).

Por outro lado, a OPG, também conhecida como fator inibitério de osteoclastogénese ou TNFRSF11B, é
um receptor chamariz circulante soltvel de RANKL que antagoniza a interagdo RANK-RANKL e, portanto,
promove a formacéo éssea pela inibicdo da osteoclastogénese (BARTOLD PM, et al., 2010).

Os papéis de RANKL, RANK e OPG, na regulacdo da osteoclastogénese, tém sido extensivamente
estudados desde sua descoberta na década de 1990. Desde entdo, foram evidenciadas suas importantes
implicagbes na regulagdo de varios tecidos: remodelagéo 6ssea, formacao de linfonodos, desenvolvimento
de glandulas mamarias e controle da febre. Desordens no sistema RANKL/RANK/OPG estdo associadas a
certas doengas humanas, inclusive osteoporose pOs-menopausa, artrite reumatoide, tumores 6sseos e
certos tumores metastaticos (THEILL LE, et al., 2002; LUI W, et al., 2014; BALOUL SS, 2016).

Considerando que ha poucos relatos na literatura relacionando o papel de OPG/RANKL na cicatrizacao
O6ssea em Odontologia e o possivel potencial de alteragBes nos niveis séricos de Vitamina D na reabsor¢éo
0ssea, esse trabalho, tem como objetivo verificar se os niveis de vitamina D tem correlagdo com os niveis
intradsseos de OPG/RANKL.

METODOS

Este é um estudo piloto, duplo-cego, considerando que os operadores responsaveis pela avaliacdo da
osteointegracdo e pela andlise molecular de OPG/RANKL desconheciam os niveis da vitamina D dos
participantes de pesquisa. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal Fluminense sob o parecer numero 1.786.797, em 20 de outubro de 2016.

Participantes da Pesquisa

Oito participantes de pesquisa foram selecionados no curso de especializagdo em Implantodontia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal Fluminense, a partir de maio de 2017.

Os participantes da pesquisa foram submetidos ao planejamento clinico e tomografico para a realizacéo
dos implantes dentarios, de acordo com o protocolo do Curso de Especializagdo em Implantodontia da UFF.

Todos os participantes da pesquisa receberam a instalacdo de implante endésseo pela técnica de dois
estagios cirargicos, de acordo com o protocolo preconizado por (ADELL R, et al., 1981).

Critérios de inclusdo/exclusdo

Os participantes da pesquisa tiveram como critérios de inclusdo: ter indicacdo para instalacao de, pelo
menos, um implante endésseo em regido edéntula posterior de mandibula, sem a colocacdo de
biomateriais; apresentar boa salude geral; concordar em assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido; enquadrar-se na faixa etaria entre 18 a 60 anos, concordancia em realizar os exames
sanguineos pré-operatorios; ndo tabagistas.
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Os critérios de exclusao foram: participantes portadores de diabetes mellitus, doenca hepatica e doenca
renal crbnica; estarem utilizando medicamentos do tipo bifosfonatos ou outros antirreabsortivos,
antiangiogénicos, feniltoina, fenobarbitiricos e rifampicina; e, gestantes.

Dosagem de vitamina D

Os resultados das dosagens de vitamina D dos pacientes desta pesquisa foram comparados e
classificados de acordo com as recomendacdes baseadas em evidéncias pelas Diretrizes de Pratica Clinica
da Sociedade Enddcrina dos Estados Unidos (Endocrine Society’s Clinical Pratice Guidelines). Grupo D
(Deficiéncia em vitamina D) = 25-Dyhydroxyvitamin D (25-(OH)D) < 20ng/ml; Grupo | (Insuficiéncia de
vitamina D) = 25-(OH)D entre 21-29ng/ml; e Grupo S (Suficiente em vitamina D) = 25-(OH)D entre 30-
100ng/ml (HOLICK MF, et al. 2011).

A coleta necessaria para este exame foi de 2,0 ml de sangue, sendo realizada 15 dias antes da data do
procedimento cirdrgico. Todas as andlises sanguineas foram realizadas em parceria com a Unidade de
Pesquisa Clinica da Universidade Federal Fluminense. Além do exame de 250HD3 necessério para
verificar o nivel de vitamina D, foi fornecido ao participante da pesquisa o0 hemograma completo, o tempo de
coagulacdo, o tempo de sangramento e a taxa de glicose, que sdo os exames exigidos na clinica de
implantodontia da UFF, bem como o lipidograma e telopeptideo C-terminal do colageno tipo 1 (CTX) que é
um biomarcador sanguineo ésseo.

Os grupos da pesquisa foram estabelecidos de acordo com os resultados dos niveis sanguineos de
250H (vitamina D) em Grupo Insuficiéncia de vitamina D, N=3 e Grupo Controle (Suficiente em vitamina D),
N=5.

Andlise da Expressao Génica

No momento da cirurgia para instalacdo do implante enddsseo, os alvéolos cirdrgicos foram submetidos
a coleta de sangue, com ponta de papel absorvente, durante 30 segundos, para andlise da expressao
génica dos genes RANKL (fator 11 da superfamilia TNF ou ligante de RANK), OPG (osteoprotegerina ou
membro 11b da superfamilia de receptor TNF).

Apéds a coleta da amostra, as pontas de papel absorvente foram armazenadas em tubos eppendorf
contendo 1ml de Trizol® (InvitrogenTM por Life Technologies, Nova lorque, NY, EUA). O RNAm total foi
extraido das amostras pelo método convencional do Trizol® (InvitrogenTM por Life Technologies, Nova
lorque, EUA). Foi realizado o tratamento com DNase, para digerir o DNA gendmico que poderia levar a
falsos resultados positivos, usando DNA-freeDNase® (Ambion por Invitrogen™ pela Life Technologies, NY,
EUA). A integridade do RNA foi confirmada e corrida em eletroforese, gel de agarose a 1,2% corada com
SYBR Stain® (InvitrogenTM pela Life Technologies, NY, EUA). A pureza do RNA foi confirmada com a
razdo das absorvancias 260/280 em spectrophotdmetro, e a quantidade de RNA estimada a 260 nm
(Nanodrop® 1000, ThermoScientific, Wilmington, EUA).

A reacdo de transcricdo reversa do PCR (RT-PCR) foi realizada para a sintese de DNA complementar
(cDNA), a partir de 300 ng de RNA utilizando o High-capacity cDNA reverse transcripitase kit com RNase
inibidor (Applied Biosistems, Foster City, CA, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. O controle do
branco (RT-PCR, sem matriz de RNA) e as reacdes RT (reacdes de PCR sem a transcricdo reversa) foram
executadas juntamente com todos os RT-PCRs. As reacdes de PCR quantitativo (qPCR) foram realizadas
no software MxPro-Mx3005P (Stratagene/Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA), utilizando o sistema
de deteccéo rapida SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com 1,5 pul de
cDNA em cada reacéo. Utilizou-se o qPCR com ativacéo a 95°C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos
de desnaturacgédo e prolongamento (95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto).

Iniciadores especificos para RANKL e OPG (Tabela 1) foram confeccionados com base nos dados
BLAST (http: //blast.ddbj. nig.ac.jp/top-j.html). O Método Livak (2-AACT) determinou a quantificagdo relativa
da expressdo desses genes. Os valores foram normalizados em relagdo a expressao constitutiva de B-
actina.
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Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para analise de expressao por gPCR para os genes OPG,
RANKL e o controle B-actina.

Gene Primer Senso Primer Reverso

OPG 5'-AGGAGCTGCAGTACGTCAAG-3' 5-TCTGGGGTTCCAGCTTGC-3'
RANKL 5-GCAGAGAAAGCGATGGTGGA-3' 5'-GGAACCAGATGGGATGTCGG-3'
B-actina 5'-AATTACGAGCTGCGTGTGG-3' 5'-AGAGCGCAGGTAGGATAGCA-3'

Fonte: Santos TAB, et al., 2020.

Analise Estatistica

O processamento dos dados e a andlise estatistica foram realizados utilizando-se o programa Graph Pad
Prism 6.0, 2017 (CA, USA). O teste de Shapiro-Wilk foi usado para avaliar a distribuicdo das variaveis. O
teste exato de Fisher foi usado para comparar as variaveis nominais e o teste de Mann Whitney foi usado
para comparacdo das variaveis numéricas entre 0os grupos, incluindo analise de expressdo génica apds
célculo pelo método 2724CT Os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos, com
intervalo de confianca de 95% (IC).

RESULTADOS

Oito participantes de pesquisa foram incluidos neste estudo, cinco do grupo controle e trés do grupo
teste (insuficiéncia de vitamina D). Nao houve diferenca entre género (p-valor = 1.00), assim como nao
houve diferenca entre as médias de idade (p-valor = 0.40) e exposi¢do solar (p-valor = 1.00) na comparacao
entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados demograficos.

Insuficiéncia de vitamina D

Parametros Controle (N=5) (N=3) p-valor *(OR;IC)
Sexo

Masculino 2 (40.00%) 1 (33.33%) . )

Feminino 3 (60.00%) 2 (66.67%) 1.00 (1.33,0.07-26.64)
Etnia

Branco 4 (80.00%) 0 (00.00%) . i

Pardo 1 (20.00%) 3 (100.00%) 0.14 (21;0.64-690.60)
Idade

Média 54.25+7,43 47.33+3.09 0.40
**Doencas sistémicas

Sim 2 (40.00%) 2 (66.67%) ) i

Nao 3 (60.00%) 1 (33.33%) 1.00 (0.33;0.02-6.66)
Tratamento médico

Sim 3 (60.00%) 2 (66.67%) ) i

Né&o 2 (40.00%) 1 (33.33%) 1.00 (0.33;0.02-6.66)
Uso de medicacéo

Sim 4 (80.00%) 2 (66.67%) ) i

Nao 1 (80.00%) 1 (33.33%) 1.00 (2.00,0.08-1.63)
Exposic¢éo ao sol

0 x semana 4 (80.00%) 3 (100.00%) ) )

3 x semana 1 (20.00%) 0 (00.00%) 1.00 (0.43,0.01-14.09)
Uso de protetor solar

Sim 3 (60.00%) 0 (00.00%) ) )

N0 2 (40.00%) 3 (100.00%) 0.46 (5.00;0.17-146.8)

Implantes instalados

11

3

Legenda: *OR: Raz&o de probabilidade (Odds ratio); IC: Intervalo de Confianga. **Hipertensdo; Cancer.
Estatistica: Fisher's exact test ou Mann Whitney test.
Fonte: Santos TAB, et al., 2020.
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Foram realizadas analises da expressao génica de mRNA para os genes OPG e RANKL. O resultado de
expressdo génica de mRNA para a razdo de OPG/RANKL néo foi significante quando comparados os
grupos Controle e Insuficiéncia de vitamina D (p=0.78) (Gréafico 1A). Nao houve também diferenca
estatistica entre os grupos, em relacao a analise de expressao génica de OPG (p=0.5) (Grafico 1B). Assim
como nao houve diferenga estatistica entre os grupos controle e insuficiéncia de vitamina D, em relagédo a
analise de expresséao génica de RANKL (p=0.5) (Grafico 1C).

Gréfico 1 - Andlise da expresséo génica de mRNA dos genes OPG e RANKL.
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Legenda: Grafico 1A. Andlise da expressao génica de mRNA para a razao de OPG/RANKL. Gréfico 1B.
Andlise da expressdo génica de mRNA para OPG. Gréfico 1C. Analise da expressao génica de mRNA
para RANKL.

Fonte: Santos TAB, et al., 2020.

DISCUSSAO

Apesar dos crescentes indices de alterac6es nos niveis de vitamina D na popula¢cdo mundial (MAEDA
SS, et al,, 2014), até o momento, a real correlacéo entre os niveis séricos de 25-(OH)D (vitamina D) e suas
consequéncias na remodelacdo dssea foi pouco estudada. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar
se os niveis de vitamina D tem correlacdo com os niveis intradsseos de OPG/RANKL. Nossa metodologia
considerou a coleta de amostras de sangue intradsseo, em pacientes saudaveis, e correlacionou os niveis
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locais de OPG/RANKL, principais proteinas relacionadas a remodelagdo 6ssea, com as alteracfes de 25-
(OH)D sérica diagnosticadas nos participantes da pesquisa. Com isso, observamos que, mesmo nha
presenca de insuficiéncia de vitamina D, ndo houve alteracao significativa dos niveis de OPG/RANKL.

Os procedimentos que englobam a pratica clinica na Odontologia sédo intimamente relacionados com o
metabolismo 6ésseo, seja do ponto de vista regenerativo, reabsortivo, patoldégico ou diagnostico. Neste
contexto, o entendimento do metabolismo 0sseo, in situ, e sua associagdo com a caracteristica clinica
hematolégica dos niveis de vitamina D, poderiam corroborar com protocolos diversos da pratica clinica.
Além disso, a caracterizagdo dos niveis de vitamina D sérico é de facil acesso por parte do cirurgido-
dentista, o que possibilitaria ter uma previsibilidade nos procedimentos associados ao 0sso. No entanto, a
maioria dos estudos considerando a agdo 6ssea da vitamina D € experimental e em animais (ALVIM-
PEREIRA F, et al., 2008; KELLY J, et al., 2009; LIU W, et al. 2014; MANGANO F, et al., 2018), com poucos
estudos clinicos em humanos (HEANEY RP, 2003; ALVIM-PEREIRA J, et al., 2008; DUTZAN N, et al.,
2009).

Nosso estudo foi um estudo clinico prospectivo, duplo-cego, que avaliou a expressao de OPG/RANKL no
meio intracelular, em células do microambiente ésseo mandibular, na insuficiéncia de 25-(OH)D. Do ponto
de vista genético, a expressdo do RNAm representa o potencial celular na producdo de proteinas
relacionadas com seus alvos extracelulares, sendo neste caso, osteoblastos e osteoclastos (NUSSBAUM
RL, et al.,, 2016). Para conseguir a eficiéncia maxima de vitamina D induzida por transporte de calcio
intestinal, as concentracdes séricas de 25(0OH)D devem ser de pelo menos 78 nmol/L (30 ng/mL) (HEANEY
RP, 2003). Quando existe insuficiéncia de calcio na dieta, 1,25(0OH)2D interage com 0 seu receptor em
osteoblastos e induz a expressao do receptor ativador do factor nuclear-kB ligante (RANKL), que interage
com o0 seu receptor em pré-osteoclastos, induzindo-os a tornarem-se osteoclastos maduros (HOLICK MF,
1994; HOLICK MF, 2003 (b)).

A deficiéncia de vitamina D resulta na diminuicdo de concentragbes de calcio ionizado, que séo
imediatamente reconhecidos pelo sensor de célcio nas glandulas paratireéides (BROWN EN, et al., 1995).
Isto resulta num aumento da expresséo, producdo e da secre¢do de PTH. O PTH ajuda a manter o
metabolismo do calcio, aumentando a reabsor¢éo tubular de célcio nos rins, aumentando a producdo de
1,25(0OH)2D3, e interagindo com osteoblastos para aumentar o sistema de receptor ativador nuclear de fator
-kB ligante (RANKL), semelhante ao 1,25(OH)2D. Este sistema reacional baseado nos baixos niveis de
vitamina D ocasiona, como resultado, uma maior génese e ativacdo de osteoclastos (HOLICK MF, 2004).
Clinicamente, a consequéncia mais provavel seria 0 aumento da reabsor¢do 6ssea ou diminuicdo da
regeneracdo 0ssea associada ao metabolismo de RANKL. Por isso, apesar dos resultados do nosso estudo
ndo mostrarem diferenca estatistica significativa nos niveis de OPG/RANKL, é esperado que essa diferenca
ocorra caso a amostra seja maior.

Em teoria, populagBes tropicais deveriam ter niveis séricos satisfatorios de 25 (OH) D (colecalciferol).
Porém, ndo é uma realidade nacional, apesar de vivermos num pais tropical, a populagéo brasileira ainda
apresenta crescentes indices de insuficiéncia de vitamina D (MAEDA SS, et al.,, 2014). Além disso,
populacdes de todos os continentes tém baixos niveis séricos de vitamina D com taxas alarmantes de
epidemia que podem ser consideradas uma pandemia e um sério problema de salde global (MITHAL A, et
al.,, 2009; MAEDA SS, et al., 2014). Provavelmente devido a falta de exposi¢éo a luz solar (individuos na
idade adulta normalmente estao confinados em salas e escritdrios no horario de maior incidéncia solar) ou
auséncia de absorcéo da luz solar (os idosos ndo absorvem bem a radiacdo UVB).

A exposicdo solar ideal para os seres humanos seria de 20 minutos nas areas da face, maos, bracos e
pernas, sem 0 uso de protetores solares, no periodo entre 11:00 e 13:00 horas. Neste intervalo de tempo,
ha grande disponibilidade de radiagcdo UVB em comprimentos de onda ideais (297nm) para promover a
fotolise do 7-dehidrocolesterol do anel B (Pro-vitamina D) encontrado na pele, para futura disponibilidade da
forma ativa de 1,25a (OH) 2D3 (Cailcitriol) em células e 6rgéos, produzindo seus efeitos (HOLICK MF, 2004;
NAVAB M, et al., 2004; FENTOGLU O, et al., 2011). No entanto, o uso excessivo de protetor solar e
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recomendacdes da ndo exposicdo neste periodo, como forma de evitar o cancer de pele, minimizaram a
possibilidade de producdo natural de calcitriol. Na pratica, ha uma tendéncia de suplementacdo com
vitamina D, de forma a minimizar os possiveis danos decorrentes de sua deficiéncia.

Clinicamente, a suplementacdo da vitamina D tem sido estudada em Odontologia, principalmente
relacionada a osseointegracdo de implantes dentarios. Considerando os efeitos benéficos desta vitamina no
metabolismo 6ésseo, estudos exploram a suplementacdo pré-cirargica como possivel indicacdo para
melhorar a regenerac@o 6ssea em pacientes com niveis inadequados de vitamina D. O estudo de Mangano
F, et al. (2018), afirmou que a deficiéncia e a insuficiéncia de 25-(OH) D podem exigir uma suplementacéo
oral de vitamina D, durante semanas antes da colocacao do implante, a fim de eliminar os niveis deficientes
de 25-(OH) D no sangue.

Outros estudos demonstraram que a deficiéncia de vitamina D pode comprometer a ossificacdo dos
implantes e que a suplementacédo de vitamina D pode estimular a formacdo dssea e, consequentemente,
aumentar o contato 6sseo entre uma superficie de implantes de titanio e osso (BLAIZOT A, et al., 2009;
SAKAI S, et al.,, 2009). Em um estudo, in vivo, com roedores portadores de doenca renal, foi possivel
verificar, apos andlise de dois anos na interface osso-implante, que o volume dsseo ao redor do implante e
a resisténcia do implante a remoc¢éo foram melhorados pela suplementagéo de vitamina D (LIU W, et al.
2014).

Estudos recentes mostraram uma melhora na osseointegracdo do implante dentario com o revestimento
da superficie do implante com vitamina D (MANGANO F, et al.,, 2016; MANGANO F, et al.,, 2018). No
entanto, ainda ndo ha comprovacéo cientifica de que a suplementagéo de D pode influenciar no contato do
0ss0 no implante ou qualquer informagéo bioldgica in situ que justifigue o uso de suplementagéo.

Os resultados deste estudo néo evidenciaram influéncia dos niveis de vitamina D sérico sobre os niveis
de OPG/RANKL intradsseo. No entanto, como este € um estudo piloto, com nimero de participante de
pesquisa reduzido, sugere-se a realizagéo de futuras pesquisas incluindo maior nimero de participantes de
pesquisa, inclusive oriundos de diferentes regides do pais.

CONCLUSAO

Os resultados de estudo, considerando suas limitagfes, ndo evidenciaram uma correlagéo direta entre a
remodelagdo éssea e 0s niveis séricos de vitamina D. Contudo, considerando a importancia da vitamina D
na homeostase Gssea, observa-se a necessidade de realizar outros estudos que avalie o papel da vitamina
D na osteointegra¢cdo de implantes odontolégicos. Para isso, é necessaria a inclusdo de um maior nimero
de participantes de pesquisa, o que ndo foi possivel nesta pesquisa devido a dificuldade de incluir
participantes que cumprissem todos os critérios de incluséo.
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