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RESUMO

O diabetes mellitus é uma desordem metabdlica de multipla etiologia caracterizada
pela hiperglicemia cronica com disturbios no metabolismo que podem afetar de
modo negativo a cicatrizacdo e o reparo tecidual. Diversas vias de sinalizacdo
desempenham um papel essencial na manutencdo da integridade do esqueleto pela
regulacdo positiva ou negativa das células dsseas. As semaforinas constituem uma
familia de proteinas ligadas a superficie celular ou secretadas que sdo capazes de
regular a interacdo, morfologia e funcdo de diferentes tipos de células. A Semaforina
3A (Sem3A) tem sido envolvida em atividades de remodelamento ésseo, e também
séo encontrados relatos sobre a atividade da Semaforina 4D (Sem4D) durante a
reabsorcdo Ossea realizada pelos osteoclastos. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o nivel de expressdo das Semaforinas 3A e 4D do tecido 6sseo alveolar
neoformado de ratos normo e hiperglicémicos. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: Nao Hiperglicemicos (NH, n=10) e hiperglicémicos (H, n=10). A
hiperglicemia foi induzida nos animais pela administracdo de agua com 10% de
frutose e estreptozotocina no 14° dia ap6s. No 76° dia apds inducdo da hiperglicemia,
todos os animais foram anestesiados e submetidos a uma exodontia para remogéo
dos molares inferiores. No 84° dia aconteceu a eutandasia, em seguida foi realizada
uma curetagem do tecido 6sseo neoformado que foi armazenado em RNA later®
para extracdo do RNA total, tratamento com DN Ase e preparo do cDNA e anélise da
expressdo génica de Sem3A e Sem4D. Os resultados foram submetidos a teste de
normalidade e foram selecionados teste ndo paramétrico com nivel de significancia
estabelecido em 5% (p <0,05). Os resultados do presente estudo sugerem que no
modelo experimental utilizado, os niveis de expressdo génica de Sema 3A e 4D néo
estdo associados ao impacto negativo da hiperglicemia sobre o reparo ¢sseo.
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LEVELS OF GENE EXPRESSION OF SEMAPHORINS 3A AND 4D IN ALVEOLAR
BONE REPAIR OF NORMAL AND HYPERGLYCEMICRATS.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by chronic hyperglycemia with
disturbances in the metabolism that can negatively affect healing and tissue repair. Several
signaling pathways play an essential role in maintaining skeletal integrity through positive or
negative bone cell regulation. Semaphorins are a family of proteins bound to the cell surface
or secreted that can regulate the interaction, morphology, and function of different types of
cells. Semaphorin 3A (Sem3A) has been involved in bone remodeling activities, and reports
on Semaphorin 4D (Sem4D) activity during bone resorption performed by osteoclasts are also
found. The present study aimed to evaluate the level of expression of Semaphorins 3A and 4D
in the newly formed alveolar bone tissue of normal and hyperglycemic rats. The animals were
divided into the following groups: Non-hyperglycemic (NH, n = 10) and hyperglycemic (H, n
= 10). Hyperglycemia was induced in animals by water added 10% fructose and
streptozotocin on the 14th day after. On the 76th day after hyperglycemia induction, all
animals were anesthetized to remove the lower molars. On the 84th day, euthanasia took
place, followed by curettage of the newly formed bone tissue was stored in RNA later® for
extraction of total RNA, treatment with DN Ase and preparation of the cDNA, and analysis of
the gene expression of Sem3A and Sem4D. The results were subjected to a normality test, and
a non-parametric test was selected with a significance level set at 5% (p <0.05). The present
study results suggest that in the experimental model used, the levels of gene expression of
Sem 3A and 4D are not associated with the negative impact of hyperglycemia on bone repair.

KEYWORDS: hyperglycemia; semaphorins; gene expression; rats.
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NIVELES DE EXPRESION GENICA DE SEMAPORINAS3Ay 4D EN LA
REPARACION DEL HUESO ALVEOLAR DE RATASNORMALESE
HIPERGLICEMICAS

RESUMEM

La diabetes mellitus es un trastorno metabolico de etiologia multiple caracterizado por
hiperglucemia cronica con alteraciones en el metabolismo que pueden afectar negativamente a
la cicatrizacion y reparacion tisular. varias vias de sefalizacion juegan un papel esencial en el
mantenimiento de la integridad esquelética mediante la regulacion positiva o negativa de las
células oOseas. Las semaforinas son una familia de proteinas unidas a la superficie celular o
secretadas que son capaces de regular la interaccion, morfologia y funcién de diferentes tipos
de células. La Semaforina 3a (Sem3a) ha estado involucrada en actividades de remodelado
0seo, y también se encuentran informes sobre la actividad de la Semaforina 4d (Sem4d)
durante la resorcién dsea realizada por los osteoclastos. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el nivel de expresion de las Semaforinas 3a y 4d en el tejido dseo alveolar recién
formado de ratas normales e hiperglucémicas. Los animales se dividieron en los siguientes
grupos: no hiperglucémicos (NH, n = 10) e Hiperglucémicos (H, n = 10). se indujo
hiperglucemia en animales mediante la administracion de agua con fructosa al 10% vy
estreptozotocina el dia 14 después. En el dia 76 después de la induccion de la hiperglucemia,
todos los animales fueron anestesiados y sometidos a extraccion para extraer los molares
inferiores. el dia 84 se llevo a cabo la eutanasia, sequida de un legrado del tejido Gseo recién
formado que se almacen6 en RNA later® para extraccion de RNA total, tratamiento con
DNAsa y preparacion del cDNAy andlisis de la expresion génica de Sem3A y Sem4D. los
resultados se sometieron a una prueba de normalidad y se seleccion6 una prueba no
paramétrica con un nivel de significancia establecido en 5% (p <0.05). Los resultados del
presente estudio sugieren que, en el modelo experimental utilizado, los niveles de expresion
genica de Sem 3A y 4D no estan asociados con el impacto negativo de la hiperglucemia en la
reparacion ésea.

PALABRAS- CLAVE: hiperglucemia; semaforinas; expresion genica; ratas.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus ¢ uma desordem metabdlica de multipla etiologia
caracterizada pela hiperglicemia crénica com distdrbios no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, ocasionados por defeitos na secrecdo e/ou na
acdo dainsulina (Organizacdo Mundial de Saude, 1999).

O diabetes tipo 2, o tipo mais comum de diabetes acometendo cerca de
90%, é caracterizada pela progressiva diminuicdo da acdo da insulina seguida
pela disfuncéo das células 3 do pancreas devido ao uso ineficiente da insulina
pelo organismo. Pode ser observada o desenvolvimento da resisténcia a
insulina que promove a diminui¢do da capacidade de musculos, tecido adiposo
e figado responderem a insulina (Tartaranni e Bogardus, 2001, American
Association of Diabetes, 2012). A hiperglicemia caracteristica da diabetes
promove diversos efeitos celulares e moleculares que resultam em stress
oxidativo, exacerbacdo da resposta infamatéria e alteragcbes vasculares. A
geracdo dos produtos finais avancados de glicosilacdo (AGES) e a consequente
interacdo destes com seus receptores (RAGEs) promovem a producdo das
espécies reativas do oxigénio e de mediadores pro-inflamatérios como
Interleucina (IL)-1B8, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e
metaloproteinases de matriz (MMPs) (Yan et al., 2008, 2009)((Engin et al.,
2008; Irie etal., 2009; Leah, 2011; Claudino et al, 2012).

O paciente com diabetes apresenta uma deficiéncia na atividade
imunoldgica e inflamatéria aumentando as chances de desenvolver infecgoes,
isso afeta de um modo negativo a cicatrizacdo e a formacéo de um tecido novo
que substituiria ou repararia um lesionado (Padula et al., 2003). A insulina tem
um papel importante na formagdo e reparo do 0sso, estimulando a sintese da
matriz osteoblastica e aumentando o nimero de osteoclastos regulando assim
sua funcdo, porém, a alta concentracdo de insulina no sangue age de forma
negativa na diferenciacdo dos osteoblastos e altera o funcionamento dos
horménios da paratireoides produzindo um efeito prejudicial a matriz 6ssea
(Costa et al., 2015).

Diversas vias de sinalizacdo desempenham um papel essencial na
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manutencdo da integridade do esqueleto pela regulagdo positiva ou negativa
das células dsseas. Durante os Ultimos anos, avangos significativos foram
obtidos no sentindo de um melhor entendimento das vias de sinalizagdo, que
regulam processo de diferenciacdo e sobrevivéncia das células 6sseas. Dentre
elas, podem ser citados o sistema OPG/RANK e RANKL e a via Wnt (Goéb &
Trouvin Anne-Priscille, 2010; Keller & Kneissel, 2005; Marie, 2012; Boyle et
al., 2003; Bellido et al., 2003; Keller; Kneissel, 2005) Mais recentemente,
alguns estudos tém demonstrado que as semaforinas sdo novas moléculas-alvo
envolvidas na comunicacao celular entre osteoblastos e osteoclastos (Engin et
al., 2008; Erlandsson et al., 2013; Fukuda et al., 2013; Hayashi et al., 2012;
Leah, 2011; Zhao et al., 2006; Irie et al., 2009; Negishi-Koga et al., 2011).

As semaforinas constituem uma familia de proteinas ligadas a superficie
celular ou secretadas que sdo capazes de regular a interacdo, morfologia e
funcdo de diferentes tipos de células (Kruger et al.,, 2005). A Sem3A
(semaforina 3A) foi a primeira semaforina a ser descrita, e sua atividade
celular (Tran et al., 2007). Este processo € fundamental para a formacéo
correta do cortex cerebral, sistema olfatorio e axénios de neurénios do ganglio
dorsal (Taniguchi et al., 1997). Porém, mais recentemente, a Sem3A tem sido
envolvida em outras atividades como imunorregulagdo, angiogénese,
carcinogénese e remodelamento dsseo (Gjerdrum et al., 2010; Roth et al.,
2009; Goltzman, 2008; Chabbi-Achengli et al., 2012).

Dentre as semaforinas envolvidas com tecido dsseo também sdo
encontrados relatos sobre a atividade da Semaforina 4D (Sem4D), também
denominada CD100. E expressa em diferentes tecidos humanos, sejam eles
embrionarios ou adultos como cérebro, rins e coracdo (Delaire et al., 1998;
Hall et al., 1996). Embora, os estudos iniciais tenham associado esta molécula
a atividade do sistema imune (Delaire et al., 1998; Hall et al., 1996;
Kumanogoh et al., 2002; Bougeret et al., 1992), durante a reabsor¢do d6ssea
realizada pelos osteoclastos, a diferenciacdo dos osteoblastos fica suprimida.
Estudos utilizando animais knockout tém demonstrado o envolvimento da
Sem4D produzida por osteoclastos como um regulador especifico da formacao

Ossea via atuacdo no receptor Plexina-B1 expressa em osteoblastos (Negishi-
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apresentavam baixa expressdo de Sem4D néo exibiam alteragdo na atividade
de osteoclastos, porém o numero de osteoblastos e a capacidade de
mineralizacdo destes apresentavam-se aumentada (Negishi- Koga et al., 2011).
Embora os estudos clinicos sejam capazes de apontar os efeitos da
hiperglicemia sobre o tecido 6sseo, existem muitos fatores de confundimento
que dificultam determinar o0s reais mecanismos imuno-inflamatorios
associados. Desta forma, o desenvolvimento de modelos animais se torna
essencial para um melhor entendimento da relacdo tecido 0sseo e
hiperglicemia. Diferentes modelos experimentais tém sido desenvolvidos para
uma melhor compreensao da patogénese do diabetes tipo 2, incluindo primatas
ndo humanos, grandes mamiferos (porcos, cachorros, gatos) e pequenos
animais (coelhos, ratos e camundongos). Os roedores tém sido a primeira
escolha entre os animais de pequeno porte devido a facilidade na manipulacéo
e custos reduzidos para acondicionamento e dieta. Os modelos que utilizam
roedores sdo  divididos em  duas principais categorias:
modelos genéticos ou 0s experimentalmente induzidos.
Em diabetes tipo 2, os modelos genéticos mimetizam a patogénese da doenca e
sdo utilizados para estudos em diversas areas como: nefropatia, retinopatia,
cardiomiopatia, entre outros. Porém, estes animais apresentam custo elevado,
sdo dificeis de manter no ambiente de biotério e normalmente dificeis de serem
encontrados (Islam e Loots, 2009). Modelos experimentais ndo genéticos sao
mais baratos e faceis de serem desenvolvidos (Muruganandan et al., 2005;
Reuter et al., 2013). Os modelos utilizando nicotinamida em associagdo com
estreptozotocina e animais inoculados com estreptozotocina e dieta rica em
gordura tém sido considerados os melhores modelos para diabetes tipo 2
(Masiello et al., 1998; Muruganandan et al., 2005; Reuter et al., 2013; Islam e
Wilson, 2012). Recentemente Wilson e Islam (2012) sugeriram um novo
modelo experimental de diabetes tipo 2 induzida por frutose, no qual ratos com
45 dias de idade recebiam agua acrescida de 10% de frutose durante as duas
primeiras semanas do periodo experimental e em seguida foram inoculados
com estreptozotocina (40 mg/kg de peso corpdreo) via intraperitoneal. Os
autores demonstraram que o modelo experimental proposto apresentou uma

condicdo diabética estivel durante as 11 semanas do periodo experimental e
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diabetes tipo 2 e para screening de novas drogas antidiabéticas. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o nivel de expressao do mRNA codificante
para as semaforinas 3A (Sem3A) e 4D (Sem4D) por PCR em Tempo Real, em
modelo experimental de ratos com hiperglicemia induzida por frutose e

estreptozocina.

2. METODO

2.1. Animais

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar, com idade de 45
dias e pesando aproximadamente 200g. Esses animais foram adquiridos junto
ao Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(USP). No periodo de 5 dias foram colocados no biotério da Universidade de
Guarulhos (UNG) para passar por um processo de aclimatizacdo e adaptacéo
ao novo ambiente. Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos
em gaiolas individuais para melhora controle da ingestdo de frutose, sob as
mesmas condigdes ambientais e receberam agua e racdo ad libitum. Todos os
grupos que permaneceram em periodo alternado de luz e escuriddo (12/12
horas). O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais de Experimentacdo da Universidade Guarulhos (CEUA-UNG) e foi

realizado na Universidade de Guarulhos (UNG).

2.2. Grupos experimentais e delineamento do estudo

No inicio do estudo, os animais foram divididos em um dos seguintes grupos
experimentais:

o N&o hiperglicémicos (NH, n=10): ratos que receberam
agua sem frutose e foram inoculados com o tampao citrato.

o Hiperglicémico (H, n=10): ratos que receberam agua
com frutose e durante as duas primeiras semanas do periodo
experimental, inoculados com estreptozotocina.O periodo experimental
foi de 84 dias, nos quais os animais receberam somente dgua (NH) ou
agua com adicdo de frutose (H) a partir do dia zero. Os animais
pertencentes ao grupo H foram inoculados com estreptozotocina no 14°
dia do periodo experimental, enquanto os animais pertencentes ao

grupo NH foram inoculados com tampdo citrato (veiculo) no mesmo
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dia. Semanalmente, os grupos foram acompanhados para andlise dos
niveis sanguineos de glicose por meio de coleta de veia caudal. No 76°
dia todos os animais foram submetidos a uma exodontia que ocorreu
oito dias antes do final do periodo experimental, que se sucedeu no 84°

dia, conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1: Delineamento do estudo.

Periodo com Diabetes tipo 2 (70 dias)

i P :
: administragio de :
E frutose :

2.3. Inducéo de Hiperglicemia

Para induzir a hiperglicemia, os animais receberam &gua suplementada
com 10% de frutose ad libitum durante as duas primeiras semanas do periodo
experimental, que corresponderd a um total de 14 dias. Em seguida, todos 0s
animais que consumiram a agua suplementada com 10% de frutose (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo) foram inoculados por via intraperitoneal com
estreptozotocina (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, S&o Paulo) (STZ, 40 mg/ Kg de
peso corporeo) em Tampdo Citrato (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, pH
4,4) (Masiello et al., 1998; Muruganandan et al., 2005; Reuter et al., 2013). Os
animais pertencentes ao grupo néo hiperglicémicos foram inoculados somente
com o veiculo (Tampéo Citrato).

Uma semana apo6s a inoculacdo de STZ os niveis de glicose sanguinea
foram mensurados com auxilio de um medidor de glicose sanguinea portatil
(OneTouch®, Johnson & Johnson, Brasil IndUstria e Comércio de Produtos
para Saude Ltda, Sdo Paulo) por meio de coletas semanais, via veia caudal. Os

animais pertencentes ao grupo H em situacdo de ndo jejum que apresentaram
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niveis > 300mg/ dL foram considerados hiperglicémicos e permaneceram no
estudo, enquanto aqueles que apresentaram niveis inferiores ao estabelecido
foram retirados do estudo e aproveitados em outros estudos na Instituicéo
(Muruganandan et al., 2005).

24, Exodontia

Oito dias antes da morte dos animais (76° dias do periodo experimental,
figura 1), todos os animais foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal
com uma solucdo de 10mg/Kg de cloridrato de quetamina (Francotar®; Virbac
do Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil) e 0,dmL de
cloridrato de xilazina (Virbaxil®; Virbac do Brasil Industria e Comércio
LTDA, Roseira SP, Brasil). Com auxilio de um micro-cinzel, os primeiros
molares maxilares forma extraidos. Os alvéolos recém extraidos serdo
utilizados para analises de expressao génica das semaforinas 3A e 4D. Durante
0 periodo po6s-operatério, 0s animais receberam antibidtico (Pentabidtico,
Wyeth-Whitehall Ltda) dose-Unica via intramuscular (1ml/kg) e analgésico
cloridrato de Tramadol na concentracdo de 10 mg/kg, de 12 em 12 horas por
um periodo de 48 horas (Sousa et al., 2008; W. N. Wu et al., 2006).

2.5. Analise da expressdo génica

25.1. Extracdo do RNA

Oito dias ap6s a exodontias todos os animais foram sacrificados, o
alvéolo foi curetado, e o tecido de granulacdo removido e acondicionado em
solucdo de RNAlater® (Ambion Inc.), para evitar a degradacdo do RNA. As
amostras permaneceram incubadas a 4°C durante por 24 horas e em seguida
foram armazenadas a -80°C até o momento da extracdo. A extracdo foi
realizada utilizando reagente TRIZOL (Gibco BRL, Life Technologies,
Rockville, MD, USA) de acordo com as recomendacBes do fabricante. As
amostras de RNA foram subsequentemente resuspensas em aproximadamente
30 pL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenadas a —

70°C. A qualidade do RNA total foi avaliada por meio de eletroforese em gel
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de agarose 1%.
25.2. Tratamento com DNAse e Transcrigdo reversa

As amostras de RNA total foram tratadas para a eliminacao de qualquer
residuo de DNA com DNAse (DNA-free™, Ambion Inc.), conforme
recomendacgdo do fabricante. O RNA total foi quantificado por meio de um
espectrofotdmetro e cerca de 2 pug da amostra de RNA total livre de DNA foi
utilizado para a sintese do cDNA. Para isto foi utilizado o kit First-strand
cDNA synthesis (Roche DiagnosticCo.), seguindo as recomendacbes do
fabricante. Inicialmente, as amostras foram incubadas por 10 minutos a 25°C e,
em seguida, por 60 minutos a 42°C. Concluida a segunda etapa de incubacéo,
as amostras foram incubadas por 5 minutos a 95°C e ent&o por 5 minutos a 4°C
para resfriamento. Os reagentes utilizados e suas respectivas concentragoes
foram: solucdo tampédo (1x), MgClz (5mM), desoxirribonucleotideos (ImM),

primers randomizados (3,2ug), inibidor de RNAse (50U), e trancriptase

reversa AMV (20U).
25.3. Analise da expressdo génica por Real-time PCR (RT-PCR)
254, Desenho dos Primers

Os primers para GAPDH (gene de referéncia), Sem3A e Sem4D foram
desenhados com o auxilio de um programa desenvolvido especificamente para
elaborag@o de primers para o LightCycler (Roche DiagnosticsGmbH,). Todos
os primers foram verificados quanto a sua especificidade por meio da

verificacdo dacurva de Melting utilizando-se controles positivos e negativos.

Quadro 1: Sequéncia dos primers, perfil de amplificacdo e tamanho dos produtos das

reacbesde PCR em Tempo Real.

Perfil de Amplificacdo Amplic
Gene Sequéncia (5’ to 3°) [Temperatura on (pb)
[°C/segundos(s)]
SEM3A-F CAGTGCCCATCTCATCC 95/10; 56/10; 72/05 160
SEM3A-R CACAGAGCAAATCAGGCG
SEM4D-F CACCTGAGCCCTTTGTGTC 95/10; 56/10; 72/05 175
SEM4 CATCAACACAGTAGGAGCGC
D-R
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2.5.3.2. Reagdes de RT-PCR

As reagdes de RT-PCR foram realizadas com o sistema LightCycler
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando o kit FastStart
DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
O perfil das reacbes foi determinado seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante do equipamento. Para cada uma das andlises, agua foi utilizada
como controle negativo, e o produto das reagdes foi quantificado utilizando-se
o programa do proprio fabricante (LightCycler Relative Quantification
Software - Roche Diagnostics, GmbH). Os niveis de expressdo do gene

GAPDH foram utilizados como referéncia para a normalizacdo dos valores.

2.6. Andlise Estatistica

Os valores obtidos para cada animal oriundo das analises moleculares
foram utilizados para calculo das médias, obtendo-se um resultado final para
cada grupo independente. As analises foram realizadas pelo software
GraphPad Prism® versdo 6.0 (San Diego, CA, EUA). Todos os resultados
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk e
consequentemente foi escolhido o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
para analise da hipétese de que a hiperglicemia afeta a expressdo génica de

Sem3A e Sem4D com nivel de significancia estabelecido em 5%.

3. RESULTADOS

Foi possivel observar que todos os animais ganharam peso durante o
estudo (p<0,05) e néo foi observada diferenca significativa para o peso inicial
dos animais pertencentes ao grupo N&o Hiperglicémico (NH) e ao grupo
Hiperglicémico (H). Porém ao final do periodo experimental e
consequentemente apds inducdo do diabetes, foi possivel observar que 0s
animais do grupo NH apresentavam peso significativamente maior que 0S
animais do grupo H.

Os niveis glicémicos em situacdo de ndo jejum dos animais pertencentes

ao grupo NH e H foram monitorados semanalmente e ndo foi observada
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diferenca significativa para este pardmetro entre os animais do grupo N&o
Hiperglicémico e Hiperglicémico no inicio do periodo experimental (p>0,05).
A média e desvio padrdo para o grupo NH foi de 102 + 12 mg/dL e para o
grupo H foide 98 + 11 mg/dL. Apds 14 dias de ingestdo de frutose, os animais
do grupo H receberam STZ por via intraperitoneal enquanto os animais do
grupo NH receberam apenas o tempdo citrato (veiculo) pela mesma via. Os
niveis glicémicos foram novamente mensurados 72 horas ap0s esta etapa do
experimento e foi observado um aumento significativo da glicemia para 0s
animais do grupo H em comparacéo ao grupo NH (p<0,05). A média e desvio
padrdo dos niveis glicémicos para o grupo NH foi de 100 +12 mg/dL e para o
grupo H foi de 350 + 29 mg/dL. Em relacdo a Semaforina 3A, ndo foram
detectadas diferengas nos niveis de expressao genica entre animais dos grupos

NH e H, conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2: Niveis de expressdo génicas da Semaforina 3A/GAPDH, para ratos
Normoglicémicos e Hiperglicémicos. Dados avaliados pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitnney (p>0,05).

0.10+

0.05+

0.00-

Néo Hipergli

Nivel de expressao genica da Semaforina 3A/GAPDH

Resultados similares foram detectados em relacdo a Semaforina 4D, ou
seja, 0s niveis de expressdo génica entre 0s grupos nao apresentaram diferenca
significativa, e assim a hiperglicemia ndo afetou a expressédo para Sema4D
(Figura 3).

Figura 3: Niveis de expressdo génicas da Semaforina 4D/GAPDH, para ratos
Normoglicémicos e Hiperglicémicos. Dados avaliados pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitnney (p=>0,05).
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4, DISCUSSAO

O diabetes de mellitus faz parte de um grupo de doencas metabdlicas e é
caracterizada pela hiperglicemia, que resulta em falha na secregdo ou da agéo
da insulina. A hiperglicemia cronica do diabetes tem sido associada a danos em
longo prazo, como a falha de diferentes érgédos e alteracdo no mecanismo de
formacdo de novos 0ssos, que pode causar principalmente atraso no reparo
06sseo e reducdo do o0sso alveolar (Padula et al., 2003). A insulina tem um papel
importante na formacdo e reparo do 0sso, estimulando a sintese da matriz
osteoblastica e aumentando o numero de osteoclastos regulando assim sua
funcdo, porém, a alta concentragdo de insulina no sangue age de forma
negativa na diferenciacdo dos osteoblastos e altera o funcionamento dos
horménios da paratiredide produzindo um efeito prejudicial a matriz dssea
(Costa et al., 2015). O presente estudo teve como objetivo avaliar o nivel de
expressdo do mRNA codificante para as Sema 32 e 4D (Sema 4D), em ratos
normo e hiperglicémicos, obtendo como resultado que as taxas de acUcar na
circulagdo sanguinea ndo causam alteragBes significativas nos niveis de
expressdo génica tanto em Sema 3A, quanto em Sema 4D.

Os pacientes com diabetes de mellitus apresentam uma deficiéncia na
atividade imunologica e inflamatoria, aumentando as chances de desenvolver
infeccdes, isso afeta de um modo negativo a cicatrizacdo e a formacéo de um
tecido novo que substituiria ou repararia um lesionado (Meier et al., 2016;

Padula et al., 2003). A hiperglicemia pode afetar o metabolismo de célcio e
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vitamina D, resultando na metabolizagcdo mineral dssea, também, pode resultar
na deposicdo de produtos finais de glicacdo avancada no colageno 0sseo e
contribuindo para um comprometimento na qualidade Ossea (Meier et al.,
2016).

De acordo com Magri et al., (2015), o diabetes de mellitus leva a uma
diminuicdo da atividade proliferativa dos osteoblastos e um aumento na
proliferacdo de osteoclastos, o que resulta em uma menos densidade mineral
0ssea e aumenta o risco de fraturas, além disso, todo o processo de cicatrizacdo
Ossea € prejudicado e atrasado, 0 que resulta em fraturas ndo consolidadas, o
0sso ndo retorna ao local correto sozinho. A cicatrizagdo Ossea alveolar em
pacientes com diabetes continua sendo um grande problema e pode até mesmo
impedir a implantagdo de tratamentos de doencgas bucais, como a extracdo
dentéria ou cirurgias de implantes dentarios (Li et al., 2019). A Sema 3A
possui efeito na remodelacdo Ossea direta e indireta, exerce um efeito
osteoprotetor através da diminuicdo da reabsorcdo Ossea de osteoclastos e
aumenta a formagdo Ossea de osteoblastos, ou seja, quando ligada ao receptor
de membrana Nrpl induz a diferenciacdo dos osteoclastos, a ligagdo com
Nrpl também estimula osteoblastos. O efeito osteoestimulativo da Sema 3A,
podem ser utilizados para promover a reparacdo de defeitos 6sseos e melhorar
a regeneracdo 6ssea em cirurgias (Kenan et al., 2019). A regeneracdo 6ssea é
prejudicada em pacientes diabeticos, a Sema 3A mostra um grande potencial
para promover essa regeneracdo, entretanto a estimulacdo dessa, molécula
aumenta a expressdo de genes osteogénicos, podendo assim, reparar a
capacidade osteogenica em individuos diabéticos.

De acordo com Wu et al. (2018), a Sema 3A associada com a mTOR
tem um efeito quimio- repulsivo nas fibras nervosas, que podem ter um efeito
negativo na progressao de diabetes. A sinalizagcdo de mTOR regula a expresséo
de mRNA codificante para Sem3A em células semelhantes a osteoblastos,
porém, novos estudos sdo necessarios para criar um relato mais plausivel sobre
a influéncia da hiperglicemia em expressdo génica de Sema 3A.

Outro grupo importante de semaforinas envolvidos com tecidos 6sseo é
a Sema 4D, quando expressa pelos osteoclastos, atua como um mediador da

interacdo osteoclastos-osteoblastos, que inibe a formagdo dssea osteoblastica
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6ssea mediada por osteoblastos, ou reduzir o espagamento entre osteoblastos,
propondo que os osteoclastos também repelem os osteoblastos. A Sema 4D,
inibe a formacgdo Ossea através de seu receptor plexin-B1, altamente expresso
durante a diferenciacdo dos osteoblastos, e essa semaforina tem elevados niveis
de expressdo por osteoclastos (Deb Roy et al., 2017).

Um estudo realizado por Chen et al., (2018), mostrou que a adi¢do de
Sema 4D inibe a formagdo de nddulos Osseos e a expressdao de genes
osteoblasticos, contudo a adi¢do dessa molécula ainda suprime ligeiramente o
0sso. N&o foram encontrados estudos na literatura que tenham avaliado a
expressdo génica de Sema 4D em animais hiperglicémicos, ou que estabeleca
uma relacdo entre essa molécula, nivel de aglicar no sangue e o reparo 6sseo
alveolar. Porém, Willner et al., (2018) realizou um estudo que mostrou o nivel
da expressao de Sema 4D em pacientes diabéticos e com insuficiéncia
cardiaca, e observou que o diabetes de mellitus, ndo influenciou os niveis de
expressdo de Sema 4D, corroborando com os resultados do presente estudo

Os resultados do presente estudo sugerem que no modelo experimental
utilizado, os niveis de expressdo génica de Sema 3A e 4D ndo estdo associados
ao impacto negativo da hiperglicemia sobre o reparo 6sseo. Novos estudos sdo
necessarios para avaliar os mecanismos envolvidos na diminuicdo do reparo

0sseo causado pela hiperglicemia.
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