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Resumo

Objetivos: Conhecer as agdes do oxigénio em alta concentra¢do na camara hiperbarica (HC) na
expressao de genes relacionados ao metabolismo dsseo em linhagens de células osteoblasticas e osso
trabecular humano.

Material e métodos: A expressdo diferencial de varios genes relacionados ao metabolismo désseo
(SOST, RUNX2, MMP14, OPG, HIF-1a e SIRT1) foi analisada em duas linhagens celulares de osteoblastos
humanos (Saos e Super-Saos) e em fragmentos de osso trabecular humano submetidos a uma, trés ou
cinco sessdes de CH (90 minutos, oxigénio a 100%; 2,3 atmosferas). Um controle que ndo recebeu CH
foi usado em cada experimento.

Resultados: Ndo encontramos diferencas significativas apds o CH na expressao dos genes estudados,
nem nas células nem no osso trabecular. Apenas na linhagem Super-Saos a expressdao de OPG apds 5
sessdes de CH diminuiu 6 vezes em relac3o ao grupo controle (2 ““ de 72; p = 0,01).

Conclusdes: O oxigénio em altas concentragGes na camara hiperbdrica ndo parece influenciar a
expressao de genes relacionados ao metabolismo dsseo.
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What is the influence of oxygen in high concentration in the
hyperbaric chamber on bone metabolism?

Objectives: To know the actions of oxygen in high concentration in the hyperbaric chamber
(HC) in the expression of genes related to bone metabolism in osteoblastic cell lines and
human trabecular bone.

Material and methods: The differential expression of several genes related to bone
metabolism (SOST, RUNX2, MMP14, OPG, HIF-1a and SIRT1) was analyzed in two cell lines of
human osteoblasts (Saos and Super-Saos) and in bone fragments human trabecular submitted
to one, three or five sessions of CH (90 minutes, 100% oxygen; 2.3 atmospheres). A control
that did not receive CH was used in each experiment.

Results: We found no significant differences after CH in the expression of the studied genes,
neither in cells nor in trabecular bone. Only in the Super-Saos strain did OPG expression
decrease after 5 CH sessions 6 times compared to the control group (2 -ACt of 72; p = 0.01).

Conclusions: Oxygen in high concentrations in the hyperbaric chamber does not appear to
influence the expression of genes related to bone metabolism.
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INTRODUCAO

O oxigénio é necessario para a producao de energia celular e esta envolvido em varios
processos, como ativacdo enzimadtica, sinalizacdo molecular e regulacdo da expressao
génical. Ainda na angiogénese, a manutencdo das células-tronco hematopoéticas e a
formacdo dssea 2. De fato, mudancas na pressdo parcial de oxigénio podem influenciar a
funcdo dos osteoblastos e osteoclastos . Na hipdxia, a formacdo e mineralizacdo dssea
diminuem, enquanto a reabsorc3o aumenta - ©. Na direcdo oposta, a hiperdxia pode ter um
efeito benéfico no osso. O tratamento com oxigénio a uma concentracdo elevada em
uma camara hiperbdrica (CH) tem-se revelado Util no osteomielite e osteonecrose mandibula
causada por radioterapia ou bisfosfonatos 7 -°. CH acelera a diferenciacdo osteogénica de
células mesenquimatosas e a activacdo dos osteoclastos diminui.

Neste trabalho, pretendemos analisar as acGes do oxigénio em alta concentragdo no
CH na expressao de genes relacionados ao metabolismo dsseo em linhagens celulares de

osteoblastos e 0sso humano ® ¢ 1314

MATERIAIS E METODOS

Linhas de celular

Duas linhas de células osteoblasticas Saos-2 e Super-Saos foram usadas. Saos-2,
derivado de um osteossarcoma humano. Super-Saos é uma linha gerada em nosso
laboratério, derivada da anterior e com alta capacidade de expressar o gene da esclerostina
(SOST) *>. Ambas as linhagens foram cultivadas em frascos T25 com 5 ml de meio de cultura
DMEM (meio de cultura Eagle modificado por Dulbeco) mais 1% P / S (penicilina-
estreptomicina) e 1% anfotericina B, e foram armazenadas em incubadora a 372C por um
semana, mudando o meio de cultura a cada 4 dias para cobrir entre 60-80% da superficie do
frasco. As placas foram introduzidas no HC (Galeazzi, Itdlia; 100% oxigénio; 2,4 atmosferas)
por 90 minutos por sessdo, recebendo uma, trés ou cinco sessdes consecutivas ( Figura 1) A
mesma linhagem celular submetida a condi¢Ges idénticas de cultura, transporte e manuseio,
mas sem sofrer CH, foi usada como grupo controle.
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Figura 1. Camara hiperbadrica

Fragmentos 6sseos

Foram utilizados fragmentos de osso trabecular extraidos da cabe¢a do fémur de
pacientes com cirurgia de substituicao do quadril para fratura osteopordtica. Apds a extracao,
os fragmentos dsseos receberam uma Unica sessao de CH (Galeazzi, Italia; oxigénio 100%; 2,4
atmosferas) por 90 minutos e, posteriormente, congelados a -702C. Fragmentos &sseos
submetidos as mesmas condi¢des de conservacdo, cultura, transporte e manipula¢do, mas
sem receber HC, foram utilizados como controle. Este experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Clinica (CEIC) da Cantdbria. Todos os pacientes deram seu
consentimento informado.

Extracdo e quantificacao de RNA

24 horas apods a ultima sessao de CH, o RNA foi extraido, tanto nas linhagens celulares
guanto nos 0ssos. No processo de homogeneizagao em linhagens celulares, as amostras foram
lavadas com tamp3o fosfato salino (PBS) antes do uso do TRIzol °. No caso dos fragmentos
6sseos, também foi utilizado o TRIzol *, bem como homogeneizac¢do por 20-30 segundos até
gue a amostra fosse pulverizada e, posteriormente, centrifugada. Em ambos os casos, as
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recomendacdes do fabricante foram seguidas e o processo de separacdo, precipitacdo e
ressuspensao do RNA continuou.

RT-PCR quantitativo (reacdo em cadeia da polimerase de transcriptase reversa) foi
utilizado para detectar a expressdo dos genes: SOST (gene da esclerostina), RUNX2 (proteina
relacionada ao fator de transcricdo 2), MMP14 (metaloproteinase 14), HIF-1a (fator de
inducdo de hipdxia), SIRT1 (sirtuinl), OPG (osteoprotegerina) e RANKL (ligante ativador do
receptor do fator nuclear kappa-B) usando ensaios Tagman e seguindo as instrucdes do
fabricante. Valores de ciclo de limiar (Ct) foram obtidos e os dados foram normalizados para
a expressdo de GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e TBP (TATA box-binding
protein) usando o método ACt. Para calcular o nivel relativo de mRNA, a férmula 2 "2 foi
usada, onde ACt é a diferenca entre a média do Ct dos genes de normalizacdo e o Ct do gene
de interesse.

Analise estatistica

Testes ndo paramétricos, o teste de Wilcoxon, foram usados para comparar as médias
de dois grupos pareados. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

RESULTADOS

Efeito de CH na expressao de RNA na linha celular Saos-2

N3do houve diferengas na expressao génica na linha celular apés uma, trés ou cinco
sessdes de CH. As diferencas do controle em 2 2%t apds 5 sessdes foram 0,71 para SOST (p =
0,50), 0,89 para SIRT1 (p = 0,34), 0,47 para MMP14 (p =0, 18), 0,43 para HIFla (p = 0,18), 0,79
para RUNX2 (p = 0,65) e 7,91 para OPG (p = 0,40) ( Figura 2 ). A expressao de RANKL nao foi
detectada.
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CH: grupo de células submetido a camara hiperbarica; SOST: esclerostina; SIRT1:
sirtuinl; MMP14: metaloproteinase 14; HIF-1a: fator l1a indutivel por hipdxia; RUNX2:
proteina relacionada ao fator de transcricdo 2; OPG: osteoprotegerina.

Figura 2. Diferenca na expressao dos genes em estudo e housekeeping na linha celular
SAQS apods 5 sessoes de camara hiperbarica

Efeito do CH na expressdo de RNA na linha celular Super-Saos

Com relagdo ao controle, descobrimos que a expressdo de OPG diminuiu 6 vezes apds
5 sessdes de CH (2 2, 72 p = 0,01). No restante dos genes n3o houve diferencas: 2 2, de
1,03 para SOST (p = 0,34), 1,46 para SIRT1 (p = 0,34), 1,77 para MMP14 (p = 0, 18), 1,08 para
HIFla (p = 0,18), 1,14 para RUNX2 (p = 0,18) e 1,24 para RANKL (p = 0,31) ( Figura 3).

SUPER-SAOS
2-act
6
4 p=0,18
p=0,18 p=0,18
2
[ p=0,01*
0
5 P=034 34
Il CH
-4 Control
p=0,31
-6
-10
-12

SOST SIRT1 MMP14 HIFla RUNX2 OPG RANKL

CH: grupo de células submetido a camara hiperbarica; SOST: esclerostina; SIRT1:
sirtuinl; MMP14: metaloproteinase 14; HIF-1a: fator la indutivel por hipdxia; RUNX2:
proteina relacionada ao fator de transcricdao 2; OPG: osteoprotegerina.
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Figura 3. Diferenca na expressao dos genes em estudo e housekeeping na linha celular
Super-SAOS apds 5 sessdes de camara hiperbarica

Efeito do CH na expressao de RNA no osso trabecular

Também ndo houve diferengas na expressdo dos genes apds CH no 0sso, apenas um
aumento modesto e ndo significativo na expressdo de SOST com uma alteragdo de 2 2t de
5,39 (p = 0,48). No restante dos genes, as diferencas foram de 0,92 para MMP14 (p = 0,58),
1,28 para HIFl1a (p = 0,81), 0,72 para RUNX2 (p =0,24), 1, 18 para SIRT1 (p = 0,42), 1,97 para
RANKL (p = 0,91) e 3,9 para OPG (p = 0,55) ( Figura 4).
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CH: grupo de células submetido a cdmara hiperbarica; SOST: esclerostina; SIRT1:
sirtuinl; MMP14: metaloproteinase 14; HIF-1a: fator la indutivel por hipdxia; RUNX2:
proteina relacionada ao fator de transcricao 2; OPG: osteoprotegerina.

Figura 4. Diferenca na expressao dos genes em estudo e housekeeping no 0sso apoés
uma Unica sessdao da camara hiperbarica

CONCLUSAO

Acredita-se que a hiperdxia possa ser benéfica para o osso por aumentar a proliferacao
e diferenciacdo dos osteoblastos 1° . Al Hadi et al. ® descreveram um aumento na expressdo
de colageno tipo | e mRNA Runx-2 em linhagens celulares de osteoblasto (Saos-2) submetidas
a CH por 14 dias (2,4 ATA, 97% O 2, 90 min / dia). O HC também aumentou a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos no osso alveolar humano /. A hiperéxia também parece
diminuir a reabsor¢do dssea. O tratamento em CH (100% O 2, 2,4 ATA) reduziu a expressao
de RANK, NFATc1 e Dc-STAMP no soro dos pacientes e também regulou a expressao do fator
indutivel por hipdxia (HIF-1a) 8. Outras a¢des descritas do oxigénio em alta concentracdo
(0 2100%, 2,4 ATA) sao melhora na angiogénese, aumento da vascularizagdo na crista iliaca
aspirada de camundongos ° , aumento da proliferacdo celular ?° ou aceleracdo na cicatrizacdo
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de Fraturas expostas de fémur em animais experimentais ! . No entanto, a maioria desses
estudos foi realizada em modelos animais, com poucos estudos em humanos. Em pacientes
com necrose avascular da cabega femoral, os niveis séricos de OPG aumentaram apés HC (5,61
+ 1,99 pmol / L basal, 7,90 + 1,9 pmol / L apds 15 sessdes, 8,97 + 2 0,07 pmol / L apds 30
sessdes; p <0,05), sem alteracdes nos niveis de RANKL 2. Apds HC (2,5 ATA, 100% O ; por 90
min / dia), a diferencia¢do osteogénica das células mesenquimais da medula dssea também
melhorou nos pacientes tratados, com regulacdo positiva em Wnt3a, b-catenina e Runx2 e
regulacdo negativa de GSK-3b, em comparacdo com aqueles que ndo o receberam 2. Esses
mesmos autores também descreveram um aumento na proteina morfogenética 6ssea (BMP2)

e Osterix em pacientes tratados 2.

Em nosso estudo, ndo descobrimos que a alta concentracdo de oxigénio no CH
influencia a expressao de diferentes genes relacionados ao metabolismo dsseo (SOST, SIRT1,
MMP14, HIF1a, RUNX2, OPG e RNAKL). No entanto, queremos destacar que encontramos uma
tendéncia discreta, ndo significativa, de aumento da expressdo de SOST no osso submetido ao
tratamento. Sabemos que a tensdo de oxigénio influencia a regulacdo de SOST e que em
hipdxia (tensdo de oxigénio a 1%) os osteoblastos e ostedcitos expressam baixos niveis de
SOST e esclerostina 23, talvez isso seja devido a uma menor expressdo de prolil-hidroxilase
(PHD2 ), uma vez que foi visto que a delecdo de PHD2 em ostedcitos causa uma menor
producdo de esclerostina dependente de SIRT1 4. Essa via poderia ajudar a entender melhor
o mecanismo fisiopatolégico pelo qual, e inversamente, um ambiente rico em oxigénio
poderia aumentar a expressdo de SOST e esclerostina. De fato, nosso grupo encontrou
aumento de 25% nos niveis de esclerostina no soro de 12 pacientes em tratamento no HC. No
entanto, outros trabalhos s3o contraditdrios 3.

Em conclusdo, ndo parece que a hiperdxia no HC influencie a expressdao de genes
relacionados ao metabolismo &sseo, embora consideremos que mais estudos sejam
necessarios para aprofundar nosso conhecimento sobre as agées do oxigénio nos 0ssos.
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