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RESUMO 

 

A osteorradionecrose (ORN) pode ser descrita como um osso exposto e necrótico em 
um local irradiado que não cicatriza em um período de três a seis meses. Atualmente, 
a escolha do tratamento para ORN depende da gravidade do tecido necrótico e muitas 
intervenções são consideradas para melhor sucesso clínico. No entanto, ainda não há 
na literatura o estabelecimento de tratamento ideal ou diretrizes consensuais sobre a 
melhor terapia para ORN. A curcumina, o bpV(pic) e a terapia de fotobiomodulação 
são possíveis agentes promissores na prevenção e tratamento da ORN, porém ainda 
não foram testados para este fim. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi 
estabelecer um modelo in vitro de osteorradionecrose usando células humanas 
imortalizadas de osteoblastos-like (SaOS-2) e modular o processo de reparo deste 
modelo usando curcumina, bpV(pic) e terapia de fotobiomodulação. Este trabalho foi 
realizado em duas partes. Primeiramente, foi definido o modelo in vitro de 
osteorradionecrose pela aplicação de estímulo bacteriano com lipossacarídeos (LPS) 
de Escherichia coli e extrato protéico de Porphyromonas gingivalis (Pg) e ainda com 
radiação ionizante. Após os estímulos, foi analisada a viabilidade celular pelo ensaio 
de MTT, a mensuração óxido nítrico e a expressão gênica de PIK3CA, mTOR, AKT e 
PTEN por meio da reação em cadeia de polimerase em tempo real/quantitativo (RT-
qPCR). Em um segundo momento, o modelo foi tratado para avaliar a modulação do 
reparo com curcumina, bpV(pic) e terapia de fotobiomodulação. Os efeitos dos 
tratamentos foram avaliados pelo ensaio de MTT e pela mensuração da produção de 
óxido nítrico. A análise estatística foi realizada com GraphPad Prism. As diferenças 
foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. O modelo in vitro 
de osteorradionecrose foi estabelecido como cultura de células SaOS-2 submetidas a 
16Gy de radiação ionizante sem estímulo bacteriano. Essa dose foi capaz de reduzir 
a viabilidade celular e aumentar a produção de óxido nítrico. O uso de curcumina, 
bpV(pic) e terapia de fotobiomodulação não aumentaram a viabilidade celular nas 
doses utilizadas neste estudo e a mensuração de óxido nítrico não foi possível pelas 
baixas taxas de produção. Conclui-se que a dose de radiação ionizante de 16Gy sem 
estímulo bacteriano foi capaz de reduzir a viabilidade celular e aumentar a produção 
de óxido nítrico. Assim, esta dose pode ser utilizada para estudos in vitro com células 
SaOS-2 para investigar a modulação do processo de reparo ósseo na 
osteorradionecrose. As doses utilizadas de curcumina, bpV(pic) e terapia de 
fotobiomodulação não foram capazes de aumentar a viabilidade celular. Portanto, 
novas doses e mais ensaios devem ser investigados para verificar melhores 
tratamentos para a osteorradionecrose. 

PALAVRAS-CHAVE: Osteorradionecrose; Radiação Ionizante; Vias de Sinalização; 
Curcumina; Terapia com Luz de Baixa Intensidade  

  



   

ABSTRACT 

 

Osteoradionecrosis (ORN) can be described as an exposed and necrotic bone in an 
irradiated site that does not heal in a period of three to six months. Currently, the choice 
of treatment for ORN depends on the severity of necrotic tissue and many interventions 
are considered for better clinical success. However, there is still no establishment in 
the literature of the ideal treatment or consensus guidelines on the best therapy for 
ORN. Curcumin, bpV(pic) and photobiomodulation therapy are possible promising 
agents in the prevention and treatment of ORN, but have not yet been tested for this 
purpose. Thus, the objective of this work was to establish an in vitro model of 
osteoradionecrosis using immortalized human osteoblast-like cells (SaOS-2) and to 
modulate the repair process of this model using curcumin, bpV(pic) and 
photobiomodulation therapy. This work was carried out in two parts. First, the in vitro 
model of osteoradionecrosis was defined by the application of bacterial stimulus with 
liposaccharides (LPS) from Escherichia coli and protein extract from Porphyromonas 
gingivalis (Pg) and with ionizing radiation. After the stimuli, cell viability was analyzed 
using the MTT assay, measurement of nitric oxide and gene expression of PIK3CA, 
mTOR, AKT and PTEN using real-time/quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR). In a second moment, the model was treated to evaluate the repair modulation 
with curcumin, bpV(pic) and photobiomodulation therapy. The effects of the treatments 
were evaluated by the MTT assay and by measuring the production of nitric oxide. 
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism. Differences were considered 
statistically significant when p<0.05. The in vitro model of osteoradionecrosis was 
established as a culture of SaOS-2 cells subjected to 16Gy of ionizing radiation without 
bacterial stimulation. This dose was able to reduce cell viability and increase nitric 
oxide production. The use of curcumin, bpV(pic) and photobiomodulation therapy did 
not increase cell viability at the doses used in this study and the measurement of nitric 
oxide was not possible due to the low production rates. It is concluded that the dose of 
ionizing radiation of 16Gy without bacterial stimulus was able to reduce cell viability 
and increase nitric oxide production. Thus, this dose can be used for in vitro studies 
with SaOS-2 cells to investigate the modulation of the bone repair process in 
osteoradionecrosis. The used doses of curcumin, bpV(pic) and photobiomodulation 
therapy were not able to increase cell viability. Therefore, new doses and further trials 
should be investigated to verify better treatments for osteoradionecrosis. 

KEYWORDS: Osteoradionecrosis; Ionizing radiation; Signaling Routes; Curcumin; 
Low Intensity Light Therapy.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A osteorradionecrose (ORN) é uma condição com muitas definições; no 

entanto, a sua apresentação clínica pode ser descrita como um osso exposto e 

necrótico em um local irradiado que não cicatriza em um período de três a seis meses 

[1-2]. O câncer de cabeça e pescoço (CCP) é um grupo de neoplasias malignas que 

acometem as regiões oral, nasofaríngea, laríngea, hipofaríngea ou nasossinusal [3]. 

A radioterapia é importante e frequentemente utilizada para o tratamento de pacientes 

com CCP, em fases iniciais da doença a terapia com radição ionizante pode ser usada 

isoladamente ou em associação com cirurgia, e em fases avançadas em associação 

com quimioterapia [4]. O principal objetivo da radioterapia é maximizar o controle local 

do tumor, minimizando as lesões aos tecidos normais do paciente. Existe um espectro 

de efeitos adversos (toxicidades) nos tecidos normais circundantes associados à 

radioterapia. A via de sinalização PI3K-PTEN-AKT-mTOR pode ser desregulada por 

radiação ionizante, levando à ativação da subunidade catalítica de proteína quinase 

dependente de DNA e proteínas apoptóticas associadas, interrompendo assim o 

processo de reparo e apoptose [5]. 

Historicamente, a patogênese da ORN foi entendida como secundária ao 

trauma e a infecção após radioterapia. Esse paradigma mudou quando Marx propôs 

um novo modelo e sugeriu que nessas circunstâncias a infecção acontecia após o 

surgimento do quadro de necrose e a causa primária da condição foi associada a 

radiação ionizante na radioterapia [6]. O tratamento com radioterapia é comumente 

usado na terapia antineoplásica; no entanto, esse grupo de terapia reduz a 

vascularização destruindo os vasos sanguíneos, causando hipóxia e 

consequentemente necrose tecidual [7]. Além disso, a teoria vascular também é 

apoiada clinicamente, uma vez que o desenvolvimento da ORN é mais comum em 

mandíbulas, região mais vascularizadas quando comparada à maxila [2]. 

Outra consequência da radioterapia é o processo fibroatrófico induzido pela 

radiação e mais um conceito pode sugerir a histopatologia da ORN. Desta forma, a 

radiação causa senescência prematura de fibroblastos induzida pelo estresse e 

proliferação retardada, consequentemente ocorre a morte celular [8]. Além disso, Xu 

et al. (2012) realizaram um estudo in vivo que sugere que a hipervascularização 

causada pela redução do fluxo sanguíneo local pode causar um desequilíbrio na 

remodelação óssea. Também, o mesmo estudo detectou lesão de osteócitos algumas 

horas após a radiação [9] e a análise histológica de mandíbulas com 
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osteorradionecrose mostrou perda de osteócitos e células inflamatórias ao redor das 

áreas de necrose [10]. 

Entre as toxicidades da radioterapia, a ORN é uma complicação grave, 

representando quadro clínico limitante que impacta negativamente na qualidade de 

vida do paciente [1, 11]. Os pacientes que tiveram extrações antes e depois da 

radioterapia de cabeça e pescoço tiveram 5,5% e 5,3% de incidência de ORN, 

respectivamente [12]. Portanto, considerando as características do paciente e a 

gravidade da doença, uma combinação de diferentes estratégias terapêuticas deve 

ser considerada [13]. 

Atualmente, a escolha do tratamento para ORN depende da gravidade do 

tecido necrótico e muitas intervenções são consideradas para melhor sucesso clínico. 

Essas possíveis terapias podem ser divididas em terapia não cirúrgica e cirúrgica. O 

tratamento conservador incluiu observação, terapia com ultrassom, oxigenoterapia 

hiperbárica e outras medidas de suporte. No entanto, quando a lesão é avançada, a 

melhor opção podem ser procedimentos cirúrgicos, incluindo principalmente 

desbridamento do tecido necrótico e reconstrução óssea [14]. No entanto, ainda não 

há na literatura o estabelecimento de tratamento ideal ou diretrizes consensuais sobre 

a melhor terapia para ORN. 

A curcumina foi investigada e pode ter eficácia contra muitas patologias. Essa 

molécula, também chamada de diferuloilmetano, é encontrada no rizoma da Curcuma 

spp., principalmente na Curcuma longa. A curcumina tem efeitos benéficos e pode ser 

relevante para o tratamento de muitas doenças, incluindo alterações neurológicas, 

cardiovasculares, síndromes metabólicas e doenças malignas [15]. Em lesões 

inflamatórias orais como a mucosite oral, a aplicação tópica de curcumina pode ser 

eficaz no controle dos sinais e sintomas, reduzindo a dor, o eritema, o tamanho da 

área ulcerada e o grau de mucosite [16]. As principais propriedades da curcumina são 

o seu efeito antioxidante e anti-inflamatório. O potencial antioxidante pode ser 

explicado pela estrutura da curcumina que contém muitos grupos funcionais [17]. Além 

disso, a curcumina tem a capacidade de inibir COX-2, LOX e iNOS, inibindo assim a 

produção de citocinas inflamatórias como interferon-γ e fator de necrose tumoral e 

ativando os fatores de transcrição NFκB e AP-1. Desta forma, a curcumina é um 

potente anti-inflamatório [17]. Assim, a curcumina pode ser um agente promissor na 

prevenção e tratamento da ORN, porém ainda não foi testada para este fim. 
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Os compostos bisperoxovanádio (bpV) são drogas que inibem o supressor 

tumoral PTEN, que atua como um antagonista da via PI3K-AKT-mTOR [18]. Portanto, 

a regulação negativa do PTEN resulta em superativação da via, o que 

consequentemente aumenta a proliferação celular [19]. No entanto, pouco se sabe 

sobre a modulação da via PI3K-PTEN-AKT-mTOR para reparação óssea. Assim, é 

relevante considerar a atividade de bpV(pic) na modulação do processo de reparo da 

ORN. 

Atualmente, a terapia de fotobiomodulação (PBMT) pode ser um tratamento 

não invasivo eficaz para muitas doenças bucais [20]. Há mais de 50 anos, a PBMT foi 

descrita pela primeira vez para cicatrização de feridas, sendo o laser de baixa potência 

também eficaz para a cicatrização em casos de feridas crônicas [21]. Posteriormente, 

observou-se que o laser é capaz de modificar processos deletérios, modulando a 

inflamação e a dor [22]. Portanto, esta terapia com luz de comprimento de onda entre 

600 e 1000nm, tem sido utilizada para estimular o reparo, prevenir e tratar sinais 

decorrentes da inflamação e da exacerbação da resposta imune [22-23]. Sendo assim, 

PBMT pode ser um agente eficaz para prevenir e tratar ORN. 

Dessa forma, este estudo teve como objetivo estabelecer um modelo in vitro de 

osteorradionecrose usando células humanas imortalizadas de osteoblastos-like 

(SaOS-2) e modular o processo de reparo deste modelo usando curcumina, bpV(pic) 

e terapia de fotobiomodulação. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi feito em duas partes. Primeiramente, foi definido o modelo in 

vitro de osteorradionecrose e, a seguir, o modelo foi tratado para avaliar a modulação 

do reparo. O fluxograma foi construído para descrever a metodologia (Figura 1). 
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Figura 1: Fluxograma metodológico. 

 

2.1. PARTE 1: ESTABELECIMENTO DE UM MODELO IN VITRO DE 

OSTEORRADIONECROSE 

 

2.1.1. Cultura celular 

Células humanas imortalizadas do tipo osteoblasto-like (SaOS-2) foram 

cultivadas em DMEM com soro fetal bovino (10%), penicilina (50μg/mL) e gentamicina 

(50μg/mL). Durante o período de cultivo celular, as células foram mantidas em 

condições ideais, incubadas em incubadora umidificada a 37°C acompanhada de CO2 

(5%) e o meio foi trocado regularmente. 

 

2.1.2. Viabilidade celular 

Estímulo bacteriano: O estímulo bacteriano foi induzido com veículo 

(controle), lipossacarídeos (LPS) de Escherichia coli e extrato protéico de 

Porphyromonas gingivalis (Pg). Lipopolissacarídeo de E. coli (E. coli O111:B4; Sigma-

Aldrich) e extrato proteico de Pg foram usados para simular a liberação de produtos 

do biofilme bacteriano nas lesões da mucosa. O LPS foi solubilizado em PBS e 

armazenado a -20°C. Os extratos da proteína Pg foram preparados conforme descrito 

anteriormente [24], diluídos em DMEM e armazenados a -80°C. Quando as células 

apresentaram confluência de 70-80%, o meio foi substituído por DMEM fresco e as 

células foram estimuladas com 1, 5 e 10μg/mL de LPS e com 1, 2 e 5μg/mL de Pg. As 

células foram plqueadas em placas de 96 poços a uma densidade de 2x104 e 
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incubadas por 24h. Em seguida, os tratamentos foram aplicados em 9 repetições 

biológicas de acordo com o grupo experimental e, após 24h, foram adicionados 10µL 

de solução de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e as células foram 

incubadas, protegidas da luz, por 4h, seguido pela adição de isopropanol acidificado 

(25mL de isopropanol + 104µL de HCl 100%) em cada poço. A toxicidade celular foi 

medida comparando a absorbância entre os grupos experimentais e o veíuclo. A 

absorbância foi medida a 570nm em um Thermo Plate TP Reader (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Esses resultados orientaram a escolha da 

concentração do estímulo bacteriano. 

Radiação ionizante: As células foram divididas em “sem” e “com” estímulos 

bacterianos. Após uma hora do estímulo bacteriano, todas as células foram 

transportadas para a Unidade de Alta Complexidade em Oncologia do Hospital 

Universitário de Brasília para serem irradiadas. As células foram induzidas com 0, 4, 

6, 8 e 10 Gray (Gy) e após 24 horas, a viabilidade celular foi analisada pelo ensaio 

MTT. Este experimento foi repetido com 0, 12, 16 e 20Gy após 24, 48 e 72 horas. 

 

2.1.3. Mensuração de óxido nítrico 

Após 6 e 24 horas do estímulo, a produção de óxido nítrico (NO) foi 

estabelecida pela metodologia descrita por Green et al. (1982) com modificações [25]. 

A quantidade de 100µL do sobrenadante foi coletada e transferida para uma placa de 

96 poços. A curva padrão foi construída adicionando 100µL de DMEM e adicionando 

100µL de uma solução de sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 2,5% e 

naftiletilenodiamina 1% em ácido fosfórico 2,5%, na proporção de 1:1. Após 10 

minutos em temperatura ambiente, a leitura foi realizada com um leitor de microplacas 

(Bio-Tek PowerWave HT, EUA). Para estimar a quantidade de nitrito, será feito um 

cálculo a partir da equação da curva padrão (1,5625μM - 200μM) e avaliação do 

coeficiente de regressão linear (R2). 

 

2.1.4. RT-qPCR 

A expressão gênica de PIK3CA, mTOR, AKT e PTEN foi avaliada por meio da 

reação em cadeia de polimerase em tempo real/quantitativo (RT-qPCR) após 12 horas 

do estímulo. A extração do RNA total foi realizada de acordo com o método 

estabelecido pelo TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, EUA). A concentração e a qualidade 

das amostras foram determinadas usando NanoVue Plus (GE Healthcare Life 

Sciences, Reino Unido) por espectrofotometria. As amostras foram tratadas com 
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DNAse I (Sigma-Aldrich, EUA) para remover a contaminação do DNA. A reação em 

cadeia da polimerase foi realizada usando Power Up TM SYBR® Green Master Mix 

(Applied Biosystems) em um termociclador StepOnePlusTM Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). 

 

2.1.5. Avaliação inicial para o estabelecimento de um modelo em co-cultura 

Os próximos passos do projeto envolvem o estabelecimento de uma co-cultura 

com células SaOS-2 e cultura primária de fibroblastos gengivais humanos (FG) 

usando membranas Transwell®. Inicialmente, foi realizada a análise da viabilidade 

celular dos fibroblastos gengivais humanos por ensaio de MTT. As células FG foram 

adquiridas de um projeto de pesquisa de 2022, previamente aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade de Brasília (CAAE Nº 52278221.6.0000.0030). Os 

fibroblastos foram plaqueados em placas de 96 poços a uma densidade de 5x103 e 

incubados por 24h. Após esse período, foram divididos em grupos estimulados com 

estímulos bacterianos e não estimulados e então submetidos a radiação ionizante em 

doses de 12, 16 e 20Gy. Após 24, 48 e 72h, o ensaio de MTT foi realizado como 

previamente descrito. 

Em seguida, foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular das 

células SaOS-2 em co-cultura com as células FG. As células SaOS-2 foram 

plaqueadas em placa de 12 poços a uma densidade de 2x106 e os FG foram 

plaqueados na membrana Transwell® na densidade de 5x103. Após 24h de 

incubação, as células foram submetidas 16 e 20Gy de radiação ionizante e após 24h 

foi realizado o ensaio de MTT. 

 

2.2. PARTE 2: AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DAS TERAPIAS NA MODULAÇÃO DO 

REPARO 

 

2.2.1. Tratamento 

Após o estímulo estabelecido na parte 1, o modelo de ORN in vitro foi tratado 

com 2,5, 5 e 10μM de curcumina, 0,5, 1 e 5μM de bpV(pic) e 5, 10 e 15J/cm2 de terapia 

de fotobiomodulação. O tratamento com PBMT foi repetido após 12h. 
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2.2.2. Avaliação do tratamento 

Os efeitos do tratamento no modelo foram avaliados 24 horas após o estímulo 

pelo ensaio de MTT e pela mensuração de NO. Os experimentos foram realizados da 

mesma forma descrita na parte 1. 

 

2.2.3. Avaliação do tratamento no modelo em co-cultura 

De acordo com o modelo em co-cultura estabelecido na parte 1, foi realizada 

uma análise inicial da viabilidade celular para a avaliação dos tratamentos do modelo 

em co-cultura. O modelo de co-cultura de SaOS-2/FG com radiação ionizante (20Gy) 

e estímulo bacteriano (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg) foi tratado com 2,5μM de 

curcumina, 1μM de bpV(pic), 3J/cm2 de terapia de fotobiomodulação, associação de 

2,5μM de curcumina e 3J/cm2 de PBMT e associação de 1μM de bpV(pic) e 3J/cm2 

de PBMT. Após 24h, o ensaio de MTT foi realizado da mesma forma como descrito 

anteriormente.  

 

2.3. Análise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em nove replicatas biológicas para 

cada grupo. A análise estatística foi realizada com GraphPad Prism versão 9.0.2 

(GraphPad Software, LA Jolla, CA). Os dados quantitativos foram verificados quanto 

à distribuição normal (teste de normalidade de Shapiro-Wilk) e homogeneidade de 

variância (teste de variância igual de Levene). Os dados foram expressos como média 

± desvio padrão (DP) e analisados usando o teste ANOVA para dados paramétricos 

ou Kruskal-Wallis para dados não paramétricos. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas quando p<0,05. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. PARTE 1: ESTABELECIMENTO DO MODELO IN VITRO DE 

OSTEORRADIONECROSE 

 

3.1.1. Viabilidade celular 

O primeiro experimento foi realizado para avaliar a viabilidade celular de SaOS-

2 após a indução com estímulos bacterianos. Nenhuma das concentrações de LPS e 

Pg alterou significativamente a viabilidade celular. Pelo contrário, todas as doses 

aplicadas apresentaram tendência de aumento da viabilidade celular. Os grupos de 
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concentração 10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg apresentaram as menores tendências 

(26,8% e 30,3%, respectivamente) e por isso essas concentrações foram escolhidas 

para o seguimento dos experimentos. A análise de viabilidade celular após o estímulo 

bacteriano é mostrada na Figura 2. 

 

Viabilidade celular das SaOS-2 com estímulos bacterianos 

 

Figura 2: Viabilidade celular da SaOS-2 analisada pelo ensaio de MTT após a indução com diferentes 
concentrações de estímulos bacterianos analisadas. Todas as concentrações estão em µg/mL (LPS: 
1, 5 e 10µg/mL e PG: 1, 2 e 5µg/mL). Ctr: Grupo controle (sem estímulo bacteriano). Teste estatístico: 
Teste de Kruskal Wallis (p>0,05).  

 

O segundo passo foi estabelecer a dose de radiação ionizante. As doses de 4, 

6 e 8Gy não foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade celular (Figura 

3). A dose de 10Gy apresentou as menores taxas de viabilidade, com uma diferença 

de apenas 4% em relação ao grupo controle. No entanto, quando as células foram 

irradiadas com 10Gy após estímulos bacterianos houve tendêcia de aumento da 

viabilidade quando associadas a 10µg/mL de LPS, 5µg/mL de PG e os dois estímulos 

juntos (13,6%, 13,9% e 17,3% respectivamente). Embora a aplicação de 10Gy sem 

adição de bactérias tenha reduzido a viabilidade celular em aproximadamente 14%, 

não houve significância estatística e por isso doses mais altas foram testadas (12, 16 

e 20Gy). Sem estímulo bacteriano, todas as doses reduziram a viabilidade celular 
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após 24 horas, as doses de 12, 16 e 20Gy reduziram a viabilidade celular em 28,5%, 

40,1% e 30,0%, respectivamente. Sendo assim, a dose de radiação ionizante mais 

próxima em reduzir a viabilidade celular em 50% foi a dose de 16Gy. Por outro lado, 

com os estímulos bacterianos, apenas 20Gy foi capaz de produzir o mesmo efeito de 

forma significativa. A dose de 12Gy aumentou a viabilidade em aproximadamente 3% 

e as doses de 16 e 20Gy reduziram a viabilidade celular em 19,3% e 23,3% (Figura 

4). 

 

Viabilidade celular das SaOS-2 após indução com  
estímulos bacterianos e radiação ionizante 

 

 

 

Figura 3: Viabilidade celular da SaOS-2 analisada pelo ensaio de MTT após a indução com diferentes 
doses de radiação ionizante (4, 6, 8 e 10Gy). Os grupos foram divididos em sem estímulo bacteriano, 
apenas LPS (10µg/mL), apenas PG (5µg/mL) e LPS e PG associados (10µg/mL de LPS e 5µg/mL de 
PG). Teste estatístico: Ordinary one-way ANOVA (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); teste de Kruskal 
Wallis (#p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001).  
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Viabilidade celular das SaOS-2 após indução  
com estímulos bacterianos e radiação ionizante 

 

 

Figura 4: Viabilidade celular da SaOS-2 analisada pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas após a indução 
com ou sem estímulos bacterianos (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg) e com radiação ionizante (0, 12, 
16 e 20Gy). Teste estatístico: Ordinary one-way ANOVA (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001) e teste de 
Kruskal Wallis (###p<0,001).  

 

3.1.2. Mensuração de óxido nítrico 

Após 6 horas, a concentração de NO produzida pelas células ainda era 

insuficiente para medição. Entretanto, após 24 horas, a concentração de NO teve um 

aumento de, respectivamente, 32,2% e 24,6% nos grupos de 16 e 20Gy sem estímulo 

bacteriano, sendo que o aumento foi significativo apenas no grupo de 16Gy. Quando 

associados os estímulos bacterianos a produção de NO aumentou em apenas 2% no 

grupo de 16Gy e reduziu em 6,6% no grupo de 20Gy (Figura 5). Assim, 16 e 20Gy 

sem estímulo bacteriano foram as doses selecionadas para análise da RT-qPCR. 
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Mensuração de óxido nítrico após indução  
com estímulos bacterianos e com radiação ionizante 

 

Figura 5: Mensuração da dosagem de óxido nítrico nas SaOS-2´após indução com (+) ou sem (-) 

estímulos bacterianos (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg) e radiação ionizante (16 e 20Gy). Teste 

estatístico: Teste de Kruskal Wallis (#p<0,05; ##p<0,01). 

 

3.1.3. RT-qPCR 

Para avaliar o estado inflamatório após os estímulos, foi realizado o RT-qPCR. 

Após 12 horas, 16Gy mostrou uma maior expressão relativa de marcadores da via 

PI3K-PTEN-AKT-mTOR. No entanto, a diferença entre os grupos não foi significativa 

(Figura 6).  

 

Expressão relativa dos marcados da via PI3K-PTEN-AKT-mTOR das SaOS-2  
após indução radiação ionizante 

 

 

Figura 6: Expressão relativa dos marcados da via PI3K-PTEN-AKT-mTOR utilizando RT-qPCR em 
SaOS-2 após radiação ionizante (16 e 20Gy). Teste estatístico: Ordinary one-way ANOVA (p>0,05).  
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3.1.4. Avaliação inicial para o estabelecimento de um modelo em co-cultura 

Os fibroblastos gengivais apresentaram redução da viabilidade celular 24h 

após a radiação ionizante, as doses de 16 e 20Gy reduziram a viabilidade celular em 

24,0% e 31,9%, respectivamente. Porém, quando os fibroblastos foram submetidos a 

estímulos bacterianos apenas o grupo de 20Gy foi capaz do mesmo efeito, reduzindo 

a viabilidade em 15,8% (Figura 7).  

 

Viabilidade celular dos FG após indução 
com estímulos bacterianos e radiação ionizante 

 

 

Figura 7: Viabilidade celular do FG analisada pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas após a indução 
com ou sem estímulos bacterianos (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg) e com radiação ionizante (12, 
16 e 20Gy). Teste estatístico: Ordinary one-way ANOVA (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001) 
e teste de Kruskal Wallis (#p<0,05).  

 

Um efeito diferente foi observado na viabilidade celular quando as células foram 

cultivadas em co-cultura SaOS-2/FG. Na co-cultura, o único grupo sem estímulo 

bacteriano capaz de reduzir a viabilidade celular foi o de 20Gy (28,7%). Por outro lado, 

os grupos com estímulos bacterianos foram capazes de reduzir a viabilidade celular 

na dose de 16Gy e 20Gy, queda na viabilidade de 32,3% e 34,5%, respectivamente 

(Figura 8). 
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Viabilidade celular da co-cultura SaOS-2/FG após indução  
com estímulos bacterianos e radiação ionizante 

 

 

Figura 8: Viabilidade celular da co-culutra SaOS-2/FG analisada pelo ensaio de MTT após a indução 
com ou sem estímulos bacterianos (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg) e com radiação ionizante (16 e 
20Gy). Teste estatístico: Ordinary one-way ANOVA (***p<0,001; ****p<0,0001). 

 

Diante dos resultados encontrados, o modelo in vitro de osteorradionecrose foi 

estabelecido como monocultura celular de células SaOS-2 submetidas a 16Gy de 

radiação ionizante sem estímulo bacteriano. E, para o modelo em co-cultura, foi 

estabelecida a dose de 20Gy com 10µg/mL de LPS e 5µg/mL de PG. 

 

3.2. PARTE 2: AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DAS TERAPIAS DE MODULAÇÃO DA 

VIA DE REPARO CELULAR NO MODELO 

 

3.2.1. Viabilidade celular 

Os tratamentos propostos não foram capazes de aumentar a viabilidade celular. 

Os tratamentos com 2,5, 5 e 10μM de curcumina reduziram a viabiabilidade celular 

em 32,6%, 28,1% e 41,9%, respectivamente. Já os tratamentos com 0,5, 1 e 5μM de 

bpV(pic) reduziram em 23,5%, 49,7% e 55,7%, de modo respectivo. E, o tratamento 

com 5, 10 e 15J/cm2 de terapia de fotobiomodulação reduziu a viabilidade celular em 

5,2%, 30,2% e 28,0%. As reduções de viabilidade celular significativas ocorreram com 

as doses de 10μM de curcumina e 1μM de bpV(pic), sendo essas, portanto, doses 

citotóxicas (Figura 9). 
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Viabilidade celular do modelo ORN após tratamento 

 

Figura 9: Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT após a aplicação de curcumina, bpV(pic) 
e terapia de fotobiomodulação (PBMT) do modelo de ORN in vitro estabelecido na parte 1 (células 
SaOS-2 submetidas a 16Gy de radiação ionizante sem estímulo bacteriano). Ctr: Grupo controle (0 
Gy). Teste estatístico: Teste de Kruskal Wallis test (# p<0,05; ## p<0,01). 

 

3.2.2. Mensuração de óxido nítrico 

A concentração de NO após o tratamento não foi possível devido à baixa taxa 

de produção. 

 

3.2.3. Avaliação do tratamento no modelo em co-cultura 

O modelo em co-cultura SaOS-2/FG foi estimulado com com radiação ionizante 

(20Gy) e estímulo bacteriano (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg). Em relação ao 

tratamento, a co-cultura não mostrou diferença na viabilidade celular dos grupos 

tratados com 2,5μM de curcumina, 1μM de bpV(pic) e 3J/cm2 de PBMT. Houve queda 

de 1,4% e de 5,5% na viabilidade celular com os tratamentos de curcumina isolada ou 

associada com PBMT, respectivamente. Também houve queda de 3% com a 

associação de bpV(pic) e PBMT. Porém, bpV(pic) e PBMT isolados conseguiram 

aumentar, de forma respectiva, a viabilidade em 6,2% e 10,6% (Figura 10).  
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Viabilidade celular da co-cultura SaOS-2/FG após indução do modelo e tratamento  

 

 

Figura 10: Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT após a aplicação de curcumina, 
bpV(pic) e terapia de fotobiomodulação (PBMT) na co-cultura de SaOS-2/FG com radiação ionizante 
(20Gy) e estímulo bacteriano (10μg/mL de LPS e 5μg/mL de Pg). Ctr: Modelo sem tratamento. Doses 
utilizadas: Cur (curcumina): 2,5μM; bpV(pic): 1μM; PBMT: 3 J/cm2 . Teste estatístico: Ordinary one-way 
ANOVA (p>0,05). 

 

4. DISCUSSÃO 

A osteorradionecrose é uma condição limitante que afeta negativamente a 

qualidade de vida dos pacientes visto que a manifestação clínica é caracterizada por 

dor crônica, trismo, mau odor, diminuição da capacidade de cicatrização dos tecidos 

e, em casos mais graves, fístula orocutânea e fraturas patológicas [11]. No entanto, o 

tratamento não está estabelecido na literatura. Portanto, é importante que novas 

alternativas clínicas viáveis para o tratamento da osteorradionecrose sejam 

estudadas. 

As técnicas de pesquisa in vitro e in vivo auxiliam na avaliação de novas 

terapias, permitindo a análise a nível molecular, celular e tecidual antes da aplicação 

clínica. Entretanto, como a ORN é uma condição complexa e multifiatorial, mimetizar 

essa condicação clínica em modelos laboratoriais permanece um desafio. Na 

literatura, as estratégias medicamentosas para ORN são geralmente estudadas in vivo 
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usando modelos animais de ratos [26-27]. Por outro lado, modelos in vitro para o 

estudo dessas lesões ainda não foram estabelecidos, sendo este o primeiro a propor 

o desenvolvimento de modelo in vitro de ORN. 

Os efeitos adversos da radioterapia e quimioterapia na saúde oral incluem 

comprometimento da função imunológica e da salivação [28-29]. Essas alterações são 

responsáveis pela disbiose da microbiota oral. A disbiose é um desequilíbrio que pode 

comprometer a saúde oral pela elevada presença de certas bactérias e uma redução 

na diversidade da microbiota [28, 30]. Além disso, a osteorradionecrose é 

caracterizada por osso exposto e necrótico, e essas lesões podem ser infectadas pela 

colonização de células da flora bacteriana local [31]. Assim, o estímulo bacteriano tem 

significativa importância clínica. No entanto, a tentativa de usar estímulos bacterianos 

in vitro não mostrou resultados promissores. 

Poucos estudos avaliaram os efeitos da radioterapia nas células osteoblásticas. 

A célula MC3T3-E1 é uma célula osteoblástica derivada da calvária de camundongos. 

Essas células de osteoblastos de camundongos foram irradiadas com 0,4, 4, 6 e 8Gy. 

Após a radiação, as células demonstraram diminuição da proliferação celular de 

maneira dependente da dose [32-34]. Quando osteoblastos alveolares humanos 

primários foram irradiados in vitro com 2, 6 e 10Gy, foi observada a mesma redução 

na proliferação celular de forma dose-dependente e as células apresentaram 

mudanças na morfologia [35]. Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito da radiação 

ionizante nas células SaOS-2, sendo que doeses baixas de radiação (4, 6, 8 e 10Gy) 

não foram capazes de reduzir a proliferação celular de forma significativa. Com isso, 

observou-se que as células SaOS-2 são resisentes a radiação ionizante, com 

alteração na viabilidade dependente de doses mais altas, como 12, 16 e 20Gy. 

De acordo com a teoria mais recente da patogênese da ORN, após a radiação, 

há um aumento na presença de espécies reativas de oxigênio (ROS) e TGF-β-1 no 

tecido e isso resulta em um processo envolvendo inflamação precoce, fibrose e 

remodelamento [8]. O óxido nítrico é um radical reativo citotóxico presente em 

processos inflamatórios [36]. Em um estudo anterior, a produção de NO foi estimulada 

em SaOS-2 por 10µg/mL LPS [37]. No entanto, neste estudo, a mesma dose de 

10µg/mL LPS associada a radiação ionizante não demonstrou esse efeito significativo. 

Este estudo piloto foi o primeiro a irradiar células SaOS-2 e os resultados demonstram 

a resistência celular aos estímulos aplicados.  
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Em relação aos tratamentos analisados, a curcumina tem sido considerada por 

suas propriedades citoprotetoras, antioxidantes e anti-inflamatórias, apresentando 

proteção celular em situações de citotoxicidade e estresse oxidativo [38]. 

Recentemente, o estudo de Ma e colaboradores (2021) [39] demonstrou os efeitos do 

uso de curcumina em um modelo in vitro de osteoporose diabética, dentre eles, houve 

redução da apoptose por diminuição do estresse oxidativo e autofagia induzida por 

ROS. Em outro estudo, Hatefi e colaboradores (2018) relataram que a curcumina 

apresentou efeitos inibitórios no processo de osteoporose em pacientes com lesão 

medular, e assim houve melhora nos parâmetros densitométricos, redução da perda 

óssea e diminuição dos biomarcadores ósseos [40]. Já as estruturas compostas 

incorporadas com bpV (pic) podem prevenir a apoptose e promover osteogênese e 

angiogênese in vivo para o tratamento de necrose avascular da cabeça femoral [41]. 

Além disso, quando células são submetidas ao estresse oxidativo, o PBMT pode 

reduzir as ROS [42]. No osso irradiado, o PBMT pode acelerar a regeneração óssea 

pelo aumento do número de osteócitos, controle da resposta inflamatória e aumento 

da vascularização [43]. A fotobiomodulação e a terapia fotodinâmica antimicrobiana 

(aPDT) foram utilizadas como adjuvantes do procedimento cirúrgico no tratamento da 

ORN e em 12 meses de acompanhamento não foi observada recidiva [44]. O 

tratamento conservador com aPDT foi eficiente no controle da lesão [45]. PBMT é uma 

ferramenta potencial para melhorar a cicatrização óssea após a radiação ionizante, in 

vivo a terapia pode melhorar a formação de osso novo e a vascularização local [26]. 

Assim, embora a curcumina, bpV(pic) e PBMT sejam possíveis agentes no 

tratamento da osteorradionecrose, ao aplicar esses tratamentos em células SaOS-2 

previamente estimuladas com radiação ionizante, não foram encontradas diferenças 

significativas para o retorno da viabilidade celular. Diante de novas teorias da 

patogênese da ORN, como a possível desregulação da atividade dos fibroblastos, 

novos tratamentos têm sido propostos como a associação de pentoxifilina e tocoferol 

(vitamina E), ambos os agentes podem reduzir os danos produzidos pelos radicais 

livres [46]. O uso de pentoxifilina e tocoferol em estudos clínicos mostrou bons 

resultados como redução da progressão da fratura e da quantidade estimada de osso 

exposto. Esses resultados demonstraram que o uso de tratamento antioxidante pode 

ter resultados bem-sucedidos no tratamento da ORN [47]. 

A teoria mais recente que explica a patogênese da ORN propõe que o dano ao 

osso é causado por fibrose induzida por radiação. Nesse sentido, as células ósseas 

são danificadas como resultado da inflamação aguda que ocorre pela geração de 
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radicais pelos fibroblastos desregulados [46]. Sendo assim, evidencia-se a 

importância dos fibroblastos para o processo de desregulação das células ósseas. 

Associando os achados com a patogênese da ORN, que envolve essa interação de 

células ósseas e células fibroblásticas, os próximos passos do projeto buscam o 

estabelecimento de um modelo in vitro que adicione fibroblastos em co-cultura com 

as células osteblastos semelhantes.  

 

4.1. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Este foi um estudo piloto que auxiliou no conhecimento da resposta da célula  

SaOS-2 após estímulo bacteriano e de radiação ionizante. Dessa forma, foi possível 

conhecer um pouco mais do comportamento celular e formular novos objetivos para o 

estudo da modulação do processo de reparo da ORN. Para dar continuidade, novos 

experimentos serão desenvolvidos: 

1) Como visto anteriormente, a patogênese da ORN envolve a 

interação entre osteoblastos e fibroblastos, sendo assim, o próximo passo será 

o estabelecimento de um modelo de células humanas imortalizadas do tipo 

osteoblasto-like (SaOS-2) e cultura primária de fibroblastos gengivais humanos 

(FG) em co-cultura usando membranas Transwell® e induzindo as células por 

radiação ionizante. Após o estabelecimento do modelo em co-cultura, grupos 

experimentais serão propostos e tratados com veículo, Curcumina, bpV(pic) e 

PBMT. A partir dos resultados da viabilidade celular em diferentes doses, as 

terapias serão investigadas em relação a expressão proteica e gênica de 

citocinas pró-inflamatórias, mensuração da produção de óxido nítrico, 

morfologia celular e ensaio de migração. Além disso, será realizado também o 

ensaio de detecção de ROS e o ensaio de células-tronco.  

2) As doses utilizadas nesse estudo mostraram-se citotóxicas. 

Sendo assim, os experimentos deverão ser repetidos reduzindo as doses da 

curcumina, do bpV(pic) e da terapia de fotobiomodulação. É possível que doses 

mais baixas possam apresentar resultados significativos;  

 

5. CONCLUSÃO 

A dose de radiação ionizante de 16Gy sem estímulo bacteriano foi capaz de 

reduzir a viabilidade celular e aumentar a produção de óxido nítrico. Assim, esse 

modelo pode ser utilizado para estudos in vitro em células SaOS-2 para investigar a 

modulação do processo de reparo ósseo na osteorradionecrose. O uso de curcumina, 
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bpV(pic) e terapia de fotobiomodulação não mostraram aumento da viabilidade celular 

nas doses utilizadas neste estudo. Portanto, novas doses e mais ensaios devem ser 

investigados para verificar o tratamento mais adequado para a osteorradionecrose. 
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http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid 

for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee 

acceptance or preference for publication. 

Presentation: Authors should pay special attention to the presentation of their findings 

so that they may be communicated clearly. The background and hypotheses 

underlying the study as well as its main conclusions should be clearly explained. Titles 

and abstracts especially should be written in language that will be readily intelligible to 

any scientist. 

Technical jargon: should be avoided as much as possible and clearly explained 

where its use is unavoidable. 

Abbreviations: Oral Diseases adheres to the conventions outlined in Units, Symbols 

and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and Authors. Non-

standard abbreviations must be used three or more times and written out completely 

in the text when first used.  
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Structure: All papers submitted to Oral Diseases should include: 

• Title Page 

• Structured Abstract 

• Main text 

• References 

The Main Text of Original Research Articles should be organised as follows 

Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study 

and not summarize the results; exhaustive literature reviews are inappropriate. It 

should close with the explicit statement of the specific aims of the investigation. 

Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the 

references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. 

As a condition of publication, authors are required to make materials and methods 

used freely available to academic researchers for their own use. This includes 

antibodies and the constructs used to make transgenic animals, although not the 

animals themselves. Other supporting data sets must be made available on the 

publication date from the authors directly. 

Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or 

to possible interpretations. 

Discussion: may usually start with a brief summary of the major findings, but repetition 

of parts of the abstract or of the results sections should be avoided. The section should 

end with a brief conclusion and a comment on the potential clinical relevance of the 

findings. Statements and interpretation of the data should be appropriately supported 

by original references. 

Acknowledgements: Should be used to provide information on sources of funding for 

the research, any potential conflict of interest and to acknowledge contributors to the 

study that do not qualify as authors. All sources of institutional, private and corporate 

financial support for the work within the manuscript must be fully acknowledged, and 

any potential grant holders should be listed. Acknowledgements should be brief and 

should not include thanks to anonymous referees and editors. Where people are 

acknowledged, a cover letter demonstrating their consent must be provided. 
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References 

References should be prepared according to the Publication Manual of the American 

Psychological Association (6th edition). This means in-text citations should follow the 

author-date method whereby the author's last name and the year of publication for the 

source should appear in the text, for example, (Jones, 1998). For references with three 

to five authors, all authors should be listed only on the first occurrence of the in-text 

citation, and in subsequent in-text occurrences only the first author should be listed 

followed by 'et al.'. The complete reference list should appear alphabetically by name 

at the end of the paper. 

A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note 

that a DOI should be provided for all references where available. For more information 

about APA referencing style, please refer to the APA website. Please note that for 

journal articles, issue numbers are not included unless each issue in the volume begins 

with page one. 

Journal article 

Example of reference with 2 to 7 authors 

Beers, S. R., & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with 

maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal of 

Psychiatry, 159, 483–486. doi: 10.1176/appi.ajp.159.3.483 

Ramus, F., Rosen, S., Dakin, S. C., Day, B. L., Castellote, J. M., White, S., & Frith, U. 

(2003). Theories of developmental dyslexia: Insights from a multiple case study of 

dyslexic adults. Brain, 126(4), 841–865. doi: 10.1093/brain/awg076 

 

Example of reference with more than 7 authors 

Rutter, M., Caspi, A., Fergusson, D., Horwood, L. J., Goodman, R., Maughan, B., … 

Carroll, J. (2004). Sex differences in developmental reading disability: New findings 

from 4 epidemiological studies. Journal of the American Medical Association, 291(16), 

2007–2012. doi: 10.1001/jama.291.16.2007 
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Book edition 

Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are 

visually impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-ed. 

 

Tables, Figures and Figure Legends 

Figures: All figures and artwork must be provided in electronic format. Please save 

vector graphics (e.g. line artwork) in Encapsulated Postscript Format (EPS) and bitmap 

files (e.g. half-tones) or clinical or in vitro pictures in Tagged Image Format (TIFF). 

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented 

in small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text 

instead. Figures should not contain more than one panel unless the parts are logically 

connected. 

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter, 

a, b, and so on, in the same type size as used elsewhere in the figure. Lettering in 

figures should be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have 

a single space between the number and unit, and follow SI nomenclature common to 

a particular field. Unusual units and abbreviations should be spelled out in full or 

defined in the legend. Scale bars should be used rather than magnification factors, 

with the length of the bar defined in the legend rather than on the bar itself. In general 

visual cues (on the figures themselves) are preferred to verbal explanations in the 

legend (e.g. broken line, open red triangles etc). 

 

 


