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RESUMO

O papel do estrogénio no metabolismo/remodelagéo 6ssea esta bem estabelecido nos
0ssos longos, porém ainda nado esta claro seu efeito no osso alveolar. O objetivo do
estudo foi avaliar papel dos receptores CCR1 na perda 6ssea alveolar em modelo de
osteoporose. Camundongos C57BL6/J com deficiéncia dos receptores CCR1 e
camundongos C57BL6/J tratados com met-RANTES foram ovariectomizados.
Camundongos com ovarios intactos foram usados como controle. Conforme
determinado pela analise MicroCT e analise histomorfométrica do osso alveolar
maxilar, ambos os camundongos C57BL6/J apresentaram diminuigdo da espessura
trabecular, densidade Ossea e volume 0sseo, e aumento da separacgao trabecular
apos a ovariectomia. Esses efeitos foram associados a redugédo da porcentagem de
osso trabecular e da espessura cortical no fémur. Uma perda significativa da crista
ossea alveolar também foi associada a ovariectomia em ambas as linhagens de
camundongos. Concluindo, a deficiéncia do receptor CCR1 e o tratamento com met-
RANTES diminui a qualidade 6ssea, entretanto a deficiéncia de estrogénio piora todos
0s parametros de saude 0ssea nesses animais gerando perda éssea alveolar maxilar.

Palavras-chave: estrogénio; perda d6ssea alveolar; CCR1; movimentagdo dentaria
ortoddntica; remodelacao éssea.



ABSTRACT
Role of CCR1 receptors in alveolar bone loss in an osteoporosis model.

The role of estrogen in bone metabolism/remodeling is well established in long bones,
but its effect on alveolar bone is still unclear. The aim of the study was to determine
the effect of estrogen deficiency on alveolar bone microarchitecture. C57BL6/J mice
deficient in CCR1 receptors and C57BL6/J mice treated with met-RANTES were
ovariectomized. Mice with intact ovaries were used as controls. As determined by
MicroCT analysis and histomorphometric analysis of maxillary alveolar bone, both
C57BL6/J mice showed decreased trabecular thickness, bone density, and bone
volume, and increased trabecular separation after ovariectomy. These effects were
associated with a reduction in the percentage of trabecular bone and cortical thickness
in the femur. Significant loss of alveolar bone crest was also associated with
ovariectomy in both strains of mice. In conclusion, CCR1 receptor deficiency and
treatment with met-RANTES decrease bone quality, however, estrogen deficiency
worsens all bone health parameters in these animals, generating maxillary alveolar
bone loss.

Keywords: estrogens; alveolar bone loss; CCR1; bone remodeling, orthodontic tooth
movement.
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1 INTRODUGAO

A remodelagdo 6ssea é um processo dindmico regulado por mediadores
inflamatorios endogenos, como prostaglandinas, citocinas e quimiocinas (BOYCE;
XING, 2008; WISE; KING, 2008). As quimiocinas pertencem a familia de citocinas
quimiotaticas de baixo peso molecular (ALLEN; CROWN; HANDEL, 2007;
SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008). Essas moléculas geram sinais que interagem com
os osteoblastos e participam no recrutamento de osteoclastos (YANO; MENTAVERRI;
KANUPARTHI; BANDYOPADHYAY, 2005). O papel das quimiocinas da familia CC
tem sido estudado nos processos de remodelagao éssea maxilar, bem como os efeitos
de sua agdo em doencgas sistémicas (ANDRADE; SILVA; TEIXEIRA et al., 2007;
YANO; MENTAVERRI; KANUPARTHI; BANDYOPADHYAY, 2005).

Alguns estudos indicam que CCL3 e CCLS estdo diretamente ligadas ao
recrutamento e diferenciagcdo de osteoclastos no osso da mandibula. Ambas as
moléculas interagem com receptores especificos, como CCR1 e CCRS5, que sao
expressos em osteoblastos e osteoclastos (LEE; SHIN; VAN PHAN et al., 2007;
YANO; MENTAVERRI; KANUPARTHI; BANDYOPADHYAY, 2005). Portanto, a
funcdo desses receptores e a interagcao com outros componentes na remodelagao
o0ssea tém sido alvo de pesquisas recentes.

Outro fator analisado na homeostase 6ssea € o estrogénio. Baixos niveis desse
horménio resultam em perda Ossea trabecular e cortical com uma alta taxa de
remodelacdo éssea. Esses achados tém sido associados a osteoporose no fémur,
corpos vertebrais e osso da mandibula (MACARI; AJAY SHARMA; WYATT;
KNOWLES et al., 2016; MACARI; DUFFLES; QUEIROZ-JUNIOR; MADEIRA et al.,
2015). No nivel celular, o estrogénio é capaz de alterar a produgédo de citocinas
produzidas por osteoblastos e osteoclastos. A deficiéncia de estrogénio resulta em
perda Ossea, principalmente através da regulagao positiva da osteoclastogénese por
meio do aumento da produgdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-1 e
interleucina-6 (IL-6) (RODY; KING; GU, 2001). O estrogénio também inibe a indugéo
de RANKL e a diferenciacéo osteoclastica (CHEN; OUYANG; YE; NI et al., 2014).

Outro efeito estrogénico contra a perda O0ssea é a regulagdo positiva da
secrecao de osteoprotegerina (OPG) por osteoblastos e células estromais da medula
ossea. Além disso, o estrogénio inibe a reabsorgdo 6ssea por meio da regulagéo
positiva de interleucina-10 (IL-10) e semaforina 3A (Sema3A) (HAYASHI;



NAKASHIMA; TANIGUCHI; KODAMA et al., 2012). Embora existam muitos estudos
avaliando a interagao do estrogénio com outros mediadores inflamatorios, ha poucos
estudos avaliando a relacéo entre esse horménio e os receptores CCR1 e a interagao

de suas fung¢des na remodelacao Gssea.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O movimento dentario:

O movimento dentario ortoddntico ocorre pela remodelacdo do osso alveolar em
resposta a cargas mecanicas. Duas areas distintas se formam no ligamento periodontal em
reposta a essa carga, area de compressao e de tensdo. Na area de compressao, a raiz
dentaria é deslocada contra o osso alveolar, comprimindo o ligamento periodontal. Nesta
regido ocorre reabsorgdo Ossea por osteoclastos e o deslocamento dentario ocorre em
diregcdo ao osso reabsorvido. Na area de tensdo uma forga € aplicada nas fibras do ligamento
periodontal e a formagao 6ssea é realizada nesse local por osteoblastos (CATTANEO et al.,
2005; KRISHNAN E DAVIDOVITCH, 2006; KRISHNAN E DAVIDOVITCH, 2009; WISE E
KING, 2008).

Em virtude da compressao dos vasos sanguineos das fibras periodontais,
ocorre hipoxia das células, seguido pela formagéo de um processo inflamatoério agudo
e no desenvolvimento de uma area acelular denominada area de hialinizagao
(ANDRADE JR. et al., 2007; KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006; WISE e KING,
2008). O estresse mecanico das células da matriz extracelular dos tecidos
periodontais, é transmitido de forma direta da forca mecanica para o nucleo da célula
através do citoesqueleto (KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2009). Esta sinalizagao
intracelular leva a ativagdo de genes especificos e a produgao e liberagdo de varias
citocinas como, prostaglandina E2 (PGEZ2), neuropeptidios e substéncia P interleucina
1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) para o meio extracelular (DAVIDOVITCH, 2006 MASELLA e MEISTER, 2006).
Estas citocinas interagem com as células periodontais e promovem dilatagdo dos
vasos sanguineos e a migragao dos leucocitos para o espago extravascular, iniciando
a formacéo de um infiltrado inflamatério agudo. Apés um ou dois dias da aplicagéo de
forgas, ocorre a eliminag&o do tecido hialinizado, a fase aguda inflamatoria diminui e
€ substituida por um processo inflamatoério cronico (KRISHNAN e DAVIDOVITCH,
2006; WISE e KING, 2008).

Apoés a migragao para o tecido periodontal os leucécitos sintetizam e liberam
moléculas que estdo envolvidas no processo de reabsor¢cdo éssea (citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento) (KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006;
KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2009; MASELLA e MEISTER, 2006). As interagbes

celulares com estas substancias desencadeiam o recrutamento de células fagociticas
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como células da linhagem de mondcitos/macréfagos e precursores de osteoclastos
(KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006; RODY et al., 2001; WISE e KING, 2008). Estas
células sofrem diferenciagdo em macréfagos e osteoclastos que irdo remover o tecido
acelular da area do ligamento periodontal comprimido. (KRISHNAN e DAVIDOVITCH,
2006; VON BOHL et al., 2004).

Na area de tensdo, os osteoblastos sao reponsaveis pela deposicdo ossea.
(KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006; WISE e KING, 2008). A alteragéo no fluxo dos
canais e canaliculos 6sseos, causadas pela for¢ca de tensdo induzem os osteoblastos
locais a desempenharem sua fungdo (KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2009). Outro
fator responsavel por essa formagao dssea é o estiramento das células periodontais,
que estimulam a replicacao celular e a producdo de quimiocinas, citocinas e fatores
de crescimento especificos para recrutamento e diferenciacdo dos osteoblastos
(KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006).

2.2 Eixo quimiocinas/CCR1:

As quimiocinas s&o proteinas de baixo peso molecular que pertencem a grande
familia de citocinas quimiotaticas (SCHALL e PROUDFOOT, 2011; YADAV et al.,
2010). Estas moléculas s&o subdivididas em quatro subfamilias: C, CC, CXC e CX3C
e sdo nomeadas de acordo com a familia de seus ligantes, e as duas principais
subfamilias sdo CCR ou CXCR (YADAV et al., 2010; ZLOTNIK e YOSHIE, 2000). A
maioria das quimiocinas da familia CC interagem com diferentes receptores de
quimiocina (CCR1, CCR2, CCR5), além disso, um mesmo receptor pode se ligar a
diferentes quimiocinas. Essa interacdo € responsavel pelas diferentes funcdes
exercidas por estas moléculas (SCHALL e PROUDFOOT, 2011; YADAV et al., 2010).

Na remodelagdo O&ssea, as quimiocinas controlam o recrutamento, a
proliferagao, diferenciagéo, ativagao e sobrevida de osteoclastos e osteoblastos (LEE
et al., 2007; WATANABE et al., 2004; YANO et al., 2005; YU et al., 2004). Alguns
estudos mostraram aumento do nivel de quimiocinas, tais como CCL2, CCL3, CCLS5,
CXCL12, na movimentagao dentaria ortodéntica em modelo animal e em humanos
(ALHASHIMI et al., 1999; ANDRADE et al., 2007; ANDRADE et al., 2009; GARLET et
al., 2008).

Osteoclastos e osteoblastos expressam os receptores CCR1 e CCRS5, além de
produzir niveis elevados de CCL3 e CCL5 quando estimulados por IL-1 e TNF-a
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(YANO et al., 2005). A liberagdo destas quimiocinas pelos osteoblastos, contribui
significativamente para o recrutamento e desenvolvimento dos osteoclastos no sitio
de ostedlise, exacerbando a perda 6ssea (YANO et al., 2005; YU et al., 2004;). A
CCL3 também esta envolvida de forma indireta na diferenciagado do osteoclasto, uma
vez que é capaz de estimular o aumento da expressao de RANKL pelo osteoblasto e
induzir a interacdo entre o osteoclasto e o osteoblasto (TSUBAKI et al., 2007,
WATANABE et al., 2004).

A interagdo quimiocinas/CCR1 e sua agao na reabsorgéo 0ssea tem sido foco
de pesquisas em doencas crbnicas inflamatoérias. Estudos in vitro e in vivo tém
demonstrado que o receptor CCR1 esta envolvido na patogénese de doencgas
inflamatorias como mieloma multiplo e artrite reumatoide (MENU; DE LEENHEER; DE
RAEVE; COULTON et al., 2006; SHAHRARA; PROUDFOOQOT; WOODS; RUTH et al.,
2005; VALLET; RAJE; ISHITSUKA; HIDESHIMA et al., 2007). O bloqueio ou auséncia
de CCR1 resulta em redugcédo da ostedlise nos estudos que investigam a agcédo da
interacéo interleucinas/CCR1 nessas doengas (FERREIRA; REPEKE; RAIMUNDO,;
NUNES et al., 2011; MENU; DE LEENHEER; DE RAEVE; COULTON et al., 2006;
OBA; REPEKE; FERREIRA; CLAUDINO; SILVEIRA et al., 2010; SHAHRARA;
PROUDFOOT; WOODS; VALLET; RAJE; ISHITSUKA; HIDESHIMA, 2007). Sendo
assim, compreender e caracterizar a funcdo e agao dessa via no processo de

remodelagdo Ossea se torna importante.

2.3 Estrogénio:

O estrogénio é um hormoénio esteroidal, sintetizado a partir de andrégenos por
meio da enzima aromatase. Esse nome € dado a um grupo de horménios que sédo o
17B-estradiol (E2), estriol (E3) e estrona (E1), sendo que o estradiol € o mais potente
e esta presente na adolescéncia e em toda fase reprodutiva da mulher (FANG et al.,
2001). O estrogénio liberado na corrente sanguinea entra de forma passiva nas
células e se liga a seus receptores denominados receptor de estrogénio alfa e beta
(ERa e ERB). Estes receptores se translocam para o nucleo e funcionam como fatores
de transcrigdo (KRUM, 2011; SYED et al., 2005; WEITZMANN e PACIFICI, 2006).

Ao se ligar a seus receptores o estrogénio estimula a osteogénese e inibe a
apoptose de osteoblastos permitindo a sobrevida dessas células e estimulando a
apoptose de osteoclastos, dessa forma, ocorre mais formacdo é6ssea do que
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reabsorcédo (QU et al., 1998). Além disso, a atividade de reabsorgdo Ossea de
osteoclastos maduros também é inibida pelo estrogénio (PARIKKA et al., 2005).
Embora os efeitos do estrogénio sobre as células Osseas estejam bem
estabelecidos, sua acdo ndo esta completamente esclarecida. A inibicdo da
osteoclastogénese € o principal mecanismo da prevencéo de perda dssea através do
estrogénio (MANOLAGAS et al., 1993; MANOLAGAS; JILKA, 1995; NAKAMURA et
al., 2007; PACIFICI, 1998). Estudos tém demontrado maior produgao de osteoclastos
diante a deficiéncia de estrogénio (WEITZMANN; PACIFICI, 2006). Outro mecanismo
que explica os efeitos antiosteoclastogénicos do estrogénio inclui a capacidade dos
horménios esteroidais estimularem a produgéo de OPG (HOFBAUER et al., 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
O objetivo do estudo foi avaliar papel dos receptores CCR1 na perda éssea
alveolar em modelo de osteoporose.

3.2 Obijetivos especificos:

- Avaliar os parametros de saude éssea em camundongos com bloqueio da via
CCR em animais tratados com farmaco Met-Rantes em modelo de osteoporose.

- Avaliar os parédmetros de saude 60ssea em camundongos transgénicos com
auséncia do receptor da via CCR1 com deficiéncia de estrogénio (modelo classico

para osteoporose).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais:

Vinte camundongos fémeas C57BL6/J tratados ou ndo com met-RANTES (n=5
por grupo) foram utilizados no primeiro experimento. No segundo experimento, foram
utilizadas quinze camundongos fémeas C57BL6/J e quinze camundongos fémeas
deficientes no receptor CCR1 (CCR1-/-). Os animais foram mantidos sob ciclo de luz
(12h luz/12h escuro) e temperatura controlada (22 = 2°C). Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

Experimentais da Universidade de Minas Gerais (protocolo 39/2011).
4.2 Ovariectomia:

Os camundongos dos grupos experimentais foram ovariectomizados
bilateralmente. Esfregacos vaginais foram rotineiramente utilizados para monitorar a

progresséao do ciclo estral.
4.3 Movimentacéo dentaria:

A indug&do da movimentagao dentaria foi realizada conforme estudos anteriores
(ANDRADE et al., 2009; TADDEI et al., 2013). Uma mola de Ni-Ti de 0,25x0,76mm
(Lancer Orthodontics, San Marcos, CA, EUA) foi fixada entre o primeiro molar superior
direito e os incisivos de cada camundongo, exercendo uma for¢a de 0,35N na diregcéo
mesial. Nao houve reativacdo durante o periodo experimental. O lado esquerdo foi

utilizado como controle.
4.4 Primeiro Experimento:

No primeiro experimento, os camundongos foram divididos em grupos:
camundongos controle tratados com veiculo; camundongos controle tratados com
met-RANTES, administragdo s.c. 0,5 mg/Kg/dia; animais OVX tratados com met-
RANTES (OVX+met-RANTES); animais OVX tratados com veiculo (PBS),
administragdo s.c. 0,5mg/Kg/dia (OVX+veiculo). A mola ortoddntica foi instalada
dezoito dias apos a OVX. Os animais foram eutanasiados por decapitacao trinta dias
apos a ovariectomia. Os camundongos controle foram eutanasiados apos dois ciclos
estrais regulares e consecutivos. Maxila e fémur foram coletados para analise por
MicroCT.
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4.5 Segundo Experimento:

No segundo experimento, os camundongos foram divididos em grupos: controle
WT (sem ovariectomia), WT OVX, , controle CCR1-/-, CCR1-/- OVX. A mola
ortoddntica foi instalada dezoito dias apdés a OVX. Os animais foram eutanasiados por
decapitagdo trinta dias apos a ovariectomia. Os camundongos controle foram
eutanasiados ap6s dois ciclos estrais regulares e consecutivos. Utero, maxila e fémur
foram coletados para analise. O peso uterino foi determinado e a maxila e o fémur

foram submetidos a analise histomorfométrica.
4.6 MicroCT:

Conforme descrito anteriormente por Macari et al. (2015), os ossos alveolares
maxilares e os fémures foram escaneados usando um sistema de microCT
(microtomografo de Raio-X Skyscan 1176, Aartselaar, Bélgica) e software CT-
Analyser (Skyscan, Bélgica). Foram adquiridas imagens de alta resolugdo com um
tamanho de voxel isotropico de 18 um (50kV, filtro de aluminio de 0.5mm, &ngulo de
rotacdo de 0.5°). A area de furca da raiz do primeiro molar e os fémures foram
analisados para determinar a espessura trabecular (Tb.Th), a separagéo trabecular
(Tb.Sp), a densidade mineral 6ssea (BMD), o volume 6sseo (BV) e a porcentagem de
volume ésseo/volume total (BV/TV%). A altura da crista 6ssea alveolar (ABC) foi
determinada pela analise da area entre a jungdo cimento-esmalte (CEJ) e a ABC
(CEJ-ABC) em imagens tridimensionais (Fiji - National Institutes of Health, EUA) dos
primeiros, segundos e terceiros molares (Bonnet et al., 2013).

4.7 Analises histomorfométricas:

Para a coloragcdo com hematoxilina e eosina, os fémures e a maxila foram
fixados em formalina a 10%, descalcificados em EDTA a 14% e incorporados em
parafina. Sec¢des sagitais de Suym foram coradas com hematoxilina e eosina. O
BV/TV% da epifise proximal e metafise do fémur foram determinados utilizando um
ocular contendo uma grade de 25 pontos (Zeiss KLP 10x) a 40x de amplificagéo
(Ocarino et al., 2007). O movimento dentario foi obtido pela diferenca entre a distancia
da jungdo cemento-esmalte do primeiro molar e o segundo molar do lado experimental
em relagcdo ao lado controle do mesmo animal. Cinco secg¢des por animal foram

avaliadas sob um microscopio Axioskop 40 (Carl Zeiss, Gottingen, Niedersachsen,
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Alemanha) adaptado a uma camera digital (PowerShot A 620, Canon, Toquio, Japao).
Para a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA), a maxila foi fixada em formalina a 10%, descalcificada em EDTA a 14% e
incorporada em parafina. Secgdes sagitais de S5uym foram coradas por TRAP e o lado
mesial da raiz disto-palatina do primeiro molar foi usado para a contagem de
osteoclastos TRAP positivos, em cinco secgdes por animal.

Para a coloragcdo de Von Kossa, os fémures foram fixados em formaldeido a
10%, desidratados e incorporados em resina (Technovit 7200, Exakt, Kulzer GmbH,
Wehrheim, Alemanha). Os blocos foram cortados no plano sagital, corados por Von
Kossa, e a metafise proximal foi fotografada a 5x de ampliagcéo e a diafise a 10x de
ampliagdo sob um microscopio de luz conectado a uma camera digital (PowerShot A
620, Canon, Toquio, Japao). O BV/TV% e a espessura do osso cortical (Cs.Th) foram
medidos usando o software Image J (National Institutes of Health, EUA).

4.8 Analise estatistica:

Os resultados foram expressos como a meédia + erro padrao da média (SEM).
As diferengas entre grupos foram analisadas por meio de ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Um valor de P<0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Primeiro Experimento:

Conforme determinado pela analise microCT, houve diminuigdo da qualidade
0ssea nos animais OVX que receberam o veiculo nos parametros de BV, BV/TV, DMO
e Tb.Th quando comparados ao grupo controle. Os parametros Tb.Sp e Tb.N
apresentaram aumento nos animais tratados com veiculo (p < 0,05; Figura 1). Da
mesma forma, foi observada diminuicdo na qualidade 6ssea em animais OVX
previamente tratados com met-RANTES nos parametros de BV, BV/TV e BMD. Nesse
grupo, os demais parametros ndo apresentaram alteragdes significativas em relagéo
ao grupo controle (p < 0,05; Fig. 1). Foram identificadas diferencas significativas no
grupo controle ao comparar os animais tratados com met-RANTES com aqueles
tratados com o veiculo. BV, BV/TV e DMO diminuiram, enquanto Tb.Sp e Tb.N
aumentaram (p < 0,05; Fig. 1).

Figura 1- Paradmetros 6sseos analisados através de microCT em camundongos
controle ou ovariectomizados (OVX) e tratados com veiculo (V) ou metRantes (MR).
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Legenda: * Significancia (p < 0,05) entre OVX e controle. + Significancia (p < 0,05) entre
grupos tratados. BV/TV —volume 6ésseo /total volume (%), BV — Volume 6sseo, BMD-
Densidade mineral 6ssea, Tb.Th — Espessura trabecular,Tb.Sp — Separagao trabecular,MR —
Met-Rantes, V- Veiculo, Control — Intact mice, OVX —ovariectomy mice. Fonte: Do autor, 2024.
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A area CEJ-ABC aumentou em animais OVX nos grupos veiculo e met-
RANTES. Foi identificada diminuicdo da area no grupo controle ao comparar 0s
animais tratados com Met-RANTES e o veiculo (p < 0,05; Figura 2).

Figura 2 — Analise da perda da crista 6ssea alveolar (area entre crista 6ssea alveolar
e jungao cemento esmalte — ABC-CEJ) em camundongos controle ou ovariectomizados (OVX)
e tratados com veiculo (V) ou metRantes (MR). Imagens tridimensionais (Fiji - National
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Institutes of Health, EUA).

Legenda: *Significancia (p < 0,05) entre OVX e controle. + Significancia (p < 0,05) entre
grupos tratados. MR — Met-Rantes, Control — Intact mice, OVX —ovariectomy mice, V-

Veiculo.
Fonte: Do autor, 2024.

5.1.1 Movimentagao Ortodéntica:

A movimentacdo dentaria realizada pelo aparelho ortodéntico também foi
quantificada nos animais tratados com Met-RANTES. Foi identificado aumento de
movimentagdo nos animais OVX nos grupos tratados com veiculo e Met-RANTES

comparado ao grupo controle. Além disso, foi identificada uma diminuicdo na
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movimentagao dentaria no grupo controle de animais tratados com Met-RANTES em
comparacgao ao veiculo (p < 0,05; Figura 3).
Figura 3 — Quantificagdo da movimentagdo dentaria realizada pelo aparelho

ortoddntico em camundongos controle ou ovariectomizados (OVX) e tratados com veiculo (V)
ou metRantes (MR).
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MR — Met-Rantes, Control — Intact mice, OVX —ovariectomy mice, V- Veiculo.
Significancia (p < 0,05) entre OVX e controle. + Significancia (p < 0,05) entre grupos tratados.

Fonte: Do autor, 2024.

5.2 Segundo Experimento:

No segundo experimento, a qualidade éssea foi avaliada através de analise
histomorfométrica, comparando animais transgénicos (CCR1-/-) e animais selvagens
(WT) submetidos a ovariectomia. Foi identificada diminuigdo da qualidade 6ssea nos
animais WT ovariectomizados nos parametros BV/TV e Cs.Th quando comparados
ao grupo intacto. Da mesma forma, foi identificada a diminuicdo desses parametros
no grupo CCR1-/-, porém sem diferenca significativa (p < 0,05; Figura. 4). A unica
diferenga significativa encontrada entre os grupos WT e CCR1-/- foi no BV/TV dos

animais intactos (p < 0,05; Figura 4).
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Figura 4 — Analise histomorfométrica.
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Legenda: A) — Representagédo grafica da analise histomorfométrica dos parametros de
qualidade 6ssea em camundongos transgénicos com auséncia do receptor da via CCR1 com
deficiéncia de estrogénio (modelo classico para osteoporose).

B) Histomorfometria 6ssea de fémures de camundongos.

Significancia (p < 0,05) entre OVX e controle. + Significancia (p < 0,05) entre grupos tratados.
BV/TV — Bone volume/total volume (%), Cs.Th — Cortical thickness, Control — Intact mice, OVX

— ovariectomy mice, WT — Wild type mice (C57/BL6), CCR1'/'- CCR1 knockout mice.
Fonte: Do autor, 2024.

5.2.1 Movimentagao Ortodéntica:

Outro parametro avaliado foi a quantidade de movimento (Figura. 5 A). Maior
movimentagao dentaria foi identificada em animais WT OVX em comparacdo com
animais WT intactos. Da mesma forma, foi identificado um aumento na movimentagao
dentaria em animais CCR1-/- OVX em comparagao aos animais intactos (p < 0,05;
Figura 5 A). Os animais CCR1-/- OVX e CCR1-/- intactos apresentaram menor
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movimentagao dentaria em comparagao aos animais WT (p < 0,05; Figura. 5 A). O
nuamero de células osteoclasticas também foi avaliado (Figura. 5 B). Os animais WT
OVX apresentaram maior numero de células osteoclasticas em comparagado aos
animais WT intactos. Da mesma forma, os animais CCR1-/- OVX apresentaram maior
contagem de osteoclastos do que os intactos. Os animais CCR1-/- intactos
apresentaram uma contagem de células mais baixa do que os animais WT intactos (p
< 0,05; Fig. 5 B).

Figura 5 - Movimentagcao dentaria em camundongos transgénicos com auséncia do receptor
da via CCR1.
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Legenda: A)- Representagao grafica da movimentagéo dentaria do segundo experimento em
camundongos transgénicos com auséncia do receptor da via CCR1 com deficiéncia de
estrogénio (modelo classico para osteoporose).

B) Representagdo grafica da contagem de osteoclastos apés a movimentagéo
dentaria.

C) Histomorfolologia apds a movimentagao dentaria.
Significancia (p < 0,05) entre OVX e controle. + Significancia (p < 0,05) entre grupos tratados.

Control — Intact mice, OVX — ovariectomy mice, WT — Wild type mice (C57/BL6), CCR1™ -

CCR1 knockout mice.
Fonte: Do autor, 2024.
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a auséncia de estrogénio e sua relagdo com a via das
quimiocinas da familia CC e seus receptores nas alteragdes oOsseas. Na literatura,
existem estudos que mostram que a estrutura Ossea alveolar e femoral de
camundongos é significativamente impactada pela falta de estrogénio (MACARI;
DUFFLES; QUEIROZ-JUNIOR; MADEIRA et al., 2015) Essa insuficiéncia esta
associada a alteragdes na expressao de citocinas na maxila, o que sugere um possivel
mecanismo de perda Ossea alveolar decorrente da deficiéncia desse hormdnio
(MACARI; DUFFLES; QUEIROZ-JUNIOR; MADEIRA et al., 2015). O estrogénio
desempenha um papel crucial na saude 6ssea, e sua auséncia leva ao aumento da
deterioracdo 6ssea na coluna, quadris e antebragos, aumentando o risco de fraturas
(KANIS; COOPER; RIZZOLI; REGINSTER et al., 2020) Em nossa pesquisa, 0s
animais foram submetidos a ovariectomia para induzir deficiéncia de estrogénio. Na
auséncia desse horménio, como observado em animais transgénicos (CCR1-)
ovariectomizados, houve acentuada degradagao 6ssea, confirmada pela diminuigéo
de parametros como BV/TV% e Cs.Th, o que confirma os achados de Bartell et al.
(2013) e Bonnet et al. (2013)

Além disso, analisamos a estrutura 6ssea alveolar por micro-TC em animais
tratados com Met-Rantes. Os resultados demonstram perda éssea, evidenciada por
aumento de Tb.Sp e redugao de Tb.Th, DMO, BV e BV/TV. Resultados semelhantes
foram encontrados em estudos anteriores (MACARI; DUFFLES; QUEIROZ-JUNIOR;
MADEIRA et al., 2015). Liu et al. (2015), por exemplo, observaram aumento na Tb.Sp
na mandibula de ratas 24 semanas apds OVX, bem como redugao de Tb.Th nas
semanas 2, 12 e 24 apos ovariectomia.

Neste estudo, realizamos movimentacdo dentaria por meio de aparelho
ortodéntico. Foi encontrado aumento da area ABC-CEJ apds movimentagao, o que
indica maior perda 6ssea na regido molar dos animais OVX tratados com met-Rantes
e veiculo. Bonnet et al. (2013) identificaram que a area ABC-CEJ aumentou 30 dias
ap6s OVX. Nossos resultados também corroboram essa elevagéao, indicando que os
0ssos alveolares sao significativamente afetados pela auséncia de estrogénio.

Embora tenhamos utilizado dois modelos experimentais, um grupo tratado com
Met-Rantes e um grupo transgénico CCR1, foi possivel verificar que ambos
apresentaram menor qualidade 6ssea quando comparados aos respectivos grupos
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controle. Aléem disso, a ovariectomia prejudicou significativamente a qualidade éssea
em ambos o0s grupos experimentais. Esses achados revelam a importancia da
presencga do estrogénio e sua relagdo com a saude 0ssea. Estudos tém demonstrado
uma possivel correlagdo entre deficiéncia de estrogénio e deterioracdo 6ssea alveolar
(AMADEI; SOUZA; BRANDAO; ROCHA, 2011). A falta de estrogénio afeta a estrutura
O0ssea alveolar, comprometendo sua resisténcia mecanica e, consequentemente,
influenciando a progressao de perda ossea alveolar (AMES; HONG; LEE; FIELDS et
al., 2010; ANBINDER; PRADO; BALDUCCI et al., 2007; ESFAHANIAN; SHAMAMI,
2012; MCLEAN, 2009; ORRICO; GIRO; GONCALVES; TAKAYAMA et al., 2007;
SILVA; GARLET; FUKADA,; SILVA et al., 2007). Nossos resultados corroboram com
esses achados.

Varios mecanismos moleculares estdo envolvidos na deterioragdo 6ssea na
auséncia de estrogénio. Estudos destacam o papel de OPG, RANKL e TNF-a na
regulacdo da perda déssea em o0ssos longos apds ovariectomia (AOKI; SAITO;
ITZSTEIN; ISHIGURO et al., 2006; ROGGIA; GAO; CENCI; WEITZMANN et al.,
2001). Um avancgo significativo na deterioracdo Ossea alveolar € observado em
pacientes com osteopenia devido a auséncia de estrogénio (AOKI; SAITO; ITZSTEIN;
ISHIGURO et al., 2006; LAMONTE; HOVEY; GENCO; MILLEN et al., 2013;
NICOPOULOU-KARAYIANNI; TZOUTZOUKOS; MITSEA; KARAYIANNIS et al.,
2009; YOSHIHARA; SEIDA; HANADA; MIYAZAKI , 2004). Nossos achados indicam
que a redugdo dos parametros Osseos na mandibula deve ser investigada
meticulosamente, principalmente em pacientes de idade avangada, considerando a
possivel presenca de osteoporose.

Foram realizadas pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos que
atuam como antagonistas e agonistas dos receptores de quimiocinas da familia CC
(CHEN; XU; SONG; ZHANG et al., 2024; GLADUE; BROWN; ZWILLICH, 2010;
KARASH; MAZZONI; GILCHRIST, 2014; PEASE; HORUK, 2005). A produgao
inadvertida ou excessiva dessas quimiocinas tem sido associada a varios processos
de doencgas crbnicas inflamatdrias, como artrite reumatdide, esclerose multipla e
doenga pulmonar obstrutiva crénica (GLADUE; BROWN; ZWILLICH, 2010; PEASE;
HORUK, 2005). Portanto, esforgos tém sido feitos para caracterizar as interagdes
quimiocina/receptor com o objetivo final de intervengao terapéutica. Normalmente,
esses tipos de doencas inflamatdrias cronicas estdo associados a medicagao
continua, portanto, estudos que analisem a inibicdo do receptor CCR1 sao
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necessarios para elucidar os efeitos adversos causados por essas drogas em
intervengdes odontologicas. Em nosso estudo foi possivel identificar que apos a
inducédo da remodelacédo éssea por meio de aparelho ortoddéntico, os parametros de
analise da qualidade 6ssea diminuiram nos animais que apresentaram inibigdo da via
CCR1. Mais estudos em humanos sobre o uso de drogas antagonistas do CCR1 s&o
necessarios para compreender o comportamento das células osteoclasticas na

remodelagao 6ssea induzida por movimentos ortodénticos.
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7 CONCLUSAO

A deficiéncia de estrogénio observada em camundongos submetidos a
ovariectomia esta associada a deterioragcado 6éssea semelhante ao que ocorre durante
a menopausa em humanos. Nossos achados, obtidos por meio de micro-TC, sugerem
que a falta de estrogénio também resulta em perda éssea alveolar significativa. A
deficiéncia do receptor CCR1 e o tratamento com Met-RANTES diminui a qualidade
0ssea, entretanto a deficiéncia de estrogénio piora todos os parametros de saude
O0ssea nos animais gerando perda éssea alveolar maxilar. Portanto, mais pesquisas
S840 necessarias para investigar se as diversas vias de citocinas que influenciam a
deterioragdo 0ssea durante a queda de producéo de estrogénio, como na menopausa,
sao alvos eficazes para prevenir este tipo de perda éssea.
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