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RESUMO

Introducio: O osso ¢ um tecido dinamico que sofre remodelacdo fisioldgica constante. O
processo de remodelagdo 6ssea € coordenado por diversos fatores locais e sistémicos, € a
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) tem sido associada a fun¢ao das células 6sseas. Entretanto,
ndo ha estudos que demostrem a relacdo da PI3Ky no processo de remodelacdo 6ssea induzida
na maxila. Objetivo: Investigar o papel da PI3Ky no processo de remodelagdo Ossea
mecanicamente induzida do osso maxilar. Métodos: Neste estudo foram utilizados
camundongos machos C57BL6/J selvagens (WT), camundongos machos deficientes para
PI3Ky (PI3Ky”), e camundongos machos com perda da atividade cinase da enzima PI3Ky
(PI3BKyXPKD) " A indugdo da remodelagio dssea foi realizada de duas maneiras: por meio de
movimentagdo dentéria ortodontica (OTM) pela instalacio de uma mola posicionada entre o
primeiro molar superior direito e os incisivos centrais, € por meio da expansao rapida da maxila
(ERM) pela instalagdo de disjuntor palatino posicionado nos molares. Apds a eutandsia, as
maxilas foram analisadas por microtomografia computadorizada (microCT), analise
histomorfométrica, anélise da expressdo génica de marcadores de osteoblastos (OBL),
osteoclastos (OCL) e moléculas inflamatdrias por reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR),
a via de sinaliza¢do PI3K foi avaliada por Western blot. Os fémures foram analisados por
microCT, e as células da medula 6ssea foram diferenciadas em OBL ¢ OCL em cultura de
células. Resultados: Os ossos maxilares e palatinos dos animais PI3Ky” e PI3KyXP/KD
demonstraram aumento da microarquitetura dssea comparados com os animais WT. Apos a
inducdo da remodelagdo 6ssea nos animais PI3Ky™" verificou-se reducdo da OTM e ERM, com
maior numero de OBL e menor contagem de OCL nos ossos maxilares apos OTM.
Corroborando com estes achados, houve aumento dos marcadores de formagao 6ssea, Runx2 e
Alp, redugdo do gene pro-inflamatdrio //-6, assim como falta de responsividade a genes
indutores da reabsor¢io Ossea como Rankl. Os ossos maxilares dos animais PI3Ky”
apresentaram menor atividade da proteina da via de sinalizagdo p-Akt. A raiz dentéria e o fémur
dos animais PI3Ky”" apresentaram feno6tipo semelhante ao do osso maxilar. A cultura celular
revelou uma maior area de mineralizagdo por osteoblastos nas células dos animais PI3Ky” e
menor diferenciacdo de osteoclastos. A auséncia de PI3Ky proporcionou aumento da
microarquitetura 0ssea e radicular demonstrando ser uma importante molécula na diferenciacao
e cascata de sinalizacdo das células 6sseas. Os dados obtidos poderdo ser tteis para conduzir
futuras estratégias terapéuticas na modulagao Ossea.

Palavras-chave: remodelacdo oOssea; maxila; fosfatidilinositol-3-cinase; osteoclasto;

osteoblasto.



ABSTRACT

Introduction: Bone is a dynamic tissue that undergoes constant physiological remodeling. The
bone remodeling process is coordinated by several local and systemic factors, and
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) has been associated with bone cell function. However, as
far as we are concerned, there are no studies that investigated PI3Ky function on induced bone
remodeling in the maxilla. Aim: To investigate the role of PI3Ky in the mechanically induced
bone remodeling. Methods: In this study, male wild C57BL6 /J (WT) mice, male mice deficient
for PI3Ky (PI3Ky”), and male mice with loss of the kinase activity of the enzyme PI3Ky
(PIBKyXPKD) " The induction of bone remodeling was performed by orthodontic tooth
movement (OTM). A spring was installed and positioned between the first right upper molar
and the central incisors, and opening loops were positioned on the molars whit aim of rapid
maxillary expansion (RME). After euthanasia, the jaws were analyzed by computerized
microtomography (microCT), histomorphometric and gene expression was performed for
osteoblast markers (OBL), osteoclasts (OCL), and inflammatory molecules by polymerase
chain reaction (RT-PCR). The PI3K signaling pathway was evaluated by Western blot. The
femurs were analyzed by microCT and bone marrow cells were differentiated into OBL and
OCL. Results: The maxillary and palate bones of PI3Ky”" and PI3Ky*P’XP animals showed an
increase in bone microarchitecture compared with WT animals. After inducing bone
remodeling in PI3Ky”~ animals, there was a reduction in OTM and RME, with a greater number
of OBL and a lower OCL count in the maxillary bones after OTM. Corroborating these findings,
there was an increase in bone formation markers, Runx2 and Alp, a reduction in the pro-
inflammatory gene I1-6, as well as a lack of responsiveness to bone resorption inducing genes
such as Rankl. The maxillary bones of PI3Ky”" animals showed less protein activity in the p-
Akt signaling pathway. The tooth root and femur of the PI3Ky”~ animals showed a phenotype
similar to that of the maxillary bone. Cell culture revealed a greater area of osteoblast
mineralization in the cells of PI3Ky”" animals and less differentiation of osteoclasts. The
absence of PI3Ky provided an increase in bone and root microarchitecture, proving to be an
important molecule in the differentiation and signaling cascade of bone cells. The data obtained

are fundamental in order to conduct future therapeutic strategies in bone modulation.

Keywords: bone remodeling; jaw; phosphatidylinositol-3-kinase; osteoclast; osteoblast.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Via de sinalizacdo Wnt/B-Catenina............ccccueeevuireeiiieeeiiieeeiee e eereeesveeeevee e 18
Figura 2 — Via de sinalizagdo RANK-RANKL/OPG........ccccoviiiiiiniiiinieeiieneeieeieseeieene 20
Figura 3 — Estrutura do osteoclasto e processo de reabsorgao..........cccvveeveveeeeieeenieeeiieeeieeenns 21
Figura 4 — Via de sinalizag@0 PI3K/AKT .......cccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 23
Figura 5 — Instalacdo de mola ortodONtiCa..........coeevuerieriieniiiieniieieceee e 30
Figura 6 — Instalacdo de disjuntor palatino............ccceeeueeiiiiiiiiienieeee e 31
Figura 7 — Esquema de corte da maxila para hiStologia..........cccceeervereeniinieninienieceeeeene, 34
Figura 8 — Histologia HE jung@o cemento-esmalte............ccceriieiieniieniiiiieiieecee e 35
Figura 9 — Analise microCT microarquitetura 6ssea da maxila...........cccceevvevienieiienienennencnne 40
Figura 10 — Andlise ABC-CEJ........coiiiiiiiiiiiienteceetee ettt 41
Figura 11 — Anélise da regido de sutura palatina mediana sem diSjungao.............cecevueeruennnene 42
Figura 12 — Analise expansdo de sutura palatina mediana...........ccocceecueevienieiniieniieniceneenen. 44
Figura 13 — Analise da area da sutura palatina mediana............ccoceeeereeneenenienieneeneeieneene. 44
Figura 14 - Andlise da regido de sutura palatina mediana com disjungao............ccccceveeeuennee. 45
Figura 15 — Andlise mictOCT OTM.....ccciiiiiiiiiiiiiiieiteetee et 46
Figura 16 — Analise histomorfometria OTM..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 46
Figura 17 — Anaélise histologica - contagem de 0steoblastos.........ccceevereevierieneiiienienenienene 47
Figura 18 - Andlise histologica - contagem de 0steoclastos..........ceevveeerivieriiieeniieenieeeriee e 48
Figura 19 — Andlise de eXpressao ZENICA.......cuiiruiieeriieeiieeeiieeeieeeeieeeereeerereeeereeerseesneeesnnes 49
Figura 20 — Western BIOt.......couoiiiiiiiiicie et 50
Figura 21 — Analise radicular 3D sem movimentacao ortodOntica...........ccecueerveeniieeiieeneennens 50
Figura 22 - Analise radicular 3D com movimentagao ortodontica...........ceceevvevveevierveneeneennne. 51

Figura 23 - Analise histoldgica - contagem de odontoclastos..........ccceeeeeeeiieencieencieeenieeennee, 51



Figura 24 - Analise microCT microarquitetura 6ssea do femur...........ccccecevienieninicnienennene 53

Figura 25 - Cultura de osteoblastos

Figura 26 - Cultura de osteoclastos



LISTA DE ABREVIATURAS

ABC - Do inglés, Alveolar bone crests (Crista 6ssea alveolar)

AKT - Proteina quinase B

ALP - Fosfatase alcalina

ATP - Trifosfato de adenosina

a-MEM - Do inglés, a-Minimal essential medium (Meio minimo essencial alfa)
BMD - Densidade mineral 6ssea

BV - Volume 6sseo

BV/TV% - Porcentagem de volume 6sseo/volume total

CCL2 - Proteina quimiotatica de monocitos 1 (MCP-1)

CCL3 - Proteina inflamatoria de macréfagos-1o (MIP-1a)

CCLS - Ligante 5 de CC quimiocina

¢DNA - Do inglés, Complementary deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico
complementar)

CEJ- Do inglés, cemento-enamel junction (Jungdo cemento esmalte)
CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais

c-Fms - Receptor do fator 1 estimulador de colonias

COz - Gas carbonico

CTH — Células tronco hematopoiéticas

CXCLS8 — Proteina ligante 8 de quimiocina

CXCL12 - Fator derivado do estroma da medula 6ssea

CXCR?2 - Receptor de quimiocina CXC tipo 2

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

ERM - Expansao rapida da maxila

GAPDH - Do inglés, Glycer-aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase)

GPCR — Receptor acoplado a proteina G

GSK-3 - glicogénio sintase quinase 3

HE — Hematoxilina e eosina

IL-1 — Interleucina-1

IL-1pB — Interleucina 1beta

IL-6 - Interleucina-6

IL-8 — Interleucina-8



IL-10 - Interleucina-10

IL-37- Interleucina-37

IS — Superficie de interse¢ao

kg — Quilograma

KO — Knockout

kV - Kilovolt

LP — Ligamento periodontal

M-CSF — Fator estimulante de colonia de macréfagos
mTORC?2 - Complexo alvo de rapamicina de mamiferos 2
mg - Miligrama

microTC - Microtomografia computadorizada

ml - Mililitro

mm - Milimetro

mTOR — Complexo alvo de rapamicina de mamiferos
UM - Micromolar

um - Micrometro

ug - Microgramas

pl — Microlitro

NF«B — Fator nuclear kappa B

NiTi- Niquel-Titanio

N — Newtons

nm — Nanometro

NO- 6xido nitrico

OPG - Osteoprotegerina

OPN - Osteopontina

OTM - Do inglés, Orthodontic tooth movement (Movimentacao dentaria ortodontica)
OBL — Osteoblasto

OCL - Osteoclasto

OC - Osteocalcina

PDK1 - Proteina cinase-1 dependente de 3-fosfoinositidio
PDGFRa - Receptor A do fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE: — Prostaglandina E>

PH - Dominios de Homologia a Plecstrina

PHLPP - Dominio de PH e proteina fosfatase de repeticdo rica em leucina


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01n26B1jXm0X-XHjcmCzBTotEvNtg:1600049972827&q=Kv+kilovolt&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwil74LSyufrAhWJGbkGHTmmD2oQBSgAegQIDhAr

PI3K — Fosfatidilinositol-3-cinase

PI3K/Akt - Fosfatidilinositol-3-cinase/serina-treonina cinase
PI3Ky” - Animais deficientes para PI3Ky

PI3Ky*PKD _ Animais com perda da atividade de PI3Ky
PIP2 — Fosfatidilinositol-4,5-bifostafo

PIP3 - Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

PTEN - Fosfatase e tensina homologo

RT-PCR - Do inglés, Reverse transcriptase-polimerase chain reaction (Transcri¢ao reversa
seguida de rea¢do em cadeia da polimerase)

RANK - Ativador do fator nuclear kappa B

RANKL - Ligante para o receptor ativador de fator nuclear-kappa B
RNA - Do inglés, Ribonucleic Acid (Acido ribonucléico)
RUNX2 - Fator de transcri¢do relacionado ao runt 2

RTKSs — Receptores tirosina cinase

SFB - Soro fetal bovino

SMI — Indice de modelo estrutural

Tb.N — Numero de trabéculas

Tb.Sp — Separagdo das trabéculas

Tb.Th — Espessura das trabéculas

TGF-B — Fator de crescimento transformante beta

TGF-B1 — Fator de crescimento transformante beta 1

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TRAP - Fosfatase acida resistente ao tartarato

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

WT — Do inglés, Wild type (animal selvagem)



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt s st s s s es s s s enes s 16
2 REFERENCIAL TEORICO .......ccoumiimiineioreseeiseeisesisssesses st sssessssssssssses st ssesesseens 17
TECIDO OSSEO ..ottt sttt 17
CELULAS OSSEAS. ...ttt sttt 17
Células mesenquimais indiferenciadas ..........cc.eeecieeeiiieeiieeeieece e 17
L0 15 151 o) B2 Ty 01U 17
OSEEOCIEOS ...ttt ettt h ettt e bt e a e e bt ettt e s bt e bt e st e ebee bt eabesaee bt enbeebeenbeensesnnenee 19
OSEEOCIASTOS ...ttt ettt sttt et h ettt et e bt et eat e be et enee e 19
REMODELACAO OSSEA ...ttt ee e eev e s e ees e see e eese e seseeesesee e 21
VIA DE SINALIZACAO PIZK ..o, 22
MOVIMENTACAO DENTARIA ORTODONTICA (OTM) ....ovovveeeeeeeeeeseeeeeeneeens 24
EXPANSAO RAPIDA DA MAXILA (ERM) ..o 26
3 OBIETIVOS GERALIS ..ottt st e nae s e nseenaeenneeas 28
4 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot 28
5 MATERIAIS E METODOS ......coiumiiiiiieeseiseisessesss st ssssssssessesenns 29
AATIIITIALS ettt ettt e b e e et e b e st e bt e e et e bt e e et e e bt e e a bt e bt e et e e bt e e bt e nbeesateens 29
Indugdo da remodelagdo 6ssea por meio da movimentacao dentéria induzida (OTM)........ 29
Expansao rapida da maxila (ERM) .......ccooiiiiiiiiiiiiiceececeeeee et 30
Microtomografia computadorizada (MICTOCT)....cccuviieciiieriiiieiiieeeiie e 31
Processamento hiStOlOZICO......ccuuiiuiiiiiiiiiieiie ittt et 33
Andlise histomMOTTOMELIICA. ... ..ccueiiiieiiiiiieieeee ettt e 34
Medida da movimentacao dentéria ortodontica (OTM) ......ccceeeiieiiiiiiiiiieiieee e 34
Contagem de OSTEODIASTOS ... ..cciuieiiieiieiie ettt ettt ettt et 35
Contagem de osteoclastos no osso alveolar e odontoclastos na superficie radicular ........... 35
Transcricao reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)....................... 36
WESTEIN BIOt ...ttt sttt 37
Cultura de CEIULAS.......o.eiiiieie et e 37
Isolamento de células da medula 0SSEa..........coouiriiriieiiiriiriiieeeeee e 37
Cultura de 0StEOCIASTOS .....eouviiiiiiiiiiiiee ettt 38
Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) ......c.coovviiiiiiiiiiicce e 38
Cultura de 0StEODIASTOS .....eouveuiiiieiiiiieieetete ettt sttt 39
Avaliagdo da formag¢ao de matriz mineralizada por vermelho de alizarina.......................... 39
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 39

6 RESULTADOS ..ottt sttt sttt 40



T DISCUSSAQ oot e e e e e e e et e e e e es e e e e e s e s e s e e eseseeseseeseseseeseeseesenens 55
8 CONCLUSAOD ..ot e et e e e et e e e e e s et e e e s e s e s e s e s e s e ees e s e s e eeseseeeene 59
REFERENCIAS ..o e e e e e e e e e 60



16

1 INTRODUCAO

O osso ¢ um tecido altamente dinamico que estd em constante processo de remodelagao
para manuteng¢ao da saude do esqueleto. Este processo ¢ coordenado por diversos fatores locais
e sistémicos sendo de suma importincia a compreensao dos mecanismos envolvidos na
diferenciagdo, recrutamento e ativacao das células 6sseas (TRESGUERRES et al., 2020).

O movimento dentdrio, durante o tratamento ortodontico, ¢ realizado pelo
remodelamento do osso alveolar em resposta a for¢a mecanica, gerando area de tensdo e
compressao do ligamento periodontal (LP) (LI et al., 2018). Como resultado dessa carga
mecanica, ¢ gerada uma resposta inflamatoria aguda asséptica, com liberacdo de mediadores
quimicos, tais como: citocinas, quimiocinas e metabolitos do acido araquidonico. Citocinas pro-
inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6
(IL-6) e interleucina-8 (IL-8), sdo liberadas e exercem uma fungao importante na movimentagao
dentaria ortodontica, regulando a diferenciagdo de osteoblastos (OBL) e osteoclastos (OCL)
(MEIER et al., 1989). Fatores que possam interferir na producao de citocinas, fun¢io de células
do sistema imune, e células 6sseas podem desempenhar efeitos na taxa de remodelagdo dssea e
movimentagdo dentaria. A via da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) esta relacionada com a
atividade de diferentes tipos celulares (GHIGO et al., 2010; VANHAESEBROECK et al.,
2001), estando envolvida na cascata de diferenciacio de osteoblastos (MUKHERJEE;
ROTWEIN, 2009), no desenvolvimento do citoesqueleto dos osteoclastos (CHELLAIAH et al.,
1998; CHELLAIAH; HRUSKA, 1996; LAKKAKORPI et al., 1997; PILKINGTON; SIMS;
DIXON, 1998), e atividade de leucécitos (OKKENHAUG; VANHAESEBROECK, 2003).

As PI3Ks produzem segundos mensageiros lipidicos que sdo responsdveis por
realizarem o controle de um conjunto de vias de sinalizag¢do intracelular que sdo responsaveis
por vérias fungdes celulares, tais como: crescimento e proliferacdo celular, adesdo, migracao
bem como sobrevivéncia e apoptose (ROMMEL; CAMPS; JI, 2007). Tendo em vista a
importancia da PI3K tanto na atividade e desenvolvimento de osteoblastos, osteoclastos e
células do sistema imune, ¢ sendo estas células diretamente envolvidas no processo de
remodela¢do do osso maxilar durante tratamentos ortodonticos, fica claro a importancia de
elucidar do papel dessa enzima no controle da homeostase 6ssea maxilar.

Ainda n3o ha relatos na literatura de quais efeitos a PI3K pode exercer nos o0ssos
maxilares e compreender a biologia basica da remodelagdo dssea € um fator importante para o
esclarecimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos durante o tratamento

ortodontico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado, composto por células e
matriz extracelular que se apresenta calcificada. As células que compde esse tecido sao células
mesenquimais indiferenciadas, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. A parte organica da
matriz 6ssea € composta em sua maioria por colageno do tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas.
A matriz inorganica ¢ constituida por fosfato de célcio que se apresenta na forma de cristais de

hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)2] (ROSS e PAWLINA, 2016).

CELULAS OSSEAS
Células mesenquimais indiferenciadas

As células tronco mesenquimais podem dar origem a diferentes tipos celulares conforme
o estimulo recebido. Para que ocorra a diferenciacdo em osteoblastos, essas células recebem o
estimulo do fator de transcri¢@o relacionado ao runt 2 (Runx2/Cbfal). Essa proteina controla a
diferenciagdo, proliferacdo e maturacido dos osteoblastos, além de regular varios outros genes
que sdo responsaveis pelo desenvolvimento de células osteogénicas (JENSEN;
GOPALAKRISHNAN; WESTENDORF, 2010; KARSENTY, 2000).

Apo6s a ativagdo do Runx2, as cé€lulas tronco mesenquimais se diferenciam em preé-
osteoblastos. A diferenciagdo de pré-osteoblastos em osteoblastos se da em 3 etapas, e cada
uma ¢ caracterizada por uma expressao especifica de marcadores moleculares. Na primeira
etapa as células em proliferacdo expressam fibronectina, coldgeno, fator de crescimento
transformante § 1 (TGFpB-1) e osteopontina (OPN). Na segunda etapa comega a diferenciagdo
e a expressao de fosfatase alcalina (ALP) e colageno. Na terceira etapa ocorre a mineralizagao

da matriz extracelular (RUTKOVSKIY; STENSLOKKEN; VAAGE, 2016).

Osteblastos

Os osteoblastos se apresentam morfologicamente como células de citoplasma basofilo,
cuboides quando estdo em intensa atividade, e s3o encontrados na superficie do tecido 6sseo
(RUTKOVSKIY; STENSLOKKEN; VAAGE, 2016). Essas células sdo responsaveis por
secretar a parte organica da matriz 6ssea. Os OBLs produzem colageno tipo I, proteinas de
ligacdo do calcio como osteocalcina, osteonectina, e fazem o controle da mineralizacdo da
matriz  extracelular através da expressio de fosfatase alcalina (JENSEN;
GOPALAKRISHNAN; WESTENDORF, 2010; VIMALRAJ, 2020). Quando essas células se

tornam envolvidas pela matriz extracelular que produzem, elas se diferenciam em osteocitos.
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Importante via de sinalizacdo que regula a formacao 6ssea por osteoblastos ¢ a Wnt/p-
catenina. Wnt (proteina Wingless) por meio de ativagao da -catenina estimula a proliferacao e
diferenciagdo dos osteoblastos. Wnt se liga a um complexo de receptores incluindo o receptor
frizzled (Fz) e os co-receptores proteina relacionada ao receptor de LDLS5/6, resultando na
ativacdo da proteina dishevelled que inibe a atividade da glicogénio sintase cinase 3 f (GSK-3
B). Quando ocorre auséncia de ligacao ao ligante, GSK-3 B fosforila a -catenina o que gera sua
ubiquitinagdo com posterior degradacdo via proteassoma. Quando ocorre a inibi¢do de GSK-
3P, a B-catenina se transloca para o nucleo se ligando a fatores de transcri¢ao iniciando assim a
diferenciagdo dos osteoblastos. Ostedcitos sdo capazes de inibir a formagao dssea através da
liberagdo de esclerostina, uma proteina que inibe a via Wnt/B-catenina, estimulando o ligante
para o receptor ativador de fator nuclear-kappa B (RANKL) derivado de ostedcitos favorecendo
a reabsor¢ado dssea (BARON; KNEISSEL, 2013; KULAR et al., 2012; TRESGUERRES et al.,
2020).

(WHT signaling inhibition :] {WHT shgnaling acthatlm;l

Figura 1 — Via de sinalizagdo Wnt/B-catenina (MAEDA et al., 2019).
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Os osteoblastos desempenham papel importante no recrutamento, diferencia¢do e
regulacdo da atividade dos osteoclastos, por meio de sinalizagdo paracrina ou interagdo direta
entre estes dois tipos celulares Os principais reguladores da diferenciagao de osteoclastos
regulados pelos osteoblastos sdo: o fator estimulante de colonia de macrofagos (M-CSF),

RANKIL, e a osteoprotegerina (OPG) (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002).

Ostedcitos

Os osteocitos estdo localizados em lacunas dentro da matriz 6ssea mineralizada. Essas
células apresentam prolongamentos enviados pelos canaliculos, € se comunicam com o0s
prolongamentos dos osteodcitos vizinhos através de jungdes comunicantes (jungdes GAP). O
fluido canalicular ¢ o responséavel por manter a viabilidade dessa célula fornecendo oxigénio e
nutrientes. Essa célula desempenha papel na regulacio da atividade de osteoblastos através da
liberagdo de moléculas de sinalizagdo como 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E» (PGE2) em
resposta a estimulos mecanicos que produzem efeitos anabolicos diretos sobre os OBL
(ROCHEFORT; PALLU; BENHAMOU, 2010) e osteoclastos (DALLAS; PRIDEAUX;
BONEWALD, 2013), através da expressdo de RANKL e OPG (SILVESTRINI et al., 2005).

Osteoclastos

A origem dos osteoclastos ocorre por meio da fusdo de mondcitos da corrente sanguinea
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; HUANG et al., 2006), que por sua vez, sdo responsaveis
por reabsorver o tecido 6sseo mineralizado (TEITELBAUM, 2000).

O sistema RANK-RANKL/OPG ¢ uma das principais vias de diferenciacdo dos
osteoclastos, no entanto, estudos indicaram a participagao de diversos mediadores inflamatorios
e/ou hormonais na osteoclastogénese (AOKI et al., 2010; IMAI et al., 2010). O M-CSF expresso
por osteoblastos e células estromais, € 0 RANKL encontrado na membrana plasmatica dos
osteoblastos sao indispensaveis para que ocorra a diferenciagao de progenitores de osteoclastos.
Este processo de diferenciacao do osteoclasto € realizado quando M-CSF e RANKL ligam-se
aos seus respectivos receptores, o receptor do fator 1 estimulador de colonias (c-Fms) e o
receptor ativador do NF-kappa B (RANK) expressos nos precursores de osteoclastos (BOYCE;
XING, 2008; HSU et al., 1999; TANAKA et al., 1993). A osteoprotegerina (OPG), também
chamada de fator inibidor da osteoclastogénese, ¢ um receptor soluvel do RANKL expresso por
osteoblastos que regula negativamente a diferenciacdo dos osteoclastos através da interrupgao

da interagao OBL-OCL (SIMONET et al., 1997).
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Figura 2 — Via de sinalizagdo RANK-RANKL/OPG (MEIKLE, 2006).

Os osteoclastos ocupam regioes de depressdes rasas no tecido 6sseo chamadas lacunas
de Howship. Essas células se tornam polarizadas apds se ligarem ao 0sso, e seus nucleos se
encontram na superficie anti-reabsortiva. A superficie reabsortiva dessa célula ¢ chamada borda
pregueada, e € a regido celular diretamente envolvida no processo de reabsor¢do 6ssea. A borda
pregueada ¢ formada pelo anel de actina, que € responsavel pela formagdo de uma regido
denominada zona de vedacdo que promove um microambiente isolado altamente acidificado,
no qual os componentes da matriz Ossea sdo degradados por meio da liberagdo de protons H”
que acidificam o meio, e enzimas liticas como a catepsina K e metaloproteinases (BARON et

al., 1985; NOVACK; FACCIO, 2011; NOVACK; TEITELBAUM, 2008).
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Figura 3 — Estrutura do osteoclasto e processo de reabsor¢do demonstrando a zona de vedagio (SZ),
borda pregueada (RB), nucleos e lacuna de Howship (GASSER; KNEISSEL, 2017).

REMODELACAO OSSEA

A remodelacdo 6ssea promove a renovagdo do osso através da reabsorcdo e deposi¢ao
do tecido 6sseo e depende de um equilibrio entre formagdo de osso por osteoblastos e
reabsor¢do por osteoclastos (GOLDRING, 2003). Esse processo ¢ fortemente influenciado por
fatores sistémicos e locais (ERIKSEN, 2010) dentre eles, alteragdes relacionadas ao desgaste
fisiologico e patoldgico, mudanga de carga mecanica recebida pelo osso causadas por alteragdes
de peso ou pratica de atividades fisicas, e uma série de mediadores como fatores de crescimento,
hormonios, quimiocinas e citocinas (BOYCE; XING, 2008; BOYLE; SIMONET; LACEY,
2003; GOLDRING, 2003; HSU et al., 1999; PEREIRA et al., 2020; YANO et al., 2005), sendo
estes, portanto, responsaveis por controlar a proliferagdo, recrutamento, diferenciagao,
atividade e sobrevivéncia das células 0sseas (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). As principais
células envolvidas nesses eventos sdo os ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos.

Entre as varias cascatas de sinalizagdo envolvidas no processo de remodelagdo Ossea,
existem indicios consideraveis de que a via de sinalizacdo fosfatidilinositol-3-cinase/serina-
treonina cinase (PI3K/Akt) ¢ fundamental para o crescimento, desenvolvimento e integridade
ossea (GHOSH-CHOUDHURY et al., 2002; LIU et al., 2007; OSYCZKA; LEBOY, 2005;
PENG et al., 2003).
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VIA DE SINALIZACAO PI3K

Para que a célula desempenhe determinada funcdo ¢ necessario que ela faga
interpretagdo de sinais enviados por outras células, determinando assim o seu comportamento.
Esse processo ¢ chamado transducao de sinal, e comecga quando a proteina receptora da célula
alvo capta o sinal extracelular e os converte em sinais intracelulares que ditam o comportamento
celular (ALBERTS, 2011).

Proteinas cinases sdo enzimas responsaveis por transferir o grupo fosfato do trifosfato
de adenosina (ATP) para uma proteina-alvo no qual geram sucessdes de eventos moleculares
responsaveis por ampla variedade de atividades da célula (ADAMS, 2001).

As fosfatidilinositol-3-cinases (PI3Ks), sdo membros da familia de cinases lipidicas
intracelulares que catalisam a adicdo de fosfato a posi¢do 3'-OH no anel inositol da molécula
lipidica fosfatidilinositol, ap6s ativacao por diferentes receptores de superficie celular, gerando
produtos que servem como segundos mensageiros lipidicos (BILANGES; POSOR;
VANHAESEBROECK, 2019; RAMEH et al., 1999; VANHAESEBROECK; WATERFIELD,
1999; WHITMAN et al., 1988; WYMANN; PIROLA, 1998; XIE et al., 2019).

A transducdo de sinal via PI3K controla grande variedade de respostas celulares tais
como: proliferagdo, motilidade, metabolismo, crescimento ¢ sobrevivéncia celular,
diferenciagdo e migracdo, em varios tipos celulares (BILANGES; POSOR;
VANHAESEBROECK, 2019; FRANKE; KAPLAN; CANTLEY, 1997; RUCKLE;
SCHWARZ; ROMMEL, 2006; SHEPHERD; WITHERS; SIDDLE, 1998), e sua desregulagao
tem sido relacionada a formagao de tumores (THORPE; YUZUGULLU; ZHAO, 2015).

As PI3Ks podem ser agrupadas em trés classes distintas (I, II e II) conforme sua
estrutura, especificidade do substrato e modo de regulacao. Cada classe ¢ encontrada em tecidos
diferentes de acordo com sua especificidade e fun¢do fisiologica (ENGELMAN; LUO;
CANTLEY, 20006).

A Classe I ¢ subdividida em duas subclasses: IA e IB de acordo com seu modo de
regulacao (XING; HUMPHREY, 2014). Essa classe da PI3K catalisa a fosforilagdo do
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), dando origem ao fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3). Esse segundo mensageiro ndo ¢ detectado nas células em repouso, porém apds
estimulagdo seus niveis podem ser identificados de forma transitoria (ROMMEL; CAMPS; JI,
2007).

Os receptores de superficie celular controlam direta ou indiretamente a ativagao da PI3K
de Classe I. A subclasse IA ¢ um heterodimero encontrado em 3 isoformas (PI3Ka, PI3Kf} e

PI3KJ) contendo uma subunidade catalitica p110 e uma reguladora p85, e ¢ ativada através de
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receptores tirosina quinase (RTKs), receptores acoplados a proteina G (GPCRs), e alguns
oncogenes como a proteina G Ras (KOYASU, 2003; LIU et al., 2009). A subclasse IB que tem
como representante a PI3Ky também ¢ um heterodimero que possui uma subunidade catalitica
pl10y associada a uma das duas subunidades reguladoras, pl01 e p84, porém, ¢ ativada
exclusivamente por meio de receptores acoplados a proteina G. As isorformas PI3Ka, PI3K}
sdo expressas em todos os tipos celulares, ja as isoformas PI3K6 e PI3Ky sdo predominantes
nos leucocitos. O resultado da ativagao da subclasse IB esta relacionada ao recrutamento de
células (OKKENHAUG; VANHAESEBROECK, 2003; ROMMEL; CAMPS; JI, 2007).

Apos a estimulagdo de GPCR, ocorre o recrutamento para a membrana plasmatica de
PI3Ky resultando em sua ativacdo. PI3Ky entdo fosforila o fosfatidilinositol-4,5-bifostafo
(PIP2) produzindo fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Os locais de membrana onde ocorre
o acumulo de PIP3 recrutam o AKT inativo que se encontra no citosol, AKT se liga a PIP3
através do dominio PH, e isso leva a fosforilagdo de AKT em T308 por PDK1 e S473 por
mTORC?2, resultando na ativagdo completa de AKT. Dessa forma, AKT com méaxima ativacao
regula as funcdes celulares através da fosforilacdo de diversos substratos a jusante. As
fosfatases PTEN e PHLPP sdo responséveis pela regulacdo negativa dessa via (MANNING;
TOKER, 2017).

RTK GPCR
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Figura 4 — Via de sinalizacao PI3K/AKT adaptada (MANNING; TOKER, 2017).

A classe II apresenta apenas uma subunidade catalitica similar a p110, e utiliza

fosfatidilinositol ou fosfatidilinositol 4-fosfato como substrato (LIU et al., 2009). A classe 111
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contém a isoforma catalitica (Vps34) e regulatoria p150 e fosforila apenas o fosfatidilinositol
(MARTINEZ-MARTI; FELIP, 2012).

Tanto a Classe II como a Classe III estdo envolvidas no transporte intracelular de
vesiculas, movimento de proteinas através do lisossomo e na autofagia (BACKER, 2008;
KONG; YAMORYI, 2010; ODORIZZI; BABST; EMR, 2000).

No presente estudo foram utilizados camundongos PI3Ky”" e PI3KyXP’XD " animais
ausentes para a enzima PI3Ky, e animais com perda da atividade cinase respectivamente. Os
animais PI3Ky” sdo vidveis, férteis e apresentam expectativa de vida normal em condi¢des
experimentais padrdo. Os neutrofilos, macrofagos e esplendcitos desses animais nao
apresentam expressdo dessa enzima. A auséncia de PI3Ky nesses camundongos ocasiona
prejuizo no recrutamento de polimorfonucleares (PMNs) em respostas a quimiocinas. Os
animais PI3KyXPXP também apresentam resposta inflamatoria reduzida, porém esses animais
reproduzem apenas parcialmente o fenétipo dos animais PI3Ky” (HIRSCH et al., 2000;
PATRUCCO et al., 2004).

O foco deste estudo sera a PI3Ky, pois ¢ de conhecimento que essa isoforma da PI3K
esta presente em niveis elevados em células hematopoiéticas, estando envolvidas em processos
inflamatorios (LIMA et al., 2019). Além disso, a ligagdo do complexo quimiocina/receptor,
importante no processo de remodelagdo 6ssea induzida mecanicamente pode levar a ativagao
de PI3Ks, incluindo a PI3KYy, que participa da sinalizagdo através de receptores acoplados a

proteinas G (ENGELMAN; LUO; CANTLEY, 2006; KANG et al., 2010).

MOVIMENTACAO DENTARIA ORTODONTICA (OTM)

Os ossos maxilares sao submetidos a remodelagdo 0ssea induzida durante o processo de
movimentagdo dentéria ortodontica. O dente ¢ ligado ao osso alveolar subjacente por uma rede
de fibras de tecido conjuntivo fibroso constituido de fibras coldgenas tipo I, células
(fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos, osteoclastos cementoclastos, células mesenquimais
indiferenciadas, macrofagos, mastocitos, linfocitos e células epiteliais), componentes neurais,
vasculares e fluidos teciduais que auxiliam na dissipa¢do da carga mecanica recebida pelo
dente. Esse conjunto de estruturas ¢ denominado ligamento periodontal (LI et al., 2018;
NANCI; BOSSHARDT, 2006). O ligamento periodontal ¢ inserido no cemento da superficie
radicular de um lado, e no tecido dsseo em uma regiao relativamente densa, denominada lamina
dura. Como resposta a fung@o normal, o 0sso alveolar e cemento radicular sdo constantemente

remodelados, mas em escalas reduzidas (PROFFIT e FIELDS, 2002).
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A forga aplicada sobre um elemento dental a partir da instalagdo de um dispositivo
ortodontico ¢€ transmitida ao osso alveolar através do LP, e afeta a matriz extracelular e células
da polpa dental, LP, osso alveolar e gengiva. Esses eventos de natureza fisica e quimica estdo
ligados e correlacionados (KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2009). A movimentagdo dentaria
ortoddntica ¢ um processo inflamatério agudo asséptico. A aplicagdo de forga causa alteragdes
no fluxo vascular do LP (GIANELLY, 1969). O lado que sofre compressao das fibras do LP
tem o fluxo vascular reduzido, enquanto que o lado que sofre tensdo tem a perfusdo sanguinea
mantida ou aumentada. Essa alteracdo do fluxo sanguineo altera os niveis de oxigénio, € o
ambiente inicia a liberagdo de mediadores quimicos como prostaglandinas, citocinas e
quimiocinas (LI et al., 2018).

A teoria pressdo-tensdo afirma que apos a aplicacdo de uma carga mecanica, as fibras
do LP sofrem tensdo do lado em que as fibras foram estiradas, e compressao na dire¢cao em que
o dente foi movimentado, gerando a remodelacdo dssea induzida e consequentemente o
movimento dentario devido a alteragdes moleculares que funcionam como estimulo a
diferenciagao celular (LI et al., 2018).

As citocinas relacionadas ao processo de remodelacdao Ossea induzida exercem papel
direto ou indireto na diferenciagdo, ativagdo e apoptose de células 6sseas (TADDEI et al.,
2012). RANKL e M-CSF sdo citocinas expressas por osteoblastos, € sdo as mais importantes
no processo de recrutamento, diferenciagdo, ativagao e sobrevivéncia de osteoclastos (BOYCE;
XING, 2008). Algumas citocinas pro-inflamatorias também podem alterar a diferenciagdo de
células osteogénicas como: TNF-q, interleucina 1 beta (IL-1pB), IL-6 (HUANG; WILLIAMS;
KYRKANIDES, 2014; HUH; LEE, 2013; KRISHNAN; DAVIDOVITCH, 2006; LEE et al.,
2007; XIE et al.,, 2018) que aumentam a inflamacdo favorecendo a reabsorcdo Ossea. A
interleucina 8 (IL-8) e interleucina 37 (IL-37) aumentam a regeneracdo Ossea através da via
PI3K/AKT mediada por receptor de quimiocina CXC tipo 2 (CXCR2) (YANG et al., 2018).

No lado de tensdo do LP predomina a expressao de citocinas como interleucina 10 (IL-
10), fator de crescimento transformante beta (TGF-B) que aumentam os niveis de OPG e
reduzem a producdo de RANKL pelos osteoblastos, o que favorece a deposicao Ossea pela
queda da diferenciacdo de osteoclastos (DI DOMENICO et al., 2012; GARLET et al., 2007).

As quimiocinas também exercem um importante papel na remodelacao 6ssea durante a
movimentagdo ortodontica, e estudos relatam aumento na expressao de proteina quimiotatica
de mondcitos 1 (CCL2), proteina inflamatdéria de macrdofagos-la (CCL3), ligante 5 de CC

quimiocina (CCL5), proteina ligante 8 de quimiocina (CXCL38) e fator derivado do estroma da
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medula 6ssea (CXCL12) em murinos ¢ humanos apds aplicagdo de carga mecanica (ASANO
etal., 2011; GARLET et al., 2007).

A forga ortoddntica aplicada ao elemento dental atua com a mesma magnitude no 0sso
e cemento. O cemento apresenta maior resisténcia a reabsor¢ao que o osso alveolar, por isso, a
forca aplicada geralmente leva a reabsorcdo Ossea que causa a movimentagdo dentdria
(BREZNIAK; WASSERSTEIN, 1993). Porém, a reabsor¢do radicular pode acontecer como
consequéncia da movimentagdo dentaria ortodontica (AMARO et al., 2020). Esse processo
consiste na remocao de cemento e dentina radicular pelos odontoclastos. Essas células
apresentam forma e fun¢do semelhante aos osteoclastos e sdo responsaveis pela reabsor¢ao
radicular (IGLESIAS-LINARES; HARTSFIELD, 2017; WANG; MCCAULEY, 2011).

E de conhecimento que a isoforma y da PI3K é ativada por receptores acoplados a
proteina G (GPCR). Esses tipos de receptores sdo ativados por quimiocinas e prostaglandinas,
que exercem um importante papel na remodelagdo 6ssea induzida por forca mecanica (TADDEI
et al.,, 2012b). No entanto, ndo ha estudos que tenham verificado importancia da via de
sinalizagdo da PI3K durante o processo de remodelagdo Ossea maxilar induzida pela

movimentagdo dentaria ortodontica.

EXPANSAO RAPIDA DA MAXILA (ERM)

Outra possibilidade de remodelacdo 6ssea maxilar de forma induzida ocorre por meio
da expansdo rapida da maxila. As suturas craniofaciais sdo locais de crescimento Osseos
dindmicos que respondem a estimulos mecanicos (HERRING, 1972, 2008). Essa estrutura faz
a unido entre os processos palatinos da maxila, e permite que ocorra o crescimento transverso
da maxila. As suturas sdo flexiveis, e a ortopedia dos maxilares utiliza de carga mecanica para
estimular ou frear o crescimento 6sseo de forma a controlar ¢ modificar a direcao de
crescimento (YU et al., 2007). Diferentemente dos humanos onde a sutura palatina mediana ¢
constituida por tecido conjuntivo e a formagdo dssea ¢ do tipo intramembranosa, nos
camundongos esta estrutura € composta por tecido conjuntivo fibroso rico em colageno tipo II
entre duas regides de cartilagem (KATEBI et al., 2012), tornando-se assim um importante
modelo de estudo de remodelagdo de ossos formados a partir de tecido cartilaginoso
(GUERRERO et al., 2020).

A aplicacao de forga na sutura palatina mediana em camundongos induz a remodelagao
Ossea através da ativacdo de osteoclastos e aumento da diferenciagdo e proliferacao de células
osteogénicas. Além disso, promove a reducdo da cartilagem secundaria e estimula formac¢ao de

nova cartilagem dentro da sutura. Como resultado desse processo de expansdo ocorre a
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formacgao de cartilagem do lado de cada processo palatino conectadas por tecido conjuntivo
fibroso na linha média e osso imaturo nas bordas do osso secundario do processo palatino
(HOU; FUKALI; OLSEN, 2007, WU et al., 2017).

A utilizagdo do modelo de ERM em camundongos PI3Ky™" visa esclarecer o papel dessa
enzima no processo de remodelacdo Ossea estimulada por forga mecanica em ossos de origem

cartilaginosa.
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3 OBJETIVOS GERAIS
Investigar o papel da PI3Ky no processo de remodelagiao dssea mecanicamente induzida

do osso maxilar em camundongos.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Avaliar os parAmetros 6sseos da maxila de animais deficientes para PI3Ky (PI3Ky™) e
animais com perda da atividade cinase de PI3Ky (PI3Ky*P’XD) comparando-os com animais
selvagens (WT) na auséncia de remodelacdo 6ssea induzida: analise da microarquitetura

Ossea, crista 0ssea alveolar e 0sso palatino.

2. Avaliar o efeito da PI3Ky no osso maxilar na presenga da remodelagdo ¢ssea induzida
por expansio rapida da maxila (ERM) nos animais PI3Ky™": avaliacdo da disjuncdo da sutura

palatina mediana e qualidade do osso palatino.

3. Avaliar o efeito da PI3Ky no osso maxilar na presenga da remodelagdo 6ssea induzida
por movimentagio dentéria ortoddntica (OTM) nos animais PI3Ky”": analise da quantidade
de OTM, contagem de osteoblastos e osteoclastos, analise de biomarcadores da remodelagao
Ossea, e avaliar a cascata de sinalizacdo da enzima PI3Ky no osso maxilar por meio da

expressao da proteina fosforilada p-AKT;

4. Avaliar o efeito da PI3Ky na raiz dentdria na auséncia ou presenca de movimentagao
dentaria ortodontica (OTM): andlise do volume e densidade mineral das raizes, e contagem

de odontoclastos apos OTM.

5. Por motivos de comparacdo sistémica, serdo avaliados os pardmetros 0sseos do fémur
dos mesmos animais deficientes para PI3K (PI3Ky™), e animais com perda da atividade cinase
de PI3K (PI3KyKPD) " comparando-os com animais selvagens (WT) por meio de

microtomografia computadorizada (microCT);

6. Avaliagao in vitro do efeito da deficiéncia da enzima PI3Ky na diferenciagao celular de

osteoblastos e osteoclastos.
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5 MATERIAIS E METODOS
Animais

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (protocolo: 302/2018) (ANEXO). Nos
experimentos foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT) obtidos no
Biotério Central da UFMG, camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™) e
camundongos machos com perda da atividade cinase de PI3Ky (PI3Ky*P’XDP) ambos obtidos
no Biotério de Imunofarmacologia/I[CB/UFMG, com 8 semanas de vida (n = 5) por grupo. Os
animais foram mantidos sob condi¢des experimentais (residindo em gaiolas de plastico, dieta
composta de ragdo e agua ad libitum; mantidos em ciclo de 12 horas claro/escuro). Os
experimentos nos camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™") e seus respectivos
controles (WT) foram realizados em triplicata para realizacdo das seguintes analises: (1)

microCT e histomorfometria; (2) analise molecular através de RT-PCR; (3) Western Blot.

Inducio da remodelacio 6ssea por meio da movimentaciao dentaria induzida (OTM)

Os animais foram anestesiados com quetamina:xilazina 100:10 mg/kg intraperitoneal.
Apoés anestesia, os camundongos foram posicionados em mesa cirurgica personalizada,
desenvolvida de forma a manter o animal imobilizado e permitir livre acesso a cavidade oral
(Figura 2). A mucosa jugal do camundongo foi afastada utilizando-se afastador confeccionado
com fio de aco mantendo-se maior amplitude da abertura bucal. Para auxiliar na visualizagao
do campo operatorio, foram utilizados estereomicroscopio (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda,
Diadema, SP, Brasil) e ilumina¢do por fibra 6ptica (Multi-Position Fiber Optic Illuminator
System, Cole-Parmer Instrument Company Ltda, Londres, Inglaterra). A movimentagao
ortodontica foi realizada conforme descrito por (TADDEI et al., 2012). O primeiro passo para
instala¢do da mola ortodontica foi a limpeza da superficie oclusal do primeiro molar superior
utilizando acetona, que foi aplicada com o auxilio de microbrush durante 10 segundos. Apos
limpeza, para fixacdo do aparelho foi utilizado selante auto-adesivo (self-etching primer,
Unitek/3M, Mineapolis, EUA) e resina fotopolimerizavel (Transbond, Unitek/3M, Mineapolis,
EUA). A mola ortoddntica aberta de NiTi 0,25 x 0,76 mm (Lancer Orthodontics, San Marcos,
CA, EUA) foi posicionada sobre a resina aplicada na superficie oclusal do primeiro molar
superior direito, e ancorada nos incisivos centrais. A calibracao da forga aplicada foi realizada
com o auxilio de dinamdémetro (Shimpo Corp., Toquio, JHS, Japdo) instalado sobre uma
plataforma para registrar a carga de 0,35 N aplicada no sentido mesial dos molares. O hemiarco

esquerdo da maxila sem aparelho foi utilizado como controle (Cont), e 0 hemiarco direito como
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lado experimental (OTM). Durante os 12 dias apds instalacdo do dispositivo ortodontico os
animais foram mantidos com dieta pastosa trocada diariamente. No 12° dia a eutandsia foi

realizada por meio de sangria sob anestesia geral (quetamina:xilazina 100:10mg/kg). Os ossos

maxilares e fémures foram coletados para as analises.

Figura 5 - (A) Camundongo posicionado na mesa cirtirgica. (B) Abertura bucal realizada com o auxilio
de afastador. (C) Mesa cirtrgica, estereomicroscopio e iluminagao por fibra 6tica. (D) Fixagdo da mola
ortoddntica sobre o primeiro molar superior direito. (E) Mesa cirtirgica posicionada na plataforma para
utilizagcdo do dinamdmetro mostrando aplicagdo de for¢a de 0,35 N. (F) Mola ortodontica instalada.
Parafuso superior (u), parafuso inferior (/), Fio (w), abridor de boca (m), estereomicroscopio (s),
dispositivo de fibra dptica (o), primeiro molar superior (f), mola helicoidal (¢), gancho do dinamometro
(h), trilho (»), manivela (cr) e dinamdmetro (f) (TADDEI et al., 2012).

Expansao rapida da maxila (ERM)

Os animais foram anestesiados com quetamina:xilazina 100:10 mg/kg intraperitoneal.
Apoés anestesia, os camundongos foram posicionados em mesa cirurgica personalizada,
desenvolvida de forma a manter o animal imobilizado e permitir livre acesso a cavidade oral.
Afastador confeccionado com fio de ago foi utilizado para afastar a mucosa jugal do animal e

manter maior amplitude da abertura bucal. Para auxiliar na visualizagdo do campo operatorio,
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foram utilizados estereomicroscopio (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil)
e iluminagdo por fibra optica (Multi-Position Fiber Optic Illuminator System, Cole-Parmer
Instrument Company Ltda, Londres, Inglaterra). O disjuntor foi confeccionado com fio
ortoddntico de aco inoxidavel de 0,014 polegadas (GAC International Inc., Bohemia, NY). O
primeiro passo para instalacdo do disjuntor maxilar foi a limpeza da superficie oclusal do
primeiro molar e segundo molar superior utilizando acetona aplicada com o auxilio de
microbrush durante 10 segundos. O disjuntor foi previamente calibrado com o auxilio de
dinamdémetro (Shimpo Corp., Téquio, JHS, Japao) para exercer a forca de abertura de 0,42 N
conforme protocolo descrito por Guerrero et al., 2020. Apds limpeza, para fixacdo do disjuntor
foi utilizado selante auto-adesivo (self-etching primer, Unitek/3M, Mineapolis, EUA) e resina
fotopolimerizavel (Transbond, Unitek/3M, Mineapolis, EUA). Apds 7 dias da instalagdo do
dispositivo, os animais foram eutanasiados por meio de sangria sob anestesia geral

(quetamina:xilazina 100:10mg/kg). Os ossos maxilares foram coletados para analise (Figura 3).

Figura 6 - (A) Camundongos posicionados na mesa cirirgica (B) Abertura bucal realizada com o auxilio
de afastador (C) Mesa cirrgica posicionada na plataforma para utilizacdo do dinamometro com
exemplo de calibragdo de forca de 0.56 N. (D) A ativacdo do loop de abertura (E) Esquema ilustrando
forga aplicada pelo disjuntor (F) Algas de abertura coladas a superficie oclusal dos molares superiores
(GUERRERO et al., 2020).

Microtomografia computadorizada (microCT)
Os ossos maxilares e fémures foram escaneados utilizando tomdgrafo

microcomputadorizado de alta resolugdo (microCT) (Skyscan 1174 X-Ray microtomograph,
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Aartselaar, Bélgica) no Laboratorio de Biomateriais da Escola de Engenharia da UFMG para
avalia¢do da arquitetura do trabeculado dsseo. Os seguintes parametros foram utilizados para o
escaneamento: voxel isotropico de 5 um (60 kV, filtro de aluminio de 0,5 mm, angulo de
rotacao de 0,5°). O tempo de escaneamento foi de aproximadamente 30 minutos para cada 0sso.
As imagens obtidas foram reconstruidas utilizando o software NRecon (Skyscan, Bélgica). Os
ossos foram posicionados para padronizagdo da drea analisada utilizando o software
DataViewer (Chauvin Arnoux®, EUA), e analisados utilizando CTAn software (Skyscan,
Bélgica). Para a realizacao de calculos mais precisos na analise da densidade 6ssea mineral, o
programa foi calibrado por meio de phantoms de hidroxiapatita que possuem densidade
previamente conhecida.

A anélise do osso maxilar foi realizada empregando-se cinco pardmetros distintos:

1. Analise da microarquitetura 6ssea maxilar na regido da furca do primeiro molar e sutura
palatina mediana:

Na regido da furca do primeiro molar superior, e na regido da sutura palatina mediana,
os seguintes pardmetros foram analisados: densidade mineral 6ssea (BMD; g/cm?),
porcentagem da relacio volume 6sseo/volume total (BV/TV; %), volume 6sseo (BV; um?
x10%), indice de modelo estrutural (SMI), espessura das trabéculas (Tb.Th; pm), nimero de
trabéculas (Tb.N; um™), separacio das trabéculas (Tb.Sp; pm), e superficie de intersecio (I.S;
um?x10%).

2. Analise da area da crista 0ssea alveolar:

A area da crista 6ssea alveolar foi quantificada através da medida da distancia entre a
crista O0ssea alveolar e a juncao cemento-esmalte (ABC-CEJ) da superficie mesial do primeiro
molar superior até a superficie distal do terceiro molar superior na face palatina com o auxilio

do software ImageJ e ferramenta freehand line (National Institutes of Health, MD, EUA).

3. Medida da movimentacao dentaria ortodontica (OTM):
Imagens dos primeiros e segundos molares superiores no sentido sagital foram obtidas
a partir do escanemanto dos ossos maxilares por microCT com o auxilio do software
DataViewer (Chauvin Arnoux®, EUA). O software CTAn (Skyscan, Bélgica) foi empregado
para quantificar a discrepancia na medida da OTM pela distancia linear entre a jungdo cemento-
esmalte (CEJ) dos primeiros e segundos molares da hemi-maxila direita (OTM) em relagdo a
hemi-maxila esquerda (Cont) do mesmo animal, utilizando a ferramenta /ine. Foram analizada

cinco imagens sagitais por animal, e foi calculada a média dessas medidas.
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4. Analise da sutura palatina mediana:

Para quantificar a distancia linear em pm da expansdo da sutura palatina mediana, as
maxilas foram posicionadas no plano coronal utilizando o software DataViewer (Chauvin
Arnoux®, EUA). A 4rea de expansio da sutura foi avaliada em 2 pontos com o auxilio do CTAn
software (Skyscan, Bélgica), utilizando a ferramenta /ine. O primeiro ponto utilizado como
referéncia foi o terco médio do canal radicular da raiz palatina do primeiro molar superior, € o
segundo ponto utilizado como referéncia foi o ter¢o apical da raiz palatina do primeiro molar
superior.

A érea da expansdo da sutura palatina mediana foi quantificada utilizando imagens da
maxila posicionadas no plano transaxial com o auxilio do software DataViewer (Chauvin
Arnoux®, EUA). A extensdo antero-posterior do primeiro molar superior foi utilizado como
referéncia posterior para a medida da abertura da sutura palatina mediana e a sutura entre a

maxila e o septo nasal como referéncia anterior (GUERRERO et al., 2020).

5. Analise da reabsorc¢ao radicular:
A reabsorcao radicular foi avaliada na raiz disto-vestibular do primeiro molar superior
e os pardmetros analisados foram: densidade mineral radicular (RMD; g/cm™), porcentagem de

volume radicular/volume total (RV/TV; %) (AMARO et al., 2020).

Para a andlise do osso trabecular na metafise distal do fémur os seguintes parametros
foram utilizados: densidade mineral 6ssea (BMD; g/cm™), porcentagem da relagdo volume
6sseo/volume total (BV/TV; %), volume ésseo (BV; um? x10%), indice de modelo estrutural
(SMI), espessura das trabéculas (Tb.Th; pm), nimero de trabéculas (Tb.N; pm™), separagio
das trabéculas (Tb.Sp; um), e superficie de interse¢do (I.S; pm? x10°).

Processamento histolégico

ApOs a eutanasia dos animais os maxilares foram dissecados e imediatamente imersos
em solugdo de formol 10% tamponada, pH 7.2, por 48 horas, para fixagdo. Em seguida, as pegas
foram descalcificadas em solu¢cdo de EDTA 14% (pH 7.4), por 21 dias com trocas didrias de
solucdo. Posteriormente, as pecas foram lavadas overnight em 4gua corrente, e foi realizado o
processamento histoldgico de rotina. Para a obtengao de sec¢des longitudinais padronizadas, 2
cortes com uma navalha foram realizados nas maxilas, o primeiro corte para remocdo dos
incisivos, € o segundo corte no sentido postero-anterior na regido da sutura palatina

perpendicular ao plano oclusal, para separar o lado controle do lado experimental (Figura 4).
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Corte 1

Cortk 2

Figura 7 — Esquema representativo de seccdes realizadas na maxila para remogao dos incisivos (corte
1), separacdo dos lados controle e experimental (corte 2). Imagem adaptada gentilmente concedida pelo
Dr. Ildeu Andrade Jr (Tese de Doutorado — Departamento de Biologia Celular — ICB/UFMG, 2007).

Os blocos de parafina foram cortados com 5 um de espessura empregando-se um
micrétomo rotatorio (Jung, Histocut 820, Mussioch, Alemanha). As laminas selecionadas da
maxila foram entdo coradas com hematoxilina e eosina (HE), coloragdo histoquimica por meio

da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), e tricromio de Masson.

Analise histomorfométrica
Medida da movimentacio dentaria ortodontica (OTM)

Para avaliagdo da quantidade de movimentagdo dentaria ortodontica do primeiro molar
superior as laminas coradas com HE foram fotografadas com o auxilio de um microscopio (Carl
Zeiss, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) com camera acoplada (PowerShot A620, Canon,
Toquio, Honshu, Japao), na objetiva de 10x. A medida foi realizada com o auxilio do software
ImageJ (National Institutes of Health, MD, EUA). Apds calibragdo do software, a ferramenta
straight line foi utilizada para realizar a medida linear da distancia entre a jungdo cemento-
esmalte (JCE) da face distal do primeiro molar superior até a jungdo cemento-esmalte da face
mesial do segundo molar superior. Essa medida foi realizada em 3 cortes histologicos por
animal e a média dos valores foi obtida. A quantidade de movimentagdo dentéria foi obtida
através da diferenca do valor obtido da distancia da CEJ do lado experimental (OTM) em
relacdo ao lado controle do mesmo animal, e entdo foi realizada a comparagao da movimentagao

dentéria entre os grupos WT e PI3Ky™".
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Figura 8 - Raiz disto-vestibular do primeiro molar superior e raiz mesio-vestibular do segundo molar
superior. Seta preta indicando a juncdo cemento-esmalte (JCE), referéncia utilizada para realizar a
medida linear da distancia entre os dentes. Corte histologico corado em HE aumento 10x (acervo
pessoal).

Contagem de osteoblastos

Utilizando um microscépio (Carl Zeiss, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) equipado
com uma camera (PowerShot A620, Canon, Toquio, Honshu, Japao) e uma objetiva de 40x,
foram capturadas imagens da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior na regido de
tensdo do ligamento periodontal em laminas coradas por tricomio de Masson. A contagem dos
osteoblastos foi realizada ao longo da extensdo do osso alveolar na area de tensdo do LP em 3
cortes histologicos por animal. Foi realizada a média de valores da contagem dos osteoblastos
(ObN/BPm) por animal. Esse protocolo foi realizado no lado experimental (OTM) e lado

controle (Cont) das maxilas.

Contagem de osteoclastos no osso alveolar e odontoclastos na superficie radicular

Apo6s a marcacao histoquimica por TRAP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e a
contra coloracdo com hematoxilina (Sigma-Aldrich), seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante, foram capturadas imagens da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior na
regido de compressao do ligamento periodontal. Para isso, foi utilizado um microscopio (Carl
Zeiss, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha) com camera acoplada (PowerShot A620, Canon,
Toéquio, Honshu, Japao) e objetiva de 40x foram obtidas imagens da raiz disto-vestibular do

primeiro molar superior na regido de compressao do ligamento periodontal. A contagem dos
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osteoclastos foi realizada ao longo da extensao do osso alveolar na area de compressao do LP,
onde essas células multinucleadas foram encontradas dentro das lacunas de Howship. A
contagem foi efetuada em 3 secgdes por animal. Foi realizada a média de valores para a
obten¢do do nimero de osteoclastos por animal (Osteoclast number). Esse protocolo foi
realizado no lado experimental e controle das maxilas.

A reabsorcdo radicular foi analisada ao longo da extensdo da raiz disto-vestibular no
lado de compressdo do LP, onde os odontoclastos foram encontrados em depressdes na
superficie do cemento. A contagem foi efetuada em 3 sec¢des por animal. Foi realizada a média

de valores para a obtengdo do nimero de odontoclastos por animal (Resorption gaps/RPm).

Transcricdo reversa seguida de reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para realizar a andlise por meio de RT-PCR as amostras de maxila foram isoladas de
forma a preservar apenas o osso da regido dos molares. As mucosas do palato e da regido
vestibular da maxila foram descartadas. A extracdo de RNA foi executada conforme instru¢des
do fabricante Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As amostras de osso foram colocadas
em um criotubo com 500 pl de trizol e 2 beads metélicas. O criotubo foi colocado em
amalgamador adaptado para triturar os ossos. Depois de triturar o tecido, foram adicionados
200 pl de cloroférmio, e as amostras foram centrifugadas a 15.000 g durante 25 minutos. Apos
centrifugacdo a fase aquosa foi separada da fase proteica e colocada em um novo tubo. Foi
adicionado 500 pl de isopropanol, levado ao freezer -20° por 20 minutos. A amostra foi
centrifugada, o sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado em etanol 75%. Apds o
descarte do alcool aguardamos a secagem dos tubos por 15 minutos e o pellet foi ressuspendido
em 20 pl de 4gua Depec. O RNA foi quantificado. A partir do RNA foi realizado a transcri¢do
para obtencdo do cDNA, para isso foi utilizado termociclador (BioRad T100, Hercules,
Califérnia, EUA) e a enzima transcriptase reversa SuperScript VILO Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, MA, EUA). O sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) foi utilizado para a analise, e o SYBR® Green PCR Master Mix kit
(Thermo Fisher Scientific) foi utilizado. A expressdo génica dos seguintes marcadores foi
avaliada: marcadores de osteoclastos e reguladores negativos de reabsorcao 6ssea - ativador do
fator nuclear kappa B (Rank); ligante para o receptor ativador de fator nuclear kappa (Rankl),
Osteoprotegerina (Opg) e a proporcao (Rankl/Opg), marcadores de osteoblastos - fator de
transcri¢do relacionado ao runt 2 (Runx2) e fosfatase alcalina (4/p), e biomarcadores de
inflamacdo - fator de necrose tumoral alfa (7nf-a) e Interleucina-6 (//-6). Como controle foi

utilizado expressao do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O método Delta-
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Delta CT (AACT) foi empregado para analise dos dados. O ACT de cada amostra foi calculado,
e foi subtraido o valor de CT (threshold cycle ou ciclo limiar) de GAPDH, dos valores de CT
dos genes avaliados. O céalculo do AACT foi realizado utilizando a seguinte formula [ACT
(amostra) - ACT (GAPDH)]. Apds obtengio do valor de AACT, a formula 2247 foi utilizada
para comparagio da expressdo génica dos ossos do grupo WT e PI3Ky”" lado controle e lado

experimental.

Western Blot

Para a extragdo de proteinas da maxila os ossos foram acondicionados em criotubo com
150 pl da solugdo de lise (Triton X-100 1%, Tris/HCL 100mM, pH 8,00, glicerol 10%, EDTA
0,2mM, NaCl 200mM, DTT ImM, PMSF ImM, NaF 25mM; leupeptina 2,5 pg/ml; aprotinina
5 pg/ml e ortovanadato de s6dio 1mM), e foram triturados com o auxilio de amalgamador
adaptado. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°, o sobrenadante
foi transferido para outro tubo e as proteinas foram quantificadas usando o teste de Bradford
por espectrofotometria através do Kit Bio-Rad Assay (Bio Rad Laboratories, EUA). O sistema
vertical de eletroforese Mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories, EUA) foi utilizado e 50 pg de
proteinas total de cada amostra foram separadas por -eletroforese utilizando gel de
poliacrilamida pelo sistema SDS-PAGE. Apos separacao das proteinas, foi realizada a
transferéncia para a membrana de nitrocelulose utilizando solu¢do tampdo de transferéncia. A
membrana foi incubada com o anticorpo primario p-AKT, e a B-actina foi utilizada como
controle. Apds a remocao do anticorpo primario por lavagem, a membrana foi incubada com a
solucdo de anticorpo secundario anti-rabbit. As membranas foram reveladas no ChemiDoc

(XRS + Bio-Rad Laboratories).

Cultura de células
Isolamento de células da medula dssea

As culturas de osteoblastos e osteoclastos foram realizadas no laboratério de Cultivo
Celular da Faculdade de Odontologia da UFMG, através do protocolo de diferenciagdo de
células tronco hematopoiéticas da medula 6ssea (CTH). Os animais da linhagem C57BL/6
selvagens (WT) e deficientes para PI3K (PI3Ky™"), foram eutanasiados por meio de sangria sob
anestesia geral (quetamina:xilazina 100:10mg/kg). Os ossos longos dos camundongos (fémures
e tibias) foram dissecados e acondicionados em falcon contendo meio Alfa-MEM incompleto
(a-MEM, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), e transferidos para o laboratorio. As CTHs

foram removidas da cavidade medular através de um corte realizado na epifise. Os ossos foram
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colocados em eppendorfs de 0,5 ml com a extremidade perfurada. Esse eppendorf foi colocado
dentro de outro eppendorf de 1,5 ml e centrifugados a 10.000 rpm durante 30 segundos. Os
ossos foram descartados e o pellet obtido por esse processo foi ressuspendido em 1 ml de Lysis
Buffer. A solugdo contendo as células e a solugdo de lise foi centrifugada novamente por 7
minutos 360g 4°C. Apds essa etapa a solugdo foi descartada, e o pellet de células ressuspendido
em 5 ml de meio a-MEM completo. As células foram filtradas utilizando-se cell strainer de 100
nm. Acrescentou-se 5 ml de meio Alfa-MEM completo (a-MEM, Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA) e essa solugao foi novamente filtrada. Uma aliquota das células de 10 pl foi colocada

na camara de Neubauer e prosseguiu a contagem do numero de células.

Cultura de osteoclastos

As células da medula 6ssea foram cultivadas em meio Alfa-MEM completo (a-MEM,
Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB Gibco,
CA, EUA) e fator estimulador de colonias de macréfago M-CSF (M-CSF 30 ng/ml, R&D
Systems, MN, EUA), incubadas a 37°C, a 5% de CO; por 3 dias para a geragdo de pré-
osteoclastos. Apos a obtencao de confluéncia dos pré-osteoclastos as células foram plaqueadas
em placa de 96 pogos (Corning Inc., Corning, NY, EUA) e cultivadas em meio Alfa-MEM
completo contendo M-CSF (30 ng/ml, R&D Systems) e ligante do receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANKL, 10 ng/ml, R&D Systems) a uma densidade de 2 x 10* células por

poco.

Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)

Apo6s 9 dias do inicio do cultivo celular, o meio de cultura dos osteoclastos foi removido,
as células foram lavadas com PBS e fixadas com solugdo de fixacao contendo: citrato, acetona
e formaldeido a 37%. Apds 5 minutos os pogos foram lavados com agua destilada e seguiu-se
a secagem da placa. Foi entdo realizada a coloracdo das células com o kit TRAP (Sigma-
Aldrich) conforme recomendagdes do fabricante. A placa foi acondicionada na estufa 37° 5%
CO> durante 60 minutos ao abrigo da luz. A coloracdo foi removida, os pocgos foram lavados e
seguiu-se a secagem da placa overnight. A contagem das células foi realizada com auxilio de
um microscopio invertido (Labomed®, TCM 400), por um operador cego e calibrado. As células

resistentes ao tartarato e contendo acima de 3 nucleos foram consideradas osteoclastos.


https://www.laboamerica.com/products/life-materials-microscopes/inverted/tcm-400
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Cultura de osteoblastos

Para diferenciagdo de osteoblastos, as células da medula 6ssea foram cultivadas em meio
contendo 10% SFB, 100 uM &cido L-ascorbico-2-fosfato,10 nM dexametasona, SmM de de -
glicerofosfato. Os depositos de calcio formados apos 21 dias de estimulo foram corados

utilizando a coloracdo de vermelho de alizarina.

Avaliacao da formac¢ao de matriz mineralizada por vermelho de alizarina

Apos 21 dias de cultivo celular, foi realizada a coloragdo com vermelho de alizarina que
tem como objetivo marcar a matriz mineralizada produzida. Para isso, o meio de cultura
presente nos pogos foram retirados, os pogos foram lavados com PBS e fixados com
isopropanol a 70% por 10 minutos. Apos a fixagdo os pocos foram lavados com dgua destilada,
e os depositos de minerais foram entdo corados por vermelho de alizarina a 1% (Sigma-Aldrich)
com pH 4,2 durante 30 minutos. Os pogos foram cuidadosamente lavados com PBS, e
colocados para secagem overnight em temperatura ambiente. A placa foi escaneada ¢ a
quantificagdo da é4rea mineralizada foi realizada utilizando-se o software ImagJ] (National
Institutes of Health, MD, EUA). O plugin color threshold foi utilizado para transformar a
imagem em preto e branco, e assim selecionar apenas as areas marcadas em vermelho que
corresponde a deposi¢do mineral. Apods o tratamento das imagens, a quantificagdo foi realizada
utilizando-se o plugin analyze particles, sendo a area referente aos depdsitos minerais obtidas
em pixels. Os resultados foram expressos como percentual de drea mineralizada (Porcentage

%) e densidade Optica (Optical density value).

ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram construidas no software GraphPad Prism (version
5.01, GraphPad Software, San Diego, CA) e o intervalo de confianca considerado para todos
os testes foi de 95%, refletindo uma significancia de 0,05. Os resultados foram expressos como
a média £ DPM (desvio padrao da média). Como todos os dados possuiam as premissas
necessarias para utilizagdo de testes paramétricos com objetivo de determinar se as médias de
trés ou mais grupos foram diferentes seguiu-se com as andlises de variancia (ANOVA) de uma
via (One-Way ANOVA) e de duas vias (Two-Way ANOVA). Para comparar as médias de dois

grupos teste-t de student foi utilizado.
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6 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados seguindo sequéncia dos objetivos especificos

propostos.

Efeito da PI3Ky no osso maxilar na AUSENCIA de remodelaciio éssea induzida

ANIMAIS COM AUSENCIA OU PERDA DA ATIVIDADE DA ENZIMA PI3Ky
APRESENTAM AUMENTO DA MICROARQUITETURA OSSEA MAXILAR

A anélise do osso maxilar por microCT da regido de furca do primeiro molar superior
no lado controle revelou aumento de BMD, BV/TV e Tb.Th nos animais PI3Ky’"quando
comparados ao grupo WT. Com exce¢do da BMD, os animais PI3Ky*PXP também
demonstraram maior BV/TV, BV, 1.S. e Tb.Th em compara¢ao aos animais WT. No entanto, o
grupo PI3Ky*P’KD apresentou menor BMD que os grupos PI3Ky” e WT; e aumento de BV, LS.
em relagio aos animais PI3Ky”". Os parametros Tb.N, Tb.Sp e SMI ndio apresentaram diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 9A e B).
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Figura 9 - Morfologia do trabeculado 6sseo da regido de furca do primeiro molar superior de
camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT), camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky"
), e camundongos machos com perda da atividade da enzima PI3Ky (PI3KyXPXD) (A) Imagens
representativas da hemi-maxila esquerda (lado controle) de camundongos machos WT, PI3Ky™ e
PI3KyXPKD (B) Resultados da analise de microCT da maxila. Pardmetros Osseos avaliados: densidade



41

mineral 6ssea (BMD; g/cm™), porcentagem de volume 6sseo/volume total (BV/TV; %), volume 6sseo
(BV; um®x10%), indice de modelo estrutural (SMI), espessura das trabéculas (Tb.Th; um), nimero de
trabéculas (Tb.N; um™), separagdo das trabéculas (Tb.Sp; um), e superficie de interse¢do (I.S; pm?
x10%). Setas indicam regido analisada. (n = 5) *p < 0,05 diferenca estatistica do WT. *p < 0,05 diferenga
estatistica do PI3Ky"". One-way ANOVA.

AUSENCIA OU PERDA DA ATIVIDADE DE PI3Ky NAO ALTERA REMODELACAO DA
CRISTA OSSEA ALVEOLAR

A andlise quantitativa da distdncia entre a crista 6ssea alveolar (ABC) e a juncao
cemento-esmalte (CEJ) realizada na face palatina do primeiro, segundo e terceiro molares
superiores no lado controle da maxila, revelou que a auséncia (PI3Ky”") ou perda da atividade

da enzima PI3Ky (PI3Ky*P’XP) njo alteram a remodelagdo 6ssea da crista alveolar (Figura 10A

e B).
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Figura 10 — (A) Imagem representativa em 3D da crista ossea alveolar. (B) Quantificacdo da perda da
crista 6ssea alveolar na face palatina da regido do primeiro, segundo e terceiro molar superior. Contorno
demonstrando regido analisada. (n =5). p < 0,05. One-way ANOVA.
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EFEITOS DA AUSENCIA OU PERDA DA ATIVIDADE DA ENZIMA PI3Ky NA
REMODELACAO OSSEA DO PALATO

A microarquitetura 6ssea do palato analisada por meio de microCT demonstrou aumento
nos parametros de BMD, IS e Tb.N dos animais PI3Ky”" quando comparados aos animais WT.
Os animais PI3Ky*P’XD apresentaram maior BV, .S, Tb.Th que os animais WT e PI3Ky™".
Porém, apresentaram menor BMD, e Tb.N que os animais PI3Ky™ (Figura 11A e B).
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Figura 11 - (A) Morfologia do trabeculado dsseo da regido de sutura palatina mediana de camundongos
machos C57BL/6 selvagens (WT), camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™), e
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camundongos machos com perda da atividade da enzima PI3Ky (PI3KyXP%D) (B) Resultados da analise
de microCT da regido de sutura palatina mediana da maxila. Parametros 6sseos avaliados: densidade
mineral 6ssea (BMD; g/cm™), porcentagem de volume 0sseo/volume total (BV/TV; %), volume 6sseo
(BV; um?®x10%), indice de modelo estrutural (SMI), espessura das trabéculas (Tb.Th; pm), nimero de
trabéculas (Tb.N; um™), separagdo das trabéculas (Tb.Sp; um), e superficie de interse¢do (I.S; pm?
x10°). Retangulos indicam regido analisada. (n = 5). *p < 0,05 diferenga estatistica do WT. #p < 0,05
diferenga estatistica do PI3Ky”". One-way ANOVA.

Esses resultados sugerem que tanto os animais com auséncia da enzima PI3Ky (PI3Ky"
") quanto os animais com perda da atividade da enzima PI3Ky (PI3KyXPXP) sem estimulo
mecanico para remodelagao 0ssea, apresentaram maior volume de osso e maior espessura das
trabéculas 6sseas na maxila, quando comparados ao grupo WT. Porém os animais PI3KyXP/kD
apresentaram menor densidade mineral 6ssea que os grupos WT e PI3Ky™".

Uma vez que o fendtipo 6sseo de ambas linhagens de camundongos PI3Ky™ e
PI3KyXPKD £oi bem semelhante optou-se por prosseguir as etapas de inducdo da remodelacio

Ossea alveolar por estimulos mecanicos apenas com os animais que apresentavam auséncia da

enzima PI3Ky (PI3Ky™).

Efeito da PI3Ky no osso maxilar na PRESENCA de dois modelos de remodelacio 6ssea
induzida: expansdo rapida da maxila (ERM) e movimentacio dentiria ortodontica
(OTM)

MODELO DE EXPANSAO RAPIDA DA MAXILA (ERM)

AUSENCIA DE PI3Ky REDUZ A ABERTURA E AREA DE DISJUNCAO DA SUTURA
PALATINA MEDIANA

A quantificacdo da expansdo da sutura palatina mediana através da mensuracao linear
da distancia do ter¢o médio e apical da raiz palatina do primeiro molar superior (Figura 12A e
B) e da 4rea de abertura da disjun¢io (Figura 13A e B) revelou que nos aninais PI3Ky”" ocorreu

uma menor abertura dos processos palatinos quando comparados aos animais WT.
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Figura 12 - (A) imagem representativa da expansdo da sutura palatina mediana apés ERM. (B)
Quantificacdo da expansao da sutura palatina mediana. Medidas realizadas a partir do canal radicular da
raiz palatina no ter¢o médio e tergo apical. (n = 5) *p <0,05. Teste t de Student.
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Figura 13 - Area de abertura da sutura palatina mediana apés ERM. (A) Imagem representativa dos
0ssos palatinos indicando a area de abertura da sutura palatina mediana de camundongos machos
C57BL/6 selvagens (WT), e camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™") (B) Quantificagdo
da abertura da sutura palatina mediana apds expansdo da maxila. (n =5) *p < 0,05. Teste t de Student.

AUMENTO DA MICROARQUITETURA DO OSSO PALATINO NA AUSENCIA DE
PI3Ky APOS EXPANSAO RAPIDA DA MAXILA

Apds expansdo rapida da maxila, a andlise da microarquitetura Ossea através da
microCT do osso palatino demonstrou maior BMD, BV/TV, BV, IS e Tb.N nos animais PI3Ky
’ quando comparados aos animais WT. Os parametros Tb.Th, Tb.Sp e SMI ndo apresentaram

significancia estatistica (Figura 14A e B).



45

A

|—

=

&

o

o

B P
5‘04‘5 PI3KYy™ 50 o 4 & 57
p * — * o o *
£ 0.3 2 40+ < 3 < 47 ‘
S 02- s 0 % o q. 5
= £ 20+ 5 S 2
g 0.1 5 104 = 14 = 14
@ 0.0- 0 @ 0 0 o
200+ __ 0.004- 200~ B

= *

g 150 £ 0.003 g 150 g
< 100 = 0.002] o 100 %
== pd 0] 14
o5 504 < 0.0014 & 504
= o = 0.000- F oo 0-

Figura 14 - (A) Morfologia do trabeculado 6sseo da regido de sutura palatina mediana ap6s ERM de
camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT), e camundongos machos deficientes para PI3Ky
(PI3Ky™). (B) Resultados da analise de microCT da regido de sutura palatina mediana da maxila.
Pardmetros Osseos avaliados: densidade mineral dssea (BMD; g/cm™), porcentagem de volume
dsseo/volume total (BV/TV; %), volume 6sseo (BV; um? x10%), indice de modelo estrutural (SMI),
espessura das trabéculas (Tb.Th; pm), nimero de trabéculas (Tb.N; pm™), separagdo das trabéculas
(Tb.Sp; um), e superficie de interse¢do (I.S; um? x10°). Retdngulos indicam regido analisada. (n = 5) *p
< 0,05. Teste t de Student.
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MODELO DE MOVIMENTACAQO DENTARIA ORTODONTICA (OTM)

AUSENCIA DE PI3Ky REDUZ MOVIMENTAGCAO DENTARIA ORTODONTICA

A andlise da movimentacao dentaria ortodontica realizada por microCT (Figura 15A e
B) e por meio de histomorfometria (Figura 16A e B) demonstraram que a auséncia da isoforma
v da enzima PI3K reduziu a movimenta¢do dentaria ortodontica do primeiro molar superior

direito quando comparados aos animais WT
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Figura 15 - (A) Imagem representativa da movimentagdo ortodontica do primeiro molar superior direito.
(B) Quantificagdo do movimento dentério ortoddntico do primeiro molar superior direito ap6s 12 dias
da aplicagdo de carga mecanica de 0,35 N. (n = 5) *p < 0,05 diferenca estatistica do WT. Teste t de

Student.
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Figura 16 - (A) Primeiro e segundo molar superior direito de camundongos WT e PI3Ky™. (B)
Quantificacdo do movimento dentério ortodontico do primeiro molar superior direito apos 12 dias da
aplicacdo de carga mecénica de 0,35 N. Corte histolégico do lado experimental da maxila de
camundongos. Coloracdo hematoxilina e eosina aumento objetiva 10x. (n = 5) *p < 0,05. Teste t de

Student.
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OSSO ALVEOLAR DOS ANIMAIS KNOCKOUT PARA A ENZIMA PI3Ky TEM
AUMENTO NO NUMERO DE OSTEOBLASTOS E MENOR NUMERO DE
OSTEOCLASTOS

A movimentacdo dentaria ortodontica (OTM) induziu o aumento da contagem de
osteoblastos nos animais selvagens (WT) em comparagdo ao lado controle (Cont) (Figura 17A
e B). Os animais deficientes para a enzima PI3Ky (PI3Ky™") apresentaram maior nimero de
osteoblastos no lado sem a movimentagdo dentaria ortoddntica (Cont) quando comparados aos
WT (Figura 17A e B). Entretanto, a quantificagdo de osteoblastos realizada no osso alveolar no
lado de tensdo do ligamento periodontal da raiz disto-vestibular do lado experimental (OTM),
realizada através da analise histolégica, ndo apresentou significancia estatistica entre PI3Ky™" e

WT (Figura 17A e B).
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Figura 17 - (A) Animais WT sem movimentagdo ortodontica (Cont); Animais WT com movimentacio
ortoddntica (OTM); Animais PI3Ky” sem movimenta¢do ortodontica (Cont); Animais PI3Ky” com
movimentacao ortodontica (OTM). (B) Contagem do numero de osteoblastos no osso alveolar do lado
de tens@o do ligamento periodontal da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior. (r) superficie
radicular. (0) osso alveolar. Seta preta indicando osteoblasto. Seta branca indicando diregdo da aplicagdo
de forca. Coloragao tricomio de Masson, aumento objetiva de 40x. (n =5) *p < 0,05 diferenga estatistica
do WT. # p < 0,05 diferenca estatistica entre lado controle e experimental. Two-way ANOVA.

A movimentacdo dentdria ortodontica (OTM) induziu aumento da contagem de
osteoclastos nos animais WT e PI3Ky”" quando comparados ao lado controle (Cont) (Figura

18A e B). A contagem realizada através de histoquimica (TRAP) no lado de compressdo da raiz
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disto-vestibular do primeiro molar indicou menor nimero de osteoclastos nos animais PI3Ky™"

quando comparados aos animais WT no lado experimental com OTM (Figura 18A e B).
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Figura 18. (A) Animais WT sem movimentagao ortodontica (Cont); Animais WT com movimentagao
ortoddntica (OTM); Animais PI3Ky” sem movimenta¢do ortodontica (Cont); Animais PI3Ky” com
movimentacao ortodontica (OTM). (B) Contagem do nimero de osteoclastos no osso alveolar do lado
de compressao do ligamento periodontal da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior. As setas
apontam osteoclastos na lacuna de Howship TRAP", aumento de 40x. Seta preta indicando osteoclasto.
Seta branca indicando dire¢do da aplicacdo de forga. (n = 5) *p < 0,05 diferenca estatistica do WT. #p <
0,05 diferenga estatistica entre lado controle e experimental. Two-way ANOVA.

AUSENCIA DA ENZIMA PI3Ky INDUZIU AUMENTO DA EXPRESSAO DE
MARCADORES DE OSTEOBLASTOS E NAO ATIVACAO DE MARCADORES DA
OSTEOCLASTOGENESE E MARCADORES DE INFLAMACAO NA REMODELACAO
OSSEA MAXILAR

A avaliacdo por meio de RT-PCR revelou que a movimentacdo dentaria ortodontica
(OTM) nos animais WT aumentou os niveis de marcadores de osteoblastos, Runx2 e Alp, de
biomarcadores inflamatorios, 7Tnf-o e 1l-6, ¢ marcadores da osteoclastogénese, Rankl e
proporcao Rankl/Opg quando comparados ao grupo WT controle (Cont); ndo houve diferencga
estatistica nos genes Rank e Opg entre os grupos WT OTM e WT Cont (Figura 19A — H).

A auséncia da enzima PI3Ky (PI3Ky”") no lado sem movimentagio dentéria ortodontica
(Cont) induziu o aumento de marcadores de osteoblastos, Runx2 e Alp quando comparados aos
animais WT com o mesmo tratamento experimental (Figura 19A e B). Nao houve significancia
estatistica nos biomarcadores inflamatdrios e marcadores de osteoclastogénese entre os animais

PI3Ky”" Cont e WT Cont (Figura 19C — H).
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Corroborando com os achados histomorfométricos, a expressdo de Runx2 e Alp nos
animais do grupo PI3Ky”~ OTM foi similar aos valores encontrados para os animais WT OTM
e PI3Ky”" Cont (Figura 19A e B), demonstrando a deficiéncia da enzima PI3Ky proporciona
aumento da expressao dos marcadores de osteoblastos embora a indugdo da remodelagdo dssea
da maxila por meio de OTM ndo tenha gerado acréscimo destes niveis. Os niveis de //-6, Rankl
e a propor¢do Rankl/Opg foram mitigados na auséncia da enzima PI3Ky (PI3Ky” OTM) apds
inducgdo da remodelacao 6ssea quando comparados ao grupo WT OTM, nao havendo diferenca
estatistica entre os animais do grupo PI3Ky” Cont e PI3Ky”* OTM (Figura 19D, F ¢ H). Os

demais marcadores ndo apresentaram significancia estatistica.
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Figura 19 - (A — H) Express@o de marcadores de remodelaggo dssea da maxila de camundongos machos
C57BL/6 selvagens (WT), e camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™). (n = 5) *p < 0,05
diferenca estatistica entre WT e PI3Ky”" no mesmo modelo experimental. # p < 0,05 diferenga estatistica
entre lado controle e experimental (OTM). Two-way ANOVA.

ANIMAIS PI3Ky”- APRESENTAM MENOR EXPRESSAO DE PROTEINA p-AKT

Para avaliagdo das vias de sinalizagdo da PI3Ky na homeostase 0ssea maxilar, foi
avaliada a expressdo da proteina p-AKT. Sua expressdo estd relacionada a regulagdo de
atividades celulares tais como, motilidade do citoesqueleto, e sobrevivéncia celular. A auséncia
da enzima PI3Ky diminui expressdao da proteina p-AKT quando comparado ao grupo WT

(Figura 20).
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Figura 20 - Expressdo da proteina p-Akt na maxila de camundongos WT e PI3Ky™.

Efeito da PI3Ky na raiz dentaria na AUSENCIA ou PRESENCA de movimentag¢ao
dentaria ortodontica (OTM)

ANIMAIS PI3Ky”~ APRESENTARAM MAIOR VOLUME RADICULAR

Os animais PI3Ky”" apresentaram maior volume radicular quando comparados aos
animais WT representado pelos maiores valores de RV/TV e RMD na auséncia da
movimentagdo dentdria ortodontica (Figura 21 A e B), e aumento apenas de RV/TV na presenga
da for¢a mecanica (OTM) (Figura 22A e B). Nao houve significancia estatistica na RMD entre

os animais WT e PI3Ky”" apos indu¢io da movimentacio dentéria ortodontica (Figura 22A e

B).
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Figura 21 - Avaliagdo da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior dos animais do grupo WT e
PI3Ky”. (A) Imagem representativa em 3D do primeiro molar superior esquerdo. (B) Resultados da
analise de microCT da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior esquerdo. Parametros radiculares
avaliados: porcentagem de volume radicular/volume total (RV/TV; %), densidade mineral radicular
(RMD; g/cm™). (n = 5) *p < 0,05 diferenca estatistica do WT. Teste t de Student.
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Figura 22 - Avaliacdo da reabsor¢do radicular ap6s movimentagdo ortodontica. (A) Imagem
representativa em 3D do primeiro molar superior direito. (B) Resultados da analise de microCT da raiz
disto-vestibular do primeiro molar superior direito. Pardmetros radiculares avaliados: porcentagem de
volume radicular/volume total (BV/TV; %), densidade mineral radicular (RMD; g/cm™). (n = 5) *p <
0,05 diferenga estatistica do WT. #p < 0,05 diferenca estatistica do PI3Ky”". One-way ANOVA.

CONTAGEM DE ODONTOCLASTOS NA SUPERFICIE RADICULAR DOS ANIMAIS
PI3Ky”"

A movimentagdo dentaria ortodontica induziu o aumento do niumero de odontoclastos
nos animais do grupo WT na superficie radicular do lado de compressao da raiz disto-vestibular
do primeiro molar superior (Figura 23A e B). Embora os animais com auséncia da enzima
PI3Ky tenham demonstrado pequeno aumento dos odontoclastos, ndo houve significancia
estatistica na contagem entre os animais WT e PI3Ky”no lado controle (sem movimentagdo

dentaria ortodontica) e entre os animais PI3Ky” com e sem OTM (Figura 23A e B).
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Figura 23. (A) Animais WT sem movimentag@o ortodontica (Cont); Animais WT com movimentacao
ortoddntica (OTM); Animais PI3Ky” sem movimenta¢do ortodontica (Cont); Animais PI3Ky” com
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movimentacao ortodontica (OTM). (B) Contagem do nimero de odontoclastos na superficie radicular
da raiz disto-vestibular do primeiro molar superior do lado de compressao do ligamento periodontal. (r)
superficie radicular. (o) osso alveolar. Seta preta indicando odontoclasto. Seta branca indicando dire¢ao
da aplicagdo de forga. Aumento de 40x. (n=5) *p < 0,05 diferenca estatisticado WT. * p < 0,05 diferenca
estatistica entre lado controle e experimental. Two-way ANOVA.

Analise do efeito da PI3Ky no fémur de animais PI3Ky”- e PI3KyKP/KD

AUSENCIA OU PERDA DA ATIVIDADE DE PI3Ky AUMENTA QUALIDADE OSSEA
DO FEMUR

Os fémures foram analisados por motivos de comparacao de diferentes sitios 0sseos. A
andlise da metafise distal do fémur por microCT revelou que os animais PI3Ky”" apresentam
maior qualidade 6ssea que pode ser verificado pelo aumento de BMD, BV/TV, LS, Tb.Th, e
reducdo do SMI, quando comparados com os animais WT. Nao foram observadas significancia
estatistica nos parametros BV, Tb.N; Tb.Sp. Os animais com perda da atividade da enzima
PI3Ky (PI3KyXPDP) apresentaram maior BV/TV, BV, e menor SMI quando comparados aos
animais WT. Porém, apresentaram menor BMD quando comparados aos animais WT e PI3Ky"
", Além disso, apresentaram maior 1.S, e maior Tb.Th quando comparados aos animais WT e

PI3Ky”" (Figura 24A e B).
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Figura 24. Morfologia do trabeculado 6sseo da extremidade distal do fémur de camundongos machos
C57BL/6 selvagens (WT), camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky™), e camundongos
machos com perda da atividade da PI3Ky (PI3Ky*P®P). (A) Imagens representativas de fémur dos
camundongos WT, PI3Ky™, PI3KyKPKDP_(B) Resultados da anélise de microCT do fémur. Pardmetros
Osseos avaliados: densidade mineral 6ssea (BMD; g/cm™), porcentagem de volume dsseo/volume total
(BV/TV; %), volume 6sseo (BV; um*x10®), indice de modelo estrutural (SMI), espessura das trabéculas
(Tb.Th; um), nimero de trabéculas (Tb.N; um™"), separacdo das trabéculas (Tb.Sp; um), e superficie de
interse¢do (I.S; um?x10°). Setas indicam regido analisada. (n = 5) *p < 0,05 diferenca estatistica do WT.

#p < 0,05 diferenga estatistica do PI3Ky™". One-way ANOVA.

Esses dados em conjunto sugerem fendtipo 6sseo com aumento da microarquitetura
6ssea nos fémures tanto dos animais ausentes para PI3Ky (PI3Ky™") quanto os animais com

perda da atividade da enzima PI3Ky (PI3KyXP/KD),
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Avaliacio do efeito da deficiéncia da enzima PI3Ky na diferenciacio celular de

osteoblastos e osteoclastos in vitro

ANIMAIS PI3Ky” APRESENTAM MAIOR DEPOSITO DE NODULOS DE
MINERALIZACAO IN VITRO

A cultura de osteoblastos a partir da diferenciacdo de células da medula 6ssea dos
animais ausentes para PI3Ky apresentaram maior area de deposi¢do mineral coradas por
vermelho de alizarina quando comparados aos animais WT, apresentando maiores valores de

densidade optica e porcentagem (Figura 25A e B).
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Figure 25 - Auséncia de PI3Ky aumenta a formacao de depdsitos de nédulos de mineralizagdo em
cultura de osteoblastos. (A) Areas de mineralizagio por osteoblastos diferenciados de células da medula
ossea de camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT) e camundongos machos deficientes para
PI3Ky (PI3Ky™). (B) Quantificagdo das areas de mineralizagdo expressas em densidade optica e
porcentagem. *p < 0,05. Teste t de Student.

ANIMALIS PI3Ky”* APRESENTAM MENOR NUMERO DE OSTEOCLASTOS IN VITRO
A contagem de células multinucleadas TRAP" demonstrou menor nimero de
osteoclastos diferenciados na cultura de células da medula 6ssea dos animais PI3Ky”" quando

comparados ao grupo WT (Figura 26A e B).
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Figura 26 - Auséncia de PI3Ky reduz a diferenciacdo de osteoclastos in vitro. (A) Osteoclastos
diferenciados de células da medula déssea de camundongos machos C57BL/6 selvagens (WT) e
camundongos machos deficientes para PI3Ky (PI3Ky”). (B) Contagem de células TRAP'. *p < 0,05.
Teste t de Student.
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7 DISCUSSAO

As importantes acdes resultantes da atividade da PI3K para o controle de respostas
celulares como proliferacao celular, motilidade do citoesqueleto, metabolismo, crescimento,
sobrevivéncia, e diferenciacdo celular estimulou pesquisas em diversas areas da saude na
solucdo de doencas como osteoporose (CUI et al., 2020), gota (GALVAO et al., 2019;
TAVARES et al., 2019) e doengas inflamatdrias (LIMA et al., 2019). O presente estudo foi o
primeiro a demonstrar que a PI3Ky exerce importante papel na remodelacao dssea maxilar
induzida por for¢a mecanica. A auséncia da enzima PI3Ky e a perda da sua atividade cinase
aumentou a microarquitetura 6ssea maxilar. Os animais ausentes para a enzima PI3Ky
demonstraram diminui¢ao da remodelagdo 6ssea induzida por carga mecanica no osso alveolar
e maxilar com menor movimentacao dentéria ortodontica (OTM)e reducdo da abertura da sutura
palatina mediana (ERM). Esses achados foram relacionados com maior diferenciagdo de
osteoblastos por meio do aumento da expressdo de Runx2 e Alp, e redu¢do no numero de
osteoclastos pela mitigacdo da resposta inflamatéria via redugdo de /-6 e a falta de
responsividade dos animais ausentes de PI3Ky aos marcadores da osteclastogénese, estando a
via de sinalizagdo da p-Akt envolvida neste processo de sinalizagdo. Além dos efeitos 0sseos
na maxila, a falta da enzima PI3Ky causou efeito em outras estruturas como maior volume
radicular associado a falta de atividade clastica e aumento da estrutura trabecular do fémur com
aumento da diferencia¢do dos osteoblastos e reducao da contagem dos osteoclastos in vitro.

O desenvolvimento de camundongos com dele¢do de diferentes isoformas da enzima
PI3K tem sido importante para melhor defini¢do das fungdes especificas de cada isoforma nos
tecidos e células (FRUMAN et al., 2017). Nesse estudo foram utilizados camundongos PI3Ky
" e PI3KyXPD animais ausentes para a enzima e animais com perda da atividade cinase,
respectivamente (HIRSCH et al., 2000; PATRUCCO et al., 2004). Esses animais apresentam
comprometimento no recrutamento de células inflamatorias como neutréfilos e macrofagos,
uma vez que a PI3K IB ¢ expressa marjoritariamente em células de origem hematopoiéticas e
atua na remodelacdo do citoesqueleto e mobilidade leucocitaria (HIRSCH et al., 2000;
PATRUCCO et al., 2004). A falta de PI3Ky foi associada a diminui¢do da reabsor¢do 6ssea no
fémur (KANG et al., 2010) por meio da supressdo da osteoclastogénese através da inibicao da
via de sinalizacdo PI3K/AKT (CUI et al., 2020). Entretanto ndo ha relato na literatura sobre os
efeitos da enzima PI3Ky sobre os ossos maxilares, sendo portanto o objetivo de nosso estudo.

O efeito da PI3Ky no osso maxilar na auséncia da remodelacdo dssea induzida foi
avaliado por microCT, através da andlise da microarquitetura 6ssea da regido de furca do

primeiro molar superior, crista 6ssea alveolar e osso palatino nos animais PI3Ky”" e PI3KyXP/KP,
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Nossos resultados revelam que os animais com auséncia ou perda da atividade da enzima
apresentam aumento da arquitetura dssea. Nao ha relatos na literatura sobre o fendtipo do osso
maxilar na auséncia da PI3Ky no processo de remodelacao dssea fisioldgica. Entretanto, a via
de sinalizagdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) participa do desenvolvimento e
manuten¢do do esqueleto resultando na ativagdo de diversas cascastas de sinalizagdo
intracelular (FANTAUZZO; SORIANO, 2014; KLINGHOFFER et al., 2002; WANG et al.,
2020). Estudos prévios em camundongos transgénicos onde a PI3K nao era capaz de se ligar ao
PDGFRa (receptor A do fator de crescimento derivado de plaquetas) (animais Pdgfra3</Pi3K)
resultaram em defeitos craniofaciais severos nos embrides resultando na auséncia de fusdo dos
processos maxilares e fissuras palatinas (FANTAUZZO; SORIANO, 2014; KLINGHOFFER
et al., 2002). Adicionalmente, animais deficientes para o receptor de neutrofina (p75NTR)
demonstraram redug¢do da massa Ossea alveolar da maxila por meio do aumento da via de
sinalizacdo da PI3K/Via Akt/B-catenina (WANG et al., 2020). Estes achados indicam o
importante papel da via de sinalizagdao da PI3K na homeostase 6ssea maxilar.

A remodelagdo d6ssea maxilar induzida por meio da instalacdo de mola ortodontica
(TADDEI et al., 2012) e disjuntor maxilar (GUERRERO et al., 2020) desencadeia um processo
inflamatorio agudo asséptico, no qual moléculas inflamatorias sdo liberadas no ambiente 6sseo
causando ativacdo e recrutamento de células. A indu¢do da remodelacdo Ossea
intramembranosa através da aplicagcdo forca ortodontica (OTM) e endocondral por meio de
forga ortopédica (ERM) foi avaliada por microCT em nosso estudo. Os dados revelaram menor
movimentagdo dentdria ortodontica nos ossos maxilares assim como redu¢do da expansdo da
sutura palatina mediana nos animais PI3Ky”"."Corroborando com nossos resultados, Watabe et
al., (2011) verificaram a importancia da via PI3K/Akt para o aumento da expressdo de
marcadores de remodelacdo Ossea em osteoblastos mandibulares (osso com formagado
intramembranosa) de camundongos apos indu¢do mecanica por meio de mecanotransdugao
induzida por ultrassom pulsado de baixa intensidade terapéutica (LIPUS). Estudos em humanos
mostraram grande variablidade da expressao de PI3K e Akt no ligamento periodontal durante
a ativacao de for¢a ortodontica, sugerindo que a via PI3K/Akt juntamente com mTOR/P70S6
K esta envolvida na movimentagdo dentaria ortodontica e desempenha um papel no processo
de remodelagao do periodonto (XU et al., 2017). Em adi¢do, estudos avaliaram que a via PI3K
regula o crescimento do osso endocondral por meio de controle da diferenciagdo hipertrofica
de condrocitos (DENG et al., 2014; ULICI et al., 2008).

Na auséncia de PI3Ky, o osso maxilar que ndo foi submetido a forca mecanica

apresentou na analise histologica maior contagem de osteoblastos. No entanto, embora Kang et
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al., (2010) ndo tenham encontraram diferencas na contagem dessas células na auséncia de
inducdo mecanica da remodelagio 6ssea no fémur de camundongos PI3Ky™", estudos in vitro
demonstraram que a inibi¢ao da via PI3K apresenta-se como potente inibidor da diferenciagao
dos osteoblastos (FUJITA et al., 2004; GUNTUR; ROSEN, 2011, 2011; KE et al., 2016; LI et
al., 2020; MCGONNELL et al., 2012; XI et al., 2015), resultados que se opdem a nossos
achados. Os estudos supracitados foram realizados em sua grande maioria em cultura de células
precursoras de osteoblastos MC3T3 derivadas de Mus musculus calvaria (DANCIU et al.,
2003; FUJITA et al., 2004) células pluripotentes C3H10T1/2 (MUKHERJEE; ROTWEIN,
2009) ou células de medula Ossea, entretanto de animais ovariectomizados (CUI et al., 2020;
KE et al., 2016; LI et al., 2020) diferentemente de nosso trabalho onde as analises dos
osteoblastos foram realizadas nos ossos maxilares de animais PI3Ky™".

Por meio da histologia também foi possivel observar menor contagem de osteoclastos
na maxila de animais PI3Ky”" tanto no lado onde houve a indu¢o da remodelacio 6ssea (OTM),
quanto no lado onde nio houve indugdo da remodelacdo d6ssea (Cont). Corroborando com
nossos achados, Kang et al., 2010 observaram menor nimero de osteoclastos na analise
histologica da tibia de animais PI3Ky”" na auséncia da indugdo de remodelagio dssea.

Nossos achados demonstraram que a auséncia de PI3Ky induziu o aumento da expressao
de marcadores de osteoblastos, mitigou a expressao do marcador inflamatério //-6 e induziu
falta de responsividade aos marcadores da osteoclastogénese, independentemente de 7nf-o.
Watabe et al., (2011) afirmam que apds aplicacdo de estimulo mecanico LIPUS nos
osteoblastos da mandibula de camundongos, os marcadores de osteoblastos como Runx2 e Alp,
apresentam-se aumentados. Estes achados corroboram com nossos resultados uma vez que
ambos genes apresentaram-se aumentados em animais PI3Ky”" e permanecendo com alta

expressao apos indugdo de OTM.

Watabe et al., (2011) afirmaram através de estudo in vitro que apos estimulagao
mecanica, a razdo Rankl/Opg apresenta-se aumentada indicando dessa forma osteoclastogénese
local e aumento da remodelacio 6ssea. Nossos achados revelam que nos animais PI3Ky”tanto
a expressao do gene Rankl como a relagdo Rankl/Opg ndo foram alteradas com ou sem o
estimulo mecanico para a remodelacao dssea, indicando menor reatividade a diferenciacao de
osteoclastos na maxila nestes animais. Em consonédncia com nossos achados, outros estudos
confirmaram a participacao da PI3K na no processo de diferenciagdo, atividade e sobrevivéncia
dos osteoclastos in vivo (KANG et al., 2010) e in vitro (CUI et al., 2020; GOLDEN; INSOGNA,
2004; LEE et al., 2002).
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Hirsch et al., (2000) relatam que os animais PI3Ky”" apresentam deficiéncia no recrutamento
de células inflamatdrias que, consequentemente, sdo responsaveis pela expressao de moléculas
pro-inflamatérias como IL-6 € TNF-a, e sdo liberadas apos a aplicagdo de forga sobre o tecido
o0sseo (MACARI et al., 2018a, 2018b). A reducdo da expressao dessas moléculas regulam
negativamente a expressdo de RANKL, gerando uma menor diferenciacdo e ativagdo de
osteoclastos, € como consequéncia diminui a remodelacdo Ossea. Embora nossos dados
demonstrem que a homeostase 6ssea dos animais deficientes de PI3Ky seja independente de
TNF-0, a analise de expressdao génica indicou mitigacdo da expressdo da citocina pro-
inflamatoria //-6 e do gene osteoclastogénico Rankl.

A expressdo da proteina p-Akt nos ossos maxilares foi verificada por Western Blot. Sua
expressdo esta relacionada a regulacdo de atividades celulares tais como, motilidade do
citoesqueleto, e sobrevivéncia celular. A auséncia da enzima PI3Ky diminuiu expressao da
proteina p-Akt, corroborando com achados ja descritos na literatura (ANDREWS; STEPHENS;
HAWKINS, 2007; CUI et al., 2020; DENG et al., 2014; WANG et al., 2020).

A reabsorcao radicular patologica que ocorre ap6s aplicagdo de for¢ga em um elemento
dentario, ¢ semelhante ao que acontece na reabsor¢ao 6ssea induzida, sendo um efeito colateral
da movimentagao dentaria ortodontica (SASAKI, 2003). Nossa analise da estrutura radicular
revelou que na auséncia de movimentacio ortoddntica, os animais PI3Ky”" apresentaram maior
volume e densidade radicular, ¢ mesmo apds a inducdo da movimentagdo ortoddontica
continuaram apresentando maior volume radicular. Corroborando com os achados de microCT,
embora tenha havido tendéncia de maior nlimero de odontoclastos nos animais deficientes para
PI3Ky no lado controle, esta nao foi estatisticamente significativa quando comparados aos
animais selvagens. Diferentemente dos animais WT, ndo houve aumento destas células apos
inducdo de OTM nos animais PI3Ky™". Esses dados sugerem um papel protetor da auséncia de
PI3KYy na reabsor¢ao radicular, que pode estar relacionada com a mitigagdo da expressao de /L-
6 e falta de responsividade ao Rankl/ dos ossos maxilares.

Com o intuito de comparar a remodelacdo Ossea fisiologica em diferentes sitios, os
fémures dos camundongos PI3Ky™ e PI3KyXP’XD foram analisados por microCT. O fenétipo
0sseo do fémur destes animais apresentou padrdo semelhante ao osso maxilar demonstrado
pelos parametros BMD, BV/TV, BV, 1.S, e Tb.Th, em corroboragdao com Kang et al., 2010.

Estudos realizados por Mukherjee; Rotwein, (2009); Osyczka; Leboy, (2005) e Gamez
et al., (2016), relataram que as PI3Ks da subclasse IA exercem papéis importantes na
proliferacdo, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoblastos através da ativacdo de receptores

tirosina cinase. Aqui demonstramos que a cultura de osteoblastos a partir da diferenciacao de
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c¢lulas da medula 6ssea dos animais ausentes para PI3Ky apresentaram maior area de deposi¢ao
mineral. Considerando que essa classe de enzima ¢é expressa em células de origem
hematopoiética, e os osteoblastos sdo originados a partir da diferenciacdo de células
mesenquimais, 0os mecanismos envolvidos nessa maior deposi¢cdo de minerais precisam ser
elucidados. Greenfield et al., (2011) , levantaram a hipotese de que pode haver mecanismos de
compensag¢do das outras isoformas de PI3K frente a auséncia de PI3Ky. Ao contrario de nossos
achados, estudos demonstraram que inibidores de PI3K preveniram a formagao de osteoblastos
em cultura de células (MUKHERIJEE; ROTWEIN, 2009). Nosso resultado difere do estudo
supracitado pois utilizaram células imortalizadas C3H10T1/2 tratadas com inibidores nao
seletivos de PI3Ky enquanto utilizamos células da medula 6ssea de animais PI3Ky” Ao
contrario dos nossos achados, Kang et al., 2010 nao observaram diferenca significativa na area
de mineralizagdo da cultura de osteoblastos dos animais PI3Ky”", porém os autores nio
relataram apods quantos dias de cultivo celular a matriz mineralizada foi analisada.

Estudos de Shugg et al., (2013) mostraram através de ensaios de reabsor¢do que os
osteoclastos tratados com inibidor seletivo da PI3Ky (AS-252424) ndo causaram uma reducao
significativa na area total reabsorvida, bem como no numero de fossas e na profundidade das
mesmas. Nossos resultados demonstram menor nimero de osteoclastos diferenciados na cultura
dos animais PI3Ky”", porém ndo foram realizadas anélises da atividade dessas células como no
estudo supracitado. Resultados semelhantes ao nosso estudo foram relatados por Cui et al.,

(2020); Kang et al., (2010); Lee et al., (2002).

8 CONCLUSAO

A auséncia da PI3Ky demonstrou importante papel na homeostase das estruturas
maxilares proporcionando aumento da microarquitetura dos ossos maxilares, osso do palato e
aumento da densidade mineral radicular com ou sem indugao de estimulo mecanico. A falta da
PI3Ky modulou tanto a osteoblastogénese como a osteoclastogénse nos ossos maxilares,
acompanhado pelo aumento da expressao de genes indutores da formagdo 6ssea, como Runx2
e Alp na auséncia de inducdo da remodelagdo 0ssea, e diminui¢do do gene pro-inflamatorio, //-

6, assim como falta de responsividade a genes indutores da reabsor¢do 0ssea via Rankl.
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