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RESUMO

7

A correcdo da ma oclusdo dentaria na ortodontia é realizada pela utilizacdo de
aparelhos e mecanismos através dos quais grandes quantidades de forca serdo
exercidas no osso alveolar e no ligamento periodontal. Os mini-implantes (MI) sdo
considerados aparelhos de ancoragem aprimorados por permitirem a aplicacéo de
forca mais intensa do que os elasticos convencionais. Durante a aplicacédo de forca
ocorre a ativacdo de diversas vias moleculares importantes envolvidas no
recrutamento de osteoclastos e osteoblastos. E essas vias podem ser moduladas pelo
tipo de superficie do implante e pelos microRNAs, pequenos RNAs nédo- codificantes,
como miR-34a.

Objetivos: O objetivo deste presente trabalho foi avaliar a expressao de miR-34a em
amostras 0sseas de coelhos que receberam Ml de titanio com diferentes superficies
e na auséncia/presenca de carga.

Material e métodos: Neste presente estudo foram utilizados seis coelhos. Cada
animal recebeu quatro Ml ortodénticos: 2 Ml do tipo porous inseridos na tibia direita e
2 MI do tipo convencional na tibia esquerda. Os MI proximais instalados em cada
perna foram submetidos a forca de 1N através de mola fechada de niquel titanio,
engquanto os MI mais distais permaneceram sem carregamento. Apés 14 dias, os Ml
foram extraidos juntamente com 0 0sso subjacente, além de uma amostra de 0sso
controle. O miR-34a foi avaliado nessas amostras por PCR em tempo real.
Resultados: As amostras que receberam o MI porous sem carga apresentaram um
aumento significativo de expresséo de miR-34a em comparacgao ao grupo controle (p=
0,002). Ja em comparacao a esse grupo, as amostras que receberam o Ml do tipo
porous com carga apresentou uma menor expressao. Entretanto, apesar de reduzida,
houve um aumento da expressdo de miR-34a nesses MIs comparados ao grupo
controle (p= 0,064). As outras condicbes (Ml convencionais) ndo apresentaram
diferencas significativas na expressdo de miR-34a quando comparada ao grupo
controle, nem aos outros grupos.

Concluséo: Os dados obtidos nesse estudo sugerem que o Ml tipo porous sem carga
possivelmente favorecer o aumento da expressao de miR-34a e que movimentacao
ortoddntica parece reduzir a expressao de miR-34a nesse tipo de implante, pela
ativacdo de alguma molécula inibidora deste miRNA durante esse processo. No
entanto, para esclarecer a real funcao biologica de miR-34a nesse tipo de MI seréo
necessarios experimentos adicionais.

Palavras-chave: mini-implante; miR-34a; movimentag&o ortodontica.



ABSTRACT

The correction of dental malocclusion in orthodontics is carried out by the use of
devices and mechanisms through which large amounts of force will be exerted on the
alveolar bone and periodontal ligament. Mini-implants (M) are considered improved
anchorage devices because they allow the application of more intense force than
conventional elastics. During the application of force, several important molecular
pathways involved in the recruitment of osteoclasts and osteoblasts are activated. And
these pathways can be modulated by the type of surface of the implant and by
microRNAs, small non-coding RNAs, such as miR-34a.

Objectives: The objective of this present work was to evaluate the expression of miR-
34a in bone samples from rabbits that received titanium IM with different surfaces and
in the absence/presence of load.

Material and methods: In this present study, six male New Zealand rabbits
(Oryctolagus cuniculus) weighing approximately 3Kg were used. Each animal received
four orthodontic Mls: 2 MlIs of the porous type inserted in the right tibia and 2 Mis of
the conventional type in the left tibia. The proximal Ml installed on each leg were
subjected to a force of 1N through a closed nickel-titanium spring, while the more distal
MI remained unloaded. After 14 days, the MI were extracted along with the underlying
bone, in addition to a control bone sample. miR-34a was evaluated in these samples
by real-time PCR.

Results: Samples that received porous MI without load showed a significant increase
in miR-34a expression compared to the control group (p=0.002). Compared to this
group, the samples that received the Ml of the porous type with load showed a lower
expression. However, despite being reduced, there was a tendency towards an
increase in miR-34a expression in these Mls compared to the control group (p = 0.064).
The other conditions (conventional IM) did not show significant differences in miR-34a
expression compared to the control group or the other groups.

Conclusion: The data obtained in this study seem to suggest that the unloaded porous
MI possibly seems to favor the increase of miR-34a expression. Orthodontic movement
seems to reduce the expression of miR-34a in this type of implant, perhaps due to the
activation of some molecule that inhibits this miRNA during this process. However, to
clarify the real biological role of miR-34a in this type of IM, additional experiments will
be needed.

Keywords: mini-implant; miR-34a; orthodontic movement.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A odontologia possui na ortodontia uma especialidade destinada a utilizagéo
de aparelhos e mecanismos de acdo para correcao de ma oclusdo dentaria através
das quantidades de forca exercida no osso alveolar pelo ligamento. Essa forca
ortodontica é qualificada de acordo com sua magnitude, direcdo e duracdo. Quando
utilizada de forma correta podem ocasionar movimentacdo dentaria de inclinacéo,
rotacdo, extrusdo, intrusdo e torque. Entretanto, qualquer resultado ortodéntico
necessita de resposta bioldgica tecidual que circunda o dente submetido a essas
forcas externas (KRISHNAM et al., 2017, FERNANDES, 2009).

Para a ortodontia a necessidade da precisdo do movimento dentéario induzido
para resultado satisfatério do tratamento ortodéntico proposto carece da capacidade
assertiva de um mecanismo de resisténcia capaz de controlar e/ou regular o
movimento dentario. Um dos mecanismos ortodonticos utilizados é a ancoragem; sua
funcdo esta relacionada ao mecanismo de a¢do e reacdo, em que para toda acao é
gerada uma resposta, reacao, de igual intensidade, porém de direcdo oposta (OTANO,
2014).

Na movimentagdo dentaria induzida é necessario o acompanhamento e
conhecimento de toda estrutura dentéria, do alvéolo dentério, que acomoda a raiz do
dente, da articulacdo (gonfose) onde ocorrem os dois estimulos mecanicos
simultaneamente de tensdo e compressao do ligamento periodontal (KANZAKI et al.,
2019). Durante a movimentacao ortoddntica, atencéo deve ser dada na escolha do
tipo de mini-implante utilizado durante a ancoragem. O tamanho, a superficie dos
implantes/mini-implantes e o seu design sédo fatores de grande relevancia para o

sucesso da mecanica osso-implante (ZWEERS et al., 2015; AKCA et al., 2003; XIE et



al.,, 2017; SCARANO et al., 2017; LEE et al., 2016). As modificacbes nas estruturas
dos implantes como exposi¢cdo a acidos, jateamento convencional e utilizacdo de
pasta de fosfato de célcio sdo tipos de tratamento dados a essas estruturas para
melhorar a osseointegracao do titanio (HARTJEN etal., 2018; ITO et al., 2018; ZHANG
et al., 2017; YAGI et al., 2017; CAMPANELLI et al., 2019; JAGGESSAR et al., 2018;
SU et al., 2018; CHENG et al., 2018., YADAV et al., 2017).

Nesse complexo sistema implante/osso diversas vias moleculares atuam por
meio da ativagao/inativagdo de importantes marcadores moleculares que estédo
envolvidos no recrutamento de osteoclastos e osteoblastos através do principio de
mecanotransdugéo celular (SOKO et al., 2014; NETTELHOFF, 2016). Dentre essas
vias, destaca-se uma via fundamental para o processo de reabsor¢do 6ssea mediada
pelo emprego da forca ortodéntica. Esta via esta envolvida na formacéo e regulacao
dos osteoclastos por meio da ativacdo de um fator de transcricdo chamado de Fator
Nuclear Kappa B (RANK), o seu ligante (RANKL) e a Osteoprotegerina (OPG)
(KANZAKI et al., 2019; OSHIRO et al., 2002).

Neste cenario, o0s mecanismos reguladores de expressdo génica possuem
uma participacao de destaque no processo de reabsorcéo radicular e na velocidade
da reabsorcdo 6ssea (MASSARELLI, 2011). Como exemplo destes, os mecanismos
epigenéticos participam da regulacédo da homeostase 6ssea. A epigenética é uma area
voltada para o estudo de mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao génica
(ESTELLER, 2008). Dentre os mecanismos epigenéticos, destacam-se 0s microRNAs
(miRNAS), que sdo moléculas pequenas de RNA que ndo codificam proteinas, mas
gue possuem como principal caracteristica/funcdo a regulacdo pGs- transcricional
(MOHR; MOTT, 2015).

Os miRNAs fazem parte do grupo de RNAs néo codificantes que séo

altamente conservados e que exercem uma grande variedade de processos



fisiologicos (SLABAKOVA et al., 2017). O miR-34a faz parte de uma familia composta
por trés membros (miR-34a/b/c) e é codificado no segundo exon de um gene
localizado no cromossomo 1p36.22 enquanto os demais compartiiham um gene
hospedeiro comum localizado no cromossomo 11g23.1 sendo que miR-34a é
expresso na maioria dos tecidos em niveis mais altos comparado a miR-34b/c
(ROKAVEC et al., 2014).

Os miRNAs possuem funcao regulatéria quando se pareiam com seus RNAs
mensageiros (MRNAS) alvos, regulando a expressao génica por clivagem do mRNA
guando o grau de complementaridade for proximo de 100% por meio da via dos RNAs
de interferéncia (SIRNA) e/ou induzindo a repressdo da traducdo quando a
complementaridade for imperfeita. Um mesmo miRNA pode regular diferentes mRNAs
(RNAs mensageiros) e um mRNA podem ser regulados por diferentes miRNAs, uma
vez que a complementaridade das fitas de mRNA alvo e do miRNA néo é total na
maior parte das células eucariontes (NAVEED et al., 2017; LEWIS et al., 2005).

Tendo em vista que os miRNAs participam de uma grande variedade de
processos fisiologicos (proliferacdo celular, osteoclastogénese, osteogénese,
apoptose e inflamacéo) e que a identificacdo dos mecanismos nos quais estas
moléculas estdo envolvidas podem contribuir para um tratamento ortodéntico mais
seguro, preciso e personalizado (CHEN & ZHANG, 2023). Assim, este trabalho teve
por intuito avaliar a expressao da expressao de miR-34a em amostras de tibia de
coelho que receberam mini-implantes ortodonticos de diferentes superficies na

auséncia/presenca de carga.



1.1 Movimentacédo dentaria - Forca ortodontica

O movimento dentario ortodbntico ocorre através de estimulo mecéanico
originario de uma remodelacdo do osso alveolar e do ligamento periodontal. A
remodelacdo dssea acontece atraveés do processo de reabsor¢cdo 6ssea no local de
presséo e a formacao 6ssea no local de tensao (DAVIDOVITCH Z, 1991). No entanto,
0 mecanismo de movimentacao ortodéntica é controlado pelas respostas bioldgicas
do ligamento periodontal e pelo tamanho da forca aplicada que sao responsaveis por

gerarem alteracdes ao redor do ligamento periodontal, isso ocorre devido a alteracéo

no fluxo sanguineo ocasionar a secrecao de diferentes mediadores inflamatorios,
como citocinas, neurotransmissores, fatores de crescimento, fatores estimuladores de
colénias e metabdlitos do acido araquidbnico (KRISHNAM & DAVIDOVITCH, 2006).

A movimentacao dentaria foi denominada inicialmente de movimento “dente”
induzido. Porém, em determinadas situagdes, o tratamento ortodéntico pode realizar
a movimentacdo dento-6ssea induzida de forma convencional pela utilizacdo de
braquetes, fios e elasticos; ou pela utilizacdo de mini-implantes e mini-placas,
chamado de ancoragem aumentada (CONSOLARO et al., 2022). Em ambos os tipos
de tratamento, convencional e ancoragem aumentada, os fendmenos moleculares,
celulares e teciduais sdo os mesmos, incluindo duracédo, intensidade de cada
mecanismo e forca. O que diferencia a ancoragem aumentada de um tratamento
convencional € a sua capacidade de sincronicidade nos mais variados pontos dos
dentes e 0ssos, ou seja, ocorrem fendmenos em Vvarios locais ao mesmo tempo
(CONSOLARQO et al., 2022).

O movimento ortodontico ocorre inicialmente da mesma maneira que 0
movimento natural (fisiologico) do sistema dentario, porém, como a for¢ca exercida
pelos mecanismos ortodonticos sao continuas, o fluido intersticial que antes exercia
resisténcia hidraulica no movimento dentario passa a drenar para os tecidos vizinhos

4



gerando assim uma pausa da pressdo hidraulica que exerce 0 movimento
(FERREIRA, 1997). Alguns efeitos desse movimento podem ser analisados
precocemente, afetando células do osso alveolar, ligamento periodontal, matriz
extracelular, osteoclastos, osteoblastos e granulocitos. Outras alteragdes incluem a
liberacdo e sintese de fatores de crescimento, citocinas e fatores quimiotaticos
(SPADARI et al., 2017). Os RNAs néao codificantes (ncRNAs) também participam no

processo de movimentacao ortodéntica dentaria desde as fases iniciais (fases

mecanossensorial e mecanotransducao) até as fases de catabolismo e anabolismo)

(CHEN & ZHANG, 2023) (Figura 1):
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Figura 1: Representacdo esquematica da regulacdo de RNAs ndo-codificantes
(ncRNAs) no remodelamento do periodonto durante a movimentacdo ortodontica
dentéria. O tecido periodontal esta localizado entre o cemento e 0 osso alveolar, € um tecido
conjuntivo fibroso que contém neurovascularidade e uma variedade de células. A - Os ncRNAs
contribuem para a sensibilidade e para a mecanotransducao de forgcas mecanicas aos ostedcitos e
células do ligamento periodontal (PDLCs); B- Na fase catabdlica os ncRNas estdo envolvidos na
reabsorcdo 6ssea mediada por osteoclastos e degradacdo do periodonto por PDLCs; C- Na fase
anabdlica subsequente, os ncRNAs regulam a expressdo de osteablastos e a sintese de fibras do
ligamento periodontal; e D- ncRNAs séo responsaveis por coordenar a delicada comunicagéo via
citocinas ou contato celular. Legenda: MEC: Matriz extracelular; Fonte: Chen & Zhang (2023) adaptada



Em relag&o aos tipos de movimentos dentarios, estes podem ser classificados
como: i) Inclinacéo — forca exercida sobre o corpo dentario que gera um deslocamento
da raiz para o lado oposto a forca aplicada; ii) - Translacdo — forca distribuida
uniformemente ao longo da superficie radicular; iii) Rotacdo — 0 elemento dentério gira
sobre o0 seu longo eixo sob acdo de um binario; iv) Verticalizacao - a coroa do elemento
dentario permanece estatico enquanto a apice se desloca; v) Torque — a raiz dentaria
se desloca enquanto a coroa mantém-se fixa. Podendo ser torque anterior e torque

posterior; vi) Extrusdo — movimento no sentido da erupcéo dentaria; e vii) Intruséo -

movimento em que o dente € intruido. A for¢a € concentrada em uma pequena area
do apice, logo essa forca devera ser leve para exercer uma pressao adequada no
ligamento periodontal durante este movimento (KRISHNAM et al.,, 2017,
FERNANDES,2009).

Uma ressalva realizada por ortodontistas esta relacionada aos aparelhos de
ancoragem aprimorados, mini-implantes, usarem forca mais pesada do que o0s
tratamentos convencionais como 0s elasticos interdentais. A carga aplicada é maior
gue a carga convencional, porém ¢ distribuida ao longo dos dentes e osso, sendo
reduzido ao atingir os tecidos (CONSOLARO, 2014). Por isso, na utilizacdo de mini-
implantes e mini-placas ocorre reabsor¢cao dentdria menos intensa e em menor
frequéncia que as observadas nos tratamentos convencionais (CONSOLARO &

FURQUIM,2011; CONSOLARO, 2012; 2014;).

1.2 A ancoragem na ortodontia

Em meados da década de 1960, o estudo de Branemark sobre microcirculacao
sanguinea em tibias de coelho, utilizando como material de apoio uma camara de
titdnio, possibilitou a descoberta da integracdo do material metalico ao 0sso sem que

ocorresse qualquer tipo de rejeicdo (Branemark, 1964). Apds essa evidéncia foi



desenvolvida uma técnica que aplicava cilindros metalicos de niquel titanio para
utilizacdo em tibias de coelhos e caes, apdés um periodo. Esta técnica foi aprimorada
e tornou-se a responsavel pela utilizacdo de préteses fixas em regido maxilar e
mandibular em seres humanos. Essa descoberta recebeu 0 nome de osseointegracéo
e estad sendo aplicada pela odontologia mundial desde entdo. A osseointegracao
descrita por Branemark et al. viabilizou a oportunidade do manuseio de implantes
osseointegrados no procedimento de ancoragem por dentistas ortodontistas

(BRANEMARK et al., 1983). A osseointegracio (unido estavel e funcional, entre o

0ss0 e uma superficie de titdnio) € dependente de um sistema de adesao entre células
tronco mesenquimais (MSCs) e um coagulo de sangue de fibrina e da populacéo da
superficie do implante, formando como resultado ostedide e sua subsequente
mineralizacdo (JAFFIN, BERMAN,1991; BAIN, 1996).

Roberts et al. (1984) avaliaram a presenca de implantes de titanio no fémur de
coelhos com idade entre trés e seis meses. Apds um periodo de um més e meio a trés
meses de cicatrizacao, foi utilizado por quatro a oito semanas uma mola de aco entre
implantes com uma for¢a de 100 gramas. Os resultados expuseram a estabilidade do
mecanismo de implantes durante aplicacdo de forca, determinando a aplicabilidade
desta técnica como forma de ancoragem ortoddntica. Posteriormente, Block e
Hoffman (1995) relataram um novo sistema de ancoragem, constituido por um disco
texturizado e coberto por hidroxiapatita de um lado, com encaixe interno do outro, que
foi denominado onplants. Esse mecanismo foi inserido no palato e apds a
osseointegracao foi conectado aos dentes como dispositivo de ancoragem. Esse
estudo obteve como resultado a movimentacdo unilateral de dentes em direcao aos
onplants instalados em cées.

Um estudo realizado por Bousquet et al. (1996) consolidou a utilizacdo de um

pino de liga de titanio com 0,7 mm de diametro por 6 mm de comprimento, esta



utilizacdo estabeleceu com éxito um primeiro molar permanente durante a fase de
inclusdo. Uma pesquisa realizada por Favero et al. (2002) no ano de 1970 e 2000
verificou uma revisdo ordenada de implantes. O estudo mencionou o formato de mini-
implantes, biomecanica, cicatrizacdo, tempo de ativacdo, material, tamanho, cirurgias,
apresentacao invasiva como microscopia de fluorescéncia e ndo invasivos como

estabilidade e auséncia de inflamagéo.

A introducdo dos implantes na odontologia originou uma ancoragem sem a
movimentagcdo da unidade de reagdo, logo esse novo conceito de ancoragem na
ortodontia ficou conhecido como ancoragem esquelética (BEZERA et al., 2004; FRITZ
et al., 2004; MARASSI et al., 2005). A necessidade pelo controle da ancoragem e a
minimizacdo e conformidade com o contetdo levou ao desenvolvimento da mini
ortodontia, através da utilizacao de implantes. Com a busca por um material de melhor
manuseio e mais versatil para utilizacdo na ortodontia foram desenvolvidos os mini-
implantes (Figura 2) que por serem de pequeno tamanho, eles permitem uma melhor
disposicdo em varias regides da cavidade oral, evitando dessa forma possiveis injurias
ao tecido periodontal ao redor do implante diminuindo ou evitando o desconforto ao

paciente (ROBERTS et al., 1994; MARASSI et al., 2004).

Figura 2: Intrusédo de quatro dentes posteriores, com a utilizagdo de dois mini-implantes
por vestibular. Como n&do havia dentes antagonistas, o controle da inclinagcdo no sentido
vestibulo-lingual foi realizado com um segmento de fio colado na superficie oclusal destas
unidades, acoplado a um mini-implante instalado por palatino (ARAUJO et al., 2008).



Os mini-implantes também podem ser mencionados na literatura por outros
autores com a nomenclatura de mini-parafusos ou micro-parafusos. E o0 mecanismo
de ancoragem mais utilizado nos ultimos anos na ortodontia devido a sua simples
técnica de implantagcédo com leve invaséao tecidual (BEZERRA et al., 2004; MIYAWAKI

et al., 2003; GRAY; SMITH, 2003; ISHII et al., 2004). S&o considerados ancoragem

absoluta, pois a unidade de ancoragem permanece estacionaria sob forca ortododntica,
0 que faz ser determinante para 0 sucesso do tratamento ortodontico
(RUNGCHARASSAENG; KAN, 2000).

Huang et al. (2005) através de uma revisdo sistematica descreveram a
utilizacdo de mini-implantes como forma segura de ancoragem para ortodontia e a
ortopedia. Segundo estudo relatado por Melsen & Verna (2011), dispositivos intra e
extraorais estdo sendo substituidos por implantes osseointegrados, incluindo placas,
mini-implantes, onplants e palatino implantes.

Deste modo, a utilizacdo de mini-implantes como ancoragem esquelética
temporaria se tornou um método confiavel, pois a estabilidade do mecanismo ocorre
através da mecanica existente entre o mini-implante e o osso, dependendo de alguns
fatores importantes como: tipo de mini-implante, qualidade éssea, tipo de insercao do
mini-implante, forma, encadeamento, diametro e tamanho de rosca (CHANG, TSENG,

2014, MIGLIORAT et al., 2013; GRACCO et al., 2012; RADAN et al., 2018).

1.3 Tipos de mini-implantes na pratica ortodéntica

Os mini-implantes resultam em um sistema de ancoragem absoluto através
de um procedimento simples de cirurgia para sua colocacdo. Sao considerados um
sistema confiavel de ancoragem, sendo crescente sua utiliza¢do na pratica ortodéntica
(LEMIEUX et al., 2011). A utilizagdo bem-sucedida destes mecanismos de forga
depende de um planejamento e plano de tratamento adequado pelo ortodontista. ApGs
a realizacéo do planejamento € necessario decidir qual o tipo de carga sera aplicado:
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direta (a carga € aplicada diretamente no mini-implante), ou indireta (o mini-implante
é utilizado com a forca sobre o elemento dentario, que dependendo do movimento
pode ser unitario — um dente, ou em grupo de dentes) (VILELA et al., 2004; FAVERO

et al., 2002).
No mercado existem varios tipos de implantes disponiveis, e varios tipos de

materiais para sua confeccdo. Porém é sempre necessaria que na sua confeccéo
sejam utilizados materiais biocompativeis, ou seja, atoxicos, com propriedades
mecéanicas favoraveis e capazes de resistir a deformacdo, corrosdo e a tensdo
(FAVERO et al., 2022; HUANG et al., 2005; MABILLEAU et al., 2006; NINOMI,1998).

Hoje existem trés tipos de materiais biocompativeis para producdo de implantes
(FAVERO et al.,2022; HUANG et al.,2005; MABILLEAU et al., 2006). Os biotolerantes
(aco inoxidavel e ligas de cromo), os bioinertes (titAnio e carbono) e os bioativos
(hidroxiapatita e fosfato de célcio).

O mais utilizado na pratica ortodéntica sdo os mini-implantes em titanio, por
possuirem maior resisténcia a corrosdo quando em contato com fluidos corporais.
Porém, possuem dimensdes reduzidas, ocasionando assim uma probabilidade de
fratura durante a execucdo de mecanismos de remogao e ou insergao por exercerem
forcas de grandes magnitudes. Com isso, na ortodontia atual tem sido utilizado ligas
de titnio que possuem caracteristicas bioativas inferiores ao titanio puro,
ocasionando uma resisténcia mecanica maior, com remoc¢ao mais facilmente no final
do tratamento (MABILLEAU et al.,2006). Atualmente sdo produzidos com liga de
titdnio grau V (Ti-6Al-4V) e possuem dimensodes entre 1,2 e 2 mm de didametro com 6
a 12 mm de comprimento e sdo selecionados de acordo com o planejamento e o local
de insercao e aplicacdo de forca necessaria (NIINOMI,1998).

Os mini-implantes possuem uma classificacdo de acordo com o local de sua
insercao e técnica utilizada para insercdao. Quanto ao local de sua inser¢cao os mini-

implantes sdo classificados como extra-radiculares, que s&o inseridos fora do
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processo alveolar que suporta as raizes dentérias e inter-radiculares — inseridos no

processo alveolar, entre as raizes dentarias ou proximo delas (SANTOS & SILVEIRA,

2019). Ja em relacdo a técnica de insercdo é classificada como auto-rosqueante,
indicada para aqueles implantes que possuem a ponta néo cortante, necessitando de
um buraco piloto antes da sua inser¢do do mesmo comprimento que o mini-implante
a ser utilizado. Causam minimo dano ao tecido e ndo geram desvio. Sao considerados
sistemas mais invasivos mesmo apresentando vantagem na perfuracdo do 0sso
cortical; e auto-perfurante, indicada para os implantes que possuem a ponta cortante,
necessitando em alguns casos de forca elevada para perfuragdo do osso cortical.
Possui algumas desvantagens como: maior grau de reabsor¢cdo, gerando falha no
mini-implante na compressao do osso. Pode ocasionar desvio do trajeto do dispositivo
devido a elevada forca, além de gerar desconforto para o paciente. Apesar das suas
desvantagens, possui uma melhor estabilidade primaria em relacdo ao auto-

rosqueante (BAUMGAERTEL et al., 2008).

1.4 Superficies de mini-implantes (convencional x porous)

A utilizacdo e estudo de ferramentas como implantes e mini-implantes pela
odontologia vem crescendo. A morfologia destas ferramentas possui importante papel
no processo de osseointegracdo devido ao aspecto de contato osso-implante (LE
GUEHENNEC et al., 2007; MANGANO et al., 2014). Os implantes e mini-implantes
precisam ser compativeis na relacdo existente entre organismo humano e o seu
material, ou seja, precisam possuir a caracteristica de serem biocompativeis.
Entretanto, possuem algumas limitacdes para sua utilizacdo, principalmente quando
usado por pacientes com osteoporose, fumantes, pessoas com baixa densidade
0ssea e diabéticos (CHENG et al., 2014; TEXEIRA et al., 2012).

A superficie dos implantes/mini-implantes e seu design sao fatores de grande
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relevancia para o sucesso da mecanica osso-implante (XIE et al., 2017; SCARANO et
al.,, 2017; LEE et al.,, 2016). As modificacdes nas estruturas dos implantes séo
realizadas para provocar uma osteogénese mais rapida ao seu redor. Processos
fisicos e quimicos como exposicdo a acidos, jateamento convencional, utilizacao de
pasta de fosfato de célcio, oxidacao eletrolitica e revestimento de apatita, sao tipos de
tratamento dados a essas estruturas para melhorar a osseointegracdo do titanio
(HARTJEN et al., 2018; ITO et al.,, 2018; ZHANG et al., 2017; YAGI et al., 2017
CAMPANELLI et al., 2019; JAGGESSAR et al., 2018; SU et al., 2018; CHENG et al.,
2018.,YADAV et al., 2017).

O design dessas estruturas pode ocasionar um auxilio na relacdo existente
entre o 0sso e o implante, como na estabilidade primaria, e no seu grau de fixacdo. A
apresentacao dos implantes/mini-implantes esta relacionado com a biomecanica. O
tratamento e seu ideal posicionamento esta correlacionado pela quantidade de roscas
e o formato do implante/mini-implante utilizados (SCIASCI et al., 2018; GEHRKE et

al., 2016).

Regularmente a superficie dos implantes vem recebendo maior atencéo no
meio académico. Inimeros estudos sao realizados referente ao tratamento dessas
superficies para avaliacdo da relacdo de integracdo Ossea. Nesses estudos 0s
pesquisadores detectaram que as superficies rugosas proporcionam maior contato
osso-implante (TRISI et al.,1999; OYONARTE et al., 2005; ALDIKACTI et al., 2004).
As modificacdes na topografia, mobilidade e energia da superficie geram modificacées
na resposta osteoblastica referente ao nimero de células adsorvidas na superficie,
atividade da fosfatase alcalina e a osteocalcina, acelerando a osteogénese e por
consequéncia a osseointegracdo e a estabilidade secundéaria (LEE et al.,, 2012;
ZANIVAN et al., 2009).

A superficie do tipo porosa tem sido avaliada como excelente escolha para

12



revestimentos rugosos. Isso ocorre devido a superficie porosa contribuir mais para

osseointegracdo por possuir uma maior superficie de contato, culminando em um
aperfeicoamento da relacdo material-osso proporcionando uma melhor fixacdo do
implante devido a interdigitacdo do tecido 6sseo ao implante aumentando desta forma
a adesdao celular (BRENTEL et al., 2006). Os implantes do tipo porous possuem um
aumento da area superficial ativa produzindo com isso uma melhor bioades&o das
células osteogénicas no implante, criando uma estabilidade mecanica maior do
sistema implante/ mini-implante ao tecido ésseo (ELIAS et al., 2008). A deposi¢cao
0ssea ocorre livremente em superficies polidas ou texturizadas, porém as superficies
texturizadas, como a tipo porous, contribuem para uma maior relagdo de contato entre
osso-implante e a neoformacéo 0ssea em tempo habil (COSTA et al., 2015). Segundo
Chakravorty et al., (2013) a estimulacédo coordenada das vias de TGF[3, Wnte NOTCH
pelas superficies modificadas de implantes de titanio é responsavel pelo aumento das

propriedades osteogénicas e de osseointegracao (Figura 3).
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Figura 3: Diagrama esquematico demonstrando o crosstalk entre as vias TGF/BMP,
Wnt, e NOTCH que levam a diferenciacdo osteogénica em superficies de titanio
modificadas. A interacdo das células 6sseas com as superficies de titdnio modificadas induz
a um aumento de expresséao dos ligantes e dos receptores dessas vias iniciando a cascata de
eventos. A ativagao da via de sinalizagao de TGFB/BMP leva a translocagdo das SMADs para
o nucleo das células. A via candnica Wnt/B-catenina causa a translocac¢éo da forma fosforilada
de B-catenina para o nucleo. A atividade dessas duas vias leva a ativacdo de RUNX2. A via
ndo-candnica de Wnt e aviade NOTCH levam & ativacdo de Osterix (Osx). Fonte: Chakravorty
et al., (2013) modificada.

1.5 Osseointegracado dos implantes ortodonticos

A definicdo de osseointegracdo refere-se a ancoragem de um implante no
tecido 6sseo. A obtencdo desse mecanismo depende de sua estabilidade, que pode
ser primaria agrupando fatores como: densidade 6ssea, técnica cirurgica e morfologia
do implante e estabilidade secundaria, relacionado a resposta do tecido 6sseo a
cirurgia e a superficie do implante. Apoés a fixacdo do implante ao 0sso, as proteinas

plasmaticas aderem a superficie do implante e formam um codgulo que sera entéo
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substituido pela aposicdo Ossea imatura ao longo do osso vivo, resultando na
formacdo de um osso lamelar (MORENO-SANCHES et al., 2016; MATTIS et al.,

2016).

O osso lamelar representa o tecido mineralizado capaz de suportar as cargas
mecanicas do implante, a sua formacdo se da através da transformacdo do osso
reticular (mais fragil) e pobre em cristais de fosfato de céalcio em osso rico em fibras

paralelas e depois em osso lamelar (JUNKER et al., 2009; TERHEYDEN et al., 2012).

A remodelacdo 6ssea ocorre a partir do processo de reabsorcado 0ssea, essa
funcdo é realizada pelos osteoclastos, o osso reabsorvido é constantemente
substituido por tecido novo, realizado pelas células osteoblasticas, que possuem a

funcao de sintese de tecido 6sseo (fungcéo osteogénica) (GRISALES et al., 2020).

Esse processo ocorre em trés fases (NAKASHIMA e CROMBRUGGHE, 2003):

e Fase de ativacdo: o RANKL possui sua expressdo aumentada através da ativacao
das células de revestimento, com isso 0 RANKL interage com o seu receptor
RANK, provocando a diferenciacdo dos osteoclastos.

e Fase de reabsorcédo: os fatores geralmente armazenados na matriz, BMPs, TGFB,
FGFs sao liberados pela reabsorcédo do osso pelos osteoclastos que recrutam
osteoblastos na area reabsorvida.

e Fase de formacao: nesta fase é finalizado o processo de remodelacédo 6ssea. Os
osteoblastos recrutados para éarea reabsorvida produzem a nova matriz

proporcionando a sua mineralizacao.

Existem fatores que sao responsaveis por uma possivel alteracéo da arquitetura
O0ssea, como a idade, as drogas, os hormdnios, a genética e as doencas existentes

(TYROVOLA, 2015; LORICH et al., 1998).
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1.6 Epigenética, metabolismo 6sseo e movimentagado ortodontica

Conrad Waddinglon em 1942 introduziu e definiu o termo epigenética como:
‘ramo da biologia que estuda as interagdes causais entre genes e seus produtos que
trazem o fendtipo ao ser” (WADDINGLON,1942). Atualmente a definicdo dada a
epigenética € “o estudo das alteragbes na funcdo do gene que podem ser herdadas
por mitose ou meiose e que nédo envolvem mudanca na sequéncia de nucleotideos do
DNA” (WU; MORRIS, 2001). Alteragbes epigenéticas sao definidas como “memarias”
moleculares e celulares que sdo responsaveis por gerar mudancas no padrdo de
expressao génica sem que ocorra modificacdo na sequéncia priméaria de DNA (JIANG
et al., 2008).

Nos dias atuais a epigenética se instituiu como uma &rea importante de
pesquisa e estudo sobre diferenciacdo e sinalizacdo celular dos osteoblastos e
osteoclastos durante o processo de remodelacédo 6ssea (HUSAIN; JEFFRIES, 2017).
As alteracdes epigenéticas atuam como agente na funcdo e desenvolvimento do
tecido 6sseo e das doencas ligadas a remodelacdo 0ssea (HUSAIN; MATLOCK,
2017). A epigenética estuda os estimulos ambientais como: estressores mecanicos,
citocinas inflamatdrias, envelhecimento, obesidade e dietas na alteracao da expressao
génica, além de descrever fendbmenos como: modificacdo do DNA via metilacéo,
modificagdes nas cadeias laterais de histonas e sequéncias curtas de RNA néo
codificantes (JEFFRIES; SAWALHA, 2015; LOUGHLIN; REYNARD, 2015; HUSAIN;
MATLOCK, 2017).

O estudo pela epigenética nos ncRNAs como os microRNAs vem se tornando
cada vez mais importante para o0s ortodontistas, pois, o movimento dentéario
ortoddntico (MDO) é o resultado do sistema biomecéanico complexo, coordenado pelas

forcas ortoddnticas através de estimulos mecéanicos (HUANG et al.,2014; KAPPOR et
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al.,, 2021; CHEN & ZHANG, 2023). A relevancia do estudo do ncRNAs ocorre devido
a existéncia de alteracGes do proprio ncRNA aos estimulos mecéanicos que ocasionam
alteracdo na sua expressao em células efetoras, incluindo células-tronco, fibroblastos,
osteoblastos, osteoclastos e ostedcito. Esses estimulos mecanicos também originam
cascatas de remodelacdo diferenciada no periodonto, os ncRNAs regulam a
proliferacdo celular, autofagia, inflamacéo, respostas imunes e neurovasculares,
proliferacdo celular, osteoclastogénese e a osteogénese (Figura 4). Além dos
NncRNAs provocarem cisalhamento, tensdo e deformagdo do periodonto (CHEN &

ZHANG 2023; LI et al., 2021).
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Figura 4: Participacdo ativa dos RNAS nd&o-codificantes (ncRNAS) na proliferacdo
celular, respostas inflamatorias, imunes e neurovasculares, autofagia e diferenciagéo
durante a movimentacdo dentéria ortodéntica (MDO). Fonte: CHEN e ZHANG, 2023
(adaptada).
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Outra funcéo relacionada a molécula de ncRNA é a de mediar os sinais de
mecanossensibilidade e mecanotransdu¢cdo na MDO, com énfase na adesao focal
(FA), citoesqueleto e canais idnicos. O citoesqueleto é responsavel pela transmisséo
e percepcdo da carga mecanica, essa estrutura recebe a atuacdo das cargas
ortodénticas através do FA, remodelando a MEC modulando assim o estresse celular
e a morfologia (WANG et al., 2009; GEIGER et al., 2001). Esses ncRNAs atuam na
diferenciacédo e na funcdo dos osteoclastos além de ajudar na atividade reabsortiva
da fase catabdlica durante a MDO. As células osteoclasticas sofrem acédo positiva do
NcRNAs promovendo osteoclastogénese e quando reguladas negativamente aliviam
seus efeitos anti-osteoclasticos (CHEN & ZHANG, 2023).

Os ncRNAs possuem papel importante nas varias etapas da osteoclastogénese
(Figura 5). No decorrer da diferenciagéo precursora de osteoclastos alguns ncCRNAs
diferencialmente expressos atuam nas interagdes citocina-receptor (RANK-RANKL) e
fatores de transcricdo (NFATc1), além de regular a diferenciacdo de osteoclastos por
meio de sinais em cascata. Em estagio tardio ocorre interacdo de algumas moléculas
de ncRNAs com a TRAP, CTSK e Jagged1, neste ultimo caso com miR-34a ativando
indiretamente essa molécula e desta forma participando da maturacdo dos

osteoclastos e da reabsor¢éo 6ssea (JI et al., 2022).
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Figura 5: ncRNAs mecanossensiveis regulam a diferenciagdo inicial de
osteoclastos e suas funcdes. Fonte: CHEN e ZHANG, 2023 (adaptado).
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Por isso, sdo cada vez mais estudas as acgOes /intervencdes dos ncRNAs
durante a MDO, pois possuem como vantagem serem moléculas existentes
naturalmente com selecéo de alvo, por atuarem direta ou indiretamente em varios
niveis em sinais e genes, originando resposta ampla e Unica na remodelacdo do
periodonto e pelo ncRNAs possuir o papel de biomarcador de OIIRR (Reabsorcao
Radicular Inflamatéria Induzida Ortodonticamente), auxiliando desta forma
preventivamente os ortodontista a reduzirem a OIIRR em estagio inicial, melhorando
a eficacia clinica, além de incluir a exploracao da for¢ca ortodéntica ideal (Figura 6)

(GARBO et al., 2022; WU et al., 2019).
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Explorando forga Melhorando os efeitos
ortodontica adequada clinicos

Osso Alveolar atrofico

Prevenindo
Complicacgoes

Vetor Viral N3o-Viral Exossoma Arcabougo

Figura 6: Implicagbes clinicas baseadas em ncRNAs em Movimentagao
Ortodontica Dentaria (MDO). A entrega eficiente de ncRNAs pode ser usada para
explorar as forcas ortodonticas ideais, melhorar os resultados clinicos e prevenir
complicagfes para alcancar o MDO desejado com efeitos colaterais minimos. Fonte:
CHEN e ZHANG, 2023 (adaptado)
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1.7 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNA com
aproximadamente 22 de comprimento, sdo endoégenos, evolutivamente conservados,
estdo envolvidos na regulacdo de numerosos processos bioldégicos, como
desenvolvimento, proliferacéo celular, diferenciacdo, apoptose, transducéo de sinal,
ciclo celular e angiogénese, regulam a expressdo génica de uma maneira poés
transcricional ligando-se aos MRNAs alvo, reprimindo assim sua traducdo ou
induzindo sua degradacao (O’'BRIEN et al., 2018; AMBROS, 2004; BARTEL, 2004;
FILIPOWICS et al., 2008; SAYED e ABDELLATIF, 2011; LENKALA et al., 2014; IVEY
e SRIVASTAVA, 2012; CHAN et al., 2005; SU et al., 2015; INUI et al., 2010; BUENO

e MALUMBRES, 2011; WURDINGER et al., 2008).

Alguns miRNAs possuem como fun¢cdo mediar a proliferacéo e diferenciacéo
de MSCs (células tronco mesenquimais), que possuem o papel importante de auto
renovacdo e diferenciacdo de linhagens como: 0sso, cartilagem e musculo. Os
mMiRNAs sdo importantes para a utilizacdo de cicatrizacdo 6ssea, como 0 processo de
osseointegracao por possuir controle da formacéo 6ssea e no tratamento de doencas
clinicas, como o cancer (ZUO et al., 2013; EGUCHI, 2013; ESAU et al., 2004; GOFF
et al., 2008). RNAs nao codificantes (ncRNAs) € um termo comum empregado para
RNAs que nao sdo transcritos em proteinas. A grande familia de ncRNAs é composta
por RNAs de transferéncia (tRNAs), RNAs ribossémicos (rRNAs), microRNAs
(miRNAs), RNAs que interagem com PIWI (piRNAs), pequenos RNAs nucleolares
(snoRNAs), pequenos RNAs interferentes (SiRNAs) e os RNAs nédo codificantes
longos (INcRNAs). Os ncRNAs participam de diversas e variadas vias bioldgicas,
incluindo o controle da expressdo génica e no processo de desenvolvimento
(MATTICK, 2009; ESTELLER, 2011). Os transcritos de ncRNA exibem expressao

especifica de tecido como os mMRNAs (RAVAS et al., 2006).
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A transcricdo no nudcleo celular pela polimerase 1l ocasiona o inicio da
biogénese do miRNA, porém o posterior papel da clivagem do miRNA primario pelo
complexo DROSHA, constitui o miRNA precursor (pré miRNA) em formato de hairpin
(BARTEL, 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED et al., 2017). Esse miRNA precursor é
transportado para o citoplasma através da Ran-GTPase exportina-5, ap0s esse
transporte o pré miRNA é quebrado dando origem a uma dupla fita de 22 nucleotideos
aproximadamente. Essa quebra ou clivagem é ocasionada pelo complexo formado
pela enzima Dicer. Apds esse mecanismo, uma das fitas origina 0 miRNA maduro,
gue acaba sendo incorporado ao complexo indutor de silenciamento de RNA (Risc, do
inglés RNA-induced silencing complex) (BARTEL, 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED

et al., 2017) (Figura 7).
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Figura 7: Biogénese de miRNAs. Primeiramente o miRNA é traduzido no nucleo da célula e
uma estrutura denominada de miRNA primordial (Pri-miRNA), logo depois ele sofre a primeira
clivagem sendo convertido em Pre-miRNA, depois ele é exportado para o citoplasma da célula
onde sofre a segunda clivagem e por ultimo a fita madura é incorporada ao complexo RISC
(RNA-induced silencing complex). Quanto este complexo identifica 0 RNAm alvo ocorre a
represséo transcricional. Fonte: (BARTEL,; 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED et al., 2017)
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Os miRNAs tornaram-se particularmente atraentes como biomarcadores
devido a sua disponibilidade e estabilidade em uma variedade de amostras biolégicas,
permitindo seu uso como ferramenta ndo invasiva para detecgéo de cancer (TOIYAMA

et al., 2013; HANKE et al., 2010).

1.8 miR-34a e o metabolismo 6sseo

Embora a ortodontia e suas técnicas tenham avancado ao longo dos anos,
melhorar a qualidade da condi¢céo alveolar continua sendo um desafio para pratica
ortodontica. Estudos realizados (KRZESZINSKI et al.,, 2014 & SUN et al., 2014)

relataram a expressao de miRNA-34a em estagios diferentes de crescimento dentério,

remodelacdo Ossea, diferenciacdo de células-tronco dentarias e sua funcao
endogenamente de inibicdo de osteoclastos resultando na supressdo da
osteoclastogénese e expressao de TGIF2 reforcando a capacidade de miRNA-34a de
atenuar a perda ossea local e a remodelagdo 6ssea alveolar, ocasionando assim
estabilidade para realizacdo de ancoragem e tratamento ortodontico.

Durante o tratamento ortoddntico ocorre um complexo processo de diferenciacéo
e crosstalk celular que regula o equilibrio entre formacéo e reabsor¢ao do tecido. Esse
processo ocorre através de fatores locais e sistémicos, como o ativador do receptor
do fator kappa-B (RANK), RANKL e osteoprotegerina (OPG) (YASUDA et al., 1998).
O processo de reabsorcdo 0ssea ocorre através da expressao pelos osteoblastos de
RANKL que se liga a RANK na superficie de osteoclastos, gerando assim a
diferenciacdo osteoclastica (UDAGAWA et al.,1999). Os miRNAs fazem parte de
mecanismos transcricionais e pos-transcricionais que regulam a formacédo de
osteoclastos mediada por RANKL. O miR-34a dentre outros (29b, -124,-148a e -155)

desempenha o papel fundamental na diferenciacdo osteoclastica. O miR-34a é
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considerado um regulador fisioldgico significativo da reabsor¢do, atuando como
supressor no desenvolvimento de osteoclastos, aumentando assim a massa 6ssea.
Em conformidade com isso € observado uma menor expressdo de RANKL quando é
presente uma maior expressao de miR- 34a (MIZUNO Y et al., 2009; ITOH et al., 2009;

UDAGAWA et al., 1999; KRZESZINSKI et al., 2014).

O gene do miRNA-34 foi encontrado pela primeira vez em C. elegans onde
codifica um Unico miR. A familia do miR-34 em mamiferos, isso inclui o homem,
consiste em trés transcritos homologos miR-34a, miR-34b e miR-34c; o gene miR-34a
mapeia para o cromossomo 1p36 localizado dentro do segundo éxon e o genes dos

miR-34b e miR-34c mapeiam para o cromossomo 11923 e estao localizados dentro

do intron 1 e do exon 2. Esses cromossomos Sdo constantemente observados em
estudos de alguns tipos de cancer, como: de mama, pulmé&o, colo do Utero, prostata,
neuroblastoma, glioma, melanoma e colorretal. A familia do gene miRNA-34 é alvo
direto do gene supressor tumoral p53 e induz apoptose e parada do ciclo celular
guando regulado positivamente (LAU et al., 2001; YANG et al., 2013; TARASOQV et
al., 2007; HENRICH et al., 2012; HEL et al., 2007; BOMMER et al., 2007).

A regulacdo de miR-34a é realizada pelo gene supressor tumoral TP53 em
condic¢des fisiologicas. Entretanto, outros mecanismos independentes de TP53 podem
atuar na regulacdo de miR-34a podendo este miRNA por exemplo, ser inibido por

moléculas como ZEB1, SNAIL e STAT3 (SLABAKOVA et al., 2017) (Figura 8):
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Figura 8: Regulacao e vias envolvendo miR-34a. Apos dano ao DNA a transcricao de miR-
34a é induzida por p53. miR-34a também é capaz de regular p53 direta ou indiretamente
(amarelo). miR-34a regula p53 através de SIRT1 no apoptose (verde). Eixo de inibicdo de
miR-34a, IL-6R e STAT3 na inflamacédo (vermelho). miR-34a esta envolvido na regulagao do
fendtipo de transicdo epitélio- mesenquimal com mudltiplos reguladores como snail, Zebl e
AXL. Fonte: SLABAKOVA et al., 2017 (adaptada).

Dados obtidos por meio de experimentos de transfeccdo com miR-34a in vitro
e in vivo realizados por Yu e colaboradores (2017), indicaram que miR-34a promovia
a diferenciacdo osteogénica in vitro e a formacéo de 0sso in vivo durante a aplicacéo
de movimentacdo ortodéntica. Segundo esses autores, miR-34a foi capaz de inibir
GSK-3B um inibidor da ativagdo de b- catenina, um marcador essencial para a
ativacdo de genes envolvidos na diferenciacdo de osteoblastos como RUNX2, COL1
e ALP.

A expressao de miR-34a também foi avaliada no fluido gengival de jovens de
12 a 18 anos submetidos a movimentacgéao ortodéntica (ZHANG et al., 2020). Os dados
deste estudo revelaram que miR-34a estava diminuido e inversamente correlacionado

com a expressédo de MMP-2, MMP-9 e MMP-14. A expressao reduzida de miR-34a

também foi observada em um experimento que analisou a expressao deste miRNA
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em células tronco do ligamento periodontal submetidas a diferenciacéo osteogénica e
submetidas a estiramento mecanico ciclico (MENG et al., 2022).

Considerando que miR-34a esta relacionado com uma série de processos
envolvidos na homeostase 0ssea e que até a presente data, ndo existe nenhum
estudo que avalie a expressdo de miR-34a diretamente no tecido 6sseo em contato
com mini-implantes de diferentes superficies, este estudo teve por objetivo avaliar a
expressao de miR-34a em amostras de tibia de coelhos que receberam mini-implantes
com superficie convencional e superficie porosa, na auséncia ou presenca de carga

ortodontica.
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2. JUSTIFICATIVA

A movimentacao ortodbntica aceitavel necessita de uma resposta bioldgica
tecidual as forcas externas. O fator limitante para determinar esse tipo de
movimentacao ocasionada € gerado por uma cascata de reacdes bioguimicas, que
influenciam na forgca mecéanica e nos fatores de ordem genéticos, como o0s genes de
osteoclastos e osteoblastos (KRISHNAM et al., 2017).

A epigenética € uma &rea da biologia molecular que estuda as variagdes nao
genéticas que sdo transmitidas de uma geracao para outra, sem alteracdo do DNA.
Um dos mecanismos estudados por essa area € a regulacdo desempenhada pelos
miRNAs (MOHR; MOTT, 2015).

Os microRNAs sdo moléculas de RNA pequenas que nao codificam proteinas
e que possuem funcao reguladora pdés transcricionais. Alguns miRNAs mediam a
proliferacdo e a diferenciacdo de MSCs que sédo importantes para o processo de
osseointegracdo (MOHR; MOTT, 2015; ZUO et al., 2013; EGUCHI et al., 2013).

O miRNA-34a é um tipo de miRNA presente na remodelacdo 6ssea que
possui a caracteristica de atenuar o processo de perda éssea, por possuir funcao
enddégena de inibicdo dos osteoclastos resultando na supressdo da
osteoclastogénese e expressao de TGIF2, tornando assim uma ferramenta de
estabilidade e ancoragem para ortodontia (KRZESZINSKI et al.,, 2014; SUN et al.,
2014). O miRNA-34a possui papel importante na supressdo de osteoclastos,
ocasionando assim aumento da massa 0ssea. Quanto maior a expressao de miR- 34a

menor a expressado de RANKL (UDAGAWA et al.,1999).

Portanto, o objetivo do estudo € avaliar a expressdo de miRNA-34a através da
utilizacdo de mecanismos ortoddnticos de tracionamento, utilizando mini-implantes de

apresentacao distintas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal
O objetivo deste presente trabalho foi avaliar a expressdo de miR-34a em
amostras 0sseas de coelhos que receberam mini-implantes de titanio com diferentes

superficies e na auséncia/presenca de carga.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliou se miR-34a esta presente em amostras de tibia de coelhos que
receberam dois implantes apds 4 semanas na auséncia ou presenca de

carga (1N) utilizando a técnica por PCR em Tempo Real;

e Avaliou a existencia de variagcdo na expressao de miR-34a entre as cinco
condi¢des (controle, CD1, CD3, CE1 e CE3) individualmente e entre os

grupos de animais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigdo das amostras

Nesta pesquisa foi utilizado o método experimental in vivo e todos os
procedimentos obedeceram as recomendacfes éticas e legais especificadas para a
experimentacdo animal (Canadian Council on Animal Care e Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal). Este trabalho foi submetido & Comiss&o de Etica com Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sob protocolo
ODONTO (013) (ANEXO 1).

Neste presente estudo foram utilizados 6 coelhos Nova Zelandia Oryctolagus
cuniculus, machos, higidos e com massa de aproximadamente 3 Quilogramas (3kg).
Os animais tiveram como origem a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro) e foram mantidos no biotério do Centro de Cirurgia Experimental do
Departamento de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob a
assisténcia de trés tratadores de animais e dois médicos veterinérios.

Cada animal recebeu dois mini-implantes (MI) ortoddnticos tipos porous
(tratados com condicionamento acido) inseridos na tibia direita (D) e um mini-implante
do tipo convencional inseridos na tibia direita (E). Dos dois MI instalados em cada
tibia, o implante proximal foi submetido a aplicacédo de forca de 1N através de mola
fechada de niquel-titdnio, enquanto o mini-implante mais distal permaneceu sem
carregamento.

Os Mls que receberam carga com a mola foram numerados como 1 e aqueles

Mls que n&o receberam carga foram numerados como 3. Ao todo foram 5 condi¢des:
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MI porous com carga, MI porous sem carga, Ml convencional com carga, Ml
convencional sem carga e amostra controle sem mini-implante (C).
A separacédo dos grupos e a descricdo dos tipos de tratamentos estédo

descritas no Quadrol.

Quadro 1: Categorizagcédo das amostras de tibia de acordo com o tipo de tratamento

Classificacao Condicéo experimental

C1 Amostra de tibia do animal 1 sem mini-implante

Cc2 Amostra de tibia do animal 2 sem mini-implante

C3 Amostra de tibia do animal 3 sem mini-implante

C4 Amostra de tibia do animal 4 sem mini-implante

C5 Amostra de tibia do animal 5 sem mini-implante

C6 Amostra de tibia do animal 6 sem mini-implante
CiD1 Coelho 1 — Tibia direita (Ml porous com carga)

C1D3 Coelho 1 — Tibia direita (Ml porous sem carga)

ClEl Coelho 1 — Tibia esquerda (Ml convencional ¢/ carga)
C1E3 Coelho 1 — Tibia (MI convencional s/ carga)

C2D1 Coelho 2 — Tibia direita (Ml porous com carga)

C2D3 Coelho 2 — Tibia direita (Ml porous sem carga)

C2E1 Coelho 2 — Tibia esquerda (Ml convencional c/ carga)
C2E3 Coelho 2 — Tibia esquerda (Ml convencional s/ carga)
C3D1 Coelho 3 — Tibia direita (Ml porous com carga)

C3D3 Coelho 3 — Tibia direita (Ml porous sem carga)

C3E1l Coelho 3 — Tibia esquerda (Ml convencional ¢/ carga)
C3E3 Coelho 3 — Tibia esquerda (Ml convencional s/ carga)
C4D1 Coelho 4 — Tibia direita (Ml porous com carga)
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C4D3 Coelho 4 — Tibia direita (Ml porous sem carga)
C4E1 Coelho 4 — Tibia esquerda (Ml convencional ¢/ carga)
C4E3 Coelho 4 - Tibia esquerda (Ml convencional s/ carga)
C5D1 Coelho 5 — Tibia direita (Ml porous com carga)
C5D3 Coelho 5 — Tibia direita (Ml porous sem carga)
C5E1 Coelho 5 — Tibia esquerda (Ml convencional ¢/ carga)
C5E3 Coelho 5 — Tibia esquerda (Ml convencional s/ carga)
CeD1 Coelho 6 — Tibia direita (Ml porous com carga)
C6D3 Coelho 6 — Tibia direita (Ml porous sem carga)
C6E1 Coelho 6 — Tibia esquerda (Ml convencional ¢/ carga)
C6E3 Coelho 6 — Tibia esquerda (Ml convencional s/ carga)

4.2 Colocacéao dos implantes

Para o procedimento de insercdo dos MI, os coelhos foram previamente
submetidos a sedacédo e anestesia. Ap0s tricotomia e antissepsia a incisao na tibia foi
realizada com lamina n° 11 no aspecto plano da regido antero-medial. Sendo a tibia
do coelho um 0sso que apresenta pouca regido medular, dispondo, portanto, de regiao
cortical, foi realizada perfuracdo éssea com broca helicoidal de 1,2 mm de diametro
(1,2 x 5 INP — Sistema de Implantes Ltda., Sado Paulo, Brasil) foi realizada previamente
a insercdo sob irrigacdo copiosa com soro fisiolégico. O intuito da perfuracéo prévia,
apesar dos MI serem autoperfurantes, foi que nao ocorresse fratura éssea durante a
insercdo. Em cada tibia, foram realizadas trés perfuracdes, de forma que os dois
orificios mais proximais se situam a distancia de 5 mm, e o orificio mais distal ficou 10
mm abaixo do segundo orificio. Além das quatro condicdes (tratamentos) propostos,

foi inserido um segundo implante em cada tibia (entre C1 e C3 e E1 e E3), porém,
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esta condi¢@o ndo entrou em nossas analises e sera objeto de analise futuras (Figura
9). A padronizagao dessas distancias foi realizada com a confeccao de “template” com

fio de aco inoxidavel 0.028.

Figura 9: Mini-implantes instalados em tibias de coelhos. Foram realizadas perfuragées
para a colocacgao dos mini-implantes, de forma que os dois orificios mais proximais se situam
a distancia de 5 mm, e o orificio mais distal ficou 10 mm abaixo do segundo orificio. O segundo
implante (implante do meio) que aparece na imagem nao foi analisado neste estudo e sera
objeto de andlises futuras. Fonte: acervo pessoal.

Apoés a perfuracdo, os Ml foram inseridos perpendicularmente a cortical 6ssea
de forma manual com a utilizacdo de chave de implante do mesmo fabricante
(Conexado Sistemas de Proteses, Aruja, Sao Paulo, Brasil) até o completo
rosqueamento da parte ativa. Em cada tibia, conforme explicado anteriormente, foram
rosqueados apenas MI com o mesmo tipo de superficie. A mola de niquel-titanio foi
entdo aplicada sobre o Ml mais proximal de forma que quando distendida a distancia

de 5 mm liberasse 1 N de forga.

hY

Decorridas quatro semanas, os animais foram submetidos a sedacdo e
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anestesia, via intramuscular, através da associacdo de 5 mg/kg de Cloridrato de
Xilazina, 50 mg/kg de Cloridrato de Ketamina e 0,75 mg/kg de Acepromazina. A
tricotomia, antissepsia, e aplicacdo de lidocaina foram novamente realizadas. A
incisdo da regido plana no longo eixo do aspecto medial da tibia foi realizada para que

0s mini-implantes ficassem expostos e a mola retirada.

A remocao do conjunto osso-MI foi realizada através da utilizacdo de trefina
com diametro de 4,3 mm acoplada a motor de bancada sob irrigacdo copiosa com
soro fisioldgico resfriado. Em cada tibia foram entdo removidos dois blocos osso-MlI.
Cada bloco, imediatamente apds a remocédo, foi congelado em nitrogénio liquido,
sendo seguidamente depositado em tubo Eppendorf e armazenado em freezer a -70¢
C. Para a realizacdo das analises moleculares também foi obtida uma amostra de

0sso normal sem a presencga de implantes (tibia sem mini-implante).

Apo6s a remocéao dos seis blocos, o animal foi submetido a eutanasia. Para
tanto, com o coelho ainda em profunda anestesia e sedacao, foi aplicada na veia

auricular dose letal de Cloridrato de Tiopental, a qual gira em torno de 90 mg/kg.

4.3 Analises moleculares

Os mini-implantes foram extraidos dos animais, juntamente com 0O 0SSO
subjacente. O RNA total destas amostras foi extraido e a expressdo de marcadores
envolvidos com a acéo de osteoclastos como o miR-34a foi avaliada pela técnica de

PCR em tempo real.

4.3.1 Extracdo do RNA total e confeccdo do cDNA

A extracao dos RNAs das amostras foi realizada pelo método do Trizol (Thermo

fisher  Scientific, Waltan, MA, USA), segundo recomendacdes do
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fabricante. Basicamente, cada amostra foi homogeneizada com 800 uL de Trizol e
1 pL de glicogénio (20 pug/puL) e em seguida incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds esta incubacdo foi adicionado 160 pL de cloroférmio e apos
centrifugacdo por 5 minutos para separar as fases, a fase superior foi transferida para
um tubo e novamente extraidas com 800 uL de Trizol e 160 pL de cloroférmio. ApGs
nova centrifugacao por 5 minutos para separar as fases, a fase superior foi novamente
transferida para um novo tubo e os RNAs foram precipitados pela adicdo de 0,7
volumes de isopropanol gelado e incubacdo a 20° C, durante a noite. Apds este
periodo, os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 4° C a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500 pl de etanol 70%. O pellet foi
seco (10 minutos, temperatura ambiente) e dissolvido em 40 pl de agua livre de

RNAase.

Para a confeccdo das moléculas de cDNAs, cerca de 2,0 ug de RNA total foram
submetidos ao tratamento com DNAse para remocdo de DNA gendmico, submetidos
a acao da enzima SuperScript Il (Thermo fisher Scientific, Waltan, MA, USA)
conforme as condi¢des fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, ao RNA seréo
adicionados 1 yL de primer Oligo dT (500 pug/mL), 1 yL de dNTPs (10 mM) e agua
DEPC (dietil-piro-carbonato) suficiente para 13 pL. Essa mistura foi incubada a 65°C
durante 5 min. Em seguida, adicionou-se 4 pL de 5x First Strand Buffer, 1 uL de DTT
(0,1 M), 1 uL de RNAse out (40U/mL) e 1 pL da enzima SuperScript Il (200 U/uL)
perfazendo um volume final de reacéo de 20 uL. A reacéo foi incubada a 50° C por 1
hora e depois inativada atraves de incubagéo a 70° C por 15 min. Terminada a reagao,

o produto da sintese foi diluido 10 X pela adi¢do de 180 uL de agua livre de RNAse.
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4.3.2 Avaliacdo da expresséao de miR-34a

Para a avaliacédo da expressao de miR-34a, cDNAs a partir dos RNAs extraidos
foram confeccionados utilizando o sistema Tagman que consiste na utilizacdo de 1
par de primers e uma sonda especifica para miRNA. As rea¢0es foram realizadas em
triplicata, sempre com a presenca de um controle negativo de reagcdo e um controle
endégeno (RNU48), no aparelho QuantStudio 7 da Applied Biosystems.
(LifeTechnologies, Carlsbald, USA). O método para o calculo da quantificacdo relativa

—AACt

do nivel de expresséo foi o 2 proposto por Livak e Schimttgen (2001).

4.4 Andlise de Dados

Os registros das informacdes referentes aos resultados das andlises de
expressao génica foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha
do Microsoft Excel. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico para computador SPSS version 22.0 e GraphPad Prism 9.5.1. Para a
analise da expressdo de miR-34a entre os trés grupos analisados neste presente
estudo, foi utilizado o célculo do 2 “44Ct e os valores de corte para considerar diferenca
de expresséo foram 2. Foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov para verificar se os dados das amostras apresentavam distribuicdo normal.
Para a comparacdo entre os grupos foram utilizados os testes estatisticos Kruskal
Wallis e teste de mediana. Para avaliacdo da correlacéo foi utilizado a Correlacéo de

Spearman. Foi considerado o nivel de significancia para valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Andlises moleculares
5.1.1 Extracdo e quantificacdo do RNA total das amostras

Foram extraidos os RNAs de um total de 30 amostras de coelhos. As amostras
extraidas foram quantificadas no espectrofotdmetro DeNovix DS-11 (Uniscience) para
avaliacdo da concentracao do RNA total e da densidade 6ptica a 260nm e 280nm

(Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo do RNA total extraido das amostras de coelhos

Amostra 260/230 260/280 ng/Mi
C1 0,76 1,89 742,17
C2 0,31 1,59 2682,05
C3 0,55 1,44 580,84
C4 0,41 1,59 614,88
C5 0,55 1,44 574,59
C6 0,46 1,23 415,39

CiD1 0,53 1,57 1296,84
C1D3 0,29 1,59 2093,60
ClEl 0,35 1,58 2500,18
C1E3 0,55 1,35 908,46
C2D1 0,34 1,59 2519,96
C2D3 0,30 1,60 2924,39
C2E1 0,33 1,57 2140,70
C2E3 0,32 1,59 2863,39
C3D1 0,26 1,62 937,15
C3D3 0.60 1,79 470,55
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C3E1 0,39 1,70 1657,45
C3E3 0,77 1,88 728,01
C4D1 0,27 1,56 1.695,40
C4D3 0,34 1,59 2.466,95
C4E3 0,30 1,58 2.016,56
C5D1 0,55 1,55 1.140,65
C5D3 0,41 1,58 693,43
CS5E1 0,49 1,76 964,01
C5E3 0,47 1,47 798,37
CeD1 0,41 1,59 596,53
C6D3 0,65 1,39 673,25
C6E1l 0,50 1,37 971,94
C6E3 0,57 1,40 1.113,10

5.1.2 Avaliacédo da qualidade dos cDNAs

ApoOs a quantificagdo do RNA total foram confeccionados os cDNAs das

amostras. Entretanto, antes de iniciar as avaliagdes por PCR em tempo real, a

gualidade dos cDNAs foi avaliada ap6s PCR com o normalizador GAPDH e

eletroforese em agarrose a 1,5% (Figura 10).
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Figura 10: Andlise da qualidade dos cDNAs das amostras de coelho.
Eletroforese em gel de agarose (1,5%) demonstrando amplificacdo do gene GAPDH. As
amostras que ndo apresentaram uma boa amplificacéo (assinaladas pela seta em vermelho)
foram descartadas e confeccionados novos cDNAs.

5.1.3 Resultado da expresséo de miR-34a por PCR em tempo real nas amostras
de coelho de acordo com o tipo de implante e tratamento

Apos a confeccdo dos cDNASs, o proximo passo foi avaliar a expressao de miR-
34a nas amostras de coelho de acordo com o tipo de mini-implante e auséncia e
presenca de forca aplicada (1N). Os resultados da expressdo de miR-34a estdo
dispostos na tabela 2 em forma de fold change. Para a interpretacdo do método
aplicado (2.«) foram utilizando os valores de corte +2 para indicar aumento de
expressdo do mMIRNA (resultados em vermelho) e 0,5 para resultados de
hipoexpresséo (resultados dispostos em verde). Os valores descritos em preto
demonstram que ndo houve variacdo de expressdo de miR-34a. De acordo com 0s
resultados podemos observar que a expressao de miR-34a entre os animais variou de
0,49 a 60,30 vezes mais expresso comparado aos controles (amostras de tibia sem
mini-implante). As amostras que apresentaram maior variagdo de expressao para
miR-34a foram aquelas que receberam o implante do tipo porous, sendo que na
condicdo CD3 (porous sem carga) miR-34a estava aumentado nos seis animais
analisados. Ja na condicdo CD1 (mini-implante porous com carga) podemos observar

um aumento de expressdo de miR-34a em 4 dos 6 animais analisados. Importante
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notar também que exceto no animal 6, os valores de fold change de miR-34a para

CD3 foram superiores quando comparados com o CD1 (Tabela 2):

Tabela 2: Valores de Fold Change para miR-34a nas amostras de coelho analisadas
em relac&do aos seus controles

ANIMAIS TRATAMENTO

CD1 CD3 CEl CES3
ANIMAL 1 0,71 2,38 0,51 1,21
ANIMAL 2 2,10 4,68 191 0,64
ANIMAL 3 1,23 3,98 2,10 1,69
ANIMAL 4 2,19 2,77 0,49 4,49
ANIMAL 5 2,52 21,18 8,85 60,30
ANIMAL 6 19,33 2,32 0,63 1,17

Legenda: CD1 — Implante porous com carga (1N) em tibia direita; CD3 - Implante porous sem
carga em tibia direita, CE1 — implante convencional com carga (1N) em tibia esquerda; e CE3
— implante convencional sem carga em tibia esquerda. As amostras controle (C) nédo
aparecem na tabela. Elas foram usadas para o célculo da expressédo 242

5.1.4 Comparacao da expressdo de miR-34a entre as amostras e grupos
analisados

O préximo passo foi comparar estatisticamente os valores de expressao de
miR-34a entre os grupos animais. Na Figura 11 podemos observar graficamente a
variagdo da expressdo de miR-34a entre os 6 animais analisados nas diferentes
condicbes de tratamento. N&o encontramos diferenga estatisticamente significativa
guando comparamos os diferentes tipos de tratamento aplicados entre seis animais e

0 grupo controle (p= 0,054).
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Figura 11: Analise global da expressédo de miR-34a em diferentes tratamentos, nos seis
animais avaliados neste estudo. Legenda: Controle - tibia sem mini-implante; CD1 —
Implante porous com carga (1N) em tibia direita; CD3 - Implante porous sem carga em tibia
direita, CE1 — implante convencional com carga (1N) em tibia esquerda; e CE3 — implante
convencional sem carga em tibia esquerda. Os valores de fold change (eixo y) estéo dispostos
na escala log10. Teste de Kruskal-Wallis.n.s. significa néo significante.

5.1.5 Avaliacéo da expressao de miR-34a em cada animal analisado

O proximo passo foi analisar se existe diferenca na expressdo de miR-34a
para cada animal (Figura 12). Foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os tipos de tratamento analisados em cada animal analisado

(Figura 12A-12F).
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Figura 12: Andlise da expressao de miR-34a em diferentes tratamentos individualmente
nos seis animais avaliados. Legenda: CD1 — Implante porous com carga (1N) em tibia
direita; CD3 - Implante porous sem carga em tibia direita, CE1 — implante convencional com
carga (1N) em tibia esquerda; e CE3 — implante convencional sem carga em tibia esquerda.
Os valores de fold change (eixo y) estdo dispostos na escala linear. Teste de Kruskal Wallis.
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5.1.6 Avaliacdo da expresséo de miR-34a entre os animais analisados

A proxima analise teve por objetivo avaliar a variacdo da expressao de
mMiRNA-34a para visualizar a heterogeneidade da expressédo de miR-34a observada
em cada animal utilizado no estudo. Podemos observar que o animal 5 apresentou
valores de expressdo de miR- 34a aumentados na maioria dos tratamentos
analisados. Uma expressao mais homogénea de miR-34a foi observada nos animais

no grupo experimental CD3 (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo da variacdo da expressdo de miR-34a em diferentes tratamentos
nos seis animais analisados. Legenda: CD1 — Implante porous com carga (1N) em tibia
direita; CD3 - Implante porous sem carga em tibia direita, CE1 — implante convencional com
carga (1N) em tibia esquerda; e CE3 — implante convencional sem carga em tibia esquerda.
Os valores de fold change (eixo y) estéo dispostos na escala log10.

5.1.7 Avaliacdo da expressao de miR-34a entre os grupos de tratamento

Com a finalidade de investigar se havia diferenca significativa na expressao
de miR-34a entre os tipos de tratamento foi feita a comparacdo entre os grupos. Nao
foi observada nenhuma diferenca significativa na expressdo de miR-34a entre os
grupos, exceto, entre o tratamento CD3 e o grupo controle (p=0,002) (Figura 14 e

Figura 15).
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Figura 14: Comparacdo da expressdo de miR-34a nos diferentes tratamentos
realizados. Legenda: CD1 — Implante porous com carga (1N) em tibia direita; CD3 - Implante
porous sem carga em tibia direita, CE1 — implante convencional com carga (1N) em tibia
esquerda; e CE3 — implante convencional sem carga em tibia esquerda. Os valores de fold
change (eixo y) estéo dispostos na escala log10. Teste de Kruskal Wallis e Mann-Whitney.
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Figura 15: Expressédo de miR-34a em CD3 comparado com o grupo controle. Legenda:
CD1 — Implante porous com carga (1N) em tibia direita; CD3 - Implante porous sem carga em
tibia direita, CE1 — implante convencional com carga (1N) em tibia esquerda; e CE3 — implante
convencional sem carga em tibia esquerda. Os valores de fold change (eixo y) estéo dispostos
na escala log10. Teste de Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO

O trabalho seminal do médico sueco Branemark (1960) foi essencial para a
introdugé@o dos implantes na rotina odontologica e o estabelecimento do conceito de
osseointegracdo. Os resultados desse estudo demonstraram a estabilidade do
mecanismo de implante durante aplicacdo de forca, possibilitando a aplicabilidade
desta técnica como forma de ancoragem na ortodontia durante a movimentagcao
dentéria. Uma vez que o movimento ortoddntico est4 baseado biologicamente no
processo de remodelamento no periodonto (CHEN & ZHANG, 2023), os mecanismos
envolvidos na estabilidade dos mini-implantes utilizados na movimentacéo ortodontica

permanecem ainda obscuros.

Visto que os miRNAs, pequenas moléculas de RNA com atividades de
regulacdo génica, possuem um papel importante na homeostase periodontal e
participam de diversos processos celulares como diferenciacdo celular, apoptose,
osteoclastogénese e osteogénese, este estudo teve por objetivo investigar a
expressdo de miR-34a em mini-implantes de titdnio com diferentes tipos de superficie
(convencional e porous) implantados em tibia de coelho e submetidos a

presenca/auséncia de carga (1N).

Para isso, primeiramente avaliamos se o miR-34a estava presente nas
amostras 0sseas analisadas. Os dados obtidos pelo método de PCR em tempo real
demonstraram que miR-34a estava aumentado em determinadas amostras com
valores de chegando até 60 vezes (CE3 - animal 5). A avaliacdo dos valores de fold
change de miR-34a nas diferentes condicfes analisadas demonstraram que a
expressao do miR-34a estava aumentada, nas amostras de tibia que receberam o

implante porous sem carga (CD3) em relacdo ao grupo controle (variando de 21,18 a
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2,32 vezes) em todos os seis animais. Analises estatisticas demonstraram que esse
aumento de expressdo de miR-34a foi estatisticamente significante (p=0,002) neste

tipo de condicdo comparado as demais condi¢cdes analisadas.

Diante desses resultados formulamos a seguinte pergunta: “Qual seria a
explicagdo biolégica para o aumento de miR-34a neste tipo de condigdo?” Para
auxiliar na resposta a essa pergunta, foi necessaria uma busca minuciosa na literatura
com a finalidade de compreender o papel que este miRNA desempenha no tecido
0sseo.

Em condic¢es fisiologicas miR-34a é regulado pelo gene supressor tumoral
TP53. Entretanto, ap6s um dano ao DNA, o gene TP53 também pode sofrer regulacéo
por miR-34a diretamente pela interacdo com seu transcrito e indiretamente tendo
como alvo MDMX, o inibidor de TP53. Outros mecanismos independentes de TP53
podem atuar na regulacdo de miR-34a, como por exemplo a hipometilagcdo da regiao
promotora de miR-34a (SLABAKOVA et al., 2017). Uma vez que a expressio de miR-
34a é induzida por p53, miR-34a tem sido considerado uma importante regulador da
supressao tumoral, inibindo diversas vias envolvidas na tumorigénese como ciclo

celular e o fendtipo epitélio mesenquimal e promovendo processos que inibem a

tumorigénese como apoptose e senescéncia (ROKAVEC et al., 2014; SLABAKOVA

et al., 2017).

Além de seu papel ja reconhecido na prevencdo a carcinogénese, outros
trabalhos tém demonstrado a atuacdo de miR-34a em outros processos fisiologicos
como Wan et al. (2012) que utilizaram diversos métodos de analise como gPCR,
western blot, imunofluorescéncia e microarray e evidenciaram que miRNA-34a
desempenha um papel importante na diferenciacdo das células da papila dentéaria

durante o desenvolvimento do érgdo dentéario através da modulacéo de diversas vias
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como as vias de WNT, FGF, NOTCH e Sonic Hedgehog (Shh). Estes autores também
demonstraram que a expressao deste miRNA variava significativamente durante o

desenvolvimento dentério.

Quando consideramos o envolvimento deste miRNA no metabolismo 6sseo,
verificamos que embora esse assunto tenha sido objeto de varios estudos, os dados
disponiveis séo conflitantes. Experimentos com ganho e perda de funcéo realizados
in vivo indicaram que outros membros da familia miR-34, como miR-34 b/c afetavam
o desenvolvimento esquelético em camundongos inibindo STAB2, uma proteina de
matriz fundamental para a diferenciacédo (WEI et al., 2012). J& o papel de regulador-
chave de miR-34a no processo de diferenciacdo osteoblastica foi demonstrado por
Chen et al., 2013. Em organismos adultos a formacdo 6ssea é mediada através do
recrutamento de células tronco mesenquimais (também conhecidas como células
tronco esqueléticas) derivadas da medula O0ssea situada perto das superficies de
formacdo 6ssea (CHEN et al., 2013). Com o objetivo de identificarem os miRNAs
envolvidos nas diferentes etapas de formacédo é6ssea, estes autores utilizaram a
técnica de microarray em células-tronco humanas (hMSCs) induzidas a diferenciacéo

em osteoblastos quando cultivadas em meio especifico para

diferenciacéo. Apoés os 14 dias de inducéo in vitro, os autores verificaram um aumento
na expressao de miR-34a. Estes resultados foram confirmados por PCR em tempo
real tanto em cultura 3D como em cultura em monocamada-2D. Para avaliar a fungao
biolégica de miR-34a na inducéo da diferenciacdo osteoblastica de hMSCs, estes
mesmos autores transfectaram essas células com pré-miR-34a e anti-miR-34a.
Durante a inducdo osteoblastica dessas células foi observado uma inibicao
significativa de ALP, assim como, uma inibicdo da mineralizacdo em células que
superexpressavam miR-34a. Além disso, outros marcadores de expressao génica de
osteoblastos como colageno tipo | (Col I), osteopontina (OPN) e osteonectina (ON)
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foram inibidos pela superexpressédo do miR-34a, enquanto seus niveis mostraram-se
aumentados em presenca de anti-miR-34a. Posteriormente, avaliacdes in silico com
confirmacdo por PCR em tempo real foram realizadas com a finalidade de
determinarem os alvos de miR-34a durante a diferenciacdo osteoblastica, destacando
dentre estes JAG1, um ligante da via de NOTCH. Estes autores também
demonstraram a inibicdo do crescimento 6sseo em um modelo in vivo de formacéao de
0sso heterotopico em camundongos. Utilizando células hMSC transfectadas
subcutaneamente, 0os autores observaram que nas células contendo miR-34a
aumentado ocorria uma reducdo de 60% na formagcdo Ossea comparado aos
controles. Por outro lado, a inibicdo de miR-34a levava a um aumento de 200% na

formacédo 6ssea.

Apesar das evidéncias demonstrando miR-34a como inibidor da proliferacéo e
da diferenciacéo osteogénica em hMSC, outros estudos demonstraram que miR-34a
foi capaz de aumentar a osteogénese. Por exemplo Sun e colaboradores (2014)
demonstraram que miR-34a foi capaz de promover a diferenciacdo osteogénica em
células tronco da papila apical. Células-tronco da papila apical séo células

mesenquimais/progenitoras que residem no 4pice radicular de dentes permanentes

imaturos. Nesse estudo a transfeccéo de células tronco da papila apical com mimicos
de miR-34a demonstraram um aumento de RUNX2, OSX, and OCN e que este miRNA
apresentou-se como um regulador negativo da via de Notch, mas um regulador

positivo da mineralizacdo e da diferenciacao celular.

Fan et al. (2016) demonstraram que miR-34a estava aumentado durante o
processo de diferenciacdo de células tronco derivadas de adipdcitos. E que essa
superexpressao significativamente aumentava a expressao da fosfatase alcalina, a

capacidade de mineralizacdo e a expressdo de genes relacionados com a
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osteogénese in vitro como RUNX2, osterix (OSX) e osteocalcina (OC). Nesse mesmo

estudo, miR-34a induziu a formacdo de 0sso in vivo.

Grilli et al., (2015) avaliaram as modificacdes transcricionais na linhagem
celular de osteossarcoma, Saos-2, comparada a clones transfectados com CD99, uma
molécula de superficie presente em osteoblastos, que estd ausente em
osteossarcomas e que tem a capacidade de induzir a diferenciacdo dessas células.
Apos atransfeccéo de Saos-2 com CD99, estes autores observaram uma variagao na
expressao de alguns miRNAs, sendo que 22 miRNAs apresentavam uma importante
associacdo com as fases de diferenciacdo celular. miR-34a e miR-26b foram os
principais reguladores nas fases inicial (dias O e 7) e tardia (dia 14) da diferenciacao
celular. A andlise de bioinformatica realizada neste estudo demonstrou que miR-34a
apresenta-se como o principal regulador da via TGF-beta, uma via importante na
carcinogénese, tendo como alvo SMAD4. Os dados revelados neste estudo apontam
para o papel de miR-34a na regulacdo do processo de osteogénese em
osteossarcomas, revertendo o fenétipo malignidade e reativando a diferenciacao de

células de osteossarcoma pela modulacéo descendente da sinalizacdo TGFbeta.

Segundo Fan et al., (2016) os resultados contraditérios para a participacao de
miR-34a na osteogénese podem ser parcialmente atribuidos as caracteristicas
variadas das diferentes linhagens celulares e a regulacédo pdés-transcricional distinta
da diferenciacao osteogénica tecido especifica. Em nosso estudo, os dados gerados
nao sao suficientes para explicar qual seria a explicacéo bioldgica para justificar esse
aumento na producdo de miR-34a. Para responder se miR-34a estaria envolvido no
aumento da massa Ossea em torno desse tipo de implante serdo necessarios
experimentos adicionais para avaliar a producdo de marcadores de osteogénese.

Esse aumento significativo na expressdo de miR-34a no implante porous sem
carga (superficie modificada) comparado com a amostra controle trouxe um segundo
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qguestionamento: “O tipo de superficie do mini-implante poderia estar contribuindo para
0 aumento de expressao de miR-34a?”

Nas ultimas décadas houve um aumento notavel no numero de trabalhos
publicados destinados ao estudo da melhoria da topografia dos implantes, de suas
propriedades osteogénicas e osseointegraveis com a finalidade de obter o sucesso
clinico e a utilizacao dessas estruturas como mecanismos de ancoragem na ortodontia
(CHAKRAVORTY et al., 2013).

A morfologia do implante possui um papel critico na superficie de contato 0sso-
implante e pode contribuir para o processo de osseointegracdo. A manipulacdo de
propriedades mecanicas e topogréaficas de implantes de titanio, como por exemplo,
implantes micro e nanoporosos, tém sido propostos como alternativas promissoras
para aplicacbes odontologicas (Wally et al., 2015). Além disso, estudos tém
demonstrado que a estrutura e o método de fabricagcdo do material implantado séo

capazes de modular as interacfes das células 6ésseas. Uma superficie de implante

porosa tem uma area de superficie alta que deve permitir que mais células se fixem
em comparac¢ao para uma superficie plana (Wally et al., 2015).

Até a presente data ndo existe nenhum estudo que associe a expressao de
miR-34a e a superficie dos mini-implantes ortoddnticos. No entanto, € importante citar
neste contexto o estudo de Chakravorty et al.,, (2013). Estes autores avaliaram
superficies de implantes de titdnio com topografias modificadas e verificaram que a
morfologia celular se apresentava significativamente diferente nos implantes
microrrugados em comparacdo com os implantes de superficies lisas. A expressao
dos transcritos para varios genes das vias de Wnt, Notch e TGFb/BMP, mas nédo para
a via Hedgehog, foi modulada pela modificacdo das superficies de titanio. Esses
achados foram correlacionados com uma expressdo aumentada de marcadores de

osteogénese como osteocalcina e de diferenciacdo 6ssea como os fatores BMP2,
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BMP6 e GDF15 que foram observados nas superficies modificadas.

Estudos in vitro desenvolvidos por He et al., (2022) demonstraram que a
superficie dos biomateriais € crucial para a osseointegracdo. Esses autores
confirmaram através de suas observacfes que o implante de titdnio nanoporoso
apresentava uma melhor osseointegracao devido ao recrutamento de macréfagos ao
redor do implante e limitando a diferenciacéo e a quimiotaxia dos osteoclastos. Neste
estudo, eles demonstraram que a topografia nanoporosa pode inibir significativamente
a diferenciagdo dos osteoclastos por meio do bloqueio da via integrina
B1/FAKpY397/MAPK alterando a populacdo de citocinas relacionadas aos
osteoclastos e macrofagos proporcionando um ambiente osteogénico mais favoravel.
Dentro do contexto da diferenciacdo de osteoclastos, ressalta-se o papel de Tgif2
(transforming growth factor-beta-induced factor 2) uma proteina que estd aumentada
durante a diferenciacdo dessas células. Krzeszinski et al., 2014 demonstraram que
Tgif2 € um alvo direto de miR-34a e que este miRNA é um potencial inibidor da
osteoclastogénese e da reabsorcéo 6ssea.

Baseado nestes dados, o aumento de expressdo de miR-34a observado no
implante tipo porous, mas ndo no implante convencional neste presente estudo
poderia estar sendo induzido por este tipo de superficie. Uma vez que implantes
porosos ativam diversas vias para formacao 0ssea e inibicdo de osteoclastogénese e
gue ja foi mencionado que miR-34a pode atuar também nessas vias, provavelmente
essa superficie poderia estar proporcionando um aumento de massa 6ssea mediado
por miR-34a.

Porém, para responder tanto a primeira pergunta, quanto a segunda, serao
necessarios experimentos adicionais voltados para a avaliacdo dos marcadores
moleculares como RUNX2, OC, OPG e ALP com a finalidade de demonstrar se miR-

34a estaria induzindo a osteogénese neste tipo de superficie de implante.
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Apesar desse aumento de expressao ter sido observada no implante tipo
porous sem carga, ela apresentou-se reduzida no implante tipo porous submetido a
1N de carga (CD1). Porém, esses valores de expressao demonstram uma diferenca
de expressao nesta condicdo quando comparada com a amostra controle (p = 0,064).
Surgiu entao o terceiro questionamento do estudo: “O tracionamento ortodéntico
estaria modulando a expressao de miR-34a?”

Apesar da regulacdo insuficiente da formacdo déssea por miR-34a, Yu e
colaboradores (2017) demonstraram que miR-34a poderia atenuar a perda 6ssea local
ou no remodelamento do osso alveolar em o0sso submetido & movimentagcao

ortodontica. Estes autores estabeleceram um modelo in vitro de células-tronco da

medula 6ssea (BMSCs) submetidas a forca mecéanica e um modelo in vivo de

movimento dentario ortoddntico em ratos, com o intuito de investigar o potencial de
miR-34a como um alvo terapéutico local para tratamento ortodéntico. No estudo in
Vivo estes autores utilizaram um dispositivo para movimentag¢&o ortodéntico composto
por uma mola em niquel-titanio em espiral fechada exercendo uma for¢ca de 50 N do
incisivo superior ao primeiro molar superior do animal, com o intuito de mover o
primeiro molar mesialmente. A retencdo de mola foi monitorada diariamente para
garantir resisténcia estavel e continua, uma vez estabelecido esse modelo, a
expressao de genes relacionados com o metabolismo ésseo foi avaliada. Genes
relacionados com o processo de diferenciacdo 0ssea como Runx2, Coll, e ALP
apresentaram um aumento de expressdo. Houve um aumento de expressao
significativo de miR-34a no sétimo dia de aplicacdo de carga ortodéntica. De acordo
com os autores, a variacao de expressao de miR-34a foi consistente com a expresséo
dos fatores de diferenciacdo 6ssea. Logo depois, foi realizada a transfec¢ao de miR-
34a agomiR (pré-miR-34a) e de miR-34a antagomiR (anti-miR-34a) e realizada a
comparagcao com animais controle, também submetidos a movimentacéo ortodontica.
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Os autores investigaram o efeito de miR-34a na remodelagdo Ossea local e na
movimentacado ortoddntica por caracterizacao morfolégica, ensaio de microCT e PCR
em tempo real e verificaram que o0s animais tratados com miR-34a-antagomiR
apresentaram uma diminuicdo da massa 0ssea, ao contrario de miR-34a-agomiR
cujos animais aumentaram a osteogénese e a formacao de massa 6éssea no 0sso local
submetido a movimentacao dentaria. Ainda nesse estudo, para entender o mecanismo
de atuacdo de miR-34a na diferenciacdo osteogénica induzida por forca, os autores
investigaram a expressdo das proteinas relacionadas com a via Wnt/B-catenina em
células rBMSCs transfectadas com miR-34a-agomiR e com miR-34a-antagomiR. Eles
observaram que a proteina GSK-3B encontrava-se diminuida e que B-catenina

encontrava-se ativa apos a transfeccdo com miR-34a agomiR. GSK3[3 tem como

fungado impedir a ativagdo da via Wnt inibindo a ativagao de B-catenina. Os autores
formularam uma hipétese de que, uma vez estando [B-catenina ativada, ela se
acumularia no nucleo das células e iniciaria a via Wnt/B-catenina, ativando por sua
vez, uma série de genes relacionados com a diferenciacédo osteogénica como RUNX2,
Coll e ALP. Os autores concluiram que miR-34a tem um efeito positivo na

diferenciacéo osteogénica em condi¢des de forca.

Em nosso estudo a forca aplicada (1N) foi inferior a utilizada por Yu e
colaboradores (2017) (50N). Mas como explicar a menor expresséo da condi¢cdo CD1
(mini-implante porous com carga) versus CD3 (mini-implante sem carga)? A nossa
hiptese € que na condicdo CD3 ha o favorecimento da osteogénese pois ndao ha
aplicagcdo de carga, ja na condicdo CD1 esse processo poderia estar sendo
prejudicado pela aplicacdo de forca e consequente inducdo do processo de
reabsorcao 6ssea. Provavelmente durante o processo de reabsorcdo 0ssea pode
estar havendo a liberacdo de alguma molécula capaz de regular negativamente a
expressao de miR-34a. Zhang et al. (2020) em uma avaliacdo com 12 pacientes de
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12 a 18 anos de idade submetidos a tratamento ortodontico demonstraram uma
reducdo na expressdo de miR-34a no fluido gengival apdés aplicacdo de forca
ortodontica. Essa expressdo de miR-34a foi negativamente correlacionada com a
expressao de MMP-2, MMP-9 e MMP-14, proteinas que estdo geralmente
aumentadas em areas de pressdo. Outro estudo investigou uma reducdo na
expressao de miR-34a em células tronco de ligamento periodontal. Essas células
foram submetidas a diferenciacdo com meio osteogénico por 3 semanas. Os autores
mimetizaram a aplicacdo de for¢a ortodéntica nessas células e verificaram que ALP,
osteopontina, COL1 e RUNX2 estavam aumentados, enquanto miR-34a e encontrou-
se diminuida (Meng et al., 2022). Importante mencionar que a proteina STAT3 (signal

transducer and activator of transcription 3) exerce um papel importante na

diferenciacao e na atividade de osteoclastos via catepsina k (DAVIDSON et al., 2020).
STAT3 é capaz de induzir a expressdo de NFATcl, o regulador principal da
diferenciacdo e da formacao de osteoclastos (YANG et al., 2019). STAT3 exerce um
papel importante na remodelacédo 6éssea durante a movimentacao ortodontica através
do crosstalk osteoblasto/osteoclato (GONG et al., 2023). Foi demonstrado em células
de cancer colorretal que STAT3 constitui uma via alternativa de regulacdo de miR-34a
(ROKAVEK et al., 2014). Uma hipétese para a redugdo na expressdo de miR-34 sob
movimentacdo ortodontica € que nesse processo haveria uma maior producdo de
STAT3 e que essa molécula poderia estar regulando negativamente miR-34a.

Uma vez que os dados encontrados neste presente estudo apontam uma
possivel relacdo entre miR-34a e os mini-implantes tipo porous, e que a literatura
aponta para um importante papel de miR-34a no processo de osteogénese, analises
adicionais deverdo ser realizadas com a finalidade de elucidar o papel deste miRNA
no tecido 6sseo quando em contato com implantes ortoddnticos com superficie

porosa.
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7. CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos neste presente estudo nds podemos concluir que:

miR-34a apresentou-se superexpresso nas amostras de tibia contendo Ml tipo
porous, sendo essa expressdo presente em 100% nas amostras que
receberam o MI tipo porous sem carga e 66,7% nas amostras que receberam
Ml tipo porous sem carga. O aumento de expressado de miR-34a neste tipo de
implante possivelmente pode ser justificado pelo processo de osteointegragao
induzida por este tipo de superficie. Porém, para esclarecer a fungéo biologica

de miR-34a nesse processo Serao necessarios experimentos adicionais.

Houve uma diferenca estatisticamente significante entre a expressao de miR-
34a nas amostras que receberam o Ml tipo porous sem carga comparada com
0 grupo controle. Dados da literatura apontam para uma expressao aumentada
de marcadores de osteogénese como osteocalcina e de diferenciacéo 6ssea
como os fatores BMP2, BMP6 e GDF15 em superficies de implantes
modificadas. Além disso, a topografia nanoporosa parece inibir
significativamente a diferenciacdo dos osteoclastos. Foi demonstrado que o
miR-34a tem como alvo Tgif2 uma proteina relacionada com a reabsorcao
0ssea e a diferenciagcéo de osteoclastos. Diante desses dados, o aumento na
expressao de miR-34a induzida por este tipo de superficie parece sugerir que
este miIRNA pode estar sendo requisitado para os processos de osteogénese
e inibicdo da osteoclastogénese.

A expressao de miR-34a mostrou-se menor nas amostras que receberam os
Mls tipo porous com carga, em comparagcdo aos MIs tipo porous sem carga.

Dados da literatura demonstraram que uma expressao de miR-34a apoés
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tracionamento tanto in vitro quanto in vivo. Provavelmente durante o processo
de reabsorcdo Ossea induzida pela movimentacdo ortodéntica pode estar
havendo a liberacdo de alguma molécula capaz de regular negativamente a
expressao de miR-34a, como por exemplo STAT3, uma molécula crucial para

a movimentacao ortodontica e com papel conhecido de inibidor de miR-34a.
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