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RESUMO

A testosterona é o principal horménio sexual esteroide masculino envolvido na
diferenciacdo, desenvolvimento sexual e controle das funcdes reprodutivas
masculina. A diminuicdo das concentracbes de testosterona no individuo esta
associada a uma queda na densidade Ossea mineral alveolar, entretanto,
pouquissimos estudos exploraram o impacto sobre o periodonto e sobre as estruturas
dentérias. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da supressao de testosterona
sobre o crescimento e desenvolvimento das estruturas dentarias, periodontais e
alveolares em ratos durante a puberdade. Trinta e seis ratos da linhagem Wistar foram
selecionados para este estudo. Orquiectomia (ORX) foi realizada nos animais do
grupo experimental (n=18) e cirurgiam sham nos animais do grupo controle (n=18) no
23° dia de vida. Os animais foram alocados em 4 grupos: um grupo ORX (n=9) e um
grupo sham (n=9) eutanasiados aos 45 dias de vida, e o outro grupo ORX (n=9) e o
outro sham (n=9) eutanasiados aos 73 dias de vida. Apds o periodo experimental, 0s
animais foram eutanasiados e as mandibulas e maxilas foram retiradas, dissecadas
e fixadas em formol a 10%, descalcificadas, cortadas a 7 um e coradas com
hematoxilina e eosina e picrosirius red. Analise qualitatativa das laminas coradas com
Hematoxilina e Eosina foram realizadas, enquanto que a sintese de colageno obtida
das laminas coradas com pricosirius foi avaliada quantitativamente através do
software ImageJ. A sintese de colageno foi comparada entre os grupos pelo teste t
de student através do software IBM SPSS. Histologicamente, os animais submetidos
orquiectomia apresentaram variacfes na regido periodontal, osso alveolar imaturo e
ligamento periodontal com presenca de células adiposas atipicas, nas estruturas
dentarias, polpa hiperémica com pontos de calcificagcdo (nddulos) e variagdo no
arranjo e forma dos odontoblastos, com consideravel significAncia quando
comparados com 0s animais do grupo Sham. Nao houve diferenca estatisticamente
significante para a sintese de colageno entre os grupos. Conclui-se que a o déficit
androgénico T induz a altera¢des na diferenciacdo das células que formam os tecidos
das estruturas dentéarias e alveolares, através da incidéncia de alteracdes pulpares,
presenca de células atipicas no ligamento periodontal e atraso na neoformacao do
0sso alveolar de ratos durante a puberdade.

Palavras-chave: Periodonto. Testosterona. Dente. Polpa.



ABSTRACT

Testosterone is the main male steroid sex hormone involved in differentiation, sexual
development and control of male reproductive functions. Decreased testosterone
concentrations in the individual are associated with a decrease in alveolar bone
mineral density, however, very few studies have explored the impact on the
periodontium and dental structures. The aim of this study was to evaluate the impact
of testosterone suppression on the growth and development of dental, periodontal and
alveolar structures in rats during puberty. Thirty-six Wistar rats were selected for this
study. Orchiectomy (ORX) was performed on the animals of the experimental group
(n=18) and sham surgery on the animals of the control group (n=18) on the 23rd day
of life. The animals were allocated into 4 groups: an ORX group (n=9) and a sham
group (n=9) euthanized at 45 days of age, and the other ORX group (n=9) and the
other sham (n=9) ) euthanized at 73 days of age. After the experimental period, the
animals were euthanized and the mandibles and maxillas were removed, dissected
and fixed in 10% formalin, decalcified, cut at 7 um and stained with hematoxylin and
eosin and picrosirius red. Qualitative analysis of slides stained with Hematoxylin and
Eosin were performed, while collagen synthesis obtained from slides stained with
picosirius was quantitatively evaluated using ImageJ software. Collagen synthesis
was compared between groups using the student's t test using the IBM SPSS
software. Histologically, the animals submitted to orchiectomy showed variations in
the periodontal region, immature alveolar bone and periodontal ligament with the
presence of atypical fat cells, in the dental structures, hyperemic pulp with calcification
points (nodules) and variation in the arrangement and shape of the odontoblasts, with
considerable significance. when compared with the animals of the Sham group. There
was no statistically significant difference for collagen synthesis between the groups. It
is concluded that the androgen deficit T induces changes in the differentiation of cells
that form the tissues of dental and alveolar structures, through the incidence of pulp
alterations, presence of atypical cells in the periodontal ligament and delay in the
neoformation of alveolar bone in rats during puberty.

Keywords: Periodontium. Testosterone. Tooth. Pulp.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Divis@o entre 0S grupos eXpPerimentals ..........cccceeeeeeeerrrriiiiiiiiininnnnnnne 28
Figura 2 - Cirurgia OrqQUIECTIOIMIA .....evveiiiiiiiiieeeeeee et 29
Figura 3 - Sequéncia de imagens em referéncia a analise quantitativa de

[oX0] F=To =] o o O PRUR PRI 32
Figura 4 - Fotomicrografias da regido de dentina dos incisivos inferiores ............ 35
Figura 5 - Fotomicrografias da regiao de dentina dos incisivos superiores .......... 35
Figura 6 - Fotomicrografias da regido de polpa dos incisivos inferiores ............... 36
Figura 7 - Fotomicrografias da regido de polpa dos incisivos superiores ............. 37
Figura 8 - Fotomicrografia de corte de osso alveolar mandibular ........................ 38
Figura 9 - Fotomicrografia do osso alveolar regido anterior de maxila ................. 39
Figura 10 - Fotomicrografia de corte da regido do ligamento periodontal de

INCISIVO INTEIIOTES ...ttt e e e e e e e s 40
Figura 11 - Fotomicrografia processo alveolar da regido anterior de maxila .......... 41
Figura 12 - Fotomicrografia do ligamento periodontal sob luz polarizada .............. 42



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......coiiiiiee ettt ettt ettt et e et este e seeans 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ocueeeeeeeeeeeeeeeeeeees e, 14
725 R o1 =1V 1= N @ TR 14
2.2 LIGAMENTO PERIODONTAL ....cooviuiiieieteeceeeteeeee et en e, 15
2.3 OSSO ALVEOLAR ......cocvetetieieteeeteeeeetetetetees ettt en st nen e nean e, 15
2.4  COMPLEXO DENTINA-POLPA ......cooviieeteeeeeeeeeeeee e, 16
2.5 ESMALTE ...ooieiieceeeceeee ettt ettt en ettt en et en e, 18
2.6 TESTOSTERONA ......ooviiceititeeeeeteee et ete et st en st een e, 19
2.7 TESTOSTERONA E AS ESTRUTURAS DENTOALVEOLARES ................... 21
3 (0] 23] = 1Y 1 RO 23
3.1 OBJIETIVO GERAL .....ooveieeeeeee et s e n e en s nene s 23
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooi et 23
4 MATERIAIS E METODOS .....cooviviieieeeeeeetee et en et en s en s eeen e, 24
4.1  ASPECTOSETICOS ....ooiiieeeeeeeeeeeeee et 24
4.2  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....ooviviiiiieeceeeeeeee e en s 24
48 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO .....cocuiiiiecieeeeeeeeeeeeeen s 28
4.9  AVALIACAO MICROSCOPICA.......cooieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 29

4.9.1 Analise Histoldgica Descritiva e Quantitativa Dos Tecidos Periodontias 29

4.9.2 Analise Histoldgica Descritiva Das Estruturas Dentarias .............cccceeeeee. 29
4.10 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 31
5 RESULTADOS ...t e e e e e e nna s 32
5.1 IMAGENS HISTOLOGICAS ..ottt 32
5.1.1 Cortes corados em Hematoxilina e Eosina (HE) .......c...ocooiiiiiiiiiiinnnnnn, 32
ST I I B B 1= o 1 T PP PP P PP PPPPPPPPPP 32
5.1.1.2 POIPA .o 32

D103 0SS0 AIVEOIAN ... e et 34



5.1.1.4 Ligamento Periodontal ............ccoooiieiiiiiiiiiiiii e e e ennnns 36

L IO IR T 7] 0 2T 1o 38
5.1.2 Cortes CoradosS COM PriCrOSITiUS c..oueniei e 38
6 DISCUSSAOD .ttt et e et e et e et e e e e e e e e eee e, 42

REFERENCIAS oo ettt 47



11

1 INTRODUCAO

A testosterona (T) é o horménio sexual predominante no sexo masculino e
responsavel pela maturacdo sexual do individuo no periodo da adolescéncia, além de
estar envolvido em diversos processos fisiolégicos, como, principalmente,
metabolismo 6sseo (MARIOTTI, 1994; MARIOTTI; MAWHINNEY, 2013;
MOORADIAN et al.,, 1987). Algumas condigcbes podem desequilibrar os niveis
plasmaticos de testosterona, como condicbes congénitas ou adquiridas, como
diabetes mellitus, obesidade, entre outros e acarretar em disfuncdo no metabolismo
0sseo (GOOREN, 2010; WESPES; SCHULMAN, 2002).

A deficiéncia de testosterona, também chamada de hipognadismo, pode ocorrer
em qualquer faixa etaria e sexo, sendo que a prevaléncia € maior entre criancas e
adolescentes do sexo masculino. Estudos em humanos e animais em demonstrado
que as diminuicdes das concentracbes de testosterona podem acarretar em
diminuicdo da densidade mineral 6ssea (WANG et al.,, 2016), diminuicdo da
diferenciacéo de osteoblastos e sintese de colageno (REIS et al., 2022).

A densidade mineral Ossea alveolar esta diretamente associada com o
movimento dentario ortoddntico, de modo que a reducao da densidade 6ssea, gerada
pela deficiéncia de testosterona, podem aumentar significativamente a velocidade do
movimento e também podem influenciar a ocorréncia de efeitos indesejaveis, tais
como reabsorcéo radicular (IGLESIAS-LINARES et al., 2016). Na maioria das vezes,
a deficiéncia passa absorto pelo paciente, e 0 mesmo, quando inicia um tratamento
ortodéntico, pode apresentar consequéncias na regido de periodontal e também
reabsorcéo radicular (SALONIA et al., 2019).

A reabsorc¢do radicular € uma das principais sequelas observadas, tanto em
relacdo a deficiéncia de testosterona (SEIFI et al.,, 2015), quanto a movimentacao
dentaria, bem como a associacdo de ambos os fatores, ocorrendo principalmente
devido a ativacdo de células clasticas que reabsorvem os tecidos mineralizados por
um mecanismo parecido ao da reabsorcdo Ossea, levando a perda do elemento
dentario em casos extremos (BUSATO etal., 2014, ROTHBARTH et al., 2014; KIKUTA
et al., 2015).

O colageno pode ser considerado como o tecido mais abundante e de maior

importancia para a manutencao do periodonto. Disfungdes na estrutura e sintese de
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colageno podem estar diretamente associados com doencas periodontais
(MALLIKARJUNAPPA et al., 2021). Estudos indicam que a deficiéncia de testosterona
pode diminuir a sintese de colageno (REIS et al. 2021; REIS et al., 2022).

No campo da medicina, os efeitos da deficiéncia de testosterona estéo,
aparentemente, bastante elucidados pela literatura, bem como os efeitos da reposicao
por esteroides androgénicos. No entanto, estudos indicam que existe uma
sensibilidade dos receptores de androgenos no complexo craniofacial diferente do que
no restante do corpo (MARQUEZ-HERNANDEZ et al., 2011). Uma revis&o sistematica
de Reis et al. (2021) demonstrou que a deficiéncia de testosterona durante a
puberdade de animais afeta as estruturas de crescimento craniofacial, diminuindo a
propor¢cao dos 0ssos do cranio e da face. Alguns estudos ja foram realizados com o
objetivo de avaliar o impacto da testosterona nas estruturas alveolares, periodontais e
dentarias (SHAPIRO e SHKLAR, 1962; SCHOUR, 1934; SHKLAR et al.,, 1967,
STEFFENS et al., 2012, 2015; GAETHOFS et al., 1999; ROBERTS et al, 1995;
GIRELLI JUNIOR, 2015; GONGCALVES et al., 2018; WANG et al., 2015; MACHADO
et al., 2021), entretanto, diversos vieses destes estudos ndo permitem uma conclusao
robusta sobre a temética, além de que apenas Wang et al. (2016), Gaethofs et al,
(1999) e Roberts et al. (1995) avaliaram o impacto da testosterona durante a
puberdade.

Ratos e camundongos sdo os animais mais utilizados para estudos ésseos
devido a sua proximidade com a fisiologia humana (GIBBS et al., 2004; MACEDO et
al., 2019). Neste contexto, considerando as condi¢des fisioldégicas compativeis com a
idade, exige-se do profissional um conhecimento biol6gico amplo e multidisciplinar,
para a elaboracdo do melhor plano de tratamento evitando efeitos indesejaveis que
podem e devem ser previstos durante o tratamento odontoldgico, seja em virtude de
movimento ortodéntico ou tratamento periodontal torna-se necessario que mais
estudos sejam realizados com métodos de andlises mais modernos e completos, para
concluir com propriedade e clareza quanto a influéncia da testosterona afeta o
desenvolvimento das estruturas dentarias e periodontais, levando o cirurgido-dentista
a estabelecer protocolos e condutas efetivos e eficazes. Além disso, pouquissimos
estudos ja foram realizados sob essa perspectiva, além de que, no melhor do nosso
conhecimento, apenas Wang et al. (2016), Gaethofs et al, (1999) e Roberts et al.
(1995) avaliaram estes impactos durante a puberdade, periodo em que a testosterona

tem maiores impactos no metabolismo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
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avaliar os efeitos da supresséo de testosterona em animais no periodo puberal sobre

o desenvolvimento das estruturas dentarias e periodontais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
O periodonto é constituido pelas estruturas que participam da protecdo e
sustentacdo dos dentes na maxila e na mandibula e pode ser dividido em duas

regioes:

1) periodonto marginal ou de protecdo, constituido pela gengiva, que recobre a
crista do processo alveolar e estabelece continuidade do epitélio da mucosa
oral com o colo do dente pelo epitélio juncional e

2) periodonto de sustentacdo ou insercao, constituido pelo cemento, ligamento
periodontal e processo 0sseo alveolar, responsaveis pela ancoragem do dente
no alvéolo (DI BENEDETTO et al., 2013).

Estas estruturas possuem origem ectomesenquimal, a partir da diferenciacao
das células do saco ou foliculo dentario. Sua funcéo é fixar os dentes nos ossos da
maxila e mandibula. Além disso, funcionam como um sistema para amortecimento das
forcas mastigatérias para evitar a fratura dos tecidos mineralizados do dente
(KATCHBURIAN; ARANA, 2012).

2.1 CEMENTO

O cemento é um tecido conjuntivo mineralizado, avascular, que recobre a
dentina radicular, tendo como principal funcdo a insercédo das fibras do ligamento
periodontal na raiz do dente. E constituido por 60% de mineral (principalmente cristais
de hidroxiapatita) e 40% de matriz organica, constituida majoritariamente por colageno
do tipo I. A espessura do cemento € variavel sendo mais fino no terco cervical da raiz,
aumentando gradualmente em direcdo apical (KATCHBURIAN; ARANA, 2012).
Estruturalmente pode ser dividido em: cemento acelular de fibras extrinsecas,
encontrado na porgéo cervical de todos os dentes e cemento celular, de fibras mistas
(extrinsecas e intrinsecas), que recobre a por¢ao apical da raiz, sendo caracterizado
pela presenca de células (cementdcitos) em lacunas no interior da matriz (FOSTER,
2012). Acredita-se que a principal funcéo do cemento celular esteja relacionada com
movimentacgdo dental pos-eruptiva e adaptacéo a oclusdo (FOSTER, 2012), atuando

também em processos de reparo em regifes de fratura ou reabsorcdo radicular
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(NANCI; BOSSHARDT, 2006). Por outro lado, o cemento acelular exerce um papel
critico na fixagdo das fibras do ligamento periodontal. Estudo demonstra que falhas no
processo de cementogénese acelular estdo relacionadas a uma fraca insercao das
fiboras coldgenas do ligamento periodontal no cemento, podendo levar ao

desenvolvimento da doenca periodontal (FOSTER et al., 2013).

2.2 LIGAMENTO PERIODONTAL

O ligamento periodontal (LP) € um tecido conjuntivo frouxo, caracterizado por
grossos feixes de coladgeno que se inserem no cemento e no processo 0sseo alveolar,
estabelecendo desta maneira, a articulacéo entre o dente e seu alvéolo. E constituido
por uma heterogénea populacdo celular que incluem fibroblastos, que sao
responsaveis pela remodelacdo e renovacdo (turnover) dos componentes da matriz
extracelular, osteoblastos, osteoclastos, restos de células epiteliais de Malassez,
monaocitos, macrofagos, células mesenquimais indiferenciadas, cementoblastos e
odontoclastos (CHO; GARANT, 2000). A regido preenchida pelo LP é conhecida como
espaco periodontal. A espessura do ligamento periodontal varia de acordo com a
regido ao longo da raiz do dente e a idade, apresentando uma diminuicdo com o
envelhecimento (KATCHBURIAN; ARANA, 2012). O ligamento periodontal forma-se a
medida que o dente se desenvolve e irrompe na cavidade oral, e sua estrutura nao se
completa até que o dente entre em oclusédo e seja aplicada a forca funcional (TEN
CATE, 2001). A principal funcdo do LP é amortecer as forcas mastigatorias e por
meios de seus receptores sensoriais e proprioceptivos, desempenha importante papel
na acomodacao dos arcos dentérios durante os movimentos funcionais mastigatorios
do sistema estomatognatico. Além disso, devido a presenca de células
indiferenciadas, o LP tem uma participacdo importante ha homeostasia, regeneracao
e reparo dos tecidos periodontais (XIAU; NASU, 2014).

2.3 OSSO ALVEOLAR

O osso alveolar é a porcdo de tecido 6sseo da maxila e da mandibula que
delimita o alvéolo dentario no qual o dente esta alojado e fixado por meio das fibras
do ligamento periodontal. Desta forma constitui uma verdadeira articulagdo que

permite resistir as forcas geradas pelo contato intermitente dos elementos dentarios
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durante a mastigacéo, fonacdo e degluticdo. E um tecido conjuntivo mineralizado
constituido por 60% de substancias minerais (principalmente cristais de
hidroxiapatita), 20% de matriz organica, caracterizada principalmente por colageno | e
20% de dgua (FERRARIS; MUNHOZ, 2006). A estrutura 0ssea € formada, mantida e
remodelada pela acdo de trés células principais: osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos. Essas células estdo presentes na superficie das trabéculas 6sseas do 0sso
esponjoso, superficie externa e interna do osso cortical e inseridos no préprio 0sso.
Os osteoblastos produzem a matriz organica (ostedide) que sofre posterior
calcificacdo. Durante o processo de maturacdo e calcificacdo do ostedide, alguns
osteoblastos séo aprisionados transformando-se em ostedcitos. Os ostedcitos
alojados nas lacunas do osso calcificado ligam-se entre si e com osteoblastos da
superficie 6ssea por meio de prolongamentos citoplasmaticos que estdo presentes em
canaliculos. J4 os osteoclastos estdo nas superficies 6sseas e sdo responsaveis pela
degradacdo da matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). De uma maneira
geral, os mecanismos reguladores de formacao, remodelacdo e reabsorcdo Gssea
alveolar s@o os mesmos que controlam o tecido 6sseo do restante do organismo.
Entretanto, destaca-se que no 0sso alveolar o turnover ocorre muito mais rapidamente
e o tecido é totalmente reabsorvido na auséncia do dente (FERRARIS; MUNHOZ,
2006).

A homeostasia dos tecidos periodontais envolve uma rede complexa,
multifatorial na qual, pelo menos em parte, os horménios sexuais esteroides exercem
importantes funcdes, tanto em processos fisioldégicos quanto patolégicos (MARIOTTI;
MAWHINNEY, 2013). Dentre os hormonios sexuais esteroides que exercem
importante funcao na regulacdo e manutencao dos tecidos periodontais destaca-se a
testosterona (MARIOTTI, 1994).

2.4 COMPLEXO DENTINA-POLPA

A polpa dentaria é constituida por um tecido conjuntivo frouxo, semelhante ao
de outras partes do organismo, envolvido pelo tecido dentinario. Os odontoblastos,
células presentes na superficie pulpar, sdo responsaveis pela formacéo da dentina e
também fazem parte da sua estrutura. A intima relacdo entre estes dois tecidos
permite 16entinho-los de complexo dentina-polpa ou 16entinho-pulpar (ESTRELA,
2007; YU; ABBOTT, 2007).
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A dentina é a porcéo de tecido duro do complexo dentina-polpa e constitui o
maior volume do dente. Seu componente inorganico consiste, principalmente, em
hidroxiapatita, e a fase organica em colageno tipo I com inclusdes fracionais de
glicoproteinas, proteoglicanos e fosfoproteinas. Caracteriza-se pela presenca de
multiplos tabulos dentinarios atravessando toda a sua estrutura e contendo extensoes
citoplasmaticas dos odontoblastos (TEN CATE, 1998).

A localizacdo anatémica do tecido pulpar influencia suas reacdes fisiologicas,
por estar circundado por dentina mineralizada. A polpa convive assim, com momentos
criticos, pois apresenta limitada capacidade de se expandir durante a vasodilatacao.
Considerando que o substrato nutricional provém da vascularizacédo, que atravessa 0s
pequenos forames e foraminas, o tecido pulpar encontra-se num ambiente de baixa
tolerancia (ESTRELA, 2007).

O tecido pulpar é composto de um material gelatinoso, de consisténcia viscosa,
denominado de matriz extracelular. Compondo essa matriz existem os proteoglicanos
e glicoproteinas, entrelacados a feixes de fibras colagenas, funcionando como uma
barreira a disseminacdo de irritantes e produtos téxicos (ESTRELA, 2007; YU;
ABBOTT, 2007).

As principais células pulpares sdo as de defesa, fibroblastos, as
ectomesenquimais e odontoblastos (ESTRELA, 2007). As células ectomesenquimais,
sdo células tronco multipotentes, capazes de se diferenciar no interior de tecidos
mesenquimais e ndo mesenquimais, em tecido adiposo, ésseo, cartilaginoso e
nervoso (PERRY et al.,, 2008). A presenca de células ectomesenquimais na polpa
dental foi proposta por Fitzgerald et al., 1990. Eles relataram a presenga de células
semelhantes a fibroblastos, capazes de se diferenciar em odontoblastos, apos
agressao ou trauma que levavam a sua morte prematura.

Histologicamente, a polpa é dividida em quatro zonas: (1) camada de
odontoblastos na periferia da polpa; (2) camada acelular de Weil abaixo dos
odontoblastos, proeminente na polpa coronaria; (3) camada rica em células, com
densidade celular elevada, na polpa coronaria, adjacente a camada acelular; (4)
centro da polpa, caracterizado por vasos e nervos maiores da polpa (TEN CATE,
1998).

Na polpa dentaria existem trés caracteristicas Unicas de anastomoses:
arteriovenosas, vénula-vénula e arteriolas que tem uma forma da letra U. A medida

que a pressao intrapulpar aumenta (o que diminui o fluxo sanguineo), durante o
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processo inflamatorio, esses vasos em anastomose podem se abrir no esforco de
diminuir a presséo intrapulpar e manter o fluxo normal. Acredita-se que que esse
sistema existe pra manter a circulacdo pulpar sob determinadas condi¢cdes de
agressao (TEN CATE, 1998; YU; ABBOTT, 2007).

A inervagao pulpar segue o trajeto dos vasos sanguineos, constituindo-se de
fibras nervosas sensoriais, originarias de ramificacdes do nervo trigémeo. Os feixes
nervosos que entram pelo forame apical direcionam-se a porcdo coronaria. Partindo
desse plexo, saem fibras nervosas que penetram na pré dentina, como uma alga, e
saem novamente para ingressar no plexo (TEN CATE 1998; ESTRELA, 2007; YU;
ABBOTT, 2007; ELMEGUID; YU 2009)

Os odontoblastos sdo células pds mitéticas, diferenciadas, eminentemente
pulpares, responsaveis pela sintese da matriz organica da dentina. Revestem a polpa
dentéaria, desenvolvendo 16 prolongamentos ao redor dos quais se forma a dentina.
Sao colunares na altura dos cornos pulpares, diminuindo de tamanho a medida que
vao aproximando-se da regido cervical, tornando-se cubicas na raiz e achatadas no
apice radicular. S&80 mais ativos na porcdo coronaria que na porgdo radicular
(ESTRELA, 2007). Possuem também a fun¢éo de transducéo sensorial. Essas células
comunicam-se umas com as outras por meio de juncles firmes e aderentes, as
juncdes GAP. Assim, se um odontoblasto € afetado os outros também serdo; por
exemplo, frente a uma agresséo, o deslocamento do fluido dentinario no interior dos
tubulos ativa mecanorreceptores presentes nos axdnios das fibras nervosas
sensoriais (YU; ABBOTT, 2007).

ApoOs a dentinogénese primaria, os odontoblastos permanecem funcionais
produzindo dentina secundaria fisiolégica e dentina terciaria tubular, como resposta a
um estimulo de intensidade moderada. No entanto, uma agressao maior poderia levar
a sua morte e, consequentemente, perda do potencial de reparo do tecido pulpar
(SMITH et al., 1995).

2.5 ESMALTE

O esmalte é uma estrutura altamente mineralizada e considerada a mais dura

do corpo humano devido ao alto contetdo de cristais de fosfato de calcio ou bastdes

altamente compactados que se organizam para formar os prismas de esmalte
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(AVERY et al., 2005; ARNOLD; GAENGLER, 2007). Além disso, o esmalte dental
apresenta uma matriz orgénica extracelular (também denominada sustancia
interprismatica) que circunda os prismas e tem caracteristicas morfolégicas totalmente
diferentes dos prismas em relacdo ao volume, orientacdo morfolégica e composicéo
quimica. A matriz organica do esmalte representa apenas 4%, em termos de peso, da
estrutura do esmalte e é constituida por agua e proteinas de natureza nao colagenosa
como amelogenina, ameloblastina e enamelina encontradas em pequenas

quantidades nos espacos interprismaticos (NANCI, 2008).

2.6 TESTOSTERONA

A testosterona (T) é o principal androgénio circulante nos homens, sendo
produzida e secretada, na sua maior parte (aproximadamente 95%), pelas células de
Leydig nos testiculos e, em menor quantidade, pelas glandulas adrenais, que
contribuem com menos de 5% da producao de T. Estima-se que apenas2a 3% da T
circulante encontra-se disponivel em sua forma livre (KAUFMAN; VERMEULEN,
2005).

A regulacdo da producdo de T em homens eugonadais depende do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG). O hipotalamo secreta o hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), que age sobre a hipoéfise anterior estimulando-a a produzir
o hormonio foliculo-estimulante (FSH), que atua sobre as células de Sertoli,
localizadas no interior dos tubulos seminiferos, e o horménio luteinizante (LH), que
atua sobre as células intersticiais de Leydig dos testiculos, estimulando-as a
produzirem a T (BAGATELL; BREMNER, 1996; COSTANZO, 2006). O eixo HPG é
regulado por um mecanismo de feedback negativo onde a T inibe a frequéncia e
amplitude da liberacdo de GnRH a partir do hipotalamo, e também a secrecéo de LH
pela hipéfise (DANDONA; ROSENBERG, 2010).

A funcdo da T, juntamente com a programacdo genética do individuo, no
organismo masculino se inicia durante a gestacdo e estd relacionada no
desenvolvimento dos 6rgaos reprodutores. Apds esse periodo ela cessa, e ird atuar
na puberdade de forma mais exacerbada, realizando o termino do desenvolvimento e
manutencdo dos 6rgdos reprodutivos e das caracteristicas sexuais secundarias,
principalmente no tecido 6sseo, produzindo 0ssos mais longos e com maior propor¢ao

de massa cortical 6ssea, quando comparado com mulheres. Além disso, atua no
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tecido muscular também, produzindo caracteristica resultante no dimorfismo sexual,
além do controle das funcfes reprodutivas e da fertilidade (VANDERSCHUEREN et
al., 2004).

A testosterona (T) comecou a ser avaliada, além do seu papel na reproducéo e
manuten¢ao do sistema reprodutivo, no seu papel de regulagcdo e metabolismo do
tecido 6sseo, funcionamento e regulacdo do coracao, rins, musculos esqueléticos,
sistema imunoldgico, glandulas salivares, e tecidos orais (MOORADIAN et al., 1987,
MARIOTTI, 1994; MARIOTTI; MAWHINNEY, 2013).

A acao androgénica da testosterona nos diferentes 6rgaos-alvos ocorre por trés

vias principais:

1) diretamente através da ligacdo do hormdnio aos receptores de andrégenos
(AR), como ocorre no musculo;
2) apos 5a-reducdo da T a diidrotestosterona (DHT), pela acdo da enzima

5aredutase, como ocorre na prostata e

3) através da aromatizacdo da T para estradiol, pela acdo da enzima aromatase
nos tecidos alvos, e da ligacédo do estradiol aos receptores de estrogeno (Ers),
como ocorre por exemplo no tecido-6sseo (MOORADIAN et al., 1987;
VANDERSCHUEREN et al., 2004).

E bem estabelecido na literatura cientifica que as concentracdes de
Testosterona nos homens diminuem com a idade (HARING et al., 2010; ZIRKIN;
TENOVER, 2012). Especificamente, a partir dos 40 anos ocorre, em média, uma
diminuicdo de 1-2% das concentragbes de testosterona total. Aos 75 anos, a
concentracao plasmatica do hormonio corresponde a aproximadamente dois ter¢os da
concentracdo de testosterona aos 25 anos de idade (KAUFMAN; VERMEULEN,
2005).

Entretanto, além do envelhecimento, condicbes como diabetes mellitus,
obesidade, sindrome metabdlica, hipertenséo arterial e influéncias do estilo de vida
(uso de alcool, tabaco e estresse psicologico) podem estar fortemente associados a
diminuicdo de T no homem. Os principais sintomas associados ao hipogonadismo s&o
diminuicao da libido, disfungéo erétil, diminuicdo da fertilidade, obesidade, alteracdes

no humor, fadiga, depresséao, diminuicdo da forca e da massa muscular, diminui¢cdo
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da densidade mineral éssea e prejuizo da qualidade de vida (WESPES; SCHULMAN,
2002; GOOREN, 2010).

Estudos em humanos e animais tem demonstrado que a diminuicdo das
concentracdes de testosterona € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (SVARTBERG et al., 2004), inflamacdo (HARING et al.,, 2012),
hipertensdo (TORKLER et al.,, 2011), sindrome metabodlica (CHOUDHURY et al.,
2013), diabetes tipo 2 (SCHIPF et al., 2011), doenca periodontal (DALTABAN et al.,
2006; SINGH et al., 2011) e diminuicdo da densidade mineral 6ssea (WANG et al.,
2016).

A deficiéncia de andrégeno acelera o turnover 6sseo e causa um
desbalanceamento entre reabsor¢éo e remodelacdo 6éssea (LEROUXEL et al., 2004).
A densidade mineral e 6ssea das por¢des trabecular e cortical do 0sso aparentemente
sdo sensiveis a manutencao homeostatica do Receptor de Andrégeno
concomitantemente com os niveis soroldgicos de testosterona disponiveis no sangue
(WU et al., 2019b).

2.7 TESTOSTERONA E AS ESTRUTURAS DENTOALVEOLARES

Estudos demonstram que tanto as estruturas dentarias quanto periodontais séo
sensiveis a testosterona, uma vez que as células destas regides possuem em suas
membranas plasmaticas o Receptor de Androgeno (INABA et al., 2013; RODRIGUEZ
et al.,, 2013; HOUARI et al., 2016; JEDEON et al., 2016). Além disso, os estudos
evidenciam também o papel direto da testosterona sobre a diferenciacdo de células
indiferenciadas em osteoblastos, odontoblastos e fibroblastos. Uma vez que a
testosterona age diretamente na diferenciacdo de células cruciais para o
desenvolvimento das estruturas dentoalveolares, é plausivel assumir que o
desenvolvimento destas estruturas durante a puberdade é significativamente afetado
por disfuncbes de testosterona. De fato, estudos com adolescentes ja demonstram o
impacto da testosterona sobre o desenvolvimento dentéario e esquelético (GAETHOFS
etal., 1999; ROBERTS et al, 1995). Nenhum estudo investigou em humanos o impacto
da testosterona sobre o ligamento periodontal.

Estudos com animais intentam inferir com maiores propriedades os
mecanismos impactados pela alteracdo dos niveis plasmaticos de testosterona. Os

estudos relataram uma diminuicdo no numero e na atividade das células do ligamento
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periodontal (SHAPIRO e SHCKLAR, 1962; SHKLAR et al., 1967; SCHOUR, 1934)
perda de inser¢cdo 0ssea e aumento de inflamacgdo (STEFFENS et al., 2012; 2015;
GONCALVES et al., 2018). Wang et al. (2016) investigou a morfologia de caninos de
macacos orquiectomizados e demonstrou que estes possuiam menor area e com
cuspides menos intactas comparados aos caninos de macacos do grupo controle.

E necessério salientar alguns vieses destes estudos que investigaram o
impacto da testosterona sobre as estruturas dentoalveolares: Alguns destes
realizaram a remocao da hipdéfise para avaliar o papel da testosterona (SHAPIRO e
SHKLAR, 1962; SCHOUR, 1934; SHKLAR et al.,, 1967), e ndo a orquiectomia.
Mohamad et al. (2016) afirmam que a técnica mais comum e mais segura para a
supressdo em animais continua sendo a orquiectomia, apesar da castracdo quimica
emergir na literatura. A remocédo da hipofise pode demonstrar efeitos que ndo séo
exclusivos da deficiéncia de testosterona, j& que a glandula controla a producao de
outros horménios. Além disso, apenas Wang et al. (2015) investigou os efeitos sobre
o dente de macacos durante a puberdade, e nenhum observou os impactos do
ligamento periodontal durante a puberdade, a maioria avaliou os impactos durante a
vida adulta. O impacto da deficiéncia da testosterona sobre a sintese de coldgeno no
periodonto também néo foi investigado. Apenas dois estudos com humanos foram
realizados, e avaliaram a idade dentéria e esquelética tanto de adolescentes com
atraso e adiantamento da puberdade (GAETHOFS et al., 1999; ROBERTS et al, 1995).
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3 OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho foram os seguintes:

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo é realizar uma investigagdo em animais a fim de avaliar
o0 papel da deficiéncia de androgénio (testosterona) durante a puberdade nas
alteracdes fenotipicas histologicas do desenvolvimento das estruturas dentarias e

periodontais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar os tecidos do complexo dentina-polpa e do periodonto de
sustentacao identificando diferencas entre os grupos deficiéncia e controle;
b) Comparar a sintese de colageno do ligamento periodontal entre os grupos

deficiéncia e controle.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo faz parte de uma ampla linha de pesquisa iniciada por Reis et al.
(2022). O guideline PREPARE (Planning Research and Experimental Procedures on
Animals: Recommendations for Excellence) (SMITH et al., 2018), e a ferramenta
SYRCLE’S (HOOIJMANS et al., 2014) foram utilizadas para o desenho deste estudo.
Para a escrita cientifica desta dissertacéo, o guideline ARRIVE (Animal Research:
Reporting In Vivo Experiments) foi seguido (KILKENNY et al., 2010).

4.1 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos envolvendo modelo animal foram previamente submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas, s qual
aprovou este projeto sob numero de protocolo 024/2019 conforme anexo (ANEXO A).
Duas veterinarias foram consultadas previamente para esclarecimento de todos os
aspectos pertinentes ao bem estar animal, bem como medica¢des e posologia. Foram
seguidas todas as recomendacdes de instituicbes reconhecidas para o bem-estar

animal.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi utilizada uma férmula segundo Miot (2011) para o calculo de tamanho de
amostra para comparacao de uma hipétese em dois grupos ou mais. O tamanho de
efeito D de Cohen foi obtido dos resultados de Omori et al., 2021. Sob um alfa = 0,05
e beta = 0,80, obteve-se o resultado de 7 animais por grupo. Apos a orquiectomia, 0s
animais poderiam sofrer de hipotermia e infec¢cdes decorrentes da cirurgia e cerca de
20% deles poderao vir a 6bito decorrente dessas complicacdes (IDRIS, 2012). Por
isso, fez se necessario acrescentar mais dois animais por grupo, totalizando 9 animais

por grupo (n=36).

4.3 ANIMAIS

Ratos heterogénicos machos da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar
obtidos no Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG)
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foram selecionados para este estudo. Esta espécie € bem aceita em pesquisas 6sseas
devido ao seu nivel de proximidade com a fisiologia humana (GIBBS et al., 2004;
MACEDO et al., 2019). Os animais foram obtidos no dia do desmame (21 dias). Os
animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Anatomia da mesma

instituicdo onde permaneceram alojados durante toda a experimentagao.

4.4 CONDICOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTACAO

Trés animais permaneciam em cada caixa de polipropileno de dimensdes de
49x34x16 forrados com maravalha. Os animais tinham livre acesso a racdo e agua
filtrada sob temperatura controlada entre 21° a 23° celsius com exaustéo do ar e dentro
um ciclo de 12 horas claro-escuro. Os animais ndo foram aleatoriamente alojados para
evitar perdas por lesdes por mordedura (BROWN, 1986; KOOLHAAS, 2010;
CENTRAL MICHIGAN UNIVERSITY, 2013).

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente alocados por um pesquisador que nao
realizou as cirurgias em dois grandes grupos: Orquiectomia (ORX) e Cirurgia Ficticia
(Sham). Ambos os grupos foram divididos em mais dois grupos: um grupo que seria
eutanasiado aos 45 dias de vida (periodo de surto puberal) e outro grupo que seria
eutanasiado aos 73 dias de vida (periodo pés-puberal) (FIGURA 1). Em ratos Wistar
machos, a descida dos testiculos ocorre proximo ao 15° dia de vida, e a puberdade se
inicia aproximadamente no 35° dia (OTTO et al., 2015). Segundo Lee et al. (1975), a
partir do 26° dia de vida, em média, j& ocorre uma discreta, mas significante, producao
de testosterona pelos testiculos. Sendo assim, os procedimentos experimentais foram
realizados no 23° dia de vida do animal para que a testosterona néao influenciasse sob

nenhuma hipétese a puberdade do animal.
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Figura 1 — Fluxograma de alocac¢do de animais

rupo Experimenta
Orquiectomia

Grupo Controle
Cirurgia Ficticia

ORX Sham

2B - Eutanasia 2A - Eutanasia
aos 45 dias aos 73 dias

1B - Eutanasia 1A - Eutanasia
aos 45 dias aos 73 dias

Fonte: Da autora (2022)

4.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para a inducdo da supressdo de testosterona, o procedimento no grupo
experimental foi a orquiectomia, que é a remocéao dos dois testiculos e epididimos. A
orquiectomia € o método mais seguro e eficaz para a supressao de testosterona, que
demonstra afetar diretamente os niveis sorolégicos desse horménio durante a
puberdade (VERDONCK et al., 19982 e 1998b; FUJITA et al., 2004; MOHAMAD et al.,
2016). O grupo controle recebeu uma cirurgia ficticia. Essa cirurgia reproduziu
anestesia, estresse cirargico, incisdo e sintese dos tecidos moles para ajuste de
fatores de confusdo. Um anico operador previamente treinado por veterinaria e que

nao participou do processo de alocacdo dos animais realizou os procedimentos.

4.6.1 Orquiectomia

Os animais foram submetidos a anestesia por meio de injecéo intraperitoneal
com Cloridrato de Ketamina 10% (55 mg/Kg de peso corporal) e Xilazina 2% (5 mg/Kg
de peso corporal). A orquiectomia foi realizada conforme protocolado por Idris (2012).
Primeiramente, limpeza e antissepsia da regido cirurgica foi realizada com solucdo de
PVPI 10%. Uma incisdo em cada lado do escroto foi realizada com lamina de bisturi
até a exposicao dos testiculos. Foi realizada ligadura com um fio de seda, 4,0 mm, na
regido dos vasos deferentes e sanguineos antes da remocéo cirargica dos testiculos
e epididimos. O restante do conteudo testicular foi reinserido no escroto, e a sintese

do tecido mole foi realizada com adesivo a base de cianoacrilato (FIGURA 2). Apos a



Figura 2 — Sequéncia da Orquiectomia.

Fonte: Adaptado de REIS, 2021.

Legenda: A) Antissepsia. B) Linha de orientacdo a incisdo. C) Incisdo. D) Extravasamento do
conteldo testicular. E) Ligadura dos vasos. F) Testiculo removido. G) Sintese do
tecido mole. H) Aspecto Final.
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Cirurgia, foi administrado Tramadol (12,5 mg/kg intramuscular) para analgesia

péscirurgica, de 12h/12h por um dia. Os ratos foram observados durante esse periodo.

4.6.2 Cirurgia Sham

Os animais do grupo controle foram submetidos a cirurgias ficticias (sham),
onde os testiculos foram apenas movimentados e devolvidos intactos a posicéo
original. A incisdo e sintese dos tecidos, bem como anestesia e analgesia, também

foram reproduzidos neste grupo

4.7 EUTANASIA

A eutanésia dos animais foi realizada por inalagdo de isoflurano. A morte do

animal foi confirmada apds a interrupcdo dos movimentos respiratorios e musculares.

4.8 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO

As regides dos incisivos centrais superiores e inferiores foram cuidadosamente
seccionadas e separadas para processamento histotécnico, fixados por imersdo em
formol tamponado a 10%, em temperatura ambiente, por 24 horas. Decorrido este
periodo, as pecas foram lavadas em agua corrente, por 4 horas, e submetidas ao
processo de desmineralizacdo, por meio de imersao em solucdo a base de EDTA a
4,13% (pH 7 — 7.4). Apés 60 dias de desmineralizacdo, as pecas foram submetidas
ao processamento histotécnico de rotina e passaram pelos processos de desidratacdo
em alcool de concentracfes crescentes (70%, 80% e 95% por 45 minutos cada e 3
trocas de alcool 100% por 45 minutos cada), alcool/xilol por 30 minutos, diafanizacao
em xilol (xilol I, 1l e lll por 40 minutos cada) e inclusdo em parafina. Os blocos contendo
os tecidos foram cortados longitudinalmente em micrétomo (Leica RM2145; Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Cortes semi-seriados de 7uym foram
obtidos em toda a extensdo da peca. Os cortes de cada grupo foram corados com
hematoxilina e eosina (HE), e Picro Sirius Red e submetidos a anélise em microscopia
Optica convencional, no microscopio Axio Imager.M1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Alemanha), com camera AxioCam MRc5 acoplada (Carl Zeiss
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Microlmaging GmbH, Goéttingen, Alemanha, para descricdo das caracteristicas dos
tecidos dentarios e periodontais. Filtro para luz polarizada foi inserida no microscopio
para as imagens em picrosirius. As imagens foram capturadas utilizando objetiva de
até 40X.

4.9 AVALIACAO MICROSCOPICA

Foi realizada uma analise descritiva e quantitativa das laminas histologicas,
para a verificagdo de possiveis alteracdes nos tecidos periodontais e das estruturas

dentarias

4.9.1 Analise Histoldgica Descritiva e Quantitativa Dos Tecidos Periodontias

A andlise descritiva priorizou 0s seguintes aspectos:

a) Estrutura histologica do ligamento periodontal: presenca de fibroblastos,
arranjo e orientacdo das fibras colagenas, presenca de infiltrado
inflamatorio;

b) Estrutura histolégica do osso alveolar ao redor da raiz, presenca de
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, presenca de infiltrado inflamatério,
presenca de absor¢cdes e neoformacdes e

c) Estrutura histolégica do cemento: arranjo, continuidade e quantidade.

Para analise quantitativa da sintese de coldgeno, o0s cortes que
compreenderam o comprimento total da raiz do incisivo inferior foram selecionados.
Imagens sob objetiva de 40x foram obtidas na regido média da raiz dos dentes
inferiores, com uma faixa de cemento como referéncia. A andalise quantitativa da
sintese de colageno foi realizada através do software ImageJ. Apds o reconhecimento
das areas de alta birrefringéncia das imagens sob luz polarizada, que correspondem
ao colageno, o software quantificou a area de colageno sintetizado em pixels e indicou

a porcentagem em relagéo a area total da imagem (FIGURA 3).

4.9.2 Analise Histoldgica Descritiva Das Estruturas Dentarias
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realizada uma analise descritiva das laminas histologicas, para a verificagao

de possiveis altera¢des nos tecidos das estruturas dentérias:

Figura 3 — Sequéncia de imagens em referéncia a analise quantitativa de colageno.
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Legenda: A: Reconhecimento das areas de alta birrefringéncia (colageno). B: Isolamento das areas de
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porcentagem em relagdo a area total da imagem.
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a) Estrutura histoldégica da polpa: grau de vascularizagdo, qualidade e
quantidade de fibroblastos, fibras colagenas, presenca de infiltrado
inflamatorio.

b) Estrutura histologica da dentina: tipo de dentina apresentada, quantidade,
qualidade, forma e arranjo de odontoblastos.

c) Estrutura histolégica do esmalte: qualidade e quantidade de ameloblastos,

arranjo e continuidade.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Por se tratar de um dado composicional, as porcentagens das areas de
colageno nas imagens foram submetidas a transformacéo log10 e, assim, comparadas
pelo teste t de student pelo software IBM SPSS. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

Sete animais ndo completaram o experimento devido as complica¢cdes na

anestesia (n=5), e lesdes por mordedura (n=2).

5.1 IMAGENS HISTOLOGICAS

As observacdes das imagens histoloégicas a seguir foram divididas por

coloracao e regidao anatémica.

5.1.1 Cortes corados em Hematoxilina e Eosina (HE)

Analises entre grupos ORX e Sham séo relatadas conforme a regido estudada.

5.1.1.1 Dentina

As dentinas de ambos o0s grupos e tempos experimentais foram observadas
com padrdo de normalidade com tubulos dentinarios dispostos simetricamente ao
longo de toda estrutura. Em toda extensdo da dentina, encontrou-se uma delgada
regido ndo mineralizada, aderida aos odontoblastos denominada pré-dentina.

Na interface da pré-dentina/dentina dos incisivos inferiores, o grupo ORX-1.A,
apresentou uma frente de mineralizacdo histometricamente menor em quantidade e
espessura quando comparado ao grupo Sham-2.A. Entretanto, n&o observou
diferencas entre os Grupo ORX-1. B e Sham-2. B (FIGURA 4).

Entretanto, ndo foi observado diferencas na estrutura da dentina dos incisivos
superiores. Ambos 0s grupos apresentavam dentina com aspecto normal, tabulos
dentinarios dispostos em paralelos percorrendo da extensdo da dentina, e
odontoblastos numerosos dispostos ao longo da pré-dentina. Ambos 0s grupos
apresentam ameloblastos em grande numero e com aspecto morfolégico normal
(FIGURA 5).

5.1.1.2 Polpa

As polpas dentérias dos incisivos inferiores no grupo ORX-1. A apresentaram
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Figura 4 — Fotomicrografias da regi@o de dentina dos incisivos inferiores.
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Fonte: Da autora (2022)
Legenda: As setas vermelhas indicam uma camada de matriz ndo mineralizada presente em toda a
extensdo da dentina, aderida aos odontoblastos, e denominada pré-dentina.

Figura 5 — Fotomicrografias da regido de dentina dos incisivos superiores.
' » i TR

Fonte: Da autora (2022).

Legenda: Estrias longitudinais em toda extenséo da dentina (setas pretas). Camada de matriz ndo
mineralizada presente em toda a extensao da dentina, aderida aos odontoblastos
diferenciados (setas verdes), denominada pré-dentina (seta azul) indicando frente de
mineralizagdo linear. Setas vermelhas indicam préodontoblastos.

Um menor grau de formacdo de vasos sanguineos, porém calibrosos. Os
odontoblastos deste mesmo grupo estavam dispostos ao longo de toda parte periférica

da polpa com arranjo “empaligado”, apresentando diferentes gruas de maturagao e
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comprimento, acdo funcional pouco ativa, com forma alongada, nucleo basal e
citoplasma com pouco baséfilos. Diferentemente dos odontoblastos observados no
grupo Sham-2.A, em que os odontoblastos apresentaram células maiores e
alongadas, citoplasma bem definido e basdfilo e um ndcleo menos corado,

caracterizando células em estagio de funcgédo ativo (FIGURA 6).

Figura 6 — Fotomicrografias da regiao de polpa dos incisivos inferiores.
\A : 5 = /#, v..: A’l()b’imf‘ %

LA | i / Grupo Sham-2.A

Fonte: Da autora (2022)
Legenda: Os odontoblastos estdo indicados pela seta vermelha.

As polpas dentarias dos incisivos centrais da maxila do grupo ORX-1.B
apresentam-se com elevado grau de vascularizacdo, vasos sanguineos calibrosos
caracterizando uma hiperemia pulpar, se comparado ao grupo Sham 2.B. O grupo
ORX 1.A apresentou polpas dentarias menos vascularizadas que o grupo e Sham 2.A
gue apresentou vascularizagdo intensa, presenca de estruturas descalcificadas na sua
regido central e vasos calibrosos e abundantes, grande quantidade de odontoblastos
préximos a periferia, formando a pré-dentina com aspecto de normalidade quanto ao

arranjo e estrutura (FIGURA 7).
5.1.1.3 Osso Alveolar

O osso alveolar do Grupo ORX B na regido de incisivo inferior apresentou uma

formacdo 6ssea imatura, com maior presenca de processos precoces de ossificagdo
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Figura 6 — Fotomicrografias da regido de polpa dos incisivos inferiores.
| Grupo ORX-1.B Grupo Sham-2.B

Fonte: Da autora (2022)

Legenda: As setas vermelhas indicam vasos de grande calibre e as setas azuis indicam vasos de
menores calibres. As setas amarelas indicam a camada da interface pré- dentina/dentina.

caracterizados por células ésseas jovens, tecido esponjoso, trabéculas grandes,
presenca de vasos sanguineos e com tabuas corticais finas significativamente mais

evidentes quando comparados aos grupos Sham A e B (FIGURA 8).

Na regido de incisivo superior, aparentemente, ha um maior nimero de
ostedcitos e de trabéculas 6sseas na zona de ossificacdo dos grupos Sham em
comparacao aos grupos ORX na analise de osso alveolar em torno de todas as raizes.
Os grupos ORX apresentam grandes lacunas, evidente processo de angiogénese,
neoformacédo caracteristicas de 0sso imaturo com vascularizagdo presente no 0Sso
dos grupos ORX maior que o apresentado no Grupo Sham A e B e mais evidente no
grupo ORX-1.B. quando comparado ao grupo ORX-1.A (FIGURA 9).
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Figura 8 — Fotomicrografia de corte de osso alveolar mandibular.
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Fonte: Da autora (2022)
Legenda: As areas globulares (setas vermelhas) em contato com o 0sso alveolar. O ostedcito mostrado
pela ponta da seta azul encontra-se paralelo.

5.1.1.4 Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal da regido dos incisivos inferiores do Grupo ORX 1.A
apresenta fibras colagenas obliquas, com espessuras normais, considerando dentes
em funcd@o mastigatéria, além de presenca de macréfagos e cementoblastos incluidos
em um material amorfo, mas em menor quantidade quando comparados aos
espécimes do Grupo ORX 1.B. A evidéncia da formacéo, diferenciacdo e funcéo do
ligamento periodontal fica mais evidente quando comparados os grupos ORX e Sham,
ja que no grupo Sham os arranjos, o numero de cementoblastos e a diferenciacgéao fica
mais evidente e condiz com o0s aspectos de normalidade descritos na literatura

considerando a idade dos animais (FIGURA 10).
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Figura 9 — Fotomicrografia do 0sso alveolar regido anterior de maxila.
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Fonte: Da autora (2022)
Legenda: Observa-se canais vascularizados e inervados (seta verdes). O ostedcito mostrado pela a
seta preta encontra-se paralelo.

Na regido do incisivo superior, as fibras do ligamento apresentavam-se em
namero e com densidade reduzidos no grupo ORX quando comparados ao grupo
Sham. O osso alveolar mostrava trabéculas 0sseas arranjadas horizontalmente, com
espacos medulares aumentados e formacdo de novas trabéculas imaturas mais
evidentemente no grupo ORX 1.A comparado ao grupo Sham 1.B e 2.B. Linha
37ementaria continua e sem presenca de infiltrado inflamatério foi observada no grupo
Sham 2.A quando comparado ao grupo ORX 1.A., que apresenta também as fibras
coldgenas em normalidade de posicéo e insercdo. O grupo Sham 2.B apresentou uma
vascularizacdo mais intensa na regiao de apice, quando comparado ao grupo ORX
1.B (FIGURA 11).
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Figura 10 — Fotomicrografia de corte da regido do ligamento periodontal de incisivo inferiores.

Grupo ORX-1.B

Fonte: Da autora (2022).

Legenda: Observam-se a dentina (seta branca), o espaco que seria ocupado pelo esmalte e pelo
cemento (seta verde). O ligamento inferior e as areas globulares (setas pretas) sdo bem
vascularizadas e inervadas. Observa-se ainda uma veia de médio calibre (seta larga). As
fiboras de Sharpey, na comunicacdo do ligamento com o 0sso, sdo indicadas pela seta
amarela.

5.1.1.5 Cemento

Os cementos celular e acelular ndo foram observados nos Grupos ORX e nos

Grupos Sham pois descalcificam durante o processamento.

5.1.2 Cortes Corados com Pricrosirius

Na andlise de quantificacdo de colageno no ligamento periodontal, ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos ORX e Sham em nenhum dis
tempos experimentais (TABELA 1) (FIGURA 12).
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Fonte: Da autora (2022)
Legenda: As fibras do ligamento apresentavam-se em niimero e com densidade reduzidos no grupo
ORX gquando comparados ao grupo Sham.

Tabela 1 — Comparacdo das médias de colageno entre 0s grupos.

Grupos 45 dias (DP) p Grupos 73 dias (DP) p
Sham (2.B) ORX (1.B) Sham (2.A) ORX (1.A)
Area de
colageno
(Log10) 1,324 (0,10) 1,269 (0,31) 0,696 1,427 (0,14) 1,338 (0,22) 0,349

Fonte: Da Autora (2022)

Nota: DP: Desvio Padrdo. Teste t-student foi realizado. Valores em negrito indicam significancia
estatistica.



Figura 12 — Fotomicrografia do ligamento periodontal sob luz polarizada.

Fonte: Da autora (2022)
Legenda: LP: Ligamento Periodontal. C: Cemento

41
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a reducdo da testosterona, apds a
orquiectomia em ratos Wistar durante a puberdade, impactou alguns mecanismos de
desenvolvimento das estruturas dentoalveolares. O modelo de roedores Wistar
Hannover foi selecionado pois permite uma maior reprodutibilidade com a fisiologia
humana, em razdo de mais de 90% de seu genoma ser dividido em regides
correspondentes ao dos humanos (WATERSTON et al., 2002). Desta forma, estes
resultados contribuem significativamente com o entendimento dos efeitos da
diminuicdo de testosterona, e instiga pesquisadores a realizarem mais estudos em
humanos com esta temética, uma vez que apenas dois avaliaram os efeitos da
testosterona sobre o dente e, no melhor do nosso conhecimento, nenhum sobre o
ligamento periodontal.

Os resultados deste trabalho permitem confirmar a hipo6tese inicial de que a
supressao de testosterona impacta a diferenciacdo e metabolismo das células das
formadoras das estruturas dentarias. A auséncia deste hormoénio diminuiu
consideravelmente a formacao de dentina dos incisivos inferiores, com impacto, mais
especificamente na frente de mineralizagdo da dentina. Alguns estudos corroboram
com nossos resultados: Wang et al. (2016) demonstraram que 0s caninos de macacos
orquiectomizados possuiam uma area menor em comparacdo a macacos do grupo
controle; os estudos com humanos de Gaethofs et al. (1999) e Roberts et al. (1995)
demonstram um impacto direto da testosterona sobre a idade dentaria de
adolescentes durante a puberdade; quanto a mineralizacdo, Reis et al. (2022)
demonstrou que na area de crescimento endocondral da mandibula ha um atraso na
mineralizacdo do trabeculado ésseo em animais orquiectomizados, processo
semelhante a mineralizacdo da dentina. No melhor do nosso conhecimento, nenhum
estudo avaliou estrutura dentinaria de animais orquiectomizados em cortes
histologicos. Nossa hipotese € que a testosterona impacta diretamente o processo de
mineralizacdo, e niveis reduzidos deste hormonio diminuem tanto a diferenciacao
quanto a funcdo de odontoblastos. Este impacto pode afetar o tamanho dentéario e
diminuir a qualidade da dentina, tornando-a mais susceptivel a cérie dentaria e aos
defeitos de desenvolvimento.

Entretanto, quando os incisivos superiores sédo avaliados, nota-se que nao ha

diferencas entre o grupo experimental e o controle. De fato, estudos indicam que a
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morfogénese de cada tipo de dente é diferentemente regulada por diferentes fatores
de crescimento. (CAMILLERI; MCDONALD, 2006; ZHANG et al., 2005, XU et al.,
2003). Assim, é razoavel hipotetizar que a supressao de testosterona pode afetar um
tipo ou um grupo de dentes especificos (MARANON-VASQUEZ et al., 2021; GERBER
et al., 2021; CUNHA et al., 2021).

Durante 45 a 73 dias, foi observada uma diminuicdo na tendéncia de queda de
formacdo de nova dentina e na diferenciacdo dos odontoblastos. Nesse periodo
também ocorre a queda nos niveis soroldgicos de testosterona, GHR e IGF-1 em ratos
saudaveis, que indica do pico hormonal do animal e corrobora na hip6tese de que a
testosterona teria maior impacto no crescimento do animal durante o periodo de 40 a
50 dias de vida, que é o periodo de pico de horménios (EDEN, 1979; HANDELSMAN
et al., 1987; VERDONCK et al., 1998a).

A quantidade e morfologia dos ameloblastos eram semelhantes entre os grupos
independente do tempo experimental. Uma vez que ameloblastos sdo sensiveis a
testosterona através dos Receptores de Androgeno (HOUARI et al., 2016; JEDEON
et al., 2016), era esperado que houvesse um impacto no numero ou na morfologia
dessas células. No entanto, a literatura ainda ndo evidenciou se a testosterona
impacta na diferenciacéo de células epiteliais em ameloblastos maduros, apesar de ja
ter demonstrado impacto na diferenciacdo de odontoblastos e fibroblastos (INABA et
al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2013). E necessario que mais estudos sejam realizados
para identificar possiveis efeitos da testosterona sobre o ameloblastos e,
consequentemente, esmalte.

Os resultados demonstram que a polpa dentaria dos animais orquiectomizados
possuem vascularizacdo e vasodilatacdo mais acentuada se comparado ao grupo
controle, caracterizando uma hiperemia pulpar. Esta hiperemia pode ser devido ao
impacto da testosterona sobre os niveis de mediadores inflamatdérios, que modificam
a angiogénese na polpa frente as agressfes quimicas ou fisicas (MOHAMAD et al.,
2016). Machado et al. (2021) ndo encontraram nenhuma modificacdo pulpar quando
realizaram a movimentacdo ortoddntica em animais orquiectomizados comparados
aos animais do grupo placebo. Entretanto, a idade diferente dos animais entre os
estudos pode explicar esta divergéncia.

A testosterona exerce influéncia sobre o desenvolvimento de ratos desde a
gestacdo (WEISZ; WARD, 1980). No entanto, Verdonck et al., (1998a) demonstra que

a testosterona teria impacto sobre o crescimento craniofacial apenas entre os periodos
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de 40 a 50 dias, e néo durante a infancia do animal. O periodo entre 40 a 50 dias
corresponde ao pico de testosterona, GH e IGF-1 em animais saudaveis (EDEN, 1979;
HANDELSMAN et al., 1987; LEE et al.,, 1975). Dessa forma, a supressdo de
testosterona teria impacto apenas no momento de pico destes hormdnios, e a
orquiectomia antes da puberdade seria 0 momento mais indicado para avaliar seus
efeitos sobre o desenvolvimento das estruturas dento—alveolares, conforme
demonstra os resultados encontrados em nosso estudo.

Os achados na regido do osso alveolar concordam com Mohamad et al. (2016),
Reis et al. (2022), Shapiro e Shklar (1962), Schour (1934), Shklar et al. (1967),
Steffens et al. (2012; 2015), Gongalves et al. (2018), que demonstraram que ha
impacto da supressdo de testosterona na proliferacdo de células precursoras no
periésteo, que resultam em menor nimero de osteoblastos, ostedcitos e 0sso imaturo.
Entretanto, ao fim da puberdade, a testosterona, aparentemente, deixa de influenciar
nessa proliferacdo, sugerindo, novamente, que o hormdnio tem maiores impactos
apenas durante o pico puberal. O impacto da testosterona sobre o desenvolvimento
dento-alveolar pode ocorrer de forma indireta ao regular a angiogénese. A
angiogénese é um processo fisioldégico que permite a renovacdo e remodelacéo
Ossea. A testosterona ja tem sido utilizada como processo terapéutico em lesdes
O0sseas em ratos e um dos principais efeitos dela € a promocao de angiogénese no
local da lesdo (COSTA et al., 2019; VAN OIRSCHOT et al., 2020). A angiogénese €&
necessaria para a renovacao e estimulo de crescimento intramembranoso, além de
ser responsavel pela chegada de odontoblastos na zona de formacéo (BIRLIK et al.,
2016).

Na andlise qualitativa do ligamento periodontal, o nimero e a densidade das
fibras colagenas eram menores, aparentemente. Entretanto, na analise quantitativa,
nao foi observada diferencas estatisticas entre 0s grupos em nenhum tempo
experimental. Devido a influéncia da testosterona sobre os fibroblastos, esperava-se
gue houvesse um impacto direto na produc¢éo de colageno, assim como demonstrado
por Reis et al. (2022) e Arai et al. (2017). Nossa hip6tese é que, neste estudo, foi
possivel avaliar apenas a por¢gdo média da raiz do incisivo inferior, e ndo o ligamento
periodontal como um todo, o que pode ser considerado uma limitacdo deste estudo.
A avaliacdo da influéncia da supresséo de testosterona nas estruturas dentérias e
periodontais torna esse estudo relevante, pois corrobora para o avango no

entendimento da etiologia das deficiéncias hormonais nas alteracdes fisiologicas
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dentarias e periodontais. Além disso, este estudo também sugere que novas
pesquisas em humanos sejam realizadas, de modo a mensurar os niveis sorolégicos
de testosterona durante a puberdade e correlacionar com a resposta de reparacéo
das estruturas dento-alveolares. Este estudo também destaca a importancia da
andlise sorologica do paciente antes de iniciar o tratamento ortodéntico e periodontal
a fim de levantar fatores que podem ser significativos durante o crescimento e durante
a movimentacao ortodéntica, como, por exemplo, os baixos niveis de testosterona,
gue podem influenciar diretamente na resposta do hospedeiro frente ao tratamento.
A impossibilidade de realizar analise estatistica de todas as observacoes
histologicas € uma limitacdo deste estudo. No entanto, € possivel inferir que as
estruturas analisadas sao afetadas pela supressédo de testosterona apenas nas
comparacdes qualitativas entre os grupos. Outra limitagéao foi a auséncia de medidas
soroldgicas de testosterona, mas a orquiectomia € um procedimento aprovado na

literatura, sendo eficaz para a reducao dos niveis de testosterona (IDRIS, 2012).
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7 CONCLUSAO

Concluimos com esse estudo que:

a) a orquiectomia durante a puberdade de ratos Wistar, altera a formacéo
0ssea no periodo de 45 e 73 dias;

b) ndo houve alteracéo na quantificacdo do colageno do ligamento periodontal
dos incisivos inferiores e esses resultados podem estar relacionados
exclusivamente a esse grupo de dentes;

c) as analises comparativas observacionais, mostraram que a circulacédo nas
polpas dentarias sofreu alteracbes nos grupos com deficiéncia de
testosterona com 45 e 73 dias, levando a uma menor formacédo de pré-

dentina.
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