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1. RESUMO

A testosterona é o principal horménio sexual esterdide masculino envolvido na
diferenciacdo, desenvolvimento sexual e controle das func¢des reprodutivas
masculina. Além do seu papel na endocrinologia reprodutiva e fertilidade, a
testosterona € um hormdénio importante na regulacdo e funcionamento de
outros orgdos e tecidos corporais tais como o rim, coragcdo, musculo estriado
esquelético, sistema imunolégico e os tecidos orais e periodontais. A
periodontite € uma doencga caracterizada pelo processo inflamatério dos tecidos
periodontais e juntamente com a cérie, sdo as grandes responsaveis pela
perda de elementos dentais. As relacdes entre os hormoénios sexuais
esterdides e doenca periodontal tem sido intensamente investigado em fémeas,
entretanto os estudos em machos ainda s&o escassos. Assim, 0 presente
trabalho teve por objetivos analisar a influéncia da deficiéncia de testosterona
sobre a perda 6ssea alveolar e estrutura histolégica dos tecidos periodontais de
ratos castrados e com periodontite experimental. Foram utilizados 28 ratos
machos Wistar, fornecidos pelo Biotério Central da Unioeste. Aos 80 dias de
idade os animais foram separados em quatro grupos experimentais, com 7
animais por grupo: controle sem ligadura (CON), Controle com ligadura
(CON+LIG), castrado sem ligadura (CAST) e castrado com ligadura
(CAST+LIG). Aos 90 dias de idade realizou-se a orquidectomia nos devidos
grupos. Sessenta dias apdés a castracdo a doenca periodontal foi induzida
atraves da técnica de ligadura. Ao final do periodo experimental (90 dias apds a
castracdo), os animais foram pesados e sacrificados em camara de CO,. As
mandibulas foram retiradas, dissecadas, separadas em direita e esquerda,

fixada em formalina tamponada a 10% por 24 horas, descalcificada e
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processadas para técnicas histolégicas e radiolégicas. Os resultados do
presente trabalho demonstraram que o modelo de ligadura foi eficiente em
induzir a periodontite nos animais. O perfil de consumo alimentar foi
semelhante entre os grupos. Os animais dos grupos CAST e CAST+LIG
apresentaram significativa reducdo do peso corporal ao final do periodo
experimental, quando comparados aos grupos CON e CON+LIG. A castragéo
levou a uma significativa perda 6ssea nos animais, a qual foi acentuada com a
inducdo da doenca periodontal. Os animais com doenca periodontal
apresentaram aumento de area do epitélio gengival e area de tecido conjuntivo,
quando comparado aos animais sem a doenca. Concluimos que a
testosterona € um importante regulador fisiologico do metabolismo 6ésseo
alveolar. A deficiencia de testosterona em sinergismo com a doenca
periodontal aumenta a reabsorcdo déssea alveolar e altera a espessura do

epitélio gengival.

PALAVRAS CHAVE: Doenga periodontal, Deficiéncia de testosterona,

Castracdo, Tecidos periodontais, Ratos Wistar.



12

2. ABSTRACT

Testosterone is the principal male sex steroid hormone involved in
differentiation, sexual development and control of male reproductive functions.
In addition to its role in reproductive endocrinology and fertility, testosterone is
an important hormone in the regulation and functioning of other organs and
tissues including the kidney, heart, skeletal muscle, immune system and oral
and periodontal tissues. Periodontitis is a disease characterized by
inflammation of the periodontal tissues and associated with dental decay, are
mainly responsible for the loss of dental elements. The relationship between
sex steroids hormones and periodontal disease has been intensively
investigated in females, however studies in males are still scarce. Therefore,
the aim of the present project is to analyze the influence of testosterone
deficiency on bone loss and histological structure of the periodontal tissues of
castrated rats and experimental periodontitis. Twenty-eight male Wistar rats,
provided by the Central Biotherium of Unioeste were used. At 80 days of age
the animals were separated in four experimental groups, with 7 animals per
group: no ligature control (CON), ligature control CON + LIG), no ligature
castrated (CAST) and ligature castrated (CAST + LIG). At 90 days of age was
held orchiectomy in appropriate groups. Sixty days after castration, the
periodontal disease was induced by ligature technique. At the end of
experimental period (90 days after castration), the animals were weighed and
euthanized in a CO2 chamber. The mandible was removed, dissected,
separated into left and right, were fixed by immersion in 10% buffered formalin
for 24 hours, decalcified and processed for histological and radiological

techniques. The results of this study showed that ligature model was effective
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in inducing periodontitis in the animals. The food intake profile was similar
between groups. The animals of CAST and CAST + LIG groups showed
significant reduction in body weight at the end of experimental period, when
compared with the groups CON and CON + LIG. Castration resulted in a
significant bone loss in animals, which was accentuated with the induction of
periodontal disease. Animals with periodontal diseases presented increased of
gingival epithelium and connective tissue area, compared to animals without
the disease. We conclude that testosterone is a physiological regulator
important of alveolar bone metabolism. Testosterone deficiency in synergism
with periodontal disease increases alveolar bone resorption and alters the

thickness of gingival epithelium.

Key words: Periodontal disease, Testosterone, Castration, Periodontal tissues,

Wistar rats.
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3. INTRODUCAO

3.1. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

A testosterona (T) € o principal androgénio circulante nos homens,
sendo produzida e secretada, na sua maior parte (cerca de 95%), pelas
células de Leydig nos testiculos. A funcdo primaria da testosterona no
organismo masculino esté relacionada ao desenvolvimento e manutencao dos
orgaos reprodutivos e das caracteristicas sexuais secundarias, no controle das
funcdes reprodutivas e da fertilidade. Além do seu papel na endocrinologia
reprodutiva, a T € um hormdnio importante na regulacdo e funcionamento de
outros orgdos e tecidos corporais tais como o rim, cora¢cdo, musculo estriado
esquelético, sitema imunolégico, glandulas salivares, tecido 0sseo, tecidos
orais e periodontais (Mooradian, et al., 1987; Mariotti, 1994; Mariotti &
Mawhinney, 2013).

E bem estabelecido na literatura cientifica que as concentracdes de
testosterona nos homens diminui com o avanco da idade (Haring et al., 2010)
Especificamente, a partir dos 40 anos de idade ocorre, em média, uma
diminuicdo de 1-2% das concentra¢cOes de testosterona total (Zirkin & Tenover,
2012). Aos 75 anos, a concentracdo plasmatica do hormdnio corresponde a
aproximadamente dois ter¢cos da concentracdo de testosterona aos 25 anos de
idade (Kaufman & Vermeulen, 2005).

Estudos tanto em humanos quanto em animais experimentais tem
demonstrado que a diminuicdo das concetracdes de testosterona € um fator de
risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Svartberg et al.,
2004), inflamacdo (Haring et al., 2012), dislipidemia (Haring et al., 2011),

hipertensdo (Torkler et al.,, 2011), sindrome metabdlica (Choudhury et al.,
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2013), diabetes tipo 2 (Schipf et al., 2011), osteoporose (Wang et al., 2013) e
doenca periodontal (Daltaban et al., 2006; Singh et al., 2011).

A doenca periodontal (DP) ou periodontite, € uma doenca inflamatéria
cronica, infecciosa que afeta o periodonto (Di Benetto et al., 2013) e juntamente
com a carie, sdo as grandes responsaveis pela perda de elementos dentais
(Montandon et al., 2012).

Estudos demonstram que a diminuicAo nas concentracbes de
testosterona nos homens esta relacionada com alterac6es no osso alveolar,
como o aumento da porosidade alveolar, alteracdo no padrdo trabecular,
reabsorcéo éssea alveolar, diminuicdo da densidade mineral 6ssea na maxila e
mandibula e aumento na secrecao de interleucinas (IL-1 IL-6) (Sooriyamoorthy
& Gower, 1989; Samelson et al., 2006; Kuo et al., 2008). Na presenca da
periodontite cronica, estas alteracbes sdo mais acentuadas e podem levar a
perda dentéria (Singh et al., 2011). Em animais experimentais, Steffens et al.,
(2012) demonstraram que a queda nas concentracdes de testosterona, em
decorréncia da orquidectomia bilateral, associada a doenca periodontal
induzida por ligadura, aumentou significativamente a perda éssea nos animais.

Estas observacdes sugerem que os tecidos periodontais séo alvos da
acdo dos androgénios e estes hormonios s&do importantes fatores na
patogenese das doencas periodontais. Além disso, as doencas periodontais
podem ser uma consequéncia das acdes e interacdes de hormdnios esterbides
sexuais sobre células especificas encontradas no periodonto. Entretanto, esta
relacdo tem sido pouco explorada em homens e seus mecanismos S0 pouco

conhecidos.
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4. REVISAO BIBLIGRAFICA

O periodonto é constituido pelas estruturas que participam da protecéo e
sustentacao dos dentes na maxila e na mandibula e pode ser dividido em duas
regifes: 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 insercdo, constituido pelo cemento, ligamento periodontal e
processo 6sseo alveolar, responséveis pela ancoragem do dente no alvéolo

(Lindhe et al., 1999; Di Benedetto et al., 2013).

4.1. Periodonto marginal ou de protecao

A gengiva € a parte da mucosa oral mastigatéria que reveste 0s
processos alveolares e rodeia o colo dos dentes aos quais se adere através da
juncao dentogengival (Ferraris & Mufioz, 2006).

Clinicamente a gengiva € dividida em trés regides: gengiva livre ou
marginal, inserida e papilar ou interdentaria que determina o periodonto de
protecdo. Histologicamente a gengiva € caracterizada por um epitélio
estratificado pavimentoso, cuja espessura do epitélio depende do grau de
queratinizacdo, no qual distingue-se as seguintes camadas de células
epiteliais: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo
(Katchburian & Arana, 2012).

O epitélio gengival estd apoiado em uma lamina prépria de tecido

conjuntivo que varia de frouxo a denso, constituido por uma variedade de
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células (fibroblastos, macréfagos e linfécitos) e uma matriz extracelular rica em
colageno | (Katchburian & Arana, 2012; Ferraris & Mufioz, 2006).

A juncéo dentogengival € constituida pelo epitélio do sulco, que reveste
o sulco gengival e o epitélio juncional, também denominado epitélio de fixagéo,
0 qual apresenta uma alta taxa da renovacdo celular (Nanci & Bosshardt,
2006). Ambas as regides sdo constituidas por um epitélio estratificado
pavimentoso ndo queratinizado apoiado em uma lamina propria de tecido
conjuntivo frouxo, com uma extensa rede vascular. Nesta regido é
normalmente visualizado um infiltrado inflamat6rio, constituido por varios tipos
celulares (neutrdfilos, macréfagos e linfécitos) que desempenham um papel
fundamental em processos fisioldgicos e patologicos no tecido (Ferraris et al.,

2006)

4.2. Periodonto de insercao ou sustentacao

O cemento, o ligamento periodontal e o processo Osseo alveolar
constituem uma unidade estrutural e funcional denominado periodonto de
insercdo ou sustentacdo, entre o dente e o alvéolo dentario. Estas estruturas
possuem origem ectomesenquimal, a partir da diferenciacdo das células do
saco ou foliculo dentario. Sua funcao é fixar os dentes nos ossos da maxila e
mandibula. Além disso, funcionam como um sistema para amortecimento das
forcas mastigatorias para evitar a fratura dos tecidos mineralizados do dente

(Katchburian & Arana, 2012).
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4.2.1. Cemento

O cemento € um tecido conjuntivo mineralizado, avascular, que recobre
a dentina radicular, tendo como principal funcdo a insercdo 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 ter¢co cervical da raiz, aumentando gradualmente em
direcédo apical (Katchburian & Arana, 2012).

Estruturalmente pode ser dividido em: cemento acelular de fibras
extrinsecas, encontrado na por¢do cervical de todos os dentes e cemento
celular, de fibras mistas (extrinsecas e intrinsecas), que recobre a porcéo
apical da raiz, sendo caracterizado pela presenca de células (cementdcitos) em
lacunas no interior da matriz (Foster, 2012). Acredita-se que a principal funcao
do cemento celular esteja relacionada com movimentacéo dental pos-eruptiva e
adaptacao a oclusao (Foster, 2012), atuando também em processos de reparo
em regides de fratura ou reabsorcéo radicular (Nanci & Bosshardt, 2006). Por
outro lado, o cemento acelular exerce um papel critico na fixacdo das fibras do
ligamento periodontal. Estudo demonstra que falhas no processo de
cementogénese acelular estdo relacionadas a uma fraca insercdo das fibras
colagenas do ligamento periodontal no cemento, podendo levar ao

desenvolvimento da doenca periodontal (Foster et al., 2013).
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4.2.2. Ligamento periodontal

O ligamento periodontal (LP) é um tecido conjuntivo frouxo,
caracterizado por grossos feixes de coladgeno que se inserem no cemento e no
processo 0sseo alveolar, estabelecendo desta maneira, a articulacdo entre o
dente e seu alvéolo. E constituido por uma heterogénea populacéo celular que
incluem fibroblastos, que sdo responsaveis pela remodelacdo e renovacao
(turnover) dos componentes da matriz extracelular, osteoblastos, osteoclastos,
restos de células epiteliais de Malassez, mondcitos, macréfagos, 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 regiao 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 forgcas mastigatorias e por
meios de seus receptores sensoriais e proprioceptivos, desempenha
importante papel na acomodacgéo dos arcos dentarios durante os movimentos
funcionais mastigatérios do sistema estomatognatico. Além disso, devido a
presenca de células indiferenciadas, o LP tem uma participagdo importante na
homeostasia, regeneracdo e reparo dos tecidos periodontais (Xiau & Nasu,

2014).
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4.2.3. Osso alveolar

O osso alveolar € a porgéo de tecido 6sseo da maxila e da mandibula
que delimita o alvéolo dentério no qual o dente esté alojado e fixado por meio
das fibras do ligamento periodontal. Desta forma constitui uma verdadeira
articulagao que permite resistir as forgas geradas pelo contato intermitente dos
elementos dentarios durante a mastigacdo, fonagdo e degluticdo. E um tecido
conjuntivo mineralizado constituido por 60% de substancias minerais
(principalmente cristais de hidroxiapatita), 20% de matriz organica,
caracterizada principalmente por coladgeno | e 20% de &gua (Ferraris &
Munhoz, 2006).

A estrutura 6ssea é formada, mantida e remodelada pela acéo de trés
células principais: osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Essas células estédo
presentes na superficie das trabéculas dsseas do 0sso esponjoso, superficies
externa e interna do 0sso cortical e inseridos no proprio 0sso. Os osteoblastos
produzem a matriz organica (ostedide) que sofre posterior calcificacdo. Durante
0 processo de maturacéo 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
O0ssea por meio de prolongamentos citoplasméaticos que estdo presentes em
canaliculos. J4 os osteoclastos estdo nas superficies désseas e sédo
responsaveis pela degradacéo da matriz 6ssea (Junqueira & Carneiro, 2004).

De uma maneira geral, os mecanismos reguladores de formacéo,
remodelacdo e reabsorcdo Ossea alveolar sdo 0os mesmos que controlam o

tecido 6sseo do restante do organismo. Entretanto, destaca-se que no 0Sso
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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 hormonios sexuais esterbides
exercem importantes funcdes, tanto em processos fisioldgicos quanto
patologicos (Mariotti & Mawhinney, 2013). Dentre os horménios sexuais
esterdides que exercem importante funcdo na regulacdo e manutencdo dos

tecidos periodontais destaca-se a testosterona (Mariotti, 1994).

4.3. 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
apenas 2 a 3% da T circulante encontra-se disponivel em sua forma livre,
sendo que o restante encontra-se ligado a proteinas séricas como a Globulina
Ligadora de Hormonio Sexual (SHBG), a albumina e a globulina de ligacdo com
corticosteréide (Kaufman & Vermeulen, 2005). Entre as trés proteinas, a SHBG
possui a maior afinidade pela testosterona. A testosterona livre e a ndo ligada a
SHBG representam as fragdes prontamente disponiveis para a acdo bioldgica
nos tecidos-alvo, também denominadas "testosterona biodisponivel”
(Pardridge, 1986).

A regulacéo da producdo de T em homens eugonadais depende do eixo

hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG). O hipotdlamo secreta o hormonio
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liberador de gonadotrofinas (GnRH), que age sobre a hipofise anterior
estimulando-a a produzir o horménio foliculo-estimulante (FSH), que atua sobre
as células de Sertoli, localizadas no interior dos tubulos seminiferos, e o
hormonio 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 liberagéo de GnRH a partir
do hipotdlamo, e também a secrecdo de LH pela hipéfise (Dandona &
Rosenberg, 2010).

A funcao da T, juntamente com a programacao genética do individuo, no
organismo masculino se inicia durante a gestacdo e esta relacionada no
desenvolvimento dos érgaos reprodutores, ap0s esse periodo ela cessa, e ira
atuar na puberdade de forma mais exacerbada, realizando o termino do
desenvolvimento e manutencdo dos 6rgéos reprodutivos e das caracteristicas
sexuais secundarias, principalmente no tecido ésseo, produzindo 0ssos mais
longos e com maior propor¢cdo de massa cortical éssea, quando comparado
com mulheres, além de atuar no tecido muscular também, produzindo
caracteristica resultante no dimorfismo sexual, além do controle das funcbes
reprodutivas e da fertilidade (Vanderschueren et al., 2004).

A T comecou a ser avaliada, além do seu papel na reproducdo e
manutencao do sistema reprodutivo, no seu papel de regulacéo e metabolismo
do tecido Osseo, funcionamento e regulacdo do coracdo, rins, musculos
esqueléticos, sistema imunologico, glandula salivares, e tecidos orais

(Mooradian et al., 1987; Mariotti, 1994; Mariotti & Mawhinney, 2013).



25

A acdo androgénica da T nos diferentes 6rgdos-alvos ocorre por trés
vias principais: 1) diretamente através da ligacdo do horménio aos receptores
de androgenos (AR), como ocorre no musculo; 2) apdés 5a-reducédo da T a
diidrotestosterona (DHT), pela acdo da enzima 5-a-redutase, como ocorre na
prostata e, 3) através da aromatizacdo da T para estradiol, pela acdo da
enzima aromatase nos tecidos alvos, e da ligagdo do estradiol aos receptores
de estrégeno (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 T
nos homens diminui 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 concentracdes de testosterona total. Aos 75 anos, a concentracéo
plasmatica do horménio corresponde a aproximadamente dois tercos da
concentracdo de testosterona aos 25 anos de idade (Kaufman & Vermeulen,
2005).

Clinicamente, a diminuicdo da producdo e secrecdo de T é definida
como hipogonadismo e est4d relacionada primariamente a disfuncdo da
capacidade esteroidogénica das células de Leydig (Bassil & Morley, 2010;
Tenover, 2003). Entretanto, além do envelhecimento, condi¢cdes co-moérbidas
como diabetes mellitus, obesidade, sindrome metabdlica, hipertensado arterial e
influéncias do estilo de vida (uso de alcool, tabaco e estresse psicoldgico)
podem estar fortemente associados a diminuicdo de T no homem. Os principais
sintomas associados ao hipogonadismo s&do diminuicdo da libido, disfuncéo
erétil, diminuicdo da fertlidade, obesidade, alteracbes no humor, fadiga,

depressao, diminuicdo da forca e da massa muscular, diminuicdo da
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densidade mineral O0ssea e prejuizo da qualidade de vida (Gooren, 2010;
Wespes & Schulman, 2002).

Estudos em humanos e animais experimentais tem demonstrado que a
diminuicdo das concentracdes de testosterona € um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Svartberg et al.,, 2004),
inflamacédo (Haring et al., 2012), dislipidemia (Haring et al., 2011), hipertensao
(Torkler et al., 2011), sindrome metabdlica (Choudhury et al., 2013), diabetes
tipo 2 (Schipf et al., 2011), osteoporose (Wang et al., 2013) e doenca

periodontal (Daltaban et al., 2006; Singh et al., 2011).

4.4. TESTOSTERONA X DOENCA PERIODONTAL

A gengivite e a doenca periodontal (DP) ou periodontite sdo condi¢cdes
inflamatérias de natureza infecciosa frequentes na cavidade oral (Wiliams,
1990).

A gengivite é uma reacgao inflamatoria reversivel da gengiva marginal em
resposta ao acumulo de placa bacteriana, ao passo que a DP € uma doenca
inflamatéria crénica, infecciosa, destrutiva, que acarreta a destruicdo dos
tecidos de suporte dos dentes (Di Benetto et al., 2013) e, juntamente com a
carie, sao as grandes responsaveis pela perda de elementos dentais. Estudos
demonstram que a cérie € a principal responsavel pela perda de elementos
dentais nas duas primeiras décadas de vida e, a partir da terceira década a
causa dominante € a DP (Montandon et al., 2012). Eke et al., (2012), em
levantamento epidemiologico realizado em 3.742 americanos, entre 0os anos de

2009 a 2010, revelou uma prevaléncia de periodontite em 47 % na populacéo
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de adultos com mais de 30 anos. Em adultos com idade entre 30 e 34 anos o
indice foi de 24,4% e adultos com 65 anos o indice foi de 70,1%.

Page & Schroeder (1976), com base em critérios clinicos e histolégicos,
dividiram a doenca periodontal em quatro fases: inicial, precoce, estabelecida e
avancado. A fase inicial é caracterizada pela inflamacéo que se desenvolve em
consequéncia do acumulo de placa bacteriana no tecido gengival. Afeta a
regido do sulco gengival, epitélio juncional e a regido mais coronaria do tecido
conjuntivo subjacente ao epitélio. Esta fase, é caracterizada pela dilatagdo dos
vasos sanguineos no tecido conjuntivo na regido da lesdo e aumento da
permeabilidade dos capilares e migracdo de células polimorfonucleares para a
regido. Como resultado, ocorre um aumento no fluxo de fluido crevicular
gengival numa tentativa de diluir e eliminar as substancias nocivas produzidas
pelo biofilme da placa.

Na fase de lesdo precoce ocorre um aumento no nimero e no tamanho
dos vasos sanguineos do plexo dentogengival. Células inflamatorias,
principlamente linfécitos e neutrdéfilos, infiltram no tecido e os fibroblastos
iniciam a degradacédo das fibras colagenas no tecido conjuntivo para facilitar a
infiltracdo de células de defesa. As células da camada basal do epitélio
juncional e sulcular proliferam, para aumentar a barreira fisica entre o biofilme
bacteriano e o tecido conjuntivo (Lindhe & Karring,1999).

Ja na fase estabelecida da lesédo, ocorre uma intensificacdo do edema,
aumento da exsudacédo do fluido e infiltracdo de leucdécitos no epitélio e no
tecido conjuntivo. Nesta etapa, o epitélio dentogengival continua a proliferar e
migra apicalmente para dentro do tecido conjuntivo, numa tentativa de manter a

integridade epitelial e a barreira a entrada microbiana. N&do ha perda 0ssea
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consideravel. Por fim, na fase de lesdo avangada é observado um aumento da
profundidade do sulco periodontal e a microbiota passa ter nichos anaerdbicos.
Ocorre extensa degradacdo das fibras coldgenas e reabsorcdo Ossea. As
bactérias também causam destruicdo dos tecidos periodontais indiretamente,
exacerbando a resposta imune do hospedeiro (Nanci & Bosshardt, 2006; Kayal,
2013).

O papel da placa bacteriana no desenvolvimento e progressdo dessas
doencas tem sido descrito ha mais de 40 anos (Tatakis & Kumar, 2005).
Entretanto, é observado que nem todos os casos de gengivite evoluem para a
periodontite, sugerindo que o acumulo de placa bacteriana € uma condicdo
necessaria, mas ndo suficiente por si sO, para induzir o desenvolvimento da
DP: um hospedeiro susceptivel é um fator importante na génese e progressao
da doenca (Graves, 1999).

Os hormoénios sexuais esterbides (estrébgeno, progesterona e a
testosterona) influenciam a patogénese da doenca periodontal, pois alteram
tanto a resposta tecidual a placa bacteriana quanto a propria microbiota
(Kornman et al., 1980; Soori, 2000).

Estudos demonstram que a diminuicdo nas concentracbes de
testosterona nos homens esté relacionada a alteracfes no osso alveolar, como
o0 aumento da porosidade alveolar, alteracdo no padrao trabecular, reabsorgéo
Ossea alveolar, diminuicdo da densidade mineral 6ssea na maxila e mandibula
e aumento na secrecao de interleucinas (IL-1 IL-6) (Sooriyamoorthy & Gower,
1989; Samelson et al., 2006; Kuo et al., 2008). Na presenca da periodontite
cronica, estas alteracdes sdo mais acentuadas e podem levar a perda dentaria

(Shing et al., 2011). Em animais experimentais, Steffens et al., (2012)
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demonstraram que a queda nas concentracdes de testosterona, em
decorréncia da orquidectomia bilateral, associada a doenca periodontal
induzida por ligadura, aumentou significativamente a perda 6ssea nos animais.
Assim, a compreensdo dos mecanismos moleculares, fisiolégicos e das
alteracOes teciduias que relacionam a deficiéncia de testosterona com as
alteracdes patologicas periodontais, € um importante tema da salde masculina

gue necessita de mais investigacoes.

Objetivos



30

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos gerais
Analisar a influéncia da deficiéncia de testosterona sobre a a perda 6ssea
alveolar e estrutura histolégica dos tecidos periodontais de ratos castrados e

com periodontite experimental.

5.2. Objetivos especificos
e Analisar os efeitos da castracdo e da periodontite experimental sobre:

» Estrutura histoldgica dos tecidos periodontais;

» Avaliar a perda éssea, por meio da mensuracdo da distancia
entre a juncdo cemento-esmalte e a crista alveolar por meio de
imagem radiogréfica;

» Realizar a analise morfométrica do tecido conjuntivo e epitélio

gengival.
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Materiais e Métodos
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1. Animais

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar, com 80 dias de idade,
fornecidos pelo Biotério da Unioeste, Cascavel-PR. Os animais foram
adaptados e mantidos no Biotério Setorial do CCBS/Unioeste — Campus de
Cascavel, em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sob condi¢Oes
controladas de temperatura entre 22° e 25°C, umidade relativa proxima de 55%
e fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz 7:00~19:00h). Os procedimentos
experimentais foram aprovados para execucdo pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana

(anexo 1).

6.2. Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos
experimentais: (CON) controle sem ligadura, (COM+LIG) controle com ligadura,
(CAST) castrado sem ligadura e (CAST+LIG) castrado com ligadura. Todos os
grupos com 7 animais.

Para a realizacdo da técnica de castracdo os animais com 90 dias foram
submetidos a cirurgia com anestesia intraperitoneal de 75 mg de ketamina e
15mg de xilazina, por quilo de peso corporal. Foi realizada a abertura do
escroto na linha média com incisdo de 2 cm e disseccdo até a exposi¢cado dos
testiculos. Os testiculos foram retirados apds prévia ligadura do cordéo
espermatico com fio de algodao 3-0. No grupo controle, os testiculos foram
expostos, manipulados e reinseridos no escroto, sob as mesmas condi¢cdes

experimentais dos animais castrados. Todos 0s grupos tiveram a bolsa
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testicular fechada com pontos simples de fios de nylon 4-0. Sessenta dias apés
a castracdo, foi induzida a periodontite experimental nos grupos especificos
através da técnica de ligadura (Nassar et al., 2003; Spolidorio et al., 2005;
Steffens et al.,, 2012). Para tanto os animais foram anestesiados (via
intraperitoneal com ketamina 75 mg/Kg e xilazina 15 mg/Kg), e posicionados
em mesa operatoria apropriada, permitindo a abertura bucal dos ratos,
facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o
auxilio de uma pin¢a modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado um
fio de algodao niumero 40 ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo.
Esta ligadura atuou como irritante gengival por 30 dias e favoreceu o acumulo

de placa bacteriana.

6.3. Coleta do material e obtencéao dos cortes em Paraplast

Ao final do periodo experimental (90 dias ap6s a castracao), todos os
animais foram pesados e sacrificados em camera de CO2. A mandibula foi
retirada, seccionadas sagitalmente e separada em direita e esquerda, fixada
em formalina tamponada a 10% por 24 horas. ApoOs este periodo todas as
amostras foram lavadas em agua corrente e mantidas em alcool 70°.

As hemi-mandibulas esquerdas foram radiografadas e posteriormente
descalcificadas em solucdo de acido descalcificante (Allkimia®) por 19 horas e
estocado em alcool 70°. Apds este periodo, ambas as amostras foram
desidratadas em série crescente de alcoois, diafanizada em xilol e incluidas em
Paraplast. Para as analises histomorfométricas, foram realizados cortes no
plano coronal, sentido de mesial para distal (antero-posterior), com 5um de

espessura, utilizando microtomo rotativo manual (Olympus 4060), equipado
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com navalha de aco. Os cortes obtidos foram desparafinizados com xilol,
hidratados com agua destilada e submetidos a técnica de coloracao:

hematoxilina-eosina (HE) para analise.

6.4. Avaliacdo Radiografica

As hemi-mandibulas esquerdas, antes do inicio da descalcificagéo,
foram radiografadas por um Unico examinador treinado, em dois dias
diferentes, utilizando aparelho de raio-x odontol6gico da marca X-Dent D70,
kva 70 amp/60 Hz, com sensor radiografico do tamanho oclusal do fabricante
DURR DENTAL VISTA, com tempo cerca de 0,10s, com distancia focal de 50
cm, de maneira que o feixe de raios incida perpendicularmente a peca e ao
sensor (Nassar et al., 2003). As pecas foram posicionadas para que a
superficie lingual da hemi-mandibula ficasse em intimo contato com o filme. A
leitura do sensor foi realizada pelo leitor da DURR DENTAL VISTA SCAN MINI,
com registro na SNB 224702049. As imagens obtidas foram analisadas com o

programa Image Tool 3.0.

6.5. Andlise histomorfométrica

As analises da éarea do epitélio gengival e do tecido conjuntivo
subjacente foram realizadas conforme descrito em Steffens et al., (2012). As
seccdes histoldgicas foram fotografadas no aumento de 100x, em microscopio
optico de luz (Leica Microsystems, Switzerland), com o0 uso do sistema de
contagem e captura LAS V4.2 (Leica Microsystem) e 4 medidas foram
realizadas: altura e largura do epitélio gengival, altura e largura do tecido

conjuntivo. O calculo da éarea foi realizado multiplicando a altura e largura das
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respectivas regides (Figura 1).

Figura 1. Diagrama ilustrando as medidas realizadas para a avaliacdo das &reas de tecido
epitelial gengival e tecido conjuntivo. 1: altura (seta vertical) e largura (seta horizontal) do tecido
conjuntivo. 2: altura (seta vertical) e largura (seta horizontal) do epitélio gengival (Steffens et.,
al, 2012)

6.6. Andlise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o teste estatistico para andlise de
variancia - ANOVA, com teste “a posteriori” de Tuckey-Kramer ou o teste nédo
paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn, de acordo
com a caracteristica de cada variavel. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas no programa Instat versdo 3.0 (GraphPad, Inc., San Diego, CA,

USA).
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Resultados



7. RESULTADOS

7.1. Padrdo de consumo alimentar

37

Os animais dos diferentes grupos experimentais nao apresentaram

diferencas significativas no padréo de consumo alimentar (Figura 2).
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Figura 2. Gréfico de ingestdo semanal de racao por grupo experimental. Valores expressos em

média + DP. Teste de Tukey-Kramer; p<0,05. n= 7 animais por grupo.
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7.2. Peso corporal dos animais

Os animais castrados, com ou sem periodontite, ao final do periodo
experimental apresentaram diminuicdo no peso corporal quando comparados

aos outros grupos (tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal inicial (g) e peso corporal final (g), dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

CON CON+LIG CAST CAST+LIG

Peso corporal 329,57 +18,95 332,57 +15,75 331,85+16,19 329,85+ 15,38

inicial (g)

Peso corporal 447,83+ 22,06° 444,87+23,75% 414,71+19,32° 416,61+20,30°
final (g)

Valores expressos em média + DP. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos experimentais (p<0,01). Teste de Tukey-Kramer; n= 7 animais por

grupo.
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7.3. Avaliacao radiografica

Os animais com periodontite experimental (CON+LIG e CAST+LIG)
apresentaram maior distancia da juncdo cemento-esmalte em relacdo a crista
Ossea alveolar (p<0,01), quando comparado aos grupos sem ligadura (CON e
CAST). A perda 6ssea alveolar foi maior nos animais do grupo CAST+LIG

(p<0,01), quando comparado ao grupo CON+LIG (Figuras 03 e 04).

Perda 6ssea alveolar
80 - d

ECON
CON+LIG

ECAST

ECAST+LIG

Figura 3. Distancia da juncdo cemento-esmalte em relagdo a crista 6ssea alveolar dos animais
dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos em média + DP. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (p<0,01).

Teste de Tukey-Kramer; n= 7 animais por grupo.
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Controle Ligadura

Controle

Castrado

Figura 4. Imagens radiograficas representativas dos grupos experimentais.

7.4. Anélise histomorfométrica

Os animais com periodontite experimental (CON+LIG e CAST+LIG)
apresentaram aumento na éarea de epitélio gengival (p<0,001), quando
comparados ao grupo controle (CON). Na auséncia de testosterona, a area de
epitélio gengival foi maior nos animais com ligadura (CAST+LIG), quando
comparado aos animais castrados sem ligadura (p<0,01) (Tabela 2).

A area de tecido conjuntivo foi maior nos animais com periodontite
experimental (CON+LIG e CAST+LIG), quando comparados aos grupos sem

ligadura (CON e CAST; p<0,01) (Tabela 2).
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Tabela 2. Area (umz) de epitélio gengival e de tecido conjuntivo dos animais dos diferentes

grupos experimentais.

CON CON+LIG CAST CAST+LIG

Area de epitélio 6,86 + 1,64° 814 +1,47° 754 + 1,612 8,85+ 1,53°¢

gengival pm?

Area de tecido 149,13 + 33,78° 485,07 + 38,45° 153,12 + 36,52° 537,33 + 34,45"

conjuntivo pm?

Valores expressos em média + DP. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais (p<0,01). Teste de Tukey-Kramer; n= 7 animais por

grupo.
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Discussao
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8. DISCUSSAO

A deficiéncia de testosterona, ou hipogonadismo, € uma condic¢ao clinica
na qual as concentragfes de testosterona nos homens diminui, levando a
diversas alteragBes fisiopatologicas no organismo. Afeta cerca de 30% dos
homens com idade entre 40-79 anos (Miner et al., 2014) e, além do
envelhecimento, doencas como diabetes, hipertensdo e obesidade, estdo
listadas entre as principais causas do aumento da prevaléncia do
hipogonadismo nos homens (Traish et al., 2011).

A castracdo de roedores, realizada no presente estudo, tem sido
utilizada experimentalmente em diferentes estudos com o objetivo de
compreender melhor as consequéncias da deficiéncia de testosterona em
homens hipogonadais (Xia et al., 2013; Steffens et al., 2012).

Além do seu papel na endocrinologia reprodutiva a testosterona esta
fortemente relacionada com a composicdo corporal, influenciando o
metabolismo de lipidios e proteinas. Em homens a diminuicdo de T esta
relacionada a uma diminuicdo da massa muscular e aumento da quantidade de
gordura corporal, podendo levar a obesidade e sindrome metabdlica (Traish et
al., 2011; Smith, 2004). Caracteristicas tipicas da sindrome metabdlica, assim
como aumento de peso corporal, também tém sido observado em gatos e
cachorros castrados (McGreevy et al., 2005; Kanchuk et al., 2002,2003).

Diferentemente, no presente trabalho, o0s animais castrados
apresentaram uma reducdo do peso corporal, guando comparados aos animais
nao castrados, embora nenhuma alteracdo no padrdo de consumo alimentar
tenha sido observada. Assim como em nosso estudo, outros trabalhos

experimentais com roedores tém demonstrado uma diminuicdo do peso
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corporal e da massa muscular em ratos e camundongos ap0s a castracao
(White et al., 2013; Christoffersen et al., 2006). As razdes para as diferencas
inter-espécies ndo sdo claras, mas podem estar relacionada aos varios efeitos
da deficiéncia de testosterona sobre a atividade fisica e gasto energético dos
organismos, bem como no apetite e ingestdo de alimentos (Inoue et al., 2010).
A deficiéncia de testosterona esta relacionada a uma reducdo da producgéo e
secrecdo de GH (hormonio do crescimento), um importante regulador do
crescimento, desenvolvimento somatico e composicdo corporal, levando a uma
diminuicdo das concentracdes de IGF-1, um dos principais mediadores das
acOes anabdlicas do GH (Meinhardt & Ho, 2006), o que pode estar relacionado
a um maior catabolismo de proteinas e consequente diminuicdo da massa
muscular observada em roedores (White et al., 2013), o que justifica a perda de
peso observado nos N0sSsos animais.

Outro importante alvo das a¢des androgénicas no organismo € no tecido
0sseo. O hipogonadismo em homens esta associado a diminuicdo da
densidade Ossea mineral, aumentando os riscos de fraturas e osteoporose
(Sinnesael et al., 2011; Erben et al., 2000). No contexto da odontologia,
alteracOes na producéo, secrecao e concentracdo dos hormoénios sexuais pode
afetar o0 metabolismo 0O0sseo alveolar, podendo contribuir com o
desenvolvimento de doenca periodontal e perda dentaria. A doenca
periodontal, ou periodontite, € uma doenca inflamatéria e infecciosa que resulta
na destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes, podendo levar a perda
dentaria (Mealey & Rethman, 2003). O papel da testosterona na progressao da

doenca periodontal ainda nao foi totalmente elucidado (Shing et al., 2011).
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No presente estudo, todos os animais com periodontite induzida
experimentalmente apresentaram uma maior perda 6ssea alveolar, quando
comparados aos animais dos grupos controle e castrado sem ligadura,
confirmando assim a validade do modelo experimental (Abe & Hajishengallis,
2013). A castracéo, isoladamente, resultou em uma perda 6ssea alveolar maior
do que a observada nos animais do grupo controle. Os mecanismos pelos
quais a testosterona influencia o metabolismo d&sseo ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos (Filipovic™ et al., 2007). A acdo da testosterona sobre o
tecido 6sseo pode ser direta, via receptores de andrégenos, ou indiretamente
através da regulacao de fatores de crescimento.

Estudos demonstram que os osteoblastos, tanto em humanos quanto em
animais experimentais, expressam receptores de andrégeno (Colvard et al.,
1989; Orwoll et al.,, 1991; Van Der Eerden et al., 2002), e pesquisadores
demonstraram que os andrégenos sdo capazes de estimular a proliferacdo e
diferenciacéo de células osteoblasticas (Kasperk et al., 1997) . Assim, a perda
O0ssea decorrente da castracdo pode ser consequéncia de um prejuizo na
formacao de tecido 6sseo. Chin & Ima-Nirwana (2014) demonstraram que a
reposicdo suprafisiolégica de testosterona em ratos castrados € capaz de
prevenir as alteracdes degenerativas do tecido 6sseo observada nos animais.
Gill et al., (1998) demonstraram que a deficiéncia de testosterona diminui a
producéo do fator transformador de crescimento (TGF b) pelos osteoblastos em
roedores. Estudos demonstraram que o (TGF b) produzido pelos osteoblastos
(Finkelman et al., 1992; Bodine et al., 1995) aumenta a formacdo de o0sso e
inibe a reabsorcdo 0ssea em seres humanos e ratos (Mackie & Trechsel, 1990;

Joyce et al., 1990).
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Entretanto, a maior perda Ossea alveolar foi observada nos animais
castrados e com periodontite. A deficiéncia de testosterona é a principal
responsavel pela osteoporose em homens (Wang et al., 2013). A osteoporose
esta relacionada a uma diminuicdo da densidade mineral 6ssea de todo o
esqueleto, inclusive da maxila e da mandibula, resultando em aumento da
porosidade dssea alveolar, alteracdo do padrdo trabecular e aumento na
velocidade da reabsorcdo do osso alveolar, apés a invasao por patdégenos
periodontais. Além disso, fatores sistémicos que afetam a remodelagdo éssea
podem também modificar a resposta local do tecido a infec¢do periodontal, tais
como o aumento da liberacéo sistémica de interleucina-1 e interleucinas-6, as
quais estimulam a atividade osteoclastica, resultando em perda 6ssea (Kuo et
al., 2008; Zeeman et al., 2001; Sooriyamoorthy & Gower, 1989).

Nos animais castrados e com periodontite induzida, a area gengival foi
maior quando comparado aos demais grupos experimentais. Yarrow et al.,
(2010) demonstraram que o tecido 0sseo atua como um reservatério de
hormdnios sexuais, com potenciais efeitos bioldgicos em diferentes tecidos.
Estes autores demonstraram que a castracdo de roedores, embora tenha
diminuido significativamente a concentracdo de horménios sexuais na
circulagdo sanguinea, ndo alterou a concentracdo de hormdnios armazenados
no tecido 6ésseo, mas também néo impediu a diminuigcdo da densidade mineral
Ossea dos animais, 0 que sugere que os esterbides sexuais intraesqueléticos
estdo sequestrados em um compartimento 0sseo que néo é capaz de proteger
contra a perda é6ssea. Steffens et al.,, (2012) sugerem que a conversao de

testosterona em diidrotestosterona (DHT) ocorra no reservatorio 0sseo, apés a
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castracdo, e o aumento de DHT intra-0sseo poderia estar envolvido nos
mecanismos de regulacdo do aumento da area de epitélio gengival.

N&o observamos alteracdes significativas na area de tecido conjuntivo
que pudesse ser atribuida a uma regulagdo androgénica. A area de conjuntivo
foi maior nos animais com periodontite induzida, independente da castragéo.
Esta observagdo relaciona-se ao processo inflamatério caracteristico da
doenca periodontal. A liberacdo de mediadores inflamatérios e interleucinas,
principalmente a interleucina-1, estdo relacionadas ao aumento da producgéo de
coldgeno pelos fibroblastos gengivais. Além disso, o processo inflamatoério
desencadeado pela doenca periodontal leva a um aumento do edema e da
vascularizacdo, com aumento da formacdo de vasos sanguineos no plexo

gengival (Kayal, 2013).
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Conclusdes
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9. CONCLUSOES

Concluimos que a testosterona € um importante regulador fisiolégico do
metabolismo ésseo alveolar. A deficiéncia de testosterona em sinergismo com
a doenca periodontal aumenta a reabsorcdo Ossea alveolar e altera a

espessura do epitélio gengival.
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11. ANEXO A:

unioeste

Universidade Estadual do Qeste do Parana

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Avaliagdo dos efeitos da deficiéncia de
testosterona sobre os tecidos periodontais de ratos com doenga periodontal
induzida por ligadura”, sob vossa coordenagéo, foi avaliado pelo CEUA

como APROVADO para execugao.
ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente serda emitido
apds o encerramento das atividades previstas e apés o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.
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