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“Espero que...
Espero que vocé possa aceitar as coisas como elas sdo
Sem pensar que tudo conspira contra vocé,
Porque parte de nos é entendimento...
Mas a outra parte é aprendizado...

Que vocé possa ter for¢as para vencer
Todos os seus medos

E que, no final, possa alcancar todos os
Seus objetivos

Porque parte de nos é cansaco...

Mas parte de nos é vontade...

Que tudo aquilo que vocé vé e escuta
Possa lhe trazer conhecimento

Que essa escola possa ser longa e feliz
Porque parte de nos é o que vivemos...
Mas a outra parte é o que esperamos...

Que vocé possa aprender a perder

Sem se sentir derrotado

Que isso possa fazer vocé cada vez mais guerreiro
Porque parte de nos é o que temos...

Mas a outra parte é sonho...

Que durante a vida vocé possa

Construir sentimentos verdadeiros

Que vocé possa aceitar que so quem soube da sombra,
Pode saber da luz...

Porque parte de nos é angistia...

Mas a outra parte é conforto...

Que vocé nunca deixe de acreditar
Que nunca perca sua fé
Porque parte de DEUS é amor...
E a outra parte também!”
Autor Desconhecido



RESUMO

Os esterdides sexuais (andrégenos e estrogenos) sdo importantes reguladores do metabolismo dsseo
em machos e f€meas, respectivamente. A Testosterona, o hormoénio andrégeno natural,
predominante no sexo masculino, tem papel fundamental em relagdo a manutencido da massa Gssea,
pela sua acdo sistémica. O objetivo deste trabalho foi avaliar histologicamente a acdo do
Propionato de Testosterona (PT) sobre o tecido 6sseo, aplicado de forma tépica na tibia de ratos
machos, observando a regeneragio dssea e, se ele promove aceleracdo nesta regeneragdo. Defeitos
6sseos de 1,5mm de didmetro, foram realizados nas duas tibias de 30 ratos, sendo que 15 haviam
sido castrados previamente e os outros 15 ndo. Apés randomizagdo, numa das tibias do grupo
experimental foi aplicado esponja de coldgeno (Gelfoan®(G))+PT e na outra G+Oleo Mineral
(OM). No grupo controle, uma das tibias recebeu apenas Gelfoan e na outra foi realizado apenas o
defeito 6sseo. Os animais dos grupos experimentais foram sacrificados aos 15 e 30 dias poés-
operatorios, e os dos grupos controle, foram sacrificados aos 15 dias pds-operatérios. Os ratos que
foram sacrificados aos 30 dias receberam duas aplicacdes das substancias em avalia¢do. Realizou-
se andlise macroscopica das pegas, além das andlises histoldgicas descritiva/comparativa e
descritiva semi-quantitativa. Com relagcdo a formacdo de osso entre as corticais (cicatrizagcdo do
defeito 6sseo criado), tanto G isolado como G+PT ou G + OM, apresentaram diferentes graus de
cicatrizac@o 6ssea entre os diferentes grupos: castrados e ndo castrados, sacrificados aos 15 dias
pos-operatdrios e aos 30 dias. Foi achado que o grupo castrado sacrificado aos 15 dias que recebeu
G+PT teve cicatrizacdo Ossea, contrariamente ao grupo ndo castrado que ndo cicatrizou. Também
no grupo castrado sacrificado aos 30 dias pds-operatdrios observou-se formagdo de osso lamelar,
estruturado nos animais tratados com G+PT. Pode-se dizer que o PT tdépico nestes grupos
contribuiu para neoformacio dssea. Concluiu-se que: 1°) em dois grupos experimentais o PT teve
melhores resultados, mas os dados obtidos nZo permitem uma conclusdo definitiva; 2°) a
Testosterona empregada de forma tépica mostrou-se promissora quanto a ativagdo da regeneragdo
Ossea; 3°) o Propionato de Testosterona ndo parece ser a forma farmac€utica mais apropriada,
devido a sua forma de liberagdo muito lenta do hormdnio e conseqiiente pouca eficiéncia, devendo-
se utilizar como alternativas para aplicacdo da Testosterona, a mesma diluida em outro veiculo e
introduzida nos defeitos através de cdpsulas de lisina tricalcio fosfato calcinado ou através de
implantes combinando a Testosterona com particulas de poly(D,L-(lactide-co-glycolide)) conforme
verificado na literatura.Estes resultados obtidos merecem ser aprofundados e aperfeigoados,
utilizando curvas dose-resposta, outros preparados de Testosterona e tempos distintos.

PALAVRAS-CHAVE*

Osteogénese - Regeneracdo 6ssea - Osteoblastos/osteoclastos/ostedcitos- Andrégenos

— Testosterona - Forma de agéo - Protocolos de tratamento

*DeCS - Descritores em Ciéncias da Sadde, disponivel em http://decs.bvs.br
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Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A)
e Gelfoan mais Oleo Mineral (B) — 30 dias - Animais Castrados.
Os dois grupos sdo semelhantes quanto a neoformagdo éssea entre
as corticais. O Gelfoan € observado sobre a cavidade com grande
reacdo Ossea e de tecido conjuntivo ao seu redor. Corte histolégico
corado em HE, observado a microscopia de luz. Aumento de

Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A)
e Gelfoan mais Oleo Mineral (B) — 30 dias - Animais Nio
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1. INTRODUCAO

Ossos resistentes e sauddveis sdo dependentes da interacdo entre reabsorcdo e
formacdo Ossea. Este processo é controlado pela interagio de osteoclastos e osteoblastos mais
a influéncia modulatéria de células mecanico-sensoriais do o0sso: os ostedcitos. Ambos 0s
esterdides sexuais — Estrégeno (E) e Testosterona (T)- tém receptores nas células dsseas, com

predominancia andrégena em osteoblastos e ostedcitos (NOTELOVITZ, 2002).

Os esterdides sexuais (andrégenos e estrégenos) sdo os maiores reguladores do
metabolismo ésseo em machos e fémeas, respectivamente. Recentemente, receptores de
andrégenos foram identificados nos osteoblastos, porém os mecanismos pelos quais os
andrégenos exercem seus efeitos sobre o 0sso ndo estdo totalmente esclarecidos (KASPERK
et al.,1989; LIEBERHERR, GROSSE, 1994; NOTELOVITZ, 2002; FUJITA et al., 2004;
FUJITA et al., 2006).

A Testosterona é o principal andrdgeno testicular, sendo responsdvel além das
caracteristicas masculinas, pela formacdo, desenvolvimento e manuten¢do da massa dssea,

muscular, etc. (SHKLAR et al., 1967; KASPERK et al., 1989; NOTELOVITZ, 2002).

Normalmente hd uma gradual e continua perda de osso trabecular e cortical tanto em

homens quanto em mulheres durante o seu envelhecimento. Osteopenia e osteoporose sao
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condicdes nas quais as perdas resultam em ossos frageis e de fécil fratura. Homens com baixa
taxa de Testosterona e hipogonadismo estio pré-dispostos a osteoporose e devem ter cuidados
para preveni-la, pois esta ji é um grande problema na pds-menopausa feminina

(SHAHTAHERI, 2007).

A deficiéncia de estrégeno € reconhecida como uma causa para a perda Ossea pOs-
menopausa. Por outro lado, as densidades de osso cortical e esponjoso sdo reduzidas em

homens com hipogonadismo antes do pico de massa 6ssea (FUJITA et al., 2004).

A castracdo de animais também induziria osteopenia e osteoporose, pela auséncia de
Testosterona e Estrogeno. Conforme BROULIK ¢ BROULIKOVA (2007), os andrégenos
exercem marcado efeito na homeostase dssea e a orquidectomia em ratos machos maduros

rapidamente desenvolve osteopenia em seu fémur.

Em experimentos com animais, tem sido demonstrado que ao serem ovariectomizados
e orquidectomizados ha inducgdo de perda dssea, sendo os estrégenos e os androgenos efetivos
na prevengdo de perda dssea durante a adolescéncia (FUJITA et al., 2001 apud FUJITA et
al., 2004).

Em suma, todos estes fatores citados, relacionados a diminuicdo ou auséncia de

Testosterona, apresentam como resultados a diminui¢do da regeneracio 6ssea e a osteoporose.

Embora tenha-se encontrado na literatura trabalhos avaliando a acdo da Testosterona
sobre o 0sso, estes sdo em sua maioria in vitro (KASPERK et al., 1989; LIEBERHERR,
GROSSE, 1994), ou em animais (ROSSI, CALO, 1966; FUJITA et al., 2006), estes ultimos
avaliando a acdo da Testosterona aplicada de forma sistémica (SEIDLOVA—WUTTKE et al.,
2006; FUJITA et al., 2004; VANDENPUT et al.,, 2004). Estes trabalhos, normalmente,
apresentam resultados positivos quanto ao emprego da Testosterona, melhorando os quadros
de osteoporose, diminuindo sintomas e acelerando a regeneracdo déssea, cujos resultados sio
comprovados através de avaliagdes histoldgicas, histomorfométricas ou de exames de

imagem.
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Nao encontrou-se na literatura trabalhos avaliando a acdo da Testosterona de forma tdpica.
Neste sentido, julgou-se necessdria a realizacdo de um estudo para avaliar esta acdo sobre o
tecido Osseo de ratos, uma vez que de forma tépica minimizam-se os outros efeitos
androgénicos deste hormonio, por exemplo, adenoma ou cancer de prdstata. Para tanto,
pretende-se avaliar a acdo tdépica da Testosterona e suas alteracdes histoldgicas e/ou
aceleracdo na formacdo de osso em solugdes de continuidade criadas nas tibias de ratos

machos castrados ou ndo, com ou sem tratamento topico de Testosterona.

Por outro lado, uma grande preocupacio da medicina e da odontologia na atualidade,
mais especificamente em Cirurgia Buco-Facial e Implantodontia, tem sido a busca de
materiais de enxerto para a reconstrucdo e/ou substitui¢io de estruturas ésseas em geral e do
complexo maxilomandibular, danificadas por traumatismos, por patologias Osseas tanto de
cardter inflamatério quanto neopldsico, por anomalias de desenvolvimento ou iatrogenias.
Outra aplicacio relevante € a preparagdo do leito receptor para implantes, que posteriormente
serdo utilizados para ancoragem de préteses dentérias, em reconstrugdes estéticas e funcionais

(CHAVES et al., 2004).

O crescimento craniofacial apresenta grandes variacdes individuais, e o crescimento
mandibular € relacionado a varios fatores, como hormdnio do crescimento, fatores de
crescimento, hereditariedade e mecanismos de estresse. Os efeitos dos hormonios sexuais no
desenvolvimento de ossos e miusculos sdo relacionados a fatores ambientais e genéticos

(FUJITA et al., 2006).

FUIJITA et al. (2004), em seu estudo, encontraram que a supressdo da secrecdo dos
hormdnios sexuais durante a fase de crescimento puberal inibe o crescimento craniofacial,

particularmente o crescimento mandibular, e resulta na reducdo do desenvolvimento
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craniofacial. Esta alteracdo do crescimento ndo ocorre, porém, apenas na puberdade, mas

também logo apds o nascimento frente a distdrbios nos hormdnios sexuais.

Por outro lado, a reabsorcdo dos rebordos alveolares apds extracdes dentarias também
deve ser incluida nas causas de perda ¢ssea. Conforme PERRI DE CARVALHO et al. (2002),
0 osso € um tecido rigido que serve a duas funcdes primordiais: suporte estrutural e
metabolismo de cdlcio, porém ndo admite carga excessiva. Apds exodontias, 0 processo
alveolar € afetado com muita freqii€éncia. A l1dmina cortical vestibular € a primeira a remodelar
ou reabsorver apds exodontias, infeccdes ou traumas. Na regido anterior da maxila, o 0sso
alveolar é rapidamente remodelado, ocorrendo perda de 25% do volume durante o primeiro
ano e de 40 a 60% da espessura nos primeiros trés anos apds extragcdes. Esta reabsorcdo
ocorre principalmente a custas da ldmina cortical vestibular. Nas regides posteriores, o indice
de perda dssea inicial é geralmente maior do que nas regides anteriores, porém o volume
inicial de reabsor¢c@o posterior é o dobro do anterior e, mesmo com perda éssea de 50%,

geralmente deixa um volume adequado para instalagdo de um implante de 4 mm de didmetro.

Além de perdas 6sseas nos maxilares por causas locais acima mencionadas, temos a
perda 6ssea fisioldgica que ocorre devido ao avango da idade e a induzida por alteracdes

sistémicas, como é o caso da osteoporose e do hipogonadismo.

Para reposicdo destas perdas Osseas, vdrias alternativas s@o citadas, tais como:
enxertos 6sseos (CHAVES et al., 2004; PERRI DE CARVALHO et al., 2002), células
estromais da medula 6ssea (BMSC - bone marrow stromal cells) (PETTWAY et al., 2005),
fatores de transformacdo de crescimento (TGFs (transforming growth factors))
(KATCHBURIAN, CERRI, 2002), proteinas Osseas morfogenéticas (BMPs (bone
morphogenetic protein)) (KIRKER-HEAD et al.,1998; WOSNEY, 1999), biomateriais
(MEINEL et al., 2005), enxertos de materiais aloplasticos (PERRI DE CARVALHO et al.,

2002; GRANDI, 2007), bem como a associacdo destes nas reconstrugcdes. Além disso,
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medicamentos  alopdticos (como Raloxifen) (BROULIK, BROULIKOVA, 2007),
medicamentos homeopaticos (como Symphytum officinallis) (CHAVES et al.,, 2004),
hormonios esterdides sexuais (como a Testosterona e os Estrogenos) (NOTELOVITZ, 2002;
KASPERK et al., 1989), o hormonio da paratiredide e calcitonina (WONG, COHN, 1974;
PETTWAY et al., 2005; PEREIRA, 1997), além da vitamina D3 (ZANELLO, NORMAN,
2004), normalmente administrados de forma sistémica, sdo relacionados a melhora ou

aceleracdo da regeneracdo Ossea.

1.1. ALTERNATIVAS PARA REGENERACAO OSSEA

1.1.1. Enxertos Osseos

z

Os enxertos Osseos apresentam vdrias classificagdes. Uma delas € relacionada a
diferenca genética existente entre os organismos doadores e receptores, sendo classificados
em autdgenos/autélogos (quando compostos por tecido do préprio receptor), homdgenos
(obtidos de outro individuo da mesma espécie que o receptor) e heterégenos ou xendgenos

(retirados de seres de uma espécie diferente do receptor) (FREITAS LEONEL et al., 2004).

Segundo PERRI DE CARVALHO et al. (2002), os substitutos 6sseos sao também
classificados quanto ao seu mecanismo de acdo em: osteocondutivos, osteoindutivos e
osteogenéticos. A osteocondugdo é caracterizada por neoformacio éssea por aposicao até o
material, sendo exemplos de materiais osteocondutores em Implantodontia os aloplésticos e
os heterdgenos. Ja o processo de osteoinducdo envolve a formacdo de novo osso a partir de
células osteoprogenitoras, derivadas das células mesenquimais indiferenciadas, que se
diferenciam sob a influéncia de um ou mais agentes indutores. Os materiais homodgenos e os
autdgenos sdo os agentes osteoindutores mais usados em Implantodontia. O osso autégeno € o
unico material de enxerto com propriedades osteog€nicas. A osteogénese ¢ um processo no
qual o crescimento Osseo ocorre derivado de células vidveis transferidas dentro de um

enxerto. O novo osso € regenerado pelos osteoblastos e pelas células que se originam na
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medula, transferidas com o enxerto. O mecanismo do crescimento 0sseo, dentro dos enxertos
osseos autdgenos inclui as trés fases: fase I- osteogénese, fase II- osteoinducdo e fase III-

osteocondugao.

Além disso, sabe-se que o 0sso apresenta potencial de regenerag@o e remodelacdo que
pode ser manipulado usando-se enxertos com propriedades osteocondutoras e osteoindutoras.
Para a boa aceitacdo do enxerto no leito receptor, € necessdrio que a regido ofereca irrigacdo
sangiiinea adequada, auséncia de processos infecciosos e inflamatérios e proporcione

estabilidade fisica ao material de enxerto (DAHLIN apud CHAVES et al., 2004).

Conforme MEINEL et al. (2005), grandes defeitos Osseos representam o maior
problema em medicina regenerativa. O osso autlogo proveniente de outra localizagdo
anatomica, inserido no sitio do defeito, seria uma opc¢éo. Estes transplantes consistem de
matriz Ossea, células aut6logas e fatores de crescimento armazenados na matriz e
transportados com o implante. Entretanto, este procedimento apresenta desvantagens
significantes, incluindo dor adicional, morbidade de um segundo sitio (doador), necessidade
de reparo deste sitio e grande tempo de permanéncia do paciente no hospital para sua

reabilitacdo.

1.1.2. Células Estromais da Medula Ossea (BMSC - Bone Marrow Stromal Cells)

PETTWAY et al. (2005) citam em seu estudo BMSC obtida através da cultura de
células d6sseas, como tendo grande potencial para formacdo de osso, mesmo em localizacdes
ectopicas como na regido dorsal subcutinea de camundongos, quando ali implantadas. Os
ossiculos ali formados, conforme os autores continham cortical dssea, osso trabecular, e

medula hematopoiética.
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1.1.3. Fatores de Transformacao de Crescimento (TGFs — Transforming Growth

Factors)

Conforme KATCHBURIAN e CERRI (2002), TGF é um dos fatores que
controla a reabsor¢cdo Ossea e age diretamente nos osteoblastos, estimulando-os a liberarem
moléculas que sinalizam aos osteoclastos o inicio de sua atividade reabsortiva, estabelecendo

uma relagdo pardcrina entre osteoblastos e osteoclastos.

1.1.4. Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMPs - Bone Morphogenetic Protein)

Proteinas Osseas morfogenéticas sdo fatores de diferenciagio que induzem
transformagdo de células mesenquimais indiferenciadas em condroblastos e osteoblastos
durante a embriogénese, crescimento, maioridade e cicatrizagdo. Na vida pds-natal, proteinas
osseas morfogenéticas sdo distribuidas junto a fibras coldgenas da matriz éssea humana, em
células mesenquimais do estroma medular, nas células periostais, no germe dentario e nas
células de condrossarcomas e osteosarcomas. Apods fraturas, acredita-se que as proteinas
osseas morfogenéticas participem da difusdo da reabsor¢do de matriz 6ssea e promovam
osteogénese por ativagdo de células osteoprogenitoras para produzir mais proteinas Osseas
morfogenéticas. Dos vdrios fatores de crescimento e diferenciacdo conhecidos, somente as
proteinas 6sseas morfogenéticas tém mostrado habilidade singular na formacdo de novo osso

in vitro e in vivo (KIRKER-HEAD et al.,1998).
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1.1.5. Biomateriais

Segundo MEINEL et al. (2005), a geracdo/regeneracdo dssea e estratégias de fixacdo
Ossea utilizam implantes de biomateriais, os quais sdo gradualmente substituidos por 0sso
autélogo. Idealmente um biomaterial deve ser: biodegradavel, osteocondutivo e apresentar
forca mecanica e integridade até que os tecidos novos formados possam manter sua fungio.
Alguns biomateriais baseados em proteinas, como coldgenos, sdo promissores devido a sua
similaridade as proteinas naturais das superficies Osseas, entretanto, apresentam reduzidas

propriedades mecanicas.

Ainda conforme MEINEL et al. (2005), vdrios biomateriais bioldgicos e ndo
bioldgicos tém sido estudados para preenchimento com relagdo a suas propriedades
mecanicas, incluindo cerdmicas, metais, polimeros sintéticos e polimeros naturais. A principal
diferenca dos materiais baseados em proteinas com relagdo as opcgdes sintéticas € o fato de
que os primeiros refletem o papel natural de estruturas/fibras proteicas no remodelamento
tecidual. Colagenos — como fonte de polimero natural — seriam de particular interesse como
andaimes (“scaffolds”) para engenharia tecidual dssea e refletem a maior fonte de proteinas na
matriz extracelular, a qual € constituida em mais de 90% por coldgeno tipo I, além de outras
proteinas da matriz. Por outro lado, os coldgenos apresentam propriedades mecéanicas

insatisfatorias.

1.1.6. Enxertos de Materiais Aloplasticos

As desvantagens ou limitagdes do enxerto autégeno estimulam a busca por materiais
alternativos, substitutos 6sseos que mantenham ou auxiliem a capacidade regenerativa do
tecido dsseo de forma relativamente inalterada, e os enxertos aloplasticos ou sintéticos vém
sendo apresentados como uma alternativa vidvel. O preenchimento de defeitos 6sseos por
enxertos aloplasticos € facilitado pela osteocondugdo, uma vez que o material fornece um

suporte que guiard a formacdo 6ssea (GRANDI, 2007). Para isso, algumas condi¢des devem
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ser cumpridas: esse suporte deve ser constituido por um material bioinerte ou bioativo, sua
forma e dimensdes devem favorecer o crescimento 6sseo pelo seu interior e a deposicdo dssea

deve ocorrer por substituicdo (SHIRATORI et al., 2005).

E importante ressaltar que os materiais osteocondutores ndo tém capacidade de induzir
a citodiferenciagdo de osteoblastos, mas preenchem a falha, orientando as novas células
originadas por proliferacdo das osteoprogenitoras, provenientes das margens do defeito, a

promoverem a neoformacao de tecido 6sseo (COOK, RUEGER, 1996).

Dentre as vantagens encontradas nos enxertos alopldsticos, podem-se destacar a
disponibilidade comercial em grande quantidade, caracteristicas de féacil manipulagdo, além

da possibilidade de uma integragao fisica e/ou quimica no meio inserido (SANTOS, 2002).

O fosfato tricdlcico e a hidroxiapatita sdo substitutos 6sseos aloplasticos da classe das
biocerdmicas que t€m larga aplicag@o na area biomédica. Nos tltimos anos, tém sido usados
em cirurgias Osseas, apresentando uma série de vantagens na utilizacdo em ortopedia e
traumatologia, sendo as mais destacadas a biocompatibilidade e a bioatividade, que permitem
a osteocondugdo dos tecidos, e o endurecimento in sifu, o que oferece maior facilidade de

manipulagdo e aplicag¢do no caso de cimentos de fosfato de cdlcio (LIKE, MONROE, 1991).

1.1.7. Medicamentos

Conforme BROULIK e BROULIKOVA (2007), Raloxifen é um modulador seletivo
do receptor de estrogenos que previne a perda Ossea em ratas ovarectomizadas. Eles
comprovaram em seu estudo que Raloxifen também foi efetivo contra os deletérios efeitos da
castracdo em ratos machos, com relacido a conseqiiente osteopenia induzida, o que suporta a

hipdtese de que os estrégenos podem ter efeitos fisiolégicos no esqueleto de ratos machos.
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Segundo CHAVES et al. (2004), o reparo e remodelagdo dssea também podem ser
modulados por medicamentos alopaticos ou homeopdticos administrados tanto por via
sistétmica quanto tdpica. Dentre os medicamentos homeopéticos citam o Symphytum
officinallis, conhecido como Confrei, indicado no tratamento de fraturas e de diferentes

patologias dOsseas.

1.1.8. Hormonios

1.1.8.1. Esteroides Sexuais

Por atividade androgénica direta e transformacdo em estrégenos (Es), os andrégenos
modulam o ciclo de remodelagdo 6ssea. Os andrégenos também aumentam a massa muscular
e a forca e induzem fatores mecanicos que alteram o balango entre reabsor¢éo e formagdo, em
favor da formacgdo 6ssea. Tem papel importante aqui a interagdo entre vdrios esterdides
sexuais — estrogenos e andrégenos - e as células envolvidas na remodelacdo dssea: 0s
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos (NOTELOVITZ, 2002). Conforme NOTELOVITZ
(2002) concluiu em seu trabalho, os andrdgenos diretamente ou via sua aromatizagdo a
estrégeno tém profunda influéncia na preservacao do osso e da massa muscular. Uma vez que
aumentam a massa e a forca muscular, como resultado aumentando a atividade fisica, esta
conduz a ativacdo de formacdo Ossea local e a estimulacdo de células modulatérias da
formacdo dssea - os ostedcitos, levando-nos a conclusdo de que a carga mecanica, quando
combinada com terapia hormonal, resulta em aumento da resposta osteogénica e da densidade

Ossea mineral.

KASPERK et al. (1989) concluiram que os andrdégenos estimulam diretamente
a proliferacdo de células Osseas in vitro e, analisando sua acdo em linhas de células
osteobldsticas isoladas, que eles podem estimular a proliferagdo de células osteobldsticas

humanas e de ratos, induzindo a expressdo do marcador fosfatase alcalina (de diferenciagio
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de linha de osteoblastos), presumivelmente por um mecanismo mediado por um receptor de
andrégenos. O trabalho mostra que a Testosterona (o maior andrégeno circulante), o
methenolene (um anabdlico esteréide) e a fluoxymesterone (um andrégeno sintético)
igualmente estimulam a sintese de DNA (dcido desoxirribonucleico) nas células dsseas de
ratos. Conforme os autores, este é o primeiro estudo in vitro a demonstrar que andrégenos
podem estimular diretamente células Osseas para proliferacio e diferenciagdo (como
mensurado pela atividade de fosfatase alcalina). Estas observacdes sugerem que o aumento da
massa esquelética em sujeitos tratados com andrégenos pode ser relacionado a um efeito

direto dos andrégenos na formagdo dssea.

Em alguns tecidos, a Testosterona é convertida em estrégenos, o que também colabora
no controle da massa dssea. As observacdes dos autores confirmaram que fluoxymesterone,
um andrégeno sintético, e DHT (dihidrotestosterona) ndo podem ser metabolizados em
estrégenos. Por outro lado, o aumento da proliferacdo de células dsseas do rato sustenta a
possibilidade de que a Testosterona seja convertida em estrégenos pelas células dsseas e
exerca seus efeitos completos nos receptores de estrogenos presentes nas células Osseas

humanas (KASPERK et al.,1989).

A atividade dos esterdides sexuais € influenciada por vérias enzimas encontradas no
0sso. Como resultado, a Testosterona age tanto diretamente ou via sua aromatizagdo para
estradiol. A atividade dos andrégenos também varia com a superficie 6ssea: células periostais,
por exemplo, ndo tém atividade de Sa-redutase, indicando que a Testosterona é um metabdlito
ativo clinicamente importante neste local. Os andrégenos influenciam a fungdo das células
Osseas por via local ou sistémica, através de fatores de crescimento ou citoquinas sist€émicos.
Pelo aumento da diferenciacido de osteoblastos, os andrégenos regulam a produgdo de matriz
Ossea, a organizacdo, e a mineralizacdo. Os andrégenos também regulam a atividade e

recrutamento de osteoclastos (NOTELOVITZ, 2002).
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1.1.8.2. Hormonio da Paratiredide (PTH) e Calcitonina

Conforme WONG e COHN (1974), o crescimento e remodelacdo 6sseo dependem da
deposicdo e reabsorcao em nivel local. O balanco entre estes dois processos € modulado pelos
hormonios peptidicos PTH (hormoénio da paratire6ide) e calcitonina. O PTH tem sido
demonstrado como indutor de reabsorcdo éssea, tanto in vivo como in vitro, e a calcitonina

(CT) inibiria este processo.

Por outro lado, segundo PETTWAY et al. (2005), o hormonio da paratiredide (PTH) é
um hormonio peptidico envolvido na homeostase do célcio, tendo apresentado aumento da
massa 6ssea quando administrado intermitentemente e promovido reabsorcdo 6ssea quando

administrado continuamente.

PETTWAY et al. (2005) relatam que o PTH (hormonio da paratiredide) € utilizado
em clinica para tratamento da osteoporose e tem sido altamente investigado para uma
potencial utilizagdo em engenharia tecidual, cicatrizagdo de fraturas e integragdo de implantes,

porém seus mecanismos de acio que estimulariam a formagdo dssea ndo estdo esclarecidos.

PETTWAY et al. (2005), em seu trabalho, avaliaram a acdo do PTH sistémico
(injetado subcutaneamente) sobre BMSC (bone marrow stromal cells), obtido através de
cultura de células ésseas e implantado na regido dorsal subcutinea de camundongos. Para a
aplicagdo do BMSC, utilizaram esponjas de gelatina (Gelfoan®), as quais o BMSC foi
incorporado por agdo de capilaridade. Eles observaram a formacao de ossiculos ectdpicos na
regido que recebeu implante de BMSC em Gelfoan. Estes ossiculos continham cortical dssea,
osso trabecular e medula hematopoiética. Os autores analisaram a mineralizagdo/constituicao
destes ossiculos ectdpicos e sua relacdo com as aplicacdes de PTH que variaram nos grupos
com relacdo ao tempo/inicio da administracdo do hormonio. Eles encontraram que a acio
anabdlica do PTH nos ossiculos ectdpicos foi temporariamente dependente do implante de
BMSC e sugerem que a estratégia de implantagdo de células foi particularmente responsiva ao

PTH.
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Por outro lado, conforme PEREIRA (1997), a calcitonina participa significantemente
da homeostase esquelética, através da regulacdo do processo de remodelacdo Ossea,
estabilizando ou aumentando o contetido mineral no osso cortical e medular. A elevacdo dos
niveis plasmaticos de cdlcio é o principal estimulo para secrecdo de calcitonina, no entanto, o
grau de resposta observado em diferentes espécies estd relacionado a sua necessidade de

evitar o desenvolvimento de hipercalcemia.

A massa 6ssea diminui em pacientes com deficiéncia de calcitonina congénita ou
adquirida, sugerindo uma participagdo do hormdnio na conservagdo Ossea. A calcitonina
enddgena torna-se importante quando o esqueleto é exposto a fatores que aumentam a
reabsorcdo dssea, tais como excesso de paratormonio no hiperparatireoidismo primario,
concluindo-se daf que a calcitonina € um antagonista fisioldgico do paratormdnio em relagio
ao cdlcio, pois causa hipocalcemia. No entanto, em relacdo ao fosfato, possui o0 mesmo efeito
hipofosfatémico, independente da queda de cdlcio. O fosfato que abandona o liquido
extracelular provavelmente penetra no osso. Estes efeitos sdo devidos & inibicdo dssea
osteocldstica e influéncia na fungdo renal, causando natritiria, fosfatiria e calcitria

(PEREIRA, 1997).

1.1.9. Vitamina D;

ZANELLO e NORMAN (2004) relatam que 10,25(OH), - Vitamina D3 (1,25) modula
a expressao génica de osteoblastos das proteinas da matriz 6ssea via um receptor nuclear de
vitamina D (VDR) e também gera modificacdes elétricas da membrana plasmadtica através de

mecanismos rapidos ndo gendmicos ainda ndo completamente entendidos.
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1.2. FISIOLOGIA DA REMODELACAO OSSEA

1.2.1. Ciclo da Remodelacao Ossea

A remodelagdo dssea é um continuo processo que ocorre para garantir a resisténcia
Ossea, através de uma combinacdo entre remoc¢do de osso velho (reabsor¢do) com a sintese de
novo osso (formacgdo). Existem quatro passos distintos no ciclo de remodelacdo Ossea que
envolvem primariamente dois tipos de células: osteoclastos e osteoblastos. Na ativagdo, pré-
osteoclastos sdo estimulados e diferenciados em osteoclastos maduros por uma variedade de
citoquinas e fatores de crescimento. Na reabsor¢do, uma substancia “acidlike” é secretada na
borda rugosa dos osteoclastos, dissolvendo, digerindo e absorvendo a matriz orginica e
minerais do osso velho. Na reversdo, uma vez que a cavidade reabsorvida atinge pré-
determinada profundidade, uma superficie de cimento, derivada de mondcitos, cobre o defeito
e previne nova erosdo dssea. Finalmente, na formacdo, osteoblastos sdo atraidos para dentro
da cavidade reabsorvida, € sob a influéncia de varios hormonios e fatores de crescimento,
maturam e enchem a cavidade reabsorvida com “novo” osso. Existem dois estigios inter-
relatados neste continuo processo. O primeiro estagio envolve a sintese de matriz dssea, sendo
que 90% desta é feita sobre colageno tipo I. O ostedide recente formado € mineralizado com
cristais de cdlcio hidroxiapatita. O outro estdgio contém, além disso, tracos de magnésio,
potassio, sédio e carbonato. A vitamina D3 (1,25 hidroxi D3) € essencial para este processo.
Na sua auséncia, a mineralizagdo serd defeituosa e pode resultar em osteomaldcia

(NOTELOVITZ, 2002).
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1.2.2. Resisténcia Mecinica e Remodelacio Ossea

Bem pouco reconhecido € o ciclo de remodelag@o dssea e seu papel na for¢a mecénica,
bem como seu efeito modulando a atividade de ostedcitos. A resisténcia mecanica (exercicios
e gravidade) regula a qualidade da via 6ssea de estimulagc@o dos ostedcitos. Os ostedcitos sao
derivados de linhagem de osteoblastos e produzem o6xido nitrico (NO) e prostaglandinas
(PG)E,, e ambos sdo responsdveis pela osteogénese por modificarem a atividade de

osteoblastos e osteoclastos (NOTELOVITZ, 2002).

1.2.3. Balanco Osseo Negativo

A massa dssea € mantida quando as fases de reabsor¢do e formacgdo sdo balanceadas,
onde a quantidade de osso removido € reposta em igual quantidade por osso fresco. O balanco
Osseo negativo resulta de duas situacdes: 1-alta atividade ou queda de osteoclastos e/ou um
aumento do nuimero de sitios de reabsor¢io ou 2- queda ou inadequada funcdo de
osteoblastos, com diminuida secre¢cdo de ostedide e uma inabilidade para preencher

normalmente a cavidade reabsorvida (NOTELOVITZ, 2002).



30

1.2.4. Osso Esponjoso X Osso Cortical

Os ossos esponjoso e cortical t€m diferencas anatdmicas, mas idénticos tipos celulares

e similar ciclo de remodelacgdo.

O osso cortical é primariamente encontrado em ossos longos de bragos, pernas
(esqueleto apendicular) e revestindo externamente as vértebras. O osso cortical tem trés
superficies: 1- envelope endosteal - é a superficie que reveste a cavidade medular, 2 -
envelope periostal - € a outra superficie do 0sso, 3 -envelope intracortical - é o tecido 6sseo
entre enddstio e peridstio. Em adi¢do a qualidade do osso, a forca do esqueleto apendicular é
dependente do didmetro do osso e da largura da cortical. A remodelagdo dssea em criancas
ocorre a partir do periésteo (aumento do didmetro 6sseo). Em adultos, perda 6ssea endosteal
predomina, com estreitamento do envelope intracortical. O grau com que este processo ocorre
na pré-menopausa tem impacto subseqiiente na forca dos ossos longos e — junto com o grau
de perda oOssea fisiologica do osso cortical pés-menopausa — no eventual risco de fratura

(NOTELOVITZ, 2002).

O osso esponjoso ou trabecular é encontrado principalmente nas vértebras e possui
arranjo como laminas verticais e horizontais semelhantes a favos de mel interconectadas. Isto
assegura forca mecanica. A remodelacdo dssea € realizada nos envelopes interior e exterior da
lamina trabecular. Excesso de remodelacdo dssea resulta em adelgacamento, rarefacdo das
laminas, com eventual completa reabsor¢do da trabécula, queda de for¢a mecanica e risco de
fratura. A aguda queda de estr6geno (com um aumento da atividade de osteoclastos) tem
como mais comum resultado a perfuraco trabecular em mulheres, mais que em homens. Isto
pode ser devido ao declinio vagaroso de andrégenos e sua conversio a estrogeno nos homens

(NOTELOVITZ, 2002).
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Bone remodeling, sex steroids, and mechanical loading. E, Estrogen; A, Androgen; NO, nitric oxide; +, stimulatory; —,
inhibitory; PG, prostaglandin; double circle, primary activity; single circle, secondary activity. (From Smit and Burger (1).
Reprinted by permission of the publisher.)
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Notelovitz. Androgen effects on bone and muscle. Fertil Steril 2002.

Figura 01: Esquema da remodelacio dssea, esterdides sexuais e resisténcia mecénica.
FONTE: NOTELOVITZ. Androgen effects on bone and muscle. Fertil Steril 2002.

1.2.5. Fatores que influenciam a homeostase dssea

Conforme KATCHBURIAN e CERRI (2002), diversas evidéncias apontam para um
intercambio entre osteoclastos e osteoblastos/células de revestimento ésseo e ostedcitos.
Estudos in vitro tém demonstrado que os osteoclastos sé exercem atividade reabsortiva na
presenga de osteoblastos. Assim, previamente a reabsor¢do da matriz mineralizada pelos
osteoclastos, os osteoblastos/células de revestimento dsseo produzem colagenase, removendo
a camada de ostedide, expondo a matriz mineralizada aos osteoclastos que se tornam ativos
(funcionais) em contato direto com a matriz éssea mineralizada. A maioria dos fatores que
controla a reabsor¢cdo dssea age diretamente nos osteoblastos, tais como: PTH (hormonio da
paratire6ide), 1,25-a dihidroxi vitamina D3, esterdides sexuais, prostaglandinas (PGs),
citocinas (interleucinas-1, interleucina-6, interleucinas-11), fator de transformagdo de
crescimento (TGF), entre outros. Portanto, estes fatores estimulam os osteoblastos a liberar

moléculas que sinalizam aos osteoclastos o inicio de sua atividade reabsortiva, estabelecendo
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uma relagfo pardcrina entre osteoblastos e osteoclastos. Nos osteoclastos foram identificados
receptores para o hormodnio calcitonina. Estes fatores agem controlando a proliferagéo,

diferenciagdo e a fusdo dos precursores de osteoclastos.

O estr6geno também exerce influéncia sobre a atividade de reabsorcdo via
osteoblastos, sendo que a sua deficiéncia estimula a reabsor¢do dssea. Mais recentemente, a
apoptose de osteoblastos e ostedcitos tem sido indicada como um possivel mecanismo de
sinalizacdo para o inicio da atividade de reabsorcdo pelos osteoclastos. A apoptose € um tipo
de morte celular programada que tem sido descrito como o principal mecanismo de
“turnover” celular, importante para manter o equilibrio populacional de células no tecido. No
processo de apoptose, as células ativam uma série de moléculas intracelulares que promovem
a morte celular. Em conseqii€ncia da ativag¢do de diversas enzimas promotoras de apoptose, a
célula fragmenta-se, formando os corpos apoptdticos, sendo estes internalizados por
macrdfagos e células vizinhas. Diversos sdo os agentes que ativam as enzimas intracelulares
promotoras de apoptose. No tecido 6sseo, a deficiéncia de estrégeno tem sido associada com a
morte celular de osteoblastos e ostedcitos. As células Osseas em apoptose produziriam
moléculas sinalizadoras que atrairiam os osteoclastos e, conseqiientemente, estimulariam a
reabsor¢cdo Ossea. Assim, o processo de reparacdo do tecido Osseo envolve uma série de
interages célula-célula e moléculas-célula. Durante este processo, miltiplos fatores de
crescimento e diferenciacdo atuam regulando as atividades celulares (proliferacdo,
diferenciagdo e capacidade de sintese de componentes da matriz), guiando, assim, a reparacao
Ossea. A agdo destes fatores ocorre através de receptores de superficie celular. Estes diversos
fatores influenciam a homeostase do tecido ésseo, bem como na regeneragdo/reparagdo do
periodonto e na interacdo de implantes dentdrios com o osso alveolar (KATCHBURIAN,

CERRI, 2002).
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1.3. ANDROGENOS: FISIOLOGIA E EFEITOS NO OSSO

1.3.1. Metabolismo de Andrégenos e Estréogenos

O metabolismo primdrio de andrégenos e estrogenos ¢ realizado em quatro lugares: no
testiculo, no ovdrio, no cértex adrenal, e no tecido adiposo, com adicionais contribui¢cdes do

metabolismo de esterdides sexuais no musculo e cérebro (NOTELOVITZ, 2002).

A atividade dos esterdides sexuais é determinada por varias enzimas, muitas das quais
sdo encontradas no osso. Estas enzimas incluem atividade aromatase (convertendo T a E,
(Estradiol)); 17-f  hidroxisteroide dehidrogenase (controlando o ‘“caminho” da
androstenediona para T e, E; (Estrona) para E,) e; sulfatase, a enzima que regula a sulfatacio
da Estrona. A Testosterona (T) é promovida a Dihidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-
redutase. Nas células periostais, ndo se detecta atividade de Sa-redutase, indicando que a
Testosterona pode ser um metabdlito ativo neste sitio clinicamente importante. Os maiores
andrégenos da glandula adrenal incluem sulfato de DHEA (DHEA-S) e androstenediona (A).
Os esterdides androgénicos — diretamente ou por conversdo a E; — medeiam as fungdes
fisiologicas através da ligacdo andrdgeno-receptor. Isto confirma que hd um receptor

especifico para DHEA nos osteoblastos (NOTELOVITZ, 2002).

Os andrégenos podem afetar o esqueleto masculino tanto diretamente, através da
ativacdo do receptor de andrégenos (AR), como indiretamente, através da estimulacdo dos
receptores de estrogenos apds aromatizacdo. Em camundongos machos foi constatado que a
acdo da Testosterona mediada pelo receptor de andrégenos € essencial para formacio

periostal dssea e contribui para manutengdo do osso trabecular (VANDENPUT et al., 2004).
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1.3.2. Receptores de Andrégenos em Células Osseas

Receptores de andrégenos foram encontrados nas trés células dsseas: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Estes receptores sdo similares a outros receptores esteroidais
(estrégeno, progesterona, mineralocorticdides e glicocorticéides) e foram encontrados
primariamente dentro do nucleo. Os receptores de andrégenos sdo mais expressados em
osteoblastos e, em maior propor¢do, no osso cortical que no esponjoso. A expressdo dos
receptores de andrdogenos é maior em culturas de osteoblastos de osso jovem quando
comparada com osso senil. Estes receptores tém predominancia de atividade nos osteoblastos

dos sitios de formacao dssea (NOTELOVITZ, 2002).

Os receptores de androgenos no nticleo sdo responsdveis pela transcri¢do gendmica
classica de mRNA (4cido ribonucleico mensageiro) de osteoblastos. Os andrégenos
difundem-se livremente através da membrana plasmdtica até o nidcleo e ligam-se aos
receptores de andrégenos (ARs). Uma vez o complexo AR-ligando ativado, a metade protéica
¢é liberada com a formacdo de um homodimero (ou possivelmente heterodimero, devido a
relatos de duas isoformas de receptores de andrégenos protéicos em células osteobldsticas).
Modulado por vérios co-ativadores e co-repressores, o receptor de andrdgenos liga-se ao
DNA, influenciando a transcricdo e translagdo de genes que governam a funcdo dos
osteoblastos. Isto é abundante tanto para receptores de andrégenos (AR) como para

recepetores de estrégenos nos osteoblastos, indicando o duplo papel da T e E na fisiologia

normal do osso (NOTELOVITZ, 2002).

Os andrégenos podem regular a atividade dos osteoblastos pela transcri¢do gendmica
classica de mRNA de osteoblastos através dos receptores de andrégenos no nicleo ou através
de uma via mais rdpida, um mecanismo nao-gendmico de receptores direto na superficie

celular dos osteoblastos (NOTELOVITZ, 2002).
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Putative mechanism of androgen action in the human female
osteoblast. E, 17-8 estradiol; ER, estrogen receptor; PTH,
parathyroid hormone; R, pth receptor; G, G protein; AC,
adenylate cyclase; cAMP, cyclic adenosine monophosphate.
(From Gasperino (17). Reprinted by permission of the pub-
lisher.)

Notelovitz. Androgen effects on bone and muscle. Fertil Steril 2002.

Figura 02: Esquema do mecanismo de a¢do de andrégenos em osteoblastos de fémeas humanas.
FONTE: NOTELOVITZ. Androgen effects on bone and muscle. Fertil Steril 2002.

Receptores de andrégenos sdo também encontrados em células da medula dssea
regulando a osteoclastogénese. A regulagdo dos esterdides sexuais na fungdo osteoclastica é
controlada primariamente por E; e pelo receptor de estrégeno. Uma possibilidade de efeito
indireto da Testosterona (T) é através da aromatizacdo para E,. Receptores de andrégenos

foram encontrados em ostedcitos enterrados na matriz 6ssea (NOTELOVITZ, 2002).

Tém sido identificados receptores especificos de ligacdo a andrégenos: T, DHT e
DHEA. A extensdo na qual T age diretamente ou via sua aromatizacdo a E, nfo estd
esclarecida e pode variar com o polimorfismo dos receptores de andrégenos. Por outro lado,

Dihidrotestosterona nao sofre aromatizagdo (NOTELOVITZ, 2002).
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1.3.3. Fatores que controlam a expressao do receptor de androgenos e a funcao dos

osteoblastos

1.3.3.1. Proliferacdo de Osteoblastos

Receptores de andrégenos sdo “up-regulated” por andrégenos no osso e também por
exposicdo a glicocorticoides, estrogeno e 1,25 hydroxy Ds;. Os andrégenos estimulam a
proliferacdo de osteoblastos, mas, sob condi¢cdes experimentais, a exposi¢do prolongada a
andrégenos pode inibir a proliferacdo de células osteobldsticas significantemente. Por isso, a
terapia intermitente com andrégenos melhora a densidade dssea mineral em mulheres, mais

do que a terapia androgénica continua (NOTELOVITZ, 2002).

1.3.3.2. Diferenciagdo de Osteoblastos

A exposicdo a androgenos aumenta a diferenciacdo de osteoblastos e a sintese de
proteinas na matriz extracelular, tanto como coldgeno tipo lal, osteocalcina e
osteonectina. Isto € refletido por um aumento na dose-resposta na atividade de fosfatase
alcalina especifica do osso. Os andrégenos também estimulam a mineralizagdo. Em
sintese, andrégenos parecem ter uma importante funcdo na regulagdo da organizacio e

producdo de matriz 6ssea (NOTELOVITZ, 2002).
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1.3.3.3.  Micro-ambiente Osseo

Os androgenos também influenciam a fung@o de células 6sseas através de seus efeitos
no local ou de fatores sistémicos que controlam o micro-ambiente das células dsseas. Os
andrégenos tém um profundo efeito no fator de transformacio de crescimento (TGF) 3, o
qual ¢ um dos mais potentes mitédgenos de osteoblastos. A Dihidrotestosterona medeia
aumentos de atividade de TGF-B para via TGF-B2, mas outras isoformas podem estar
envolvidas. Tanto DHT quanto T regulam para cima a sintese de TGF-f. Nesta forma
latente, TGF-B € armazenado no osso, funcionando como um meio de reserva do corpo
para este fator de crescimento. Outros sistemas de fatores de crescimento sio
possivelmente influenciados por andrégenos (DHT), incluindo o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento simile a insulina (IGF) II. O segundo efeito é
causado por um aumento de afinidade no ligando de IGF-II e ndo por um aumento na
quantidade média de IGF-I ou IGF-II na cultura de osteoblastos. Andrégenos também
diminuem a génese de osteoclastos por inibi¢do na producdo de Interleucina-6 (IL-6) no
estroma de células do osso medular. Isto resulta em maturacio e desenvolvimento
diminuido de osteoclastos. Testosterona e DHT também regulam a atividade de
osteoclastos por inibicdo, tanto do hormonio da paratireéide e IL-1 quanto estimulando

producdo de PGE, (Prostaglandina E;) NOTELOVITZ, 2002).

NOTELOVITZ (2002) concluiu que os esterdides sexuais estdo diretamente
envolvidos na modulagdo da osteogénese, no metabolismo e na fun¢do do musculo. Neste
contexto, pode-se concluir que andrégenos — tanto diretamente ou via aromatizacio a

estrogeno- tém influéncia profunda na preservagdo do osso e na for¢a e massa muscular.
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1.4. TESTOSTERONA

A Testosterona € um hormodnio esterdide sintetizado e secretado nos machos pelas
células intersticiais ou células de Leydig, sob estimulo do hormonio luteinizante (LH),
também chamado hormonio estimulador das células intersticiais ICSH) (HAKOLA et al.,
1998). E sintetizada a partir do colesterol nas células de Leydig e também a partir da
androstenediona secretada pelo cortex supra-renal (GANONG, 2000). Devido a
proximidade existente entre as células de Leydig e as células de Sertoli dos tibulos
seminiferos, hd uma relacdo paricrina entre elas, pois as células de Sertoli e as células
peritubulares sdo as células-alvo primarias da Testosterona. O padrio de secrecdo da
Testosterona pelas células de Leydig segue o padrdo de liberacdo pulsatil caracteristico do

LH (HAKOLA et al., 1998).

O principal efeito descrito para os hormdnios andrégenos estd relacionado a
transcrigdo da informacgdo genética no RNA mensageiro. Este efeito é mediado por um
receptor androgénico intracelular (iAR), que pertence a superfamilia de receptores de
esterdides nucleares (KUMAR, TINDAL, 1998; BEATO, KLUG, 2000). O iAR ativo
liga-se a Testosterona no citoplasma e a transporta até o niicleo, onde o hormonio ligar-se-
4 ao elemento responsivo a andrégenos nos genes promotores alvo, causando, em ultima
analise, ativacdo ou repressdo da transcricdo genética (KUMAR, TINDAL, 1998). Os
andrégenos possuem outras acdes, as quais, como descreveu SELYE (1941), caracterizam-
se por curta laténcia (segundos) e uma rapidez de resposta que sugere uma acgdo direta do
ester6ide sobre a membrana plasmatica, o que McEWEN et al. (1978) denominou “efeito

nao-gendmico”.

LIEBERHERR e GROSSE (1994), avaliando em seu trabalho a acdo de andrégenos
sobre 0 0ss0, encontraram um rapido efeito da Testosterona sobre o cdlcio livre citosélico e
o metabolismo de fosfolipidios da membrana em osteoblastos de ratos machos. Estes
efeitos foram produzidos por concentragdes fisioldgicas. Segundo elas, a Testosterona
desencadeia um transit6rio aumento no (Ca*"), acompanhado pela manutencio de uma fase

plato.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar histologicamente a acdo da Testosterona utilizada de forma tdpica sobre o

tecido Gsseo de ratos.

2.2. ESPECIFICOS

- Obtengdo de registros histologicos da ac¢do da Testosterona tdpica sobre o tecido

dsseo e sua relagdo com o tempo durante o qual foi instituido o tratamento.

- Avaliar as alteragGes provocadas nas células Osseas e se ocorre aceleragdo na

neoformacdo dssea.
- Avaliar aspectos relacionados ao processo de cicatrizagdo:

a- presenca de inflamacgdo

b- formacdo de tecido conjuntivo fibroso
c- neoformacdo 6ssea nos defeitos criados
d- neoformagdo éssea na regido medular

- Comparagdo entre os grupos de animais que foram castrados ou nio e entre os que

receberam o hormdnio ou nao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude-

Departamento de Fisiologia — Campus Centro - Porto Alegre, RS, Brasil.

3.2. CONSIDERACOES ETICAS:

O presente projeto passou por avaliacio da Comissdo de Pesquisa do Instituto de

Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A parte experimental somente teve inicio apds aprovacgdo do projeto por esta Comissao
e, apreciacio e aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.
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3.3. AMOSTRAGEM

Para o presente estudo foram utilizados 30 ratos albinos (Rattus norvegicus variagao
Albinus rodentia mammalia, cepa Wistar), provenientes do biotério da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, machos com peso médio de 300g, idade pds-natal de aproximadamente trés

meses, alimentados com dgua e racio ad libitum, mantidos em temperatura ambiente.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, onde 15 foram castrados e
os outros 15 ndo. Nestes grupos de 15, os animais foram novamente divididos em trés
subgrupos de cinco ratos cada, onde num subgrupo foi aplicado Propionato de Testosterona
(PT) em uma das patas e na outra Oleo Mineral (OM), sendo sacrificados em 30 dias de pos-
operatério. O segundo subgrupo recebeu o mesmo tratamento, porém os animais foram
sacrificados em 15 dias de pés-operatorio. O terceiro subgrupo recebeu esponja de coldgeno
(EC) em uma das patas e na outra apenas foi realizada a perfuragdo (P), sem colocagido de
nenhum material, sendo sacrificados em 15 dias pés-operatérios. Os mesmos tratamentos e
subgrupos foram realizados no grupo nio-castrado. Tanto o Propionato de Testosterona quanto
o Oleo Mineral foram introduzidos nos defeitos Gsseos utilizando-se esponja de coligeno
(Gelfoan(G)), embebida com estas substincias. Quanto a escolha das patas, foi realizada
randomizacdo quanto a pata de cada rato em que seria aplicado o PT e aquela em que apenas
seria aplicado o OM, e assim sucessivamente. Para identificar-se a pata em que foi aplicado o

PT ou apenas a EC, a orelha do lado correspondente a pata foi perfurada.

Grupo Experimental: Esponja de Coliageno/ Gelfoan (EC/G)+Propionato de
Testosterona (PT) e Esponja de Coldgeno/Gelfoan (EC/G)+ Oleo Mineral (OM).
Grupo Controle: Perfuracido (P) e Gelfoan/Esponja de Coldgeno (EC/G).
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Abaixo segue o esquema da randomizagdo das patas dos animais quanto a realizacio
de um ou outro tratamento (quadros 1 e 2):

Quadro 01: Esquema da randomizacéo das patas dos animais conforme o tipo de
substincia a ser aplicada. Grupo dos ratos castrados.

Grupo dos Ratos Castrados

Subgrupos
Material Propionato de Propionato de Esponja de Colageno ou
Aplicado Testosterona Testosterona ou Perfuracédo
ou Oleo Oleo Mineral 15 dias
Mineral 15 dias
30 dias

1/2/3/4|5{6 |7 8|9 |10] 11 |12 /13| 14
PT/EC(G) E/DIE|D |[E|D | E

OM/Perfuragdo |D|E|D| E |[D| E

15
E/D|E |D|E| D | E
E|D/E| D | E|D| E

FONTE: Dados Metodoldgicos do Experimento - Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.

Quadro 02: Esquema da randomizacao das patas dos animais conforme o tipo de
substancia a ser aplicada. Grupo dos ratos nao castrados.

Grupo dos Ratos Nao Castrados

Subgrupos
Material

Propionato de Propionato de Esponja de Coldgeno
Aplicado Testosterona ou | Testosterona ou Oleo ou Perfuragao

Oleo Mineral 30 Mineral 15 dias
dias 15 dias
16 |17 (18 |19 (20|21 (22| 23 |24 25|26

27 |28 29 | 30

D/E|D|E| D |E|D|/E|D]|E
OM/Perfuragio |D | E | D | E

PT/EC(G) E|D|E

D | E

DIE|D|E D/ E|D|/E|D| E | D
FONTE: Dados Metodolégicos do Experimento - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.
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Analisando o esquema de randomizagdo observa-se que o rato 1 foi castrado e recebeu
aplicacdo de Propionato de Testosterona na esponja de coldgeno na pata esquerda (E) -
observando-se o rato de frente - e Oleo Mineral na esponja de coldgeno na pata direita (D),
sendo o animal sacrificado 30 dias apds. J4 o rato 11, este também castrado, recebeu aplicacdo
de Gelfoan (esponja de coldgeno) na pata esquerda e apenas teve uma perfuracdo dssea na pata
direita e assim suscessivamente. Da mesma forma isto foi repetido com o grupo dos ratos nao

castrados.

A esponja de coldgeno utilizada, que apresenta entre outros nomes comerciais,
Gelfoan®, ¢ definida na literatura como: “compostos de coldgeno utilizados como esponjas
degradéveis, que depois de umedecidos, t€ém uma apresentagdo gelatinosa, sendo utilizados em
vérias dreas da medicina, entre elas: Otorrinolaringologia (como suporte-base para os enxertos
nas cirurgias otoldgicas), Neurocirurgia (no estancamento do gotejamento da dura-méter sob os
bordos do osso), Odontologia (em curativos apds extragdes dentdrias), Dermatologia (em
curativos em cirurgia por abrasdo de pele e queimaduras, bidpsias cutineas e incisdes pequenas
sem suturas), Ginecologia (em bidpsias por contato) e em outros procedimentos cirdrgicos,

como auxiliar na obtencdo de hemostasia” (DORNELLES et al., 2003).

Ainda conforme a literatura, Gelfoan® apresenta-se sob a forma farmacéutica de
esponja hemostatica de gelatina, cuja composicdo é esponja estéril de gelatina absorvivel de
pele de animais. E definido como uma esponja cirdrgica, dobravel e esterilizada, capaz de
absorver e de manter em suas malhas muitas vezes seu peso em sangue total. Quando
implantada em tecidos é completamente absorvida dentro de quatro a seis semanas sem
acarretar formacdo excessiva de tecido cicatricial. Quando aplicada em areas hemorragicas da
mucosa vaginal, retal, nasal ou da pele, se liquefaz completamente dentro de 2 a 5 dias

(DORNELLES et al., 2003).
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Conforme ROHANIZADEH et al. (2008), a esponja de gelatina devido a sua
flexibilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade tem um potencial para ser usada como
andaime para suporte de osteoblastos e para promover regeneracio 6ssea em dreas defeituosas,
principalmente em grandes defeitos ou quando o metabolismo dsseo ndo € habil para reparar

um defeito, como nos casos de osteoporose e doenga de Paget.

Gracas a estas caracteristicas, a esponja de coldgeno foi escolhida como meio para
aplicagdo tdpica e manuten¢do do Propionato de Testosterona junto a regido a ser avaliada, uma
vez que absorvendo liquido muitas vezes a mais que o seu peso total, pode absorver o
Propionato de Testosterona e ir liberando o hormdnio aos poucos, a medida que se processa a

sua degradacao.

A Testosterona escolhiada foi sob a forma farmac€utica de Propionato de
Testosterona, que apresenta como veiculo dleo mineral. O Propionato de Testosterona foi

escolhido por suas caracteristicas de lenta liberagdo.

3.4. CASTRACAO DOS RATOS

Utilizando uma técnica limpa mas ndo estéril, foi feita uma incisdo na ponta do
escroto, grande o suficiente para permitir a extrusdo do testiculo. Uma tnica ligadura € feita
ao redor dos vasos espermdticos internos, dos vasos deferentes e ductos deferentes. Os
testiculos, em conjunto com o epididimo, sdo excisados. A sutura € entdo realizada (FARRIS,

GRIFFTH, 1949).

O procedimento foi realizado sob indugdo anestésica conforme descrito no

procedimento cirtrgico nas tibias, item 3.5.

Passadas duas semanas da castracio, os animais foram submetidos a intervencéo nas

tibias.
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3.5. PROCEDIMENTO CIRURGICO NAS TiBIAS

Sob indugdo anestésica com a associacio de Anasedan' (Cloridrato de Xilazina a
2,3%), marca Vetbrands® (um relaxante muscular) e Dopalen2 (Cloridrato de Ketamina a
10%), marca Vetbrands® (um anestésico geral), preparada na propor¢do 1:1 e administrada
na dose de 0,1 ml/100g de peso corporal, via intraperitonial, foi realizada a seguinte técnica

cirirgica nos animais:

- Posicionamento do animal em decubito dorsal sobre uma mesa plana de trabalho.

- Tricotomia nas faces internas das duas patas traseiras.

- Assepsia do campo operatdrio com Povidine®.

- Montagem de campos cirdrgicos.

- Incisdo longitudinal em pele e tecido subcutineo na regido entre a parte proximal e

o corpo da tibia.

Figura 03: Incisdo longitudinal em pele e tecido subcutaneo. 7
FONTE: Documentag¢do Fotografica do Experimento - Programa de Pds

Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.

1. Anasedan®, Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Anasedan_Pet.pdf

2 .Dopalen’, Agribrands Brasil Ltda, www.vetbrands.com.br/bulas/Bula_Dopalen.pdf
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- Descolamento do retalho.

- Afastamento do musculo Triceps Sural.

Figura 04: Ap6s o descolamento e afastamento do retalho, visdo da regido onde sera
realizada a perfuracio.
FONTE: Documentagdo Fotografica do Experimento - Programa de Pds-Graduagdo em

Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.

- Perfuracdo na parte superior-lateral da tibia, 10 mm abaixo do joelho com broca
especialmente desenhada para o experimento em baixa rotacdo (800 rpm),
utilizando motor elétrico e pega reta, com irrigagdo constante de soro fisioldgico,

com o objetivo de evitar o aquecimento do sitio cirdrgico.
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Figura 05: Perfuracdo dssea com broca especifica para o experimento, 10 mm abaixo do
joelho do animal, em motor elétrico de baixa rotagdo.

FONTE: Documentacdo Fotografica do Experimento - Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.

A broca a ser utilizada foi especialmente desenhada e confeccionada para o
experimento, sendo de aco rdpido helicoidal com ponta ativa conica de 120°,
comprimento de 1,5mm e didmetro de 1,5mm, com stop para limitar a penetragdo a
1,5mm de profundidade. Foi projetada pela autora do projeto juntamente com o

engenheiro mecanico responsdvel pela confeccio de material cirdrgico da Empresa
PROMM LTDA.
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Figura 06: Broca utilizada para criar os defeitos ésseos nas tibias.
FONTE: Documentacdo Fotografica do Experimento - Programa de Pds-

Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.

O objetivo desta perfuracdo € remover a cortical dssea externa, criando uma
cavidade que abranja a cortical e a medula 6ssea abaixo desta, sem atingir a
cortical oposta.

Curetagem da cavidade Ossea com cureta compativel para remoc¢do do 0sso

€spon;joso.

Figura 07: Curetagem da cavidade com cureta compativel para remocdo de tecido
dsseo esponjoso/medular, bem como da poeira éssea proveniente da perfuracio
executada com a broca.

FONTE: Documentac@o Fotografica do Experimento - Programa de P6s-Graduagio

em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.
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Irrigacdo da cavidade com soro fisioldgico

Aplicaciio do Propionato de Testosterona ou Oleo mineral no tecido ésseo:

Foi aplicada embebendo-se pequenos cubos de Gelfoan previamente cortados na
seguinte dimens@o: Imm x Imm com 1,5 microlitros de Propionato de
Testosterona na dose = 0.1 ng ou 1,5 microlitros de éleo mineral, conforme a pata

do animal. Estes cubos foram depositados na cavidade dssea.

e

Figura 08: Pipeta medindo a substincia a ser aplicada e sua colocag¢do no Gelfoan
antes da introdug@o na cavidade.

FONTE: Documentagio Fotogréfica do Experimento - Programa de P6s-Graduagio
em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.
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Figura 09: Introdugdo do Gelfoan com o Propionato de Testosterona ou Oleo
Mineral no defeito ésseo criado cirurgicamente, utilizando pinga compativel.
FONTE: Documentagdo Fotogrifica do Experimento - Programa de P0s-
Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.

Foi realizada a aproximacdo dos bordos da ferida cirdrgica e sutura a pontos

isolados com fio mononylon 4-0.

Figura 10: Sutura a pontos isolados.
FONTE: Documentacdo Fotografica do Experimento - Programa de P6s-Graduagio
em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.
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- O instrumental utilizado nas duas patas de um mesmo rato foi o mesmo.

- No pés-operatoério, foi reaplicado o PT ou OM sempre na mesma pata, em 15 dias

pOs-operatérios para os ratos dos grupos a serem sacrificados em 30 dias. Os
animais dos grupos de 15 dias receberam apenas uma aplicacdo que foi realizada
no momento da perfuragdo 6ssea. Nas patas onde foi aplicado apenas o Gelfoan,
este foi substituido por novo cubo, e nas patas onde foi feita apenas a perfuracio
foi realizada em 15 dias pds-operatérios nova incisdo e exposicdo da cavidade,

porém sem nova perfuracio.

- Com relagdio a dose quinzenal de Propionato de Testosterona, citada
anteriormente, foi a utilizada no experimento piloto deste projeto, porém, de

acordo com a resposta obtida podera vir a ser modificada.

Os ratos foram mantidos em gaiolas separadas conforme seu subgrupo.

Os animais foram sacrificados ap6s inalagdo em camara de Co,, do CREAL/ UFRGS,
conforme descrito na amostragem: 5 animais de cada grupo aos 15 e 30 dias pds-operatdrios,

considerando-se como primeiro dia pds-operatério o dia seguinte ao da cirurgia.

Ambas as tibias foram dissecadas e cortadas com disco de diamante de dupla face com
intensa irrigacdo, sendo fixadas em formol neutro a 10%, identificando-se os grupos pelo
tempo de acompanhamento pds-operatdrio, se foi aplicado Propionato de Testosterona ou nao,

bem como se o animal havia sido castrado.

Apds a disseccdo e antes de serem colocadas no formol, foi realizado o exame

macroscopico das pecgas operatorias, bem como sua documentagio fotografica.
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Os animais foram descartados em sacos plasticos e enviados para incineracao,

conforme protocolo do Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da Satude/UFRGS.

3.6. INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

As pecas foram descalcificadas em solucdo de acido nitrico a 6% em temperatura
ambiente, por 48 horas. Apds sec¢do no sentido longitudinal, na regido central do defeito
osseo (figura 11), as metades foram incluidas em parafina, no sentido paralelo ao corte,
submetidas aos procedimentos laboratoriais rotineiros, cortadas em micrétomo de 4 um de

espessura e coradas em hematoxilina-eosina.

Figura 11: Esquema do corte das tibias. As pecas foram seccionadas
no sentido longitudinal do osso. FONTE: CHAVES et al., 2004.

As andlises morfoldgica descritiva/comparativa (CHAVES et al., 2004) e descritiva
utilizando método semi-quantitativo (FREITAS LEONEL et al., 2004) foram realizadas a

partir de imagens obtidas em microscopia de luz (Microscépio Jena-Med Carl Zeiss).
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Foi realizada codificacdo das laminas para que o examinador desconheca a qual grupo

pertence a ldmina observada, durante a leitura.

Calibragdo do examinador: foram selecionadas aleatoriamente 30 laminas. Foi
procedida a leitura das laminas e os dados foram anotados em fichas padronizadas (ver
Apéndice A). Apés uma semana de intervalo, foi realizada nova leitura das mesmas ldminas
pelo examinador do trabalho. As mesmas 30 laminas foram entdo lidas por um segundo
examinador (Orientador), e os dados anotados. Para validagdo da concordincia entre as
leituras, realizou-se a aplicacdo do teste de Kappa. Nao havendo diferencas estatisticamente
significantes entre as observacdes intra e interexaminadores, estard assegurada a
reprodutibilidade de aferi¢do, sendo ent@o a andlise do conjunto das laminas realizada por um

unico examinador.

A partir destas observacdes, foram executadas as andlises histoldgicas descritiva/
comparativa e descritiva/semi-quantitativa das imagens obtidas das laminas com o uso de
mdaquina digital Nikon Culpix 4500 acoplada a microscépio de luz Olympus Ax 70 com

aumento de 40X, por um Patologista Veterinario especializado em avaliagd@o de tecido dsseo.

Na avaliagdo histoldgica descritiva/comparativa, foi procedida a descri¢do de lamina a
lamina, seguida da comparacdo dos eventos encontrados nos grupos, conforme suas formas de

tratamento, castracdo ou ndo e tempo de sacrificio.

Logo ap0s, foi realizada a avalia¢do descritiva por método semi-quantitativo, baseado
no conhecimento dos aspectos histologicos relativos a normalidade comparados com os
achados nas laminas do experimento. Para tanto foram utilizadas fichas padronizadas

(confome Apéndice A).
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3.6.1. Aspectos Histologicos Avaliados no Método Semi-quantitativo

Para determinacdo do comportamento do Propionato de Testosterona durante a
neoformacdo tecidual, alguns pardmetros foram verificados. Estes basearam-se na presenca de
células caracteristicas do processo inflamatério, na formacao de cépsula fibrosa ao redor do
material implantado, no tipo de tecido neoformado na regido do defeito criado bem como na

regido medular, durante os periodos observados.

1) A inflamacio foi classificada, de acordo com sua intensidade em:
- ausente (+), quando na auséncia de células inflamatdrias;

- moderada (++), devido a existéncia de algumas células inflamatérias dispersas em meio a

area de estudo;

- severa (+++), devido a existéncia de grupamentos compostos por vdrias células

inflamatorias junto ao material de estudo/cavidade cirtirgica.

2) A formacdo de tecido conjuntivo fibroso composto exclusivamente por fibras coldgenas ao
redor do material implantado e/ou na cavidade também foi avaliada. Este tecido é conhecido
como cépsula fibrosa e visa isolar os corpos estranhos dos tecidos vivos. A verificagdo da

cépsula fibrosa foi considerada como:

- ausente (+), quando o Gelfoan e/ou tecido 6sseo neoformado estava em contato com tecido

dsseo antigo ou tecido conjuntivo denso, composto por fibras e células;

- presente em algumas regides (++), quando a cépsula fibrosa era encontrada em menos da
metade do perimetro referente a interface entre o Gelfoan/tecido ¢sseo neoformado e o leito

receptor;

- presente ao redor de todo o Gelfoan/tecido dsseo neoformado (+++), isolando-os assim do

leito 6sseo receptor.
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3) A avaliacdo da neoformacéo 6ssea nos defeitos criados foi classificada como:

- ausente (+), quando ndo foi encontrado nenhum sinal de formacgdo de tecido 6sseo na drea

estudada (cavidade);

- incompleta (++), quando verificou-se na regido a formag¢do de um tecido 6sseo imaturo, rico

em ostedcitos;

- completa (+++), quando da formacdo de um tecido dsseo estruturado, do tipo lamelar, na

regido.

4) Um fato ndo esperado observado na avaliagcdo descritiva foi a presenca de formagdo dssea
na regido medular das tibias, abaixo das cavidades. Osso este que ndo é caracteristico da
regido medular e que aparecia muitas vezes envolvendo ou substituindo completamente o
Gelfoan que também foi observado nesta regido. Assim, a neoformacdo dssea na regido

medular foi avaliada e classificada como:

- ausente (+), quando ndo foi encontrado nenhum sinal de formacgdo de tecido 6sseo na

medular ;

- incompleta (++), quando verificou-se na regido, a formagéo de um tecido ésseo imaturo, rico

em ostedcitos;

- completa (+++), quando da formacdo de um tecido dsseo estruturado, do tipo lamelar, na

regido.
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4. RESULTADOS

4.1. DESCRICAO DA OBSERVACAO MACROSCOPICA DOS DEFEITOS OSSEOS

Apdés a morte dos animais e a remogdo de suas tibias, foi possivel observar
macroscopicamente o padrdo de ossificagdo dos defeitos 6sseos, em cada periodo de
observacdo, e comparar 0s grupos experimentais com o grupo controle, de forma descritiva,

como segue.

4.1.1. Analise Macroscopica . 15 dias — Animais Castrados

Aos 15 dias, no grupo controle onde foi aplicado apenas Gelfoan ou realizada a
perfuracéo, observa-se no grupo da Perfuracdo, formacdo 6ssea preenchendo o defeito e no
grupo do Gelfoan, um preenchimento parcial com tecido mole, sugerindo haver formagio

dssea abaixo do tecido mole (figura 12).

Ja no grupo experimental observa-se preenchimento total da cavidade por 0sso no
grupo que recebeu PT e G, e no grupo que recebeu OM e G hd a formacdo de uma grande
fibrose, que ndo sé recobria o defeito em si, mas também o tecido 6sseo circunvizinho.
Removida esta grande fibrose, observa-se preenchimento por tecido mole da cavidade (figura

13).
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4.1.2. Analise Macroscopica . 15 dias — Animais Nao Castrados

Aos 15 dias, nos animais ndo castrados, observa-se completa ossificacdo das
cavidades, tanto nas patas que receberam apenas perfuracdo quanto naquelas onde foi
aplicado Gelfoan, porém a ossificagdo foi maior nas patas que foram apenas perfuradas

(figura 14).

No grupo experimental observa-se fibrose recobrindo as cavidades tanto nas patas
tratadas com G mais PT, quanto nas tratadas com G mais OM. Esta fibrose abrange as
cavidades e recobre o tecido dsseo circunvizinho, porém € menor no grupo do Propionato de
Testosterona que no do Oleo Mineral (figura 15). Quanto 2 fibrose dos grupos tratados com
Oleo Mineral, comparando-se 0s animais castrados e nédo castrados, sacrificados em 15 dias,
pode-se dizer que a fibrose do grupo castrado € bem maior em extensdo que a do grupo nio

castrado, em relacdo ao tecido ésseo circunvizinho.

4.1.3. Analise Macroscépica . 30 dias — Animais Castrados

No grupo experimental observa-se completa ossificacio e desaparecimento dos limites
da cavidade nas patas tratadas com Gelfoan mais Propionato de Testosterona (este tecido
osseo formado € semelhante ao tecido 6sseo adjacente). Ja4 no grupo que recebeu Gelfoan e
Oleo Mineral, observa-se tecido 6sseo preenchendo totalmente a cavidade, mas esta ainda
apresenta limites definidos, e nas proximidades da cavidade hd a presenca de fibrose, porém
em quantidade bem menor que a observada nos outros grupos do Oleo Mineral até agora

(figura 16).

Para este periodo observatdrio, ndo foi realizado grupo controle.
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4.1.4. Analise Macroscoépica . 30 dias — Animais Nao Castrados

Em ambas as cavidades experimentais, os defeitos mostram grande quantidade de osso
neoformado, e diminui¢do do didmetro das cavidades, porém no grupo tratado com Gelfoan

mais Oleo Mineral hd discreta fibrose recobrindo a cavidade (figura 17).

Nao foi realizado grupo controle para este periodo de observacao.

Figura 12: Pecas operatdrias do Grupo Controle: grupos Gelfoan (A) e Perfuracdo
(codgulo de sangue) (B) — 15 dias - Animais Castrados. Observa-se no grupo do
Gelfoan preenchimento parcial da cavidade com tecido mole, porém ha formagio
dssea abaixo do tecido mole, e em B ossificacdo preenchendo a cavidade.

FONTE: Documentagdo Fotogrifica do Experimento - Programa de Pés-Graduagdo
em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,2007.
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Figura 13: Pecas operatdrias do Grupo Experimental: grupos Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais
Oleo Mineral (B e C) — 15 dias - Animais Castrados. Observa-se no grupo experimental preenchimento total da cavidade no
grupo que recebeu Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A). No grupo que recebeu Gelfoan mais Oleo Mineral observa-
se formagdo de grande fibrose recobrindo a cavidade (B). Em (C), apds a remocédo desta fibrose, verifica-se a cavidade
preenchida por tecido mole.

FONTE: Documentacdo Fotogriafica do Experimento - Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.
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Figura 14: Pecas operatérias do Grupo Controle: grupos Gelfoan (A) e Perfurac@o (preenchimento por codgulo de sangue)
(B) — 15 dias - Animais Nao Castrados. Observa-se completa ossificacdo nas cavidades de ambos os tratamentos, porém os
achados sugerem que a ossificacdo é maior no grupo que recebeu apenas a perfuragdo.

FONTE: Documentagdo Fotografica do Experimento - Programa de Po6s-Graduacio em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.

Figura 15: Pecas operatdrias do Grupo Experimental: grupos Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais
Oleo Mineral (B ) — 15 dias - Animais N&io Castrados. No grupo experimental observa-se fibrose recobrindo as cavidades
tanto nas patas tratadas com Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A), quanto nas tratadas com Gelfoan mais Oleo
Mineral (B). Esta fibrose abrange as cavidades e recobre o tecido 6sseo circunvizinho, porém € menor no grupo do
Propionato de Testosterona que no do Oleo Mineral.

FONTE: Documentagio Fotogrifica do Experimento - Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.
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Figura 16: Pecas operatdrias do Grupo Experimental: grupos Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais
Oleo Mineral (B) — 30 dias - Animais Castrados. Observa-se completa ossificacio e desaparecimento dos limites da
cavidade nas patas tratadas com Gelfoan mais Propionato de Testosterona (o tecido ésseo formado € semelhante ao tecido
6sseo adjacente) (A). No grupo com Gelfoan e Oleo Mineral, hd tecido 6sseo preenchendo totalmente a cavidade, observar
nas proximidades da cavidade a presenca de fibrose.

FONTE: Documentacdo Fotografica do Experimento - Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.

Figura 17: Pecas operatérias do Grupo Experimental: grupos Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais
Oleo Mineral (B) — 30 dias - Animais Ndo Castrados. Observa-se em ambos os grupos grande quantidade de osso
neoformado nos defeitos, e diminui¢io do didmetro das cavidades, porém no grupo tratado com Gelfoan mais Oleo Mineral
ha discreta fibrose recobrindo a cavidade.

FONTE: Documentacdo Fotogriafica do Experimento - Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS,2007.
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4.2. DESCRICAO DA OBSERVAGCAO MICROSCOPICA DOS DEFEITOS OSSEOS E DA
NEOFORMACAO OSSEA

A avaliagdo histoldgica dos eventos ocorridos foi feita de forma descritiva, utilizando-
se dois métodos: primeiramente, a descricdo lamina a ldmina e a comparagdo dos grupos

conforme suas formas de tratamento e tempo de sacrificio.

Logo apds, foi realizada avaliagdo utilizando-se um método semi-quantitativo,
baseado no conhecimento dos aspectos histoldgicos relativos a normalidade comparados com
os achados nas ldminas do experimento. Para ambas as andlises foi empregado microscépio

optico de luz.

4.2.1. Avaliacao Histolégica Descritiva/Comparativa

4.2.1.1. Grupo Castrado tratado com G X Grupo Castrado que recebeu apenas Perfuragcdo
Ossea (preenchimento por codgulo de sangue), ambos sacrificados aos 15 dias pds-

operatorios

No grupo que recebeu apenas Gelfoan, observa-se neoformagio dssea entre as paredes
corticais, significando cicatrizacdo do defeito e ndo reacdo ao Gelfoan. Além disso, também
se observa reagdo com formagdo 6ssea ao redor do Gelfoan, porém isto ocorre mais na regido

medular das tibias.

J4 no grupo que teve apenas a perfuracio realizada, a cicatrizagio dssea observada foi
normal, com formagéo de osso entre as paredes corticais do defeito, sendo o grupo que melhor

cicatrizou, com a melhor neoformacgao 6ssea dos casos analisados.
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Figura 18: Grupo Controle: Gelfoan (A) e Perfuracdo (codgulo de sangue) (B) — 15 dias -
Animais Castrados. Observa-se em ambos os grupos neoformacio dssea entre as corticais,
significando cicatrizacdo do defeito. Corte histolégico corado em HE, observado a
microscopia de luz. Aumento de 40X.

FONTE: Documentacdo Fotografica do Experimento - Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS, 2008.

4.2.1.2.  Grupo Castrado tratado com G+PT X Grupo Castrado tratado com G+Oleo

Mineral, ambos sacrificados aos 15 dias pos-operatorios

Observa-se no grupo do Propionato de Testosterona neofomacdo dssea entre as
corticais e também ao redor do Gelfoan, independente da localizacdo deste. O osso formado
ao redor do Gelfoan ndo tem relagdo com a cicatrizagdo das cavidades. No grupo do Oleo
Mineral, o osso observado estd relacionado com o Gelfoan, como se fosse uma reacdo ao

Gelfoan, independente da cicatrizacdo das cavidades, que na verdade nao ocorreu.
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Figura 19: Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais Oleo
Mineral (B) — 15 dias - Animais Castrados. Observa-se formagio Gssea entre as corticais e também
a0 redor do Gelfoan no grupo que recebeu Gelfoan® mais Propionato de Testosterona (A). No grupo
que recebeu Gelfoan mais Oleo Mineral (B) ndo observa-se cicatrizacio do defeito, apenas formagao
dssea reacional ao redor do Gelfoan que encontra-se localizado tanto entre as corticais quanto na regiao
medular.Corte histolégico corado em HE, observado a microscopia de luz.Aumento de 40X.

FONTE: Documentagdo Fotografica do Experimento - Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS, 2008.

A reacdo de formacdo dssea ao redor da esponja de coldgeno ocorreu nas trés formas
de tratamento (G, G+PT e G+OM), porém ela foi mais intensa ao redor do G+PT e G+OM do

que nos casos que receberam apenas aplicacdo de G.
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4.2.1.3. Grupo Nao Castrado tratado com G X Grupo Ndo Castrado que recebeu apenas
Perfuragdo Ossea (preenchimento por codgulo de sangue), ambos sacrificados aos 15 dias

pos-operatorios

No grupo do Gelfoan, observa-se muita reacdo a esponja de coldgeno com 0sso e
tecido conjuntivo ao redor do Gelfoan, porém, em algumas laminas, o Gelfoan foi encontrado
na medular, em outras, dentro da cavidade e, por fim, em outras, sobre a cavidade, tendo este
osso formado ao redor do Gelfoan penetrado na cavidade, porém sem significar cicatrizacio
do defeito 6sseo.

No grupo da perfuracdo, observa-se formagdo Ossea entre as corticais, denotando
cicatrizacdo do defeito. Nao observa-se nenhum tipo de reagdo com formacdo de tecido

conjuntivo nestas cavidades.

Figura 20: Grupo Controle: Gelfoan (A) e Perfuracdo (codgulo de sangue) (B) — 15 dias - Animais Nao
Castrados. Observa-se em (A) o Gelfoan localizado na medular, entre as corticais e sobre a cavidade com
grande reag@o Gssea ao seu redor, porém sem cicatrizagdo do defeito. Em (B), cicatrizacdo do defeito com

formagao dssea entre as corticais. Corte histolégico corado em HE, observado a microscopia de luz.
Aumento de 40X.

FONTE: Documentagdo Fotografica do Experimento - Programa de Pés-Graduag@o em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS, 2008.
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4.2.1.4. Grupo Ndo Castrado tratado com G+PT X Grupo Nao Castrado tratado com

G+Oleo Mineral, ambos sacrificados aos 15 dias pos-operatorios

Observa-se que, no grupo tratado com Propionato de Testosterona, a formagdo 6ssea
estd apenas relacionada ao Gelfoan, envolvendo-o, sem apresentar relacio com o osso das
paredes da cavidade. Este osso neoformado é uma reagdo exclusiva ao Gelfoan. No grupo do
Oleo Mineral, também observa-se osso neoformado entre as corticais, porém néo relacionado

a elas, bem como 0sso ao redor do Gelfoan em outras laminas.

Figura 21: Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais Oleo
Mineral (B) — 15 dias - Animais Nao Castrados. Nao observa-se formagdo Gssea entre as corticais,
apenas ao redor do Gelfoan no grupo que recebeu Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A). No
grupo que recebeu Gelfoan mais Oleo Mineral observa-se formagdo Gssea entre as corticais, mas nao
relacionada a elas, ou seja, ndo houve cicatrizagdo do defeito criado. Corte histolégico corado em HE,
observado a microscopia de luz. Aumento de 40X.

FONTE: Documentagdo Fotogrifica do Experimento - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS, 2008.
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4.2.1.5. Grupo Castrado tratado com G+PT X Grupo Castrado tratado com G+Oleo

Mineral, ambos sacrificados aos 30 dias pos-operatorios

Em ambos os grupos observa-se formagdo dssea entre as paredes corticais do defeito,
denotando inicio de cicatrizacdo éssea da cavidade, porém o Gelfoan é encontrado sobre a
cavidade com grande reac@o ao seu redor, tanto com formacao de tecido conjuntivo quanto de

0sso. Os dois grupos sdo bastante similares histologicamente.

L

Figura 22: Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais Oleo Mineral
(B) — 30 dias - Animais Castrados. Os dois grupos sdo semelhantes quanto a neoformag@o Gssea entre as
corticais. O Gelfoan é observado sobre a cavidade com grande reac@o Gssea e de tecido conjuntivo ao seu
redor. Corte histoldgico corado em HE, observado a microscopia de luz. Aumento de 40X.

FONTE: Documentacio Fotografica do Experimento - Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS, 2008.
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4.2.1.6. Grupo Ndo Castrado tratado com G+PT X Grupo Nao Castrado tratado com

G+Oleo Mineral, ambos sacrificados aos 30 dias pos-operatorios

Embora tenham sido observadas variagdes entre as ldminas de um mesmo grupo, a
neoformacdo dssea apresenta-se semelhante entre as duas formas de tratamento. Observa-se
em algumas laminas de ambos os grupos entre as corticais Osseas (local de realizagdo do
defeito ou cavidade dssea) presenga de osso, porém em quantidade reduzida. Em outras
laminas, presenca de osso localizada especificamente ao redor do Gelfoan, que em alguns
casos estava entre as corticais e, em outros, localizado na regido medular das tibias. Nao

observa-se diferencgas entre os dois tratamentos executados com relacio a neoformagio dssea.

Figura 23: Grupo Experimental: Gelfoan mais Propionato de Testosterona (A) e Gelfoan mais Oleo Mineral
(B) — 30 dias - Animais Nao Castrados. Os dois grupos sdo semelhantes com neoformagfo dssea entre as
corticais, porém em pequena quantidade, e o Gelfoan é observado dentro da cavidade e na regido medular

com grande reacdo dssea ao seu redor. Corte histolégico corado em HE, observado a microscopia de
luz.Aumento de 40X.

FONTE: Documentagdo Fotografica do Experimento - Programa de Pés-Graduag@o em Ciéncias Bioldgicas:

Fisiologia/UFRGS, 2008.
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4.2.2. Avaliacao Histolégica: Método Semi-quantitativo

Avaliacdo dos pardmetros histologicos utilizados para a determinacdo da eficdcia do
Propionato de Testosterona na aceleracdo da neoformagio 6ssea. Para tanto, o Patologista
baseou-se nos aspectos relativos a normalidade, ja descritos na item 3.6.1. Aspectos

Histoldgicos Avaliados no Método Semi-quantitativo.

TABELA 01: Andlise histoldgica semi-quantitativa comparando os grupos de animais
castrados sacrificados aos 15 dias pds-operatdrios e os tratamentos instituidos.
4.2.2.1. Ratos Castrados 15 dias
Caracteristicas G P G+PT G+OM
Analisadas
Inflamacéo ++ + ++ ++
Cépsula +++ ++ +++ +++
Fibrosa
Neoformagio ++ +++ ++ +
dssea na
cavidade
Neoformacao ++ ++ ++ ++
dssea na
medular

Identificacdo dos Grupos: G- grupo Gelfoan/Esponja de Coldgeno; P- grupo Perfuragdo; G+PT- grupo Gelfoan +
Propionato de Testosterona; G+OM- grupo Gelfoan + Oleo Mineral.

FONTE: Documentacdo do Experimento - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,
2008.

Comparando-se os tratamentos instituidos nos ratos castrados aos 15 dias pOs-
operatorios, observa-se a presenca de algumas células inflamatérias em todos os tratamentos,

com excecdo da Perfuragdo, onde ndo foi introduzida nenhuma substincia nas cavidades
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criadas. Quanto a neoformacio Ossea, esta foi maior e melhor no grupo da Perfuracgio
comparada com os demais grupos, onde G+PT e apenas G apresentaram cicatrizacio
semelhante, com formagdo de osso imaturo. Ja4 G+OM teve o pior resultado, com ausé€ncia de

formacdo 6ssea na cavidade.

TABELA 02: Andlise histoldgica semi-quantitativa comparando os grupos de animais
castrados sacrificados aos 30 dias pds-operatorios e os tratamentos instituidos.
4.2.2.2. Ratos Castrados 30 dias
Caracteristicas G P G+PT G+OM
Analisadas
Inflamacdo + +
++
Capsula ++ ++
Fibrosa
Neoformagdo +++ ++
Ossea na
cavidade
Neoformagdo ++ ++
dssea na
medular

Identificacdo dos Grupos: G- grupo Gelfoan/Esponja de Coldgeno; P- grupo Perfuragdo; G+PT- grupo Gelfoan +
Propionato de Testosterona; G+OM- grupo Gelfoan + Oleo Mineral.

FONTE: Documentacdo do Experimento - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,
2008.

Entre os grupos G+PT e G+OM observa-se um melhor resultado no grupo do
Propionato de Testosterona, uma vez que este apresentou auséncia de inflamac¢do e maior
neoformacdo Ossea na cavidade, com formacdo de tecido dsseo estruturado, tipo lamelar. O
grupo do Oleo Mineral se dividiu, com algumas laminas apresentando auséncia de
inflamacdo, embora outras tivessem presenca de algumas células inflamatérias e, com relacio
a neoformagdo dssea, apresentava osso em menor quantidade, sendo um tecido 9sseo imaturo,

rico em ostedcitos.
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TABELA 03: Andlise histologica semi-quantitativa comparando os grupos de animais
ndo castrados sacrificados aos 30 dias pds-operatdrios e os tratamentos instituidos.
4.2.2.3. Ratos Nao Castrados 30 dias
Caracteristicas G P G+PT G+OM
Analisadas
Inflamacéo ++ ++
Capsula ++ ++
Fibrosa
Neoformagdo ++ ++
Ossea na
cavidade
Neoformagdo ++ ++
Ossea na
medular

Identificacdo dos Grupos: G- grupo Gelfoan/Esponja de Coldgeno; P- grupo Perfuragdo; G+PT- grupo Gelfoan +
Propionato de Testosterona; G+OM- grupo Gelfoan + Oleo Mineral.

FONTE: Documentacdo do Experimento - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Fisiologia/UFRGS,
2008.

No grupo dos ndo castrados sacrificados aos 30 dias, observa-se resultados
semelhantes entre os grupos do Oleo Mineral e do Propionato de Testosterona, com auséncia

de inflamag@o e formacao de tecido 6sseo imaturo.

Comparando-se o grupo dos animais castrados com o dos nao castrados sacrificados
aos 30 dias pds-operatdrios, observa-se que em ambos houve formacdo dssea, porém os
melhores resultados estdo no grupo dos castrados, onde no grupo do Propionato de
Testosterona houve formacao de osso estruturado, tipo lamelar e nos demais grupos observou-
se formacdo de osso imaturo. Nota-se também que a presenca de inflamacdo é contréria a
neoformacdo O&ssea, ou seja, nos animais tratados que apresentavam inflamagdo a

neoformacdo 6ssea estava reduzida, e naqueles com auséncia de inflamacdo havia formacao
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de osso maduro. Os demais parametros observados apresentaram-se semelhantes entre as duas

formas de tratamento e entre animais castrados e nido castrados.

TABELA 04: Analise histologica semi-quantitativa comparando os grupos de animais
ndo castrados sacrificados aos 15 dias pds-operatdrios e os tratamentos instituidos.
4.2.2.4. Ratos Ndao Castrados 15 dias
Caracteristicas G p G+PT G+OM
Analisadas
Inflamacao ++ + ++ ++
Cépsula ++ + ++ +
Fibrosa
Neoformagio ++ ++ + +
Ossea na
cavidade
Neoformagdo ++ ++ ++ ++
Ossea na
medular

Identificacdo dos Grupos: G- grupo Gelfoan/Esponja de Coldgeno; P- grupo Perfuragdo; G+PT- grupo Gelfoan +
Propionato de Testosterona; G+OM- grupo Gelfoan + Oleo Mineral.

FONTE: Documentagio do Experimento - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia/UFRGS, 2008.

Comparando-se os diferentes tratamentos a que foram submetidos os animais nio
castrados sacrificados aos 15 dias pés-operatérios, observa-se a presenca de algumas células
inflamatérias e cdpsula fibrosa em todos os tratamentos, com excecdo da Perfuracdo. Ja a
neoformacdo Ossea na cavidade foi semelhante nos grupos G e P, com presenga de osso

imaturo, e auséncia de cicatrizacdo nos grupos G+PT e G+OM.
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5. DISCUSSAO

Conforme SCHLEGEL et al. (2006), métodos de reconstrucdo dssea sdo essenciais
pré-requisitos para reabilitacdo funcional em regides atréficas de perdas Gsseas traumdticas
nos maxilares. Transplantes dsseos autdgenos de sitios intra ou extra orais sdo usados para

regeneracdo de defeitos Osseos na regido craniofacial, porém, devido & morbidade dos

enxertos autdgenos, substitutos 6sseos tém sido utilizados.

Para obter dados clinicos seguros sobre materiais substitutos 6sseos, um adequado
modelo de teste é requerido para que tenha reprodutibilidade de resultados e comparabilidade
das amostras. Um pré-requisito para este modelo é ndo apresentar regeneracdo Ossea
espontdnea completa ocorrendo durante o tempo de vida dos animais nos defeitos criados.
Desta maneira, o defeito € definido como defeito de tamanho critico e foi inicialmente
descrito por Schmitz e Hollinger e colegas. Proposta pratica com o intuito de que, se a
regeneracdo Ossea ndo € completa apds 52 semanas, a regeneracdo nunca serd completa.
Estudos tém demonstrado que a cicatrizacdo ou auséncia de regeneracdo dssea depende da
localizacdo do defeito, do tamanho do defeito, da espécie e da idade do animal. Com a criacio
de pequenos defeitos de um lado s6 (defeitos ndo criticos) ou com a selecdo de animais com
elevada taxa metabdlica (ex. camundongos) tem-se uma regeneragdo espontanea do defeito
via resposta fisiolégica normal. A escolha da correta dimensdo do defeito representa o mais
importante critério para aplicabilidade do modelo teste. Devido aos varios processos de
regeneracdo, ¢ também importante se o defeito criado foi monocortical ou bicortical (ambos
defeitos criticos dependendo de suas dimensdes). Em adi¢do, deve-se ressaltar que a
regeneracdo do defeito inicia a partir de suas bordas, e 14 estd o potencial de regeneragdo da
base cortical remanescente quando sido usados defeitos monocorticais (SCHLEGEL et al.,

2006).
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Baseados nestes dados, optamos pela realiza¢do de defeitos monocorticais (criticos, ou
seja, que ndo podem cicatrizar totalmente) para execugdo de nosso experimento. Utilizamos
também ratos albinos, que apresentam elevada taxa metabdlica. Com isso poderia-se esperar
acelerada regeneracdo das cavidades, porém nio total regeneracdo, pois o objeto de nosso
estudo era avaliar a neoformacdo 6ssea, bem como a possivel aceleragdo desta neoformacio
com o emprego de Propionato de Testosterona tépico, sendo necessirio que a base cortical
por onde se inicia esta cicatrizagdo pudesse ser identificada. Além disso, nos defeitos
monocorticais, pode-se assegurar a avaliacdo da formacdo Ossea/neoformacgdo no defeito a
partir de suas bordas ou paredes corticais, o que foi de grande valia na avaliag¢do histoldgica,
onde em vdrios grupos se observou formacdo dssea na cavidade, porém esta estava
relacionada ao Gelfoan e ndo as paredes da cavidade, ndo sendo entdo considerada como

neoformacdo/cicatrizag¢ao do defeito.

Diversos materiais tém sido utilizados na drea odontoldgica em busca da reparacdo e
neoformacdo 6ssea, seja ela por osteocondugdo ou osteoinducdo. Entre eles, cita-se: coldgeno,
hidroxiapatita, BMPs, enxerto aut6logo e heter6logo, osso liofolizado, membranas, substitutos

sintéticos de osso, gel de plaquetas e proteinas do esmalte (KATCHBURIAN, CERRI, 2002).

Nao se encontrou na literatura nenhum trabalho avaliando a acgf@o tdépica da

Testosterona na reparagdo e neoformagao dssea.

Uma vez ndo havendo trabalhos neste sentido, para a proposicdo da dose e veiculo da

Testosterona, nos baseamos em artigos relativos a sua aplicacio topica em pele ou sisté€mica.

Segundo RUBINSTEIN e SOLOMON apud SHKLAR et al. (1967), pequenas doses
de Propionato de Testosterona (Spg didrias) estimulam o crescimento, tanto em ratos machos

castrados ou normais, e grandes doses didrias deprimem o crescimento dos ratos.
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SHKLAR et al. (1967), em seu trabalho avaliando os efeitos da Testosterona no
periodonto, bem como sua agdo anabdlica no osso alveolar e tecido conectivo em ratos
machos normais e hipofisectomizados encontraram que no grupo normal que recebeu injecdes
didrias de 0.25 mg de Testosterona em 0.1 ml de 6leo de gergelim: o osso alveolar do septo
interdental apresentou um padrdo regular de atividade osteobldstica ao longo da margem
distal e atividade osteocldstica ao longo da margem mesial. A impressdo geral foi de aumento
da atividade osteobldstica ao longo da superficie distal e até a crista alveolar, além de
aumento do ostedide nestas dreas. Conforme os autores, a Testosterona aumenta
significativamente a atividade do tecido conectivo normal e a atividade osteogénica do
periodonto. Entretanto, em animais hipofisectomizados, onde a atividade anabdlica do osso e

z

do tecido conectivo € marcadamente reduzida, a adicio de Testosterona resulta em

z

osteogénese ativa e € responsavel pela restauracdo do padrdo fibrilar e celular do tecido

conectivo periodontal.

VANDENPUT et al. (2004), em seu trabalho avaliando o papel do receptor de
andrégenos na homeostase do esqueleto em camundongos machos andrégeno-resistentes
usaram doses subcutianeas de Testosterona em “pellets” de 167 pg/dia e encontraram que a
acdo do andrégeno mediado pelo receptor AR € necessdria para a formag@o Ossea periostal e
para preservacdo da massa dssea trabecular. A estimulagdo da formagdo dssea na superficie
periostal e aumento do volume 6sseo em camundongos machos depende de um receptor de

andrégenos (AR) funcional.

A partir destes dados, considerando-se o tamanho dos animais, bem como a
necessidade de liberacdo gradual do hormdnio, optou-se por Propionato de Testosterona que

tem como veiculo 6leo mineral na dose de = 0.1 ng.

SEIDLOVA-WUTTKE et al. (2006), em seu trabalho, avaliando a acdo do estradiol,

Testosterona e um extrato vegetal (Cimicifuga racemosa = CR) na densidade 6ssea e tecidos
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gordurosos de ratos machos castrados, sendo estas substincias administradas na alimentacio
dos animais, encontraram que a acdo do E, e T nestes dois tecidos € diferente e que somente
E; e ndo T aumenta a estabilidade 6ssea e diminui a acumulacio de gordura. A Testosterona
teria um efeito anti-osteoporético, entretanto este efeito nio se reflete na estabilidade da
metafise das tibias analisadas. E; e CR tiveram efeitos lipoliticos e preveniram a acumulagio
de gordura em ratos castrados, um efeito ndo encontrado no tratamento com Testosterona. O
extrato CR tem leve efeito anti-osteoporético e lipolitico ou anti-lipotréfico, sendo que o
mesmo pode vir a ser usado para prevencgdo de osteoporose em homens. Os dados encontrados
demonstraram que E, é o mais eficiente hormonio para prevencdo de osteoporose induzida
por castracdo. Esta eficiéncia excede em alto grau a eficiéncia da Testosterona apesar deste
hormdnio também ser capaz de prevenir osteoporose em grande grau. Similarmente, o extrato
CR mostra prevenir osteoporose ainda que em grau menor que E;, mas em similar grau da

Testosterona.

Para conducdo das substancias a serem analisadas nas cavidades, uma vez que se
colocadas diretamente na cavidade se diluiriam no sangue, deixando de ter acdo tdpica
gradual e podendo vir a ter acdo sist€mica, bem como desejando a sua liberagdao gradual,

optou-se pela esponja de coldgeno Gelfoan.

Conforme DORNELLES et al. (2003), Ethicon®, Gelfoan® e Lyostyp® sdo compostos
de colageno, utilizados como esponjas degraddveis que depois de umedecidos, t€m uma
apresentacdo gelatinosa, sendo utilizados como suporte-base para enxertos nas cirurgias
otoldgicas, em cubos, empregados como um legitimo colchdo de apoio ao enxerto, ou em

pequenas tiras ou “trilhos”.

Alguns cuidados devem ser observados na aplicagdo da esponja de coldgeno, tais
como: 1-EC ndo deve ser aplicado na presenca de infeccdes. 2- Por absorver fluido, Gelfoan
pode se expandir em tamanho e comprimir estruturas vizinhas. Portanto, quando colocado em
cavidades ou espacos tissulares fechados, recomenda-se uma compressdo minima preliminar

do produto, além de cuidados para evitar a expansdo excessiva. Dentre as reagdes adversas do
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Gelfoan sdo relatadas infeccdes e reacdes de corpo estranho, encapsulagdo de fluido e

formacgdo de hematoma (DORNELLES et al., 2003).

No experimento utilizamos fragmentos de Gelfoan compativeis com o tamanho dos

defeitos, para evitar expansao e compressao de estruturas vizinhas, ou para fora da cavidade.

Outro fator que contribuiu para escolha da esponja de coldgeno para condugio das
substancias avaliadas, foi a sua capacidade de reabsorc@o, fator desejavel, pois, apds a
liberagdo das substancias, era importante que ele se degradasse e ndo permanecesse na

cavidade, possivelmente atrapalhando a cicatrizacao.

Conforme STRYER apud DORNELLES et al. (2003), o coldgeno € a proteina mais
abundante do reino animal, sendo o principal constituinte dos ossos, peles e tecidos

conectivos de todos os mamiferos.

A degradacdo do coldgeno, na matriz extracelular, é obtida por uma familia de
colagenases que clivam suas fibras intactas em fragmentos menores que podem ser
fagocitados e, subsequentemente, degradados por enzimas lisossdmicas até seus aminodcidos

constituintes (DORNELLES et al., 2003).

Em virtude destas constatacdes, e pela necessidade de aplicacdo da esponja em uma
cavidade aberta (pois ndo apresentaria recobrimento 6sseo, apenas recobrimento por periosteo
e pele), optou-se pelo Gelfoan que, dos trés materiais analisados por DORNELLES et al.
(2003) em seu estudo, foi o que teve um perfil intermedidrio quanto a dissolug@o, pois a
mesma era desejada porém ndo tdo rapidamente, para que cumprisse sua fungdo de liberagio

gradual das substincias empregadas.
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Por outro lado, sdo citadas na literatura varias desvantagens da gelatina ou esponja de
coldgeno como biomaterial, entre elas, o seu alto grau de degradacdo devido a digestdo
enzimdtica. Uma inadequada estabilidade mecénica de ‘“scaffolds” (andaimes) derivados de
proteinas pode conduzir a diferenca entre formag@o de novo osso e grau de degradagédo de
“scaffolds”. Um apropriado grau entre ambos € essencial para promover um ambiente para
crescimento Osseo em dreas defeituosas (ROHANIZADEH et al., 2008). Isto pode ser
observado em nosso experimento, onde, em vdrios casos, o Gelfoan retardou a cicatrizacio
ossea, havendo formagdo de osso ao redor do Gelfoan juntamente com tecido conjuntivo,
denotando uma reacdo ao Gelfoan. Esta reacdo pode estar ligada ao fato da esponja de
coldgeno funcionar como ponte para formacdo Ossea, ou também estar relacionada a reacgio
retardada para dissolug¢do da esponja, uma vez que este osso nao estava relacionado as paredes
das cavidades, critério importante para determinagdo de cicatrizacdo de defeitos

monocorticais, conforme descrito por SCHLEGEL et al. (2006), citado anteriormente.

Uma possivel explicagdo para isso pode ser encontrada no trabalho de
ROHANIZADEH et al. (2008), que analisaram a proliferagdo, diferencia¢do e integracio de
osteoblastos em esponjas de gelatina, modificadas ou ndo. Trés “scaffolds” foram estudados:
Gelfoan (esponja de gelatina), esponja de gelatina/compdsito mineral (hidroxiapatita) e
esponja de gelatina /compésito polimero (PLGA (poly-lactide-co-glycolide)). A penetragio
celular nas esponjas foi determinada usando coloracdo de hematoxilina-eosina. Encontraram
que tanto esponjas de gelatinas modificadas ou ndo modificadas demonstraram habilidade
para suportar crescimento celular e sua penetragdo nos poros da esponja. Em comparacio
entre os diferentes “scaffolds”, nimero de células e replicacdo, estes foram superiores na
esponja/compdsito hidroxiapatita e baixos na esponja/compoésito PLGA, porém ndo foram

significantes quando comparados com a proliferacdo celular nas esponjas ndo modificadas.

Conforme concluiram ROHANIZADEH et al. (2008), Gelfoan (esponja ndo
modificada) tem um bom potencial para suportar crescimento celular, explicando a formagao

de osso ao seu redor quando colocado nos defeitos dsseos dos ratos de nosso experimento.
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Sobre a realizacdo de castracdo nos animais, optamos por ratos machos castrados,
comparados com ndo castrados, pois na literatura ha a comprovacéo de que animais castrados
apresentam metabolismo dsseo retardado, com possibilidade de osteopenia e/ou osteoporose
(SHAHTAHERI, 2007, BROULIK, BROULIKOVA, 2007). Nossa intengdo foi justamente
avaliar a acdo da Testosterona nestes animais, pois na maioria dos casos, submetidos a
cirurgias para reconstrucdes dsseas e reabilitacdes com implantes dentdrios, os pacientes estdo
justamente na menopausa ou andropausa, com perdas dsseas acentuadas e metabolismo 6sseo

deficiente.

BROULIK e BROULIKOVA (2007) comprovaram em seu estudo que ratos castrados
apresentam densidade dssea significativamente reduzida, além de baixas concentracdes de
Testosterona e reduzido peso da vesicula seminal. A orquidectomia em ratos machos maduros

resulta no desenvolvimento rapido de osteopenia no fémur.

Conforme KRZYMANSKI e WIKTOR-JEDRZEJCZAK (1996), o osso medular
em adicdo a “stem” hematopoiético e células progenitoras, contém células fibroblastéides
estromais, as quais possuem grande potencial osteogénico. Estas células que estdo

raramente abandonadas na medula normal, podem ser expandidas por cultura in vitro.

Estes achados de KRZYMANSKI e WIKTOR-JEDRZEJCZAK (1996) confirmam
o fato de que osso cortical/neoformag@o dssea ndo € encontrado usualmente na regido da
medula 6ssea, embora 14 existam células com grande potencial osteogénico. Em nosso
trabalho, em muitas laminas foi observada a presenca de osso cortical neoformado na
regido medular. Muitos destes casos apresentavam osso que estava ao redor do Gelfoan,
sendo que este ultimo também podia ser visto na medula. Em outros, o Gelfoan estava
entre as corticais do defeito criado ou ausente e, havia osso cortical neoformado na regido
medular das tibias. Duas possiveis explicagdes para estes achados seriam: 1- quando ao
redor do Gelfoan, este estaria funcionando como um ‘“scaffold” para proliferacdo de
células Osseas nesta regido e, 2- quando sem a presenga do Gelfoan, este osso neoformado

na regido medular poderia estar relacionado inicialmente a esponja de colageno que 14 teria
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sido introduzida e que j4 teria sido reabsorvida, restando apenas o osso neoformado na

medula.

Outro achado interessante nos resultados histoldgicos foi a presenca de o0sso ao
redor da esponja de coldgeno, sem relacdo com as paredes corticais do defeito criado, osso
este que nao foi considerado como cicatrizagdo da cavidade. Este osso seria uma reagdo ao
Gelfoan, uma vez que em muitos casos também estava associado a tecido conjuntivo. E
interessante notar que este 0sso acompanhava a localizagdo da esponja de coldgeno, ou
seja, estava localizado ao redor do Gelfoan tanto quando este estava na medular, entre as
corticais ou sobre a cavidade. Este 0sso, mesmo quando entre as corticais, ndo tinha
ligacdo com as paredes, ou seja, ndo significando cicatrizacdo do defeito criado. Na

verdade, este 0sso ndo estava preenchendo a cavidade, objeto de nosso estudo.

Além disso, nos casos onde macroscopicamente se observou formacdo de calo
dsseo, ou seja, osso acima da cavidade, normalmente na avaliacdo histolégica, este 0sso
estava circundando o Gelfoan que se localizava sobre a cavidade (casos dos animais
sacrificados aos 30 dias, onde foi reaplicado o Gelfoan sobre a cavidade e ndo introduzido
na cavidade, para ndo interferir negativamente (retardando) o processo de cicatrizagdo).
Conclui-se dai que este osso que aparentemente denotaria uma exacerbada formacdo dssea
na cavidade, na verdade, ndo o era, pois era osso reacional ao Gelfoan e nem sempre havia

formacdo Gssea a partir das corticais do defeito criado.

Com relagdo aos resultados das andlises histolégicas descritiva/comparativa e
descritiva semi-quantitativa, pode-se dizer que comparando os animais castrados sacrificados
aos 15 dias pés-operatorios e as diferentes formas de tratamento a que foram submetidos, os
dados das duas andlises coincidem no fato de que a neoformagio éssea foi maior e melhor no
grupo da Perfuragdo comparado com os demais grupos, onde G+PT e apenas G apresentaram
cicatriza¢do semelhante, com formacio de osso imaturo. J4 G+OM teve o pior resultado, com
auséncia de formagdo Gssea na cavidade. E importante ressaltar que no grupo do Propionato

de Testosterona foi observada neoformagio dssea entre as corticais e também ao redor do
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Gelfoan, independente da localizagdo deste. O osso formado ao redor do Gelfoan ndo tinha

nenhuma relagdo com a cicatrizagdo das cavidades.

Ja na avaliagdo macroscOpica deste mesmo grupo, observa-se no grupo experimental
preenchimento total da cavidade por osso nos animais que receberam G+PT, e no grupo que
recebeu G+OM ha a formagdo de uma grande fibrose, que ndo s6 recobre o defeito em si, mas
também o tecido Osseo circunvizinho. Removida esta grande fibrose, observa-se
preenchimento por tecido mole da cavidade. E importante salientar aqui que verifica-se
macroscopicamente a completa ossificagdo e desaparecimento dos limites da cavidade nas
patas tratadas com Gelfoan mais Propionato de Testosterona (onde este tecido dsseo formado

€ semelhante ao tecido dsseo adjacente).

A partir destes dados podemos afirmar que os ratos castrados sacrificados aos 15 dias
pos-operatorios e tratados com PT+G tiveram juntamente com os tratados com G isolado,
uma melhor cicatrizagio do que aqueles tratados com Oleo Mineral, que ndo cicatrizaram.
Comparando-se este grupo de animais castrados com o grupo de nio castrados sacrificados
também aos 15 dias pds-operatdrios, observa-se que o grupo tratado com G+PT castrado teve
cicatrizacdo déssea e o grupo tratado com G+PT nao castrado, ndo cicatrizou. Levando-se em
consideracdo o fato de que os animais castrados teriam uma cicatrizacio retardada em fungio
de apresentarem niveis baixos ou ausentes de Testosterona circulante, pode-se dizer que o

Propionato de Testosterona topico neste grupo, contribuiu para a neoformagao éssea.

Mais interessantes s@o os dados dos animais sacrificados aos 30 dias pds-operatérios,
onde na descricdo comparativa observando-se o grupo dos animais castrados € o dos ndo
castrados, o resultado geral em termos de cicatrizagdo 6ssea foi melhor no grupo dos
castrados, ndo havendo diferengas significativas entre os tratamentos instituidos dentro de
cada grupo (Propionato de Testosterona ou Oleo Mineral). J4 na avaliagio descritiva/semi-

quantitativa, observa-se um melhor resultado também no grupo dos castrados, porém o
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Propionato de Testosterona teve maior cicatrizacio que o Oleo Mineral, onde com a aplicagio
de Propionato de Testosterona observa-se formacio de osso lamelar e, no grupo do Oleo
Mineral, osso imaturo preenchendo o defeito. No grupo dos ndo castrados as duas formas de
tratamento tiveram resultados similares, com formagdo de osso imaturo. Aqui mais uma vez,
em se tratando de animais castrados, o grupo tratado com G+PT teve a maior cicatrizagdo,
concluindo-se que PT contribuiu para um melhor resultado quanto a neoformacgio dssea neste
grupo. Observa-se também que a presenga de inflamacdo € contréria a neoformacdo éssea, ou
seja, nos animais que apresentavam inflamacdo, a neoformacdo dssea estava reduzida, e
naqueles com auséncia de inflamacéo havia formacdo de osso maduro. Os demais pardmetros
observados apresentaram-se semelhantes entre as duas formas de tratamento e entre animais

castrados e ndo castrados.

Nos animais castrados tratados com G+PT ou G+OM sacrificados aos 30 dias pOs-
operatérios observa-se formagdo Ossea entre as paredes corticais do defeito, denotando
cicatrizacdo 6ssea da cavidade, porém o Gelfoan é encontrado sobre a cavidade com grande
reacdo ao seu redor, tanto com formacao de tecido conjuntivo quanto de osso. Estes achados
estdo relacionados a presenca de calo 6sseo que ndo necessariamente representa exacerbada

cicatrizacdo do defeito, como descrito anteriormente.
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6. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos podemos dizer que com relagdo a formagao de osso
entre as corticais (cicatrizagdo do defeito dsseo criado), observa-se que no grupo dos animais
castrados sacrificados aos 15 dias pds-operatdrios, tanto G isolado como G+PT tiveram
resultados semelhantes com formacdo de osso imaturo, porém G+OM nao teve cicatrizacdo
ossea. Ja no grupo dos ndo castrados também sacrificados aos 15 dias, ha formagdo de osso
imaturo nos grupos P e G, e ndo houve formacio dssea nos grupos tratados com G+OM e G+
PT. Tanto nos ratos castrados ou nao castrados, sacrificados aos 30 dias, todos os animais
tiveram cicatrizagdo Ossea, porém os ndo castrados tinham menor quantidade de osso
formado, tanto no tratamento com Propionato de Testosterona quanto Oleo Mineral. J4 dentre
os castrados a maior formagfo dssea foi nos animais que receberam Propionato de
Testosterona. A partir destes achados, sabendo-se que os animais castrados apresentam niveis
reduzidos ou ausentes de Testosterona circulante, e conseqiientemente, cicatrizacdo dssea
retardada, pode-se concluir que o Propionato de Testosterona tdpico contribuiu para a

regeneracdo Ossea nestes dois grupos experimentais.

J4 o Gelfoan atrapalhou a cicatrizagdo da cavidade quando localizado entre as
corticais. Uma possibilidade a ser observada é a de aplicar a Testosterona com esponja de

coldgeno, ao invés de dentro da cavidade, sobre ela.
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G+PT podem formar mais osso que G+OM, porque o Oleo causa reagdo inflamatdria,
com mais formagdo de tecido conjuntivo. Uma alternativa seria aplicar a Testoterona sem o

Gelfoan, e utilizando um veiculo nfo oleoso para a Testosterona.

Nem todo osso entre as corticais denota cicatriza¢do 6ssea do defeito. Existe o osso da
reacdo ao Gelfoan® que pode estar localizado entre as corticais, sobre a cavidade ou na regido
medular, isto deve ser levado em consideracdo, pois a cicatrizagdo da cavidade provém de

osso formado das paredes da cavidade para o centro.

Alguns fatores podem ter prejudicado a andlise de resultados e devem ser levados em
consideracdo em experimentos futuros como: a diminuicdo do nimero de varidveis a serem
avaliadas, a aplicacdo direta da Testosterona ou através de um material inerte, que nao
provoque reagdo nos tecidos, além do emprego de veiculo para Testosterona ndo oleoso € o

mais inerte possivel.

Na literatura dentro da engenharia tecidual sdo citados vérios materiais como
condutores para a aplicagdo de “BMPs” nos tecidos. Estes materiais podem vir a ser utilizados
para introducdo da Testosterona nas cavidades, citando-se entre eles: as cdpsulas de lisina
tricalcio fosfato calcinado (WINGERTER et al.,2007) e os implantes combinando a
substancia a ser aplicada com particulas de poly[D,L-(lactide-co-glycolide)] (KIRKER -
HEAD et al ., 1998).

Com base nos resultados encontrados, concluiu-se que: 1°) em dois grupos
experimentais o PT teve melhores resultados, mas os dados obtidos ndo permitem uma
conclusdo definitiva; 2°) a Testosterona empregada de forma tépica mostrou-se promissora
quanto a ativacdo da regeneracdo 6ssea; 3°) o Propionato de Testosterona ndo parece ser a
forma farmac€utica mais apropriada, devido a sua forma de liberagdo muito lenta do
hormdnio e conseqilente pouca eficiéncia, devendo-se utilizar como alternativas para
aplicacdo da Testosterona, a mesma diluida em outro veiculo e introduzida nos defeitos

através de substincias inertes, que ndo causem reacdo tecidual ou inflamatéria.Estes
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resultados obtidos merecem ser aprofundados e aperfeicoados, utilizando curvas dose-

resposta, outros preparados de Testosterona e tempos distintos.

A partir destas constatacdes pretendemos dar continuidade aos estudos, pois a
Testosterona empregada de forma tdpica apresentou bons resultados quanto a regeneracio

dssea.
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