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RESUMO

O estudo da influéncia da supressao de testosterona corrobora para o avango no
entendimento da etiologia das maloclusdes. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o impacto da supressdo de testosterona sobre o crescimento e
desenvolvimento craniofacial de ratos. Trinta e seis ratos da linhagem Wistar foram
selecionados para este estudo. Orquiectomia (ORX) foi realizada nos animais do
grupo experimental (n=18) e cirurgiam sham nos animais do grupo controle (n=18) no
23° dia de vida. Os animais foram alocados em 4 grupos: um grupo ORX (n=9) e um
grupo sham (n=9) eutanasiados aos 45 dias de vida, e o outro grupo ORX (n=9) e 0
outro sham (n=9) eutanasiados aos 73 dias de vida. Tomadas radiogréaficas laterais
do cranio foram realizadas em todos os animais nos 23°, 45° e 73° dia de vida.
Medidas cefalométricas e o peso corporal foram obtidos e comparados pelo teste t de
Student ou Mann-Whitney pelo software GraphPad Prism. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Apos eutanasia dos grupos, o cbndilo mandibular, a
sutura pré-maxilar e a sutura palatina mediana foram processadas para analise
histoldgica qualitativa de cortes sagitais e frontais corados em Hematoxilina e Eosina
e Picrosirius e Hematoxilina. As imagens foram obtidas em microscopia de luz
convencional e luz polarizada. O peso corporal foi estatisticamente menor nos grupos
ORX (p < 0,05). Medidas cefalométricas verticais e horizontais foram menores nos
grupos ORX. O comprimento do osso nasal, a altura craniana anterior, a altura
mandibular e as medidas cefalométricas entre os pontos 3-5 e 21-23 foram
estatisticamente menores nos grupos ORX em ambos os tempos experimentais.
Angulos cefalométricos também foram estatisticamente diferentes nos grupos ORX.
As andlises histolégicas demonstram uma reducdo da diferenciacdo de células
precursoras de condroblastos no condilo mandibular em animais orquiectomizados,
além de menor proliferacdo de osteoblastos e formacao de trabéculas 6sseas. Ha
maior concentracao de fibras coladgenas nos grupos Sham em comparacao aos grupos
ORX no céndilo mandibular, e fibras colagenas do tipo Il foram observadas apenas
nos grupos Sham. Na sutura palatina mediana, foi observada maior proliferacdo de
células precursoras de osteoblastos em animais do grupo controle. Fibras colagenas
tipo Il também foram observadas apenas nos grupos Sham. Nao foi observado
diferencas significativas na sutura pré-maxilar. Conclui-se que a supressao de
testosterona diminui o crescimento craniofacial de ratos durante a puberdade

Palavras-chave: Ortodontia. Testosterona. Desenvolvimento Maxilofacial



ABSTRACT

The aim of this study was evaluating the testosterone suppression impact on
craniofacial growth in rats. Thirty-six Wistar rats were included in this study.
Orchiectomy (ORX) was performed in experimental group (n=8), while sham surgery
was performed in control group (n=18) with 23 days old. The animals were allocated
in 4 groups: an ORX group (n=9) and a sham group (n=9) euthanized with 45 days old
and an ORX group (n=9) and a sham group (n=9) euthanized with 73 days old.
Radiographic Lateral Cephalograms were performed on all animals with 23, 45 and 73
days old. Cephalometric measurements were obtained and compared with t-student
and Mann-Whitney tests performed with GraphPad Prism software. The p<0,05 values
were statistically different. After euthanasia of the groups, the mandibular condyle, the
pre-maxillary suture and the middle palatal suture were processed for qualitative
histological analysis of sagittal and frontal sections stained in Hematoxylin and Eosina
and Picrosirius and Hematoxylin. The images were obtained using conventional light
microscopy and polarized light. Body weight was lower in ORX groups. Verticals and
horizontals cephalometric measurements were lower in ORX groups. Cephalometric
angles were also statistically different in ORX groups. Histological analyzes
demonstrate a reduction in the differentiation of chondroblast precursor cells in the
mandibular condyle in orchiectomized animals, in addition to the lower proliferation of
osteoblasts and formation of bone trabeculae. There is a higher concentration of
collagen fibers in the Sham groups compared to the ORX groups in the mandibular
condyle, and type lll collagen fibers were observed only in the Sham groups. In the
median palatine suture, greater proliferation of osteoblast precursor cells was
observed in animals of the control group. Type Il collagen fibers were also observed
only in the Sham groups. There were no significant differences in the premaxillary
suture. Concludes that the testosterone suppression decreases the craniofacial growth
during puberty of rats.

Keywords: Orthodontic. Testosterone. Craniofacial growth
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1 INTRODUCAO

O crescimento e desenvolvimento craniofacial humano, bem como suas
anormalidades, estdo intrinsicamente ligados com os niveis de hormbnios do
crescimento, hormonios tireoidianos e esteroides sexuais. Influéncias ambientais e
fatores congénitos desregulam o0s niveis desses horménios e afetam o
desenvolvimento das estruturas de crescimento do complexo craniofacial (CRAY JR.
et al., 2011).

A testosterona desempenha uma funcdo crucial durante o crescimento e
desenvolvimento esquelético, particularmente durante a puberdade de meninos
(CLARKE; KHOSLA, 2009; VANDERSCHUEREN et al., 2014). Autores afirmam que
a testosterona estimula direta ou indiretamente a diferenciacéo e proliferacédo de
osteoclastos, osteoblastos e condroblastos através de receptores de andrégenos (AR)
em células indiferenciadas e maduras durante os processos de crescimento sutural e
endocondral. No entanto, a testosterona apresenta comportamento especifico para
cada célula, regido Ossea e tipo de crescimento, que ainda permanecem em
investigacdo (CLARKE; KHOSLA, 2009; FUJITA et al., 2006; MANOLAGAS et al.,
2013; MOHAMAD et al., 2016; VANDERSCHUEREN et al., 2014; VENKEN et al.,
2009; VERDONCK et al., 1998a; WU et al., 2019a; WU et al., 2019b).

Condicbes genéticas ou adquiridas durante a puberdade podem diminuir os
niveis soroldgicos de testosterona e impactar o desenvolvimento esquelético do
individuo (MOHAMAD et al.,, 2016; SALONIA et al., 2019). Alguns estudos
demonstram que as medidas craniofaciais estdo correlacionadas com o0s niveis de
testosterona em homens (LEFEVRE et al., 2013; PENTON-VOAK; CHEN, 2004;
VERDONCK et al.,, 1999; WHITEHOUSE et al., 2015). No entanto, outros autores
apontam discrepancias nesta correlacdo, sugerindo que analises mais complexas e
gue compreendam o cranio como um todo sejam realizadas, justificando-se pelo fato
de que as diversas estruturas do complexo craniofacial respondem de modos
diferentes ao estimulo da testosterona (BIRD et al., 2016; HODGES-SIMEON et al.,
2016). Além disso, as estruturas de crescimento craniofaciais também reagem de
modo diferente conforme o momento pelo qual o individuo sofre de baixos niveis de
testosterona (VERDONCK et al., 1998a; WHITEHOUSE et al., 2015).

Em uma revisdo por Mohamad et al. (2016), os autores defendem que a

experimentacéo animal para supressao de testosterona amplia o conhecimento sobre
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o papel da testosterona no crescimento e desenvolvimento 6sseo humano. Os autores
também afirmam que a técnica mais comum e mais segura para a supressdo em
animais continua sendo a orquiectomia, apesar da castragcdo quimica emergir na
literatura. Ratos e camundongos sao 0s animais mais utilizados para estudos 6sseos
devido a sua proximidade com a fisiologia humana (GIBBS et al., 2004; MACEDO et
al., 2019).

Estudos que suprimiram os niveis de testosterona em animais no periodo preé-
puberal relataram uma inibicdo no desenvolvimento de algumas estruturas do
complexo craniofacial (FUJITA et al., 2004; 2006; NODA et al., 1994; VERDONCK et
al., 1998a; 1998b). No entanto, € necessario que mais estudos nessa perspectiva
sejam realizados com métodos de andlises mais modernos e completos, para concluir
com propriedade e clareza quanto a influéncia da testosterona no crescimento do
complexo craniofacial, bem como, em um futuro proximo, estabelecer protocolos e
condutas ao cirurgido-dentista, tanto para indicacdo de reposicdo hormonal quanto
para postura frente ao tratamento ortodontico de pacientes que se submeteram a
reposicéo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da supresséao de

testosterona sobre o crescimento do complexo craniofacial em animais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescimento 6sseo do complexo craniofacial ocorre por dois tipos de
mecanismos. Sao eles o tipo intramembranoso, que ocorre nas suturas da maxila e
demais ossos do cranio, e endocondral ou cartilaginoso, que ocorre nas sincondroses
da base craniana, da mandibula e no condilo mandibular. O crescimento
intramembranoso € caracterizado pela diferenciacdo direta de células mesenquimais
em osteoblastos, células especificas de deposi¢cao de matriz 6ssea. As suturas 0sseas
sdo centros de crescimento intramembranoso, que consiste em uma membrana de
tecido conjuntivo periosteal que divide as duas massas 0sseas. Esta membrana é
formada por células pré-osteoblasticas que se diferenciam em osteoblastos maduros
e iniciam a deposi¢do de matriz éssea, que, posteriormente, serd mineralizada. Os
osteoblastos confinados nesta matriz se tornam osteocitos (BIGA et al.,, 2020;
FERGUSON et al., 2015; PINZAN et al., 2010).

Jé o crescimento endocondral inicia-se a partir de uma placa ou disco epifiséario,
que é o local de diferenciacéo e proliferacdo de condroblastos nas extremidades do
0sso. Condroblastos séo células que depositam matriz cartilaginosa, que se tornam
condrécitos uma vez aprisionadas por essa matriz. Posteriormente a mineralizacao
desta matriz, os condrécitos entram em apoptose e capilares sanguineos e células
pré-osteoblasticas invadem o espaco deixado pelos condrécitos que se diferenciam
em osteoblastos maduros e depositam matriz éssea sobre os restos da matriz
cartilaginosa (BIGA et al.,, 2020; FERGUSON et al., 2015; JUNQUEIRA, 2013;
PINZAN et al., 2010).

O processo de crescimento tanto sutural quanto endocondral depende de uma
rede de interacdes biomoleculares complexa, que envolve a interacdo de horménios,
mediadores de crescimento e receptores membranosos. Os hormonios e seus
respectivos receptores mais estudados no campo do crescimento craniofacial sdo os
que possuem acédo direta sobre a diferenciacdo e proliferacdo celular esquelética,
como o Hormoénio do Crescimento (GH), o Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina tipo 1 (IGF-1), a familia das Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) entre
outros. No entanto, horménios que ndo possuem impacto direto ou que possuem
efeitos principais diferentes do crescimento esquelético também séo citados na
literatura como componentes cruciais desta rede biomolecular de crescimento, como

o Horménio da Paratireoide (PTH), o Receptor de Vitamina-D (VDR) e, também, os
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horménios sexuais, sendo o estrogeno prevalente nas mulheres e a testosterona
prevalente nos homens (KUCHLER et al., 2020; OMORI et al., 2020).

Cerca de 95% da testosterona secretada no organismo masculino é produzida
pelo testiculo, e o restante produzida pelas glandulas adrenais (VANDERSCHUEREN
et al., 2014). Através do Hormoénio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) regulado pelo
Hipotalamo, a Hipofise estimula a producdo do Hormdnio Luteinizante (LH), que ativa
diretamente a producdo de testosterona pelas células Intersticiais nos testiculos
(MOHAMAD et al., 2016). Estudos indicam que a molécula biotransformada da
testosterona, 5 a-diidrotestosterona, possui maior afinidade pelos ARs de algumas
células como musculares, cerebrais e 6sseas (LABRIE et al., 2009). As principais
células Osseas, como osteoblasto, osteoclasto, ostedcitos, condroblastos e
condrdcitos possuem os receptores ARs, bem como suas células precursoras. A
testosterona tem um papel direto na diferenciacdo e proliferacdo destas células,
impactando a homeostasia do crescimento esquelético (MANOLAGAS et al., 2013;
MOHAMAD et al., 2016; VANDERSCHUEREN et al., 2014). No entanto, 0 mecanismo
molecular entre AR e o crescimento 6sseo ainda € inconclusivo. Alguns estudos
sugerem que o receptor esta diretamente envolvido na regulacdo do numero de
osteoclastos através de sinalizacbes ainda desconhecidas (WU et al., 2019a). O
receptor seria também responsavel pela regulacdo de apoptose sofrida pelos
osteoblastos (KOUSTENI et al., 2002; MOHAMAD et al., 2016).

Apesar da testosterona influenciar o crescimento craniofacial desde a gestagéo
do individuo, o hormdnio tem maiores impactos sobre o crescimento esquelético no
periodo da puberdade (CLARKE; KHOSLA, 2009; MANOLAGAS et al.,, 2013;
(VANDERSCHUEREN et al., 2014). Neste periodo, outros horménios que também
estdo envolvidos no crescimento 0sseo sdo citados na literatura por serem
diretamente influenciados pela testosterona, como o GH, IGF-1, Interleucina (IL)-6,
PTH, dentre outros (CLARKE; KHOSLA, 2009). O GH e IGF-1 sdo os mais estudados
juntos a testosterona. Ambos os hormonios séo regulados pelos niveis sorolégicos de
testosterona, e pesquisadores sugerem que a queda de niveis de testosterona
também gera queda destes hormdnios, que pode promover uma desregulagdo no
processo de crescimento e remodelagéo 6ssea (EDEN, 1979; HANDELSMAN et al.,
1987; LEE et al., 1975; MOHAMAD et al., 2016). No entanto, essa interacao entre
testosterona, GH e IGF-1 ainda ndo é completamente esclarecida (FITTS et al., 2013).
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A deficiéncia de testosterona é mais comumente observada durante a
adolescéncia de meninos, mesmo que esta tenha sido instalada na infancia. Esta
condicdo € nomeada como Hipogonadismo, que pode ser dividido em primério ou
secundério. O Hipogonadismo Primério corresponde a 7% dos casos de deficiéncia
de testosterona, e é caracterizado pela disfuncdo dos testiculos, que pode ser
causado por condi¢cdes congénitas, como sindrome de Down, ou por condicdes
adquiridas, como trauma, doencas renais e pulmonares, HIV e radio ou quimioterapia.
Ja o Hipogonadismo Secundario € caracterizado pela disfuncdo do Hipotalamo e/ou
Hipofise, causado por origens organicas, sendo idiopaticas ou congénitas, ou por
causas adquiridas, como trauma, infec¢des, diabetes mellitus tipo 2, uso de
glicocorticéides e opioides, obesidade ou desnutricao e exercicios fisicos em excesso.
O Hipogonadismo Secundario por causas adquiridas corresponde a 60% dos casos
de deficiéncia de testosterona, enquanto por causas organicas, 10%. O
Hipogonadismo funcional, que é caracterizado por defeitos tanto nos testiculos quanto
no hipotdlamo e hipofise, corresponde a 20% dos casos (SALONIA et al., 2019).
Estima-se que a prevaléncia mundial de hipogonadismo durante a adolescéncia seja
de 7,7% (VISWANATHAN; EUGSTER, 2011).

A inibicdo do crescimento 6sseo e a perda de volume 6sseo sdo considerados
os desfechos mais significativos do hipogonadismo (CLARKE; KHOSLA, 2009). A
deficiéncia de andrégeno acelera o turnover 6sseo e causa um desbalanceamento
entre reabsorcdo e remodelacdo O6ssea (LEROUXEL et al., 2004). Este processo
ocorre devido a diminuicdo de diferenciacdo de pré-osteoblastos em osteoblastos
maduros e devido ao aumento da secrecado do Ligante do Receptor Ativador do Fator
Nuclear Kappa-B (RANKL) pelos pré-osteoblastos em comparacdo a secrecdo de
osteoprotegerina (OPG) pelos osteoblastos maduros. O RANKL e OPG competem
pelo receptor RANK em células pré-osteoclasticas, e, quando o RANKL prevalece, ha
estimulo da diferenciacdo e proliferagdo de osteoclastos maduros, resultando em
perda 0ssea (CLARKE; KHOSLA, 2009). Os efeitos e mecanismos da deficiéncia de
androgeno sobre as células condrogénicas foram pouco estudados. Sugere-se que a
testosterona também inibe a diferenciacdo de pré-condroblastos em condroblastos
maduros (FUJITA et al., 2006; KAPUR; REDDI, 1989).

A relacao entre baixos niveis de testosterona e o crescimento craniofacial em
humanos ainda foi pouco explorada. Verdonck et al. (1999) foram os primeiros a

relatarem a funcéo da testosterona sobre o crescimento craniofacial ap6s comparar
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medidas cefalométricas de meninos diagnosticados com hipogonadismo antes e ap0s
1 ano de tratamento com androgenos. Estudos posteriores que avaliaram pacientes
saudaveis revelam que niveis sorolégicos de testosterona estdo correlacionados
positivamente com algumas medidas faciais, indicando que o impacto de baixos niveis
de testosterona sobre o complexo craniofacial ndo € exclusivo de pacientes
portadores de hipogonadismo (LEFEVRE et al., 2013; PENTON-VOAK; CHEN, 2004;
WHITEHOUSE et al., 2015). Entretanto, estes estudos se limitaram em avaliar a face
através do método face-width-to-lower-height ratio, que seria a proporcao entre altura
e largura facial, mais utilizada para mensurar a masculinizacao e estética facial, e ndo
0 crescimento craniofacial, pois ndo se avalia o cranio inteiro. Dois estudos recentes
nao observaram esta mesma correlagdo entre testosterona e proporgéo facial (BIRD
etal., 2016; HODGES-SIMEON et al., 2016). Importantes divergéncias destes estudos,
como os diferentes momentos de mensuracao dos niveis de testosterona e medidas
craniofaciais e avaliacdo de apenas uma parte do cranio ndo permitem uma concluséo
apurada sobre a relacdo entre testosterona e medidas craniofaciais em humanos.

Estudos com animais (QUADRO 1) procuram esclarecer a relagdo entre a
testosterona e o complexo craniofacial e indicar algumas particularidades desta
relacdo, como o impacto da supressao de testosterona antes, durante e depois da
puberdade, além de elucidar a respeito das diferentes sensibilidades entre os tipos de
crescimento intramembranoso e endocondral, entre os diferentes ossos do cranio,
entre as diferentes células dsseas e cartilaginosas e entre as direcbes de crescimento
frente a supresséao de testosterona (FUJITA et al., 1998; 2001a; 2001b; 2004; 2006;
LEROUXEL et al., 2004; MARQUEZ-HERNANDEZ et al., 2011; VERDONCK et al.,
1998a; 1998b).

Verdonck et al. (1998a) e Fujita et al. (2001b), concordam ao relatar que o
crescimento intramembranoso parece ser mais afetado pela supressdo de
testosterona do que o crescimento endocondral. Além disso, os autores observaram
alteracao significativa na densidade mineral na porcao trabecular da mandibula, mas
nao observaram alteracbes significativas na porcéo cortical quando avaliaram a
espessura do céndilo, onde ocorre o crescimento endocondral. No entanto, Fujita et
al. (2006), observaram diferenca significativa tanto na por¢cdo de crescimento
endocondral quanto na por¢cdo de crescimento intramembranoso na mandibula. O
estudo também observou uma diminuicdo da densidade mineral nas porgdes

trabecular e cortical. Marquez Hernandez et al. (2011) realizaram imuno-histoquimica
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Quadro 1 — Resumo dos estudos que avaliaram o crescimento craniofacial apés

supresséo de testosterona em ratos.

Autor/Ano | Momento de | Analises Realizadas | Resultados
Supresséao

Verdonck Logo apds a)Analise O crescimento sutural é mais afetado pela supresséo de
(1998) “A”  ao nascer Cefalométrica testosterona do que o crescimento endocondral
Verdonck Logo apds a)Analise Os crescimentos sutural e endocondral séo igualmente
(1998) “B”  ao nascer Cefalométrica afetados pela supressao de testosterona.
Fujita 60 dias de g3)Analise Histolgica Volume trabecular 6sseo foi diminuido pela supresséo de
(1998) vida do Céndilo testosterona.
Fujita 60 dias de g3)Analise Histolégica Volume trabecular 6sseo foi diminuido pela supresséo de
(2001) “A”  vida do Céndilo testosterona.
Fujita 60 dias de ga)Analise Histoldgica A largura do condilo é afetada pela supresséo
(2001) “B”  vida do Condilo
Lerouxel Logo apds a)Densitometria por A supressdo induz a perda 6ssea alveolar e a diminuigao
(2004) ao nascer emissdo de raios x  da Densidade Mineral Ossea (BMD)

de dupla energia

(DXA)
Fujita 5 dias de a)Analise A supressdo de Testosterona inibe o crescimento
(2004) vida Cefalométrica craniofacial
Fujita 5 dias de a)Andlise histolégica A supressdo de Testosterona inibe o crescimento da
(2006) vida da mandibula mandibula
Mérquez- 5 dias de a)Analise A supresséao de Testosterona inibe a expresséo de AR no
Hernandez vida Cefalométrica condilo mandibular
(2011) b) Imunohistoquimica

Fonte: Do autor (2020)

para marcacao de AR apenas na porcao condilar da mandibula, sem estabelecer
parametros com a regido de crescimento intramembranoso da mandibula, o que
dificulta concluir a questdo sobre as diferentes sensibilidades dos locais de
crescimento mandibular.

A densidade mineral e O0ssea das porcdes trabecular e cortical do 0sso
aparentemente sdo sensiveis a manutencdo homeostatica do AR concomitantemente
com os niveis sorologicos de testosterona disponiveis no sangue (WU et al., 2019b).
No entanto, alguns autores discordam sobre a influéncia dos AR sob a porcao cortical
0ssea, relatando nédo haver diferencas entre os grupos controle e grupos com
supressao de testosterona na experimentacdo animal (MANOLAGAS et al., 2013).
Venken et al. (2009) sustentam a ideia de que o crescimento do osso trabecular ndo

€ sensivel ou é minimamente sensivel aos hormonios GH e IGF-1. Assim, a supressao
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de testosterona afetaria diretamente o0 0sso trabecular. Ja 0 0sso cortical seria mais
sensivel ao GH e IGF-1. Assim, estudos futuros devem esclarecer se a testosterona
possui um papel no 0sso cortical ou se a supresséao de testosterona causaria um efeito
rebote nos hormonios GH e IGF-1 para recompensar a auséncia de testosterona.

Colageno é o principal componente organico secretado pelos osteoblastos e
esta contido tanto no peridsteo quanto na matriz 6ssea. Ele modula a formacéo 0ssea
e a mineralizacdo do tecido, interferindo diretamente na diferenciagéo de osteoblastos
e inibicio de osteoclastos (PORFIRIO; FANARO, 2016) Um recente estudo
demonstrou que a sintese de fibras colagenas também parece sofrer impacto apos a
supressao de testosterona (ARAI et al., 2017). Os mecanismos biomoleculares desta
interac&o ainda néo foram esclarecidos, tampouco estudos em odontologia.

E necessario inferir alguns vieses entre os estudos que suprimiram a
testosterona em animais para avaliarem sua influéncia sobre o crescimento
craniofacial. Alguns estudos ndo seguiram o periodo recomendado para se realizar a
orquiectomia de ratos no periodo prépuberal, que é entre os dias 21 a 25 (LEE et al.,
1975). Além disso, orquiectomia logo apdés o nascimento ndo € recomendada por
conta do risco de mortalidade neonatal. E recomendando realizar orquiectomia com
pelo menos 5 dias de vida para avaliar a supressdo de testosterona na infancia
(MARQUEZ HERNANDEZ et al., 2011).

Muitos artigos ndo descrevem dados quantitativos das medidas lineares.
Informagbes detalhadas sdo necessarias para se realizar uma conclusdo mais
apurada de cada medida e estabelecer parametros para futuros estudos. Os efeitos
da supressao de testosterona precisam ser investigados também na maxila. Apenas
um estudo comparou medidas cefalométricas entre o grupo controle e o grupo
orquiectomizado (FUJITA et al., 2004). Além disso, analises modernas, como
microtomografia e imuno-histoquimica, devem ser realizadas para promover
discussbes mais consistentes a respeito da temética. Finalmente, os mecanismos
biomoleculares envolvidos nesse processo também precisam ser investigados para
explanar a respeito de provaveis sinais mediados pelo AR para a manutencdo do

numero de osteoclastos no 0sso.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo é realizar uma investigagdo em animais a fim de avaliar
0 papel da deficiéncia de testosterona nas alteracbes do crescimento e

desenvolvimento craniofacial

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar as alteracGes fenotipicas da maxila e da mandibula em modelo
animal com deficiéncia de testosterona durante a puberdade;

b) Comparar as medidas cefalométricas através de raio-x dos ratos
orquiectomizados e dos sham operados em dois tempos experimentais;

c) Comparar cortes histologicos das regifes de crescimento da sutura da pré-
maxila, sutura palatina mediana e do céndilo mandibular corados com

Hematoxilina e Eosina e Picrosirius.
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4 METODOLOGIA

O guideline PREPARE (Planning Research and Experimental Procedures on
Animals: Recommendations for Excellence) (SMITH et al., 2018) (ANEXO A) e a
ferramenta SYRCLE’S (HOOIJMANS et al., 2014) (ANEXO B) foram utilizadas para o
desenho deste estudo. Como recomendado, uma revisdo sistematica foi realizada a
respeito do tema para estabelecer, com base na literatura, os desfechos para este
estudo. Para a escrita cientifica desta dissertacdo, o guideline ARRIVE (Animal
Research: Reporting In Vivo Experiments) foi seguido (KILKENNY et al., 2010)
(ANEXO C).

4.1 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos envolvendo modelo animal foram previamente submetidos
a Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas na qual
aprovou este projeto sob nimero de protocolo 024/2019 conforme anexo (ANEXO D).
Duas veterinarias foram consultadas previamente para esclarecimento de todos os

aspectos pertinentes ao bem estar animal, bem como medicacdes e posologia.
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi utilizada uma formula segundo Miot (2011) para o célculo de tamanho de

amostra para comparacdo de uma hipétese em dois grupos ou mais, que se segue:

(Z—“+Zﬁ)*5d i

7
P =
n D

Sendo:

a) nP: Tamanho da amostra;

b) Za/2: valor padronizado para 1,96 para um nivel de significAncia de 95%;

c) ZB: Valor padronizado para 1,282 para o erro tipo || em estudos na saude (ENG,
2003);

d) Sd: desvio padréo da diferenca dos pares;
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e) D: Média da diferenca entre os pares.

Para preencher os valores de Sd e D, Miot (2011) orienta obter resultados de
estudos pilotos ou ja publicados para estabelecer os parametros de um minimo
significante de animais necessarios. Dessa forma, foi utilizado como base um artigo
recentemente publicado que avaliou o papel do estrégeno no desenvolvimento
craniofacial, realizado pela mesma equipe de trabalho na Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto (OMORI et al.,, 2020). Os resultados significantes desse estudo
permitiram obter o valor de 0,89 para Sd e 0,63 para D. Assim, ao aplicar os valores
na férmula, obtemos o resultado de 7 animais por grupo. ApOs a orquiectomia, 0s
animais poderiam sofrer de hipotermia e infec¢des decorrentes da cirurgia e cerca de
20% deles poderdo vir a Obito decorrente dessas complicagbes (IDRIS, 2012;
PRITCHETT-CORNING et al., 2011). Por isso, fez se necessario acrescentar mais

dois animais por grupo, totalizando 9 animais por grupo (n=36).

4.3 ANIMAIS

Rattus norvegicus machos da linhagem Wistar heterogénicos foram
selecionados para este estudo. Esta espécie € bem aceita em pesquisas 6sseas
devido ao seu nivel de proximidade com a fisiologia humana (GIBBS et al., 2004,
MACEDO et al.,, 2019). Os animais foram obtidos no Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) no dia do desmame (21 dias) com um
peso médio de 78,86 gramas e Desvio Padréao (DP) de 11,26. Em seguida, 0s animais

foram transferidos para o biotério do Departamento de Anatomia da mesma instituicao.

4.4 CONDICOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTAGCAO

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno de dimensdes de
49x34x16cm forradas com maravalha. Trés ratos permaneceram em cada caixa com
livre acesso a racéo e agua filtrada. A temperatura do ambiente era controlada entre
21° a 23° celsius com exaustao do ar. Os animais permaneciam em um ciclo de 12
horas claro-escuro. Os animais nao foram aleatoriamente alojados para evitar lesdes
por mordedura poés-orquiectomia (BROWN, 1986; CENTRAL MICHIGAN
UNIVERSITY, 2013; KOOLHAAS, 2010).
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4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Trinta e seis animais foram aleatoriamente alocados com um sorteio simples
(“cara ou coroa”) por um pesquisador em 4 grupos, sendo 2 grupos experimentais e 2
grupos controle (FIGURA 1). Orquiectomia foi o procedimento realizado nos dois
grupos experimentais aos 23 dias de vida. Cirurgia sham foi realizada nos dois grupos
controle também aos 23 dias de vida para fins de ajuste de fatores de confusao, neste
caso, o estresse cirurgico, sintese de tecido mole, anestesia e analgésico. Animais de
um grupo experimental e de um grupo controle foram eutanasiados aos 45 dias de

vida, e os outros dois grupos restantes foram eutanasiados aos 73 dias.

on ()
ﬁ EutanaSIa aos 45 dlasl
Oqu|ectom|a
A NRNgC
- ? \_% EutanaSIa aos 73 dias
h ]

[ n=36 | Eutanasna aos 45 dias
\:"am
Cirurgia Sham

n=18 \a Eutanasua aos 73 dlasl

Figura 1 - Fluxograma de alocacao de animais
Fonte: Do autor (2020)

o —

4.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a supresséo de testosterona, o procedimento no grupo experimental foi a
orquiectomia, que € a remoc¢ao dos dois testiculos e epididimos. A orquiectomia € o
meétodo mais seguro e eficaz para a supressao de testosterona, que demonstra afetar
diretamente os niveis sorologicos desse horménio durante a puberdade (FUJITA et
al., 2004; MOHAMAD et al., 2016; VERDONCK et al., 1998a; 1998b). O grupo controle

recebeu uma cirurgia sham, ou ficticia. Um Unico operador previamente treinado por
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veterinaria e que nédo participou do processo de alocacdo dos animais realizou os

procedimentos.

4.6.1 Orquiectomia

Em ratos Wistar machos, a descida dos testiculos ocorre proximo ao 15° dia de
vida, e a puberdade se inicia aproximadamente no 35° dia (OTTO et al.,, 2015).
Segundo Lee et al., (1975), a partir do 26° dia de vida, em média, ja ocorre uma
discreta, mas significante, producao de testosterona pelos testiculos. Sendo assim, a
orquiectomia foi realizada no 23° dia de vida do animal. Os animais foram submetidos
a anestesia por meio de injecéo intraperitoneal com Cloridrato de Ketamina 10% (55
mg/Kg de peso corporal) e Xilazina 2% (5 mg/Kg de peso corporal). A orquiectomia
foi realizada conforme protocolado por Idris (2012) (FIGURA 2). Primeiramente,
limpeza e antissepsia da regido cirurgica foi realizada com solucdo de PVPI 10%. Uma
incisdo em cada lado do escroto foi realizada com lamina de bisturi até a exposicéo
dos testiculos. Foi realizada ligadura das estruturas do funiculo espermatico com um
fio de seda, 4,0 mm, antes da remocdo cirargica dos testiculos e epididimo. O restante
do conteudo escrotal foi reinserido no escroto, e a sintese do tecido mole foi realizada
com adesivo a base de cianoacrilato. ApGs a cirurgia, foi administrado Tramadol (12,5
mg/kg intramuscular) para analgesia pos-cirurgica, de 12h/12h por um dia. Os ratos
foram observados durante esse periodo.

4.6.2 Cirurgia Sham

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

foram reproduzidas neste grupo.

4.7 ANALISE CEFALOMETRICA EM IMAGENS RADIOGRAFICAS

Todos os animais foram submetidos a duas tomadas radiograficas. A primeira

tomada radiografica foi ao 23° dia de vida, no dia da cirurgia, como baseline. Todos



Figura 2 - Sequéncia da Orquiectomia.

Fonte: Do autor (2020).

Legenda: A) Antissepsia. B) Linha de orientacéo a inciséo. C) Incisdo. D) Extravasamento do
contelido escrotal. E) Ligadura do funiculo espermatico. F) Testiculo e epididimos
removidos. G) Sintese do tecido mole. H) Aspecto Final.
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os grupos foram radiografados neste dia. A outra tomada radiografica foi realizada no
altimo dia de vida dos animais, que, dependendo do grupo, foi no 45° dia ou no 73°
dia de vida. Todos os animais estavam sob efeito anestésico para a realizacédo das
tomadas radiogréficas.

As tomadas radiograficas foram realizadas de acordo com protocolo publicado
por Omori et al., (2020). Um cefalostato préprio para roedores foi confeccionado com
0 intuito de estabilizar a cabeca firmemente através de um par de hastes inserido nas
orelhas (FIGURA 3). Radiografia lateral foi obtida através de filmes oclusais Insight
Oclusal F E Speed (Kodak Insight, FE Speed, Eastman Kodak Company) que estavam
a uma distancia foco-objeto fixa de 12cm dos raio-x. Um segmento de 10 mm de fio
ortodéntico foi inserido junto a pelicula para fins de escala. Utilizou-se um aparelho de
raios-x Spectro 70X (Dabi Atlante Industrias Médico Odontologicas Ltda) e a

exposicao foi realizada com padrées de voltagem de 8 mA, 70 Kvp, e tempo de

exposicao de 0,8 segundos.

Figura 3 — Cefalostato
Fonte: OMORI et al., 2020.

As radiografias foram digitalmente escaneadas e analisadas pelo software
ImageJ (Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA). Um Unico avaliador foi

calibrado pelo Coeficiente de Correlagéo Intraclasse (ICC). O numero de radiografias
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e de medidas necessarias para calibracdo foram obtidas pelo software PASS 2020
(NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA), e o teste ICC foi realizado pelo software IBM
SPSS Verséo 23.0 (IBM Corp. Released Armonk, New York, USA) com radiografias
que foram aleatoriamente escolhidas com auxilio do Microsoft Excel. Apds calibracéo
(ICC = 0,76), o avaliador inseriu pontos cefalometricos nas radiografias (FIGURA 4;
TABELA 1) e as medidas cefalométricas foram obtidas (TABELA 2). O avaliador
estava cego para 0s grupos em todas as etapas.

Figura 4 — Pontos cefalométricos.

Fonte: Do autor (2020)

Legenda: A: Desenho da radiografia lateral e pontos cefalométricos. B: Marcacao de pontos
cefalométricos no software ImageJ.
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Tabela 1 - Pontos cefalométricos

Ponto | Descricao Autor(es)

1 Ponto mais antero-inferior do processo Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
alveolar da pré-maxila. (Ponto
“Prosthion”)

2 Ponto mais anterior do alvéolo do incisivo Wei et al., (2017).
superior (Ponto A).

3 Ponto rostral do osso nasal. Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);

Wei et al., (2017).

4 Ponto mais anterior da sutura fronto- Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
nasal (Ponto Néasio) Wei et al., (2017).

5 Interseccéo entre o osso frontal e o ponto  Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);

mais antero-superior. do limite posterior Wei et al., (2017).
do osso etmoide.

6 Interseccdo entre os ossos frontal e Weietal., (2017).
parietal.

7 Intersec¢cdo entre o o0sso parietal e a Weietal., (2017).
porcao anterior do 0sso interparietal.

8 Interseccédo entre 0 0sso interparietal e a Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
porcéo escamosa do 0sso occipital. Wei et al., (2017).

9 Ponto médio da margem posterior do Weietal., (2017).
forame Magnum.

10 Ponto mais ventral da sincondrose Weietal., (2017).
interesfenoide.

11 Ponto rostral do osso pré-esfendide. Wei et al., (2017).

12 Ponto mais caudal do osso da por¢cdo Weietal., (2017).
palatina da maxila.

13 Interseccdo entre o 0sso da maxila e a Kiliaridis et al., (1985)
porcao distal do terceiro molar superior.

14 Intersecgdo entre a maxila e a porcdo Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
mesial do primeiro molar superior. Wei et al., (2017).

15 Interseccdo entre a maxila e a pré- Weietal., (2017).
maxila.

16 Interseccgéo entre a pré-maxila e a porcado Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
lingual do incisivo superior. Wei et al., (2017).

17 Ponto mais proeminente entre as bordas Kiliaridis et al., (1985); Fuijita et al., (2004);
incisais dos incisivos inferiores.

18 Ponto da borda inferior no alvéolo dos Kiliaridis et al., (1985); Fuijita et al., (2004);
incisivos inferiores. Wei et al., (2017).

19 Ponto mais inferior da sinfise mandibular Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
(Ponto Gnétio) Wei et al., (2017).

20 Ponto mais profundo da curvatura Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
antegonial. Wei et al., (2017).

21 Ponto no contorno mais inferior do Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
processo angular da mandibula (Ponto
Gonio)

22 Topo do angulo mandibular Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);

Wei et al., (2017).

23 Ponto mais posterior do coéndilo Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004);
mandibular (Ponto Condilio) Wei et al., (2017).

24 Interseccédo entre 0 0sso alveolar e aface Kiliaridis et al., (1985); Fuijita et al., (2004).
mesial do primeiro molar inferior

25 Ponto da borda superior do alvéolo dos Kiliaridis et al., (1985); Fujita et al., (2004).

incisivos inferiores

Nota: Tradugédo para o portugués foi feita pelo autor.
Fonte: Do autor (2020)
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Tabela 2 - Medidas Cefalométricas
(continua)
Medidas | Descricéo | Autor(es)
Crénio e Maxila

1-3 - Kirialidis et al., (1985).
1-5 - Kirialidis et al., (1985).
1-14 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
34 Comprimento do osso nasal. Wei et al., (2017).
3-5 - Kirialidis et al., (1985).
3-9 Comprimento do Cranio Wei et al., (2017).
3-12 Comprimento da face Wei et al., (2017).
3-16 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
4-6 Comprimento do osso frontal Wei et al., (2017).
4-9 Comprimento craniano Wei et al., (2017).
4-11 Comprimento da base craniana Wei et al., (2017).

anterior
4-14 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
4-15 Altura da face Wei et al., (2017).
5-8 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
5-11 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
5-13 - Kirialidis et al., (1985).
5-14 - Kirialidis et al., (1985).
5-16 - Kirialidis et al., (1985).
6-7 Comprimento do osso parietal Wei et al., (2017).
6-10 Altura craniana anterior Wei et al., (2017).
7-8 Comprimento do osso interparietal Wei et al., (2017).
8-9 Comprimento do 0sso occipital Wei et al., (2017).
14-16 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
15-16 - Kirialidis et al., (1985).

Mandibula

17-18 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
17-25 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
19-22 Comprimento da porcao inferior da Wei et al., (2017).

mandibula
19-21 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
19-23 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
20-22 - Kirialidis et al., (1985).
21-23 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
22-23 Altura Mandibular Wei et al., (2017).
23-25 Comprimento da porcao superior da Wei et al., (2017).

mandibula
24-25 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).

Angulos

214125 Angulo maxilo- mandibular Wei et al., (2017).
4/3/1 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
4/3/15 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
a/6/7 Angulo médio anterior da aboboda Wei et al., (2017).

craniana
6/7/8 Angulo médio posterior da ab6boda Wei et al., (2017).

craniana
71819 Angulo posterior da abéboda Wei et al., (2017).

craniana
8/5/1 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
8/5-3/4 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
10/4/6 Angulo rostral da cavidade craniana Wei et al., (2017).
10/4/25  Angulo Mandibulo-craniano Wei et al., (2017).
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Tabela 2 - Medidas Cefalométricas
(conclusao)

Medidas | Descricéo | Autor(es)

Angulos
12/4/3 Angulo “Snout” Wei et al., (2017).
21/19/17 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
21/19- - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).
23/22
23/21/19 - Kirialidis et al., (1985); Fujita et al., (2004).

Nota: As medidas com o campo "Descricdo" vazias ndo foram nomeadas pelos autores que
as idealizou. Traducdo para o portugués foi feita pelo autor.
Fonte: Do autor (2020)

4.8 EUTANASIA

A eutanasia dos animais foi realizada por inalacdo de isoflurano. A morte do
animal foi confirmada apds a interrupcdo dos movimentos respiratorios e musculares.
Para avaliar o crescimento 6sseo na metade da puberdade, um grupo experimental e
controle foram eutanasiados no 45° dia de vida, enquanto os outros dois grupos
restantes, experimental e controle, foram eutanasiados no 73° dia de vida, para avaliar

o crescimento 6sseo no fim da puberdade (OTTO et al., 2015).

4.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os animais foram escolhidos aleatoriamente para andlise histologica. As
hemimandibulas e os cranios foram fixados por imersdo em formol tamponado a 10%
durante 24 horas em temperatura ambiente, apos, as amostras foram lavadas por 4
horas em agua corrente. Em seguida, as pec¢as foram mantidas em solucdo de EDTA
a 4,13% (pH 7,2-7,4) para desmineralizagdo. A solucdo era trocada semanalmente
até sua completa desmineralizacdo, que foi verificada por meio de penetracdo de
agulha nos tecidos.

O Coéndilo Mandibular, a Sutura da Pré-Maxila e a Sutura Palatina Mediana
foram submetidos ao processamento histotécnico de rotina do Laboratério do
Departamento de Biologia Estrutural da UNIFAL/MG, que consistia na desidratacao
em solugdes crescentes de alcool (70, 90 e 95%, 1 hora cada, seguido de 3 trocas em
100%, 1 hora cada), seguida da diafanizagdo em xilol (2 trocas, 1 hora cada) e da

inclusdo em parafina overnight em estufa de temperatura constante de 58°.
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Apds o emblocamento em parafina, os blocos foram cortados em micrétomo
(Leica RM2125; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) em sentido sagital
(condilo) e frontal (suturas) com 7 pum de espessura (FUJITA et al., 2006;
JUNQUEIRA; MONTES, 1991). Os cortes foram distendidos e montados em laminas
silanizadas para microscopia (Objekttrager — Knittel Glaser, Bielefeld, Alemanha). As
laminas foram mantidas em temperatura ambiente em posicao vertical por pelo menos
por 24 horas antes da coloragéo.

As laminas foram desparafinizadas em 2 solugbes de xilol puro durante 5
minutos cada. Apdés, as laminas foram submergidas em solucdes decrescentes de
alcool (3 trocas de 100%, seguida de trocas de 95, 90 e 70) durante um minuto cada.
As laminas foram lavadas durante 5 minutos antes de seguir para 0 processo de
coloracdo. As laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram submergidas
durante 1 minuto em Hematoxilina e lavadas durante 5 minutos antes da imerséo
durante 2 minutos em eosina. As laminas coradas em Picrosirius foram emergidas na
solugdo durante 20 minutos, lavadas durante 5 minutos e contra coradas com
Hematoxilina durante dois minutos. Em seguida, as laminas voltaram as solugdes
crescentes de alcool durante 2 minutos cada e banhadas em xilol puro durante 2
minutos. As laminas foram cobertas com laminulas montadas com Erv-Mount.

As imagens histologicas foram obtidas em microscopia de luz (AxioPhot, Zeiss-
Germany, Oberkochen, Alemanha) acoplado a camera UCMOS Series C-mount
(ToupTek Photonics Co., Ltd; Zhejiang, China) com auxilio do Software TopView
versao 3.7. Filtro para luz polarizada foi inserida no microscépio para as imagens em

picrosirius. As imagens foram capturadas utilizando objetiva de até 40X.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os valores das medidas cefalométricas foram tabulados no programa Microsoft
Excel e a andlise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 7.0 (San
Diego, California, EUA). A normalidade na distribuicdo dos dados foi diagnosticada
pelo teste de Shapiro-Wilk. De acordo com a distribuicdo dos dados, o teste t de
Student ou o teste de Mann-Whitney foram utilizados para a comparacao entre as
médias das medidas cefalométricas. A significancia estatistica adotada foi de p<0.05.

A taxa de crescimento foi estabelecida subtraindo os valores das medidas que foram
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estatisticamente significantes em ambos os tempos experimentais, conforme Wei et
al., (2017).
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Sete animais ndo completaram o experimento devido as complicacdes na

anestesia (n=5), e lesbées por mordedura (n=2). A figura 5 indica o nimero de perda

de animais por grupo.

C/\Eutanasm a0s 45 dlasW
n=9
()

3

utanasia aos 73 dias
n=9

C% utanasna aos 45 dlaﬂ / [\

Eutana5|a a0s 73 dias} / [\

n=9

Figura 5 — Nimero de perda de animais por grupo

Fonte: Do autor (2020)

_—
—

Complicagoes Na Cirurgia: n = 2
Lesdo Por mordedura: n =1

-

Complicagdes Na Cirurgia: n =1
Lesao Por mordedura: n =1

Complicagoes Na Cirurgia: n =1
Lesdao Por mordedura: n=0

Complicagoes Na Cirurgia: n =1
Lesao Por mordedura: n=0

A média de peso dos animais estdo demonstradas na tabela 3. Houve diferencga

estatisticamente significante entre a média de peso final dos grupos experimentais e

controle.

Tabela 3 - Comparacédo das médias de peso entre 0s grupos.

Peso Grupos 45 dias (DP) Grupos 73 dias (DP)
em p p
Sham (2.B) ORX (1.B) Sham (2.A) ORX (1.A)
gramas
Inicial 80,60 (8,67) 77,88 (12,85) 0,341 79,14 (14,35) 77,88 (12,38) 0,427
Final 203,8(7,39) 177,37 (19,33) 0,007 297,14 (28,34) 237,30(10,88) <0,0001

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

Fonte: Do autor (2020)
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5.1 MEDIDAS CEFALOMETRICAS

A comparagdo entre as médias das medidas cefalométricas iniciais (23° dia)
estdo na tabela 4. Algumas medidas foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

A tabela 5 demonstra a comparacao entre as medidas finais entre 0os grupos
sham e ORX no 45° dia de vida. O comprimento do osso nasal (3-4), comprimento do
cranio (3-9), a altura da face (4-15), a altura craniana anterior (6-10) e a altura
mandibular (22-23) foram estatisticamente menores no grupo ORX (p<0,05), além das
medidas 1-5, 3-5, 3-16, 5-14 e 21-23. O comprimento da base craniana anterior (4-11)
e a medida 5-11 foram estatisticamente maiores no grupo ORX. O angulo “snout” e 0
angulo formado pela interseccéo entre as linhas 8-5 e 3-4 foram maiores no grupo
ORX.

A comparacédo entre as medidas finais entre os grupos sham e ORX no 73° dia
de vida estdo demonstradas na tabela 6. O comprimento do 0sso occipital (8-9) e a
altura mandibular (22-23) foram estatisticamente menores no grupo ORX, além das
medidas 1-3, 3-4, 3-5, 6-10, 19-21 e 21-23. Os angulos maxilo-craniano e mandibulo-
craniano foram maiores no grupo ORX, enquanto o angulo rostral da cavidade
craniana e o angulo formado por 23-21-19 foram menores neste grupo.

A figura 6 mostra as taxas de crescimento em graficos das medidas que foram
significativamente diferentes, tanto no tempo experimental de 43 dias quanto no tempo
de 73 dias

5.2 IMAGENS HISTOLOGICAS

As observacbes das imagens histolégicas a seguir foram divididas por

coloracao.

5.2.1 — Cortes corados em Hematoxilina e Eosina

O disco epifisario do condilo mandibular € menos espesso no grupo ORX 1.B,
se comparado ao grupo Sham 2.B, no entanto, no grupo ORX 1.A, o disco € mais
espesso, em comparacdo ao Sham 2.A. Aparentemente, ha um maior nimero de
osteoblastos e de trabéculas 0sseas na zona de ossificacdo dos grupos Sham em

comparacao aos grupos ORX (Figura 7). A camada de células pré-condroblasticas é
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Grupos 45 dias (DP)

Grupos 73 dias (DP)

Medida =51 om (2.8) | ORX (L.B) P Sham (2.A) | ORX (LA) P
Crénio e Maxila
1-3 461(0,32)  460(029) 00965 4,87(0,37) 509 (055 0,390
1-5 13,83 (0,86) 14,56 (0,68) 0,157 14,43 (0,58) 15,69 (0,75) 0,004
1-14 10,92 (0,37) 11,05(0,61) 0,657 11,43(0,40) 11,88 (0,62) 0,124
3-4 11,00 (0,75) 10,11(1,13) 0,131 9,95(0,60) 11,76 (1,07) 0,002
3-5 12,98 (0,62) 1352(1,01) 0,281 13,09 (0,77) 14,63 (0,66) 0,003
3-9 37,08(0,92) 36,36 (1,50) 0,326 36,94 (0,85) 38,12 (1,59) 0,101
3-12 22,16 (0,49) 22,70 (1,14) 0,288 23,04 (0,74) 23,90 (1,03) 0,095
3-16 6,52(0,09)  662(0,25 0,365 6,73(0,18)  6,67(0,26) 0,590
4-6 12,27 (0,67) 12,22(0,78) 0,913 13,48 (0,76) 12,50 (1,17) 0,081
4-9 26,71 (0,98) 26,81 (0,62) 0,855 27,50 (0,64) 27,13 (1,40) 0,527
4-11 8,90 (0,55) 10,48 (0,49) 0,001 10,45 (0,54) 10,87 (0,64) 0,210
4-14 8,89(0,49) 831(0,33) 0059 855(0,14) 9,12(0,58) 0,029
4-15 8,62 (0,42)  8,04(0,29) 0,032 815(0,24) 881(0,80) 0,058
5-8 23,53 (0,99) 22,06 (0,56) 0,025 22,99 (0,52) 22,65 (1,20) 0,497
5-11 753(0,54)  8,40(0,33) 0,018 827(0,40) 8,85(0,63) 0,057
5-13 10,12 (0,54) 10,03 (0,36) 0,768 10,37 (0,51) 10,77 (0,54) 0,182
5-14 8,82 (0,34)  8,66(0,40) 0467 850(0,33) 9,17 (0,38) 0,004
5-16 13,15(0,62) 14,01 (0,49) 0,035 13,81(0,46) 14,60 (0,58) 0,015
6-7 8,70 (0,93)  833(1,29) 0575 8,86(0,49) 857 (0,60) 0,347
6-10 9,85(0,26)  9,55(0,17) 0,059 9,69(0,35)  9,91(0,39) 0,292
7-8 423(1,10)  514(1,54) 0,257 516(0,80) 502(0,43) 0,713
8-9 3,61(0,33)  4,09(0,60) 0,110 3,75(0,51)  4,22(0,47) 0,107
14-16 9,02 (0,46) 9,27 (0,57) 0,786 9,56 (0,44) 9,87 (0,50) 0,240
15-16 553(0,39) 561(050) 0,886 601(0,32)  6,17(0,31) 0,362
Mandibula
17-18 502 (0,67)  508(0,73) 0474 568(0,23) 586 (1,10) 0,668
17-25 425(0,57)  4,67(0,50) 0516 4,71(0,15) 5,16 (0,30) 0,003
19-22 14,60 (0,62) 14,34 (0,57) 0,140 14,23(0,66) 1513 (1,21) 0,105
19-21 12,99 (1,00) 12,65(0,62) 0,470 12,88(0,69) 13,90 (1,22) 0,073
19-23 17,25 (1,24) 16,21 (0,66) 0,454 17,44 (0,77) 17,65(1,02) 0,676
20-22 6,95(0,99) 656 (0,70) 0,877 6,14(0,58) 6,87 (1,16) 0,152
21-23 6,88(0,86)  652(0,63) 0,132 7,98(0,67)  7,38(0,92) 0,185
22-23 541(0,30) 545(052) 0600 7,01(0,70)  6,81(0,90) 0,651
23-25 20,30 (1,62) 18,93 (0,56) 0,890 19,86 (0,67) 20,55 (1,22) 0,205
24-25 4,72(0,30)  4,84(0,42) 0485 488(0,41)  502(0,33) 0,526
Angulos

214125 48,03 (1,92) 46,32 (2,85) 0,890 49,16 (2,54) 48,97 (1,60) 0,207
4/3/1 97,78 (5,73) 94,35 (4,00) 0,469 92,47 (7,92) 96,16 (8,95) 0,243
4/3/15 48,20 (2,42) 4580 (1,87) 0,855 48,14 (2,74) 48,53 (4,52) 0,074
41617 166,25 (2,10) 165,69 (2,11) 0,055 162,30 (1,38) 166,05 (4,08) 0,633
6/7/8 156,97 (2,40) 163,31 (2,54) 0,939 159,68 (4,86) 159,87 (2,86) 0,001
7/8/9 131,65 (2,20) 126,46 (4,09) 0,897 129,82 (6,52) 129,29 (7,25) 0,011
8/5/1 148,13 (1,98) 147,07 (1,66) 0,677 147,56 (0,98) 147,85 (1,36) 0,314
8/5-3/4 14,79 (1,71) 16,99 (2,35) 0,759 15,53 (1,94) 1589 (1,92) 0,065
11/4/2 112,63 (2,78) 109,61 (5,42) 0,088 111,62 (3,43) 115,10 (1,94) 0,202
10/4/6 44,17 (2,67) 48,65(8,94) 0,018 49,60 (3,42) 43,91 (3,05) 0,215
10/4/25 64,37 (2,81) 64,81 (1,63) 0,050 62,48 (2,67) 65,96 (2,50) 0,736
12/4/3 130,66 (2,03) 12542 (5,03) 0,256 126,97 (3,68) 129,23 (1,74) 0,024
21/19/17 131,57 (2,44) 132,52 (2,82) 0,984 133,57 (4,90) 133,52 (2,53) 0,514
21/19- 103,71 (7,97) 98,97 (7,16) 0,083 107,15 (9,87) 97,04 (3,52) 0,276
23/22
23/21/19 112,13 (7,54) 107,55(6,15) 0,239 117,20 (8,71) 111,68 (3,73) 0,253

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

Fonte: Do autor (2020)



Tabela 4 - Comparacdo das medidas entre 0os grupos ao 45° dia

Medida Sham (2.B) ORX (1.B) p
Crénio e Maxila
1-3 5,38 (0,35) 5,30 (0,35) 0,465*
1-5 18,20 (0,41) 18,04 (0,49) 0,035
1-14 13,62 (0,69) 13,74 (0,47) 0,293
3-4 14,2 (0,38) 12,99 (0,61) 0,002
3-5 18,1 (0,47) 17,3 (0,42) 0,010
3-9 43,9 (0,45) 42,8 (0,84) 0,016
3-12 26,5 (1,27) 26,7 (0,54) 0,397
3-16 7,73 (0,16) 7,54 (0,13) 0,031
4-6 14,5 (0,77) 14,9 (0,32) 0,118
4-9 30,6 (0,41) 30,9 (0,71) 0,210
4-11 8,69 (0,50) 10,1 (0,41) 0,0003
4-14 10,5 (0,49) 10,1 (0,43) 0,068
4-15 10,1 (0,85) 9,36 (0,39) 0,038
5-8 24,9 (0,91) 24,9 (0,67) 0,465*
5-11 6,95 (0,43) 7,48 (0,41) 0,035
5-13 11,6 (0,73) 11,5 (0,62) 0,418
5-14 10,7 (0,43) 10,1 (0,53) 0,031
5-16 17,0 (0,63) 16,7 (0,40) 0,152
6-7 8,97 (1,11) 9,17 (0,93) 0,374
6-10 11,9 (0,73) 10,8 (0,83) 0,041*
7-8 5,94 (0,61) 5,85 (0,47) 0,390
8-9 4,61 (0,68) 4,37 (0,36) 0,239
14-16 11,2 (0,96) 11,2 (0,56) 0,497
15-16 6,52 (0,92) 6,83 (0,30) 0,234
Mandibula
17-18 9,34 (0,88) 8,41 (0,83) 0,054
17-25 5,57 (0,84) 5,43 (0,63) 0,374
19-22 17,3 (1,54) 16,8 (0,94) 0,229
19-21 15,0 (1,86) 14,7 (0,57) 0,465*
19-23 21,1 (1,86) 21,0 (1,04) 0,472
20-22 9,56 (0,73) 9,37 (0,87) 0,349
21-23 11,4 (0,60) 10,2 (0,59) 0,006
22-23 9,62 (0,78) 8,19 (0,72) 0,006
23-25 21.0 (6,33) 23,5(1,31) 0,465*%
24-25 5,19 (0,72) 5,41 (0,39) 0,269
Angulos

2/4/25 49,42 (4,77) 50,40 (2,83) 0,342
4/3/1 89,90 (5,45) 92,69 (2,04) 0,136
4/3/15 43,11 (1,98) 44,21 (0,89) 0,125
41617 169,02 (4,29) 169,11 (2,59) 0,483
6/7/8 165,28 (4,23)  164,30(1,93) 0,311
7/819 123,24 (8,92) 122,21 (4,64) 0,405
8/5/1 150,13 (0,87) 148,59 (1,98) 0,072
8/5 - 3/4 16,63 (0,30) 18,46 (1,83) 0,023*
11/4/2 108,70 (4,71) 108,86 (3,74) 0,476
10/4/6 47,86 (6,24) 45,81 (4,19) 0,265
10/4/25 59,14 (9,06) 58,14 (4,56) 0,408
12/4/3 123,04 (1,39) 125,67 (1,88) 0,014
21/19/17 131,96 (4,89) 133,44 (1,73) 0,252
21/19-23/22 99,82 (10,92) 105,02 (6,95)  0,273*
23/21/19 110,68 (9,62)  112,35(5,17) 0,363

Notas: DP: Desvio Padrdo. Teste t-student foi realizado, exceto em medidas indicadas com #, que foram
comparadas com o teste Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significancia estatistica.
Fonte: Do autor (2020)



Tabela 5 - Comparacdo das medidas entre os grupos ao 73° dia

Medida Sham (2.A) ORX (1.A) p
Crénio e Maxila
1-3 6,12 (0,31) 5,63 (0,21) 0,003
1-5 20,63 (0,24) 20,49 (0,86) 0,373
1-14 15,62 (0,53) 15,40 (0,52) 0,239
3-4 16,79 (0,37) 15,60 (0,40) 0,0001
3-5 21,11 (0,65) 20,03 (0,75) 0,011
3-9 47,00 (1,39) 46,02 (1,03) 0,084
3-12 27,72 (0,87) 27,98 (0,99) 0,362*
3-16 8,55 (0,15) 8,38 (0,33) 0,261*
4-6 15,70 (0,99) 15,79 (0,81) 0,435
4-9 32,34 (1,19) 31,44 (0,96) 0,080
4-11 11,74 (0,52) 12,23 (0,96) 0,160
4-14 11,04 (0,39) 10,97 (0,30) 0,360
4-15 10,44 (0,29) 10,79 (0,41) 0,065
5-8 26,13 (1,36) 25,81 (0,83) 0,302
5-11 8,89 (0,06) 9,34 (0,61) 0,117
5-13 12,11 (0,68) 12,28 (0,54) 0,311
5-14 11,14 (0,18) 11,21 (0,38) 0,349
5-16 19,01 (0,23) 18,96 (0,89) 0,446
6-7 9,09 (1,27) 9,10 (0,44) 0,495
6-10 11,77 (0,77) 11,04 (0,46) 0,027
7-8 6,12 (0,52) 5,70 (0,66) 0,142*
8-9 5,11 (0,52) 4,46 (0,37) 0,012
14-16 12,79 (0,38) 12,53 (0,42) 0,153
15-16 7,83 (0,18) 7,27 (0,73) 0,062
Mandibula
17-18 8,20 (0,52) 7,99 (0,81) 0,319
17-25 6,58 (0,50) 6,04 (1,19) 0,177
19-22 18,58 (0,54) 19,10 (0,69) 0,089
19-21 14,97 (0,60) 13,57 (0,53) 0,0007
19-23 22,21 (0,99) 22,44 (1,08) 0,351
20-22 10,08 (0,84) 10,58 (0,85) 0,166
21-23 12,66 (0,39) 11,89 (0,46) 0,005
22-23 10,14 (0,14) 9,04 (0,50) 0,0003
23-25 24,63 (1,08) 25,07 (1,48) 0,291
24-25 6,20 (0,53) 6,34 (0,46) 0,416*
Angulos

2/4/25 44,24 (2,42) 43,66 (4,36) 0,395
4/3/1 89,56 (1,17) 89,53 (2,91) 0,492
4/3/15 41,54 (0,76) 42,77 (1,41) 0,052
41617 171,47 (1,71) 169,78 (2,10) 0,080
6/7/8 169,24 (3,15) 167,10 (2,08)  0,085*
7/819 118,85 (3,29)  121,55(3,34) 0,090
8/5/1 149,75 (1,48) 149,25 (1,23) 0,262
8/5 — 3/4 16,35 (0,71) 17,91 (1,84) 0,051
11/4/2 109,62 (3,08) 113,61 (2,55) 0,013
10/4/6 45,13 (2,69) 41,26 (3,04) 0,020
10/4/25 65,41 (1,95) 70,00 (4,31) 0,024
12/4/3 120,94 (2,33) 121,70 (2,74) 0,310
21/19/17 129,63 (2,65) 131,37 (3,09) 0,160
21/19 —23/22 95,31 (6,04) 92,63 (4,59) 0,191
23/21/19 118,60 (5,19) 111,67 (4,42) 0,012

Notas: DP: Desvio Padrdo. Teste t-student foi realizado, exceto em medidas indicadas com #, que foram
comparadas com o teste Mann-Whitney. Valores em negrito indicam significAncia estatistica.
Fonte: Do autor (2020)
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Figura 5 — Taxas de crescimento em medidas estatisticamente significantes.
Fonte: Do autor (2020).

mais espessa nos grupos ORX em ambos os tempos experimentais, enquanto a zona
de cartilagem hipertréfica é mais espessa nos grupos controle. A zona articular e de
calcificacédo foram pouco visiveis no grupo Sham 2.A em comparagado ao grupo ORX
1.A (Figura 8)

O periosteo que recobre os lados oral e nasal da sutura palatina mediana é
mais extenso e desenvolvido no grupo Sham 2.B em comparacao ao grupo ORX 1.B,

além do lado nasal no grupo controle apresentar vasos sanguineo mais desenvolvidos
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do que o grupo experimental (Figura 9). Entretanto, essas diferencas entre 0s grupos
nao sao visiveis entre os grupos Sham 2.A e ORX 1.A (Figura 10)

Na sutura pré-maxilar, observa-se uma discreta diferenca de comprimento nos
prolongamentos das fibras periosteais entre os grupos; as fibras dos grupos Sham

aparentemente sdo mais extensas em comparacao aos grupos ORX (Figura 11)

5.2.2 — Cortes Corados em Picrosirius e Hematoxilina

A concentracao de fibras colagenas tipo | nos grupos ORX é aparentemente
menor no disco epifisario e nas trabéculas ésseas do condilo mandibular (Figura 12).
As fibras no grupo Sham 2.A se apresentam confinadas na zona pré-condroblastica e
na zona proliferativa. No grupo ORX 1.A, as fibras se apresentam de modo
desorganizado e com menores concentragdes em comparagdo ao grupo Sham 2.A.
Além disso, colageno tipo Il foi observado apenas no grupo Sham 2.A (Figura 13)

A sutura palatina mediana e sutura pré-maxilar ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos experimentais e controle. Foi observado apenas uma
maior concentracdo de fibras colagenas tipo Il nos grupos Sham 2.A e 2.B em

comparacao aos grupos ORX. (Figuras 14 a 17)
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Figura 7 — Condilo Mandibular em HE

Legenda: E: Disco Epifisario. O: Zona de Ossificacao
1) Grupo ORX 1.B;
2) Grupo Sham 2.B
3) Grupo ORX 1.A
4) Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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Figura 8 - Disco Epifisario do Céndilo Mandibular corado em HE

Condroblastica. P: Zona de Ploriferagdo. H: Zona

Legenda: A: Zona Articular. PC: Zona Pré-

Hiperplasica. C: Zona de Calcificacao

1) e 3): Grupo ORX 1.B

2) e 4): Grupo Sham 2.B

5) Grupo ORX 1.A

6) Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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Figura 9 — Sutura Palatina Mediana aos 45 dias em HE

Legenda: O: Lado oral. N: Lado Nasal. F: Membrana Fibrosa. As setas indicam o periésteo.
Numeros impares representam o Grupo ORX 1.B e numeros pares representam o grupo
Sham 2.B.

Fonte: Do autor (2020)



Fig
Legenda: O: Lado oral. N: Lado Nasal. F: Membrana Fibrosa. As setas indicam o
periésteo. NUmeros impares representam o Grupo ORX e nimeros pares representam o
grupo Sham.

Fonte: Do autor (2020)
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Figura 11 — Sutura Pré-Maxilar em HE
Legenda: O: Lado Oral. S: Sutura Pré-Maxilar
1) Grupo ORX 1.B
2) Grupo Sham 2.B
3) E5) Grupo ORX 1.A
4) E 6) Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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Figura 12 — Condilo mandibular corado em Picrosirius aos 45 dias
Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz
polarizada. Legenda: A: Zona Articular. PC: Zona Pré-Condrobléstica. P: Zona de
Ploriferacé@o. H: Zona Hiperplasica. C: Zona de Calcificagdo. Setas pretas e brancas indicam
trabéculas 6sseas.

1) e 2): Grupo ORX 1.B

3) e 4): Grupo Sham 2.B

Fonte: Do autor (2020)
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Flg.ura 13 - Condllo mandibular corado em Picrosirius aos 73 dias
Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz
polarizada. Legenda: A: Zona Articular. PC: Zona Pré-Condroblastica. P: Zona de Ploriferacao.
H: Zona Hiperplasica. C: Zona de Calcificacdo. Setas pretas e brancas indicam trabéculas
Osseas. Setas verdes indicam fibras colagenas tipo lll.

1) e 2): Grupo ORX 1.A

3) e 4): Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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Figura 14 — Suturaarétina f\/ledian:'i corada em Picrosirius aos 45 dias
Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz
polarizada. Legenda: PO: Peridsteo do Lado Oral. PN: Periésteo do lado Nasal. F: Membrana
Fiborsa. Setas verdes indicam fibras colagenas tipo Ill.
1) e 2): Grupo ORX 1.B
3) e 4): Grupo Sham 2.B

Fonte: Do autor (2020)
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Figura 15 - Sutura Palatina Mediana corada em Picrosirius aos 73 dias
Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz
polarizada. Legenda: PO: Peridsteo do Lado Oral. PN: Periésteo do lado Nasal. F: Membrana
Fibrosa. Setas verdes indicam fibras colagenas tipo Ill.

1) e 2): Grupo ORX 1.A

3) e 4): Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz

polarizada. Legenda: O: Lado Oral. S: Sutura.
1) e 2): Grupo ORX 1.B
3) e 4): Grupo Sham 2.B

Fonte: Do autor (2020)
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a em Picrosirius aos 73 dias
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Figura 17 - Sutura Pré-Maxilar coraa
Legenda: A esquerda, imagens em luz convencional. A direita, a mesma imagem em luz
polarizada. Legenda: O: Lado Oral. S: Sutura.

1) e 2): Grupo ORX 1.A

3) e 4): Grupo Sham 2.A
Fonte: Do autor (2020)
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho permitem confirmar a hipo6tese inicial de que a
supresséao de testosterona impacta o crescimento e desenvolvimento craniofacial. A
auséncia deste hormonio diminuiu grande parte das medidas cranianas, maxilares e
mandibulares durante a puberdade de ratos orquiectomizados no 23° dia de vida. O
peso corporal dos animais experimentais também foi diminuido, em acordo com Fujita
et al.,, (2004) e Verdonck et al., (1998a; 1998b). Os cortes histoldégicos também
revelaram um decréscimo na atividade e desenvolvimento das estruturas de
crescimento intramembranoso e endocondral.

A testosterona exerce influéncia sobre o desenvolvimento de ratos desde a
gestacdo (WEISZ; WARD, 1980). No presente estudo, foi possivel observar que
durante os primeiros 20 dias de vida do animal saudavel, a taxa de crescimento
craniofacial € maior se comparada entre os periodos de 23 a 73 dias. No entanto,
Verdonck et al.,, (1998a) demonstra que a testosterona teria impacto sobre o
crescimento craniofacial apenas entre os periodos de 40 a 50 dias, e ndo durante a
infancia do animal. O periodo entre 40 a 50 dias corresponde ao pico de testosterona,
GH e IGF-1 em animais saudaveis (EDEN, 1979; HANDELSMAN et al., 1987; LEE et
al., 1975). Dessa forma, a supressdo de testosterona teria impacto apenas no
momento de pico destes hormonios, e a orquiectomia antes da puberdade seria 0
momento mais indicado para avaliar seus efeitos sobre o crescimento 6sseo de ratos.

Durante 45 a 73 dias, foi observada uma diminuicdo na tendéncia de queda da
taxa de crescimento das medidas cefalométricas. Nesse periodo também ocorre a
queda nos niveis soroldgicos de testosterona, GHR e IGF-1 em ratos saudaveis, que
indica do pico hormonal do animal e corrobora na hipétese de que a testosterona teria
maior impacto no crescimento do animal durante o periodo de 40 a 50 dias de vida
(EDEN, 1979; HANDELSMAN et al., 1987; Verdonck et al., 1998a).

Neste estudo, as medidas cefalométricas iniciais dos animais foram avaliadas
e utilizadas como baseline. Algumas destas foram estatisticamente. Abed et al., (2007)
também encontraram diferencas em um estudo que avaliava medidas cefalométricas
em ratos. As diferencas entre o nosso estudo e o desenvolvido por Abed et al., (2007)
podem ser atribuidas ao dia pés-natal de fornecimento dos animais (21 dias) adotado

como protocolo no biotério desta instituicdo onde o estudo foi realizado.
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As medidas cranianas, maxilares e mandibulares foram significativamente
menores nos grupos orquiectomizados neste estudo, em acordo com Fujita et al.,
(1998, 20014, 2001b, 2004, 2006), Lerouxel et al., (2004), Marquez-Hernandez et al.,
(2011) e Verdonck et al., (1998a e 1998b). Em excecdo, o comprimento da base
craniana anterior (4-11) e a medida 5-11 foram maiores nos animais orquiectomizados
ao comparar 0os grupos com 45 dias de vida. Estes valores foram estatisticamente
maiores também na andlise baseline, resultados que devem ser interpretados com
cautela

Os resultados deste estudo corroboram com Fuijita et al. (2001b) e Verdonck et
al. (1998a), que observaram que as medidas cranianas e maxilares foram as mais
afetadas pela supresséo de testosterona, indicando uma diferenca de sensibilidade a
testosterona entre 0s crescimentos intramembranoso e cartilaginoso. A altura
craniana anterior e a altura mandibular foram associadas em ambos os periodos
experimentais, demonstrando que o crescimento por aposi¢cdo pode sofrer maiores
alteracOes devido a supressédo de testosterona se comparado com o crescimento
intersticial (VERDONCK et al.,1998a). Algumas medidas estatisticamente diferentes
no periodo de 45 dias ndo apresentaram diferencas no periodo de 73. Sugere-se que
o processo normal de queda dos horménios de crescimento possa ter igualado o
crescimento entre 0S grupos.

Os angulos estatisticamente diferentes nos grupos orquiectomizados
demonstraram ndo seguirem uma tendéncia, ou seja, alguns angulos foram maiores
do que no grupo controle e, outros, menores. Mesmo que as medidas cefalométricas
deste estudo sejam menores nos grupos ORX, os angulos ndo seguem,
necessariamente, a mesma tendéncia, assim como o angulo formado pelos pontos
ANB para a classificagdo de maloclusdo esquelética proposta por Angle. Valores
maiores que 2 indicam malocluséo classe Il, que, na maioria das vezes, é associado
a um retrognatismo mandibular. Isso demonstra que as estruturas cranianas séo
diferentemente reguladas pela testosterona (VERDONCK et al., 1998a). As imagens
histol6gicas também sugerem essa diferenca de sensibilidade ao comparar o impacto
da supressao de testosterona entre a Sutura Palatina Mediana e Sutura Pré-Maxilar.
Ambas as estruturas possuem crescimento do tipo membranoso e em diregéo
transversal, entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas nas imagens
histologicas da Sutura Pré-Maxilar entre os grupos experimental e controle, ao

contrario da Sutura Palatina Mediana. Mais estudos devem ser realizados a fim de
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esclarecer possiveis particularidades entre as estruturas cranianas que as tornam
diferentemente sensiveis a horménios.

A andlise histolégica do céndilo mandibular demonstrou que o grupo ORX
possuia um disco epifisario menos espesso do que o grupo controle aos 45 dias, no
entanto, essa diferenca ndo seguiu uma tendéncia, e aos 73 dias, o contrario foi
observado. Fujita et al., (2006) também relataram que o condilo mandibular de ratos
orquiectomizados foram maiores que 0s do grupo controle aos 60 dias. Sugere-se que
baixos niveis de testosterona possam atrasar o desenvolvimento endocondral durante
a puberdade e, ao final dela, a supresséao interfira na completa ocupacao de matriz
O0ssea mineralizada do disco epifisario, processo fisiologico normal ao fim do
crescimento endocondral (BIGA, 2020). As andlises histolégicas do disco epifisario do
condilo mandibular também demonstraram que a camada de células pré-
condroblasticas foram mais espessas nos grupos ORX comparadas ao grupo controle,
sugerindo uma certa interferéncia da testosterona sobre a diferenciacdo destas
células precursoras em condroblastos. No melhor do nosso conhecimento, apenas
Kapur e Reddi (1989) observaram interferéncia da testosterona tanto na proliferagao
de células precursoras quanto na diferenciacdo em condroblastos. A literatura
concorda que pré-condroblastos e condroblastos possuem AR em sua membrana,
mas a funcéo da testosterona sobre essas células ainda permanece desconhecida
(MANOLAGAS et al., 2013; MOHAMAD et al., 2016; VANDERSCHUEREN et al.,
2014). Analises biomoleculares podem esclarecer com maior propriedade a respeito
destes processos e de outros mediadores envolvidos no crescimento endocondral.

Os achados descritos para a Sutura Palatina Mediana concordam com o0s
descritos por Mohamad et al., (2016) que demonstraram que h& impacto da supressao
de testosterona ndo s6 na diferenciacdo de odontoblastos, mas, também, na
proliferacdo de células precursoras no periosteo. Entretanto, ao fim da puberdade, a
testosterona aparentemente deixa de influenciar nessa proliferagédo periosteal da
sutura, sugerindo, novamente, que o hormonio tem maiores impactos apenas durante
a puberdade.

O impacto da testosterona sobre o crescimento ésseo pode ocorrer de forma
indireta ao regular a angiogénese. A angiogénese € um processo fisioldgico que
permite a renovacao e remodelacdo dssea. A testosterona ja tem sido utilizada como
processo terapéutico em lesfes 0sseas em ratos e um dos principais efeitos dela € a

promocao de angiogénese no local da lesdo. (COSTA et al., 2019; OIRSCHOT et al.,
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2020). A angiogénese é necessaria para a renovacao e estimulo de crescimento
intramembranoso, além de ser responsavel pela chegada de odontoblastos na zona
de ossificacdo endocondral (BIRLIK et al., 2016). As imagens do condilo e da sutura
palatina mediana demonstram que a supressao de testosterona pode diminuir a
angiogénese e prejudicar a renovacao e mineralizacdo das estruturas 0sseas.

As imagens em picrosirius deste estudo reforcam os achados de Arai et al.,
(2016) que observaram a diminui¢&o da sintese de colageno tipo | apds a orquiectomia
de ratos. Entretanto, a testosterona aparentemente sensibiliza apenas a sintese de
colageno de estruturas de crescimento endocondral, e ndo intramembranoso. Estudos
futuros devem ser desenvolvidos a fim de explicar a relacdo entre o esteroide e as
fibras colagenas.

Os hormonios sdo um dos membros da complexa rede de interagdo molecular
gue esta envolvida com o crescimento dsseo e cartilaginoso (OMORI et al., 2020). O
estudo da influéncia da supressao de testosterona torna esse estudo relevante, pois
corrobora para o avango no entendimento da etiologia das maloclusfes. Além disso,
este estudo também sugere que novas pesquisas em humanos sejam realizadas, de
modo a mensurar 0s niveis sorologicos de testosterona durante a puberdade e
correlacionar com o crescimento craniofacial. Este estudo também destaca a
importancia da analise soroldgica do paciente antes de iniciar o tratamento ortodéntico
a fim de levantar fatores que podem ser significantes durante o crescimento e durante
a movimentagdo/expansdo ortoddntica, como, por exemplo, 0s baixos niveis de
testosterona, que pode influenciar diretamente na resposta do hospedeiro frente ao
tratamento.

A impossibilidade de realizar analise estatistica da taxa de crescimento entre
as medidas é uma limitacdo deste estudo. No entanto, € possivel inferir que as
medidas sao afetadas pela supressao de testosterona apenas nas comparacoes entre
0s grupos. Este estudo néo realizou medidas sorolégicas de testosterona, mas a
orquiectomia é um procedimento aprovado na literatura, sendo eficaz para a reducao
dos niveis de testosterona (IDRIS, 2012).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a supresséo de testosterona diminui as medidas cefalométricas
do cranio, maxila e mandibula e altera os angulos cefalométricos em ratos ao reduzir
a proliferacdo e diferenciacdo de odontoblastos e condroblastos e limitar a

angiogénese no processo de renovacao e mineralizacédo éssea.
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ANEXO A - GUIDELINE PREPARE

Lmith et sl 137

Table 1. The PREPARE guidelines short checklist.

Tapic Recommendation

la) Formulation af the study
I. Literature searches Ferm a clear hypathesis, with primary and secondary
pulcomes.

Consider the use alf systemalic reviews.

Decide upon dalabases and information specialists o

ke consulled, and cansirucl s=arch berms.

Assess the relevance of the species to be used, ils

bialegy and suitability 16 answer the sxperimental

guestions wilh the least sulering, and its wellare
neads.

Assess the reprodudibility and translatsbility of the

project.

I Legal issues [0 Conmsider haw the research is alfected by relevant
l=gislation lor animal research and other areas, e.g.
animal transpart, socupational health and safety.

[0 Laocate relevant guidance documents [e.q. EU guidance
or project evaluatian).

Corstrucl & lay summary.

In dialegue with ethics cammillees, consider whether

stalements aboul this type of research have already

been praduced.

Address the 3R [replacement, reduction, relinement|

and the 35s |goad science, good sense, good

:en:ibili'l.i::.“.'l.

Corgider pre-regigiration and the publication of nega-

Live results.

Perform a harm—benelit assesament and justily any

likely animal harm.

Discuss the l=arning chjsctives, if the amimal uss is far

educalianal or training purpases.

Allocate a severily classification to the project.

Define objective, =agily measurable and wneguivacal

humane endpaints.

Discuss the justification, il any, lor death as an

endpaint.

Consider pilot studies, statishical power and signili-

cance Levels,

O oo o

3. Ethacal issues, harm-benelil asspssrment and
hurmane endpaints

oo

O

4. Experimental design and stalistical analysis

Define the experimental unit and decide upen animal
numbers.

O Oo o oo o o d

Choate methods of randomization, preven observer
bias, and decide upan inclusion and exclusion crileria.
|B) Dislague between scientists and the animal facility

5. Dbjectives and limescale, funding and division of O Arrange meelings with all relevant stall when early

labour plans for the project exish.

Construct an approximate timescale for the project,
indicating the nead lor assistance with preparation,
anirmal care, procedures and waste disposal/
deconlamination.
Discuss and disclase all expected and potential costs,
Cortruct & detailed plan for divigien of labeur and
expermes gl all slages of the study.

oo

lcontinued)
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Topic

Recommendation

& Farility evaluatiaon

7. Education and training

8. Health rigks, waste disposal and decontamination

IC] Duality contral of the components in the study
9. Tesl substances and procedures

10. Experimental anirnals

11. Quarantine and health monitaring

12. Housing and husbandry

13. Experimental procedurss

14, Humane Killing, relsase, reuse or refhoming

15. Hecropsy

O

O
O

O O

oo o o O

O O

O ad

O o o o

Conduct a physical inspection af the Facilities, to
evaluale building and eguipment standards and needs.
Digcuss staffing levels at times of extra nsk.

Assess the current competence of stall members and
the need for further educatien or Eraining prior te the
Study.

Perform & risk sssessmend, in callabaration with the
animal facility, lor all persors and anirnals alfected
directly or indirectly by the study.

Assess, and il necessary produce, specific guidance lor
all stages of the project.

Digcuss means lor conlainment, decontarmination, and
disposal of all items in the study.

Pravide a5 much information as pessible aboul test
subsiances.

Consider the feasibilily and validity of lest pracedures
and the skills needed to perfarm them.

Decide upan the characleristics of the animals that are
essential for the study and Tor reporting.

Avaid generation of surplus animals.

Digcuss the animals” Likely health stalus, any needs lor
transporl, quarantine and isolation, health monitaring
and canseguences far the perscnnel.

Atlend Lo the animals’ specilic irslinets and needs, in
oallabaration with expert staff.

Digcuss acclimatization, optimal housing conditians and
procedures, ervironmental Tactors and any experi-
menlal lirmitatiors on these Ee.g. fond deprivatian,
splitary hausing].

Develop refined procedures for caplure, immobilization,
marking, and release or rehoming.

Develop refined procedures for substance adminisira-
tian, sampling, sedation and anaesthesia, surgery and
ather bechniques.

Consull relevant legislation and guidelines well in
advance af the study.

Define primary and emergency methods Tor humane
killing.

Asseis lhe competente of those wha may have La
perform these Lasks.

Construct a systernatic plan far all slages of necrapsy,
including loecation, and identification of all animals and
sarmples.

& more detailed discussion, with references and links, is available at hitps-ffnorecopanofPREPARE, together with a downloadable pdf

warsion of this checklist in several Languages.



66

ANEXO B - FERRAMENTA SYRCLE’S

Table 2 SYRCLEs tool for assessing risk of bias

tem Type of bias Domain Description of domain Review authors judgment

1 Sefection biss Sequence genesation Describe the methods used, if any, to geneate ‘Wias the allocation sequence
the allocation seqguence in sufficent detal o adequately genemated and
allcre an assesument whether it should produce applied? [7)
comparabie groups.

1 Sedection biss Basrfine chasacteristics Describe all the possible prognostic factors or ‘Were the groups similar at
animal charactesistics, if any, that ane compared basehne or wese they adpsted
in ander o judge whether or not intervenbon and fior confiounders in the analyss?
coniral geoups wese smilar at the start of the expenment.

1 Selection biss Allocation concealment Describe the method used to conceal the allocation ‘Was the aliocation adesgustsy
sequence in sufficient detail to determine whether concealed? ¥)

int=rvention allocatiors could heve been foseseen
besfiare or during enrakment.

4 Performance biss  Random housing Descrbe all mezspes used, if ary, to house the aimak Were the animaks randomly
randomly withim the animal rocm. housed during the: experiment?

5 Pefamance biss  Blinding Describe all measuees used, if ary, bo blind trial ‘Were the caregivers and/far
caregivers and reseachers from knoreang which investigatons blinded from
interventon sach animal recefved. Provide any krowiedge which intersertion
information redating to whether the imended each animal received during
blinding waers effecte. ihe= expenment?

] Detection bias Fandom outcome Describe whether or not arsmals werne seleched at ‘Were animals selected at random

assesument random for outcome assesument, and which for putcome assessment?

methods to s=lect the animals, if ary, were used.

7 Detection bias  Blinding Describe all measuees used, if any, to Blind cutcome 'W¥as the cutcome assessor
mssessors fram knowing which inmtersention each animal  Blinded?
received. Prowvide any information relsting to whether the
intended blinding was effective.

B Attrition bias Incomplete gutcome data Describe the completeness of outcome data far =ach ‘Were incomplete cutcome
main outcome, induding attntion and exclusiors from data adequately addrevssd? [*)
the anahyss. State whether attition and exclusions wens
reported, the numberns in sach imtervention group
[compered wath total andomized animals), rezsons for
attrition ar exchusiors, and any re-inclusions in anakyses

for the reviee.
L] Reporting bias Sejective outoome reporting  State how selective outcome peporting wes =xamined Are reports of the study free
and what was found. af selectie outcome
reparting? (%)
10 Cxher Other sources of bias State any important concemes about bas not covered ‘Wias the sbudy apparently free
by ather domains in the ool af ather peoblemns that could

result inhigh nsk of bias? %

*Hams in agresmaent with the items in the Codreane Risk of B tool



67

ANEXO C — CHECKLIST ARRIVE

The ARRIVE Guidelines Checklist

Animal Research: Reporting In Vivo Experiments
carol Klikenny', Willlam J Browne’, innge © cuthil®, Michsel Emerson” and Douglas G Altman”
"Thi Nationsl Centrs fr the Feciacemant, Sefinement and Aecuction of Animal n Sesearch, Langon, UK, “Echool of Vetsrnary

Ecdence, Linfverelty of Sriatol, Sristal UK, "School of Bikogicsl Scionces, Unbareky of Sristo, Briatol, UK, “Wadonal Heart and Lung
Ine ftute, mperal Colege Longon, UK, "Cendne for Stadk s b Medicing, UinkeraEy of Oufiond, Cufard, LK.

Title 1 Provide as accurate and concise a description of the content of the arbcle q
as possible.
Abstract 2 Provide an sccurate summary of the background, research objectives, z

including details of the species or strain of animal wsed, key methods,
prmcigal findings and conclusions of the study.

INTRODUC

Background 3 a. Inclede sufficeent scientific background {including relevant referencesto | o4,
previous woark) to nderstand the motivation and contesxt for the study,
and explain the experimental approsch and rationale.

b. Explain how and whry the animal species and model being used can
address the scientific obpectives and, where appropriate, the study's
refevance to human biokegy.

Objectives 4 Clearly desoribe the primary and any secandary objectives of the study, o | 52
specific hypotheses being tested.

METHODS

Ethical statement & Indicate the nature of the ethical review permissions, relevant Bicences jeg | 43
Animal [Scientific Procedwes] Act 1888} and national ar inst#utonal
puidefines for the care amnd use of animals, that cover the research

Study design ] Far each experiment, give brief details of the study design mduding: 15

a. The number of eagrerimental and control groups.

b vy steps taken to minimise the effects of subjectve bias when
allocating animals to treatment fe.g. randomisaion procedures] and when
mssessing resubts jeg. if dome, describe who was blinded and when).

c. The experimental unit [e.g. a ssmgle animal, group or cage of animals].

A time-ine disgram or flow chart can be useful to llustrate how complex

study designs were camied out.

Experimental 7 Far each experiment and each experimental graug, incleding controls, 1517
procedures pravide precise details of all procedures camied out. For example:

a. How [e.g. drug formulation and dose, site and route of administration,
anaesthesia and analgesia wed [including monitoring), surgical
procedure, method of euthanasia) Provide detalls of any specialist
equipment used, including supplier(s).

b WWhen feg. teme of day].

c. Where [&.g. home cage, laboratory, water maes].

d Whry {eg. rationale for choice of specific ansesthetic, route of
administration, dreg dose used].

Experimental a a. Provide details of the animals used, including species, strain, sex, 14
animals developmental stage (=g mean or median age plus age range] and
weight [eg. mean or median weight plus weight rangel.

b. Prowide further redesant information such as the source of animals,
imernational strain nomendature, genetic modification statws fe.g.
knock-out or ransgenic), genotype, healthfimmune status, drug or test
nanve, previous procedures, atc

The ARRNE guldeines. Criginally published In PLoE Blofogy, Juns 2010
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Hausing and k] Prowvide details of: 14
husbandry a. Housing ftype of facility e.g. specific pathogen free [SPFL type of cage or
housing; bedding material; numiber of cage companions; tank shage and
material et for fishi.
b Musbandry conditions [e.g. breeding programme, ightfidark cycle,
temgeerature, quality of water ete for fish, type of food, scoess to food
and water, ervironmental enrichment].
c. Welfare-related assessments and interventions that were carried out
prioe o, during, or after the expesiment.
Sample size 10 a. Specify the total numiber of animals used in each experiment, and the 13-14
number of animals in each experimental group.
b. Explain haw the number of animals was arrived at. Provide details of any
samiple size calculation used.
c. Indicate the number of ndependent replications of esch experiment, if
redesant.
Allocating 11 a. Give fulll details of how animals were allecated to experrmental groups, 14
animals ta it leding randomisation or matching if done,
experimental b Desoritie the order in which the anirmals in the different esperimental
groups groups were treated and sssessad,
Experimental 12 Clearly define the primary and secondary experimental outcomes assessed | 4502
auicomes e cell death, molecular markers, behaviowal chanpges).
Statistical 13 a. Provide details of the statistical methods wsed for sasch analysis, 2
methods

RESULTS

b. Sgrecify the unit of analysis for esch dataset [eg. single animal, group of
amimals, sangle neuron)l

c. Describe any methods used to assess whether the data met the
amsimptions of the statstical approache

Baseline data 14 Far each expermental group, report rebevant charactenstics and healkh 23-34
statwes of animals (e.g. weight, microbiological status, and drug or test naree)
prior Eo treatment or testing. {This information can often be tabulated).
Numbers 15 a. Aeport the number of animals in each group incleded in each analyss. 23
analysed Aeport absolute numbers feg 10020, not 5087,
b. If ary animals or data were not mcluded in the anatysis, explain wy.
Oricomes and 16 Repaort the results for each analysis carried out, with a measure of precsion | 23-27
estimation leug. standard ermor or confidence intervall.
Adverse events 17 a. Gve details of all important adverse events in each experimental group. 23

b. Desoribve any modifications to the experimental protocaols made to
reduce sdverse events.

Interpretation/ 12
scientific
implicatians

a. Interpret the results, taking into account the study obpectives and
hypotheses, current theary and other relevant studies in the Ferature.
b. Comment an the study limitations incleding any potential sources of b,

any limitations of the animal model, and the imprecision associated with
the results”.
. Describe any implications of your experimental methods ar findings far

thee replacement, refinement or reduction (the 3Rs) of the use of animals
in ressarche

Generalisability! 149
translation

Comment on whether, and how, the findings of this study are ikely to
translate to other species or Systems, including any relevance to human
biclagy.

ZE-29

Funding 20

List all funding sources Imcluding grant number) and the roke of the
funders) in the study.

Refer=noes:

1. Kikenny C, Broane W, Cuthll 1S, Emerson &, Aliman BG& (2010 Improsing Blosdence Research Reporiing: The ARRIVE Guldslines
for Reporing Animal Ressarch. PLaS Siol S6)C & 1000412, dob 100137 1§oural. pblo. 1000412
2. Sriwdz KF, ARman DG, Moher D, e CONSORT Group (2010) CONSORT 2010 Statemens updaied guldelines for reparting paraliz)
group andomized idals. Sl 3800332,
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Form: (35 ) 1250.1000. Fax: {35] 3258-1061
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Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUAIUNIFAL unﬂall

i el P i B

CERTIFICADO

Cerificamos que a proposta intitulada "Influéncia da testosterona no crescimento

& desemnvolvimento facial”, registrada com o n® 24/2018, sob a responzabilidade

de Daniela Silva Barroso de Oliveira, que envolve a producio, manutencio ou

utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto

humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com oS preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899,

de 15 de julho

de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de

Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE ALFEMAS.

Finalidadea

{ ) Ensino (X)) Pesquisa cientlfica

Vigéncia da autorizagdo De O5/07/2019 a 06/08/2020

Espécie/inhagemdraca Rato Wistar / heterogénico

M? de animais 36
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 05 de Julho de 2019,
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Prof. Dr. Lecnardo Augusto de Almeida
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