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RESUMO

O desenvolvimento 6sseo craniofacial € influenciado por diversos fatores, e um deles
sdo os hormonios sexuais. Alteracdes nos niveis de testosterona afetam o crescimento
craniofacial e, consequentemente, a estética facial e funcéo mastigatéria. O objetivo
deste estudo foi avaliar o impacto da supressao de testosterona no crescimento e
desenvolvimento craniano em ratos durante a puberdade. A supressao de testosterona
foi induzida por Orquiectomia (ORX) em ratos Wistar machos no grupo experimental
(n=18) e cirurgiaficticia (SHAM) foi realizada no grupo controle (n=18), ambas no 23°
dia de vida. Os grupos foram eutanasiados aos 45 e 73 dias de vida. Anélises por
microtomografia computadorizada (micro CT) e de expressdo de marcadores
moleculares foram realizadas nas amostras dos dois tempos experimentais. Os dados
relacionados a micro CT foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, usando
software IBM SPSS Statistics. Foi feita analise de expresséo de genes (biomarcadores)
relacionados as proteinas OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9 envolvidas com
osteogénese, de regido retro molar, regido de condilo e sutura palatina pelatécnica RT-
PCR. Seus valores foram comparados entre os grupos pelo teste ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni. Todos os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,05. Na analise por micro CT, ndo houveram diferencas nas
analises de volume 6sseo/ volume total (BV/TV), conectividade trabecular (Conn. D),
espacamento trabecular (Th. Th) e espacamento entre trabéculas (Tbh. Sp.) do condilo
e da regido palatina (p>0,05). Medidas lineares e angulares apresentaram diferencas
entre os grupos ORX e SHAM, dentre estas 0 aumento do comprimento 6sseo maxilar
no grupo ORX (amostra de 45 dias) e aumento da largura mandibularno grupo SHAM
da amostra de 73 dias (p<0,05). Na analise de RT-PCR foi encontrado no grupo ORX:
naregido retro molar, maior expressao de genes OC, MMP2, RUNK2, menor expressao
de OPN e MMP9 na amostra de 45 dias e menor expressdo de OC, OPN, RUNK2,
MMP2 e MMP9 na amostra de 73 dias (p<0,05); na regido condilar, menor expressao
apenas do gene RUNK2 (p<0,05) na amostra de 45 dias (p<0,05); naregiao de sutura
palatina, houve menor expressao dos genes OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9 na
amostra de 45 dias e menor expresséo de OC, RUNK2, MMP2 e MMP9 na amostra de
73 dias (p<0,05). Os resultados mostraram que a supressao de testosterona altera
medidas lineares/angulares do cranio e parece promover modificagcbes mais

expressivas na dire¢do do crescimento 6sseo do que no tamanho e na qualidade do



0ss0. Também altera a expresséo génica de biomarcadores osteogénicos em centros

de crescimento 6sseo do cranio.

Palavras-chave: orquiectomia; testosterona; maxila, mandibula; expresséo génica.



ABSTRACT

Craniofacial bone developmentisinfluenced by variousfactors, including sexhormones.
Changes in testosterone levels affect craniofacial growth, and consequently, facial
aesthetics and masticatory function. The aim of this study was to evaluate the impact of
testosterone suppression on cranial growth and development in rats during puberty.
Testosterone suppression was induced by orchiectomy (ORX) in male Wistar rats in the
experimental group (n=18), while a sham operation (SHAM) was performed in the
control group (n=18), both on the 23rd day of life. The groups were euthanized at 45
and 73 days of life. Micro-computed tomography (micro-CT) analysis and molecular
marker expression assays were conducted on samples from both experimental time
points. Data from the micro-CT analyses were compared using the Mann-Whitney test,
with IBM SPSS Statistics software. Gene expression analysis of biomarkers related to
OC, OPN, RUNK2, MMP2 and MMP9, involved in osteogenesis, was performed in the
retro molar region, condylar region, and palatal suture using the RT-PCR technique.
Values were compared between groups using ANOVA followed by Bonferroni post-test.
Allresults were considered statistically significantat p<0.05. Micro-CT analysisrevealed
no significantdifferences in bone volumef/total volume (BV/TV), trabecular connectivity
(Conn. D), trabecular thickness (Tb. Th), or trabecular spacing (Tb. Sp.) in the condylar
and palatal regions (p>0.05). Linear and angular measurements showed differences
between the ORX and SHAM groups, such as an increase in maxillary bone length in
the ORX group (45-day sample) andan increasein mandibularwidth inthe SHAMgroup
(73-day sample) (p<0.05). In RT-PCR analysis, the ORX group exhibited the following:
in the retro molar region, higherexpression of OC, MMP2, and RUNX2 genes, lower
expression of OPN and MMP9 in the 45-day sample, and lower expression of OC, OPN,
RUNX2, MMP2, and MMP9 in the 73-day sample (p<0.05); in the condylar region, only
lower RUNX2 expression was observed (p<0.05) in the 45-day sample; in the palatal
suture region, there was lower expression of OC, OPN, RUNX2, MMP2, and MMP9 in
the 45-day sample, and lower expression of OC, RUNX2, MMP2, and MMP9 in the 73-
day sample (p<0.05). The results indicate that testosterone suppression alters cranial
linear/angularmeasurements and suggests more expressive changesinthe direction of
bone growth than in bone size and quality. It also alters the gene expression of
osteogenic biomarkers in cranial bone growth centers.



Keywords: orchiectomy; testosterone; maxilla; mandible; gene expression.
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1 INTRODUCAO

Na ultima década, o conhecimento da biologia 6ssea se expandiu com 0s
avancos nas tecnologias de analises moleculares e avancos dos recursos de imagens
por meio das tomografias (Chan; Tan, 2021; Fuller, H; Fuller, R; Pereira, 2015).
Pesquisas envolvendo o genoma aceleraram em modelos animais, por meio de testes
funcionais e estudos de doencas 0sseas. As tecnologias transcriptdmicas celulares e
de linhagem celular in vivo transformaram nossa capacidade de identificar novas
interacdes da via do fator de transcricdo na osteogénese (Chan; Tan, 2021). Assim,
sabendo que o crescimento craniofacial € um processo complexo e Unico,
principalmente determinado pela genética do individuo e influenciado por fatores
hormonais, € necessario utilizar novas tecnologias para esclarecer e elucidar seu
processo (Bergamo et al., 2022; Reis et al., 2022). A testosterona é um importante
horménio e um destes fatores que afetam a formacdo e desenvolvimento ésseo
craniofacial (Kiichler etal., 2021; Wei et al., 2017).

Em adultos do sexo masculino, a testosterona é o androgeno mais abundante
presente nacirculagdo sanguinea e asua auséncia acarreta maior efeito nainibicéo do
crescimento craniofacial do que o estrogeno (Elzenaty; Du Toit; Fliick, 2022; Tunheim
et al., 2023; Vanderschueren etal., 2014). Desde a descoberta da testosterona como
o principal androgeno dos mamiferos em 1935 (David et al., 1935), ela é alvo de
pesquisa devido ao seu papel no desenvolvimento e funcionamento dos 6rgaos
reprodutivos masculinos, manutencao da libido, remodelagédo da massa muscular e
densidade 6ssea e aspectos relacionadosa saude cardiovascular(Handelsman, 2022).

No periodo da puberdade, condi¢des genéticas e ndo genéticas podem baixar
os niveis de testosterona (Salonia et al., 2019). Em todo o mundo, calcula-se que 5,0%
dos adolescentes do sexo masculino apresentam baixos niveis de testosterona (Zahra
et al., 2022). Existem estudos que investigaram a relacdo entre baixo nivel de
testosterona e morfologiafacial (propor¢des faciais) em populacdesdiversas, mas seus
modelos de estudo foram diferentes e os resultados foram inconclusivos (Bird et
al., 2016; Hodges-Simeon et al., 2016; Welker et al., 2016).

Como a testosterona é produzida principalmente pelo testiculo, muitas das
alteracOes esqueléticas por deficiénciade andrégenos podem ser reproduzidas por sua
remocao (orquiectomia)em ratos (Turner etal., 1989, 1990; Vandenputetal., 2004). A

orquiectomia é umatécnica comum e muito segura para avaliar a relacdo da supressao
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da testosterona com fenotipos craniofaciais (Fujita et al., 2006; Marquez Hernandez et
al., 2011). Existem estudos onde os niveis de testosterona em animais foram
suprimidos antes da puberdade e houve umainibicdo no desenvolvimento de estruturas
do complexo craniofacial (Fujita et al., 2004, 2006; Reis et al., 2022; Verdonck;De
Ridder; Kihn; et al., 1998). A testosterona atua na diferenciacdo de osteoclastos e
osteoblastos no processo de crescimento sutural, endocondral e cartilaginoso (Fujita et
al., 2004; Verdonck;De Ridder; Kihn; et al., 1998). Portanto, a inibicdo do crescimento
0sseo e a perda de volume 0sseo sao alteracdes frequentemente associadas ao baixo
nivel de testosterona (Khosla; Monroe, 2018; Reis et al., 2022).

A acdo dos andrégenos sobre 0s 0ssos € mediada diretamente pelo Receptor
de andrégeno (RA) ou indiretamente apds conversao da testosterona em estradiol pela
aromatase e acdo no Receptor de estrégeno (RE) (Da Costa et al., 2019). Estudos
sugerem que os receptores estdo diretamente envolvidos na regulacdo dos nimeros
de osteoclastos através de sinaliza¢Ges ainda desconhecidas, 0 que os torna ainda
uma &rea de pesquisa e investigagao (Li et al., 2009; Macari et al., 2018; Omori et al.,
2020). A densidade mineral e 0ssea das por¢cdes trabecular e cortical do 0sso
aparentemente é diretamente proporcional a manutencdo pelos RA dos niveis
sorologicos de testosterona disponiveis no sangue (Wu et al., 2019; Yao et al., 2021).
O hormoénio do crescimento (GH) e o Fator de Crescimento semelhante a Insulina tipo
1 (IGF-1) também estdo envolvidos no crescimento 0sseo e estdo indiretamente
relacionados com a testosterona (Handelsman, 2022; Welker et al., 2016). Qualquer
disfuncdo nos niveis desses hormdnios pode promover uma desregulacdo neste
processo de sinalizacao e alterar o crescimento e remodelacdo 6ssea (Tunheimetal.,
2023).

Diante do exposto, torna-se notorio que células daregiao 6ssea sofrem influéncia
da concentracao de testosterona e que a sua deficiéncia poderia afetar a expressao de
diversos outros genes relacionados a homeostase e formacéo 6ssea. Existem varios
estudos de proteinas que atuam em células osteoblasticas e osteoclasticas, como OC,
OPN, RUNX2, MMP2 e MMP9 (Chin; Ima-Nirwana, 2015; Komori, 2022; Si et al., 2020;
Wen et al., 2022), mas nenhum trabalho relaciona como as concentracfes destas
proteinas podem ser afetadas pela desregulacao da testosterona no desenvolvimento
craniofacial. Através da PCR em tempo real (RT-PCR), é possivel quantificar,
compreender e investigar, no cenario da expresséo génica, os efeitos biomoleculares

envolvidos nesse processo (Zucha et al., 2021). E com isso explanar a respeito de
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provaveis sinais mediados pelo RA para a manutencdo do niumero de osteoclastos e
osteoblastos no o0sso.

A osteocalcina (OC), a proteina néo colagena mais numerosa da matriz 6ssea,
é produzida especificamente pelos osteoblastos e inibe a formacgéo e reabsorgéo 6ssea.
Também funciona como um horménio que regula o metabolismo da glicose no
pancreas, a sintese de testosterona nos testiculos e massa muscular (Komori, 2020).
A osteopontina (OPN), tem um papel importante na massa 6ssea e esta envolvido na
proliferacdo, migracdo e adesdo de células-tronco mesenquimais da medula éssea,
células-tronco hematopoiéticas, osteoclastos e osteoblastos (Si et al., 2020). O RUNX2,
€ um fator de transcricdo 2 que pertence a familia RUNX, é expresso em condrdcitos e
células da linhagem osteoblastica. RUNX2 é essencial para a maturacdo dos
condrdcitos e diferenciacdo de osteoblastos (Komori, 2022). As MMPs 2 e 9, sdo
metaloproteinases de matriz que participam da regulacdo de processos de
degradacao/regeneracdo de matriz extra 6ssea (Tokuhara et al., 2019). Exercem um
papel ndo apenas para a viabilidade e funcionalidade dos osteoclastos, osteoblastos e
ostedcitos, mas também para a formacdo e desenvolvimento de condrocitos
(Khoswanto, 2023).

Em um estudo prévio desenvolvido por Reis et al. (2022), exame radiografico
bidimensional foi usado para analisar o crescimento craniofacial de ratos machos,
demonstrando que a auséncia da testosterona diminui as medidas cefalométricas do
cranio, maxila e mandibula. Foram observadas variagdes nas medidas angulares nos
grupos orquiectomizados, sugerindo que as estruturas cranianas sao diferentemente
reguladas pela testosterona. Entretanto, este tipo de exame radiografico apresenta
limitacdes e distor¢cdes, por isso € necessario consolidarestes achados por meio de um
exame com maior precisdo. No presente estudo a microtomografia computadorizada
de alta resolucéao (micro CT) foi utilizada para obter medidas lineares e volumétricas do
cranio de animais submetidos a orquiectomia.

Derivada da Tomografia Computadorizada, a micro CT é capaz de produzir
imagens em alta resolucdo de pequenas amostras. Essa técnica possibilita a
reconstrucdo de imagens tridimensionais, que sao formadas pela unido digital de
centenas de secgbes transversais do material avaliado (Baird; Taylor, 2017). E
amplamente utilizadaem pesquisasbiomédicase é consideradaa técnicade avaliacdo
‘padrao ouro” para o estudo de amostras de tecidos mineralizados, como 0ssos e

dentes (Queiroz et al., 2019). Portanto, € o0 método ideal para avaliacdo experimental
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da arquitetura 0ssea e morfologia estrutural sob diversas condi¢Oes patologicas
(Sherrier et al., 2022).

H& muitas pesquisas disponiveis sobre os efeitos da testosterona na literatura
médica, relacionando-a a osteoporose, diabetes e hipogonadismo. Porém, ha poucos
estudos na éarea odontologica. Elucidar os efeitos da testosterona durante o
crescimento craniofacial é essencial para avaliar as tendéncias de normalidade ou
diagnosticar alteracbes no crescimento. Para o profissional Odontdlogo, estas
informacgdes sao cruciais para tomar as decisdes de tratamento ortoddntico e alcancar
com sucesso o melhor resultado para o paciente com deficiénciade producéo deste
hormonio.

Neste contexto, este estudo pretende reforcar, com melhor exatidao e clareza, o
guanto a supressao da testosterona influencia o crescimento do complexo craniofacial,
por meio de medidas lineares,angulares, obtidasem imagens micro tomograficas. Bem
como, quantificar as estruturas ésseas, quanto ao volume, densidade e direcdo de
crescimento trabecular dos animais submetidos a supressdo de testosterona. Os
mecanismos biomoleculares envolvidos nesse processo também precisam ser
investigados, e assim, neste trabalho, através da técnica de PCR em tempo real (RT-
PCR) demonstrar o quanto os efeitos biomoleculares da supressdo de testosterona
afetam os niveis de OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9 em células 6sseas nas regides
de sutura palatina, regido retro molar e condilo. Suas conclusdes permitirdo consolidar
bases cientificas para o profissional ortodontista intervir precocemente e com isso
minimizar as consequéncias da auséncia deste hormbnio sobre o sistema

estomatognatico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Junto com fatores ambientais, nutricionais e genéticos, 0s hormdnios sexuais
regulam o crescimento, desenvolvimento e maturacdo esquelética, e o impacto da
insuficiéncia destes horménios na integridade esquelética tem sido amplamente
reconhecido (Lara-Castillo, 2021; Perry et al., 2008; Tunheim et al., 2023). Estudos
anteriores mostram que a administracdo de testosterona aumenta, diretamente, a
largura da placa de crescimento epifisario de ratos (Phillip etal., 2001; Ren et al., 1989;
Zunget al., 1999). A testosterona possui efeitos androgénicos e anabdlicos, tanto em
mulheres quanto em homens, mas os homens produzem significativamente mais
testosterona do que as mulheres. E a concentracao durante a puberdade € 20 a 30
vezes maior nos homens do que nas mulheres (Whitehouse et al., 2015) e naidade
adulta a concentracao de testosterona circulante em homens se mantém 15-20 vezes
maior do que em mulheres (Handelsman, 2022).

No homem, 95% deste hormonio testosterona é secretado pelos testiculos e 5%
sado produzidos pelas suprarrenais pela conversdo de dehidroepiandrosterona
(Vanderschueren etal., 2014). A regulacdoda producéo é feita pelo sistema endocrino,
gue também é o responsavel pela producdo de diversos hormbénios que regulam o
crescimento e func¢des do corpo humano (Tunheim et al., 2023). Horménios do
crescimento, hormonios tireoidianos e esteroides sexuais exercem diversas influéncias
no esqueleto. Durante o crescimento eles influenciamno tamanho e forma, durante a
vida adulta na remodelacdo 6ssea e contribuem para sua homeostase. Por isso, as
guantidades dos hormoénios sexuais sdo de fundamental importancia no crescimento
da face, base do cranio e também na erupcdo dos dentes (Cray et al.,, 2011;
Premkumar; Gurumurthy, 2013).

Via mecanismo de feedback, a producdo de andrégenos é controlada, no
sistema enddcrino, pela liberacdo pulsatil do horménio hipotalamico liberador de
gonadotrofina (GnRH). Seu 6rgéo alvo é a glandula hipdfise anterior, que responde a
cada pulso de GnRH, produzindo horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo-
estimulante (FSH) e os libera na circulacao geral. O FSH estimula as células de Sertoli
para apoiar a espermatogénese e secretar inibina B, que regula negativamente a
secrecdo de FSH. As células de Leydig dos testiculos respondem ao LH produzindo
testosterona e sao liberadas na corrente sanguinea e posteriormente transportadas

para células-alvo especificas,onde seus efeitos sdo exercidos. A testosterona estimula
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a producdo de esperma e a virilizacdo, aléem de fornecer feedback ao hipotalamo e
hipofise para regular a secrecdo de GnRH via mecanismo de feedback negativo
(Mohamad et al., 2016; Tunheim et al., 2023).

Além da acdo da testosterona produzida pelos testiculos, certos tecidos,
incluindo a glandula prostatica, pele, foliculos pilosos, figado e cérebro, convertem
localmente a testosterona num andrégeno enddgeno mais potente, a
dihidrotestosterona (DHT), por acao da enzima 5a redutase (Handelsman, 2022). Esta
férmulatem cerca de 5 a 10 vezes maior afinidade pelos RA de algumas células como
musculares, cerebrais e 6sseas em comparacdo com a testosterona (Handelsman,
2022; Naamneh Elzenaty et al., 2022). Por outro lado, andrégenos produzidos na
suprarrenal também sao importantes precursores do horménio estrogénio,issofaz com
gue as mulheres produzam primeiro horménios masculinos para, depois, transforma-
los em hormonios femininos (Wolff et al., 2012). Por isso, de forma direta ou indireta,
autores afirmam que a testosterona estimula a diferenciacdo e proliferacdo de
osteoclastos, osteoblastos e condroblastos por meio de RA em células indiferenciadas
e maduras durante os processos de crescimento sutural e endocondral (Hentz;
Nogueira,2023; Zhangetal., 2016; Reis et al. 2022). Contudo,0 mecanismo especifico
de acao datestosterona em cada célula, regido 6ssea e tipo de crescimento permanece
em investigacao (Fuijita et al., 2006; Verdonck;De Ridder;Kihn;etal., 1998; Wu et al.,
2019).

Assim, devido sua influéncia sobre o aparecimento e o desenvolvimento dos
centros de ossificacdo, alguns estudos demonstraram que as medidas craniofaciais
estao correlacionadascom os niveis de testosterona em homens (Verdonck etal., 1999;
Lefevre et al., 2013; Whitehouse et al., 2015). Com a sua diminuicéo, a atividade
osteoclastica € maior do que a osteoblastica, reduzindo potencialmente a formacao
ossea (Wolff et al., 2012). Entretanto, outros estudos apontam discrepancias nesta
correlacao, sugerindo que analises mais complexas e que 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; Green et al., 2019). Além disso, as estruturas de crescimento
craniofacial também reagem de modo diferente conforme o momento em que o
individuo é exposto aos baixos niveis de testosterona (Verdonck;De Ridder;Verbeke; et
al., 1998; Whitehouse et al., 2015).

Existem dois tipos de crescimento ésseo no complexo craniofacial:
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intramembranoso e endocondral (Manlove;Romeo;Venugopalan,2020). Primeiramente
para formacdo éssea, nos dois tipos de crescimento, ha concentracdo de células
mesenqguimais em locais onde os futuros ossos se desenvolverdo. Na ossificacéo
intramembranosa, as células mesenquimais se diferenciam diretamente em células
formadoras de o0sso, osteoblastos, sem a presenca de um tecido cartilaginoso
precursor. Este tipo, ocorre na maioria dos 0ssos faciais, em 0ssos planos do cranio e
da mandibula (Hentz; Nogueira, 2023). No tipo endocondral, as células mesenquimais
se diferenciam em condrdcitos para formar uma cartilagem modelo. Apés a formacéo
de osteoblastos, a cartilagem é substituida por tecidos 6sseos mineralizados, 0 que
ocorre no condilo mandibular, na sincondrose mandibular e base do cranio (Hentz;
Nogueira,2023; Zhanget al., 2016). Os trabalhosde Fujita et al. (2006) e Verdonck; De
Ridder; Verbeke et al. (1998) demostraram que o crescimento intramembranoso parece
ser mais afetado pela supressao de testosterona do que o crescimento endocondral. O
crescimento mandibular é dependente da ossificacdo endocondral e medular (Kang et
al.,, 2015). Por outro lado, o crescimento e desenvolvimento da maxila, que é
estritamente intramembranoso, depende do crescimento sutural do complexo
craniofacial (Trevizan et al., 2018).

Por apresentarem fisiologiasemelhante a humana, os ratos e camundongos sao
um modelo animal muito utilizado em estudos de metabolismo 6sseo (Schafrum
Macedo; Cezaretti Feitosa, 2019). Por meio da supressao hormonal , estudos em
animais permitem inferir sobre o papel do hormoénio no crescimento e desenvolvimento
0sseo humano (Mohamad et al., 2016). As principais caracteristicas de alteracfes
Osseas associadas a deficiéncia de esteroides sexuais em humanos podem ser
reproduzidas em ratos e camundongos por orquiectomia (Li et al., 2009; Manolagas et
al., 2002).

Considerado o método “padréao ouro” para realizar a supressao da testosterona,
a orquiectomia é a remocdao bilateral de testiculos e epididimos (Jopek et al., 2017;
Verdonck; De Ridder; Verbeke et al., 1998). O horménio testosterona tem seu pico
maximo de influéncia durante a puberdade, o que justifica estudos realizarem
orquiectomia em ratos machos antes da puberdade, e, posteriormente, avaliem o
impacto da supressdo da testosterona, através da mensuracdo das dimensfes
mandibular, maxilar, craniana e principais centros de crescimento facial (Reis et al.,
2022).

Para avaliar o efeito da testosterona no crescimento 6sseo, a microtomografia
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computadorizada (micro CT) é uma técnica de exceléncia, pois permite analisar e
mensurar a morfologia e microarquitetura de 0ssos de pequenos animais (Bouxsein et
al., 2010). E uma técnica de imagem que permite a obtencdo de imagens
bidimensionais e tridimensionais de pequenas amostras, além de quantificacbes
automatizadas de area e volume de sua estrutura. O exame micro tomogréafico utiliza
a atenuacdo de raios X para a formagdo das imagens e possui 0S mesmos principios
fisicos da Tomografia Computadorizada (Queiroz et al., 2019).

Como vantagens da micro CT estdo medidas quantitativas precisas, baixo
coeficiente de variacéo e avaliacdo néo deletéria da morfologia 6sseainterna e externa
(Umoh et al.,, 2009). Possui limitacbes significativas em comparacdo ao estudo
histomorfométrico, pois ndo tem possibilidade de analisar a morfologia, multiplicacdo e
diferenciacao celular, microcirculacdo e vascularizacao no interior do osso. No entanto,
fornece dados de imagem altamente informativos e precisos para analises
morfométricas quantitativas em trés dimensdes da estrutura 6ssea (Cuijpers et al.,
2014; Fajardo et al., 2002; Kustro et al., 2018).

A construcao de toda arquitetura 6ssea depende da ativacdo de fatores de
transcricdo osteogénica. A sua expressao € regulada em varios niveis celulares, sendo
que um equilibrio requer interagcdes moleculares que funcionam para ativar ou suprimir
a expressao genética especifica, bem como epigenética, controles hormonais e fatores
ambientais (Salhotra et al., 2020). Uma desregulacdo de fatores e cofatores de
transcricdo pode levar a deformidades 6sseas e disturbios da massa 6ssea. Por outro
lado, mecanismos de modulacdo destes fatores podem fornecer solucdes para o
tratamento de doencas 6sseas (Chan; Tan, 2021). Nao ha estudos in vivo sobre
alteracOes na expressao de genes das proteinas OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9
relacionados ao crescimento 6sseo craniofacial em ratos orquiectomizados.

Os osteoblastos produzem osteocalcina (OC), que € a proteina ndo colagena
mais abundante no osso (Komori, 2020). A OC na matriz éssea é parcialmente
descarboxilada em OC subcarboxilato e liberada na corrente sanguinea e, assim,
regula o metabolismo da glicose no pancreas, a sintese de testosterona nos testiculos
e massa muscular (De Toni et al.,, 2017). No osso tem funcéo na qualidade do
crescimento, ja que alinha a apatita biolégica paralelamente as fibrilas de colagenoe,
assim, melhora a resisténcia mecéanica por meio da distribuicdo da carga ao longo do
0sso (Komori, 2020).

Outra proteina importante para o desenvolvimento 6sseo € a osteopontina
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(OPN). Ela esta relacionada a proliferacdo, migracdo e adesao de células-tronco
mesenguimais da medula éssea, osteoclastos e osteoblastos (Si et al., 2020) . Foi
demonstrado que a OPN é um regulador chave para a ocorréncia e desenvolvimento
de muitas doencas relacionadas aos 0Ss0S, como osteoporose, artrite reumatoide e
osteossarcoma (Bouleftour et al., 2019). Como esperado, as funcfes da OPN no 0sso
tornaram-se um ponto importante de pesquisa, de forma que em sua revisdo de
literatura Vancea et al. (2021) concluiram que o nivel sérico de OPN pode ser utilizado
para deteccdo de riscos de fratura 6ssea.

O RUNX2 é um fator de transcricdo fundamental na ossificacdo endocondral. O
RUNX2induzamaturacdo e aumentaa proliferacdo de condrécitos e induz aexpressao
do fator de crescimento endotelial vascular (Komori, 2022). Mutacfes de RUNX2
resultam em displasia cleidocraniana, caracterizada por atraso no fechamento sutural,
hipoplasia das claviculas, térax em forma de funil, presen¢ca de mdultiplos dentes
impactados, juntamente com a presenca de outros defeitos esqueléticos (Marya et al.,
2022). A ausénciado RUNX2 causainsuficiéncia respiratéria, a ma formacao 0ssea e
consequentemente morte em camundongos (Lim et al., 2015). O aumento da sua
expressdo também causa alteragdo 0ssea, como a osteopenia (Kanatani et al., 2006).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo proteinas que clivam componentes
da matriz extracelular, permitindo uma dinamica deposi¢ao e decomposicao (Jiang et
al., 2020). Porisso, sdo mediadores fundamentais da fisiologia 6ssea, e em condi¢cdes
fisiologicas e patoldgicas, ttm um papel de permitir a viabilidade e funcionalidade dos
osteoclastos, osteoblastos, ostedcitos e também para a formacédo e desenvolvimento
de condrocitos, todos afetados pela degradacdo da matriz 6ssea (Khoswanto, 2023).
Quando certas moléculas, como MMPs 2 e 9, ndo estdo presentes durante o
desenvolvimento esquelético, surgem defeitos graves nas placas 6sseas longas,
impedindo a formacé&o éssea normal (Tokuhara et al., 2019).

Dessa forma, pela analise microtomografica serd possivel fornecer evidéncias
gquanto ao crescimento e a densidade mineral do osso trabecular e condilar da maxila
e mandibula dos animais com supressado de testosterona. Além disso, por meio da
analise de OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9 por PCR em tempo real sera possivel
inferirsobre os efeitos biomoleculares da supressao de testosterona em células 6sseas.
Essas analises permitirdo discorrer quanto a susceptibilidade dos individuos com
caréncia de androgeno de sofrerem fraturas 0sseas, osteoporose, perda dentaria,

diminuicéo do rebordo alveolar e quaisquer patologias dependentes do metabolismo
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0sseo para o reparo, além das tendéncias de crescimento, formacao e remodelacéao

Ossea essenciais para o sucesso do tratamento ortodéntico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar as diferencas do crescimento e
desenvolvimento craniofacial entre animais submetidos a supresséao de testosterona na

puberdade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as medidas lineares e angulares dos cranios dos grupos controle e
orquiectomizados por meio de microtomografia computadorizada;

b) Avaliar os padrdes qualitativos e quantitativos do osso da maxila e mandibula
dos grupos controle e orquiectomizados por meio de microtomografia
computadorizada;

c) Comparar o padrdo de desenvolvimento 6sseo dos animais com supressao de
testosterona e os do grupo controle;

d) Avaliar a diferenca naexpressdo génicade biomarcadores (OC, OPN, RUNK?2,
MMP2 e MMP9) relacionados a formacdo e manutencao 6ssea, através do

método de PCR em tempo real em animais normais e orquiectomizados;
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4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais relacionados aos animais foram detalhadosem
estudo anterior (REIS et al., 2022). Nenhum novo procedimento animal foi conduzido
no presente estudo.

4.1 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos envolvendo modelo animal foram previamente submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas, que

aprovou este projeto sob nimero de protocolo 024/2019 conforme anexo (ANEXO A).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O célculo de tamanho de amostra para comparacdo de uma hipotese em dois
grupos ou mais (Miot, 2011) foi realizado utilizando-se os parametros de desvio padréo
da diferenca dos pares e média da diferenca entre os pares do estudo de OMORI et al.
(2020) que avaliou o papel do estrébgeno no desenvolvimento craniofacial. Os
resultados significativos desse estudo permitiram obter o valor de 0,89 para o desvio
padrdo e 0,63 para a média, levando & um valor de 7 animais por grupo.

Aproximadamente 20% dos animais poderiam vir a 6bito apdés a orquiectomia
(Idris, 2012; Pritchett-Corning etal., 2011), devido a hipotermia e infeccbes decorrentes
da cirurgia. Por isso, foi necessario acrescentar mais dois animais por grupo,

totalizando 9 animais por grupo (n=36).

4.3 ANIMAIS

Para o estudo, foram selecionados Rattus norvegicus machos da linhagem
Wistar heterogénios. Espécie bem aceita em pesquisas 6sseas devido ao seu nivel de
proximidade com a fisiologia humana (Bergamo et al., 2022; Cezaretti Feitosa, 2019;
Gibbs et al., 2004; Kichleretal., 2021; Schafrum Macedo;). 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 Padrédo (DP) de

11,26. Em seguida, os animais foram transferidos para o biotério do De partamento de
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Anatomia da UNIFAL-MG.

4.4 CONDICOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTACAO

Para alojamento dos animais, foram usadas caixas de polipropileno de
dimensodes de 49x34x16cm forradas com maravalha. A distribuigéo foi de trés ratos por
caixa, mantidos com acesso livre a racdo e agua filtrada. Os animais ndo foram
aleatoriamente alojados para evitar lesées por mordedura até a divisdo em grupos
experimentais (Brown, 1986; Koolhaas, 2010). Os animais foram mantidos sob

condi¢cdes ambientais controladas, ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura de 21°
a 23° Celsius com exaustéo do ar.

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

De forma aleatoria, trinta e seis animais foram alocados por um pesquisadorem
4 grupos, sendo 2 grupos experimentais e 2 grupos controle (FIGURA 1). Aos 23 dias
de vida, foram realizadas as cirurgias de Orquiectomia e ficticia (SHAM), no grupo
experimental e no grupo controle respectivamente. As cirurgias ficticias foram
realizadas para fins de ajuste dos seguintes fatores de confuséo: anestesia, estresse
cirargico, sintese de tecidos moles e utilizacdo de analgésico. Aos 45 dias foram
eutanasiados um grupo experimental e um grupo controle e aos 73 dias os outros dois

grupos restantes.



30

Figura 1 - Fluxograma de alocacéo de animais
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Eutanasia aos 45 dias Eutanasia aos 73 dias Eutanasia aos 45 dias Eutanasia aos 73 dias
N=9 N=9 N=9 N=9

(" CADA GRUPO )

3 animais — Histotécnica e Imunohistoquimica (Reis et al., 2020)

3 animais - micro-CT

\_ 3 animais — PCR em tempo real Y,

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

4.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A orquiectomia foi o procedimento usado para supressao da testosterona, por
ser o método mais seguro e eficaz para este tipo de estudo em animais. Ela consiste
naremocao dos testiculos e epididimos, o que afeta diretamente os niveis soroldgicos
desse horménio durante a puberdade (Fujita et al., 2004; Li et al., 2009; Mohamad et
al., 2016; Verdonck;De Ridder;Kihn; et al., 1998; Verdonck;De Ridder;Verbeke; et al.,
1998). Como mencionado acima, o grupo controle recebeu umacirurgiaficticia (SHAM).
Um Unico operador previamente treinado por veterinaria e que ndo participou do

processo de alocagdo dos animais realizou os procedimentos cirargicos.
4.6.1 Orquiectomia
A orquiectomia foi realizada no 23° dia de vida do animal, data escolhida depois

da descida dos testiculos, que ocorre proximo ao 15° dia de vida, e antes do 26° dia de

vida, data esta queja iniciadiscreta producéo de testosterona antes da puberdade, que
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ocorre a partir do 35° dia (Lee et al., 1975; Otto et al., 2015). 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). Seguindo
o protocolo de Idris (2012), primeiramente, limpeza e antissepsia da regido cirtrgica foi
realizada com solucéo de PVPI 10%. Os testiculos foram expostos apds uma inciséo
em cada lado do escroto utilizando lamina de bisturi. Foi realizada ligadura das
estruturas do funiculo espermatico com um fio de seda 4.0 mm, antes da remocéo
cirirgica dos testiculos e epididimo. O restante do contetdo escrotal foi reinserido no
escroto e a sintese dos tecidos moles foi realizada com adesivo a base de cianoacrilato
(Figura 2). ApGs a cirurgia, os animais foram medicados com cloridrato de Tramadol
(12,5 mg/kg intramuscular) para analgesia pos-cirargica, de 12h/12h, por um dia. Os
ratos foram observados durante 12 horas ap0és a cirurgiapara a reversao de hipotermia
e pronto atendimento de qualquer complicacao pos-cirurgica. Todos os procedimentos
de manuseio dos animais e experimentais, as medicacdes e posologias seguiram as
diretrizes do Guia de Procedimentos e de Doses em Roedores de Laboratorio da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UNIFAL/MG (Garcia, 2021).

4.6.2 Cirurgia SHAM

Uma cirurgia ficticia (SHAM) foi feita nos animais do grupo controle, seguindo os
mesmos passos operatérios e técnicas para incisdo e sintese dos tecidos, bem como
a reproducdo da anestesia e analgesia. Entretanto, neste caso os testiculos foram

somente movimentados e colocados intactos na posigéo original.
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Figura 2 — Sequéncia da orquiectomia.

Fonte: adaptado de Reis, (2022).
Legenda: a) Inciséo.
b) Exposicéo do testiculo.
c) Extravasamento do conteudo escrotal.
d) Ligadura do funiculo espermaético.
e) Exciséo do testiculo e epididimo.
f) Sintese do tecido mole.

4.7 EUTANASIA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os procedimentos de eutanésia foram realizados de acordo com as diretrizes do
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), 2018. A
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eutanasia foi realizada em um grupo experimental e um controle no 45° dia de vida,
para avaliar o crescimento 6sseo na metade da puberdade. No 73°dia de vida, os dois
grupos restantes foram eutanasiados para avaliar o crescimento 6sseo no fim da
puberdade (Otto et al., 2015). Para o procedimento, os animais foram mortos por
overdose de inalacdo de isoflurano (31% a 760mm Hg). A morte do animal foi
confirmada apds a interrupcdo dos movimentos respiratorios e musculares.

Dos 9 animas de cada grupo experimental, 3 foram destinados a analise
histotécnica e imunohistoquimica (Reis et al., 2022), 3 foram destinados a analise
microtomogréafica e 3 foram destinados para analise de RT-PCR. Os animais tiveram
suas cabecas removidas com guilhotina apds a constatacdo da morte. Para a analise
microtomogréafica, os cranios foram fixados por imersao em formol tamponado a 10%
por 24 horas e armazenados em formol até o escaneamento. Os cranios, para RT-PCR,
dos diferentes grupos, foram armazenados em tubos plasticos livres de RNAses,
identificados e armazenado congelado em Freezer -80°C, até o momento de ser

processado para extragédo e quantificagcdo do DNA.

4.8 ANALISE MORFOMETRICA POR MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

As amostras foram escaneadas em colaboracdo com o Laboratorio de Pesquisa
em Endodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, por meio de um micro tomografo 1174 v.2 (SkyScan, Kontich, Bélgica), fonte de
100 kV e campo de visdo de 50 mm (FOV), com um manipulador de precisdo e um
detector baseado em uma cémera CCD de 11 Mp. A aquisi¢do das imagens foi
realizada conforme parametro de rotacéo de 360°, passo de rotacdo 0.7, e tamanho de
voxel isotrépico de 31,8 um. O tempo médio de escaneamento para cada cranio foi de
65 minutos. As projecdes bidimensionais foram arquivadas no formato Digital Imaging
and Communications in Medicine (DICOM).

As imagens foram reconstruidas e mensuradas utilizando o software Inobitec
DICOM Viewer PRO v2.11 (INOBITEC LLC - RUSSIA - FEDERAC}AO RUSSA). Para
realizar as medidas morfométricas maxilar e mandibular, as imagens 3D foram
alinhadas de forma padronizada em todos os ratos, em vista dorsal, lateral, frontal e
ventral, como orienta Kuchleret al. (2021). Os pontos morfométricos nas imagens
tridimensionais (Tabela 1) que foram utilizados para as mensuracdes esqueléticas

foram selecionados com base em Corte et al. (2019), Fujita et al. (2004), Kuichler et al.
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(2021), Perilloet al. (2014), Wanget al. (2016) e Wei et al. (2017). Um Gnico examinador
calibrado (ICC = 0,992) realizou cegamente todas as analises morfométricas. Cada
medicao foi feita trés vezes e a média das trés medicdes foi utilizada para realizar

analise estatistica.

Tabela 1 — Pontos de referéncia para medidas lineares e angulares

(continua)
Pontos Descricéo
1 Nasale: Intersec¢do dos 0sSsos nasais, ponto rostral.
2 Nasio: Interseccdo dos 0ssos nasais, ponto caudal.
3 Bregma: Interseccdo dos ossos frontais e 0ssos parietais na linha média.
4 Intersec¢cdo dos 0ssos parietais com a face anterior do 0sso interparietal na linha
média.
5 Raiz zigomética conectando o corpo escamoso.
6 Interseccéo frontal-escamosa na crista temporal.
7 Intersec¢do superior e lateral do processo zigomatico e arco zigomatico.
8 Incisura anterior no processo zigomatico.
9 Ponto de margem externa no 0sso nasal.
10 Ponto mais anterior do alvéolo do incisivo superior.
11 Intersec¢cdo do osso maxilar e pré-maxilar no plano sagital médio.
12 Ponto mais caudal do osso palatino no plano sagital médio.
13 Ponto mais ventral do Interesfendide sicondrose no plano sagital médio.
14 Extremidade rostral do osso pré-esfendide no plano sagital médio.
15 O ponto mais lateral do orificio orbital.
16 O ponto mais lateral da face orbital.
17 O ponto lateral mais proeminente na superficie vestibular do primeiro molar superior.
18 Ponto localizado na profundidade da concavidade do contorno lateral da maxila, na

juncdo da maxila e do suporte zigomatico.
19 A ponto na concavidade mais profunda da linha média da maxila entre a espinha

nasal anterior e o préstio.

20 O ponto localizado no pélo lateral da cabeca condilar.

21 O ponto localizado no angulo goniaco da mandibula

22 O ponto localizado na incisura antegonial

23 O ponto mais inferior da sinfise mandibular no plano sagital médio
24 Forame mental anterior proeminente

25 O ponto mais superior do processo condilar direito

26 Ponto mais posterior do condilo

27 Ponta do angulo mandibular

28 Ponto no contorno mais inferior do processo angular da mandibula
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Tabela 1 — Pontos de referéncia para medidas lineares e angulares

(conclusao)

Pontos | Descricéo

29 Ponto inferior na sinfise mandibular

30 Ponto da borda inferior no alvéolo incisivo inferior (juncdo osso-dente)

31 Ponto mais proeminente entre as bordas incisais do incisivo inferior

32 Ponto da borda superior no alvéolo incisivo inferior (juncdo osso-dente)

33 Ponto na interseccdo entre o osso alveolar mandibular e a superficie mesial do

primeiro molar

34 Incisuras sigmoides.

35 Ponto mais superior do processo corondide.

36 Ponto médio do diastema.

37 Cuspide mesial 1° molar inferior.

38 Processo alveolar distal ao Ultimo molar inferior.

39 Cuspide mesial 1° molar superior.

40 Processo alveolar distal ao Gltimo molar superior.

41 Ponto da borda inferior no alvéolo incisivo superior (juncdo osso-dente).
42 Ponto mais proeminente entre as bordas incisais do incisivo superior.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Nas figuras 3 e 4 mostram 0s pontos nas imagens utilizados para as
mensuracgoes. As tabelas 2 e 3 demonstram as medidas lineares e angulos utilizados
para as comparagcdes dos grupos.

Posteriormente, para analise qualitativa da estrutura 6ssea do céndilo
mandibular e da regido do osso palatino foi feita a segmentacao da area de interesse
na microtomografia com o software Inobitec® DICOM Viewer. A referéncia para o corte
da imagem do coéndilo foi o ponto mais céncavo da incisura mandibular e o ponto mais
anterior do ramo da mandibula (Figura5). Naregido palatinafoi segmentado no sentido
anteroposterior da mesial dos primeiros molares até a distal dos terceiros molares, e no
sentido transversal, uma linha perpendicular aos tracados anteriores, cruzando os

pontos mais convexo dos forames incisivos (Figura 6).



Figura 3 — Pontos de referéncia para analise micro tomografica do cranio.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
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Figura 4 — Pontos de referéncia para analise micro tomogréafica frontal do cranio e
mandibula.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
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Tabela 2 - Medidas lineares e angulos do cranio.

Linear Descricao Linear Descricao
1-2 Comprimento do 0sso nasal 1-22 -
2-3 Comprimento do osso frontal 1-16 -
34 Comprimento do 0sso parietal 15-15 -
1-12 Comprimento facial 16-16 -
2-14 Comprimento anterior da base do 20-20 -
cranio
2-11 Altura facial 17-17 -
3-13 Altura craniana anterior 18-18 -
4-13 Craniana media 40 - 40 Largura do arco
2-7 - 39 -39 Distancia inter molar
3-9 - F Comprimento do arco
3-7 - E Comprimento do  segmento
posterior
9(L) — 9(R) Largura nasal D Comprimento do diastema
8(L) — 8(R) Largura zigomatica anterior
(Facial)
7(L) — 7(R):  Largura interzigomatica
6(L)-6(R): Largura frontal
5(L)-5(R) Largura interparietal
1-23 Plano médio sagital
19-23 Plano médio sagital (terceiro
médio)
18-22 Planos dentarios frontais
Angulo Descrigéo
13-2-3 Angulo rostral da cavidade
craniana
2-3-4 Angulo médio anterior da abébade
craniana
12-2-1 Angulo “snout”
13-2-10 Angulo cranio-maxila

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Nota: As medidas com o campo "Descricdo" vazias ndo foram nomeadas pelos autores que as
idealizaram.



Tabela 3 - Medidas lineares e angulos mandibulares
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Linear Descricdo Linear Descricao
25R-25L Largura mandibular 32-31 -
21 -21 Distancia dos angulos goniacos da 28-25 -
mandibula
22 -22 Distancia entre pontos localizados  20(R)-20(L) Distancia intercondilar
na incisura antegonial
17 - 17 Distancia entre os pontos laterais 35(R)-35(L) Distancia intercoronoidal
mais proeminente na superficie
vestibular do primeiro molar
inferior
24 - 24 Distancia entre os forames 34(R)-34(L) Largura entre as incisuras
mentais anteriores sigméides
26-27 Altura mandibular 36(r)-36(1) Distancia interdiastemal
26-32 Superior mandibular 38(r)-38(1) Largura do arco
27-29 Altura mandibular inferior 37(nN-37(1) Distancia intermolar
27-25 - C Comprimento do arco
29-28 - A Comprimento do segmento
posterior
29-25 - B Comprimento do diastema
30-31 - 32-31 -
32-33 - 28-25 -
Angulo Descricéo Angulo Descricao
28-29-31 - 31-27-32  Angulo Maxila-Mandibula
25-28-29 -

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Nota: As medidas com o campo "Descricdo" vazias ndo foram nomeadas pelos autores que as
idealizaram.

Para obtencdo dos dados qualitativos do condilo e do palato fez-se o uso do
plugin BoneJ do software FIJI (Schindelin etal., 2012). Os valores estruturais obtidos
foram grau de anisotropia (“Degree of Anisotropy” -DA), relacdo quantidade 6ssea
sobre volume total (BV/TV), medida do grau de conexdes da estrutura 6ssea, isto é,
conectividade (Conn.D.), espessura média das trabéculas (Tb.Th.) e didametro médio
das cavidades que contém a medula 6ssea (Th.Sp.) (Domander et al., 2021; Silva et
al., 2010).

Os parametros utilizados no Fiji para analise 6ssea foram os descritos por
Domander et al. (2021):
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a) GaussianBlur (3D) comum sigma de 2,0 emtodas as 3 dimensfes para suavizar
0 0SSO;

b) Adjust > Threshold, selecione Dark background e Stack histogram, clique em
Auto e depois aplicar;

c) Converter pilha em binario, desmarque todas as caixas de selecéo e selecione
Método: Padréo, Plano de fundo: escuro;

d) Purify para remover pequenas particulas de fundo;

e) Anisotropy e selecione Minimos recomendados, cligue em OK para calcular DA;

f) Connectivity > conectivity;

g) Moments of inercia;

h) Fraction> “Are/\VVolume fraction”,

i) Thinkness e selecione Both, clique em OK para calcular Tb Th e Tb Sp;

Figura 5 — Ponto de segmentacéo do condilo para andlise quantitativa.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).



41

Figura 6 — Ponto de segmentacao do palato para analise quantitativa.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

4.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Os protocolos utilizados foram de acordo com Sambrook,Russell (2006) de uso
comum na expressao génica — Reacado Quantitativa de Polimerase em Cadeia em
Tempo Real (RT-PCR). Amostras da regido do condilo, regido retro molar e da regiao
da sutura palatina foram utilizadas para analise (Figura 7). Inicialmente as amostras

foram pesadas para dar sequéncia as diversas etapas para posterior avaliacdo da

expressao génica.
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Figura 7 — Regibes de segmentacdo para analise de expressao genica.

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

4.9.1 Extracao de RNA

Com o objetivo de obter o RNA total, as amostras de tecido 6sseo foram
inicialmente maceradas em grau e pistilocontendo nitrogénioliquido. Depois os tecidos
foram imersos em reagente Trizol (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad/CA, EUA),
na propor¢cdo de 1 mL de Trizol para cada 1 mg de tecido, como recomenda o
fabricante, sendo agitado por 30 segundos e mantidos a temperatura ambiente por 5
minutos. Apés homogeneizagdo em agitador de tubos, adicionou 0,2 mL de cloroférmio
para cada mL de suspensao, e realizou centrifugacdoa 12.000 x g por 15 minutos, a
4°C, com formagéao de duas fases. O sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para
um novo tubo, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol, sofrendo
agitacdo em vortex e incubado por 20 minutos a -20°C para precipitar o RNA da fase
aguosa. Foi feito uma nova centrifugacdonostubosa 10.000 x g, por 10 minutos, a 4°C
e, o precipitado foi lavado em etanol a 75% e posteriormente seco a temperatura
ambiente. Posteriormente as amostras foram suspensas em 50 pL de agua deionizada
estéril, tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e livre de RNAse, incubadas por 10
minutos a 56°C, e armazenadas no freezer a -80°C.

A concentracdo de RNA total nas amostras foi determinada por meio de um
espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Este equipamento de posse de
dois valores de absorbancia, 260 e 280 nm, forneceu a quantidade (ng/uL) e qualidade
do RNA total.
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4.9.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

De acordo com o protocolo descrito pelo fabricante do kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), por reacéo de
transcricao reversa, obteve-se sintese do cDNA a partir do RNA total. As amostras
contendo RNA total, foram descongeladas e mantidas em gelo. Novos tubos
eppendorfs de 0,1 mL foram preparados e identificadas para transcricdo do cDNA.
Utilizou-se 2 ug de RNA total de cada amostra para a sintese do cDNA. Adicionou-se
as amostras a quantidade recomendada pelo fabricante de cada componente do kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (tampdo RT, dNTP mix, primers,
Multiscribe™ transcriptase reversa e agua livre de nuclease) para obtencdo de um
volume final de 40 pL. As amostras foram colocadas em placas adaptadas para
termociclador Veriti (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) e programado para
atingir as condi¢des de ciclagem recomendadas pelo fabricante: as amostras foram
incubadasa 25°C por 10 minutos para ligacdo do primer ao RNA, seguidade incubacéo
a 37°C por 2 horas para transcri¢cdo reversa, utilizando a enzima transcriptase reversa,
e posterior incubagéo a 85°C por 5 segundos para inativagdo da enzima e finalizagéo
do processo. Apos a obtencdo do cDNA, as amostras foram estocadas em freezer a -
20°C até arealizacdo do RT-PCR.

4.9.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ap0s Transcrigcdo Reversa ou PCR
em tempo real (RT-PCR)

Os cDNAs dos genes de interesse, TCIRG1 (OC), OPN, RUNX2, MMPs 2 E 9,
e do gene constitutivo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), foram
amplificados em aparelho para PCR em tempo real (tabela 4). As leituras de
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento StepOne Plus® (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EUA). Para controle negativo usou agua deionizada, o
Gapdh foi utilizado como gene de referéncia e foi adicionado aos primers RNA de uma
amostra, ao invés de cDNA, para confirmar auséncia de DNA gendmico para 0s
experimentos da reacao de RT-PCR.

As amplificagdes por PCR foram realizadas em duplicata utilizando placas de 96
pocos. Para as reacdes de RT-PCR foram utilizadas 10 ng de cDNA de cada amostra,

e adicionadas 10 pL de Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems®,
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Foster City, CA, EUA), 1 uL de TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EUA), e acrescido de quantidade necesséria de agua
livre de RNAse para obtencdo de uma solucédo com volume final de 20 uL por poco.
Montou-se o layout da placa para as reacdes de RT-PCR serem lidas no aparelho
StepOne Plus®, que realizou as rea¢des de amplificacdo e deteccao.

As condicdesde amplificacdo das diferentes etapas da reacéo de RT-PCR foram
realizadas de acordo com as recomendac¢des de tempo e temperatura propostas pelo
fabricante: estagio 1- 95°C por 10 minutos para ativacao da polimerase; estagio 2- 40
ciclos com temperatura de 95°C por 15 segundos para desnaturacdo do DNA e 60°C
por 1 minuto para anelamento do primer e polimerizacéo.

Os dados foram analisados no software StepOne™ versdo 2.3. Todas as
reacOes foram submetidas as mesmas condicdes de analise e normalizadas pelo sinal
do corante de referéncia passiva ROX para corre¢cdo de flutuagdes na leitura néo
relacionadas ao PCR, ou seja, flutuacdes decorrentes das variacbes de volume e
evaporacao ao longo da reacao de PCR. Os resultados foram analisados com base no
valor do ciclo limiar CT (cycle threshold). Os resultados expressos em valores de CT
foram transferidos para planilhas e agrupados em dois grupos de estudo ORX e SHAM

e de periodo experimental de 45 e 73 dias.

Tabela 4 - Primers utilizados no RT-PCR em tempo real para os alvos.

ENSAIO NUMERO DO CATALOGO
TCIRG1 (OC) MmO0505969 cn
OPN MmO00172574 cn
RUNX2 MmO00655618_cn
MMP 2 Mm00254652_cn
MMP 9 MmO00065775_cn
Gapdh MmO00186817_cn

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

4.9.4 Analise dos Resultados

Com o intuito de avaliar a eficiéncia de amplificacdo de cada gene-alvo, foi
realizado diluicBes seriadas de cDNA para que sejam submetidas a amplificacao nas
mesmas condicfes acima citadas. O grafico gerado pela concentracdo de cDNA e os

respectivos valores de CT foi empregado para o célculo da equacdo de regresséo e a
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correlacdo entre as variaveis pelo R-quadrado.

Foi utilizado o programa 7500 systems software para analisar os dados Opticos
de todas as amostras, calcular os AACT e por fim a quantificacao relativa (QR). O
Método AACT foi validado para o calculo da expresséo relativa de todos os genes
avaliados por meios dos primers utilizados no presente estudo. Em cada amostra, o
ACQ é determinadosubtraindoo CT do genede referénciado CT do genede referéncia
da mesma amostra, gerando assim o ACT. O calculo de expressao relativa (AACT) foi
realizado a partir da diferengaentreo ACT do geneda amostra do grupode intervencéo
(ORX) e 0 ACT do mesmo gene apresentado pelo grupo controle (SHAM).

A quantificacdo relativa foi obtida usando a expressdo QR=2-22CT e representa
a proporcdo da expressdo de um gene expresso na amostra de intervencao ORX em

relacdo ao gene expresso na amostra controle SHAM.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das medidas cefalométricas foram tabulados no programa Microsoft
Excel e a analise estatistica foi realizada no software IBM SPSS Statistics for Windows
(Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp). A média aritmética das medidas obtidas em
triplicata foi consideradaa variavel dependente do estudo. O teste de Mann-Whitney foi
aplicado devido ao n de cada grupo ser menor que 30. Os grupos experimentais ORX
e SHAM foram comparados em cada tempo experimental. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

Os resultados do RT-PCR para cada gene foram agrupados de acordo com 0s
diferentes grupos de estudo e de periodo experimental, e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Bonferroni. A diferencafoi considerada

estatisticamente significante quando p<0.05.
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5 RESULTADOS

Sete animais ndo completaram o experimento devido as complicagbes na
anestesia (n=5) e lesdes por mordedura (n=2). Com as seguintes distribui¢cdes entre os
grupos: 3 perdas — ORX 45 dias, 2 perdas — ORX 73 dias, 1 perda - SHAM 45 dias, 1
perda — SHAM 73 dias.

5.1 MEDIDAS CEFALOMETRICAS

A comparacédo entre as médias das medidas microtomograficas entre os grupos
ORX e SHAM, aos 45 e 73 dias, estdo nastabelas 5 e 6. No geral, as medidas lineares
dos cranios e mandibulas ndo seguiram uma tendenciano grupo ORX em relacdo ao
grupo SHAM, isto é, algumas medidas foram maiores e outras menores
estatisticamente. Houve também medidas que ndo apresentaram diferencaentre os
grupos (p>0,05).

Nas medidas cranianas, 0 comprimento do osso nasal (1-2) e a altura facial (2-
11) tiveram medidas menores no grupo ORX em ambos os periodos de 45 e 73 dias
(p<0,05).

A altura craniana anterior (3-13), o comprimento anterior da base do cranio (2-
14), plano dentario frontal (18-22), largura nasal (9R-9L), largura Inter zigomética (7L-
7R), largura frontal (6L-6L) e as medidas 20-20, 17-17, 3-9 foram menores no grupo
ORX do que no grupo SHAM aos 45 dias, com diferengas estatisticamente
significativas. As medidas 9-9, 18-18, 3-7 e comprimento do segmento posterior foram
menores e estatisticamente significantesnogrupo ORX em relagcédo ao grupo Sham aos
73 dias (p<0,05).

Algumas medidas foram estatisticamente maiores no grupo ORX em relacéo ao
SHAM no cranio: 3-4, plano médio sagital (19-23) no periodo de 45 dias. Medidas 2-3,
largura zigoméatica anterior (5-5) e comprimento do diastema (D) foram maiores no
periodo de 73 dias (p<0,05).

N&o foram encontrados diferencgas significativas no cranio para o osso frontal (2-
3), 0sso parietal (3-4), comprimento facial (1-12), angulo médio da abdbada craniana
(2-3-4), plano médio sagital (1-23), largurafacial (8R-8L) e largura do arco (40-40) em

ambos os periodos (p>0,05).



Tabela 5 — Comparacéo das medidas lineares e angulares do cranio (mm).
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45 DIAS 73 DIAS
ORX SHAM ORX SHAM
SEGMENTO Média (DP) | Média (DP) | p Média (DP) | Média (DP) p
CRANIO LATERAL
1-2 13,56 (0,14) 13,93 (0,20) 0,039 16,18 (0,19) 17,14 (0,17) 0,020
2-3 13,31 (0,58) 13,49 (0,50) 0,439 13,68 (0,21) 13,69 (0,90)  >0,999
34 8,20 (0,15) 7,99 (0,36) 0,439 8,39 (0,24) 8,22 (0,30) 0,197
1-12 25,16 (0,29) 25,15 (0,28) 0,795 27,52 (0,19) 27,53 (0,16)  >0,999
2-14 8,39 (0,13) 8,90 (0,25) 0,020 10,52 (0,39) 10,16 (0,15) 0,121
2-11 9,90 (0,03) 10,31 (0,20) 0,020 11,29 (0,23) 11,81 (0,13) 0,020
3-13 9,22 (0,13) 10,32 (0,71) 0,039 11,16 (0,12) 11,00 (0,21) 0,302
ANGULOS

13-2-3 38,52 (1,15)  46,22(1.61) 0,020 43,90 (3,23) 41,36 (0,98) 0,302
2-3-4 167,70 155,04 0,071 170,07 166,68 0,302

(1,97) (8,09) (3,33) (6,97)
12-2-1 117,82 114,09 0,020 110,39 113,74 0,121

(1,51) (1,20) (2,46) (1,99)
13-2-10 116,22 106,05 0,020 112,05 107,96 0,606

(0,70) (2,01) (4,98) (0,49)

CRANIO FRONTAL
1-23 15,31 (0,03) 15,36 (0,22) 0,517 18,32 (2,22) 18,79 (0,20) 0,796
19-23 11,45 (0,26) 10,99 (0,03) 0,020 13,26 (0,98) 14,12 (0,12) 0,300
18-22 8,21 (0,26) 9,32 (0,19) 0,020 8,97 (0,32) 9,46 (0,09) 0,071
1-22 21,10 (0,30) 21,45 (0,48) 0,197 21,98 (1,43) 22,52 (0,14)  >0,999
1-16 20,09 (0,25) 20,00 (0,23) 0,796 20,33 (1,86) 21,11 (0,48)  >0,999
15-15 10,78 (0,12) 10,95 (0,17) 0,197 11,85 (0,23) 12,23 (0,10) 0,039
16-16 20,05 (0,11) 18,95 (0,12) 0,020 20,90 (0,07) 21,46 (0,20) 0,020
20-20 18,78 (0,04) 17,92 (0,35) 0,020 18,76 (0,19) 18,69 (0,01)  >0,999
17-17 8,59 (0,05) 8,77 (0,05) 0,020 8,98 (0,21) 9,01 (0,11) >0,999
18-18 8,28 (0,11) 8,21 (0,18) 0,300 9,08 (0,38) 8,43 (0,34) 0,028
SUPERIOR DO CRANIO
1-2 13,02 (0,02) 14,09 (0,35) 0,020 15,53 (0,48) 16,28 (0,16) 0,020
2-3 13,08 (0,15) 13,28 (0,52) >0,999 13,57 (0,13) 13,13 (0,17) 0,020
2-7 12,72 (0,24) 12,83 (0,74) >0,999 14,30 (0,52) 14,62 (0,18) 0,606
39 22,11 (0,12) 22,77 (0,31) 0,039 24,05 (0,27) 24,01 (0,12) 0,364
3-7 15,73 (0,07) 15,76 (0,12) 0,697 16,56 (0,22) 16,93 (0,07) 0,039
9(L) - 9(R) 6,60 (0,10) 6,10 (0,19) 0,020 6,96 (0,49) 6,90 (0,13) 0,796
8(L) — 8(R) 10,48 (0,06) 10,70 (0,21) 0,071 11,39 (0,15) 11,43 (0,09) 0,606
7(L) - 7(R): 19,88 (0,14) 19,06 (0,41) 0,020 21,31 (0,48) 21,54 (0,05)  >0,999
6(L)-6(R): 11,37 (0,15) 10,96 (0,27) 0,019 10,63 (0,46) 10,98 (0,12) 0,243
5(L)-5(R) 15,64 (0,38) 15,19 (0,45) 0,439 15,93 (0,44) 15,29 (0,17) 0,039
INFERIOR DO CRANIO

40 — 40 6,96 (0,13) 7,00 (0,31) 0,152 6,97 (0,12) 7,15 (0,18) 0,152
39 -39 5,96 (0,25) 6,04 (0,13) 0,796 6,28 (0,56) 6,73 (0,01) 0,435
F 19,65 (0,08) 19,48 (0,61) 0,439 20,58 (0,09) 20,94 (0,22) 0,039
E 7,66 (0,07) 7,52 (0,13) 0,154 7,31 (0,24) 7,79 (0,19) 0,038
D 12,24 (0,02) 12,12 (0,57) 0,121 13,42 (0,13) 13,11 (0,20) 0,028

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Notas: DP: Desvio Padrédo. Teste Man-Whitney foi utilizado. Valores em negrito indicam significancia

estatistica (p<0,05).

Nas medidas da mandibula, o comprimento do diastema (B) apresentou medida

menorno grupo ORX e estatisticamente significativa em ambos os periodos de 45 e 73
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dias. A largurado condilo e a medida 29-25 foram menores no grupo ORX do que no
grupo SHAM aos 45 dias (p<0,05). A largura mandibular (25-25), largura do condilo, a
distanciaintercoronadide (35-35), distancia entre os forames mentais (24-24), largura do
arco (38-38), comprimento do seguimento posterior do arco (A) e superior mandibular

(26-32) foram maiores no grupo ORX em relacdo ao grupo Sham aos 73 dias (p<0,05).

Tabela 6 — Comparacao das medidas lineares e angulares da mandibula (mm).

45 DIAS 73 DIAS
ORX SHAM ORX SHAM
SEGMENTO | Média (DP) | Média (DP) | p Media (DP) Média (DP) | p
FRONTAL MANDIBULA
25(R)-25(L) 17,47 (0,05) 16,91 (0,26) 0,020 17,17 (0,26) 17,78 (0,17) 0,020
21 -21 11,30 (0,06) 11,19 (0,16) 0,300 11,81 (0,16) 11,94 (0,20) 0,439
22 -22 8,60 (0,10) 8,89 (0,35) 0,197 9,19 (0,11) 9,12 (0,07) 0,364
17 - 17 8,76 (0,36) 8,81 (0,11) 0,697 9,19 (0,38) 9,21 (0,08) >0,999
24 - 24 7,19 (0,11) 7,15 (0,10) 0,515 7,31 (0,14) 7,66 (0,05) 0,020
SUPERIOR MANDIBULA
largura condilar 1,54 (0,35) 1,96 (0,08) 0,020 1,58 (0,08) 1,68 (0,12) 0,195
20(R)-20(L) 18,09 (0,13) 17,03 (0,29) 0,020 17,79 (0,03) 17,99 (0,03) 0,019
35(R)-35(L) 17,21 (0,04) 16,71 (0,18) 0,020 17,85 (0,09) 18,10 (0,09) 0,019
34(R)-34(L) 16,86 (0,04) 15,47 (0,07) 0,018 16,49 (0,19) 16,60 (0,05) 0,604
36(R)-36(L) 5,56 (0,09) 5,38 (0,17) 0,070 5,35 (0,13) 5,56 (0,15) 0,197
38(R)-38(L) 9,10 (0,14) 8,86 (0,07) 0,020 8,88 (0,14) 9,11 (0,12) 0,070
37(R)-37(L) 5,83 (0,10) 5,68 (0,03) 0,019 6,30 (0,27) 6,36 (0,04) >0,999
A 7,80 (0,09) 7,79 (0,11) 0,795 7,49 (0,22) 7,94 (0,13) 0,020
B 5,44 (0,11) 5,99 (0,36) 0,020 4,91 (0,35) 5,83 (0,11) 0,020
C 17,87 (0,13) 17,95 (0,13) 0,300 18,90 (0,24) 18,76 (0,11) 0,302
LATERAL DA MANDIBULA
26-27 6,99 (0,10) 7,39 (0,69) 0,121 8,57 (0,08) 8,01 (0,07) 0,020
26-32 23,46 (0,04) 23,56 (0,10) 0,300 25,29 (0,38) 25,78 (0,09) 0,028
27-29 17,75 (0,13 17,63 (0,55) >0,999 19,55 (0,16) 19,58 (0,28) 0,897
27-25 8,56 (0,05) 8,33 (0,200 0,071 9,75 (0,08) 9,02 (0,05) 0,020
29-28 14,60(0,05) 14,94 (0,65) >0,999 15,46 (0,27) 15,52 (0,16) 0,606
29-25 19,22 (0,14) 19,91 (0,14) 0,020 21,71 (0,18) 21,50 (0,02) 0,120
30-31 9,56 (0,06) 9,58 (0,56) >0,999 11,19 (0,20) 10,70 (0,01) 0,020
32-33 6,65 (0,23) 6,42 (0,05) 0,431 7,20 (0,31) 7,79 (0,05) 0,020
32-31 5,78(0,02) 5,78 (0,05) >0,999 6,75 (0,32) 6,27 (0,16) 0,039
28-25 10,57 (0,05) 10,35 (0,16) 0,195 11,93 (0,25) 11,87 (0,02) >0,999
ANGULOS

28-29-31 134,81 (0,72) 132,77 (1,44) 0,121 132,86 (1,17) 134,86 (0,71) 0,039
25-28-29 99,64 (0,37) 100,84 (2,11) 0,796 102,98 (0,89) 101,62 (0,61) 0,071
31-27-32 45,56 (0,36) 43,48 (0,58) 0,020 45,89 (1,40) 42,42 (0,40) 0,020

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Notas: DP: Desvio Padrdo. Teste Man-Whitney foi utilizado. Valores em negrito indicam significancia
estatistica.

As medidas 25-25, distancia intercondilar (20-20), intercorondide (35-35), entre
as incisuras sigmoides (34-34), largura do arco (38-38) e distancia intermolar (37-37)

foram maiores no grupo ORX aos 45 dias (p<0,05). Comparadas ao grupo de 73 dias,
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as seguintes medidas mandibulares também foram maiores no grupo ORX e
estatisticamente significativas: altura mandibular (26-27), 27-25, 30-31 e 32-31
(p<0,05).

Com relagéo aos angulos, observou medidas menores no grupo ORX do angulo
rostral da cavidade craniana (13-2-3) aos 45 dias e do angulo 28-29-31 aos 73 dias.
Medidas maiores foi observado no grupo ORX do angulo “snout” (12-2-1), o angulo
cranio-maxila (13-2-10), somente no periodo de 45 dias. O angulo maxila-mandibula
(31-27-32), apresentou medidas maiores, no grupo ORX, em ambos os periodos, 45 e
73 dias (p<0,05).

N&do foram encontradas diferencas significativas na mandibula para o
comprimento do arco (C), altura mandibularinferior (27-29), medidas 21-21, 22-22, 17-
17, 28-25 e angulo cranio mandibular (5-2-12), em ambos os periodos (p>0,05).

Com relacdo as 7 medidas angulares analisadas, 3 éangulos cranianos
apresentaram numeros estatisticamente diferentes no cranio de 45 dias, o angulo 13-
2-3 foi maior no grupo SHAM e os angulos 12-2-1 e 13-2-10 foram maiores no grupo
ORX, ou seja, os cranios do grupo SHAM tenderam a apresentar um crescimento mais
verticalizados e os do grupo ORX um crescimento mais horizontal. Estas medidas né&o
se repetiram nos cranios de 73 dias, e nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos
em questdo. Com relacdo as medidas angulares da mandibula, estas apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em dois angulos no periodo de 73 dias,
medidas estas que estao relacionadas ao incisivo inferior dos ratos. Os angulos 28-29-
31 nos mostra que o inciso inferior se mostrou mais verticalizado no grupo ORX do que
no grupo SHAM. O angulo31-27-32 e as medidas lineares 30-31 e 32-31 mostram que
a média de tamanho dos incisivos inferiores no grupo ORX € maior que 0s incisivos

inferiores do grupo SHAM.

5.2 VOLUME OSSEO, ANISOTROPIA E TRABECULADO DO CONDILO

Na comparacdo das médias dos grupos (tabela 7), a orquiectomia nao alterou
significativamente as estruturas do trabeculado condilar, (p<0,05). As medidas VB/TV
e Conn.D, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativasentre os grupos
(p>0,05). A medida de anisotropia nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,165).

Na avaliacédo do trabeculado das amostras dos condilos, ndo houve diferenca
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estatisticamente significativa (p>0,05), tanto na espessura trabecular (Tb. Th.), quanto

no espacamento das trabéculas (Tbh. Sp.).

Tabela 7 — Andlise quantitativa do condilo.

45 DIAS 73 DIAS
ORX SHAM ORX SHAM
Média (DP) Média (DP) | p Média (DP) Média (DP) | p
DA 0,81 (0,02) 0,83 (0,02) 0,348 0,84 (0,02) 0,82 (0,14) 0,165
BV 14,78 (0,92) 13,55 (0,72) 0,165 14,63 (0,54) 13,89 (0,62) 0,165
BV/TV 0,18 (0,002) 0,13 (0,01) 0,064 0,11 (0,03) 0,10 (0,05)  >0,999
Conn, D 0,009 (0,01) 0,006 (0,03) 0,814 0,018 (0,10) 0,010 (0,01) 0,355
Tb. Th. (mm) 0,83 (0,000 0,78 (0,08) 0,355 0,74 (0,05) 0,73 (0,01)  >0,999
Tb. Sp. (mm) 3,30 (0,06) 4,46 (0,60) 0,064 4,90 (0,45) 4,83 (1,01)  >0,999

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Notas: DP: Desvio Padréo. Teste Man-Whitney foi utilizado. Significancia estatistica: p<0,05. DA:
anisotropia, BV: volume ésseo, TV: volume total, BV/TV: quantidade éssea em fungdo do
volume da amostra, CONN. D: numero de trabéculas conectadas, TB. Th: espessura
trabecular, TB Sp: separagéo trabecular.

5.3 VOLUME OSSEO, ANISOTROPIA E TRABECULADO DO PALATO

No palato ndo houve diferencas nas medidas estruturais ésseas entre grupo
ORX e SHAM analisadas (tabela 8). A orquiectomia ndo alterou o volume ésseo (BV) e
0 grau de anisotropia (DA), p=0,05 e p=0,82 respectivamente.

A proporcdo volume 0Osseo/ volume total e no Conn.D ndo apresentaram
diferencaestatistica, p=0,50 e p=0,51 respectivamente. A avaliacdo do trabeculado das
amostras do palato, ndo apresentou diferencatanto na espessura trabecular (p=0,12),
guanto no espagamento das trabéculas (p=0,51).

Tabela 8 — Anélise quantitativa do palato.

ORX SHAM
Média (DP) Média (DP) | p

DA 0,80 (0,07) 0,81 (0,04) 0,825

BV 7,83 (0,41) 9,06 (0,29) 0,050

BV/TV 0,21 (0,09) 0,14 (0,02) 0,507

Conn, D 0,24 (0,14) 0,22 (0,32) 0,513

Th. Th. (mm) 0,61 (0,01) 0,57 (0,04) 0,127

Th. Sp. (mm) 2,02 (0,90) 2,44 (0,37) 0,513

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Notas: DP: Desvio Padrdo. Teste Man-Whitney foi utilizado. SignificAncia estatistica: p<0,05. DA:

anisotropia, BV: volume 6sseo, TV: volume total, BV/TV: quantidade éssea em funcéo do volume
daamostra, CONN. D: nimero de trabéculas conectadas, Tb. Th.: espessura trabecular, Th. Sp.:

separacéao trabecular.
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5.4 RESULTADO DA EXPRESSAO GENICA.

A orquiectomia causou alteracdo na expressao dos genes relacionados ao
desenvolvimento 6sseo da regido retro molar, nos dois tempos experimentais entre 0s
grupos ORX e SHAM (Figura 8), p<0,05. Houve um valor estatisticamente menor de
OPN e MMP 9 no gupo ORX em relacdo ao grupo SHAM nos dois tempos
experimentais.

E em relagéo aos genes OC, RUNX2 e MMP 2 houve umaumento da expressao
na amostra de 45 dias no grupo ORX. Mas foi observado que na amostra de 73 dias,
estes mesmos genes apresentaram reducédo em relagcdo ao grupo controle de forma

estaticamente significante.

Figura 8 - Expressdo génica de biomarcadores na regido retro molar nos grupos
SHAM e ORX de 45 e 73 dias.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Nota: * indica diferenga significativa em relagdo aos controles (p < 0,05).



52

A expressao de genesda regido condilar esta demonstrada nafigura 9. Nao foi
encontrado diferencas na expressao génica dos biomarcadores analisados das
amostras do condilo com supresséao de testosterona, com excecao do RUNX2, que foi
menos expresso no grupo ORX comparado ao grupo SHAM na amostra de 45 dias
(p<0,05).

Figura 9 — Expresséo génica de biomarcadores no condilo nos grupos SHAM e ORX de

45 e 73 dias.
o OPN s RUNX2
g ocC 8 g
< 254 S 257 - shavas =] mm SHAM 45
5 m SHAM45 S 3 i
§ 201 D ORX4s & 207 = ORX45 & | ORX45
(3] N i
22 B SHAM 73 gé 154 B SHAM73 g 5 2 B SHAM 73
£3 O ORX73 5 8 =1 ORX 73 Eﬁ * = ORX 73
N = -
o g 1.04 o T 1.04 2%, m—
gE g E 2E
E 0.5+ © 0.5 5
2 0.0~ s 0.0~ Z o-
E ® P A2 0 E ® P Ao £ o?’_\_v"@«'b'\'b
- ®&®+« §Q+?§Q:‘. ,z.?‘oq',z&o‘!j'
K T & & O S & &
a MMP2
3 2 MMP9
= 2.0q < _
3 - SHAM45 = 20 mm SHAM 45
Qo
° & 154 B ORX 45 §' 15 =3 ORX 45
22 I SHAM 73 :é')’é : = SHAM 73
[
5§ 1.09 &3 ORXT3 %E 1.0 03 ORX 73
3 s o5
L € o E
5 0.5+ £ 05
< c
g <
% 0.0- ; Z 0.0
O AD
= LN E LIRSS
S St
K CF 0 g Yo

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Nota: * indica diferenca significativa em relacao aos controles (p < 0,05).

Todas as expressdes de genes, das amostras analisadas na regido da sutura
palatina (figura 10) apresentaram reducéo da expressdo no grupo de intervencdo na
amostra do periodo de 45 dias (p<0,05). Nas amostras de 73 dias, RUNX 2, MMP 2,
MMP 9 e OC ficaram menos expressos no grupo ORX (p<0,05). A expressao dos genes
relativos ao FGF 2 foimaior no grupo ORX em relacdo ao SHAM no periodo de 73 dias.
Nao apresentou diferenca de expressdo da OPN, periodo de 73 dias, no grupo de

intervencéo comparado ao controle (p>0,05).
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Figura 10 - Expressao génica de biomarcadores na de sutura palatina nos grupos
SHAM e ORX de 45 e 73 dias.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024).
Nota: * indica diferenga significativa em relagdo aos controles (p < 0,05).

6 DISCUSSAO

Atualmente a micro CT tem sido amplamente utilizada para caracterizar micro
estruturas O0sseas e avaliar morfologia e densidade mineral. O presente estudo
demonstrou que a orquiectomia produziu alteragcdo em muitas medidas no grupo ORX
em comparacdo ao grupo SHAM, colaborando para confirmar a hipétese de que a
supressao de testosterona altera o crescimento e desenvolvimento craniofacial. Além
disso, a associacdo da expressdo de genes, de proteinas relacionadas
desenvolvimento e manutencéo 6ssea (OC, OPN, RUNK2, MMP2 e MMP9), em
animais com supressao de testosterona foi investigada pela primeira vez.

A supressédo deste hormonio alterou grande parte das medidas maxilares e
mandibulares durante a puberdade de ratos orquiectomizados no 23° dia de vida

(p<0,05), mas o volume e estrutura 6ssea trabecular do coéndilo dos ratos
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orquiectomizados néo foi influenciado de forma estatisticamente significativa. Estes
resultados corroboram com Fujitaet al. (2006), Reis et al. (2022) e Verdonck; De Ridder;
Kihn et al. (1998) de que a supressao de testosterona influencia mais a ossificacao
intramembranosa do que a endocondral. E também, segundo estes autores, a
testosterona néo influencia o crescimento durante a infancia animal, mas apenas
durante o periodo de 40 a 50 dias de vida. Este periodo corresponde ao pico da sua
producdo da testosterona e também de GH e IGF-1 em animais saudaveis
(Handelsman et al., 1987; Lee et al., 1975). Por isso o presente estudo avaliou as
amostras no meio da puberdade aos 45 dias, e no fim da puberdade aos 73 dias, e
como nostrabalhosde Fujita et al. (2006), Marquez Hernandez etal. (2011) e Verdonck;
De Ridder; Kihn etal. (1998) houve impacto da supressao de testosterona na formacéao
0ssea. Muitas medidas cranianas e mandibulares foram estatisticamente menores nos
grupos orquiectomizados e outras medidas foram maiores ao comparar 0s grupos, com
45 dias e de 73 dias de vida.

Sugere-se que o processo normal de queda dos hormbénios de crescimento
possa igualar o crescimento entre os grupos com o passar do tempo (Verdonck; De
Ridder; Kihn etal., 1998). Isso justificaque ha medidas cefalométricas estatisticamente
diferentes no periodo de 45 dias e que néo apresentaram diferencas no periodo de 73
dias, ou seja, o crescimento ndo manteve uma constancia ao longo do tempo. Outro
fator que pode ter influenciado é o fato de os ratos serem heterogéneos, as diferencas
genéticas podem resultar em medidas lineares diferentes.

Existem muitos trabalhos analisando as dimensdes 0sseas em ratos com
supressao da testosterona, mas com resultados controversos. Fuijita et al. (2004, 2006)
encontraram inibicdo do crescimento craniofacial, ja& Chin e Ima-Nirwana (2015),
avaliando os efeitos da testosterona sub e supra fisiol6gica ndo encontraram alteracao
na forma 6ssea. Em nosso trabalho, encontramos alteracbes de medidas 6sseas,
provocando distor¢cdo de tamanho durante o crescimento 6sseo. Nas amostras de 45
dias do cranio, os animais do grupo SHAM tenderam a apresentar uma direcdo de
crescimento mais verticalizado e os do grupo ORX um crescimento mais horizontal.
Estas diferencas ndo se repetiram nos cranios de 73 dias, e ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos neste periodo.

As estruturas cranianas sao diferentemente reguladas pelo estimulo da
testosterona (Verdonck; De Ridder; Kithn et al., 1998). Com relacdo a mandibula, ela

apresentou diferengas estatisticamente significativas em dois angulosno periodo de 73
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dias, medidas estas que estdo relacionadas ao incisivo inferior dos ratos. O incisivo
inferior se mostrou mais verticalizadono grupo ORX e a média de tamanho dos incisivos
inferiores no grupo ORX foi maior que os incisivos inferiores do grupo SHAM. Mas, 0s
angulospodemser influenciados, alémde altera¢cdes hormonais, por fatores mecanicos
e alteracdes funcionais na oclusao (Fujita et al., 2004). Outros estudos futuros devem
ser realizados a fim de esclarecer possiveis especificidades entre as estruturas
cranianas que as tornam diferentemente sensiveis aos horménios.

Reis et al. (2022) demonstraram que a camada de células pré-condroblésticas
foi mais espessa nos grupos ORX comparada ao grupo controle, indicando influéncia
da testosterona sobre a diferenciacao destas células precursoras em condroblastos.
Fujita et al. (2006) também avaliou, por meio de tomografia computadorizada
guantitativa periférica, a regido condilarde ratos orquiectomizados aos 60 dias de vida
e observou dimensdes maiores no grupo de intervencao do que o de controle. Nosso
estudo avaliou os efeitos da orquiectomia em microtomografias do céndilo mandibular
por meio do software FIJI, em cinco aspectos estruturais do 0sso trabecular (DA,
BV/TV, Conn.D.,Tb.Th., Th.Sp) e, ao contrario de Fujita et al. (2006), ndo encontramos
diferencas entre os grupos ORX e SHAM no volume condilar (p>0,05). Essa diferenca
de resultados pode ter ocorrido por diferencas nos métodos de avaliacao estrutural
0ssea.

Como o coéndilo mandibular é um centro de crescimento na mandibula, sugere-
se que baixos niveis de testosterona possam atrasar ossificacdo endocondral durante
a puberdade e que esta supressao interfira na completa ocupacdo de matriz éssea
mineralizada do disco epifisario (Biga et al., 2019; Fujita et al., 2006). Como 0 RUNK2
€ um fator de transcricdo fundamental na ossificacdo endocondral (Komori, 2022),
suspeitdvamos que ele seria super expresso naregido condilar, mas isso nao ocorreu.
Nanossa amostra de 45 dias, ele foi menos expresso no grupo ORX, momento em que
seria 0 pico de producéo de testosterona. Neste trabalho a suresséo de testosterona
nao alterou a expressao dos outros genes analisados e consequentemente nao
obtivemos diferencas naquantidade 6ssea e estruturado trabeculado 6sseo do céndilo.

Ao contrario dos nossos achados, Chin e Ima-Nirwana (2015) observaram
medidas estatisticamente significativas menores na quantidade 6ssea sobre volume
total (BV/TV), didmetro médio das cavidades que contém a medula 6ssea (Tb.Sp.) e
conectividade (Conn.D.) em tibias de ratos orquiectomizados. A diferenca de achados

pode ser devido a acdo da testosterona ser diferente dependendo da regido anatémica
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de sua acao.

Na avaliacdo da expressdo dos genes desta pesquisa, na regido de sutura
palatina, os achados foram estatisticamente significativos, sendo que todos os genes
foram menos expressos no grupo ORX em relacdo ao grupo SHAM nos periodos de 45
e 73 dias. Mas, ao contrario da expressao génica, nas microtomografias os valores
obtidos na quantificacdo do palato em relacdo a estrutura 6ssea para o DA, BV/TV,
Conn.D., Tb.Th., Th.Sp. e medidas lineares (39-39 e 40-40) n&do foram estatisticamente
significativos nesta regdo 6ssea. O que pode ter causado esta inconsonéancia é o uso,
no software F1JI, do threshold em padrdo automatico como recomenda Domanderet al.
(2021). Como os valores de threshold podem apresentar variagcao nas escalas de cinza
sobre o que considerar como sendo 0sso de uma amostra para outra neste formato, o0s
resultados podem ter sofrido variagdo nas medidas. Em analises futuras recomenda-se
a avaliagcédo das amostras com o threshold em um padrao fixo.

Correlacionando os resultados obtidos da micro CT da mandibula e expressao
génicana regido retro molar, observamos que muitas medidas relacionadas a largura
foram maiores (p<0,05) no grupo ORX em relacdo ao SHAM no periodo de 45 dias. Ja
estas medidas de largura, ap6s o periodo da puberdade (73 dias), foram maiores
(p<0,05) no grupo SHAM. Correlacionando estes resultados da expressédo dos genes
da regido retro molar da mandibula, os genes OC, RUNK2 e MMP2, foram mais
expressos no grupo ORX no periodo de 45 dias e no periodo de 73 dias menos no
grupo ORX em relacdo ao grupo SHAM. Nossa hipétese é que as expressdes destes
genes podem estar relacionadas as medidas obtidas da largura mandibular. Dessa
forma, outros estudos sdo necessarios para elucidacdo do mecanismo envolvido na
regulacdo da expressao dos genes.

A anisotropia é uma medida importante para avaliar o sentido de formacéo das
trabéculas, isto €, para quantificara direcdo do osso trabecular. Para saber se as
trabéculas ttm uma determinada orientacao ou se estédo alinhadas aleatoriamente. O
score vai de 0,0 a 1,0, isto é, 0,0 significa que aimagem é completamente isotropica, e
a amostra ndo tem nenhuma direcionalidade e 1,0 significa que h& uma orientacao
extrema predominante na estrutura da imagem (Domander et al., 2021). Na nossa
avaliacao dos céndilos, observamos que no periodo de 45 dias o grupo ORX
apresentou um grau de alinhamento trabecular menor que no grupo controle e no
periodo de 73 dias, o grupo SHAM apresentou um grau menor de anisotropia, mas

nenhum dos dois tempos experimentais os valores foram estatisticamente



57

significativos. O que nos permite inferir que a supressao de testosterona pode néao
influenciar a orientacgao do trabeculado condilar durante a puberdade.

Mesmo que ainda ndo tenha sido totalmente elucidado o papel dos receptores
de hormdnios sexuaisno controle do crescimento 6sseo, sabe-se que estes influenciam
a complexa rede de interacdo molecular envolvida com o crescimento 6sseo e
cartilaginoso (Marquez Hernandez et al., 2011; Omori et al., 2020). Analisando os
resultados da RT-PCR do nosso trabalho, observamos que houve alteracdo da
transcricdo dos genes quando da supresséo de testosterona e de maneira diferente
dependendo dalocalizacdo daregido do cranio analisada. Na regido de sutura palatna
e regido retro molar houve alteracéo da expressao dos genes analisados (p<0,05) e na
regido de condilo houve alteracdo apenas da expressdo do RUNX2 na amostra de 45
(p>0,05). Estudos futuros sdo necessarios para analisar a quantificacao de proteinas
expressas nos sitios 6sseos analisados.

E possivel supor que, ocorra um mecanismo de compensacio molecular apds a
supressao da testosterona aumentando e diminuindo a transcricdo de genes
relacionados a osteogénese e homeostase 6ssea, 0 que corrobora com outros estudos
(Handelsman et al., 1987; Verdonck; De Ridder; Verbeke et al., 1998). Mais estudos
devem ser feitos para aprofundar e compreender estes sinais transcricionais da
osteogénese para a formagédo e manutencao éssea.

Uma limitacdo deste estudo foi ndo mensurar 0os niveis sorologicos de
testosterona durante a puberdade para confirmar a supressdo deste hormoénio.
Entretanto, autores como Idris (2012) e Yarrow et al. (2008) destacam a segurancada
orquiectomia como procedimento capaz de promover a reducao de 99,0% do nivel de
testosterona em ratos, medida importante tanto para comprovar a eficacia da
orquiectomia quanto para comparar os resultados com o desenvolvimento craniofacial.
Segundo Nassar e Leslie (2024), androgenos produzidos na por¢cao reticular das
glandulas suprarrenais podem se ligar aos receptores de testosterona. Esta limitagéo
também oportuniza novos estudos que permitirdo inferir se € aconselhavel realizar a
andlise soroldgicado paciente antes do iniciodo tratamento ortodéntico, com o objetivo
de definiros valores dos niveis de testosterona e o quanto este nivel pode influenciar
diretamente na resposta do paciente frente ao tratamento.

Nosso estudo apoia a hipétese de que as avaliacdes da supressao de
testosterona contribuem para esclarecer a importancia dos horménios na etiologia das

maloclusdes.Ja é sabido que os hormdniosfazem parte da complexa rede de interacéo
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molecular que esta envolvida com o crescimento 0sseo e cartilaginoso (Omori et al.,
2020). Estudos futuros em humanos devem ser sugeridos, de modo a mensurar 0s
niveis sorologicos de testosterona durante a puberdade e correlacionar com o

crescimento craniofacial.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo nos mostra que a supressao de testosterona, no periodo puberal
dos ratos, altera as medidas cefalométricas de forma diferente de acordo com a regido
do cranio e o tipo de o0sso, 0 que resulta em alteracbes no crescimento e
desenvolvimento craniofacial. Os resultados também permitem inferirque a supressao
de testosterona parece promover modificagdes mais significativas na direcdo do
crescimento 6sseo do que no tamanho e na qualidade do osso. Além disso, ha um
desbalanceamento na expressdo dos genes relacionados a formacao 0ssea, 0 que
também varia de acordo com a regido analisada. A supressao da testosterona parece
estimular um mecanismo compensatério na expressao dos genes relacionados ao

desenvolvimento 6sseo.
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