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de reabsorção óssea [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 

2018. 
 

 

RESUMO 

O propósito do trabalho foi avaliar o impacto da depleção de testosterona e sua administração 

exógena, bem como de drogas bloqueadoras dos receptores de andrógenos (flutamida) e 

estrógeno (fulvestranto), e inibidoras da conversão de testosterona em estradiol (anastrosol), 

sobre a reparação tecidual cutânea e reabsorção óssea inflamatória. Foram utilizados 80 ratos, 

divididos em 8 grupos (n=10/grupo): G1-Sem tratamento, G2-Durateston, G3-Orquiectomia 

(OQX), G4-OQX+Durateston; G5-Anastrosol, G6-Fulvestranto, G7-Flutamida, G8-

Durateston+Anastrosol. Os animais foram submetidos aos diferentes tratamentos por um 

período de 15 dias e, em seguida, foi realizada a indução de ferida cirúrgica cutânea e 

reabsorção óssea em calvária durante mais 7 dias. Através dos cortes histológicos foi avaliada 

a contração das feridas, análise estereométrica e qualitativa do tecido de granulação e 

mensuração da formação de colágeno; e, ainda, foi realizada reação de imunohistoquímica para 

os anticorpos PCNA e KGF, e análise da resposta imunoinflamatória por ensaio multiplex. As 

calvárias foram submetidas a avaliação da porcentagem de tecido ósseo (% BV/TV) através da 

análise de micromotografia computadorizada (μCT), quantificação do número de osteoclastos 

e pontos de reabsorção (lacunas de Howship) (H&E), marcação de osteoclastos TRAP+ 

(imunohistoquímica), e avaliação da resposta imunoinflamatória por ensaio multiplex. Foram 

utilizados ainda, 60 ratos divididos em 6 grupos (n=10/grupo): 1-Sham, 2-Sham+Ligadura, 3-

Orquiectomia (OQX), 4-OQX+Ligadura, 5-OQX+Testosterona, 6-

OQX+Testosterona+Ligadura. Os animais foram submetidos aos diferentes tratamentos de 

acordo com cada grupo e, em seguida, receberam ligadura ao redor dos primeiros molares 

inferiores, pelo período de 15 dias. Foram analisadas, a expressão de citocinas inflamatórias 

gengivais através de ensaio ELISA, análise estereométrica do processo inflamatório gengival e 

quantificação da reabsorção óssea inflamatória por μCT. No modelo de reparo, o tratamento 

com durateston aumentou a porcentagem de matriz extracelular e vasos sanguíneos, a 

imunomarcação para KGF e PCNA, estimulou uma maior contração das feridas, e elevou a 

produção de TNF-α e TGF-β1 (p<0.05). A flutamida aumentou a proliferação de fibroblastos 

(imunomarcados por PCNA) e imunomarcação para KGF, estimulou a contração das feridas 

(p<0.05) e, ainda, elevou a produção de TNF-α, TGF-β1 e VEGF, e reduziu IL-6 e PDGF 

(p<0.05). No modelo de reabsorção óssea em calvária, a OQX aumentou o número de pontos 



 

de reabsorção e de osteoclastos, assim como a atividade dos osteoclastos (p<0.05), e o 

tratamento com durateston reduziu esses eventos e preservou o percentual de volume ósseo 

(p<0.05). O número de pontos de reabsorção foi elevado pela flutamida, e a droga, assim como 

o fulvestranto, aumentaram a atividade de osteoclastos e elevaram a expressão de RANKL 

(p<0.05). No modelo de periodontite experimental, a reabsorção óssea foi significativamente 

atenuada pela orquiectomia (p<0.05). A periodontite experimental induziu um aumento 

significativo da interleucina IL-1β, que foi reduzido pela orquiectomia. Os níveis de IL-6 não 

foram afetados pela OQX, mas foram significativamente reduzidos em animais 

orquiectomizados e tratados com testosterona. Os achados sugerem que níveis sub ou 

suprafisiológicos de testosterona circulante, em resposta ao bloqueio ou não dos receptores 

desses hormônios, alteram parte ou partes dos complexos eventos associados a formação do 

tecido de granulação e reabsorção óssea inflamatória.  
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Gonçalves VP. Impact of androgens on the tissue repair process and the mechanism of bone 

resorption [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

 

 

ABSTRACT 

The aim of the study was to evaluate the impact of testosterone depletion and its exogenous 

administration, as well as androgen receptor blockers (flutamide) and estrogen (fulvestrant), 

and inhibitors of the conversion of testosterone to estradiol (anastrosol) on the cutaneous tissue 

repair and inflammatory bone resorption. Eighty rats were divided into eight groups 

(n=10/group): G1-No treatment, G2-Durateston, G3-Orchiectomy (OQX), G4-

OQX+Durateston; G5-Anastrozol, G6-Fulvestrant, G7-Flutamide, G8-Durateston+Anastrozol. 

The animals were submitted to the different treatments for a period of 15 days and then the 

induction of cutaneous surgical wound and bone resorption in calvaria was performed for 

another 7 days. Through the histological sections the wound contraction, stereometric and 

qualitative analysis of the granulation tissue and measurement of collagen formation were 

evaluated; and also immunohistochemical reaction was performed for PCNA and KGF 

antibodies and analysis of the immunoinflammatory response by multiplex assay. The calvaria 

were submitted to evaluation of the percentage of bone tissue (% BV / TV) through 

computerized micromotography (μCT) analysis, quantification of the number of osteoclasts and 

reabsorption points (Howship lacunes) (H&E), labeling of TRAP+ osteoclasts 

(immunohistochemistry), and evaluation of the immunoinflammatory response by multiplex 

assay. In addition, 60 rats were divided into 6 groups (n = 10 / group): 1-Sham, 2-

Sham+Ligature, 3-Orchiectomy (OQX), 4-OQX+Ligation, 5-OQX+Testosterone, 6-

OQX+Testosterone + Ligature. The animals were submitted to different treatments according 

to each group and then received ligature around the lower first molars, for a period of 15 days. 

It was performed the expression of gingival inflammatory cytokines by ELISA, stereometric 

analysis of the inflammatory gingival process and quantification of inflammatory bone 

resorption by μCT. In the repair model, the durateston treatment increased the extracellular 

matrix and blood vessels percentage, the immunostaining for KGF and PCNA, stimulated a 

greater contraction of the wounds, and increased the production of TNF-α and TGF-β1 (p 

<0.05). Flutamide increased the fibroblasts proliferation (immunolabelled by PCNA) and 

immunolabelling to KGF, stimulated wound contraction (p <0.05), and increased TNF-α, TGF-

β1 and VEGF production and reduced IL-6 and PDGF (p <0.05). In the calvariae bone 

resorption model, OQX increased the number of resorption points and osteoclasts, as well as 



 

the activity of osteoclasts (p <0.05), and the treatment with durateston reduced these events and 

preserved the percentage of bone volume (p <0.05). The reabsorption points number was 

elevated by flutamide, and the drug, as well as fulvestrant, increased osteoclast activity and 

elevated RANKL expression (p <0.05). In the experimental periodontitis model, bone 

resorption was significantly attenuated by orchiectomy (p <0.05). Experimental periodontitis 

induced a significant increase in IL-1β interleukin, which was reduced by orchiectomy. IL-6 

levels were not affected by OQX, but were significantly reduced in orchiectomized and 

testosterone-treated animals. The findings suggest that sub- or supraphysiological levels of 

circulating testosterone, in response to or not blocking the receptors of these hormones, alter 

part or all of the complex events associated with granulation tissue formation and inflammatory 

bone resorption. 

 

 

Keywords: Granulation tissue. Bone resorption. Periodontitis. Inflammation. Androgens. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

           A lesão às células e tecidos resulta na ativação de uma série de eventos que 

imediatamente iniciam o processo de cura. Em tecidos saudáveis, a cura na forma de 

regeneração ou reparo, ocorre praticamente após qualquer injúria que cause destruição 

tecidual e é essencial para a sobrevivência do organismo. De modo geral, o processo de 

reparo consiste frequentemente em uma combinação de regeneração e formação de cicatriz. 

A relativa contribuição da regeneração e cicatrização no reparo tecidual depende da 

habilidade do tecido em regenerar-se e da extensão da lesão1. A cura por reparo envolve 

eventos caracterizados pela complexa reação imunoinflamatória, controle e proliferação 

celular normal e do crescimento tecidual respeitando as especificidades inerentes a cada 

tecido lesado, sempre orquestrados por fatores biologicamente ativos e solúveis, como por 

exemplo as citocinas e fatores de crescimento2, 3. 

           A adequação da cura de feridas por reparação pode ser comprometida por fatores 

locais e sistêmicos que podem reduzir, retardar ou impedir o processo de cura1, 4.  A depender 

das variadas condições experimentais, sugerem-se que tanto baixos quanto altos níveis de 

testosterona biodisponível atuam de maneira distinta na regulação de eventos participantes 

do complexo processo de reparo4, 5, 6, 7, 8, 9, 10.  

           Ashcroft e Mills5 observaram, em homens, correlação negativa entre níveis elevados 

de testosterona e o processo natural de reparo de feridas. Por outro lado, alguns trabalhos 

que utilizam modelos murinos demonstram que a reparação de feridas cutâneas evolui mais 

rapidamente em animais com baixa disponibilidade de testosterona, enquanto a terapia com 

o hormônio favorece a angiogênese e prevenção de isquemia e necrose tecidual4, 10, 11; e de 

modo semelhante, o tratamento sistêmico com antagonista do receptor de andrógeno (RA), 
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como por exemplo, a flutamida, atua acelerando a reparação tecidual e atenuando a resposta 

inflamatória4,5. 

           Acrescido a essas informações, é inegável que ocorreram avanços substanciais na 

compreensão dos eventos que controlam o funcionamento de células e tecidos e, dos efeitos 

seletivos da testosterona, capazes de alterar e modular as funções celulares. Verificou-se de 

modo incontestável avanços significativos na compreensão de ação dos andrógenos, 

incluindo a testosterona, também sobre o metabolismo ósseo. Essa preeminência apoia-se nos 

receptores de testosterona presentes nas células que compõe esse tecido, assim como, nos 

efeitos diretos e indiretos marcantes no metabolismo dessas células ósseas8, 9, 12, 13, 14, 15. Por 

fim, a elucidação do efeito da testosterona e de seus receptores sobre o processo de reparo e 

de reabsorção óssea faz desse hormônio um alvo potencial para a prevenção e conduta 

terapêutica de diversas condições patológicas a ele vinculadas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Andrógenos – Síntese e Ação 

           Os hormônios sexuais masculinos (andrógenos) incluem a androstenediona (ASD), 

androstenediol (ADIOL), testosterona (T) e a dihidrotestosterona (DHT), sendo que a 

testosterona corresponde ao principal hormônio sexual masculino, e pode ser secretada 

diretamente pelos testículos (95%) ou sintetizada localmente em tecidos alvo através dos 

precursores dihidroepiandrosterona (DHEA) e dihidroepiandrosterona-sulfato (DHEAS), 

que secretados pelo córtex adrenal são convertidos em androstenediona e androstenediol e, 

posteriormente, em testosterona13, 16. A ação da testosterona no local onde exercerá seu efeito 

biológico pode ocorrer diretamente através da ligação a receptores de andrógenos, ou 

indiretamente através de sua aromatização em estradiol (E2), atuando dessa maneira através 

de receptores de estrógeno -α e/ou -β, além dos receptores GPR30; e por outro lado, a DHT 

que é formada a partir da enzima 5-α-redutase, sendo metabolicamente mais ativa que a 

testosterona atua também através de receptores de andrógenos, e pode ser convertida 

reversivelmente por enzimas hidroxiesteroide-desidrogenase aos metabólitos androstano ou 

androsterona (ADT)13, 16. 

           Entretanto, diferentes modalidades e intervenções terapêuticas podem ser 

empregadas com o propósito de tratamento coadjuvante a diferentes condições patológicas, 

dentre elas câncer de mama masculino, próstata, hipogonadismo e, portanto, atuam 

modificando o nível sérico de testosterona como, por exemplo, populações de homens que 

sofrem declínio gradual dos níveis séricos de testosterona decorrente do envelhecimento17, 

indivíduos usuários de anabolizantes esteroidais androgênicos, que promovem doses 

hormonais suprafisiológicas no organismo18, além de homens que utilizam flutamida, uma 
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droga anti-androgênica, empregada como terapia associada ao tratamento de câncer de 

próstata19. Nesse contexto, há ampla diversidade de drogas, destacando-se por exemplo: 

Durateston: Corresponde a um dos tipos de drogas para reposição hormonal exógena via 

parenteral, resultante da combinação de diferentes ésteres de testosterona que se distinguem 

quanto à meia-vida e, portanto, proporcionam duração mais prolongada dos níveis 

terapêuticos do medicamento20. 

Flutamida: Droga não-esteroidal com ação anti-androgênica, utilizada desde 1989 nos EUA 

para tratamento de câncer de próstata, que atua bloqueando a ligação de andrógenos aos seus 

receptores localizados nos tecidos-alvo21. 

Fulvestranto: É uma droga com propriedade antagonista aos receptores de estrógeno, que 

promove alteração conformacional e degradação dos receptores de estrógeno e, 

consequentemente, atua bloqueando a ação do estradiol, sendo amplamente empregada 

como estratégia terapêutica do câncer de mama masculino22, 23, 24. 

Anastrosol: É um medicamento altamente específico e bem tolerado, que age inibindo ação 

da aromatase, enzima responsável pela conversão da testosterona em estradiol, sendo 

empregado quando a proporção de testosterona para estradiol é inferior a dez ou no 

tratamento da infertilidade masculina, pois é capaz de aumentar as concentrações séricas de 

testosterona, bem como a relação Testosterona/estradiol25, 26. Ainda, sua atividade é 

pesquisada como possibilidade de terapia em homens com câncer de mama27 (Losurdo et 

al., 2017). 

 

2.2 Influência dos Andrógenos sobre o Processo de Reparo Tecidual 

O processo de cicatrização e reparo do tecido cutâneo é dinâmico e altamente regulado por 

mecanismos celulares, humorais e moleculares, que se inicia diretamente após a lesão 

tecidual, podendo estender-se durante anos28. 
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De acordo com Reinke e Sorg28 a primeira fase do processo de reparo abrange a hemostasia 

e formação de uma matriz provisória à ferida, que ocorre imediatamente após a lesão, 

estando completa após algumas horas, e é acompanhada pela liberação de citocinas e fatores 

de crescimento que ativam o início do processo inflamatório, além de estimular a síntese de 

colágeno, ativação da transformação de fibroblastos em miofibroblastos e iniciar a 

angiogênese28,29. Subsequente à etapa inicial instala-se a fase inflamatória, que caracteriza-

se pelo recrutamento de neutrófilos e liberação de mediadores inflamatórios, estímulo de 

fatores de crescimento, e mais tardiamente, aproximadamente 3 dias após a injúria tecidual, 

macrófagos invadem a área de lesão e iniciam a fagocitose30, 31, além de secretarem fatores 

de crescimento, quimiocinas e citocinas, que mantêm o processo de cicatrização intacto e 

atuam ativando a próxima fase de cicatrização de feridas, denominada proliferativa32. 

           Na fase de proliferação, que ocorre entre 3-10 dias após a injúria, o objetivo principal 

do processo de cicatrização e reparo reside em cobrir a superfície da ferida, formar tecido de 

granulação e restaurar a vascularização28. Portanto, concomitante à migração de fibroblastos 

locais ao longo da rede de fibrina e do início da reepitelização a partir da migração de 

queratinócitos das bordas da ferida, há ativação da neovascularização e angiogênese33, 34, 35 

e, ainda, há aumento da síntese de colágeno ao longo da ferida, enquanto a proliferação de 

fibroblastos diminui sucessivamente, mantendo o equilíbrio entre síntese e degradação da 

matriz extracelular28. 

           Registros da literatura demonstram que em homens idosos, com declínio hormonal, 

o reparo de feridas ocorre de forma mais lenta comparativamente a mulheres, traduzindo-se 

pelo aumento da resposta inflamatória e consequente redução da deposição de matriz 

extracelular4, 5, 36. Por outro lado, Ashcroft e Mills5 relatam que níveis elevados de 

testosterona em homens correlacionam-se de maneira inversa ao processo natural de reparo 
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de feridas e, ainda, em modelo experimental de reparo de feridas em ratos, a reparação evolui 

mais rapidamente em animais castrados, e consequentemente, com baixo nível hormonal4.  

           Um dos possíveis mecanismos de ação da testosterona sobre o reparo de feridas é 

relatado por Chenu10, que em seu trabalho verificou que a reposição de testosterona promove 

a revascularização cutânea e previne isquemia e necrose tecidual no processo de reparo 

cutâneo em camundongos castrados. Paralelamente, Romana-Souza11 demonstram que a 

depleção de testosterona em camundongos promove redução do número de vasos sanguíneos 

e miofibroblastos, e acelera a reepitelização, comparando-se a animais com nível hormonal 

fisiológico. Lai37 demonstram que em camundongos Knockout para receptores de 

andrógenos (RA) tanto em queratinócitos quanto fibroblastos, ocorre atraso no reparo 

cutâneo, porém a depleção de RA em queratinócito promove a reepitelização, enquanto em 

fibroblastos RA knockout tal processo é suprimido. Recente estudo aponta que em 

camundongos knockout para receptores de andrógenos (AR) há aumento da reepitelização 

cutânea e deposição de matriz de colágeno, enquanto in vitro, fibroblastos Knockout para 

AR apresentam aumento na taxa de proliferação e migração38.  

 

2.3 Impacto dos Andrógenos Sobre a Perda Óssea Induzida por Processo Inflamatório 

           O remodelamento ósseo é coordenado basicamente por dois mecanismos, formação 

e reabsorção óssea, que constituem processo essencial na homeostase do tecido ósseo39. 

Basicamente, como descrito por Siddiqui e Partridge39, a remodelação óssea inicia-se através 

de estímulo específico sobre osteoclastos que ativam a reabsorção e, concomitante, os 

osteoblastos iniciam sua atividade promovendo a deposição mineral e formação de tecido 

ósseo, havendo a substituição completa das células osteoclásticas por células osteoblásticas 

e manutenção da arquitetura e fisiologia óssea. Associados a atividade de osteoclastos e 

osteoblastos, bem como atuando direta ou indiretamente sobre os mesmos, há variados 
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mecanismos moleculares implicados no processo de remodelamento ósseo, abrangendo a 

ação fatores de crescimento e atividade do sistema RANKL-RANK-OPG.  

           Diversos fatores podem atuar sobre a fisiologia do tecido ósseo, no sentido de 

controlar e coordenar o remodelamento tecidual como, por exemplo, os hormônios sexuais; 

e, dessa maneira, alterações dos níveis hormonais podem ocasionar distúrbios no curso desse 

processo. Ainda, quadros de inflamação crônica também podem perturbar o metabolismo 

ósseo e promover o aumento da perda óssea40. Dessa maneira, pressupõe-se que 

modificações nos níveis de testosterona influenciem na perda óssea associada a processos 

infamatórios. 

           Registros da literatura demonstram que a deleção de receptores de andrógenos (RA) 

em camundongos resulta em elevado turnover ósseo, aumentando a reabsorção e reduzindo 

o volume ósseo cortical e trabecular, decorrente da diminuição da formação de tecido ósseo41 

e, de maneira pertinente, outros estudos também demonstram que a inativação de RA eleva 

a atividade de reabsorção óssea e inibe a mineralização do tecido ósseo42, 43, enquanto o 

papel dos receptores de estrógeno (RE) sobre o metabolismo ósseo é pouco elucidado44, 45. 

           Nesse contexto, Famili46 identificou em seu estudo que homens com câncer de 

próstata submetidos à terapia de deprivação hormonal são mais propensos a desenvolver 

doença periodontal crônica (80,5%) comparados a homens não submetidos à mesma terapia 

(3,7%). Em modelo de periodontite experimental em ratos, a depleção hormonal promove 

aumento da reabsorção óssea inflamatória, elevando o número de osteoclastos e a produção 

de IL-1β, enquanto a administração in vitro de testosterona atua suprimindo a 

osteoclastogênese induzida pelo estímulo com RANKL9, 15. Steffens9 relatou que o bloqueio 

de receptores de andrógenos promoveu elevada perda óssea alveolar, associada ao aumento 

de infiltrado inflamatório e número de osteoclastos, e redução de IL-6.  

 



22 
 

 

3 PROPOSIÇÃO 

3.1 Hipótese 

Aventamos a hipótese que drogas que atuam sobre o nível sérico de andrógenos, bem como 

a depleção desse hormonal, podem interferir tanto na formação do tecido de granulação 

implicado no reparo tecidual cutâneo, quanto na reabsorção óssea inflamatória. 

 

3.2 Objetivo  

Avaliar o impacto da depleção de testosterona e sua administração exógena, bem como de 

drogas bloqueadoras dos receptores de andrógenos (flutamida) e estrógeno (fulvestranto), e 

inibidoras da conversão de testosterona em estradiol (anastrosol) sobre a formação de tecido 

de granulação em modelo de reparo em ratos e, também, sobre o mecanismo de reabsorção 

óssea. 

 

O trabalho foi dividido em publicações para facilitar a interpretação dos dados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

 

4 PUBLICAÇÕES  

 

4.1 Publicação 1 

 

Nível suprafisiológico de testosterona estimula a maturação do 

tecido de granulação*

 

 

 

 

Vinícius de Paiva Gonçalves1, João Paulo Steffens2, Carlos Rossa Junior1, Luis C. 

Spolidorio3. 

 

 

 
1Departamento de Diagnóstico e Cirurgia, Faculdade de Odontologia de Araraquara, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara, SP, Brasil 

 
2Departamento de Estomatologia, Universidade Federal do Paraná, UFPR, Curitiba, PR, 

Brasil 

 
3Departamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade de Odontologia de Araraquara, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara, SP, Brasil 

 

 

 

Autor correspondente e endereço para correspondência: Luis Carlos Spolidorio, DDS, PhD. 

Departamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade de Odontologia de Araraquara, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP). Rua. Humaitá, 1680 – 

Centro 14801-903, Araraquara – SP, Brasil. Tel: +55 (16) 3301-6479, Fax: +55 (16) 3301-

6488 – lspolidorio@gmail.com  

 

                                                             

*
 De acordo com o Guia de Trabalhos Acadêmicos da FOAr, adaptado das Normas 

Vancouver. Disponível no site da Biblioteca: 

http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacaoatualizado.pdf 
 

mailto:lspolidorio@gmail.com
http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacaoatualizado.pdf


24 
 

 

RESUMO 

O objetivo do trabalho foi investigar se os níveis sub ou suprafisiológico de testosterona 

afetam a formação do tecido de granulação de feridas cutâneas em ratos. Foram utilizados 

40 ratos, divididos em 4 grupos experimentais: G1- Sem tratamento, G2- Durateston 

(DURA), G3- Orquiectomia (OQX) e G4- OQX+Durateston (OQX+DURA).  No dia 0 os 

animais foram submetidos a orquiectomia e administração de testosterona, de acordo com 

cada grupo experimental, e após 15 dias foi realizada ferida cutânea no dorso dos ratos. 

Completado o período de 7 dias pós-cirúrgico, os animais foram eutanasiados para 

realização de biópsia excisional das feridas cutâneas e posterior processamento 

histopatológico. Foram avaliadas a contração das feridas (H&E), análise estereométrica e 

qualitativa do tecido de granulação (H&E e Tricrômico de Masson) e mensuração da 

formação de colágeno (PicroSirius), imunohistoquímica para os anticorpos PCNA e KGF, e 

análise da expressão de VEGF, IL-6, TNF-α, TGF-β1, PDGF por ensaio multiplex. Os 

resultados mostraram que os tratamentos com DURA e OQX+DURA aumentou a 

porcentagem de matriz extracelular e vasos sanguíneos, a expressão de KGF, e estimulou 

uma maior contração das feridas (p<0.05). A administração de durateston elevou a 

proliferação de fibroblastos (imunomarcados por PCNA) e a produção de TNF-α e TGF-β1 

(p<0.05). A orquiectomia aumentou a concentração tecidual de VEGF e PDGF, e reduziu 

IL-6, TNF-α, TGF-β1, enquanto a orquiectomia+durateston aumentou a expressão de IL-6 

(p<0.05). Os dados indicam que os níveis sub ou suprafisiológicos de testosterona 

circulantes influenciam na formação do tecido de granulação, demonstrando o nível 

suprafisiológico de testosterona estimular a maturação do tecido de granulação.    

 

 

Palavras-chave: Tecido de granulação. Testosterona. Orquiectomia. Inflamação. Ratos. 
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INTRODUÇÃO 

O processo de reparo de feridas cutâneas envolve uma série de complexos eventos, 

caracterizado por reação inflamatória, proliferação de fibroblastos, angiogênese e 

remodelação, tornando-se processo imprescindível na restauração da barreira dérmica e 

prevenção de infecção após lesão tecidual1, 2, 3. A neoformação de matriz de tecido 

conjuntivo conduzida por fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais, que migram do 

tecido adjacente ou diferenciam-se a partir de células mesenquimais, possibilita restauração 

da função dérmica e fornece leito de apoio para a neoformação epitelial ou reepitelização4, 

5, 6. A reepitelização depende da produção de diferentes citocinas inflamatórias e fatores de 

crescimento originários tanto das células que compõe o tecido de granulação quanto das 

células da margem da ferida, sendo mediada principalmente por queratinócitos7, 8, 3. 

No entanto, fatores locais e sistêmicos podem modular o reparo de feridas retardando ou 

impedindo o processo de reparação 1, 9, 10. Um dos fatores parece estar associado às alterações 

hormonais, incluindo os hormônios androgênicos, como por exemplo a testosterona. Alguns 

relatos sugerem que altos ou baixos níveis de testosterona circulante possam influenciar 

negativamente a cronologia do período de reparação de feridas. Essa preeminência apoia-se 

na influência que esses hormônios exercem sobre células e produtos celulares que participam 

ativamente dos eventos iniciais do processo de reparo1, 10, 11, 12, 13. Surpreendentemente 

poucos estudos investigam o impacto que as alterações dos níveis de testosterona causam 

sobre a formação do tecido de granulação de feridas cutâneas de modo geral, abrindo 

cenários de investigação em humanos e em animais de laboratório. No presente trabalho 

investigamos se níveis sub ou suprafisiológicos de testosterona afetam a formação do tecido 

de granulação de feridas cutâneas em ratos. 
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MATERIAL E MÉTODO 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr 

#47/2014). Quarenta ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 3-4 meses de 

idade, foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos (n = 10/grupo), mantidos a uma 

temperatura de 23°C ±2, umidade de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), 

com ração e água disponível ad libitum. Os grupos e condições experimentais são 

demonstrados na Figura 1. 

 

 

 

 

Animais sem tratamento  

Os animais deste grupo foram submetidos apenas ao procedimento cirúrgico para indução 

de ferida cutânea, e não foram castrados ou receberam tratamento com durateston 

representando, portanto, o grupo de animais com nível fisiológico de testosterona (Figura 

1). 

Figura 1- Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

OQX - Orquiectomia total (exposição, manipulação e remoção dos testículos). Todos os tratamentos foram 

iniciados 15 dias antes da da indução da ferida cirúrgica. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Orquiectomia 

Resumidamente, 20 ratos (n=10/grupo) receberam anestesia com ketamina (1mL/Kg) e 

xilazina (0,4 mL/Kg) e, em seguida, sob condições estéreis, foi realizada incisão escrotal 

para remoção testicular bilateral, e em sequência sutura com fio reabsorvível. Os ratos 

receberam ketoflex (0,03 ml/rato, via intramuscular) para alívio da dor pós-operatória e uma 

combinação de sais de benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2ml/rato, via 

intramuscular). Após o procedimento, os animais foram mantidos em gaiolas separadas para 

recuperação durante uma semana (Figura 1). Esse procedimento foi realizado com o intuito 

de promover nível subfisiológico de testosterona nos animais. 

 

Tratamento com testosterona (durateston) 

Foi realizada semanalmente a administração de 250 mg/kg de Durateston (Schering-Plough) 

diluído em 0,1 ml de óleo de milho por via intramuscular14. O tratamento foi realizado até o 

final do período experimental (Figura 1). O tratamento foi realizado com o intuito de 

promover nível suprafisiológico de testosterona nos animais. 

 

Análise do nível sérico de testosterona e Peso dos animais 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no dia 0 (baseline), anterior à 

orquiectomia e administração de testosterona. No dia do sacrifício foram coletadas amostras 

de sangue de cada animal, por punção cardíaca, para avaliação da concentração hormonal 

final. O nível sérico de testosterona foi avaliado utilizando-se imunoensaio de 

quimioluminescência (Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics, Gwynedd, Reino 

Unido) no Laboratório de Análises Clínicas São Lucas/Araraquara-SP.  

O peso dos animais também foi registrado no momento da eutanásia (dia 21) e avaliado 

comparativamente ao peso obtido no dia 0. 
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Indução da ferida cutânea 

Após 15 dias do início dos tratamentos, os animais foram submetidos a anestesia com 

ketamina (1 mL/kg) e xilazina (0,4 mL/kg) para realização de procedimento cirúrgico para 

indução de ferida cutânea na região dorsal, localizada na linha média13. O animal foi 

colocado em decúbito esternal e após tricotomia, a antissepsia da região dorsal foi realizada 

com 2% de digluconato de clorexidina. Para a ressecção circular da pele, no centro da área 

depilada, as incisões foram feitas por rotação da borda cortante do punch metálico, medindo 

0,6cm de diâmetro, até a exposição da fáscia muscular dorsal. As lesões permaneceram 

abertas, não recebendo nenhum tratamento oclusivo para que não interferisse na 

cicatrização, e a hemostasia foi realizada por compressão digital usando gaze estéril. Os ratos 

receberam acetaminofeno (300 mg/kg/peso corporal, via oral) para alívio da dor pós-

operatória e uma combinação de sais de benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2 

ml/rato, via intramuscular). Após 7 dias de indução da ferida cirúrgica (dia 21), os animais 

foram eutanasiados por aprofundamento anestésico e os tecidos coletados para análise. 

 

Eutanásia e coleta das amostras 

Após o período experimental, todos os ratos foram eutanasiados por aprofundamento 

anestésico e as amostras das feridas coletadas e divididas ao meio. Metade foi fixada em 

solução de paraformaldeído a 4% durante 48 horas. Após a fixação, as peças foram lavadas 

em água corrente, desidratadas em série crescente de álcoois e diafanizadas em xilol. Após 

a diafanização, as peças foram incluídas em parafina, de forma padronizada para obtenção 

de cortes histológicos semi-seriados de 5 µm que foram corados com hematoxilina e eosina 

e tricrômico de masson e picrosirius red.  A outra metade foi congelada a -80 ° para análise 

do perfil de citocinas inflamatórias através de ensaio multiplex.  
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Análise estereométrica  

As imagens dos cortes microscópicos corados em H&E foram capturadas utilizando-se 

câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz 

comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha).  

Uma grade de 32.400 μm2 com 9×4 quadrados de 30 μm foi construída usando um 

software/editor de imagem (Adobe Photoshop CS5) e sobreposto nas imagens digitais 

obtidas dos cortes histológicos. As avaliações foram realizadas na região de transição de 

ferida/tecido normal, em lados opostos, considerando-se as duas bordas da ferida, além de 

um campo central da mesma. Um único examinador, previamente treinado e calibrado, 

realizou a análise estereométrica através da técnica de contagem de pontos. Foram 

determinados a densidade volumétrica de células inflamatórias, de fibroblastos 

(identificados como células fusiformes ou estreladas, núcleo ovóide ou alongado), matriz 

extracelular, figuras vasculares, e em cada grupo, a partir dos valores obtidos das medidas 

de cada animal foram estabelecidos as médias e os desvios padrão. A avaliação 

complementar foi realizada, através da análise qualitativa dos cortes corados por Tricrômico 

de Masson. 

 

 

Mensuração do colágeno birrefringente (Picrosirius Red) 

A densidade volumétrica (%) de colágeno nas regiões de borda e centro da ferida foi 

estimada a partir de cortes corados com solução a 0,1% de PicroSirius Red (Sigma-Aldrich 

Co., Saint Louis, MO, EUA). Os cortes foram analisados com filtros de polarização 

acoplados ao microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). Foi utilizado 1 corte de 

cada animal, e 1 imagem foi capturada de cada uma das três regiões da ferida, como descrito 

anteriormente, com o auxílio de uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) e 

objetiva de 20x. Todas as imagens foram capturadas com parâmetros padronizados de 
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intensidade de luz, abertura do diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, 

angulação do polarizador e brilho da imagem. A quantidade de colágeno foi estimada 

utilizando-se metodologia previamente descrita na literatura15, através do processador de 

imagens ImageJ (National Institutes of Helth, Bethesda, MD, EUA), em que as cores 

proporcionadas pela birrefringência das imagens são isoladas utilizando-se o histograma de 

matiz disponível na guia “Color Threshold”. As imagens foram convertidas para preto e 

branco, de modo que cada pixel não preto se tornou branco e cada pixel preto permaneceu 

preto. Em seguida, a porcentagem ocupada por cada cor foi calculada a partir do número de 

pixels em cada faixa de matiz. Para esta mensuração, manipulou-se o histograma de matiz 

para selecionar cada comprimento de onda, ou seja, vermelho/alaranjado (matizes 2 a 38 e 

230 a 256), amarelo (matiz 39 a 51) e verde (matiz 52 a 128). O número de pixels de cada 

frequência de cor foi expresso como porcentagem do total de colágeno birrefringente 

daquele comprimento de onda no total da imagem. 

 

Análise da contração das feridas 

Foi realizada a mensuração linear dos cortes histológicos das feridas cutâneas, com o 

objetivo de avaliar a contração das lesões. Os cortes histológicos corados em H&E foram 

fotografados usando microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 4x (Leica 

Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha) e, em seguida, foi realizada análise utilizando-se 

o software Image J. Foi traçada uma linha entre as bordas das feridas e, automaticamente, o 

software gerou a medida em micrômetros, e em cada grupo, a partir dos valores obtidos de 

cada mensuração por animal foram estabelecidos as médias e desvios padrão6. 

Imunohistoquímica 

A imunomarcação do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e do fator de 

crescimento de queratinócitos (KGF) foram avaliadas por imunohistoquímica. O protocolo, 



31 
 

 

previamente padronizado, foi estabelecido para cada anticorpo: PCNA (1:50 - Invitrogen 

133900) e KGF (1:25-ab131162-Abcam). As proteínas alvo foram detectadas utilizando-se 

o sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation) e, em seguida, os cortes foram 

corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens foram 

capturadas através de câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). A quantificação de células imunomarcadas (fibroblastos) foi realizada 

no tecido conjuntivo próximo as bordas da ferida e na área central para o anticorpo de PCNA, 

enquanto que para a quantificação de queratinócitos imunomarcados para o anticorpo KGF, 

apenas o epitélio das bordas da ferida foi considerado. Para a determinação do número de 

células em proliferação, foram consideradas aquelas com marcação positiva (marcação 

marrom) dentro dos campos selecionados. 

 

Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de VEGF, IL-6, TNF-α, TGF-β1 e PDGF foi avaliada por ensaio 

multiplex (Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP 

- Campinas/SP). As amostras de proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer 

reagente, 10x (Merck, Millipore) e quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, 

EMD Chemicals), de acordo com as instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, 

utilizou-se o Milliplex Kit (EMD Millipore), que fornece análise de diferentes analitos em 

um mesmo poço da placa, e o ensaio completo foi realizado de acordo com os protocolos de 

cada kit e as instruções do fabricante. Os resultados do ensaio foram normalizados dividindo-

se pelos respectivos valores de proteína alvo obtidos na quantificação pelo método de ensaio 

de proteína BCA. Os dados gráficos foram expressos em fold-change. 
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Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram 

realizados para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de 

testosterona final e baseline, assim como para análise comparativa dos pesos dos animais. 

Todas as análises foram realizadas usando o software de análises estatísticas GraphPad 

Prism 6. Todos os testes foram aplicados com um nível de confiança de 95% (p <0,05). Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão.  

 

RESULTADOS 

Concentração sérica de testosterona  

Os valores de testosterona circulantes foram próximos entre todos os grupos no dia 0 

(p˃0,05). Após orquiectomia, observou-se acentuada queda de testosterona quando 

comparado aos demais grupos (p˂0,05).  Os valores de testosterona circulantes dos grupos 

tratados com durateston foram acentuadamente maiores aos demais grupos (p˂0.05) (Figura 

2A).  

O peso corporal dos animais manteve-se uniforme entre todos os grupos, exceto no grupo 

de animais orquiectomizados que apresentaram redução significativa no peso quando 

comparados aos animais dos grupos sem tratamento e durateston (p<0.05) (Figura 2B). 
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Administração de durateston favorece a formação de matriz extracelular e a 

revascularização  

 

Após 7 dias a ferida cutânea de todos os grupos de ratos estava preenchida por tecido de 

granulação, caracteristicamente composto por infiltrado de células inflamatórias, 

fibroblastos, matriz extracelular e figuras vasculares, com variações quantitativas de cada 

componente conforme observados pela análise estereométrica. Em todos os grupos, 

observou-se predomínio de células inflamatórias, constituindo aproximadamente 70% do 

tecido de granulação, não havendo variações significativas do infiltrado leucocitário entre 

os grupos (p>0.05). Nos animais do grupo controle e submetidos à orquiectomia o conteúdo 

de matriz extracelular correspondia a mais de 10% do tecido de granulação. O tratamento 

com durateston induziu significativo aumento da formação de matriz em ambos os grupos, 

comparando-se aos grupos sem tratamento e orquiectomia (p<0.05). Comparativamente à 

composição de matriz extracelular, a formação de vasos sanguíneos também foi similar entre 

os grupos sem tratamento e orquiectomia, e aumentada de maneira significativa nos grupos 

Figura 2 – Médias da concentração sérica de testosterona e peso dos animais. 

 

A) B) 

A) Médias da concentração sérica de testosterona circulante (ng/mL) e B) Médias do peso corporal dos 

animais, no período inicial (dia 0) e 21 dias após orquiectomia, associada ou não com durateston. *p<0.05 

comparado ao grupo sem tratamento no dia 21, **p< 0.05 comparado ao grupo orquiectomia no dia 21, 

#p<0.05 comparando-se ao respectivo grupo no dia 0. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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DURA e OQX+DURA, comparando-se aos grupos controle e submetidos à orquiectomia 

(OQX) (p<0.05). A redução na formação de matriz extracelular e vasos sanguíneos no grupo 

OQX foi significativa apenas em relação ao grupo testosterona (DURA), não diferindo 

estatisticamente do grupo OQX+DURA. A presença de fibroblastos, em todos os grupos, 

corresponde a menor porcentagem de constituintes do tecido de granulação, no entanto, a 

ausência de testosterona (grupo OQX) promoveu aumento da produção das células 

fibroblásticas em relação aos demais grupos, de forma significativa comparado ao grupo 

OQX+DURA (p<0.05). A testosterona exógena reduziu a produção de fibroblastos em 

ambos os grupos (DURA e OQX+DURA), comparativamente aos animais com nível 

fisiológico (sem tratamento) e ausência de testosterona (OQX) (Figuras 3 e 4). A análise 

estereométrica dos cortes corados por Tricrômico de Masson confirmou os achados 

referentes a formação de matriz extracelular observados nos cortes corados por H&E (Figura 

5).  

 

 

 

            

Figura 3 – Médias da análise estereométrica de células inflamatórias, fibroblastos, matriz 

extracelular e figuras vasculares do tecido de granulação (% ± desvio padrão).  

Os valores indicam redução da densidade volumétrica de fibroblastos e aumento da deposição de matriz 

extracelular e revascularização, pelo tratamento com durateston. *p<0.05 em relação ao grupo orquiectomia, 

**p<0.05 em relação ao grupo sem tratamento. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 4 – Fotomicrografias representativas da análise estereométrica referente aos grupos sem 

tratamento, orquiectomia (OQX), durateston e orquiectomia+durateston. Coloração H&E (40x). 

 

Pode-se observar formação de clássico tecido de granulação composto por células inflamatórias, fibroblastos, 

matriz extracelular e vasos sanguíneos.  

Fonte: Elaboração própria. 
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Redução hormonal acompanhada ou não da administração de durateston está associada a 

menor quantidade de deposição de colágeno 

  

O tecido de granulação apresentou escassos e finos feixes de fibras de colágeno, distribuídos 

de maneira uniforme tanto em áreas de borda como centro da ferida. A mensuração das fibras 

colágenas birrefringentes, através da coloração PicroSirius Red, demonstrou que a redução 

hormonal, acompanhada ou não da administração de durateston (grupos OQX e 

OQX+DURA), está associada a menor produção de colágeno comparando-se ao grupo sem 

tratamento (p>0.05), no entanto, no grupo DURA a quantidade das fibras colágenas foi 

Figura 5 - Fotomicrografias de cortes histológicos corados por Tricrômico de Masson (40x). 

 

Pode-se observar formação de clássico tecido de granulação composto por células inflamatórias, fibroblastos, 

matriz extracelular e vasos sanguíneos. A marcação em azul evidencia a formação de fibras constituintes da 

matriz extracelular.  

Fonte: Elaboração própria. 
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similar ao sem tratamento e, discretamente maior que naqueles grupos (p>0.05) (Figuras 6 

e 7).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Análise quantitativa de feixes de fibras de colágeno birrefringente nos cortes corados com 

PicroSirius Red.  

 

Figura 7 - Fotomicrografias representativas da análise quantitativa de feixes de fibras colágenas 

referentes aos grupos sem tratamento, orquiectomia (OQX), durateston e orquiectomia+durateston. 

Picrosirius Red (20x). 

 

Média e desvio-padrão das porcentagens de feixes de fibras colágenas, no tecido de granulação, referentes 

às regiões de borda e centro das lesões. Não houve diferença estatística entre os grupos. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Os cortes foram analisados em microscópio com luz polarizada. Pode-se observar, em todos os grupos, fibras 

colágenas delgadas e em escassa quantidade.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

OQX 
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Orquiectomia promove maior contração da ferida  

Através da mensuração linear das feridas, observou-se que em ambos os grupos tratados com 

durateston, o gap entre as bordas da ferida foi maior, sendo similar ao observado no grupo 

sem tratamento (p>0.05). Por outro lado, a orquiectomia foi capaz de reduzir a distância 

entre as bordas das lesões cutâneas, comparando-se aos grupos controle (p>0.05) e DURA 

e OQX+DURA (p<0.05) (Figuras 8 e 9).  

 

 

 

 

 

 

 

As linhas em azul demonstram o gap entre as bordas. Pode-se observar menor gap entre as bordas da ferida no grupo 

OQX.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

Figura 8 – Análise da contração das bordas das feridas.  

 
 

Média e desvio-padrão da análise do gap entre as bordas das feridas, representando gaps maiores 

a uma menor contração da ferida. *p<0.05 comparado ao grupo orquiectomia. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 
 

Figura 9 - Fotomicrografias representativas das feridas cutâneas dos ratos referentes aos grupos sem 

tratamento, orquiectomia (OQX), durateston e orquiectomia+durateston. Coloração H&E (4x) 
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A administração de durateston estimula a proliferação de fibroblastos e favorece o processo 

de reepitelização  

 

Na imunomarcação do anticorpo PCNA, avaliou-se a proliferação de fibroblastos no tecido 

de granulação, observando-se reduzida atividade proliferativa celular nos grupos controle, 

OQX e OQX+DURA, que diferiram estatisticamente do grupo tratado com durateston 

(DURA), o qual apresentou acentuado aumento na proliferação fibroblástica (p<0.05). Por 

outro lado, a imunomarcação do fator de crescimento em queratinócitos (KGF), que está 

relacionado ao processo de reepitelização, apresentou-se reduzida de maneira similar nos 

grupos sem tratamento e OQX (p>0.05), diferindo-se significativamente dos grupos 

orquiectomia mais administração de durateston e a terapia com o hormônio (grupos DURA 

e OQX+DURA) (p<0.05), os quais elevaram acentuadamente a imunomarcação do KGF, 

principalmente no grupo OQX+DURA que diferiu estatisticamente do grupo DURA 

(p<0.05) (Figuras 10, 11 e 12). 

 

 

 

            

 

 

 

 

Figura 10 – Análise imunohistoquímica da expressão de antígeno nuclear de proliferação celular 

(PCNA) e fator de crescimento de queratinócitos (KGF).  

 

*p< 0.05 comparado ao grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo durateston, #p<0.05 comparado 

ao grupo OQX+durateston. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 11 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados por 

imunohistoquímica (40x). 

 

 

Figura 12 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados por 

imunohistoquímica (40x). 

 

Fotomicrografias representativas da reação de imunohistoquímica para o anticorpo 

PCNA, referentes aos grupos sem tratamento, orquiectomia (OQX), durateston e 

orquiectomia+durateston. Foram quantificados os fibroblastos imunomarcados em 

marrom, distribuídos no tecido de granulação.  

Fonte: Elaboração própria. 

 
 

 

Fotomicrografias representativas da reação de imunohistoquímica para o anticorpo KGF, 

referentes aos grupos sem tratamento, orquiectomia (OQX), durateston e 

orquiectomia+durateston. Foram quantificadas as céluas imunomarcadas em marrom, 

distribuídas no tecido epitelial das bordas da ferida. 

Fonte: Elaboração própria. 
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A depleção de testosterona reduz o processo inflamatório associado a formação do tecido 

de granulação  

 

O nível subfisiológico de testosterona (grupo OQX) elevou significativamente a expressão 

de VEGF e PDGF, enquanto a concentração de IL-6, TNF-α e TGF-β1 foi acentuadamente 

reduzida pela orquiectomia (p<0.05). Por outro lado, a dose suprafisiológica de testosterona 

(grupo Durateston) promoveu aumento significativo de VEGF, PDGF, TNF-α e TGF-β1, e 

reduziu IL-6 (p<0.05). A orquiectomia associada à administração de durateston, elevou a 

concentração tecidual de VEGF, PDGF e IL-6, e diminuiu a expressão de TNF-α e TGF-β1 

(p<0.05) (Figura 13). 

                  

                                                                                    

 

Figura 13 – Fold-change da concentração tecidual de citocinas inflamatórias.  

*p< 0.05 em relação ao grupo orquiectomia, **p<0.05 comparado ao grupo durateston, #p<0.05 comparado ao 

sem tratamento.  

Fonte: Elaboração própria. 

 



42 
 

 

DISCUSSÃO  

O propósito do presente trabalho foi fundamentado na hipótese de que níveis subfisiológicos 

ou suprafisiológicos de testosterona circulante possam modular a formação de tecido de 

granulação induzido em ferida cutânea. Foi utilizado um clássico modelo de ferida cirúrgica 

cutânea no dorso de ratos para induzir a formação de tecido de granulação. O período para 

o desenvolvimento ou estabelecimento dos parâmetros clínicos dos efeitos supra e 

subfisiológicos da testosterona é variável em diferentes espécies de animais e em diferentes 

indivíduos da mesma espécie. Portanto, para se estabelecer níveis de testosterona circulante 

desejado, o monitoramento sérico é importante e pode ser feito através de imunoensaio de 

quimioluminescência conforme foi realizado no presente trabalho. A orquiectomia e a dose 

de 250 mg/kg de peso corporal de durateston, utilizados no presente trabalho, confirmaram 

os achados de trabalhos anteriores, os quais demonstraram que a concentração sérica sub ou 

supra fisiológica resultante, mostraram-se bem toleradas14, 16, 17. Praticamente todos os 

procedimentos cirúrgicos ou administração de drogas, tem efeitos secundários muitas vezes 

indesejáveis. Em todos os casos, deve-se ressaltar que seus benefícios suplantam em muito 

os efeitos indesejáveis. Em condições de normalidade, a multiplicidade de eventos 

envolvidos na formação do tecido de granulação, como ponto importante na reparação de 

feridas, é complexa e sugere-se que hormônios de maneira geral, incluindo a testosterona 

atue nesses eventos de maneira seletiva. No presente trabalho, os componentes do tecido de 

granulação responderam de forma distinta ao impacto induzido pelos níveis sub e 

suprafisiológico de testosterona.  Os resultados estereométricos mostraram que níveis sub 

ou supra fisiológicos de testosterona não influenciaram a reação inflamatória, que é uma fase 

de relevante importância e própria da formação do tecido de granulação.  Os achados 

referentes ao processo inflamatório parecem estar dissociados à queda ou aumento dos níveis 

de testosterona.  A resposta inflamatória aos baixos níveis de testosterona circulantes não 
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está alinhada aos achados de Kamis e Ibrahim18, Yao et al.19; Gilliver et al.1, Torres-Chávez 

et al.20 e Romana-Souza et al.13 que verificaram importantes efeitos antiinflamatórios ou 

imunossupressores em protocolos com animais orquiectomizados. Por outro lado, nossos 

resultados não mostram tendência de alteração da resposta inflamatória com o tratamento de 

indução do aumento do nível de testosterona circulante. A elevada concentração de 

testosterona circulante mostra-se associada a acentuada perda óssea periodontal em ratos16, 

aventando-se que a testosterona possua propriedade imunossupressora, como verificado pelo 

efeito supressor do hormônio sobre a contagem de leucócitos em camundongos 

orquiectomizados e ratos jovens18, 19. De modo semelhante, o uso de anabolizantes 

esteroidais por homens está relacionada a formas mais severas de periodontite21. 

Por outro lado, os resultados mostraram que a densidade volumétrica de fibroblastos, matriz 

extracelular e figuras vasculares foram marcantemente heterogêneos. Verificou-se que a 

densidade volumétrica de matriz extracelular e de vasos sanguíneos não acompanharam a 

celularidade do tecido de granulação, isto é, foram inversamente proporcionais à densidade 

volumétrica de fibroblastos. Parte dos achados do presente trabalho estão de acordo aos 

resultados de Mukudai et al.22 que observaram redução da proliferação de fibroblastos pela 

terapia com testosterona, e tendência em apresentar queda produção de matriz extracelular 

em cordas vocais de ratos castrados. Interessante salientar que quando se avaliou-se somente 

feixes de fibras de colágeno dentre todos os componentes presentes na matriz extracelular, 

não detectou-se significativas diferenças no período experimental analisado. Esses 

resultados estão alinhados aos resultados de Bertolo et al.23 e Hofer et al.24. 

A avaliação da atividade proliferativa de fibroblastos feita pela imunomarcação do anticorpo 

PCNA, mostrou-se sensível ao tratamento com durateston, quando comparado aos outros 

tratamentos. No estágio atual do nosso conhecimento, não existem dados na literatura 

pertinente, avaliando a atividade proliferativa de fibroblastos associada ao impacto sistêmico 
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dos níveis sub ou suprafisiológico de testosterona circulante, o que denota o ineditismo dos 

dados.   

Sabe-se que em ratos há interação entre hormônios circulantes e fibroblastos, especialmente 

os gengivais. Nesses casos os fibroblastos podem metabolizar testosterona produzindo 5α-

dihidrotestosterona que poderia agir nas subpopulações de fibroblastos gengivais e causar 

aumento da síntese de colágeno e/ou diminuição da atividade da colagenase, induzindo 

aumento gengival. Podemos aventar a hipótese que fibroblastos da derme não respondem da 

mesma forma e que nível elevado de testosterona estimule a atividade dos fibroblastos e, 

consequentemente, a síntese de produtos que compõe a matriz extracelular que não somente 

feixes de fibras de colágeno.  Estudos in vivo e in vitro sobre a atividade de células que 

compõe o tecido de granulação, associados aos níveis suprafisiológicos de testosterona são 

escassos e apontam divergências, mostrando trabalhos cujos resultados experimentais não 

são conclusivos. Na análise estereométrica feita em preparados histológicos, ao nível de 

microscopia de luz transmitida, as estruturas mais proeminentes (opacas) são superestimadas 

correspondendo ao efeito Holmes, que na execução de métodos estereométricos deve ser 

considerado. Portanto, o efeito Holmes é um erro sistemático associado a espessura do corte 

e ao diâmetro do componente estudado25. A dimensão do erro depende da razão entre o 

diâmetro da estrutura examinada e a espessura do corte. Segundo Anderson e Lowe26, não 

há necessidade em aplicar-se o efeito Holmes em estudos comparativos da mesma estrutura 

tecidual, desde que as espessuras sejam constantes. Essas observações justificam ausência 

de cálculo de erro neste experimento, assim como não utilização de cortes semifinos. Tem-

se que levar em consideração, entretanto, que cortes semifinos aumentam a resolução e 

consequentemente a confiabilidade da análise estereológica27.   

No processo de reparo, a angiogênese constitui mecanismo fundamental na formação do 

tecido de granulação e, como descreveram Gonçalves et al.28 o aumento da vascularização é 
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essencial para as atividades celulares, estando diretamente relacionada à deposição de novos 

componentes da matriz, promovendo suprimentos necessários ao tecido neoformado, e 

garantindo a função dos fibroblastos e demais células implicadas na reparação. No presente 

trabalho, o tratamento com durateston induziu elevada e significativa porcentagem de vasos 

sanguíneos. Embasando nossos resultados, recentes registros na literatura apontam que a 

administração de testosterona aumenta a vascularização cardíaca em ratos castrados ou 

não29, 30. Em modelo de reparo cutâneo em ratos, Chenu et al.10 observaram que em ratos 

castrados o restabelecimento do fluxo sanguíneo foi reduzido, levando à isquemia e necrose 

tecidual, enquanto em animais controle e castrados acompanhados de administração de 

testosterona a revascularização foi igualmente restabelecida.  

Diante da heterogeneidade das respostas celulares vistas às alterações dos níveis de 

testosterona circulante, podemos pensar que diferentes mecanismos de controles funcionais 

decorrentes do processo inflamatório e da fase de deposição de matriz extracelular 

especificamente de feixes de fibras de colágeno, podem estar atuando na compensação das 

alterações de eventuais efeitos secundários. Diversos mediadores da inflamação, como 

citocinas pró e anti-inflamatórias e fatores de crescimento, atuam coordenando a reparação, 

ativando o processo inflamatório, estimulando a síntese de colágeno e iniciando a 

angiogênese31, 8. A avaliação da resposta das células que participam da formação do tecido 

de granulação também foi realizada através da análise de IL-6, TNF-α, TGF-β1, VEGF e 

PDGF. A expressão de VEGF e PDGF foi elevada nos diferentes grupos experimentais, 

principalmente no grupo orquiectomizado e, a mesma intervenção diminuiu drasticamente o 

nível tecidual de TGF-β1 e TNF-α mesmo após a administração do durateston. O nível 

tecidual de IL-6 diminuiu nos tecidos dos animais do grupo orquiectomizado e do grupo 

tratado apenas com durateston. Entretanto, os resultados mostram que quando os animais 

orquiectomizados foram tratados com durateston, os níveis de IL-6 foram restabelecidos. 
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Tais informações indicam que os diferentes fatores de crescimento e citocinas avaliados, são 

estimuladas ou não em resposta à variação hormonal. Gilliver et al.1 também verificaram em 

modelo de reparo cutâneo, que a orquiectomia reduz a expressão de TGF-β1, TNF-α e IL-6, 

o que embasa nossos achados. Têm-se que levar em consideração que inúmeros fatores 

bioquímicos estão envolvidos na formação do tecido de granulação e, os dados da literatura 

pertinente são escassos e merecem serem investigados. Apesar de realizados em condições 

distintas ao nosso trabalho Montico et al.32 e Chodari et al.29 verificaram aumento da 

expressão de VEGF em condições subfisiológicas de testosterona e na reposição hormonal. 

Por outro lado, nossos resultados estão de acordo com Hofer et al.24 que avaliaram o processo 

inflamatório em modelo de reparo tecidual em uretra de ratos e observaram que a castração 

reduziu o perfil inflamatório, diminuindo a expressão de PDGF, TGF-β1 e TNF-α, condição 

essa revertida pela administração de testosterona nos animais. Resultados conflitantes são 

reportados a respeito da relação entre a expressão de citocinas e testosterona16, sendo 

relatados na literatura achados mostrando que a baixa concentração de testosterona não afeta 

a produção de IL-6 durante inflamação periodontal em ratos16, ausência de correlação entre 

a terapia com o hormônio e a expressão de IL-6 e TNF-α em homens idosos33 e, ainda, que 

a terapia com testosterona em homens com hipogonadismo reduz significativamente a 

expressão de TNF-α, mas não possui efeito sobre os níveis de IL-634. 

Subsequente a formação e maturação do tecido de granulação, a atividade de queratinócitos 

nas bordas da ferida iniciam o processo de reepitelização, ativado por diferentes vias de 

sinalização que atuando sobre células epiteliais promovem a liberação de uma série de 

citocinas e fatores de crescimento, como o fator de crescimento em queratinócitos (KGF)31, 

8. Verificamos que a porcentagem de células que expressam KGF foi similar entre os grupos 

de ratos sem tratamento e orquiectomizado, enquanto o tratamento com durateston elevou 

significativamente a marcação do fator de crescimento, sugerindo que a testosterona possa 
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atuar acelerando o processo de reepitelização sobre a ferida cutânea. Por fim, a mensuração 

linear das bordas da ferida foi realizada, e foi verificado que a administração hormonal em 

animais orquiectomizados ou não, comprometeu de maneira significativa a contração da 

ferida, demonstrando o potencial da concentração suprafisiológica de testosterona em 

retardar a completa resolução da ferida. No entanto, é necessário considerar o período 

avaliado de 7 dias pois, como também observado por Gonçalves et al.28 em modelo de reparo 

cutâneo, a contração da ferida é aumentada pela administração de testosterona após o período 

de 14 dias, mantendo-se reduzida no período inicial de 7 dias.  

Os resultados alcançados são comparáveis a literatura, no que diz respeito a avaliação dos 

mecanismos de ação e efeitos da variação nos níveis de testosterona sobre o curso da 

formação do tecido de granulação. Contudo, ressalta-se que é necessário considerar as 

diferenças metodológicas dos diferentes trabalhos, o tipo de droga utilizada, e período 

avaliado, transferindo e analisando de forma cautelosa os achados, que em conjunto 

contribuem com a elucidação sobre o assunto, esclarecendo pontos divergentes de outros já 

observados na literatura, porém não implicando de maneira conclusiva sobre seu total 

esclarecimento. De modo geral, tanto a concentração subfisiológica de testosterona quanto 

suprafisiológica, podem agir no processo de formação do tecido de granulação e, 

eventualmente, interferir em sua progressão.  

 

CONCLUSÃO 

Os dados indicam que os níveis sub ou suprafisiológico de testosterona circulantes 

influenciam na formação do tecido de granulação, demonstrando o nível suprafisiológico de 

testosterona estimular a maturação do tecido de granulação.     
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RESUMO 

O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto da administração de anastrosol, flutamida e 

fulvestranto, sobre o tecido de granulação utilizando-se clássico modelo de reparação tecidual 

experimental. Foram utilizados 50 ratos, divididos em 5 grupos experimentais: G1- Sem 

tratamento, G2- Anastrosol, G3- Flutamida, G4- Fulvestranto e G5-Durateston+Anastrosol. No 

dia 0 os animais foram submetidos ao tratamento farmacológico específico, e após 15 dias foi 

realizada ferida cutânea no dorso dos ratos. Após o período de 7 dias pós-cirúrgico, os animais 

foram eutanasiados para realização de biópsia excisional das feridas cutâneas e posterior 

processamento histopatológico. Foi avaliada a contração das feridas (H&E), análise 

estereométrica e qualitativa do tecido de granulação (H&E e Tricrômico de Masson) e 

mensuração da formação de colágeno (PicroSirius); e, ainda, foi realizada reação de 

imunohistoquímica para os anticorpos PCNA e KGF, e análise da expressão de VEGF, IL-6, 

TNF-α, TGF-β1 e PDGF por ensaio multiplex. A flutamida, fulvestranto e anastrosol não 

produziram efeitos significativos sobre as estruturas constituintes do tecido de granulação. A 

flutamida aumentou da proliferação de fibroblastos (imunomarcados por PCNA) e expressão 

de KGF, e estimulou a contração das feridas (p<0.05). A terapia com fulvestranto também 

aumentou a contração das feridas (p<0.05).  Ainda, a flutamida elevou a produção de TNF-α, 

TGF-β1 e VEGF, e reduziu IL-6 e PDGF (p<0.05), enquanto os demais tratamentos mantiveram 

baixos os níveis das citocinas e fatores de crescimento. Concluímos que drogas bloqueadoras 

dos receptores de andrógeno e estrógeno, como por exemplo a flutamida e fulvestranto, e 

inibidores da ação da aromatase, não alteraram o processo inflamatório envolvido no tecido de 

granulação, enquanto a flutamida acelerou a retração da ferida cutânea, não interferindo no 

processo inflamatório. 

 

Palavras-chaves: Tecido de granulação. Androgênios. Inflamação. Ratos.  
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INTRODUÇÃO 

           O reparo de feridas corresponde a um processo dinâmico e altamente regulado por 

mecanismos celulares, humorais e moleculares, que se inicia diretamente após a lesão tecidual, 

podendo estender-se durante períodos prolongados, como descreve Reinke e Sorg1. Os 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos no processo de reparo de feridas são complexos, 

incluindo todas as fases da reação inflamatória, formação de tecido de granulação e 

remodelação tecidual. Após a injúria tecidual neutrófilos e macrófagos invadem a área da ferida 

destruindo partículas estranhas e, subsequentemente, células endoteliais promovem a formação 

de novos vasos sanguíneos que sustentam a formação de tecido de granulação, composto pela 

proliferação de fibroblastos que depositam matriz de colágeno e, posteriormente, há 

proliferação de queratinócitos que migram e promovem a reepitelização2. 

         A desregulação de qualquer mecanismo celular e molecular pode comprometer a 

dinâmica dos eventos sequenciais do processo de reparo, retardando ou impedindo o processo 

de cura3, 4, 5. Fatores locais ou sistêmicos alteram os componentes teciduais e moleculares do 

processo de reparo influenciando a cura de feridas3, 6. Postula-se que alterações dos hormônios 

androgênicos circulantes, por exemplo a testosterona, influenciem o processo de reparo de 

feridas cutâneas2, 4, 7, 8, destacando-se o uso de drogas bloqueadoras dos receptores de 

andrógeno e estrógeno, como por exemplo a flutamida e fulvestranto, e inibidores da ação da 

aromatase, enzima essa que converte a testosterona em estrógeno9, 10, 11. 

         Há relatos na literatura que essas drogas produzem efeitos secundários indesejáveis, 

alguns comprometendo diretamente a sequência de eventos na resposta das células e dos tecidos 

envolvidos no processo de cura12, 13, 14. Deve-se salientar que seus benefícios suplantam em 

muitos os efeitos indesejáveis e, estudos dose resposta devem ser considerados quanto a 

heterogeneidade interindividual na resposta direta ou indireta sobre células e tecidos durante o 

processo de cura.  
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       Portanto, a proposição do presente trabalho foi avaliar o impacto da administração de 

anastrosol, flutamida e fulvestranto, sobre o tecido de granulação utilizando-se clássico modelo 

de reparação tecidual experimental. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). 

Cinquenta ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 3-4 meses de idade, foram 

distribuídos aleatoriamente em 5 grupos (n = 10/grupo), mantidos a uma temperatura de 23°C 

±2, umidade de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água 

disponível ad libitum. Os grupos e condições experimentais são demonstrados na Figura 1. 

 

 

 

 

 

Figura 1- Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

 

Todos os tratamentos foram iniciados 15 dias antes da indução da ferida cirúrgica. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Animais sem tratamento  

Os animais deste grupo foram submetidos apenas ao procedimento cirúrgico para indução de 

ferida cutânea, e não receberam tratamento farmacológico específico, representando, portanto, 

o grupo de animais com nível fisiológico de testosterona (Figura 1). 

 

Inibição farmacológica de receptores de andrógeno, Inibição farmacológica de receptores de 

estrógeno e Inibição farmacológica da enzima aromatase  

 

Respeitando os grupos experimentais, os animais foram tratados com um dos protocolos a 

seguir:  i - 50 mg/kg de peso corporal flutamida (F9397, Sigma-Aldrich) via gavagem oral, 

a cada 02 dias15, com o propósito de bloquear a ação da testosterona; ii - 1,5 mg/kg de peso 

corporal/dia de fulvestranto (I4409, Sigma-Aldrich), via subcutânea16, com o propósito de 

bloquear a ação do estrógeno e permitir ação apenas da testosterona; iii - 0,2 mg/kg de peso 

corporal/dia de anastrosol (A273, Sigma-Aldrich) via gavagem oral17, com o propósito de 

bloquear a conversão de testosterona em estrógeno e, dessa forma, permitir apenas a ação da 

testosterona (Figura 1). 

 

Tratamento com testosterona (durateston) 

Foi realizada semanalmente a administração de 250 mg/kg de Durateston (Schering-Plough) 

diluído em 0,1 ml de óleo de milho por via intramuscular18. O tratamento foi realizado até o 

final do período experimental (Figura 1). O tratamento foi realizado com o ptopósito de 

promover nível suprafisiológico de testosterona nos animais. 

 

Análise do nível sérico de testosterona e Peso dos animais 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no dia 0 (baseline), anterior à 

administração das drogas. No dia do sacrifício foram coletadas amostras de sangue de cada 

animal, por punção cardíaca, para avaliação da concentração hormonal final. O nível sérico de 

testosterona foi avaliado utilizando-se imunoensaio de quimioluminescência (Immulite 2000, 



56 
 

 

Siemens Healthcare Diagnostics, Gwynedd, Reino Unido) no Laboratório de Análises Clínicas 

São Lucas/Araraquara-SP.  

O peso dos animais também foi registrado no momento da eutanásia (dia 21) e avaliado 

comparativamente ao peso obtido no dia 0. 

 

Indução da ferida cutânea 

Após 15 dias do início dos tratamentos, os animais foram submetidos a anestesia com ketamina 

(1 mL/kg) e xilazina (0,4 mL/kg) para realização de procedimento cirúrgico para indução de 

ferida cutânea na região dorsal, localizada na linha média2. O animal foi colocado em decúbito 

esternal e após tricotomia, a antissepsia da região dorsal foi realizada com 2% de digluconato 

de clorexidina. Para a ressecção circular da pele, no centro da área depilada, as incisões foram 

feitas por rotação da borda cortante do punch metálico, medindo 0,6cm de diâmetro, até a 

exposição da fáscia muscular dorsal. As lesões permaneceram abertas, não recebendo nenhum 

tratamento oclusivo para que não interferisse na cicatrização, e a hemostasia foi realizada por 

compressão digital usando gaze estéril. Os ratos receberam acetaminofeno (300 mg/kg/peso 

corporal, via oral) para alívio da dor pós-operatória e uma combinação de sais de 

benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2 ml/rato, via intramuscular). Após 7 dias de 

indução da ferida cirúrgica (dia 21), os animais foram eutanasiados por aprofundamento 

anestésico e os tecidos coletados para análise. 

 

Eutanásia e coleta das amostras 

Após o período experimental, todos os ratos foram eutanasiados por aprofundamento anestésico 

e as amostras das feridas coletadas e divididas ao meio. Metade foi fixada em solução de 

paraformaldeído a 4% durante 48 horas. Após a fixação, as peças foram lavadas em água 

corrente, desidratadas em série crescente de álcoois e diafanizadas em xilol. Após a 

diafanização, as peças foram incluídas em parafina, de forma padronizada para obtenção de 

cortes histológicos semi-seriados de 5 µm que foram corados com hematoxilina e eosina, 
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tricrômico de masson e picrosirius red. A outra metade foi congelada a -80º para análise do 

perfil de citocinas inflamatórias através do imunoensaio multiplex. 

Análise estereométrica  

As imagens dos cortes microscópicos corados em H&E foram capturadas utilizando-se câmera 

digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz comumente 

transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha).  Uma grade de 

32.400 μm2 com 9×4 quadrados de 30 μm foi construída usando um software/editor de imagem 

(Adobe Photoshop CS5) e sobreposto nas imagens digitais obtidas dos cortes histológicos. As 

avaliações foram realizadas na região de transição de ferida/tecido normal, em lados opostos, 

considerando-se as duas bordas da ferida, além de um campo central da mesma. Um único 

examinador, previamente treinado e calibrado, realizou a análise estereométrica através da 

técnica de contagem de pontos. Foram feitas a determinação da densidade volumétrica (%) de 

células inflamatórias, fibroblastos (identificados como células fusiformes ou estreladas, núcleo 

ovóide ou alongado), matriz extracelular, figuras vasculares, e em cada grupo, a partir dos 

valores obtidos das medidas de cada animal foram estabelecidos as médias e os desvios padrão. 

A avaliação foi complementada pela análise qualitativa através dos cortes corados por 

Tricrômico de Masson. 

 

 

Mensuração do colágeno birrefringente (Picrosirius Red) 

A densidade volumétrica (%) de colágeno nas regiões de borda e centro da ferida foi estimada 

a partir de cortes corados com solução a 0,1% de PicroSirius Red (Sigma-Aldrich Co., Saint 

Louis, MO, EUA). Os cortes foram analisados com filtros de polarização acoplados ao 

microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). Foi utilizado 1 corte de cada animal, e 

1 imagem foi capturada de cada uma das três regiões da ferida, como descrito anteriormente, 

com o auxílio de uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) e objetiva de 20x. Todas 
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as imagens foram capturadas com parâmetros padronizados de intensidade de luz, abertura do 

diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, angulação do polarizador e brilho 

da imagem. A quantidade de colágeno foi estimada utilizando-se metodologia previamente 

descrita na literatura19, através do processador de imagens ImageJ (National Institutes of Helth, 

Bethesda, MD, EUA), em que as cores proporcionadas pela birrefringência das imagens são 

isoladas utilizando-se o histograma de matiz disponível na guia “Color Threshold”. As imagens 

foram convertidas para preto e branco, de modo que cada pixel não preto se tornou branco e 

cada pixel preto permaneceu preto. Em seguida, a porcentagem ocupada por cada cor foi 

calculada a partir do número de pixels em cada faixa de matiz. Para esta mensuração, 

manipulou-se o histograma de matiz para selecionar cada comprimento de onda, ou seja, 

vermelho/alaranjado (matizes 2 a 38 e 230 a 256), amarelo (matiz 39 a 51) e verde (matiz 52 a 

128). O número de pixels de cada frequência de cor foi expresso como porcentagem do total de 

colágeno birrefringente daquele comprimento de onda no total da imagem. 

 

Análise da contração das feridas 

Foi realizada a mensuração linear dos cortes histológicos das feridas cutâneas, com o objetivo 

de avaliar a contração das lesões. Os cortes histológicos corados com H&E foram fotografados 

usando microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 4x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha) e, em seguida, foi realizada análise utilizando-se o software Imagem J. Foi 

traçada uma linha entre as bordas das feridas e, automaticamente, o software gerou a medida 

em micrômetros, e em cada grupo, a partir dos valores obtidos de cada mensuração por animal 

foram estabelecidos as médias e desvios padrão. 

Imunohistoquímica 

A imunomarcação do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e do fator de 

crescimento de queratinócitos (KGF) foram avaliadas por imunohistoquímica. O protocolo, 

previamente padronizado, foi estabelecido para cada anticorpo: PCNA (1:50 - Invitrogen 
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133900) e KGF (1:25-ab131162-Abcam). As proteínas alvo foram detectadas utilizando-se o 

sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation) e, em seguida, os cortes foram 

corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens foram 

capturadas através de câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). A quantificação de células imunomarcadas (fibroblastos) foi realizada no 

tecido conjuntivo próximo as bordas da ferida e na área central para o anticorpo de PCNA, 

enquanto que para a quantificação de queratinócitos expressando o anticorpo KGF, apenas o 

epitélio das bordas da ferida foi considerado. Para a determinação do número de células em 

proliferação, foram consideradas aquelas com marcação positiva (marcação marrom) dentro 

dos campos selecionados. 

 

Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de VEGF, IL-6, TNF-α, TGF-β1 e PDGF foi avaliada por ensaio 

multiplex (Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP - 

Campinas/SP). As amostras de proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer 

reagente, 10x (Merck, Millipore) e quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, 

EMD Chemicals), de acordo com as instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, utilizou-

se o Milliplex Kit (EMD Millipore), que fornece análise de diferentes analitos em um mesmo 

poço da placa, e o ensaio completo foi realizado de acordo com os protocolos de cada kit e as 

instruções do fabricante. Os resultados do ensaio foram normalizados dividindo-se pelos 

respectivos valores de proteína alvo obtidos na quantificação pelo método de ensaio de proteína 

BCA. Os dados gráficos foram expressos em fold-change. 

 

Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram realizados 
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para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de testosterona final 

e baseline, assim como para realizar a análise comparativa do peso dos animais. Todas as 

análises foram realizadas usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 6. Todos 

os testes foram aplicados com um nível de confiança de 95% (p <0,05). Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. 

 

 

RESULTADOS 

Nível sérico de testosterona  

Os valores de testosterona circulante foram similares entre todos os grupos no dia 0 (p>0.05). 

No dia 21, o nível sérico do hormônio foi similar entre os grupos controle, ANA e FULV 

(p>0.05), diferindo-se significativamente dos grupos tratados com flutamida (FLUTA) e 

durateston+anastrosol (DURA+ANA), que apresentaram altos níveis de testosterona (p<0.05). 

Ainda, comparando-se os grupos FLUTA e DURA+ANA, nesse último o nível hormonal foi 

acentuadamente superior ao FLUTA (p<0.05) (Figura 2A). 

A média do peso corporal dos animais manteve-se uniforme entre todos os grupos, havendo 

aumento significativo apenas no grupo fulvestranto analisando-se comparativamente no dia 0 e 

21 (Figura 2B). 

 

 

    

 

Figura 2 – Médias do nível sérico de testosterona e peso corporal dos animais. 

 

 

 

A) B) 

A) Médias do nível sérico de testosterona circulante (ng/mL) e B) Médias do peso corporal dos animais, no período 

inicial (dia 0) e 21 dias após o bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e da enzima aromatase. *p<0.05 

comparado ao respectivo grupo no dia 0, #p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol no dia 21, ##p<0.05 

em relação ao grupo flutamida no dia 21. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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O bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e a inibição da aromatase não 

produziram efeitos significativos sobre os componentes do tecido de granulação  
 

O conteúdo do leito da ferida estava constituído totalmente por tecido de granulação, com 

predomínio de células inflamatórias e em menor porcentagem, matriz extracelular, fibroblastos 

e vasos sanguíneos, como confirmado pela mensuração estereométrica. Independente do 

tratamento, em todos os grupos a porcentagem de células inflamatórias foi similar, com discreto 

aumento no grupo tratado com flutamida (FLUTA) (p>0.05). Por outro lado, o conteúdo de 

matriz extracelular no grupo tratado com flutamida apresentou-se reduzido em relação aos 

demais grupos (p>0.05), diferindo-se estatisticamente apenas do grupo DURA+ANA (p<0.05). 

A terapia hormonal seguida da administração de anastrosol (DURA+ANA) também promoveu 

elevada formação de matriz extracelular comparando-se aos grupos sem tratamento, ANA 

(p<0.05) e FULV (p>0.05). A densidade volumétrica de fibroblastos foi aumentada pelo 

tratamento com anastrosol, flutamida e fulvestranto, em relação aos grupos sem tratamento e 

DURA+ANA (p<0.05). Similarmente, a densidade volumétrica de vasos sanguíneos diminuiu 

no grupo DURA+ANA quando comparado grupo FULV (p<0.05) (Figuras 3 e 4).  

A análise qualitativa por Tricrômico de Masson confirmou as observações da avaliação 

estereométrica. Houve padrão semelhante de formação do tecido entre todos os grupos 

experimentais, com elevada deposição de fibras colágenas no grupo DURA+ANA 

comparando-se ao verificado nos demais grupos (Figura 5). 

 

        

 

Figura 3 - Médias da análise estereométrica de células inflamatórias, fibroblastos, matriz 

extracelular e figuras vasculares do tecido de granulação (% ± desvio padrão). [Continua] 
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Figura 4 - Fotomicrografias representativas da análise estereométrica referente aos 

grupos sem tratamento, anastrosol, futamida, fulvestranto e durateston+anastrosol. 

Coloração H&E (40x). 

 

Os valores indicam aumento na deposição de matriz extracelular pelo tratamento de durateston+anastrosol. 

*p<0.05 em relação ao grupo sem tratamento, **p<0.05em relação ao grupo flutamida, #p<0.05 em relação ao 

grupo fulvestranto. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Pode-se observar formação de clássico tecido de granulação composto por células 

inflamatórias, fibroblastos, matriz extracelular e vasos sanguíneos.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Figura 3 - Médias da análise estereométrica de células inflamatórias, fibroblastos, matriz 

extracelular e figuras vasculares do tecido de granulação (% ± desvio padrão). [Conclusão] 
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Os diferentes tratamentos não modularam a deposição de colágeno no tecido de granulação 

A presença de colágeno apresentou-se caracteristicamente por escassos e finos feixes de fibras, 

distribuídos no centro e região de bordas da ferida. Observou-se menor porcentagem de feixes 

de fibras de colágeno no tecido de granulação dos animais tratados com fulvestranto quando 

comparado aos grupos sem tratamento e anastrosol (p<0.05) (Figuras 6 e 7).  

 

Figura 5 - Fotomicrografias representativas dos grupos sem tratamento, anastrosol, 

flutamida, fulvestranto e durateston+anastrosol. Coloração Tricrômico de Masson (40x). 

 

Pode-se observar formação de clássico tecido de granulação composto por células inflamatórias, 

fibroblastos, matriz extracelular e vasos sanguíneos. A marcação em azul evidencia a formação de 

fibras constituintes da matriz extracelular.  

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 6 - Análise quantitativa de colágeno birrefringente nos cortes corados 

com PicroSirius Red.  

 

Média e desvio-padrão das porcentagens de feixes de fibras colágenas, no tecido de 

granulação, referentes às regiões de borda e centro das lesões. *p<0.05 comparado ao 

grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo anastrosol. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 
Figura 7 - Fotomicrografias representativas da análise quantitativa de feixes de 

fibras colágenas referente aos grupos sem tratamento, anastrosol, flutamida, 

fulvestranto e durateston+anastrosol. Picrosirius Red (20x). 

 
 

Os cortes foram analisados em microscópio com luz polarizada. Pode-se observar, em 

todos os grupos, fibras colágenas delgadas e em escassa quantidade. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Contração da ferida é aumentada com bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno 

O bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, pelo tratamento com flutamida e 

fulvestranto, respectivamente, promoveu significativa contração das bordas das feridas 

comparando-se a todos os grupos (p<0.05) (Figuras 8 e 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 8 – Análise da contração das bordas das feridas.  

 
 

Figura 9 - Fotomicrografias representativas das feridas cutâneas dos ratos referentes aos 

grupos sem tratamento, anastrosol, flutamida, fulvestranto e durateston+anastrosol. 

Coloração H&E (4x) 

 

Média e desvio-padrão da análise do gap entre as bordas das feridas, 

representando gaps maiores a uma menor contração da ferida. *p<0.05 

comparado ao grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo 

anastrosol, #p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 
 

As linhas em azul demonstram o gap entre as bordas. Pode-se observar menor gap entre as bordas 

da ferida nos grupos flutamida e fulvestranto.  

Fonte: Elaboração própria. 
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A inibição da ação de andrógenos pela flutamida eleva a produção de fibroblastos e marcação 

de KGF favorecendo o reparo cutâneo e reepitelização 

 

A imunomarcação de PCNA foi aumentada por todos os tratamentos, comparando-se ao grupo 

sem tratamento. No entanto, a proliferação de fibroblastos foi mais elevada nos grupos tratados 

com flutamida e testosterona+anastrosol, que apresentaram porcentagem de células 

imunomarcadas para o anticorpo PCNA, acentuadamamente maior em relação ao grupo sem 

tratamento e demais grupos (p<0.05). De maneira semelhante, a marcação do fator de 

crescimento em queratinócitos (KGF) foi maior em todos os grupos, comparativamente ao sem 

tratamento. O tratamento com flutamida promoveu acentuado e significativo aumento da 

imunomarcação de KGF, em relação a todos os grupos (p<0.05), enquanto o tratamento com 

durateston seguido da administração de anastrosol aumentou a expressão do anticorpo 

comparado a terapia com anastrosol apenas (p<0.05) (Figuras 10, 11 e 12). 

 

 

 

 

       

 

   

 

 

 

 

Figura 10 – Médias da expressão do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e fator de 

crescimento em queratinócitos KGF (% ± desvio padrão) no tecido de granulação dos grupos de ratos 

sem tratamento, tratados com anastrosol, flutamida, fulvestranto e durateston+anastrosol.  

 

*p<0.05 em relação ao grupo sem tratamento, **p<0.05 em relação ao grupo flutamida, #p<0.05 comparado 

ao grupo anastrosol, ##p<0.05 comparado ao grupo fulvestranto. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 11 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados por imunohistoquímica (40x). 

 

Fotomicrografias representativas da reação de imunohistoquímica para o anticorpo PCNA, 

referentes aos grupos sem tratamento, anastrosol, flutamida, fulvestranto e durateston+anastrosol. 

Foram quantificados os fibroblastos imunomarcados em marrom distribuídos no tecido de 

granulação.  

Fonte: Elaboração própria. 
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Bloqueio de receptores de andrógenos está associado ao aumento da resposta 

imunoinflamatória 

O tratamento com anastrosol reduziu acentuadamente a concentração tecidual de VEGF, IL6, 

TNF-α e TGF-β1, e elevou de maneira significativa a expressão de PDGF (p<0.05). O bloqueio 

de receptores de andrógenos pela flutamida promoveu aumento de VEGF, TNF-α e TGF-β1, e 

diminui os níveis de PDGF e IL-6 (p<0.05). O bloqueio de receptores de estrógeno pelo 

Figura 12 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados por imunohistoquímica 

(40x). 

 

Fotomicrografias representativas da reação de imunohistoquímica para o anticorpo KGF, 

referentes aos grupos sem tratamento, anastrosol, flutamida, fulvestranto e 

durateston+anastrosol. Foram quantificadas as céluas imunomarcadas em marrom, 

distribuídas no tecido epitelial das bordas da ferida.  

Fonte: Elaboração própria. 
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fulvestranto aumentou a expressão de PDGF e manteve reduzida a expressão das demais 

citocinas inflamatórias (p<0.05). A administração concomitante de durateston e anastrosol 

elevou significativamente a expressão de VEGF e PDGF, e diminuiu a concentração de TNF-

α, TGF-β1 e IL-6 (Figura 13). 

 

  

              

                

 

 

 

Figura 13 - Fold-change da concentração tecidual de citocinas inflamatórias.  

*p<0.05 comparado ao grupo flutamida, **p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol, #p<0.05 em 

relação ao grupo sem tratamento, ##p<0.05 em relação ao grupo anastrosol.  
Fonte: Elaboração própria. 
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DISCUSSÃO  

Uma possível correlação entre o impacto da inativação de receptores de andrógenos e 

estrógeno, e inibição da conversão de testosterona em estrógeno, vem sendo estudada em alguns 

protocolos experimentais e descrição clínica, de modo a facilitar a etiopatologia de afecções 

crônicas como, por exemplo, a reparação cutânea4, 20, 21, 22.  Entretanto, não se sabe ao certo, até 

que ponto as alterações hormonais influenciam na formação do tecido de granulação e 

consequentemente cura de feridas. O modelo de indução de feridas cirúrgicas no dorso de ratos 

há bastante tempo vem sendo empregado. Sua escolha deve-se ao baixo custo, à facilidade de 

manipulação e, principalmente, às semelhanças biológicas com o tecido de granulação 

humano2, 23, 24, 25. Há algumas evidências da participação hormonal sobre a homeostase do 

tecido de granulação7, 4, 8. Há relatos na literatura pertinente que mostram o impacto dos 

hormônios sexuais masculinos sobre a resposta inflamatória, revascularização, deposição de 

matriz extracelular e reepitelização, associados ao reparo2, 4, 7, 8, 20, 22. Ashcrofit e Mills7 

verificaram que receptores de andrógenos são expressos em queratinócitos, células 

inflamatórias (principalmente macrófagos) e fibroblastos presentes no processo de reparo 

experimental26, reforçando a sugestão de que os andrógenos podem interferir no reparo através 

desses receptores. No presente trabalho estudamos pela primeira vez o impacto do uso de drogas 

bloqueadoras dos receptores de andrógeno e estrógeno, como por exemplo a flutamida e 

fulvestranto, e inibidores da ação da aromatase (enzima essa que converte a testosterona em 

estrógeno), sobre o tecido de granulação. Os protocolos farmacológicos para bloqueio dos 

receptores de andrógeno (flutamida), estrógeno (fulvestranto) e inibição da enzima aromatase 

(anastrosol), foram efetivos, como observado pela análise do nível sérico de testosterona. O 

emprego do anastrosol, associado ou não a administração de durateston, e a administração do 

fulvestranto foi estabelecido, respectivamente, com o propósito de inibir a conversão da 

testosterona em estrógeno e bloquear os receptores de estrógeno. Contudo, não foi objetivo do 
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trabalho analisar os efeitos do estrógeno no modelo de reparo cutâneo, e sim permitir a 

avaliação isolada da testosterona sobre esse processo. Por outro lado, o bloqueio dos receptores 

de andrógenos pela flutamida inibe sua ativação pela testosterona e, consequentemente, permite 

eliminar a ação do hormônio no organismo. O aumento no nível sérico de testosterona 

verificado nos animais tratados com flutamida confirma, portanto, a ausência de atividade do 

hormônio sobre as células e tecidos, indicando um mecanismo de feedback, devido a inativação 

dos receptores de andrógenos, como sugerido por Steffens et al.21. As doses de flutamida, 

fulvestranto, anastrosol e durateston, utilizadas no presente trabalho, foram baseadas em 

trabalhos anteriores, os quais demostraram que a concentração sérica dessas drogas, mostrara-

se bem toleradas e, farmacologicamente ativas em tratamentos em ratos15, 16, 17, 18.  

O bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e a inibição da enzima aromatase não 

alteraram a porcentagem de infiltrado inflamatório e fibroblastos, bem como a deposição de 

matriz extracelular e angiogênese, no tecido de granulação no período analisado.  

Considerando-se o período experimental, idade dos ratos e dosagem das drogas, podemos 

especular que o bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e a inibição da enzima 

aromatase não alteraram a porcentagem de infiltrado inflamatório e fibroblastos, pois os valores 

da porcentagem dos componentes celulares e não celulares do tecido de granulação foram 

lineares entre todos os grupos mostrando-se que não foram sensíveis aos tratamentos 

estabelecidos.  Os resultados do presente trabalho diferem dos achados de Torres-Chávez et 

al.12 que relatam que a flutamida é capaz de bloquear o efeito anti-inflamatório da testosterona, 

quando avaliados na presença de inflamação temporo-mandibular, logicamente, nesse caso 

deve-se levar em consideração o protocolo utilizado. Portanto, torna-se necessária a avaliação 

do nível sérico do estradiol para avaliar sua possível atividade, o que não foi realizado nesse 

trabalho. Complementar à avaliação estereométrica feita nos tecidos corados com H&E, foi 

realizada coloração de Picrosirius para quantificação da porcentagem de feixes de fibras de 
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colágeno, que confirmou os achados histopatológicos. Contrário aos nossos achados, há 

algumas evidências da participação da flutamida e fulvestranto na redução de feixes de fibras 

de colágeno13, 14, e nesse sentido sugere-se que a ação da testosterona dependa do efeito 

sinérgico do estrógeno. 

Interessante notar que, apesar da linearidade dos valores da porcentagem dos feixes de fibras 

de colágenos observou-se significativo aumento da atividade proliferativa de fibroblastos. A 

proliferação de fibroblastos foi induzida pela inativação dos receptores de andrógenos 

(flutamida) tal como os resultados encontrados por Wang et al.22 que observaram, in vitro, 

aumento na taxa de proliferação e migração de fibroblastos Knockout para receptores de 

andrógenos. No presente trabalho não foram utilizados animais Knockout para receptores de 

andrógenos. Tal fato nos leva a especular que períodos experimentais mais longos poderiam 

mostrar eventuais modificações na quantificação dos componentes colagenosos em ratos 

tratados com essa droga. Entretanto, apesar da morfologia do tecido de granulação estar 

aparentemente normal e não sofrer impacto do uso de drogas bloqueadoras dos receptores de 

andrógeno e estrógeno e inibidores da ação da aromatase, observamos sensibilização das células 

na secreção dos seus produtos biologicamente ativos. Nesse ponto vale destacar que a 

concentração dos mediadores químicos pró inflamatórios e fatores de crescimento analisados 

no presente trabalho, que são conhecidamente pleiotrópicos, sofreram significativo impacto dos 

medicamentos administrados. Portanto, uma questão fundamental que surge deste trabalho está 

concentrada nos mecanismos envolvidos no funcionamento das células que compõe o tecido de 

granulação. Nesse caso, períodos posteriores ao estudado poderiam elucidar melhor os 

eventuais impactos das oscilações de testosterona circulante. Tal como detectado no presente 

trabalho, Steffens et al.21 também relataram a redução da expressão de IL-6 pela flutamida na 

reparação da gengivite experimental. IL-6 possui propriedades biológicas como supressão da 

produção de TNF-α e, regulação da resposta inflamatória. Dessa maneira, a tendência do 



73 
 

 

tratamento com flutamida em aumentar o infiltrado inflamatório e diminuir a deposição de 

matriz extracelular do tecido de granulação verificada em nosso trabalho, pode estar relacionada 

ao aumento no nível de TNF-α devido a significativa redução na expressão de IL-6. Por outro 

lado, a administração de flutamida proporcionou maior contração da ferida, como também 

observado pelo tratamento com fulvestranto. A contração da ferida por ambos tratamentos pode 

ser decorrente da expressão de TGF-β1, que é responsável pela transformação de fibroblastos 

em miofibroblastos27. Concomitante a esses eventos, o bloqueio dos receptores de andrógenos, 

pela flutamida, estimulou significativamente a expressão do fator de crescimento em 

queratinócitos (KGF), sugerindo potencial ação estimuladora da reepitelização. Comparando-

se a esse resultado, Gilliver et al.28 relatam que em ratos submetidos ao bloqueio da ação de 

dihidrotestoterona a reepitelização é acelerada, enquanto in vitro a presença do hormônio 

retarda a migração de queratinócitos. Esses dados sinalizam o impacto positivo do bloqueio da 

ação dos andrógenos em estimular a reepitelização e, considerando-se que a oclusão da ferida 

decorre do processo paralelo de reepitelização e contração (Gilliver et al.28), nossos dados 

referentes à contração das feridas e a expressão de KGF suportam a ideia que a flutamida acelera 

a retração da ferida cutânea, não interferindo no processo inflamatório. 

 

CONCLUSÃO 

 Com base nos resultados aqui expostos podemos concluir que: 

- Drogas bloqueadoras dos receptores de andrógeno (flutamida) e estrógeno (fulvestranto), e 

inibidores da ação da aromatase (anastrosol) não alteraram o processo inflamatório envolvido 

no tecido de granulação.  

- Flutamida e fulvestranto aceleraram a retração da ferida cutânea. 
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RESUMO 

O objetivo do trabalho foi avaliar se os níveis supra e subfisiológico de testosterona circulantes 

produzem efeitos sobre a reabsorção óssea experimental em calvária de ratos. Quarenta ratos 

foram divididos em 4 grupos: G1- Sem tratamento, G2- Durateston, G3- Orquiectomia (OQX) 

e G4- OQX+Durateston. No dia 0 os animais foram submetidos a orquiectomia e administração 

de durateston, e após 15 dias foi induzida reabsorção óssea inflamatória na calvária dos ratos. 

No dia 15 foi administrada, na linha média da calvária de ratos, injeção contendo 1000 μL de 

4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana de P. gingivalis; no dia 17, uma segunda inoculação 

foi realizada duas vezes ao dia, cada uma contendo 500 μL de 4x109 UFC/mL de suspensão 

bacteriana, e no dia 19, uma terceira e última injeção foi realizada, de acordo com o protocolo 

da segunda administração. Após 7 dias da primeira inoculação bacteriana, os animais foram 

eutanasiados para coleta das calvárias. Foram realizadas avaliação da porcentagem de tecido 

ósseo das calvárias através da análise de micromotografia computadorizada, quantificação do 

número de osteoclastos e pontos de reabsorção/lacunas de Howship (H&E), marcação de 

osteoclastos TRAP+ (imunohistoquímica), e avaliação da expressão de IL-1β, IL-6, IL-10, 

TNF-α, RANKL e OPG por ensaio multiplex. A OQX aumentou o número de pontos de 

reabsorção e de osteoclastos, assim como a atividade dos osteoclastos (p<0.05), e o tratamento 

com durateston reduziu esses eventos e preservou o percentual de volume ósseo (p<0.05). Os 

tratamentos reduziram IL-6 e OPG, OQX e OQX+DURA aumentaram a expressão de RANKL, 

e DURA reduziu RANKL (p<0.05). O nível subfisiológico de testosterona mostrou tendência 

em aumentar a reabsorção óssea, enquanto a concentração suprafisiológica atuou preservando 

o percentual volume ósseo, o que parece ser decorrente da ação sobre RANKL-OPG e IL-6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Reabsorção óssea. Porphyromonas gingivalis. Testosterona. Orquiectomia. 

Inflamação. Ratos. 
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INTRODUÇÃO  

O remodelamento ósseo é essencial para a homeostase dos ossos adultos e compreende, 

basicamente, duas etapas: formação óssea e reabsorção. O equilíbrio entre as duas fases é 

crucial para sustentar a massa óssea e a homeostase mineral sistêmica1. O processo de 

remodelação óssea é controlado por vários fatores locais e sistêmicos, expressos e liberados, de 

forma bem organizada, sendo a calcitonina (TC), hormônio paratiróide (PTH), vitamina D e o 

estrógeno, importantes reguladores hormonais no processo de remodelação óssea. A secreção 

dos três primeiros é conduzida pela exigência de controle do nível fisiológico de cálcio sérico. 

Além da regulação hormonal sistêmica, tornou-se cada vez mais evidente que fatores de 

crescimento como IGFs, TGF, FGFs, EGF, WNTs e BMPs desempenham papéis significativos 

na regulação da remodelação óssea fisiológica1. O estrógeno é bem conhecido e intensamente 

estudado como regulador hormonal do osso no período pós-menopausa nas mulheres. No 

entanto, os andrógenos, de maneira geral, também têm vários efeitos benéficos no 

desenvolvimento e manutenção da massa óssea tanto nos homens quanto nas mulheres, 

relatando a literatura que a deficiência de andrógenos resulta em aumento da remodelação do 

tecido ósseo e perda óssea em homens1, 2. Recentes evidências sugerem que os andrógenos 

possam inibir indiretamente a atividade de osteoclastos e a reabsorção óssea agindo sobre 

osteoblastos/osteócitos e o sistema RANK/RANKL/OPG1, 3. A testosterona, por sua vez, 

estimula a proliferação de precursores de osteoblastos4, 5, suprime sua apoptose6, 7, e aumenta o 

efeito mitogênico do fator de crescimento de fibroblastos que diretamente estimula a 

diferenciação dessas células8, 9. Fato é que, os andrógenos diretamente e indiretamente 

modulam as atividades de osteoblastos e osteoclastos, respectivamente, e podem manter a 

massa óssea através de receptors de andrógenos e estrógeno. A literatura relata que a depleção 

de andrógenos pela orquiectomia promove a proliferação e ativação de osteoclastos, resultando 
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em aumento da perda óssea10. In vitro, os andrógenos regulam a formação de osteoclastos e sua 

sobrevivência associados à via RANKL, além de atuar inibindo os níveis de OPG11, 12. 

Diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro, são utilizados com o propósito de 

investigar o processo de reabsorção óssea associada ou não à influência dos andrógenos. As 

alterações do metabolismo ósseo induzidas por andrógenos, como por exemplo a testosterona, 

são importantes por várias razões, tanto no impacto causado na compreensão dos processos 

fisiopatológicos do tecido quanto na aplicabilidade dos resultados no tratamento de doenças 

associadas13, 14. Em camundongos, verifica-se que a administração de Porphyromonas 

gingivalis na calvária estimula resposta imune inata e adaptativa local, e estimula a 

diferenciação de osteoclastos e diminui a atividade de osteoblastos, implicando na reabsorção 

óssea. Porém, não é documentado na literatura o delineamento experimental de reabsorção 

óssea induzida por Porphyromonas gingivalis em calvária de ratos. Considerando-se o exposto 

acima, primeiramente desenvolvemos o protocolo de reabsorção óssea induzida por P. 

gingivalis em calvária de ratos e, após o estabelecimento do modelo de reabsorção óssea, 

investigamos se os níveis supra e subfisiológico de testosterona circulante produzem efeitos 

sobre a reabsorção óssea experimental em calvária de ratos.  

 

MATERIAL E MÉTODO  

 

Desenvolvimento do modelo de reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de 

ratos 
 

Cepas bacterianas, cultura e contagem  

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 foi cultivada em meio de ágar Brucella suplementado 

com 1 μL/mL de hemin, 0,1 μL/mL de menadiona e 5% de sangue de ovelha desfibrinada e, 

em seguida, mantida durante 72 horas em câmara de anaerobiose (80% de N2, 10% de CO2 e 

10% de H2) (Whitley MG-500- Estação anaeróbica) a 37°C, de acordo com as condições 

fisiológicas do microrganismo. Uma curva de crescimento bacteriano foi utilizada para 
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estabelecer a fase logarítmica ou exponencial, determinar a densidade óptica e a concentração 

do microrganismo em UFC/ml (unidades formadoras de colônias por mililitro). A densidade 

bacteriana foi mensurada através de espectrofotômetro com comprimento de onda de 600 nm 

(Eppendorf AG, 22331, Hamburgo, Alemanha). 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). Nove 

ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 2-3 meses de idade, foram distribuídos 

aleatoriamente em 3 grupos (n = 3/grupo), mantidos a uma temperatura de 23°C ±2, umidade 

de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água disponível ad 

libitum. Bactérias vivas, P. gingivalis foram inoculadas na região da linha média da calvária de 

ratos, com auxílio de uma seringa estéril de uso único, de 1mL. Os animais do grupo 2 

receberam uma injeção única de suspensão de bactérias contendo 100 μL de 4x109 UFC/mL no 

primeiro dia do experimento. No grupo 3 os ratos receberam, no primeiro dia do experimento, 

1000 μL de 4x109 UFC/ mL e após 48h, outras duas inoculações de 500 μL de suspensão de 

bactérias contendo 4x109 UFC/mL, respeitando um período de 6 horas entre uma inoculação e 

outra. No quinto dia após o início do experimento, realizou-se uma terceira e última inoculação, 

seguindo o mesmo protocolo da segunda administração. Os três ratos do grupo controle (grupo 

1) não receberam inoculação bacterina. Todos os ratos   foram eutanasiados após 7 dias do 

início do experimento, e a calvária foi dissecada e fixada em paraformaldeído a 4% para análise 

de microtomografia computadorizada (micro-CT) e análise histológica (coloração H&E) 

(Figura 1). 
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Avaliação da influência de doses supra e subfisiológica de testosterona sobre a reabsorção 

óssea induzida por P. gingivalis em calvária de ratos 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso deAnimais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). 

Quarenta ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 3-4 meses de idade, foram 

distribuídos aleatoriamente em 4 grupos (n = 10/grupo), mantidos a uma temperatura de 21°C 

±1, umidade de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água 

disponível ad libitum. Os grupos e condições experimentais são demonstrados na Figura 2.  

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

No grupo 1 os animais não receberam injeção bacteriana, correspondendo ao grupo controle. Nos grupos 2 e 

3 os animais receberam, respectivamente, injeção bacteriana contendo 100 μL de 4x109 UFC/ mL e 1000 μL 

de 4x109 UFC/ mL, de acordo com cada administração. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Animais sem tratamento  

Os animais deste grupo foram submetidos apenas a injeção de Porphyromonas gingivalis em 

calvária, e não foram castrados ou receberam tratamento com durateston, representando, 

portanto, o grupo de animais com nível fisiológico de testosterona (Figura 2). 

 

Orquiectomia 

Vinte ratos (n=10/grupo) foram anestesiados com solução de ketamina (1mL/Kg) e xilazina 

(0,4 mL/Kg) via intramuscular e, sob condições estéreis foi realizada incisão escrotal para 

remoção testicular bilateral. Após a retirada dos testículos, a bolsa escrotal foi suturada com fio 

de sutura reabsorvível. Após o ato cirúrgico os ratos foram tratados com ketoflex (0,03 ml/rato) 

por via intramuscular e, uma combinação de sais de benzilpenicilina e estreptomicina 

(Pentabiótico/0,2ml/rato, via intramuscular). Após o procedimento, os animais foram mantidos 

em gaiolas separadas para recuperação pós-cirúrgica durante uma semana (Figura 2). Esse 

procedimento foi realizado com o propósito de promover nível subfisiológico de testosterona 

nos animais. 

Figura 2 - Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

OQX - Orquiectomia total (exposição, manipulação e remoção dos testículos). Todos os tratamentos foram 

iniciados 15 dias antes da inoculação de P. gingivalis na calvária. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Tratamento com testosterona (Durateston) 

Os ratos orquiectomizados foram tratados semanalmente com 250 mg/kg de Durateston 

(Schering-Plough) diluído em 0,1 ml de óleo de milho por via intramuscular, para promover 

doses suprafisiológicas de testosterona15. O tratamento foi realizado até o final do período 

experimental (Figura 2). O tratamento foi realizado com o propósito de promover nível 

suprafisiológico de testosterona nos animais. 

 

Análise do nível sérico de testosterona e Peso dos animais 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no dia 0 (baseline), anterior à orquiectomia 

e administração de testosterona. No dia do sacrifício foram coletadas amostras de sangue de cada animal, 

por punção cardíaca, para avaliação da concentração hormonal final. O nível sérico de testosterona foi 

avaliado utilizando-se imunoensaio de quimioluminescência (Immulite 2000, Siemens Healthcare 

Diagnostics, Gwynedd, Reino Unido) no Laboratório de Análises Clínicas São Lucas/Araraquara-SP.  

O peso dos animais também foi registrado no momento da eutanásia (dia 21) e avaliado 

comparativamente ao peso obtido no dia 0. 

 

Inoculação de Porphyromonas gingivalis na região subcutânea na linha média da calvária 
 

As Cepas bacterianas, métodos de cultura e contagem foram estabelecidos como descrito 

anteriormente.  

Quinze dias após a orquiectomia administrou-se na linha média da calvária de ratos 1000 μL 

de 4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana; no dia 17, uma segunda inoculação foi realizada 

duas vezes ao dia, cada uma contendo 500 μL de 4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana, e no 

dia 19, uma terceira e última injeção foi realizada, seguindo o mesmo protocolo da segunda 

administração. Os animais de todos os grupos foram eutanasiados no dia 21, correspondendo 7 

dias após a primeira inoculação bacteriana. 
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Avaliação macroscópica e Coleta das amostras 

No momento da eutanásia, avaliação macrocópica foi realizada para observação da presença de 

edema e exsudato sobre a calvária. Em seguida, o tecido cutâneo da calvária foi removido e 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido e mantido a -80°C. As amostras de calvária 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% durante 48 horas, em seguida lavadas em 

água corrente e transferidas para ácool 70%.  

Microtomografia computadorizada (µCT) 

As amostras de calvária foram escaneadas usando sistema de microtomografia 

computadorizada (Skyscan, Aartselaar, Bélgica). O escaneamento foi realizado com resolução 

de 18 μm, 80kV, 300 μA e filtro de atenuação de alumínio 0,5. Em cada amostra, foi 

padronizada uma região de interesse (ROI) entre a sutura anterior e posterior da calvária, e a 

fração do volume ósseo (volume ósseo/volume total - BV/TV, %) foi calculada pelo software 

CT-scan. 

 

Análise miscroscópica 

Após o escaneamento por microtomografia, todas as amostras foram descalcificadas em 10% 

de solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), desidratadas e depois incluídas em 

parafina em uma orientação espacial padronizada para obtenção de cortes semi-seriados de 5 

μm de espessura no plano frontal, que foram corados posteriormente com hematoxilina e eosina 

(H&E). As imagens dos cortes histológicos foram capturadas usando uma câmera digital (DP-

71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um microscópio de luz comumente transmitida e 

objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha). Foram quantificados nos 

cortes histológicos, em toda a extensão da calvária, o número de osteoclastos e áreas de 

reabsorção, por um único examinador treinado e calibrado previamente. 
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Imunohistoquímica 

Os cortes histológicos também foram utilizados para avaliar a imunomarcação de TRAP (K17 

– sc-30833). O procedimento para imunohistoquímica foi padronizado (1:50) e as proteínas 

alvo foram detectadas usando o sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation). Os 

cortes foram corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens 

foram capturadas usando uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). Para a quantificação de osteoclastos TRAP+, foram consideradas as 

células com marcação castanh-claro, em toda a extensão da calvária, mensuradas por um único 

examinador treinado e calibrado previamente.  

 

Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, RANKL e OPG nas amostras do tecido 

cutâneo adjacente a calvária foi avaliada por ensaio multiplex (Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP - Campinas/SP). As amostras de 

proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer reagente, 10x (Merck, Millipore) e 

quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, EMD Chemicals), de acordo com as 

instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, utilizou-se o Milliplex Kit (EMD Millipore), 

que fornece análise de diferentes analitos em um mesmo poço da placa, e o ensaio completo foi 

realizado de acordo com os protocolos de cada kit e as instruções do fabricante. Os resultados 

do ensaio foram normalizados dividindo-se pelos respectivos valores de proteína alvo obtidos 

na quantificação pelo método de ensaio de proteína BCA. Os dados gráficos foram expressos 

em fold-change. 

 

Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram realizados 
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para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de testosterona final 

e inicial, assim como para comparar o peso dos animais. Todas as análises foram realizadas 

usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 6. Todos os testes foram aplicados 

com um nível de confiança de 95% (p <0,05). Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão.   

 

RESULTADOS 

Desenvolvimento do modelo de reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de 

ratos 

 

A análise tridimensional das calvárias demonstrou que as repetidas injeções de P. gingivalis 

promoveram significativa redução da porcentagem óssea (BV/TV) na calvária dos animais do 

grupo 3 comparativamente aos grupos 1 e 2 (Figura 2A). A microtomografia computadorizada 

demonstrou a presença de áreas difusas de reabsorção óssea sobre a superfíce da calvária dos 

animais do grupo 3, concentradas principalmente próximas à sutura sagital e caracterizadas 

como pontos irregulares não uniformes distribuídos sobre a superfície óssea (Figura 3B). 

Contrariamente, nos animais dos grupos 1 e 2 não observou-se pontos de reasorção na superfície 

das calvárias. Os dados obtidos da análise de micro-CT foram confirmados pela avaliação 

descritiva dos cortes histopatológicos (H&E), observando-se presença de pontos de reabsorção 

e osteoclastos apenas nas calvárias dos animais pertencentes ao grupo 3 (Figura 3C). 

 

 

 

A) 

Figura 3 – Resultados referentes ao estudo piloto. [Continua] 

B)  

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 
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Influência de doses supra e subfisiológicas de testosterona sobre a reabsorção óssea induzida 

por P. gingivalis em calvária de ratos 
 

 

Aspectos macroscópicos 

Ao final do período experimental, os animais de todos os grupos apresentaram edema 

subcutâneo sobre a calvária acompanhado da presença de exsudato, característicos de processo 

infeccioso e inflamatório.  

 

Concentração sérica de testosterona e peso dos animais 

Os valores de testosterona circulante foram similares entre todos os grupos no dia 0 (p˃0.05). 

Após orquiectomia, observou-se acentuada queda de testosterona comparando-se aos demais 

grupos (p˂0.05).  Os valores de testosterona circulante dos grupos tratados com durateston 

foram superiores aos demais grupos (p˂0.05) (Figura 4A). O peso corporal dos animais 

manteve-se uniforme entre todos os grupos, exceto para o grupo de animais orquiectomizados 

que apresentaram redução significativa no peso quando comparados aos animais dos grupos 

sem tratamento e durateston (p<0.05) (Figura 4B). 

 

 

 

C)  

A) Médias da porcentagem óssea (%BV/TV) das calvárias dos animais ao fim de 7 dias. B) Imagens tridimensionais 

representativas de cada grupo experimental; setas em vermelho demonstram os pontos de reabsorção na calvária C) 

Imagens representativas de cada grupo experimental demonstrando a presença ou não de pontos de reabsorção e 

osteoclastos no tecido ósseo, avaliadas por coloração de H&E (40x). *p<0.05 em relação ao grupo 3. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 

Figura 3 – Resultados referentes ao estudo piloto. [Conclusão] 



88 
 

 

 

 

    

 

        

 

A reabsorção óssea inflamatória é atenuada pela administração de Durateston  

As Figuras 5 e 6 mostram os resultados da análise de microtomografia computadorizada para 

avaliação do percentual de volume ósseo (% BV/TV) da calvária dos ratos submetidos aos 

diferentes tratamentos. Quando comparada ao grupo sem tratamento, a porcentagem de volume 

ósseo dos ratos orquiectomizados foi próxima (p˃0.05). O percentual de volume ósseo da 

calvária dos ratos tratados com durateston e orquiectomizados+durateston foi maior quando 

comparado aos demais grupos, diferença essa significativa em relação ao grupo OQX (p˂0.05).  

 

 

Figura 5 – Percentual de volume ósseo (% BV/TV) da calvária. 

 

 

Figura 4 – Médias da concentração sérica de testosterona e peso corporal dos animais. 

 

A) B) 

A) Médias da concentração sérica de testosterona circulante (ng/mL) e B) Médias do peso corporal dos 

animais, no período inicial (dia 0) e 21 dias após orquiectomia associada ou não com durateston. *p<0.05 

comparado ao grupo sem tratamento no dia 21, **p< 0.05 comparado ao grupo orquiectomia no dia 21, 

#p<0.05 comparando-se ao respectivo grupo no dia 0. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Os valores BV/TV foram maiores nos grupos de ratos tratados com durateston e 

orquiectomizados+durateston. *p<0.05 em relação ao grupo orquiectomia. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Terapia hormonal atenua a reabsorção óssea e número de osteoclastos 

As Figuras 7 e 8 mostram que a densidade de volume das áreas de reabsorção induzida pela 

administração de P. gingivalis, foi diretamente proporcional a densidade volumétrica de 

osteoclastos. Houve aumento da densidade volumétrica de osteoclastos e das áreas reabsorvidas 

no grupo de ratos orquiectomizados (p˂0.05). Verificou-se diminuição da densidade 

volumétrica de osteoclastos e das áreas reabsorvidas nos grupos tratados com durateston 

comparados aos grupos sem tratamento e orquiectomia (p>0.05).   

 

 

 

            

 

 

Figura 7 – Quantificação de áreas de reabsorção (Lacunas de Howship) e osteoclastos. 

 

Figura 6 – Imagens tridimensionais da calvária, representativas de cada grupo experimental.  

 

Nos quadros em destaque, as setas apontam os pontos de reabsorção distribuídos na superfície da calvária, e a 

reabsorção óssea nas suturas.  

Fonte: Elaboração própria. 

 

A orquiectomia e, consequente depleção hormonal, promoveu aumento do número de ostecolastos e pontos 

de reabsorção (Lacunas de Howship). *p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento, #p<0.05 comparado ao 

grupo OQX, ##p<0.05 comparado ao grupo durateston. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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A depleção de testosterona está associada a maior atividade de osteoclastos 

Verificou-se significativo aumento no número de osteoclastos TRAP+ na calvária dos animais 

orquiectomizados comparando-se aos demais grupos (p<0.05). O tratamento com durateston, 

após a castração, foi capaz de manter a atividade de osteoclastos semelhante ao observado nos 

animais do grupo sem tratamento (Figuras 9 e 10).  

 

  

 

 

 

 

Figura 9 – Médias da quantificação de osteoclastos TRAP+.  

 

   

Figura 8 – Fotomicrografias dos cortes histológicos corados em H&E 

(40x) 

 

 

As imagens mostram o impacto da castração e administração de durateston 

sobre a perda óssea em calvária, induzida por P. gingivalis. Pode-se observar 

lacunas de Howship e osteoclastos distribuídos na superfície do osso. 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

A orquiectomia aumentou de maneira significativa a atividade de osteoclastos. *p<0.05 em relação ao 

grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo OQX, #p<0.05 entre grupos. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Variação hormonal atua de forma seletiva na expressão de citocinas inflamatórias  

Foram analisadas no tecido subcutâneo adjacente à calvária, as concentrações de TNF-α, IL-

1β, IL-6 e IL-10, para avaliar se níveis sub ou suprafisiológico de testosterona alteram a 

expressão de fatores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios teciduais, previamente detectados 

na presença de P. gingivalis. Os dados mostram que baixo nível de testosterona está associado 

com a alta expressão de IL-1β e TNF-α e com baixa expressão de IL-6 e IL-10 (p<0.05). O 

tratamento com durateston diminuiu significativamente a expressão de IL-1β e IL-6 e aumentou 

TNF-α e IL-10 (p <0.05). Verificou-se que a expressão das citocinas TNF-α, IL-6 e IL-10 foram 

reduzidas pelo tratamento com durateston após a orquiectomia, enquanto o mesmo tratamento 

promoveu o aumento de IL-1β (p <0.05) (Figura 11). 

 

Figura 10 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados por imunohistoquímica (40x). 

Os cortes histológicos foram submetidos à reação de imunohistoquímica para avaliação de osteoclastos TRAP+. As 

células imunomarcadas são coradas em castanho-claro, próximas à superfície óssea. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Orquiectomia eleva a produção de RANKL 

Foi avaliado também se níveis sub ou suprafisiológico de testosterona alteram a expressão de 

RANKL e OPG, previamente detectados na presença de P. gingivalis. 

A expressão de ambos foi modulada por todos os tratamentos, os quais promoveram acentuado 

aumento de RANKL e significativa redução de OPG tecidual p<0.05). A orquiectomia e 

administração de durateston causaram, respectivamente, aumento e redução de RANKL, 

enquanto a castração acompanhada de durateston aumentou a concentração tecidual do 

receptor-ligante (p<0.05). Todos os tratamentos promoveram significativa redução de OPG 

(Figura 12). 

 

 

Figura 11 - Fold-change da concentração tecidual de citocinas inflamatórias.  

 

 

*p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo orquiectomia+durateston, 

#p<0.05 em relação ao grupo orquiectomia, ##p<0.05 em relação ao grupo durateston. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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DISCUSSÃO  

A manutenção da homeostase óssea resulta do equilíbrio entre o estado de mineralização e a 

massa óssea1.  As alterações da quantidade e qualidade do tecido ósseo é um achado comum 

em várias patologias do tecido ósseo, incluindo as metabólicas.  Os distúrbios metabólicos 

podem ser resultado de alterações hormonais, incluindo os andrógenos1. Uma possível 

correlação entre níveis sub e suprafisiológico de testosterona e afecção de várias patologias do 

tecido ósseo vem sendo estudadas de modo a facilitar o diagnóstico dessas condições 9, 13, 16, 17. 

Entretanto, não se sabe ao certo, até que ponto essas alterações são responsáveis pelas mais 

variadas afecções ósseas, incluindo àquelas de origem infecciosas. O modelo utilizando-se 

inoculação da bactéria viva em calvária é bem definido e amplamente empregado para 

responder diversas perguntas 14, 18, 19, 20. A metodologia utilizando-se P. gingivalis em calvária 

de camundongos contempla os vários eventos celulares e vasculares da inflamação poucas 

horas após o primeiro estímulo bacteriano. A reabsorção óssea é estabelecida entre 3 a 5 dias a 

partir do início da inoculação da P. gingivalis, dependendo da proporção do estímulo 20, 21, 22. 

No entanto, o modelo experimental descrito na literatura é restrito a camundongos, e não em 

ratos.   O desenvolvimento do modelo de reabsorção óssea em calvária de ratos, utilizado no 

presente trabalho, foi baseado em trabalhos em camundongos, e a metodologia demonstra ser 

Figura 12 - Fold-change da concentração tecidual de RANKL e OPG.  

 

 

*p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo orquiectomia+durateston, 

#p<0.05 em relação ao grupo orquiectomia. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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bem tolerada e ativa na indução de reabsorção óssea em ratos. O delineamento experimental foi 

embasado e modificado a partir das considerações de registros da literatura14, 18, 23. A efetividade 

do protocolo foi comprovada pelos resultados de microtomografia computadorizada (µCT) e 

avaliação microscópica, os quais confirmaram a reabsorção óssea.  A partir dos métodos de 

reabsorção óssea validados, avaliou-se o impacto dos níveis sub e suprafisiológico de 

testosterona sobre o processo de reabsorção do tecido ósseo em calvária de ratos. Utilizou-se 

orquiectomia e tratamento com doses de durateston para indução dos níveis sub e 

suprafisiologicos de testosterona circulante como estabelecido por Steffens et al.13, 15, 24. A 

análise estereométrica complementou a análise por imagem. A partir dos resultados de ambas 

as análises constatou-se que a orquiectomia e consequente queda dos níveis de testosterona 

acentou a reabsorção óssea induzida por P.gingivalis e, por outro lado, verificou-se que o 

tratamento com Durateston associado ou não à orquiectomia, exibiu efeito sobre a calvária, 

preservando a porcentagem de volume ósseo. Corroborando com os dados do presente trabalho, 

Clarke e Khosla10 mostraram que a redução hormonal após orquiectomia está associada com a 

rápida perda óssea. Vários relatos da literatura mostram que a orquiectomia reduz o percentual 

de volume ósseo em fêmur e tíbia de ratos9, 17, e que pode ser prevenido pela administração da 

testosterona em dose suprafisiológica9, como observado no presente trabalho. Resultados 

similares foram observados por Steffens et al.15, 24 que demonstraram, em modelo de 

periodontite em ratos, acentuada perda óssea alveolar associada a níveis subfisiológicos de 

testosterona enquanto a administração de durateston em dose suprafisiológica diminuiu a 

reabsorção15. A deficiência de testosterona circulante acentuou a diferenciação de osteoclastos 

observado através das análises histopatológica e imunohistoquímica, conforme também 

relatado em trabalhos anteriores24, 25, 26. A reposição de testosterona em ratos orquiectomizados 

mostrou-se capaz de diminuir a porcentagem de osteoclastos sobre a superfície de tecido ósseo 

reabsorvido, como também relatado na literatura25  e, trabalhos in vitro também relatam o 
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impacto da testosterona e di-hidrotestosterona na redução do número de osteoclastos11, 24. Huber 

et al.11 avaliaram in vitro a proliferação de osteoclastos derivados de ratos orquiectomizados ou 

não, e observaram que a castração elevou o número de osteoclastos e, quando submetidas ao 

tratamento com di-hidrotestosterona em diferentes doses (0.1, 1 e 10 nM), a proliferação das 

células foi diminuída drasticamente comparando-se àquelas sem tratamento. De modo similar, 

Steffens et al.24 verificaram em cultura de osteoclastos o efeito da testosterona nas doses de 1, 

10 e 100 nM e verificaram que a redução das células foi proporcional ao aumento da 

concentração do hormônio. Esses dados, juntamente aos resultados do nosso trabalho, indicam 

que a concentração subfisiológica de testosterona está correlacionada ao aumento do número 

de osteoclastos e, consequentemente, a maior perda óssea, enquanto a testosterona em altas 

concentrações é capaz de reverter o impacto da orquiectomia.  

A resposta imunoinflamatória constitui importante evento implicado ao processo de reabsorção 

óssea. Por exemplo, as interleucinas IL-1β e IL-6 são importantes citocinas inflamatórias 

relacionadas à perda óssea, por atuarem regulando o número e atividade de osteoclastos24, 27 e, 

ainda, pela modulação da produção de outras citocinas como TNF-α e IL-1024, assim como as 

moléculas RANKL e osteprotegerina (OPG) que desempenham importante papel na 

osteoclastogênese13. A ligação da molécula RANKL ao receptor RANK nas células precursoras 

de osteoclastos induz sua diferenciação, enquanto a osteoprotegerina regula essa atividade 

conjugando-se ao RANKL, impedindo a formação de osteoclastos28. 

Paralelamente, Huber et al.11 descrevem que a testosterona controla a expressão de uma 

variedade de citocinas e fatores de crescimento como IL-1β, TNF-α e IL-6 que associados à 

produção de RANKL e OPG constituem importante papel regulador da formação de 

osteoclastos. Complementando essas informações, Siddiqui e Partridge1 afirmam que os 

andrógenos podem atuar sobre osteoblastos e o sistema RANKL/RANK/OPG e inibir 

indiretamente a atividade de osteoclastos e a reabsorção óssea.   
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No presente trabalho, o impacto dos níveis sub e suprafisiológico de testosterona foi seletivo 

sobre a expressão tecidual de IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10, destacando-se o efeito supressor de 

todos os tratamentos sobre a produção de IL-6 comparando-se ao grupo sem tratamento. Esse 

resultado é parcialmente similar aos achados de Steffens et al.13 que observaram pouca 

influência do baixo e alto nível de testosterona sobre a expressão da interleucina-6 na presença 

de periodontite experimental em ratos, mantendo-se semelhante ao observado na presença de 

nível fisiológico do hormônio. A baixa expressão de IL-6, em nosso trabalho, parece ser um 

importante mecanismo associado a reabsorção óssea, balanceando a atividade pró-inflamatória 

decorrente da alta expressão de IL-1β e TNF-α. Reforçando essa sugestão, Graves et al.27 relata 

que em camundongos com deleção de IL-6, a perda óssea periodontal induzida por P. gingivalis 

é reduzida comparando-se aos animais com produção normal da interleucina29, apontando sua 

contribuição para a progressão da perda óssea.  

Em contrapartida à expressão da IL-6, a concentração tecidual de IL-1β e TNF-α foi 

acentuadamente aumentada em resposta à orquiectomia e, quando administrado o durateston 

apenas ou após a orquiectomia, o nível das citocinas foi modulado de maneira distinta. No 

grupo DURA foi verificado aumento de TNF-α e redução de IL-1β, enquanto no grupo 

OQX+DURA houve redução de TNF-α e aumento de IL-1β. Considerando-se esses dados, 

sugerimos que a menor perda óssea observada nos grupos DURA e OQX+DURA seja 

decorrente do mecanismo de compensação na resposta imunoinflamatória associado à 

expressão de IL-1β e TNF-α; por outro lado, a elevada produção de ambas citocinas culminou 

com o favorecimento de maior perda óssea no grupo OQX. Recente trabalho avaliando o nível 

sérico de IL-1β e TNF-α em ratos orquiectomizados, confirma nossos resultados, ao relatar o 

aumento fator de necrose tumoral e da interleucina devido ao baixo nível de testosterona30. Os 

mesmos autores mostram que a administração suprafisiológica de testosterona após a 

orquiectomia preveniu o aumento sérico de IL-1β não impedindo a elevação da produção de 
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TNF-α, contrariamente aos resultados do presente trabalho. Essa divergência deve ser 

ponderada, uma vez que avaliamos a produção das citocinas teciduais locais, enquanto no 

trabalho de Chin e Ima-Nirwana30 foi abordada a avaliação a nível sistêmico. Acompanhando 

a expressão das citocinas pró-inflamatórias, avaliamos também a expressão da interleucina IL-

10 que desempenha ação anti-inflamatória, e verificamos pouco impacto da orquiectomia 

seguida ou não da administração de durateston sobre a citocina, enquanto o tratamento apenas 

com durateston aumentou significativamente a produção de IL-10. Steffens et al.24 investigaram 

in vitro diferentes doses de testosterona sobre a expressão de IL-10 e constataram que a maior 

dose do hormônio apresentou tendência em diminuir a concentração da interleucina. Esse dado 

sugere que altas concentrações de testosterona reduza a expressão da citocina anti-inflamatória, 

o que difere do nosso resultado que demonstra aumento significativo da IL-10 pelo tratamento 

com durateston. Entretanto é necessário considerar que no presente trabalho a dose de 

durateston foi acentuadamente maior e, além disso, a avaliação in vivo compreende a atuação 

de outras citocinas e vias exercendo ação sobre a expressão da interleucina. Sugerimos ainda, 

que a elevada concentração de IL-10 associada a redução significativa de IL-1β e RANKL 

atuou modulando o número de osteoclastos e a redução da atividade reabsortiva dessas células, 

além de diminuir as áreas de reabsorção e promover maior preservação de volume ósseo, 

observados no grupo tratado apenas com durateston. Embasando essa ideia, Garlet et al.31 

relatam que na patogênese da perda óssea periodontal estimulada por bactérias, ocorre um 

aumento inicial na proporção RANKL/OPG e, após a perda óssea inicial há produção de fatores 

anti-reabsortivos como por exemplo as interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-10), que em conjunto e 

associadas a outros fatores reduzem a razão RANKL/OPG.  

Associada aos resultados descritos, a concentração tecidual de RANKL e OPG também foi 

impactada pelos níveis sub e suprafisiológico de testosterona. A orquiectomia associada ou não 

ao durateston elevou acentuadamente a expressão de RANKL, enquanto a droga empregada 
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separadamente manteve baixo o nível tecidual do receptor ligante. A expressão de 

osteoprotegerina (OPG) foi inversamente proporcional aos níveis de RANKL, em todos os 

grupos. Esses dados correlacionam-se fortemente aos resultados da imunohistoquímica, 

mostrando que a orquiectomia promoveu aumento significativo de osteoclastos TRAP+ devido 

a alta produção de RANKL, mesmo acompanhada da terapia com durateston. Contrariamente, 

a administração isolada de durateston promoveu menor marcação de osteoclastos TRAP+ em 

resposta a menor produção de RANKL. Sugerimos que a baixa e elevada concentração de 

testosterona produzam efeito sobre a diferenciação de osteoclastos via RANKL-OPG, mas 

principalmente pela acentuada produção de RANKL. Esses resultados não estão de acordo com 

o trabalho de Ima-Nirwana e Chin9, em que foi avaliada a expressão de RANKL e OPG em 

fêmur e tíbia de ratos orquiectomizados, e foi verificada produção similar ao grupo de animais 

com nível fisiológico de testosterona. Por outro lado, no mesmo trabalho os autores observaram 

que o nível suprafisiológico de testosterona em ratos orquiectomizados reduziu a expressão de 

RANKL comparando-se aos animais que foram submetidos apenas à orquiectomia, estando 

parcialmente de acordo com os resultados do nosso trabalho. Contudo, é necessário considerar 

que os achados de Ima-Nirwana e Chin9 foram obtidos após um período experimental de 8 

semanas. 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados indicam que o nível subfisiológico de testosterona possui tendência em aumentar 

a reabsorção óssea, enquanto a concentração suprafisiológica atua preservando o percentual 

volume ósseo, o que parece ser decorrente principalmente pela ação via RANKL-OPG e IL-6. 
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RESUMO 

O objetivo do trabalho foi avaliar se o bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e a 

inibição da enzima aromatase, causam algum impacto sobre a reabsorção óssea experimental 

em calvária de ratos. Foram utilizados 50 ratos, divididos em 5 grupos experimentais: G1- Sem 

tratamento, G2- Anastrosol, G3- Flutamida, G4- Fulvestranto e G5-Durateston+Anastrosol. No 

dia 0 os animais foram submetidos ao tratamento farmacológico específico, de acordo com cada 

grupo experimental, e após 15 dias foi induzida reabsorção óssea inflamatória na calvária dos 

ratos. No dia 15 foi administrada, na linha média da calvária de ratos, injeção contendo 1000 

μL de 4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana de P. gingivalis; no dia 17, uma segunda 

inoculação foi realizada duas vezes ao dia, cada uma contendo 500 μL de 4x109 UFC/mL de 

suspensão bacteriana, e no dia 19, uma terceira e última injeção foi realizada, seguindo o mesmo 

protocolo da segunda administração. Após o período de 7 dias da primeira inoculação 

bacteriana, os animais foram eutanasiados para coleta das calvárias. Foram realizadas avaliação 

da porcentagem de volume ósseo das calvárias (% BV/TV) por microCT, quantificação do 

número de osteoclastos e pontos de reabsorção/lacunas de Howship (H&E), marcação de 

osteoclastos TRAP+ (imunohistoquímica), e avaliação da expressão de IL-1β, IL-6, IL-10, 

TNF-α, RANKL e OPG por ensaio multiplex. A terapia com anastrosol preservou o percentual 

de volume ósseo (p<0.05). O número de pontos de reabsorção foi elevado pela flutamida, e a 

droga, assim como o fulvestranto, aumentaram a atividade de osteoclastos (p<0.05). Os 

tratamentos reduziram a produção de IL-10 e OPG, e a flutamida e fulvestranto elevaram a 

expressão de RANKL (p<0.05). Os resultados sugerem que a flutamida e fulvestranto 

favoreceram a atividade de osteoclastos, principalmente através de RANKL, mas apenas a 

flutamida acentuou a reabsorção óssea.  

Palavras-chave: Reabsorção óssea. Porphyromonas gingivalis. Androgênios. Inflamação. 

Ratos. 
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INTRODUÇÃO 

O osso é um tecido dinâmico, continuamente reabsorvido, renovado e remodelado, processo 

esse essencial na homeostase do tecido ósseo, e que é coordenado basicamente por dois 

mecanismos, formação e reabsorção óssea, que promovem a manutenção da fisiologia óssea 

quando ocorrem de maneira balanceada1. Esses processos são desenvolvidos por inúmeros tipos 

de células ósseas as quais são reguladas por vários fatores transcricionais, citocinas, fatores de 

crescimento e hormônios2. 

Siddiqui e Partridge1 descrevem a calcitonina (TC), hormônio paratiróide (PTH), vitamina D e 

o estrógeno, como importantes reguladores hormonais no processo de remodelação óssea. A 

secreção dos três primeiros é conduzida pela exigência de controle do nível fisiológico de cálcio 

sérico. Além da regulação hormonal sistêmica, tornou-se cada vez mais evidente que diversos 

fatores de crescimento desempenham papéis significativos na regulação da remodelação óssea 

fisiológica1.  

A literatura relata que a deleção de receptores de andrógenos (RA) em camundongos resulta 

em elevado turnover ósseo, aumentando a reabsorção e reduzindo o volume ósseo cortical e 

trabecular, decorrente da diminuição da formação de tecido ósseo3 e, de maneira pertinente, 

outros estudos também mostram que a inativação de RA eleva a atividade de reabsorção óssea 

e inibe a mineralização do tecido ósseo4, 5, enquanto o papel dos receptores de estrógeno (RE) 

sobre o metabolismo ósseo é pouco elucidado6, 7. Ainda, Steffens et al.8 descreveram em modelo 

de periodontite experimental em ratos, que o bloqueio de receptores de andrógenos promove 

elevada perda óssea alveolar, associada ao aumento de infiltrado inflamatório e número de 

osteoclastos, e redução de IL-6. 

Contudo, os dados presentes na literatura são escassos e não conclusivos no que diz respeito ao 

papel dos andrógenos e seus receptores na reabsorção óssea inflamatória, estabelecendo-se 

assim, diferentes metodologias de estudo para investigar esse processo associado ou não à 
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influência hormonal como, por exemplo, a utilização da Porphyromonas gingivalis 

administrada em calvária de animais9, 10. Em camundongos, verifica-se que a administração de 

P. gingivalis na calvária estimula resposta imune inata e adaptativa local, a diferenciação de 

osteoclastos e diminui a atividade de osteoblastos, implicando na reabsorção óssea. No entanto, 

o delineamento experimental de reabsorção óssea induzida por Porphyromonas gingivalis em 

calvária de ratos não é documentado na literatura. Sendo assim, desenvolvemos o protocolo de 

reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de ratos e, após o estabelecimento do 

modelo de reabsorção óssea, investigamos se o bloqueio dos receptores de andrógenos e 

estrógeno, e a inibição da enzima aromatase, causam algum impacto sobre a reabsorção óssea 

experimental em calvária de ratos. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

Desenvolvimento do modelo de reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de 

ratos 

 
 

Cepas bacterianas, cultura e contagem  

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 foi cultivada em meio de ágar Brucella suplementado 

com 1 μL/mL de hemin, 0,1 μL/mL de menadiona e 5% de sangue de ovelha desfibrinada e, 

em seguida, mantida durante 72 horas em câmara de anaerobiose (80% de N2, 10% de CO2 e 

10% de H2) (Whitley MG-500- Estação anaeróbica) a 37°C, de acordo com as condições 

fisiológicas do microrganismo. Uma curva de crescimento bacteriano foi utilizada para 

estabelecer a fase logarítmica ou exponencial, determinar a densidade óptica e a concentração 

do microrganismo em UFC/ml (unidades formadoras de colônias por mililitro). A densidade 

bacteriana foi mensurada através de espectrofotômetro com comprimento de onda de 600 nm 

(Eppendorf AG, 22331, Hamburgo, Alemanha). 

 

 



106 
 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). Nove 

ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 2-3 meses de idade, foram distribuídos 

aleatoriamente em 3 grupos (n = 3/grupo), mantidos a uma temperatura de 23°C ±2, umidade 

de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água disponível ad 

libitum. Bactérias vivas, P. gingivalis foram inoculadas na região da linha média da calvária de 

ratos, com auxílio de uma seringa estéril de uso único, de 1mL. Os animais do grupo 2 

receberam uma injeção única de suspensão de bactérias contendo 100 μL de 4x109 UFC/mL no 

primeiro dia do experimento. Os ratos do grupo 3 receberam, no primeiro dia do experimento, 

1000 μL de 4x109 UFC/ mL e após 48h, outras duas inoculações de 500 μL de suspensão de 

bactérias contendo 4x109 UFC/mL, respeitando um período de 6 horas entre uma inoculação e 

outra. No quinto dia após o início do experimento, realizou-se uma terceira e última inoculação, 

seguindo o mesmo protocolo da segunda administração. Os três ratos do grupo controle (grupo 

1) não receberam inoculação bacterina. Todos os ratos foram eutanasiados após 7 dias do início 

do experimento, e a calvária foi dissecada e fixada em paraformaldeído a 4% para análise de 

microtomografia computadorizada (micro-CT) e análise histopatológica (coloração H&E) 

(Figura 1). 

 

Figura 1 - Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

 

No grupo 1 os animais não receberam injeção bacteriana, correspondendo ao grupo controle. Nos grupos 2 e 

3 os animais receberam, respectivamente, injeção bacteriana contendo 100 μL de 4x109 UFC/ mL e 1000 μL 

de 4x109 UFC/ mL, de acordo com cada administração. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Avaliação da influência do bloqueio de receptores de andrógenos e estrógeno, e inibição da 

enzima aromatase sobre a reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de ratos 
 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). 

Cinquenta ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 3-4 meses de idade, foram 

distribuídos aleatoriamente em 5 grupos (n = 10/grupo), mantidos a uma temperatura de 21°C 

±1, umidade de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água 

disponível ad libitum. Os grupos e condições experimentais são demonstrados na Figura 2.  

 

 

 

 

Animais sem tratamento  

Os animais deste grupo foram submetidos apenas a injeção de Porphyromonas gingivalis em 

calvária, e não receberam tratamento farmacológico específico, representando o grupo de 

animais com nível fisiológico de testosterona (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

 

Todos os tratamentos foram iniciados 15 dias anteriores a injeção de P. gingivalis em calvária. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Inibição farmacológica de receptores de andrógeno, Inibição farmacológica de receptores de 

estrógeno e Inibição farmacológica da enzima aromatase  
 

Respeitando os grupos experimentais, os animais foram tratados com um dos protocolos a 

seguir:  i - 50 mg/kg de peso corporal flutamida (F9397, Sigma-Aldrich) via gavagem oral, 

a cada 02 dias11, com o propósito de bloquear a ação da testosterona; ii - 1,5 mg/kg de peso 

corporal/dia de fulvestranto (I4409, Sigma-Aldrich), via subcutânea12, com o propósito de 

bloquear a ação do estrógeno e permitir ação apenas da testosterona; iii - 0,2 mg/kg de peso 

corporal/dia de anastrosol (A273, Sigma-Aldrich) via gavagem oral13, com o propósito de 

bloquear a conversão de testosterona em estrógeno e, dessa forma, permitir apenas a ação da 

testosterona (Figura 2). 

 

Tratamento com testosterona (Durateston) 

Foi realizada semanalmente a administração de 250 mg/kg de durateston (Schering-Plough) 

diluído em 0,1 ml de óleo de milho por via intramuscular, para promover níveis 

suprafisiológicos de testosterona14. O tratamento foi realizado até o final do período 

experimental, com o propósito de promover nível suprafisiológico de testosterona nos animais 

(Figura 2). 

 

Análise do nível sérico de testosterona e Peso dos animais 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no dia 0 (baseline), anterior à 

administração das drogas. No dia do sacrifício foram coletadas amostras de sangue de cada 

animal, por punção cardíaca, para avaliação da concentração hormonal final. O nível sérico de 

testosterona foi avaliado utilizando-se imunoensaio de quimioluminescência (Immulite 2000, 

Siemens Healthcare Diagnostics, Gwynedd, Reino Unido) no Laboratório de Análises Clínicas 

São Lucas/Araraquara-SP.  

O peso dos animais também foi registrado no momento da eutanásia (dia 21) e avaliado 

comparativamente ao peso obtido no dia 0. 
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Inoculação de Porphyromonas gingivalis na região subcutânea na linha média da calvária 

As Cepas bacterianas, métodos de cultura e contagem foram estabelecidos como descrito 

anteriormente.  

Quinze dias após a administração dos fármacos foi realizada na linha média da calvária de ratos 

a inoculação de 1000 μL de 4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana; no dia 17, uma segunda 

inoculação foi realizada duas vezes ao dia, cada uma contendo 500 μL de 4x109 UFC/mL de 

suspensão bacteriana, e no dia 19, uma terceira e última injeção foi realizada, seguindo o mesmo 

protocolo da segunda administração. Os animais de todos os grupos foram eutanasiados no dia 

21, correspondendo 7 dias após a primeira inoculação bacteriana. 

 

Avaliação macroscópica e Coleta das amostras 

No momento da eutanásia, avaliação macrocópica foi realizada para observação da presença de 

edema e exsudato sobre a calvária. Em seguida, o tecido cutâneo da calvária foi removido e 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido e mantido a -80°C. As amostras de calvária 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% durante 48 horas, em seguida lavadas em 

água corrente e transferidas para ácool 70%.  

Microtomografia computadorizada (µCT) 

As amostras de calvária foram escaneadas usando sistema de microtomografia 

computadorizada (Skyscan, Aartselaar, Bélgica). O escaneamento foi realizado com resolução 

de 18 μm, 80kV, 300 μA e filtro de atenuação de alumínio 0,5. Em cada amostra, foi 

padronizada uma região de interesse (ROI) entre a sutura anterior e posterior da calvária, e a 

fração do volume ósseo (volume ósseo/volume total - BV/TV, %) foi calculada pelo software 

CT-scan. 
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Análise microscópica 

Após o escaneamento por microtomografia, todas as amostras foram descalcificadas em 10% 

de solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), desidratadas e depois incluídas em 

parafina em uma orientação espacial padronizada para obtenção de cortes semi-seriados de 5 

μm de espessura no plano frontal, que foram corados posteriormente com hematoxilina e eosina 

(H&E). As imagens dos cortes histológicos foram capturadas usando uma câmera digital (DP-

71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um microscópio de luz comumente transmitida e 

objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha). Foram quantificados nos 

cortes histológicos, em toda a extensão da calvária, o número de osteoclastos e áreas de 

reabsorção, por um único examinador treinado e calibrado previamente. 

 

Imunohistoquímica 

Os cortes histológicos também foram utilizados para avaliar a imunomarcação de TRAP (K17 

– sc-30833). O procedimento para imunohistoquímica foi padronizado (1:50) e as proteínas 

alvo foram detectadas usando o sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation). Os 

cortes foram corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens 

foram capturadas usando uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). Para a quantificação de osteoclastos TRAP+, foram consideradas as 

células com marcação castanho claro, em toda a extensão da calvária, mensuradas por um único 

examinador treinado e calibrado previamente.  

 

Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, RANKL e OPG nas amostras do tecido 

cutâneo adjacente a calvária foi avaliada por ensaio multiplex (Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP - Campinas/SP). As amostras de 

proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer reagente, 10x (Merck, Millipore) e 
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quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, EMD Chemicals), de acordo com as 

instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, utilizou-se o Milliplex Kit (EMD Millipore), 

que fornece análise de diferentes analitos em um mesmo poço da placa, e o ensaio completo foi 

realizado de acordo com os protocolos de cada kit e as instruções do fabricante. Os resultados 

do ensaio foram normalizados dividindo-se pelos respectivos valores da proteína alvo obtidos 

na quantificação pelo método de ensaio de proteína BCA. Os dados gráficos foram expressos 

em fold-change. 

 

Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram realizados 

para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de testosterona inicial 

e final, assim como para comparar o peso dos animais. Todas as análises foram realizadas 

usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 6. Todos os testes foram aplicados 

com um nível de confiança de 95% (p <0.05). Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão.   

 

RESULTADOS 

Desenvolvimento do modelo de reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de 

ratos 

 

A análise tridimensional das calvárias demonstrou que as repetidas injeções de P. gingivalis 

promoveram significativa redução da porcentagem óssea (BV/TV) na calvária dos animais do 

grupo 3 comparativamente aos grupos 1 e 2 (Figura 3A). A microtomografia computadorizada 

demonstrou a presença de áreas difusas de reabsorção óssea sobre a superfíce da calvária dos 

animais do grupo 3, concentradas principalmente próximas à sutura sagital e caracterizadas 

como pontos irregulares não uniformes distribuídos sobre a superfície óssea (Figura 3B). 

Contrariamente, nos animais dos grupos 1 e 2 não observou-se pontos de reasorção na superfície 



112 
 

 

das calvárias. Os dados obtidos da análise de micro-CT foram confirmados pela avaliação 

descritiva dos cortes histopatológicos (H&E), observando-se presença de pontos de reabsorção 

e osteoclastos apenas nas calvárias dos animais pertencentes ao grupo 3 (Figura 3C).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Avaliação da influência do bloqueio de receptores de andrógenos e estrógeno, e inibição da 

enzima aromatase sobre a reabsorção óssea induzida por P. gingivalis em calvária de ratos 
 

 

Aspectos macroscópicos 

Ao final do período experimental, os animais de todos os grupos experimentais apresentaram 

edema subcutâneo sobre a calvária acompanhado da presença de exsudato característicos de 

processo infeccioso e inflamatório. 

 

 

 

 

Figura 3 – Resultados referentes ao estudo piloto. 

A) 
B)  

C)  

A) Médias da porcentagem óssea (BV/TV) das calvárias dos animais ao fim de 7 dias. B) Imagens tridimensionais 

representativas de cada grupo experimental; setas em vermelho demonstram os pontos de reabsorção na calvária C) 

Imagens representativas de cada grupo experimental demonstrando a presença ou não de pontos de reabsorção e 

osteoclastos no tecido ósseo, avaliadas através de cortes corados em H&E (40x). *p<0.05 em relação ao grupo 3. Média 

(±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 
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Nível sérico de testosterona e peso dos animais 

Os valores de testosterona circulante foram similares entre todos os grupos no dia 0 (p>0.05). 

O nível sérico do hormônio foi similar entre os grupos sem tratamento, ANA e FULV (p>0.05), 

diferindo-se significativamente dos grupos tratados com flutamida (FLUTA) e 

durateston+anastrosol (DURA+ANA), que apresentaram altos níveis de testosterona (p<0.05). 

Ainda, comparando-se os grupos FLUTA e DURA+ANA, nesse último o nível hormonal foi 

acentuadamente superior ao FLUTA (p<0.05) (Figura 4A). 

A média do peso corporal dos animais manteve-se uniforme entre todos os grupos, havendo 

aumento significativo apenas no grupo fulvestranto analisando-se comparativamente no dia 0 e 

21 (Figura 4B). 

 

 

    

 

 

 

O bloqueio da aromatase pelo anastrosol mantém maior volume de tecido ósseo 

A porcentagem BV/TV observada no grupo sem tratamento foi menor comparativamente aos 

demais grupos, demonstrando que os tratamentos foram capazes de reduzir a reabsorção óssea.  

Apesar de similar entre os grupos tratados, o percentual de tecido ósseo foi estatisticamente 

maior nos grupos tratados com anastrosol e terapia hormonal mais anastrosol em relação ao 

grupo sem tratamento (p<0.05) (Figuras 5 e 6). 

Figura 4 – Médias do nível sérico de testosterona e peso corporal dos animais. 

 

 

 
A) B) 

A) Médias do nível sérico de testosterona circulante (ng/mL) e B) Médias do peso corporal dos animais, no período 

inicial (dia 0) e 21 dias após o bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e da enzima aromatase. *p<0.05 

comparado ao respectivo grupo no dia 0, #p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol no dia 21, ##p<0.05 

em relação ao grupo flutamida no dia 21. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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Bloqueio da ação de andrógenos está associado ao maior aumento de pontos de reabsorção 

na superfície da calvária 

 

Os pontos de reabsorção na calvária foram aumentadas pelo tratamento com flutamida 

comparando-se ao grupo sem tratamento e demais grupos (p<0.05), enquanto a administração 

de anastrosol, fulvestranto e durateston+anastrosol reduziu o número de lacunas de Howship 

Figura 5 - Porcentagem de volume ósseo (% BV/TV) da calvária dos animais. 

 

 

 

Figura 6 – Imagens tridimensionais da calvária, representativas de 

cada grupo experimental.  

Análise por microtomografia computadorizada sugere que a administração de 

anastrosol previne a reabsorção óssea. *p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento. 

Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

Nos quadros em destaque, as setas apontam os pontos de reabsorção distribuídos 

na superfície da calvária, e a reabsorção óssea nas suturas.  

Fonte: Elaboração própria. 
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comparando-se ao grupo sem tratamento (p>0.05), principalmente nos grupos tratados com 

anastrosol (grupos ANA e DURA+ANA). O número de células osteoclásticas foi sutilmente 

maior no grupo FLUTA, porém manteve-se próximo aos demais grupos (p>0.05), exceto 

comparado ao grupo tratado com durateston e anastrosol que foi significativamente menor que 

naquele grupo (p<0.05) (Figuras 7 e 8). 

 

   

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Quantificação de osteoclastos e pontos de reabsorção/ lacunas de Howship.  

 

O bloqueio de receptores de andrógenos, pela flutamida, promoveu aumento significativo do número pontos de 

reabsorção (Lacunas de Howship). #p<0.05 comparado ao grupo flutamida, ##p<0.05 comparado ao grupo sem 

tratamento. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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A atividade de osteoclastos é aumentada pelo boqueio de receptores de andrógenos (flutamida)  

 

O número de osteoclastos TRAP+ foi significativamente aumentado pelo tratamento com 

flutamida, quando comparado aos demais grupos (p<0.05). O tratamento com 

durateston+anastrosol promoveu acentuada diminuição da atividade de osteoclastos, observada 

pelo reduzido número de células TRAP+ (Figuras 9 e 10). 

 

 

 

 

Figura 8 – Fotomicrografias de cortes histológicos corados em H&E (40x). 

 

 

As imagens mostram o impacto do bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, e 

inibição da aromatase, sobre a perda óssea induzida por P. gingivalis. Pode-se observar 

lacunas de Howship e osteoclastos distribuídos na superfície do osso. 

Fonte: Elaboração própria. 
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O bloqueio da atividade da aromatase e dos receptores de andrógeno e estrógeno modulam o 

processo inflamatório associado a perda óssea na calvária 
 

Foram analisadas no tecido subcutâneo adjacente à calvária, as concentrações de TNF-α, IL-

1β, IL-6 e IL-10, para avaliar o impacto do bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno, 

além do bloqueio da enzima aromatase, na expressão de fatores pró-inflamatórios e anti-

Figura 9 – Médias da quantificação de osteoclastos TRAP+.  

 

Figura 10 – Fotomicrografias de cortes corados por imunohistoquímica (40x). 

 

 

 

O bloqueio dos receptores de andrógenos, pelo tratamento com flutamida, aumentou a atividade de osteoclastos. 

*p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento, **p<0.05 comparado ao grupo flutamida, #p<0.05 comparado ao 

grupo fulvestranto, ##p<0.05 comparado ao grupo anastrosol. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Os cortes histológicos foram submetidos à reação de imunohistoquímica para avaliação de osteoclastos TRAP+. As 

células imunomarcadas são coradas em castanho-claro, próximas à superfície óssea. 

Fonte: Elaboração própria. 
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inflamatórios teciduais, previamente detectados na presença de P. gingivalis. O bloqueio da 

enzima aromatase, pelo tratamento com anastrosol, elevou significativamente a expressão de 

TNF-α, reduziu IL-6 e IL-10 (p<0.05), mantendo a concentração de IL-1β próximo ao controle. 

O tratamento com flutamida reduziu a expressão de TNF-α, IL-6 e IL-10, e aumentou IL-1β 

(p<0.05); do mesmo modo, o bloqueio de receptores de estrógeno pelo fulvestranto reduziu a 

concentração de TNF-α, IL-6 e IL-10 (p<0.05), mantendo IL-1β a níveis próximos ao grupo 

sem tratamento. A expressão de IL-1β e IL-10 foi acentuadamente reduzida pela administração 

de durateston associada ao anastrosol (p<0.05), enquanto o nível tecidual de TNF-α foi elevado 

pelo mesmo tratamento(p<0.05), e a expressão de IL-6 manteve-se próxima ao observado no 

grupo sem tratamento (Figura 11). 

 

 

     

    

 

 

 

 

 

Figura 11 - Fold-change da concentração tecidual de citocinas inflamatórias.  

 

*p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol, **p<0.05 em relação ao grupo anastrosol, #p<0.05 em 

relação ao grupo flutamida, ##p<0.05 comparado ao grupo sem tratamento. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 
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O bloqueio dos receptores de andrógenos e estrógeno elevam a produção de RANKL 
 

Foi avaliado também o impacto do bloqueio de receptores de andrógenos e estrógenos, e o 

bloqueio da enzima aromatase, sobre a expressão de RANKL e OPG, previamente detectados 

na presença de P. gingivalis. 

Os resultados demonstraram que o tratamento com anastrosol, associado ou não a administração 

de testosterona, promoveu significativa redução de OPG (p<0.05) e manteve a expressão de 

RANKL próxima ao observado no grupo sem tratamento. Os tratamentos com flutamida e 

fulvestranto elevaram a concentração tecidual de RANKL e diminuíram o nível de OPG 

(p<0.05) (Figura 12). 

 

 

       

 

 

DISCUSSÃO  

 

O modelo de reabsorção óssea em calvária de camundongos foi desenvolvido para estudar os 

efeitos de citocinas sobre a osteoclastogênese15, sendo posteriormente empregado para outras 

finalidades  como, por exemplo, o efeito bacteriano sobre a reabsorção óssea16, 17, 18, 19, 20. A 

inoculação de P. gingivalis viva sobre a calvária, estimula todos os eventos inflamatórios 

poucas horas após o primeiro estímulo bacteriano21, 20, e a reabsorção óssea é diagnosticada 

entre 3 a 5 dias a partir do início da inoculação da P. gingivalis, dependendo da proporção do 

Figura 12 - Fold-change da concentração tecidual de RANKL e OPG. 

 

 

*p<0.05 comparado ao grupo durateston+anastrosol, #p<0.05 em relação ao grupo flutamida, ##p<0.05 comparado 

ao grupo sem tratamento. Média (±DP). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 



120 
 

 

estímulo20, 22. O modelo vem sendo amplamente utilizado nas mais variadas investigações 

científicas, porém, sua utilização restringe-se a camundongos e não é relatada em ratos. Sendo 

assim, desenvolvemos o protocolo semelhante através da inoculação de P. gingivalis em 

calvária de ratos, para o estabelecimento e validação do mesmo método nessa espécie e, 

posteriormente, a realização do trabalho proposto. O delineamento experimental foi modificado 

a partir de considerações dos relatos de Graves et al.20, 21, Suzuki et al.9 e Li et al.10. Os 

resultados da microCT, análise microscópica e estereométrica, confirmaram e validaram o 

protocolo. Verificou-se que o maior desafio bacteriano (1000 μL de 4x109 UFC/mL), 

administrado em 3 momentos, resultou no desenvolvimento de resposta inflamatória, 

diferenciação de osteoclastos e consequente reabsorção óssea. O grupo de animais sem 

inoculação de P. gingivalis não apresentou reabsorção óssea, o que possibilitou a comparação 

e confirmação dos achados anteriores. Os animais que receberam uma única inoculação da 

bactéria e em baixa proporção (100 μL de 4x109 UFC/mL), não apresentaram eventos 

inflamatórios e reabsorção óssea. Os resultados estão alinhados à observação de Graves et al.20 

que relataram que a baixa concentração bacteriana sobre a calvária é capaz de iniciar o evento 

inflamatório, porém sua resolução é rápida e relativamente com pequena destruição de tecido 

ósseo em camundongos.  

A partir da validação do protocolo experimental objetivou-se avaliar o impacto do bloqueio de 

receptores de andrógenos/estrógeno e inibição da enzima aromatase sobre a reabsorção óssea 

induzida por P. gingivalis na calvária de ratos. Os protocolos farmacológicos para bloqueio dos 

receptores de andrógeno (flutamida), estrógeno (fulvestranto) e inibição da enzima aromatase 

(anastrosol), foram efetivos sobre os níveis séricos de testosterona. O emprego do anastrosol, 

associado ou não a administração de durateston, e a administração do fulvestranto foi 

estabelecido, respectivamente, com o propósito de inibir a conversão da testosterona em 

estrógeno e bloquear os receptores de estrógeno. Entretanto, não foi objetivo do trabalho 
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analisar os efeitos do estrógeno no modelo de reabsorção óssea, e sim permitir a avaliação 

isolada da testosterona sobre esse processo. Por outro lado, o bloqueio dos receptores de 

andrógenos pela flutamida inibe sua ativação pela testosterona e, consequentemente, permite 

suprimir a ação do hormônio no organismo. O aumento no nível sérico de testosterona 

verificado nos animais tratados com flutamida confirma, portanto, a ausência de atividade do 

hormônio sobre as células e tecidos, indicando um mecanismo de feedback, devido a inativação 

dos receptores de andrógenos, como sugerido por Steffens et al.8. 

Avaliando-se os resultados por imagem e microscópico, especificamente do grupo sem 

tratamento, confirmamos a reprodutibilidade dos achados observados previamente no protocolo 

desenvolvido, evidenciando a presença de reabsorção óssea. Análise por microtomografia 

computadorizada sugere que a administração de anastrosol previne a perda óssea inflamatória.  

Cabe destacar que apenas os tratamentos com ANA e DURA+ANA promoveram significativa 

preservação do volume ósseo em relação ao grupo de animais sem tratamento e, tendência em 

apresentar maior quantidade de osso comparando-se aos grupos FLUTA e FULV.  No trabalho 

de Beck et al.23 os autores avaliaram o impacto do anastrosol associado ou não a administração 

de testosterona sobre a perda óssea em fêmur de ratos castrados, e observaram através de 

microtomografia que a porcentagem de volume ósseo foi acentuadamente preservado pela 

terapia com anastrosol+testosterona, enquanto apenas o anastrosol não foi capaz de prevenir a 

reabsorção óssea. Os autores sugeriram que a preservação de tecido ósseo ocorreu 

exclusivamente pela ação da testosterona, independentemente de sua aromatização. Contudo, 

em nosso trabalho atribuímos essa ação protetora contra a perda óssea, à não aromatização da 

testosterona pelo anastrosol, uma vez que no grupo sem tratamento o volume ósseo foi reduzido 

e acompanhado da aromatização do hormônio. Ainda, a concentração sérica de testosterona não 

diferiu nos grupos sem tratamento e ANA, o que nos permite também sugerir que o estrógeno 

parece desempenhar importante papel durante a perda óssea. Os tratamentos com flutamida 
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(bloqueio de receptores de andrógeno) e fulvestranto (bloqueio de receptores de estrógeno) não 

produziram efeitos significativos sobre o volume ósseo quando comparados aos demais grupos. 

Steffens et al.8 avaliaram o impacto da flutamida sobre a reabsorção óssea alveolar induzida por 

ligadura em ratos, e mostraram através da análise de microtomografia que a droga não 

influencia a perda óssea comparando-se ao grupo de animais sem tratamento. De maneira 

semelhante, Melville et al.7 investigaram a associação do volume ósseo e a deleção de 

receptores de estrógeno em tíbia de ratos knockout para esses receptores, e verificaram também 

através de microtomografia tendência dos animais knockout em apresentar maior percentual de 

tecido ósseo em relação aos ratos do grupo controle. Esses dados apontam que o bloqueio de 

receptores de andrógenos e estrógenos não parecem desempenhar importante função sobre a 

perda óssea em ratos machos.  

Em contrapartida aos dados da análise tridimensional, a análise microscópica e estereométrica 

não evidenciaram diferença significativa na perda óssea, quando os ratos foram tratados com 

ANA e DURA+ANA. Detectou-se significante aumento dessas alterações quando os ratos 

foram tratados com bloqueador de receptor de andrógenos (flutamida). A literatura relata que a 

bloqueio de receptores de andrógenos (RA) em camundongos resulta em elevado turnover 

ósseo, aumentando a reabsorção e reduzindo o volume ósseo cortical e trabecular, decorrente 

da diminuição da formação de tecido ósseo3 e, de maneira pertinente, outros estudos também 

mostram que a inativação de RA eleva a atividade de reabsorção óssea e inibe a mineralização 

do tecido ósseo4, 5. 

É importante enfatizar que a reabsorção óssea induzida pela inoculação de P. gingivalis em 

calvária de ratos não ocorre de maneira uniforme e sim pontual, e a análise das estruturas por 

imagem podem sofrer limitações24. Partindo-se desse pressuposto avaliou-se 

microscopicamente as mesmas peças, o que mostrou resultados mais amplos e de certa forma 

mais específicos. Foi realizada a quantificação de osteoclastos e mensurada a atividade dessas 



123 
 

 

células, avaliados respectivamente pela estereometria e análise de imunohistoquímica de 

células TRAP+. Os diferentes tratamentos não produziram efeitos significativos sobre o número 

de osteoclastos na superfície das calvárias, mantendo-se similar entre os grupos. Por outro lado, 

a marcação de células TRAP+ foi consideravelmente elevada pelos tratamentos com flutamida 

e fulvestranto, indicando o efeito estimulador dessas drogas sobre a atividade e não quantidade 

dessas células. O embasamento de nossos resultados a partir de informações da literatura é 

limitado, uma vez que não há trabalhos reproduzindo os mesmos protocolos que os do presente 

trabalho de forma comparativa e, mesmo relatos avaliando de maneira dissociada cada 

tratamento sobre modelo de reabsorção óssea são praticamente ausentes. Steffens et al.8 

observaram que o bloqueio dos receptores de andrógenos, pela flutamida, não interfere na 

quantidade de osteoclastos em periodontite crônica induzida em ratos. Conforme observado no 

presente trabalho e analisando de forma comparativa aos resultados do impacto do bloqueio de 

receptores de estrógeno pelo fulvestranto, Melville et al.7 também verificaram em tíbia de ratos 

knockout para receptores de estrógeno, elevado aumento no número de osteoclastos TRAP+. 

Avaliando-se o impacto do anastrosol associado ou não a administração de testosterona sobre 

a perda óssea em fêmur de ratos orquiectomizado, Beck et al.23 verificaram que o número de 

osteoclastos sobre o tecido ósseo nos ratos tratados com anastrosol manteve-se elevado 

comparando-se aos animais controle, enquanto a administração de testosterona e anastrosol 

reduziu significativamente o número de osteoclastos. Esse dado é similar ao observado em 

nosso trabalho, indicando a influência da testosterona apenas, independente da inibição de sua 

aromatização, na redução da quantidade de osteoclastos. Apesar das limitações metodológicas, 

as informações corroboram com nossos resultados, e sugerem que bloqueio de receptores de 

andrógenos/estrógeno e inibição da conversão de testosterona, atuam sobre osteoclastos bem 

como sua atividade reabsortiva.  
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A resposta imunoinflamatória é importante moduladora do processo de reabsorção óssea. 

Citocinas inflamatórias como, por exemplo, IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10, além de outros 

biomarcadores como o receptor ativador do fator nuclear Kappa ligante (RANKL) e 

osteoprotegerina (OPG) desempenham ações variadas sobre o tecido ósseo e células 

constituintes e, dessa maneira, estão implicadas na regulação do processo de reabsorção óssea8, 

25, 26, 27. Graves et al.26 descrevem que a proporção elevada de RANKL/OPG favorece condições 

pró-reabsortivas, enquanto a redução dessa relação está relacionada a mecanismos anti-

reabsortivos. Na patogênese da perda óssea periodontal estimulada por bactérias, Garlet et al.28 

relatam que há um aumento inicial na proporção RANKL/OPG e, após a perda óssea inicial há 

produção de fatores anti-reabsortivos como por exemplo as interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-10), 

que em conjunto e associadas a outros fatores reduzem a razão RANKL/OPG. 

No presente trabalho, o bloqueio dos receptores de andrógenos/estrógeno e inibição da 

aromatase atuam suprimindo IL-10. Sabe-se que IL-10 é uma citocina extremamente estudada 

e conhecida principalmente por seu papel regulador em diversos modelos de infecção e 

inflamação. Podemos aventar a hipótese que tanto o bloqueio de receptores de 

andrógenos/estrógeno quanto a inibição da enzima aromatase agem como pró-inflamatórios. 

Logicamente, estudos adicionais deverão ser realizados para confirmar ou não essa hipótese.   

Surpreendentemente o tratamento com as diferentes drogas também se correlacionaram com a 

baixa produção de IL-6, mas a flutamida atuou marcadamente na síntese de IL-1β, RANKL, e 

redução da concentração de OPG, assim como o fulvestranto também atuou sobre RANKL e 

OPG, o que pode ser um caminho de investigação de sinalizações intracelulares envolvendo 

tais biomarcadores. Similar aos resultados pertinentes ao grupo flutamida, registros da literatura 

também relatam o aumento da produção de RANKL em camundongos knockout para 

receptores de andrógenos3, 29, permitindo a comparação ao nosso trabalho, uma vez que também 

foi estabelecida a deleção dos receptores de andrógenos, porém através da flutamida. De modo 
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semelhante, a maior atividade dos osteoclastos estimulada pelo fulvestranto também pode estar 

associada ao aumento da produção de RANKL promovido pelo medicamento. Wang et al.30 

relataram em seu trabalho, que o tratamento in vitro com fulvestranto estimula a produção de 

RANKL a partir de osteoblastos.  Em conjunto, os dados suportam a ideia de que a inativação 

de receptores de andrógenos e estrógeno estimulem a diferenciação e atividade de osteoclastos, 

principalmente pela ativação de RANKL, e favoreçam uma maior progressão da perda óssea. 

Esses efeitos foram atenuados pelo tratamento com anastrosol, que apesar de elevar a produção 

de TNF-α, manteve notavelmente baixa a concentração de RANKL aproximando-se do nível 

de OPG. Esse mecanismo refletiu na reduzida atividade de osteoclastos o que, sugestivamente, 

incorreu na preservação de maior percentual de volume ósseo e menor número de pontos de 

reabsorção. Comparativamente ao presente trabalho, Boutas et al.31 também relataram que a 

administração de anastrosol manteve reduzido os níveis de RANKL, em ratas 

ovariectomizadas. 

 

CONCLUSÃO 

Os resultados sugerem que a flutamida e fulvestranto favoreceram a atividade de osteoclastos, 

principalmente através de RANKL, mas apenas a flutamida acentuou a reabsorção óssea.  
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Abstract 

Background: Testosterone is known to affect bone in physiological and pathological conditions. The 

purpose of this study is to evaluate the role of testosterone in experimental periodontal disease in rats. 

Methods: In this study we used a ligature model of periodontal disease in rats submitted to orchiectomy 

(OCX, testosterone depletion) with and without testosterone replacement therapy (TR). Control animals 

were sham-operated and retained physiological testosterone levels. Sixty-two days after orchiectomy 

and sham operations, ligatures were placed around the lower first molars for 2 weeks to induce 

experimental periodontal disease. Negative control animals received no ligatures. The outcomes 

assessed in the periodontal tissues were: inflammatory cytokine expression by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), stereometric analysis of the inflammatory process and quantitation of 

inflammatory bone resorption by microcomputed tomography (µCT).  

Results: The OCX+TR group showed the greatest increase in fibroblastic cells and blood vessels with 

reduced inflammatory cell numbers in the gingival tissue with induction of periodontal disease. There 

were no significant differences between OCX and Sham-operated groups in all the stereometric 

parameters assessed. Ligature placement induced inflammatory bone resorption, which was 

significantly attenuated in OCX animals. Experimental periodontitis induced a significant increase in 

Interleukin (IL)-1β, but the lowest levels were observed in the periodontitis/OCX group. IL-6 levels 

were not affected by OCX, but were significantly reduced in OCX+TR animals.  

Conclusion: The findings of the present study suggest that testosterone depletion attenuates 

inflammatory bone resorption in ligature-induced periodontitis, which may be partly mediated via 

decreased production of IL-1β.  

 

 

 

 

 

Keywords: Periodontitis, Inflammation, Testosterone 
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Introduction 

             Chronic periodontitis is a multifactorial inflammatory disease that affects supporting structures 

of the teeth1, initiated by immune response against a group of microorganisms in susceptible hosts2. The 

hallmark characteristic of chronic periodontitis is inflammatory resorption of alveolar bone and the 

global prevalence of the severe form is high (~10%)3,4. There is convincing evidence that hormonal 

fluctuations affect periodontal disease, particularly for diabetes5 and variations in female steroid 

hormones6,7. Interestingly, in spite of greater incidence and severity of destructive periodontal disease 

in males5,8, there is a relative scarcity of information regarding the effect of androgens on the disease 

process.  

             Periodontitis is characterized by an overproduction of pro-inflammatory cytokines, such as 

interleukin (IL)-1β, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)9. These mediators indirectly mediate 

degradation of non-mineralized and mineralized tissue degradation by inducing the production of matrix 

metalloproteases and osteoclast-inducing and activating receptor activator of nuclear factor kappa-B 

ligand (RANKL), resulting in the resorption of the alveolar bone10. In this context, steroid hormones, 

including sex hormones, are potent modulators of inflammation and bone turnover11,12. Testosterone has 

an immunossupressive effect, as indicated by the decrease of macrophage and lymphocyte T helper 

(CD4+ T) cell infiltration in experimental autoimmune orchitis in rats, and these effects were associated 

with reduced production of pro-inflammatory mediators monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), 

TNF, IL-6 and IFN- in the draining lymph nodes13. Moreover, in vitro, treatment of näive T cells with 

testosterone expanded the suppressive T regulatory subset12. Production of IL-1β and TNF by human 

macrophages in response to oxidized low-density lipoproteins was also reduced by testosterone14; 

whereas in murine macrophages testosterone downregulated lipopolysaccharide (LPS)-induced 

activation of protooncogen c-FOS, p38 mitogen-activated protein kinases (p38 MAPK) and reduced the 

production of nitric oxide synthase (NOS)15. On the other hand, testosterone enhanced LPS-induced IL-

6 and MCP-1 production in adipocytes via enhanced activation of extracellular signal–regulated kinases 

(ERK)1/2 and factor nuclear kappa B (NF-kB) signaling16. Nevertheless, the role of testosterone in 

modulating host-microbial interactions in vivo is largely unknown. 
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             Our research group has shown the complexity of biological responses associated with both 

decrease and increase of testosterone levels in the experimental periodontal disease model17,18,19. Short-

term reduction of testosterone levels in young animals caused an increase of inflammatory bone 

resorption and osteoclast numbers with a corresponding increase in locally-produced IL-1β in vivo; 

whereas in vitro testosterone suppressed RANKL-induced osteoclastogenesis17. Interestingly, increased 

levels of testosterone also caused a slight, but significant, increase in alveolar bone resorption in the 

absence of inflammation, which suggests differential effects of testosterone in inflammatory bone 

resorption and physiological bone remodeling18. In contrast with previous studies17,18,19, the present 

investigation assesses the effect of long-term depletion of testosterone on the bone resorption and 

inflammation associated with the ligature model of experimental disease in rats. Moreover, we used 

aged rats, which respond differently than younger animals20,21. This makes this experimental approach 

more representative of the changes in age-associated hormone deficiency in humans. Long-term changes 

associated with low testosterone levels allow for the occurrence of structural changes in bone tissue 

associated with physiological bone remodeling and also of basal changes in the immune cells that may 

respond differently to the bacterial stimuli. 

 

Material and methods  

Animals 

All experimental protocols were approved by the Ethics in Animal Usage Committee of the 

School of Dentistry at Araraquara-UNESP (Process CEUA/FOAr #20/2016). Sixty male rats (Rattus 

norvegicus albinus, Holtzman lineage), 11-12 months old, were randomly distributed into 6 groups (n 

= 10/group), maintained at a temperature of 21°C ± 1, humidity of 65-75% and a controlled light cycle 

(12 h light-12 h dark), with standard rat chow and water available ad libitum. The experimental groups 

and conditions are shown in Figure 1. 
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Orchiectomy 

             Briefly, 40 rats (n=10/group) received a scrotal incision for bilateral testicular removal and the 

incision was sutured under anesthesia using ketamine *  (1 mL/kg) and xylazine†  (0.4 mL/kg) under 

sterile conditions. The rats received ketoflex‡ (0.03 ml/rat, intramuscular) for postoperative pain relief 

and a combination of benzylpenicillin and streptomycin salts (Pentabiótico§/0.2 ml/rat, intramuscular). 

The sham procedure, was performed in 20 rats (n=10/group) including the surgical exposure and 

manipulation of the testicles (without the actual dissection and removal) and suturing.  After the 

procedure, the animals were kept in separate cages for recovery during one week (Figure 1). 

 

Hormone Replacement with Testosterone 

             Thirty days after surgery, 20 rats (n=10/group) received 62.5 mg/kg of body weight of 

testosterone undecanoate (Nebido||) intramuscularly. At day 60 (thirty days after the first testosterone 

injection) a second hormonal therapy was performed following the same procedure in order to maintain 

physiological levels of testosterone until end of the experimental period22 (Figure 1). 

 

 

                                                             
*Ceva Animal Health, Paulínia, Brazil. 
†Ceva Animal Health, Paulínia, Brazil.  
‡MERIAL, Campinas, Brazil. 
§Zoetis, São Paulo, Brazil. 
|| Bayer, Socorro, Brazil. 

 

Figure 1- Distribution of experimental groups and procedures. SHAM-operated= no removal of 

testicles; OCX= orchiectomy. 
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Induction of experimental periodontal bone loss 

             Sixty-two days after orchiectomy (or sham surgery), 30 rats (n = 10/group) were anesthetized 

as described above. A 3.0 cotton ligature was placed bilaterally in a sub-gingival position around the 

lower first molars to enable bacterial accumulation, leading to inflammation and bone loss. The other 

30 animals did not receive ligatures and served as healthy controls. The ligatures were maintained for 

15 days, at which time all rats were euthanized (Figure 1). 

 

Assessment of testosterone 

             A blood sample was collected from every animal at the beginning of the experiment, before the 

surgical procedure (baseline), and 3 days post-orchiectomy/sham operation. A second and third caudal 

blood collections were performed for all animals 25 days after the 1st testosterone replacement (TR) 

and repeated 48 hours after the 2nd TR. A final blood collection to assess testosterone levels was 

performed by cardiac puncture at sacrifice. Each serum sample was analyzed for total testosterone levels 

using a chemiluminescence-based immunoassay (Immulite 2000¶). 

 

Euthanasia and tissue sample collection 

After completing the experimental periods, all rats were euthanized by overdose of anesthesia 

and the samples collected. The mucogingival tissues around the lower first molars of the hemi-mandible 

in 10 animals per group were removed, immediately snap frozen in liquid nitrogen and kept at - 80°C 

until analysis. The remaining hemi-mandibles were fixed in 10% buffered formalin (pH 7.2) for 48 h 

and transferred to 70% ethanol.  

Stereometry 

             The specimens were submitted to routine processing (including decalcification in 0.5 M 

Ethylenediamine tetraacetic acid-EDTA, pH 7.2 for 6 weeks) and embedded in paraffin in a standardized 

spatial orientation to obtain 5 µm thick semi-serial longitudinal sections on the bucco-lingual or frontal 

                                                             
¶ Siemens Healthcare Diagnostics, Gwynedd, United Kingdom. 
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plane. The sections were mounted on glass slides and routinely stained with Hematoxylin and Eosin 

(H&E). A 32.400 μm2 grid with 9 × 4 squares of 30 μm was constructed using an image managing/editor 

software (Adobe Photoshop CS5) and overlayed on the digital images obtained from the histological 

sections. The region of interest for the analysis was represented by the whole grid, which was positioned 

in a submarginal area of the buccal and lingual surfaces, representing the connective tissue subjacent to 

the gingival sulcus (the apical border of the junctional epithelium and tooth structure were used as upper 

and lateral limits of the grid, respectively). A single examiner (LCS), who was previously trained and 

calibrated, performed the stereometric analysis using a point-counting technique. The following 

structures observed on each intersection point of the grid were recorded: inflammatory cells, fibroblasts, 

extracellular matrix and blood vessels, counted using a histological section of the hemi-mandibles of 5 

animals/group. For each specimen, the values obtained from the measurements from each surface were 

combined and averages and standard deviations were calculated. The presence of each structure was 

expressed as a percentage of the total area analyzed23. 

Micro-computed tomography (µCT) 

             The hemi-mandibles of 5 animals/group were scanned in the microcomputed tomography (µCT) 

using microfocus x-ray CT system. The specimens were scanned at a resolution of 18 μm, 50kV, 500 

μA using a 0.5 mm aluminum attenuation filter. CTan/CTvol software was used for imaging, 

reconstruction, re-orientation of reconstructed tridimensional images and analysis. In each sample, a 

standardized region of interest (ROI) was designed between the roots of the first molar, considering 

proximal bone tissue between 1st and 2nd molars to the mesial of the 1st molar and vestibular/lingual 

faces, in a slice-based method. In this standardized ROI the bone volume fraction was determined, using 

a standardized threshold to distinguish mineralized and non-mineralized tissues. The percentage of 

mineralized tissue corresponding to the root structures were subtracted from the bone volume fraction. 

The fraction bone volume/total volume (BV/TV) of the ROI was obtained and the resulting percentage 

is directly proportional to the extent of inflammatory bone resorption. 
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Expression of cytokines in the gingival tissue (ELISA)  

             Total protein was extracted from the gingival tissue samples using a commercially available 

lysis buffer (T-Per)* supplemented with a cocktail of protease inhibitors†. These tissue lysates were used 

for quantification of IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α using commercially available enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) kits|| ||. Total protein concentration in each sample was determined using 

the Lowry method and used for normalization of the ELISA results. Data is expressed as fold-change 

relative to the concentrations of each cytokine in the control group samples. 

 

Data analysis 

Data was tested for homogeneity of variance and normal distribution using Kolmogorov-

Smirnov test. One-way ANOVA and post-hoc Tukey tests were performed for pairwise comparison 

among all groups, and t tests to compare a ligated group in a given experimental condition with the 

respective non-ligated group in the same experimental condition.  All analyses were performed using 

the statistical software GraphPad Prism 6¶¶. All tests were applied with a confidence level of 95% 

(p<0.05). Data are expressed as mean ± SD. 

 

Results 

Changes in testosterone serum levels  

             OCX decreased testosterone levels below the detection level (0.025 ± 0.005 ng/mL; p<0.05 vs 

sham-control), whereas testosterone replacement (OCX+TR) resulted in a significant (p<0.05) increase 

in the hormone concentration (3.52 ± 1.07 ng/mL) when compared with sham-control animals 

(1.16 ± 0.38 ng/mL) (Figure 2A). Although statistically significant, the magnitude of the increase in 

                                                             
* Pierce Biotechnology, Thermo-Fisher Scientific, Rockford, USA. 
 

†Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. 

|| || R&D Systems, Minneapolis, USA. 

¶¶GraphPad Software Incorporated, San Diego, USA. 
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serum concentration of testosterone in the OCX+TR group was small and hormonal levels remained 

near-physiological level until the end of the experimental period (Figure 2B).  

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

Gingival inflammation associated with ligature-induced periodontitis is not affected by OCX 

             The presence of a cotton ligature in a sub-marginal position around the lower first molars 

induced inflammation and alveolar bone resorption, which are the hallmarks of periodontitis, which is 

not observed in control rats. In the H&E-stained sections, periodontitis was characterized by intense 

infiltration by inflammatory cells, increased number and diameter of blood vessels, loss of connective 

tissue attachment, and alveolar bone resorption. This finding was also supported by stereometric 

analysis. In agreement with histological observations, control animals of the OCX+TR experimental 

group also presented a significant increase in fibroblastic cells and blood vessels in comparison with the 

sham-operated and OCX groups (p<0.05), suggesting an influence of TR on the physiological turnover 

of the gingival tissue. Ligature placement increased the number of inflammatory cells in the gingival 

tissue in both Sham-operated and OCX groups, but not in the OCX+TR group. Interestingly, the 

OCX+TR group also showed the greatest increase in fibroblastic cells and blood vessels in the gingival 

tissue in animals with ligatures (p<0.05). Consistent with the attenuation of inflammation in the 

OCX+TR group with disease induction, the reduction in extracellular matrix content associated with 

periodontal disease was notably less pronounced in comparison with the other experimental groups. 
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Figure 2- A) Serum concentration of testosterone (ng/mL) at the end of the experimental period in each experimental 

group; Bars represent means and vertical lines standard deviations. B) Serum levels of testosterone (ng/mL) at 

baseline, 3 days post-orchiectomy, 25 days post-1st testosterone replacement, 48h post-2nd testosterone replacement 

and at euthanasia. *p<0.05 when compared to the SHAM group, ***p<0.05. Sham- hormonal competent control; 

OCX- Orchiectomy; OCX+TR- Orchiectomy+Testosterone replacement. 
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Overall, there were no significant differences between OCX and Sham-operated groups in all the 

stereometric parameters assessed. (Figures 3 and 4) 

 

 

 

 

      

 

 

Figure 3-  Stereometric analysis indicates that ligature is associated with a sustained 

inflammatory reaction. Inflammation was assessed by the relative presence of inflammatory cells, 

blood vessels, fibroblasts and extracellular matrix in 32,400 μm2 area. *p<0.05 when compared 

to the reference group non-ligated (one sample t test, assuming independence among the groups); 

## and **p<0.05 (ANOVA, post-hoc Tukey) indicates the differences among the experimental 

groups according to the absence (non-ligated) or presence (ligated) of experimental periodontal 

disease, respectively. Sham- hormonal competent control; OCX- Orchiectomy; OCX+TR- 

Orchiectomy+Testosterone replacement. 

 

Figure 4- Photomicrographs illustrating histological sections of each experimental group are 

shown. The image A represent the placement of the 32,400 μm2 grid on the submarginal area 

limited coronally by the apical border of the junctional epithelium and laterally by the tooth 

structure. Non-ligated groups (A-Sham / B-OCX / C-OCX+TR); Ligated groups (D-Sham / E-

OCX / F-OCX+TR). Sham- hormonal competent control; OCX- Orchiectomy; OCX+TR- 

Orchiectomy+Testosterone replacement. (H&E staining) 
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Orchiectomy attenuates inflammatory bone resorption 

             µCT analysis showed that ligature-induced periodontitis caused significant bone resorption, 

observed as a reduced BV/TV percentage, in all groups when compared to non-ligated animals with the 

same hormonal condition (p<0.05). Inflammatory bone resorption was significantly (p<0.05) attenuated 

in the OCX group compared with the OCX+TR group (Figures 5A and B). 

 

 

 

 

 

Variations in testosterone levels decrease the expression of selected inflammatory cytokines 

             In non-ligated animals, both the depletion of testosterone (OCX) and the slight increase in 

testosterone (OCX+TR) reduced the levels of all cytokines, except for IL-6 in the OCX+TR group when 

compared with the sham-control, hormone competent group (p<0.05). In the presence of inflammation 

associated with experimental periodontitis, depletion of testosterone in the OCX group significantly 

reduced the levels of all cytokines, except for IL-6. Interestingly, testosterone replacement (OCX+TR) 

also significantly reduced the levels of all cytokines, with the exception of IL-1β in comparison with the 

hormone-competent sham-control animals. Moreover, in ligated animals, testosterone replacement 

(OCX+TR) rescued the local IL-1β production that was reduced in the OCX group to levels similar to 

those of the sham-control animals. Also, the slight (no statistically significant) increase in local IL-6 

production observed in OCX animals was reduced by testosterone replacement (OCX+TR) to levels 

even lower than those of the sham-control animals (Figure 6A and B).  

Figure 5- A) Bone volume fraction (BV/TV) in the standardized ROI assessed by µCT at the end of the experimental period 

according to the presence of ligature-induced periodontal disease (ligated vs non-ligated) and experimental group (Sham- hormonal 

competent control; OCX- Orchiectomy; OCX+TR- Orchiectomy+Testosterone replacement). Bars represent mean and vertical lines 

the standard deviation of 10 animals/group B) Representative tridimensional images reconstructed from the µCT scans of each 

experimental group. *p<0.05 (unpaired t test) when compared with the same hormonal condition but without experimental 

periodontal disease (non-ligated). **p<0.05 (ANOVA, post-hoc Tukey) for the comparison among the hormonal conditions in the 

animals subjected to experimental periodontal disease (ligated group).  
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Discussion 

             Development and progression of destructive periodontitis is mainly caused by the host response 

to the stimuli derived from the bacterial biofilm. Sustained increased production of high levels of pro-

inflammatory mediators in the local microenvironment triggers a cascade of events that, in some 

individuals, results in extensive and irreversible degradation of both mineralized and non-mineralized 

Figure 6- Fold-change (A) and percentage (B) of the concentration of IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF-α in the 

gingival tissue according to the presence inflammation associated with host-microbial interactions (non-

ligated vs ligated) and experimental conditions (Sham- hormonal competent control; OCX- Orchiectomy, 

OCX+TR- Orchiectomy+testosterone). Bars represent means and vertical lines standard deviations of the fold 

changes for each animal (n=10/group) calculated relatively to the mean average of cytokine concentration in 

the 10 animals of the sham-control animals. *p<0.05 when compared to the reference group non-ligated (one 

sample t test, assuming independence among the groups); ## and **p<0.05 (ANOVA, post-hoc Tukey) 

indicates the differences among the experimental groups according to the absence (non-ligated) or presence 

(ligated) of experimental periodontal disease, respectively. 
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connective tissues of the periodontium24,25,26. The biological activity of various cytokines and 

inflammatory mediators in the periodontal microenvironment may be directly related to the extent and 

severity of periodontal tissue destruction27; however, the very production of these mediators can be 

influenced by environmental, genetic and systemic factors, including changes in the serum levels of 

sexual hormones, which are potent modulators of inflammation11,12,28. In fact, our research group has 

reported on the influence of testosterone on bone tissue in association with the regulation of local 

production of cytokines19. 

             In this study, we focused on the impact of long-term testosterone depletion on the inflammatory 

bone resorption and inflammation associated with host-microbial interactions using the ligature-induced 

experimental periodontitis model in rats molar, that promotes pathologic changes histologically similar 

to those of human periodontitis29. This experimental model effectively induced significant inflammatory 

bone resorption as indicated by µCT. Long-term depletion of testosterone in the OCX group 

significantly attenuated inflammatory bone resorption (assessed by µCT), an effect that was reversed 

by exogenous testosterone replacement (OCX+TR group). Paradoxically, the inflammatory infiltrate 

was attenuated in the OCX+TR group in comparison with the sham-operated group. It is important to 

consider that these are end-point analysis of the outcomes performed in a single time point; thus it is 

possible that the dynamics of active bone resorption and inflammation were distinct in early periods 

after initial ligature placement to induce inflammation. 

             In sharp contrast to these findings, previous publications by our group17,18 reported that 

orchiectomy increased inflammatory bone resorption. We attribute this difference between the present 

study and our previous publications to the long-term testosterone depletion in the present study, which 

may have allowed for changes in cells participating in both physiological and pathological processes. 

Importantly, testosterone replacement reversed the bone-sparing effect of OCX, which supports a pro-

resorptive role for testosterone in this model. Hormone replacement protocol was performed using a 

commercially-available drug (testosterone undecanoate – Nebido) designed to promote and maintain 

physiological levels of testosterone22, contrary to the study performed by our group18 that used a drug 

                                                             
Bayer, Socorro, Brazil.   
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(testosterone propionate – Durateston)* that induce supra-physiological levels. We did not strive to 

determine the biological mechanisms associated with this pro-resorptive role of testosterone, but we 

speculate it may be an indirect effect, mediated by regulation of local production of inflammatory and 

bone-resorptive mediators. However, in contrast with the putative immunosuppressive effect associated 

with testosterone depletion, there is evidence that reduced testosterone levels are associated with 

increased serum levels of IL-2, -6, -10 and -12; whereas exogenous testosterone replacement reduced 

the serum levels to near hormone-competent control level30. Differences in the experimental approach 

may account for these discrepancies, as the age (12 months vs 4-5 months) and strain (Sprague-Dawley 

vs Holtzman) of the rats used were different. Moreover, testosterone depletion lasted 4 weeks in the 

previous study, as opposed to the 8-week period of hormone depletion in the present study. Still, 

contrary to the demonstrated by another work17 that observed a high and similar percentage of gingival 

inflammatory cells (approximately 40%) in orchiectomized and sham animals submitted to ligature-

induced periodontitis, our study showed that there was a marked reduction in the percentage of 

inflammatory cells to less than 20% in both groups, Sham and OCX, with a tendency to reduce 

inflammatory cellular components by orchiectomy, which also may be related to the age of the rats and 

the experimental period employed. 

             The local production of inflammatory cytokines was influenced by testosterone depletion both 

in physiological and pathological conditions. In the absence of inflammation associated with 

experimental periodontitis (i.e., non-ligated animals / physiological conditions), lack of testosterone 

significantly reduced the production of IL-1β, IL-6, IL-10 and TNF. This suggests an immuno-

stimulating effect of testosterone; which contrasts with the immunosuppressive effect of testosterone in 

the experimental autoimmune orchitis model13. Differences in the experimental model (autoimmune 

disease vs bacterial-induced inflammation) and in the relative abundance of testosterone receptors in 

cells of the testis in comparison with cells present in the non-inflamed gingival tissues may account for 

the discrepancies. Nevertheless, intriguingly testosterone replacement (OCX+TR) only rescued the 

                                                             
*Schering-Plough Pharmaceutical Industry LTDA, São Paulo, Brazil. 
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production of IL-6 in non-inflamed gingival tissues. In vitro, testosterone has been shown to increase 

IL-6 expression via a crosstalk between ERK1/2 MAPK and NF-kB16.  

             These results have to be interpreted considering the peculiar population of cells present in the 

gingival tissue, as in the tissues of non-ligated animals the main sources of cytokines were resident, 

non-professional immune cells (e.g., epithelial cells, fibroblasts, osteoblasts); whereas in the tissues of 

ligated animals there were much greater numbers of professional immune leukocytes (e.g., neutrophils, 

migrating monocyte/macrophages, T and B cells). It is possible that testosterone exerts differential 

effects in immune and non-immune cells in the gingival tissues. In macrophages, testosterone reduced 

expression of TNF induced by oxidized low density lipoproteins (LDL)14, and in human leukocytes 

testosterone inhibited or tended to inhibit the production of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and interferon 

(IFN)- after immune stimuli (LPS and Concanavalin A)31.  

             In the presence of inflammation associated with experimental periodontitis (ligated animals), 

depletion of testosterone in OCX animals was also associated with a reduction in the local production 

of IL-1β, IL-10 and TNF; whereas IL-6 was increased. Testosterone replacement (OCX+TR) restored 

production of IL-1β in the inflamed gingival tissues to levels similar to those of hormone-competent 

animals (ligated sham-control). Production of IL-6, IL-10 and TNF remained reduced in comparison to 

the sham-control animals, except the production of IL-6 that was elevated in castrated animals. This 

decrease of IL-6 by testosterone replacement (OCX+TR) may be related to the significant reduction of 

inflammatory cells in the gingival tissue of ligature-induced periodontal disease animals, showed in 

stereometric analysis. The rescue of local IL-1β production in the OCX+TR group may be a mechanism 

relating serum testosterone levels and inflammatory bone resorption in this experimental model, 

considering that IL-1β is a major pro-inflammatory cytokine and known to be associated with 

inflammatory bone resorption32,33. Interestingly, in contrast with the restoration of physiological levels 

of testosterone, administration of supra-physiological levels of testosterone may have 

immunosuppressive effects, as indicated by the decrease in local production of IL-1β reported by our 

research group in this same experimental model19. It is important to consider the peculiarities of the 

experimental model and approach used in this study. The ligature-induced model of periodontal disease 

is frequently used and considered as representative of destructive periodontitis in humans23. This model 
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allows for the participation of live microorganisms that are naturally present in the animals, exhibiting 

a diversity of virulence factors, including toxins, peptidoglycans, products of the microbial metabolism 

and others. This diversity of antigens induces complex host-microbial interactions that may be 

represented in the profile of cytokines and inflammatory produced locally in the gingival tissue. 

             Testosterone depletion was induced using a long-established castration model34 that was 

previously used by our research group 17,18,19. The testosterone replacement protocol used has been 

shown to restore serum levels of testosterone to physiological levels in prolonged periods22. In contrast 

to previous publications by our research group17,18,19, we used a longer period between castration surgery 

(OCX and OCX+TR groups) and the induction of periodontal disease to allow for the occurrence of 

long-term changes associated with testosterone depletion, since complete blockage of testosterone 

residual effects occurs only 60 days after castration35.   

             Importantly, using orchiectomy as an experimental approach to deplete testosterone was 

effective (free serum testosterone was not detectable in the serum of OCX animals) and the hormonal 

replacement protocol caused a slight and continuous increase of serum testosterone concentration 

throughout the experimental period, but remaining at physiological levels. In spite of the statistically 

significant increase in serum testosterone in OCX+TR animals compared with sham-controls, the 

magnitude of this increase was small (variation of 2.36 ± 0.69ng/mL), compared with testosterone 

concentrations considered supra-physiological, in which serum levels were increased by nearly 20 

ng/mL in comparison to sham-controls18. 

             Reduced levels of estradiol in the testosterone-depleted animals may also influence the 

outcomes of inflammatory bone resorption and local cytokine expression. In our experimental approach 

we cannot rule out this possibility, since testosterone may be converted into 17-estradiol and 

downstream estradiol metabolites, particularly in an inflamed microenvironment36. In fact, the 

aromatization rate of exogenously-administered testosterone is higher than that of the naturally-

produced testosterone37,38. Of note, the bone-sparing effects of estrogens are long acknowledged39; and 

the estrogen-induced attenuation of experimental osteoporis in female ovariectomized rats is mediated, 

at least in part, by the inhibition of IL-6 and IL-1 production40. Interestingly there is evidence that even 

immune cells, such as macrophages, when present in non-inflamed microenvironments have a less 
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pronounced conversion of testosterone into estradiol41. This phenomenon may be related with distinct 

biological mechanisms for the indirect effects of testosterone on cytokine production in non-inflamed 

and inflamed gingival tissue. 

             In summary, the results of the present study indicate that long-term depletion of testosterone 

reduces inflammatory bone resorption. We speculate that the attenuation of bone resorption associated 

with testosterone depletion is mediated by indirect mechanisms related with the decreased local 

production of IL-1β in the gingival tissues. Interestingly, in the absence of inflammation testosterone 

depletion also reduced the production of inflammatory cytokines in the gingival tissues, without any 

detectable effect on alveolar bone turnover. The biological effects of testosterone depletion in healthy 

and diseased gingival tissues may be mediated by distinct mechanisms, considering the differences in 

the predominant population of cells in each condition. It is important to bear in mind the limitations of 

this study regarding its internal validity, such as considerations regarding the experimental model 

used42, and particularly the relatively small sample size and the assessment of gingival inflammation by 

morphometric/stereometric methods as opposed to the identification of inflammatory cells by 

immunohistochemistry or flow cytometry. Also, because of limitations in the sample quantity and 

resources available, we used a candidate-approach to study the production of proteins relevant for 

inflammation associated with periodontal disease, which may have left out important biological 

mediators. These limitations indicate caution in making assumptions regarding the external validity of 

the data (i.e., the clinical translational of the information). Moreover, besides the limitations associated 

with a pre-clinical study, humans frequently present comorbidities associated with the primary 

conditions that required testosterone replacement and/or the concomitant use of other medications and 

substances that may influence the immune-inflammatory response. Nevertheless, the results are 

consistent and we think they provide interesting insight into the influence of testosterone depletion in 

bacterial-induced inflammation and alveolar bone resorption.    

 

Conclusion 

             The findings of the present study suggest that testosterone depletion attenuates inflammatory 

bone resorption in ligature-induced periodontitis, which may be partly mediated via decreased 

production of IL-1β. 
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5 CONCLUSÕES 

Com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que: 

Concentração supra e subfisiológica de testosterona, o bloqueio de seus receptores e inibição 

da aromatase, alteraram parte ou partes dos complexos eventos associados a formação do tecido 

de granulação e a reabsorção óssea. 

 

▪ No modelo de reparo tecidual cutâneo: 

   Nível suprafisiológico de testosterona estimulou a maturação do tecido de granulação; 

   Flutamida, fulvestranto e anastrosol não alteraram o processo inflamatório; 

   Flutamida e fulvestranto aceleraram a retração da ferida cutânea. 

 

▪ No modelo de reabsorção óssea em calvária: 

   Nível subfisiológico de testosterona mostrou tendência em aumentar a reabsorção óssea;  

   Concentração suprafisiológica atuou preservando o percentual de volume ósseo; 

   Flutamida e fulvestranto favoreceram a atividade de osteoclastos; 

   Flutamida acentuou a reabsorção óssea. 

 

▪ No modelo de doença periodontal: 

   Depleção de testosterona atenuou a reabsorção óssea inflamatória. 
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APÊNDICE - Descrição do Material e Método (Publicações 1 a 5) 

 

MATERIAL E MÉTODO (CAPÍTULOS 1 A 4) 

 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAr #47/2014). 

Quarenta ratos machos (Rattus norvegicus albinos, Holtzman), 3-4 meses de idade, foram 

distribuídos aleatoriamente em 4 grupos (n = 10/grupo), mantidos a uma temperatura de 23°C 

±2, umidade de 65-75% e ciclo de luz controlado (12h luz-12h escuro), com ração e água 

disponível ad libitum. Os grupos e condições experimentais são demonstrados na Figura A1. 

 

 

 

 

 

Figura A1- Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

OQX - Orquiectomia total (exposição, manipulação e remoção dos testículos). Todos os tratamentos foram 

iniciados 15 dias antes da indução da ferida cutânea e inoculação de P. gingivalis na calvária. 

Fonte: Elaboração própria. 
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Animais controle 

Os animais deste grupo foram submetidos apenas ao procedimento cirúrgico para indução de 

ferida cutânea e inoculação de P. gingivalis em calvária, e não receberam tratamento 

farmacológico específico (Figura A1). 

 

Orquiectomia 

Resumidamente, 20 ratos (n=10/grupo) receberam anestesia com ketamina (1mL/Kg) e xilazina 

(0,4 mL/Kg) e, em seguida, sob condições estéreis, foi realizada incisão escrotal para remoção 

testicular bilateral, e em sequência sutura com fio reabsorvível. Os ratos receberam ketoflex 

(0,03 ml/rato, via intramuscular) para alívio da dor pós-operatória e uma combinação de sais 

de benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2ml/rato, via intramuscular). Após o 

procedimento, os animais foram mantidos em gaiolas separadas para recuperação durante uma 

semana (Figura A1). 

 

Tratamento com durateston 

Os animais deste grupo (20 ratos - n=10/grupo) receberam, semanalmente, administração 

intramuscular de 250 mg/kg de Durateston (Schering-Plough) diluída em 0,1 ml de óleo de 

milho (Steffens et al., 2012). O tratamento foi realizado até o final do período experimental 

(Figura A1). 

 

Inibição farmacológica de receptores de andrógeno 

Os animais deste grupo receberam flutamida (F9397, Sigma-Aldrich) a uma dose de 50 

mg/kg de peso corporal, via gavagem oral, a cada 02 dias (Kurling-Kailanto et al., 2010) 

(Figura A1). 

 

Inibição farmacológica de receptores de estrógeno 

Os animais deste grupo receberam diariamente a dose de 1,5 mg/kg de peso corporal de 

fulvestranto (I4409, Sigma-Aldrich), via subcutânea, (Moussa et al., 2012) (Figura A1). 
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Inibição farmacológica da enzima aromatase  

Neste grupo, os animais receberamdiariamente a dose de 0,2 mg/kg de peso corporal de 

anastrozol (A273, Sigma-Aldrich) via gavagem oral (Vekariya et al., 2013) (Figura A1). 

 

Análise do nível sérico de testosterona e Peso dos animais 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no dia 0 (baseline), anterior à 

orquiectomia e administração de testosterona. No dia do sacrifício foram coletadas amostras de 

sangue de cada animal, por punção cardíaca, para avaliação da concentração hormonal final. O 

nível sérico de testosterona foi avaliado utilizando-se imunoensaio de quimioluminescência 

(Immulite 2000, Siemens Healthcare Diagnostics, Gwynedd, Reino Unido) no Laboratório de 

Análises Clínicas São Lucas/Araraquara-SP.  

O peso dos animais também foi registrado no momento da eutanásia (dia 21) e avaliado 

comparativamente ao peso obtido no dia 0. 

 

Indução da ferida cutânea 

Após 15 dias do início dos tratamentos, os animais foram submetidos a anestesia com ketamina 

(1 mL/kg) e xilazina (0,4 mL/kg) para realização de procedimento cirúrgico para indução de 

ferida cutânea na região dorsal, localizada na linha média. O animal foi colocado em decúbito 

esternal e após tricotomia, a antissepsia da região dorsal foi realizada com 2% de digluconato 

de clorexidina. Para a ressecção circular da pele, no centro da área depilada, as incisões foram 

feitas por rotação da borda cortante do punch metálico, medindo 0,6cm de diâmetro, até a 

exposição da fáscia muscular dorsal. As lesões permaneceram abertas, não recebendo nenhum 

tratamento oclusivo para que não interferisse na cicatrização, e a hemostasia foi realizada por 

compressão digital usando gaze estéril. Os ratos receberam acetaminofeno (300 mg/kg/peso 

corporal, via oral) para alívio da dor pós-operatória e uma combinação de sais de 

benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2 ml/rato, via intramuscular). Após 7 dias de 
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indução da ferida cirúrgica (dia 21), os animais foram eutanasiados por aprofundamento 

anestésico e os tecidos coletados para análise. 

 

Eutanásia e coleta das amostras 

Após o período experimental, todos os ratos foram eutanasiados por aprofundamento anestésico 

e as amostras das feridas coletadas e divididas ao meio. Metade foi fixada em solução de 

paraformaldeído a 4% durante 48 horas. Após a fixação, as peças foram lavadas em água 

corrente, desidratadas em série crescente de álcoois e diafanizadas em xilol. Após a 

diafanização, as peças foram incluídas em parafina, de forma padronizada para obtenção de 

cortes histológicos semi-seriados de 5 µm que foram corados com hematoxilina e eosina, 

tricrômico de masson e picrosirius red.  A outra metade foi congelada a -80 ° para análise do 

perfil de citocinas inflamatórias através do imunoensaio multiplex. 

Análise estereométrica  

As imagens dos cortes microscópicos corados em H&E foram capturadas utilizando-se câmera 

digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz comumente 

transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha).  Uma grade de 

32.400 μm2 com 9×4 quadrados de 30 μm foi construída usando um software/editor de imagem 

(Adobe Photoshop CS5) e sobreposto nas imagens digitais obtidas dos cortes histológicos. As 

avaliações foram realizadas na região de transição de ferida/tecido normal, em lados opostos, 

considerando-se as duas bordas da ferida, além de um campo central da mesma. Um único 

examinador, previamente treinado e calibrado, realizou a análise estereométrica através da 

técnica de contagem de pontos. Foram feitas a determinação da densidade volumétrica (%) de 

células inflamatórias, fibroblastos (identificados como células fusiformes ou estreladas, núcleo 

ovóide ou alongado), matriz extracelular, figuras vasculares, e em cada grupo, a partir dos 

valores obtidos das medidas de cada animal foram estabelecidos as médias e os desvios padrão. 
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A avaliação foi complementada pela análise qualitativa através dos cortes corados por 

Tricrômico de Masson. 

 

 

Mensuração do colágeno birrefringente (Picrosirius Red) 

A densidade volumétrica (%) de colágeno nas regiões de borda e centro da ferida foi estimada 

a partir de cortes corados com solução a 0,1% de PicroSirius Red (Sigma-Aldrich Co., Saint 

Louis, MO, EUA). Os cortes foram analisados com filtros de polarização acoplados ao 

microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). Foi utilizado 1 corte de cada animal, e 

1 imagem foi capturada de cada uma das três regiões da ferida, como descrito anteriormente, 

com o auxílio de uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) e objetiva de 20x. Todas 

as imagens foram capturadas com parâmetros padronizados de intensidade de luz, abertura do 

diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, angulação do polarizador e brilho 

da imagem. A quantidade de colágeno foi estimada utilizando-se metodologia previamente 

descrita na literatura (Fonseca et al., 2014), através do processador de imagens ImageJ (National 

Institutes of Helth, Bethesda, MD, EUA), em que as cores proporcionadas pela birrefringência 

das imagens são isoladas utilizando-se o histograma de matiz disponível na guia “Color 

Threshold”. As imagens foram convertidas para preto e branco, de modo que cada pixel não 

preto se tornou branco e cada pixel preto permaneceu preto. Em seguida, a porcentagem 

ocupada por cada cor foi calculada a partir do número de pixels em cada faixa de matiz. Para 

esta mensuração, manipulou-se o histograma de matiz para selecionar cada comprimento de 

onda, ou seja, vermelho/alaranjado (matizes 2 a 38 e 230 a 256), amarelo (matiz 39 a 51) e 

verde (matiz 52 a 128). O número de pixels de cada frequência de cor foi expresso como 

porcentagem do total de colágeno birrefringente daquele comprimento de onda no total da 

imagem. 
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Análise da contração das feridas 

Foi realizada a mensuração linear dos cortes histológicos das feridas cutâneas, com o objetivo 

de avaliar a contração das lesões. Os cortes histológicos corados com H&E foram fotografados 

usando microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 4x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha) e, em seguida, foi realizada análise utilizando-se o software Imagem J. Foi 

traçada uma linha entre as bordas das feridas e, automaticamente, o software gerou a medida 

em micrômetros, e em cada grupo, a partir dos valores obtidos de cada mensuração por animal 

foram estabelecidos as médias e desvios padrão. 

Imunohistoquímica 

A imunomarcação do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e do fator de 

crescimento de queratinócitos (KGF) foram avaliadas por imunohistoquímica. O protocolo, 

previamente padronizado, foi estabelecido para cada anticorpo: PCNA (1:50 - Invitrogen 

133900) e KGF (1:25-ab131162-Abcam). As proteínas alvo foram detectadas utilizando-se o 

sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation) e, em seguida, os cortes foram 

corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens foram 

capturadas através de câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). A quantificação de células imunomarcadas (fibroblastos) foi realizada no 

tecido conjuntivo próximo as bordas da ferida e na área central para o anticorpo de PCNA, 

enquanto que para a quantificação de queratinócitos expressando o anticorpo KGF, apenas o 

epitélio das bordas da ferida foi considerado. Para a determinação do número de células em 

proliferação, foram consideradas aquelas com marcação positiva (marcação marrom) dentro 

dos campos selecionados. 
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Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de VEGF, IL-6, TNF-α, TGF-β1 e PDGF foi avaliada por ensaio 

multiplex (Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP - 

Campinas/SP). As amostras de proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer 

reagente, 10x (Merck, Millipore) e quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, 

EMD Chemicals), de acordo com as instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, utilizou-

se o Milliplex Kit (EMD Millipore), que fornece análise de diferentes analitos em um mesmo 

poço da placa, e o ensaio completo foi realizado de acordo com os protocolos de cada kit e as 

instruções do fabricante. Os resultados do ensaio foram normalizados dividindo-se pelos 

respectivos valores de proteína alvo obtidos na quantificação pelo método de ensaio de proteína 

BCA. Os dados gráficos foram expressos em fold-change. 

 

Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram realizados 

para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de testosterona final 

e baseline, assim como para realizar a análise comparativa do peso dos animais. Todas as 

análises foram realizadas usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 6. Todos 

os testes foram aplicados com um nível de confiança de 95% (p <0,05). Os dados foram 

expressos como média ± desvio padrão. 

 

Cepas bacterianas, cultura e contagem  

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 foi cultivada em meio de ágar Brucella suplementado 

com 1 μL/mL de hemin, 0,1 μL/mL de menadiona e 5% de sangue de ovelha desfibrinada e, 

em seguida, mantida durante 72 horas em câmara de anaerobiose (80% de N2, 10% de CO2 e 

10% de H2) (Whitley MG-500- Estação anaeróbica) a 37°C, de acordo com as condições 

fisiológicas do microrganismo. Uma curva de crescimento bacteriano foi utilizada para 
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estabelecer a fase logarítmica ou exponencial, determinar a densidade óptica e a concentração 

do microrganismo em UFC/ml (unidades formadoras de colônias por mililitro). A densidade 

bacteriana foi mensurada através de espectrofotômetro com comprimento de onda de 600 nm 

(Eppendorf AG, 22331, Hamburgo, Alemanha). 

 

Inoculação de Porphyromonas gingivalis na região subcutânea na linha média da calvária 

Quinze dias após os tratamentos, foi realizada na linha média da calvária de ratos a inoculação 

de 1000 μL de 4x109 UFC/mL de suspensão bacteriana; no dia 17, uma segunda inoculação foi 

realizada duas vezes ao dia, cada uma contendo 500 μL de 4x109 UFC/mL de suspensão 

bacteriana, e no dia 19, uma terceira e última injeção foi realizada, seguindo o mesmo protocolo 

da segunda administração. Os animais de todos os grupos foram eutanasiados no dia 21, 

correspondendo 7 dias após a primeira inoculação bacteriana. 

 

Avaliação macroscópica e Coleta das amostras 

No momento da eutanásia, avaliação macrocópica foi realizada para observação da presença de 

edema e exsudato sobre a calvária. Em seguida, o tecido cutâneo da calvária foi removido e 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido e mantido a -80°C. As amostras de calvária 

foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% durante 48 horas, em seguida lavadas em 

água corrente e transferidas para ácool 70%.  

Microtomografia computadorizada (µCT) 

As amostras de calvária foram escaneadas usando sistema de microtomografia 

computadorizada (Skyscan, Aartselaar, Bélgica). O escaneamento foi realizado com resolução 

de 18 μm, 80kV, 300 μA e filtro de atenuação de alumínio 0,5. Em cada amostra, foi 

padronizada uma região de interesse (ROI) entre a sutura anterior e posterior da calvária, e a 

fração do volume ósseo (volume ósseo/volume total - BV/TV, %) foi calculada pelo software 

CT-scan. 
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Análise microscópica 

Após o escaneamento por microtomografia, todas as amostras foram descalcificadas em 10% 

de solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), desidratadas e depois incluídas em 

parafina em uma orientação espacial padronizada para obtenção de cortes semi-seriados de 5 

μm de espessura no plano frontal, que foram corados posteriormente com hematoxilina e eosina 

(H&E). As imagens dos cortes histológicos foram capturadas usando uma câmera digital (DP-

71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada em um microscópio de luz comumente transmitida e 

objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha). Foram quantificados nos 

cortes histológicos, em toda a extensão da calvária, o número de osteoclastos e áreas de 

reabsorção, por um único examinador treinado e calibrado previamente. 

 

Imunohistoquímica 

Os cortes histológicos também foram utilizados para avaliar a imunoexpressão de TRAP (K17 

– sc-30833). O procedimento para imunohistoquímica foi padronizado (1:50) e as proteínas 

alvo foram detectadas usando o sistema DAB-estreptavidina (LSAB-2, Dako Cytomation). Os 

cortes foram corados com hematoxilina e as lamínulas montadas com Permount. As imagens 

foram capturadas usando uma câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) acoplada ao 

microscópio de luz comumente transmitida e objetiva de 40x (Leica Microsystem GmbH, 

Wetzlar, Alemanha). Para a quantificação de osteoclastos TRAP+, foram consideradas as 

células com marcação castanho claro, em toda a extensão da calvária, mensuradas por um único 

examinador treinado e calibrado previamente.  

 

Expressão de citocinas inflamatórias locais (MULTIPLEX)  

A concentração tecidual de IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, RANKL e OPG nas amostras do tecido 

cutâneo adjacente a calvária foi avaliada por ensaio multiplex (Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho - LACTAD/UNICAMP - Campinas/SP). As amostras de 

proteínas totais foram extraídas com RIPA Lysis Buffer reagente, 10x (Merck, Millipore) e 
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quantificadas pelo método BCA Protein Assay (Novagen, EMD Chemicals), de acordo com as 

instruções do fabricante. Para o ensaio multiplex, utilizou-se o Milliplex Kit (EMD Millipore), 

que fornece análise de diferentes analitos em um mesmo poço da placa, e o ensaio completo foi 

realizado de acordo com os protocolos de cada kit e as instruções do fabricante. Os resultados 

do ensaio foram normalizados dividindo-se pelos respectivos valores da proteína alvo obtidos 

na quantificação pelo método de ensaio de proteína BCA. Os dados gráficos foram expressos 

em fold-change. 

 

Análise dos dados 

Os dados foram submetidos aos testes de homogeneidade e distribuição usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey foram realizados 

para análise comparativa entre os grupos, e o teste t para comparar o nível de testosterona inicial 

e final, assim como para comparar o peso dos animais. Todas as análises foram realizadas 

usando o software de análises estatísticas GraphPad Prism 6. Todos os testes foram aplicados 

com um nível de confiança de 95% (p <0.05). Os dados foram expressos como média ± desvio 

padrão.   

 

MATERIAL E MÉTODO (CAPÍTULO 5) 

Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (Processo CEUA/FOAR #20/2016). 

Sessenta ratos machos (Rattus norvegicus albino, linhagem Holtzman), de 11 a 12 meses de 

idade, foram distribuídos aleatoriamente em 6 grupos (n = 10 / grupo), mantidos a uma 

temperatura de 23°C ± 2, umidade de 65-75% e um ciclo de luz controlado (12hluz-12h escuro), 

com ração e água disponíveis ad libitum. Os grupos e condições experimentais são mostrados 

na Figura A2. 
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Orquiectomia 

Resumidamente, quarenta ratos (n=10/grupo) sob condições estéreis receberam anestesia com 

ketamina (1 mL/kg) e xilazina (0.4 mL/kg), e em seguida incisão escrotal para remoção 

testicular bilateral. A incisão foi suturada com fio reabsorvível e os ratos receberam ketoflex 

(0,03 ml/rato, intramuscular) para alívio da dor pós-operatória, e uma combinação de sais de 

benzilpenicilina e estreptomicina (Pentabiótico/0,2 ml/rato, intramuscular). O procedimento 

sham foi realizado em 20 ratos (n = 10 / grupo), onde foi realizada exposição cirúrgica e a 

manipulação dos testículos (sem a dissecção e remoção) e a sutura. Após os procedimentos 

cirúrgicos os animais foram mantidos em gaiolas separadas para recuperação durante uma 

semana (Figura A2). 

 

Reposição hormonal com testosterona 

Trinta dias após a orquiectomia ou procedimento sham, 20 ratos (n = 10/grupo) receberam 62,5 

mg/kg de peso corporal de undecanoato de testosterona (Nebido) por via intramuscular. No dia 

60 (trinta dias após a primeira injeção de testosterona), uma segunda terapia hormonal foi 

realizada seguindo o mesmo procedimento, a fim de manter níveis fisiológicos de testosterona 

até o final do período experimental (Figura A2). 

Figura A2- Representação da distribuição de ratos por grupo experimental.  

SHAM – Exposição e manipulação dos testículos, sem remoção; OQX - Orquiectomia total (exposição, 

manipulação e remoção dos testículos).  

Fonte: Elaboração própria. 
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Indução da doença periodontal experimental 

Sessenta e dois dias após a orquiectomia ou procedimento sham, 30 ratos (n = 10 / grupo) foram 

anestesiados como descrito acima. Uma ligadura de algodão 3.0 foi colocada bilateralmente em 

uma posição subgengival em torno dos primeiros molares inferiores para permitir a acumulação 

bacteriana, levando a inflamação e perda óssea. Os outros 30 animais não receberam ligaduras 

e serviram como controles saudáveis. As ligaduras foram mantidas por 15 dias, e ao final desse 

período todos os ratos foram eutanasiados (Figura A2). 

 

Análise do nível sérico de testosterona 

Amostras de sangue caudal foram coletadas de cada animal no início do experimento, antes do 

procedimento cirúrgico (baseline) e 3 dias pós-orquiectomia/cirurgia sham. Uma segunda e 

terceira coleta de sangue caudal foram realizadas em todos os animais, respectivamente 25 dias 

após a 1ª reposição da testosterona (RT) e após 48 horas após a 2ª RT. Uma coleta de sangue 

foi realizada por punção cardíaca no momento do sacrifício. Cada amostra de soro foi analisada 

para os níveis totais de testosterona utilizando um imunoensaio à base de quimioluminescência 

(Immulite 2000), no Laboratório de Análises Clínicas São Lucas em Araraquara-SP. 

 

Eutanásia e coleta das amostras 

Após completar os períodos experimentais, todos os ratos foram eutanasiados por 

aprofundamento anestésico, e as amostras coletadas. O tecido gengival em torno dos primeiros 

molares inferiores da hemi-mandíbula de 10 animais por grupo foi removido, imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80°C até a análise. As hemi-mandíbulas 

remanescentes foram fixadas em 10% de formol (pH 7,2) durante 48h e transferidas para álcool 

70%.  

Estereometria 

Os espécimes foram submetidos ao processamento laboratorial de rotina (incluindo 

descalcificação em 0,5 mL de ácido etilenodiaminotetraacetico-EDTA, pH 7,2 durante 6 
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semanas) e, posteriormente, incorporados em parafina em uma orientação espacial padronizada 

para obtenção de cortes semi-seriados de 5 μm de espessura no sentido vestíbulo-lingual. Os 

cortes foram montados em lâminas de vidro e corados com Hematoxilina e Eosina (H&E). Em 

seguida, para análise estereométrica, uma grade de 32.400 μm2 com 9×4 quadrados de 30 μm 

foi construída usando um software de gerenciamento/editor de imagem (Adobe Photoshop 

CS5) e sobreposto nas imagens digitais obtidas dos cortes histológicos. A região de interesse 

para a análise foi representada por toda a grade, que foi posicionada em uma área submarginal 

nas superfícies vestibular e lingual, sobre o tecido conjuntivo subjacente ao sulco gengival (a 

borda apical do epitélio juncional e a estrutura do dente foram usadas como limites superiores 

e laterais da grade, respectivamente). Um único examinador (LCS), previamente treinado e 

calibrado, realizou a análise estereométrica usando uma técnica de contagem de pontos. As 

seguintes estruturas observadas em cada ponto de interseção da grade foram registradas: células 

inflamatórias, fibroblastos, matriz extracelular e vasos sanguíneos, contados usando um corte  

histológico das hemi-mandíbulas de 5 animais/grupo. Para cada amostra, os valores obtidos das 

medidas de cada superfície foram obtidos e as médias e desvios padrão foram calculados. A 

presença de cada estrutura foi expressa como uma porcentagem da área total analisada. 

Microtomografia computadorizada (µCT) 

As hemi-mandíbulas de 5 animais/grupo foram examinadas por microtomografia 

computadorizada (μCT). As amostras foram escaneadas a uma resolução de 18 μm, 50kV, 500 

Μa usando um filtro de atenuação de alumínio de 0,5 mm. O software CTan/CTvol foi utilizado 

para reconstrução, reorientação e análises tridimensionais das imagens reconstruídas. Em cada 

amostra foi determinada uma região de interesse padronizada (ROI) entre as raízes do primeiro 

molar, considerando o tecido ósseo proximal entre o 1º e 2º molares à mesial do 1º molar, 

inclusive as faces vestibular/lingual. Neste ROI padronizado determinou-se a fração do volume 

ósseo, utilizando um threshold padronizado para distinguir tecidos mineralizados e não 
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mineralizados. A porcentagem de tecido mineralizado correspondente às estruturas radiculares 

foi subtraída da fração do volume ósseo. A fração de volume ósseo/volume total (BV / TV) do 

ROI foi obtida e a porcentagem resultante era diretamente proporcional à extensão da 

reabsorção óssea inflamatória. 

 

Análise da expressão de citocinas gengivais (ELISA)  

Proteína total foi extraída das amostras de tecido gengival utilizando um tampão de lise 

comercialmente disponível (T-Per) suplementado com um coquetel de inibidores de protease. 

Os lisados de tecido gengival foram utilizados para a quantificação de IL-1β, IL-6, IL-10 e 

TNF-α utilizando-se kits de ensaio imunoenzimático (ELISA). A concentração total de proteína 

em cada amostra foi determinada pelo método de Lowry e utilizada para a normalização dos 

resultados obtidos no ELISA. Os dados foram expressos como fold-change em relação às 

concentrações de cada citocina nas amostras do grupo controle. 

 

 

Análise dos dados 

Os dados foram testados quanto à homogeneidade e distribuição normal usando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. O teste One-way ANOVA e pós-teste Tukey foram realizados para a 

comparação entre todos os grupos, e teste t para comparar um grupo com ligadura em uma 

determinada condição experimental com o grupo respectivo sem ligadura na mesma condição 

experimental. Todas as análises foram realizadas usando o software estatístico GraphPad Prism 

6. Todos os testes foram aplicados com um nível de confiança de 95% (p <0.05). Os dados 

foram expressos como média ± DP. 
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Experimentação Animal 
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ANEXO B - Parecer do Comitê de Ética em Experimentação Animal 
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ANEXO C - Documento Comprobatório (Submissão do artigo) 
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ANEXO D - Documento Comprobatório (Aceite do artigo) 
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ANEXO E - Documento Comprobatório (Autorização do periódico) 
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