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Oliveira D. Efeito da teriparatida sobre o processo de reparo alveolar em ratos
orquiectomizados. Analise imunoistoquimica e microtomografica. 2017. 56 f.
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RESUMO

Objetivo: avaliar a influéncia da teriparatida no processo de reparo alveolar em ratos
orquiectomizados através das analises microtomografica e imunoistoquimica.
Materiais e Métodos: 54 ratos machos e adultos foram divididos em trés grupos
experimentais: 18 ratos controle (SHAM); 18 ratos orquiectomizados (ORQ ST); 18
ratos orquiectomizados e tratados com teriparatida (ORQ TERI). Aos 30 dias apés a
orquiectomia deu inicio ao tratamento medicamentoso com teriparatida no grupo ORQ
TERI, aos 60 dias foi realizada a exodontia do incisivo superior direito dos animais de
todos os grupos e aos 14 e 42 dias apds a exodontia foram realizadas as eutanasias
através de sobredosagem anestésica. Para a analise imunoistoquimica analisou,
qualitativamente através da atribuicao de escores, a expressao das proteinas wnt, alp,
oc e trap e para a analise microtomografica (micro CT) analisou os parametros volume
e porcentagem de volume 6sseo (BV, BV/TV), numero de trabéculas 6sseas (Tb.N),
separagao e espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Sp, Tb.Th). Os dados quantitativos
da micro CT passaram pela analise de homocedasticidade (teste de Shapiro-Wilk),
para distingdo dos dados paramétricos e nao paramétricos. Os dados paramétricos
foram comparados pelo teste ANOVA 1 fator e pos-teste Bonferroni, adotou-se o nivel
de significancia p < 0,05. Resultados: Na analise imunoistoquimica houve marcagéao
moderada da wnt nos grupos SHAM e ORQ TERI aos 14 dias, tornando-se intensa
aos 42 dias. A alp apresentou marcagao moderada somente no ORQ TERI e leve nos
demais grupos em ambos os periodos. A oc foi semelhante em todos os grupos e
periodos com marcacgao leve. A trap apresentou marcagao moderada nos grupos
SHAM e ORQ ST e leve no grupo ORQ TERI aos 14 e 42 dias. Para o parametro BV
o grupo ORQ TERI apresentou o maior valor (157,91mm?3) em relagao aos demais
grupos (ORQ ST: p < 0,05). Nao houve diferenga estatisticamente significante na
comparagao dos resultados intragrupos para os parametros BV/TV, Tb.Sp e Tb.Th.

Para Tb.N o ORQ ST apresentou o maior valor (0,496mm) em relacdo aos demais



grupos (ORQ TERI: p < 0,05). Conclusao: A teriparatida consegue reverter o prejuizo

no metabolismo do tecido ésseo reparacional causado pela condicdo da orquiectomia.

Palavras-chave: Osteoporose. Orquiectomia. Teriparatida. Homens. Proteinas Wnt.
Fosfatase Alcalina. Osteocalcina.
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Oliveira D. Effect of the teriparatide in the alveolar bone repair process in
orchiectomy rats. Analysis immunohistochemical and tridimensional
microtomography. 2017. 56 p. End of course paper (Bachelor degree) — Dental

School, Sdo Paulo State University, Aracatuba, 2017.
ABSTRACT

Objective: to evaluate the influence of teriparatide on the alveolar bone repair in
orchiectomy rats through tridimensional microtomography and immunohistochemical
analysis. Materials and Methods: 54 male and adults rats were divided into three
experimental groups: 18 control rats (SHAM); 18 orchiectomized rats (ORQ ST); and
18 orchiectomized rats treated with teriparatide (ORQ TERI). At 30 days after the
orchiectomy the teriparatide drug treatment started in the ORQ TERI group, at 60 days,
the right upper incisor of the animals of all groups was extracted and at 14 and 42 days
after the extraction the rats were euthanized. For the immunohistochemical analysis,
the expression of the wnt, alp, oc and trap proteins was analyzed. For the
microtomography (micro CT) evaluation of volume and percentage of bone volume
(BV, BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th), number and separation of trabeculae (Tb.N,
Tb.Sp). The quantitative data of the micro CT underwent the homoscedasticity analysis
(Shapiro-Wilk test), to distinguish the parametric and nonparametric data. The
parametric data were compared by ANOVA 1 factor test and Bonferroni post-test, with
significance level p <0.05. Results: In the immunohistochemistry analysis, there was
a moderate expression of wnt in the SHAM and ORQ TERI groups at 14 days,
becoming intense at 42 days. Alp presented moderate expression only in ORQ TERI
and light in the other groups in both periods. OC was similar in all groups and periods
with light expression. The trap presented moderate expression in SHAM and ORQ ST
groups and light in ORQ TERI group at 14 and 42 days. For the BV parameter, the
ORQ TERI presented the highest value (157.91mm?) in relation to the other groups
(ORQ ST: p < 0.05). There was no statistically significant difference in the comparison
of intragroup results for BV/TV, Tb.Sp and Tb.Th. For Tb.N the ORQ ST presented the
highest value (0.496mm) in relation to the other groups (ORQ TERI: p < 0.05).
Conclusion: Teriparatide can reverse the loss in the metabolism of reparative bone

tissue caused by the condition of orchiectomy.



Key-Words: Osteoporosis. Orchiectomy. Teriparatide. Men. Wnt Proteins. Alkaline

Phosphatase. Osteocalcin.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € reconhecida como um problema de saude significativo em
mulheres, atingindo aproximadamente 2/3 desta populagdo na fase pés-menoupausa
(1, 2). A maioria dos estudos encontrados na literatura s&o relacionados com o
tratamento da osteoporose no sexo feminino (3-6). No entanto, essa patologia também
é relatada no sexo masculino, com maior incidéncia nos individuos acima de 50 anos
de idade e com estimativa de que um em cada oito homens acima dessa faixa etaria

sofre algum tipo de fratura devido a osteoporose durante a vida (2, 7, 8).

As causas da diminuicdo da massa 6ssea em homens sao: senilidade,
diminuicdo da absorcado intestinal de calcio, insuficiéncia de vitamina D e o
hipogonadismo (9-11). Com relagdo ao ultimo, sabe-se que a aromatizagdo da
testosterona em estradiol € importante na regulacdo da homeostase dos 0ssos em
homens com evidéncias de que os niveis de estradiol livre ou biodisponiveis podem
ser necessarios para a manutencao fisiolégica da remodelacdo 6ssea, limitando,

assim, a perda Ossea relacionada com a idade (9, 12-15).

Para o tratamento da osteoporose em seu estagio inicial € indicado o uso
de medicamentos que promovem antirreabsorcdo é6ssea, como o0 denosumabe,
raloxifeno, calcitonina ou os medicamentos da classe dos bifosfonatos (8). Em
contrapartida, para o tratamento da osteoporose mais grave, € necessario o uso de
agentes anabolizantes do tecido 6sseo que aumentam a densidade mineral éssea. A
teriparatida, um analogo do paratorménio (PTH), é relatada como uma opcéao eficaz
para os casos de osteoporose mais grave no sexo masculino (16). Ela atua
diretamente sobre a formacao 6ssea através do aumento do numero e ativacédo de
osteoblastos e indiretamente através do aumento da reabsorc¢ao tubular e absorcéo
intestinal de calcio (16, 17). Sendo que o efeito anabolizante deste medicamento é
maior quando administrado de forma intermitente e mais rapido nos primeiros 6 a 12

meses de administragdo com tendéncia a diminuir apds esse periodo (18).

Estudos na literatura mostrando o comportamento da teriparatida
administrada durante a avaliagao do processo de reparo em modelos de fratura éssea,
mostram, a partir de parametros morfométricos, um efeito favoravel dessa medicagao

(19-22). Além disso, Kuroshima, Al-Salihi e Yamashita (2013) observaram, em um
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estudo em roedores, que a administracao de teriparatida apos exodontia melhora a
formacao 6ssea no alvéolo. Esse processo de reparo alveolar representa um modelo
interessante para avaliacdo da dindmica do tecido ésseo, no qual o organismo cria
condi¢des para produgéo de tecido 6sseo com o objetivo de preenchimento do alvéolo
previamente ocupado pelo dente, finalizado por uma remodelagéo (23, 24). Sendo
assim, a verificacdo do comportamento de medicagcdes que promovam o aumento da
densidade 6ssea, possibilitando o estabelecimento de um protocolo clinico para o
tratamento da osteoporose no sexo masculino, € fundamental, tendo em vista o
aumento da populacdo com esta desordem do metabolismo 6sseo nos consultorios

odontoldgicos em busca de tratamento dentarios.
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2 OBJETIVO

Avaliar a influéncia da teriparatida no processo de reparo alveolar em ratos

orquiectomizados através das analises microtomografica e imunoistoquimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Inicialmente o projeto foi enviado para o Comité de ética em pesquisa no
uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP e obteve parecer
favoravel (Processo FOA n° 706/2015) (Anexo A).

Foram selecionados 54 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos,
adultos, com peso de aproximadamente 500g cada, provenientes do Biotério Central
da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, e eles foram divididos em trés
grupos experimentais de acordo com a cirurgia de indugao do estado osteopénico e
tratamento medicamentoso: grupo SHAM (18 ratos submetidos a cirurgia ficticia);
grupo ORQ ST (18 ratos submetidos a orquiectomia bilateral e sem tratamento
medicamentoso); e, grupo ORQ TERI (18 ratos submetidos a orquiectomia bilateral e
tratados com teriparatida). Estes animais foram mantidos em gaiolas e alimentados
com racao balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brasil) contendo 1.4% Cae 0.8% P e

agua ad libitum durante todo o experimento (Figura 1).

3.2 Orquiectomia bilateral
Os 36 ratos dos grupos ORQ ST e ORQ TERI foram anestesiados por

infiltracdo intramuscular de Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset
(Cloridrato de Quetamina injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda) na dosagem
indicada pelo fabricante e, a seguir, foram realizadas incisbes em ambos os sacos
escrotais, com a exposi¢cao dos testiculos. Com a pinga hemostatica o funiculo
espermatico foi apresentado, com concomitante individualizagao e lagueamento do
ducto deferente e do pediculo vascular, e entdo seccionados. Os testiculos foram
removidos e a ferida cirurgica suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil). Os 18 ratos do grupo SHAM passaram
pelo mesmo procedimento, porém foi apenas realizada a exposig¢ao cirurgica dos
testiculos sem sua remogao, com intuito de submeter os animais deste grupo ao
mesmo estresse cirurgico dos demais grupos (25) (Figura 2A, B, C, D, E, F, G, H).
No pds-operatorio imediato cada animal recebeu dose uUnica intramuscular de 0,2ml
de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude

Animal Ltda., Campinas, SP).
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3.3 Tratamento medicamentoso

Apos trinta dias do procedimento cirurgico de orquiectomia ou cirurgia
ficticia, os ratos do grupo ORQ TERI foram submetidos a inje¢cdes subcutanea diarias
de teriparatida (0,5 pg/kg/dia) e os ratos dos grupos SHAM e ORQ ST submetidos a
aplicacao subcutanea de solugao isoténica de cloreto de sodio a 0,9% (Fisioldgico®,
Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdao Preto, SP, Brasil) até o fim dos periodos

experimentais de 14 e 42 dias apos exodontia (26).
3.4 Exodontia

Um més apds o inicio da terapia medicamentosa com teriparatida todos os
ratos foram anestesiados por infiltragdo intramuscular de Coopazine (Xilazina-
Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset (Cloridrato de Quetamina injetavel, Fort Dodge,
Saude Animal Ltda) na dosagem indicada pelo fabricante, foi realizada a antissepsia
do campo operatério com polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Industria Quimica e
Farmacéutica Rio Quimica, Sado José do Rio Preto, S&o Paulo, Brasil) e em seguida,
foi realizada a exodontia do incisivo superior direito, utilizando instrumental
especialmente adaptado para este fim (23). A mucosa gengival foi suturada com fio
de poliglactina 910 (Vicryl 4.0 — Jhonson&Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos). No pdés-operatoério imediato cada animal recebeu dose unica intramuscular
de 0,2ml de Penicilina G-benzatina (Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP) (Figuras 3A, B, C, D, E, F).

Decorridos 14 dias apds a exodontia foi realizada a eutanasia, através de
sobredosagem anestésica, de 6 animais de cada grupo experimental para a realizagao
da analise imunoistoquimica, e os outros 36 animais restantes, apos 42 dias para a

realizacdo das analises microtomografica e imunoistoquimica (Figura 4).
3.5 Processo laboratorial

3.5.1 Analise imunoistoquimica

ApoOs a eutanasia dos animais, as maxilas dos ratos foram removidas e
fixadas em solugéo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48 horas e banhadas em agua

corrente por 24 horas.
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Posteriormente foi realizada a descalcificacado das maxilas em EDTA 10%,
seguida pela desidratacdo com uma sequéncia de alcoois. Apos foi feita a
diafanizagdo com xilol e inclusdo das pecas em parafina.

A partir das amostras incluidas em parafina, foram obtidos cortes com 5um
de espessura e montados em laminas. A reacdo imunoistoquimica foi realizada
através da técnica de imunoperoxidase indireta com amplificador. Portanto foi utilizado
o peroxido de hidrogénio a 3% (Merck Laboratories), para a inibicdo da peroxidase
enddgena. A recuperacgao antigénica foi realizada a partir da imersao das laminas em
tampéao fosfato citrato, ph=6, mantidas em vaporeira (calor umido), por 20 minutos. Os
bloqueios de reagdes inespecificas foram realizados com albumina bovina (Sigma) e
leite desnatado. Os anticorpos primarios utilizados foram contra wnt, fosfatase
alcalina, osteocalcina e trap, sendo estes anticorpos policlonais produzidos em cabras
(Santa Cruz Biotechnology). A proteina wnt evidencia a diferenciagdo, ativagao e
recrutamento dos osteoblastos (28, 29); a fosfatase alcalina, o inicio do processo de
mineralizagao pela precipitagao do ion fosfato (30, 31); a osteocalcina € uma proteina
tardia e é considerada o marcador da mineralizagdo do tecido 6sseo (32); e a trap
apresenta marcacido positiva para os osteoclastos, sendo assim, foi possivel
caracterizar o turnover ésseo.

Como anticorpo secundario, foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado
anti-cabras produzido em coelhos (Pierce Biotechnology), o amplificador foi a Avidina
e Biotina (Vector Laboratories) e a diaminobenzidina (Dako) como cromégeno. Ao
término da revelagdo pela Diaminobenzidina, foi realizada a contra-coloragao dos
cortes histolégicos por Hematoxilina de Harris. A analise das imunomarcagdes foi
realizada no tergco meédio do alvéolo, por meio da atribuicdo de escores, onde o escore
1 representa marcacao leve (+), 2 moderado (++) e 3 intenso (+++). Os escores foram
atribuidos de acordo com a extensao da area de marcagao positiva para cada um dos
anticorpos analisados, respeitando-se as diferentes caracteristicas nos padrbes de

imunomarcacgoes sejam células ou matriz extracelular (33, 34).
3.5.2 Analise microtomografica

Apos a eutanasia dos animais (6 ratos de cada grupo experimental), as
maxilas foram removidas, fixadas solugao de formalina tamponada a 10% (Reagentes
Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48
horas, lavadas 24 horas em agua corrente e armazenados em alcool 70%, para que
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as pecas fossem submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um

sistema de microtomografia digital computadorizada.

As pecas foram escaneadas pelo microtomografo SkyScan (SkyScan 1176
Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 9 ym de espessura
(80Kv e 300pA), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de rotagdo de 0.3 mm,
tamanho do pixel de 12.45um? e com tempo de aquisigdo de 1h e 26min. As imagens
obtidas pela proje¢ao dos raios-X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas
determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Verséao
1.6.6.0), com correcdo dos anéis de artefato de 8, Beam Hardening Correction de 24%
e a faixa de conversao de imagem variou de 0,0 — 0,14. No software Data Viewer
(SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit) as imagens foram direcionadas e foi selecionado um
plano (plano sagital) para posterior avaliagdo. Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0) foram
avaliados os parametros volume ésseo, porcentagem de volume ésseo, numero de

trabéculas 6sseas, separacao e espessura do trabeculado 6sseo (27).

3.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software Sigma Plot 12.3 (San Jose,
CA, EUA). A anadlise da homocedasticidade foi realizado pelo teste de Shapiro-Wilk,
para distingdo dos dados paramétricos e nao paramétricos. Para analise dos dados
paramétricos do micro CT de volume ésseo (BV), porcentagem do volume 6sseo
(BVITV), espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th), separagao e numero de trabéculas
(TB.Sp e Tb.N), foi utilizado o teste ANOVA 1 fator e pds-teste Bonferroni. Adotou-se

o nivel de significancia de p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise imunoistoquimica

Na tabela 1 é possivel observar os escores representativos observados em
todos os grupos (SHAM, ORQ ST e ORQ TERI) e periodos experimentais para todas
as proteinas estudadas (wnt, fosfatase alcalina, osteocalcina e trap). A tabela ilustra
as analises realizadas nos dois periodos, no entanto, para a representagéo dos grupos
experimentais e as diferentes proteinas, foram ilustrados apenas o periodo de 42 dias
pos exodontia (periodo em que foram realizadas as andlises morfométricas pela
microtomografia computadorizada).

A wnt apresentou marcagdo moderada (++) nos grupos SHAM e ORQ TERI
e leve (+) no grupo ORQ ST aos 14 dias apds a exodontia. Ela se torna intensa (+++)
nos grupos SHAM e ORQ TERI e moderada (++) no grupo ORQ ST aos 42 dias apés
a exodontia (Figura 5).

A alp apresentou marcacao leve (+) nos grupos SHAM e ORQ ST e
moderada (++) no grupo ORQ TERI em ambos os periodos analisados (Figura 6).

A oc apresentou marcagdo moderada (++) nos grupos SHAM, ORQ ST e
ORQ TERI aos 14 dias ap6s a exodontia. Essa marcagao moderada se manteve nos
grupos SHAM e ORQ ST aos 42 apds a exodontia e se tornou intensa (+++) no grupo
ORQ TERI (Figura 7).

A trap apresentou marcagdo moderada (++) nos grupos SHAM e ORQ ST

e leve (+) no grupo ORQ TERI em ambos os periodos analisados (Figura 8).

4.2 Analise microtomografica

A média dos valores referentes ao volume 6sseo no grupo SHAM foi
124,12mm3, no grupo ORQ ST 65mm?3, e no grupo ORQ TERI 157,91mm?3. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos SHAM e ORQ
ST, bem como ORQ ST e ORQ TERI (p<0,05, Teste Bonferroni). (Figura 9).

Os valores médios referentes a porcentagem do volume 6sseo no grupo
SHAM foi 60,35%, no grupo ORQ ST 59,69% e 67,18% no grupo ORQ TERI, nao
apresentando diferengas estatisticamente significativas entre si (p>0,05). (Figura 10).
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A média dos valores referentes ao numero de trabéculas ésseas nas
amostras dos animais do grupo SHAM foi 0,417mm, no ORQ ST 0,496mm e no ORQ
TERI 0,358mm. Observa-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
ORQ ST e ORQ TERI (p<0,05, Teste Bonferroni), mostrando menor numero de
trabéculas 6sseas presentes no ultimo grupo experimental (Figura 11).

O parametro separacéo entre as trabéculas 6sseas mostrou os seguintes
valores: no grupo SHAM 1,103mm, no grupo ORQ ST 0,764mm e 1,067mm no grupo
ORQ TERI. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais (p>0,05) (Figura 12).

Com relagao aos valores médios referentes a espessura do trabeculado
O0sseo obtidas para os grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI foram observados
respectivamente os seguintes valores: 1,46mm; 1,21mm e 1,87mm. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre os trés grupos
experimentais (p>0,05). (Figura 13). No entanto, nota-se uma tendéncia a

superioridade nos valores observados nas amostras do grupo ORQ TERI.
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5 DISCUSSAO

A analise morfométrica dos parametros avaliados no presente estudo
mostram tendéncia para a formagao de um tecido 6sseo reparacional de melhor
qualidade e em maior quantidade nos animais do grupo SHAM, conforme o esperado,
e no grupo ORQ TERI (19, 20, 35). Dados recentes submetidos a publicagdo, em que
foi avaliada a morfometria do osso reparacional aos 28 dias apds a exodontia do
incisivo superior de ratos em condigcbes homeostaticas, mostram um aumento
significativo dos parametros volume 0Osseo, porcentagem de volume d&sseo e
espessura das trabéculas Osseas. Consequentemente, neste mesmo periodo
observa-se uma redug¢ao na separagao entre as trabéculas 6sseas e porosidade do
tecido 6sseo. Nos resultados apresentados neste estudo, a analise foi feita aos 42
dias apos a exodontia, uma vez que em fungdo da interferéncia sistémica,
sabidamente havera um atraso na cronologia do processo de reparo alveolar,
justificando a analise em periodos tardios (32, 36, 37).

O tratamento do comprometimento sistémico em questdo com a
teriparatida mostrou um tecido 6sseo reparacional com caracteristicas morfométricas
semelhantes, e em alguns parametros até superiores, ao padrao de tecido observado
no grupo SHAM. E fica evidente que ha uma melhora das caracteristicas do tecido
0sseo reparacional, mesmo sem apresentar diferengas estatisticamente significativas
em muitos dos parametros analisados, quando comparado com a interferéncia
sistémica sem tratamento (grupo ORQ ST).

No entanto, se trata de um estudo inicial, em que a deficiéncia de
testosterona pela orquiectomia, poderia ser um modelo experimental para se avaliar
a deficiéncia do metabolismo 6sseo em condicbes da auséncia deste esteroide
gonadal. O atraso na cronologia do processo de reparo alveolar e a formagao de tecido
0sseo com maior grau de imaturidade mostram que este € um modelo promissor. Ha
necessidade em se caracterizar melhor este modelo experimental para torna-lo um
modelo mais fundamentado para a avaliagdo da predisposicdo de condigdes de
osteoporose, no caso, em fungédo da andropausa, pois a literatura mostra este modelo
experimental ja utilizado para caracterizar a osteopenia no género masculino de ratos
(38).

Ainda com relagao aos grupos experimentais avaliados, o tratamento com

teriparatida se mostrou promissor no sentido de reverter as caracteristicas
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prejudicadas do osso reparacional em fungéo da interferéncia sistémica, sendo que a
administracao de forma intermitente da teriparatida, que em funcéo de atuar ativando
osteoblastos, bone lining cells ou inibindo a apoptose osteoblastica, estimula o
processo de formacdo do tecido 6sseo, sendo considerada uma medicacao
anabolizante (17).

Em condi¢cdes normais, o osso de boa qualidade normalmente apresenta
maior espessura trabecular, menor niumero e maior espaco entre as trabéculas, em
contrapartida, o osso de baixa qualidade normalmente apresenta menor espessura
trabecular, maior numero e menor espago entre as trabéculas (27). Assim, os
parametros morfométricos avaliados conjuntamente mostraram, aos 42 dias apds a
exodontia, um osso de boa qualidade nos animais do grupo SHAM e ORQ TERI e um
0sso com pior qualidade quando na condigdo de orquiectomia (ORQ ST).

Com relagéo as proteinas possivelmente envolvidas nas respostas do
processo de reparo alveolar nas condi¢gdes experimentais avaliadas, destacamos a
participacao da proteina wnt, a qual foi descrita recentemente e é a principal proteina
que ativa a Via Wnt, relacionada a sinalizagado das etapas de osteoblastogénese e
etapas iniciais da formacao de tecido 6sseo (28, 29). No presente estudo, houve
marcag¢ao mais evidente da wnt apds a administracdo da teriparatida, e foi possivel
observar que, aos 42 dias apds a exodontia, ela esta expressa de forma intensa nos
grupos SHAM e ORQ TERI, comprovando que a atividade osteoblastica e os
processos de formagao éssea estdo presentes de forma importante nos dois grupos
mencionados, mostrando a cronologia normal do reparo alveolar. A imunomarcagao
marcada de forma intensa no grupo experimental tratado com a teriparatida (ORQ
TERI), confirma a hipétese de que a teriparatida atua diretamente sobre a Via Wnt
(17). No grupo interferéncia sistémica sem tratamento (ORQ ST), a marcacgao leve
sugere atraso no processo de reparo alveolar nesse grupo experimental, prejudicado
pela menor atividade de formacgéao 6ssea.

A enzima fosfatase alcalina, aos 42 dias, mostrou-se marcada de forma
moderada no grupo ORQ TERI, qualitativamente mais expressa nas células deste
grupo quando comparado aos cortes analisados dos grupos SHAM e ORQ ST. Este
resultado sugere uma atividade importante da fosfatase alcalina, marcador da atuagao
de osteoblastos e precipitacdo do ion fosfato, no processo de formacao éssea na
presenca da teriparatida, uma vez que nao houve diferengcas importantes nas

imunomarcacoes dos osteoblastos do tecido em reparacao para os animais SHAM ou
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ORQ ST (39, 40). Estes resultados foram confirmados pela marcagéo da osteocalcina,
que também caracterizou importante atividade osteoblastica e de mineralizagao,
principalmente na presenca da medicag¢ao. Outro aspecto importante € a marcacao
observada para a osteocalcina nos animais do grupo ORQ ST, no entanto, é
importante ressaltar que neste grupo as marcagdes aparecem principalmente no
tecido conjuntivo intertrabecular em fungdo da menor quantidade de trabéculas
O0sseas neoformadas, mesmo aos 42 dias apds a exodontia.

Com relagdo a atividade osteoclastica, a marcacédo positiva para trap
mostrou-se reduzida nos animais do grupo ORQ TERI com marcagéao leve em ambos
os periodos analisados, confirmando que neste grupo a atividade de formagéo 6ssea
€ mais relevante que a atividade de reabsorcao. Maior quantidade de osteoclastos em
atividade de reabsorgdo foi visualizada nos animais dos grupos controle e
orquiectomizados sem tratamento.

Estabelecendo-se correlagdo entre os resultados morfométricos
(microtomograficos) e imunoistoquimicos, € possivel observar uma melhora de grande
parte dos parametros avaliados no grupo ORQ TERI quando comparado ao grupo
ORQ ST. Como destacado anteriormente, a partir dos parametros morfométricos e a
analise quantitativa de parametros como volume e porcentagem do tecido ésseo,
numero, espessura e separagao entre as trabéculas, foi possivel caracterizar o 0sso
reparacional de melhor qualidade nos animais do grupo SHAM e ORQ TERI. Estudos
na literatura, mostrando o comportamento da teriparatida administrada durante a
avaliacao do processo de reparo em modelos de fratura éssea, mostram, a partir de
parametros morfométricos, um efeito favoravel dessa medicagao (19-22). Portanto, o
presente estudo mostra que o padrdo comportamental do tecido 6sseo alveolar se
apresentou semelhante ao padrao de outros ossos avaliados em estudos da literatura.

Ainda, o presente estudo apresenta um aspecto diferencial dos estudos
avaliados anteriormente, em fungao do quadro de osteopenia ter se desenvolvido no
sexo masculino, uma vez que se constitui também em um dos objetivos do trabalho,
avaliar um quadro que predisporia a osteoporose neste sexo, pois estudos realizados
anteriormente associaram a teriparatida ao tratamento da osteoporose em ratas com

osteoporose induzida (ovariectomizadas) (19, 20).

Alteragdes discretas prejudicando o metabolismo ésseo reparacional foram

observados nos animais do grupo interferéncia sistémica sem tratamento
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medicamentoso (ORQ ST). Em contrapartida, no ORQ TERI a teriparatida reverte a
maioria dos parametros que foram prejudicados quando da analise do 0sso
reparacional avaliado nos animais com comprometimento sistémico. Também é
importante, para futuro estudos, avaliar o comportamento do tecido 6sseo
reparacional frente a maiores periodos apos a orquiectomia, pois a longo prazo, é
possivel que as dificuldades em se garantir o metabolismo 6sseo sejam maiores. Vale
destacar que nas condigbes de deficiéncia de estrogeno, apenas apos 120 dias da
cirurgia de ovariectomia, considera-se a condi¢do de osteoporose instalada nos
animais experimentais.

O atraso na cronologia do processo de reparo alveolar no grupo de animais
orquiectomizados mostram que este € um modelo promissor e que precisa ser melhor
investigado quando se busca caracterizar a osteopenia por interferéncia dos
esteroides gonadais, especialmente na questdo do dimorfismo sexual. Mais estudos
se fazem necessarios para melhor caracterizar a biologia do tecido ésseo reparacional
neste modelo experimental tratado ou ndo com teriparatida sobre o processo de

reparo alveolar apds exodontia.
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6 CONCLUSAO

A teriparatida consegue reverter o prejuizo no metabolismo do tecido 6sseo

reparacional causado pela condicdo da orquiectomia.



Figuras e 7avelas
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FIGURAS

*N=18

S HAM Cirurgia ficticia

«Sem tratamento medicamentoso

*N=18

O RQ ST *Orquiectomia bilateral

«Sem tratamento medicamentoso

ORQ ERE
*Orquiectomia bilateral
TE RI *Tratamento medicamentoso - Teriparatida

Figura 1 — Desenho ilustrativo dos grupos experimentais.

Figura 2 — Orquiectomia bilateral. A: Antissepsia com PVPI| em ambos os sacos escrotais; B:
Incisdo; C e D: Exposi¢cao de ambos escrotos; E: Laqueamento do ducto deferente e do
pediculo vascular; F: Remoc¢ao de ambos escrotos com auxilio de uma tesoura; G: Sutura; H:
Ambos escrotos removidos (Orquiectomia).
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Figura 3 — Exodontia. A: Pré operatorio. B: Antissepsia com PVPI. C, D e E: Luxacao e
exodontia do incisivo superior direito. F: Incisivo superior direito fora do alvéolo.

od 30d 60 d 74d 102d
Sham Teriparatida Exodontia Eutanasia Eutandsia
ou n=6/grupo n=12/grupo
Orquiectomia Imunoistoquimica Imunoistoquimica
Micro CT

Figura 4 - Delineamento experimental.
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ORQ TERI

Figura 5 - Andlise imunoistoquimica dos grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI através da
marcagao da proteina WNT aos 42 dias. (Original, 40x).

ORQ ST

" AR

e
2

Figura 6 - Analise imunoistoquimica dos grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI através da
marcacao da proteina ALP aos 42 dias. (Original, 40x).

RQ TERI

%

Figura 7 - Analise imunoistoquimica dos grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI através da
marcacgao da proteina OC aos 42 dias. (Original, 40x).
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Figura 8 - Analise imunoistoquimica dos grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI através da

marcagao da proteina TRAP aos 42 dias. (Original, 40x).
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Figura 9 — Volume 6sseo. Comparacgao entre os grupos SHAM, ORQ ST e ORQ TERI. (* p <

0,05).
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Figura 11 — Numero de trabéculas 6sseas

ORQ TERI. (* p < 0,05).
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SEPARACAO ENTRE AS TRABECULAS (Tb.Sp)

1,4
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0,8

0,6

Th.Sp (mm)

0,4

0,2

SHAM ORQST ORQTERI

Figura 12 — Separacgéao entre as trabéculas. Comparacgao entre os grupos SHAM, ORQ ST e
ORQ TERI. (p > 0,05).

ESPESSURA DO TRABECULADO OSSEO (Tb.Th)

2,5

-
1%l

Tb.Th (mm)

0,5

SHAM ORQ ST ORQTERI

Figura 13 — Espessura do trabeculado 6sseo. Comparagéao entre os grupos SHAM, ORQ ST
e ORQ TERI. (p > 0,05).
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TABELAS

Tabela 1 - Escores observados na marcagao das proteinas WNT, ALP, OC e TRAP nos

diferentes grupos experimentais.

1 2 2

SHAM 14 dias 2

SHAM 42 dias 3 1 2 2
ORQ ST 14 dias 1 1 2 2
ORQ ST 42 dias 2 1 2 2
ORQ TERI 14 dias 2 2 2 1

ORQ TERI 42 dias 3 2 3 1
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