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Gongalves VP. Impacto de androgenos sobre o processo de reparacao tecidual e 0 mecanismo
de reabsorcdo Gssea [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2018.

RESUMO

O proposito do trabalho foi avaliar o impacto da deplecdo de testosterona e sua administracéo
exogena, bem como de drogas bloqueadoras dos receptores de andrégenos (flutamida) e
estrogeno (fulvestranto), e inibidoras da conversao de testosterona em estradiol (anastrosol),
sobre a reparacéo tecidual cutanea e reabsorcdo 0ssea inflamatoria. Foram utilizados 80 ratos,
divididos em 8 grupos (n=10/grupo): G1-Sem tratamento, G2-Durateston, G3-Orquiectomia
(0QX), G4-OQX+Durateston; G5-Anastrosol, G6-Fulvestranto, G7-Flutamida, G8-
Durateston+Anastrosol. Os animais foram submetidos aos diferentes tratamentos por um
periodo de 15 dias e, em seguida, foi realizada a inducdo de ferida cirdrgica cutanea e
reabsorcdo 0ssea em calvaria durante mais 7 dias. Através dos cortes histoldgicos foi avaliada
a contracdo das feridas, andlise estereométrica e qualitativa do tecido de granulacdo e
mensuracdo da formacéo de colageno; e, ainda, foi realizada reacdo de imunohistoquimica para
os anticorpos PCNA e KGF, e analise da resposta imunoinflamatéria por ensaio multiplex. As
calvarias foram submetidas a avaliacdo da porcentagem de tecido 6sseo (% BV/TV) através da
analise de micromotografia computadorizada (uCT), quantificacdo do nimero de osteoclastos
e pontos de reabsorcdo (lacunas de Howship) (H&E), marcacdo de osteoclastos TRAP+
(imunohistoguimica), e avaliacdo da resposta imunoinflamatoria por ensaio multiplex. Foram
utilizados ainda, 60 ratos divididos em 6 grupos (n=10/grupo): 1-Sham, 2-Sham+Ligadura, 3-
Orquiectomia (0QX), 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 periodo de 15 dias. Foram analisadas, a expresséo de citocinas inflamatorias
gengivais através de ensaio ELISA, analise estereométrica do processo inflamatorio gengival e
quantificacdo da reabsor¢do dssea inflamatoria por pCT. No modelo de reparo, o tratamento
com durateston aumentou a porcentagem de matriz extracelular e vasos sanguineos, a
imunomarcagdo para KGF e PCNA, estimulou uma maior contragdo das feridas, e elevou a
producéo de TNF-a e TGF-B1 (p<0.05). A flutamida aumentou a proliferacdo de fibroblastos
(imunomarcados por PCNA) e imunomarcacdo para KGF, estimulou a contragao das feridas
(p<0.05) e, ainda, elevou a produgdo de TNF-o, TGF-B1 e VEGF, e reduziu IL-6 e PDGF

(p<0.05). No modelo de reabsor¢do 6ssea em calvaria, a OQX aumentou o numero de pontos



de reabsorcdo 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 0sseo
(p<0.05). O numero de pontos de reabsorc¢éo foi elevado pela flutamida, e a droga, assim como
o fulvestranto, aumentaram a atividade de osteoclastos e elevaram a expressdo de RANKL
(p<0.05). No modelo de periodontite experimental, a reabsorcdo 6ssea foi significativamente
atenuada pela orquiectomia (p<0.05). A periodontite experimental induziu um aumento
significativo da interleucina IL-1B, que foi reduzido pela orquiectomia. Os niveis de IL-6 ndo
foram afetados pela OQX, mas foram significativamente reduzidos em animais
orquiectomizados e tratados com testosterona. Os achados sugerem que niveis sub ou
suprafisiologicos de testosterona circulante, em resposta ao bloqueio ou ndo dos receptores
desses horménios, alteram parte ou partes dos complexos eventos associados a formacgédo do

tecido de granulacdo e reabsorcdo dssea inflamatoria.

Palavras-chave: Tecido de granulacdo. Reabsorcdo &ssea. Periodontite. Inflamacéo.
Androgénios. Ratos.



Gongalves 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 (uCT) 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 uCT. 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-o and TGF-B1 (p
<0.05). Flutamide increased the fibroblasts proliferation (immunolabelled by PCNA) and
immunolabelling to KGF, stimulated wound contraction (p <0.05), and increased TNF-a, TGF-
B1 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-1p 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 INTRODUCAO

A lesdo as células e tecidos resulta na ativacdo de uma série de eventos que
imediatamente iniciam o processo de cura. Em tecidos saudaveis, a cura na forma de
regeneracdo ou reparo, ocorre praticamente apds qualquer injdria que cause destruicdo
tecidual e é essencial para a sobrevivéncia do organismo. De modo geral, o processo de
reparo consiste frequentemente em uma combinacédo de regeneracdo e formacdao de cicatriz.
A relativa contribuicdo da regeneracdo e cicatrizacdo no reparo tecidual depende da
habilidade do tecido em regenerar-se e da extensdo da lesdo®. A cura por reparo envolve
eventos caracterizados pela complexa reacdo imunoinflamatoria, controle e proliferacao
celular normal e do crescimento tecidual respeitando as especificidades inerentes a cada
tecido lesado, sempre orquestrados por fatores biologicamente ativos e sollveis, como por
exemplo as citocinas e fatores de crescimento? 3,

A adequacdo da cura de feridas por reparacdo pode ser comprometida por fatores
locais e sistémicos que podem reduzir, retardar ou impedir o processo de cura®*. A depender
das variadas condicBes experimentais, sugerem-se que tanto baixos quanto altos niveis de
testosterona biodisponivel atuam de maneira distinta na regulacdo de eventos participantes
do complexo processo de reparo* % 6:7.8.9.10,

Ashcroft e Mills® observaram, em homens, correlagdo negativa entre niveis elevados
de testosterona e o processo natural de reparo de feridas. Por outro lado, alguns trabalhos
que utilizam modelos murinos demonstram que a reparacdo de feridas cutaneas evolui mais
rapidamente em animais com baixa disponibilidade de testosterona, enquanto a terapia com
o horménio favorece a angiogénese e prevencéo de isquemia e necrose tecidual® 1% 11: e de

modo semelhante, o tratamento sistémico com antagonista do receptor de andrégeno (RA),
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como por exemplo, a flutamida, atua acelerando a reparacgéo tecidual e atenuando a resposta
inflamatoria®®.

Acrescido a essas informacOes, € inegdvel que ocorreram avangos substanciais na
compreensdo dos eventos que controlam o funcionamento de células e tecidos e, dos efeitos
seletivos da testosterona, capazes de alterar e modular as fungdes celulares. Verificou-se de
modo incontestavel avancos significativos na compreensdo de acdo dos andrdgenos,
incluindo a testosterona, também sobre o metabolismo 6sseo. Essa preeminéncia apoia-se nos
receptores de testosterona presentes nas células que compde esse tecido, assim como, nos
efeitos diretos e indiretos marcantes no metabolismo dessas células 6sseas® & 12 131415 por
fim, a elucidacdo do efeito da testosterona e de seus receptores sobre 0 processo de reparo e
de reabsorcdo Ossea faz desse hormoénio um alvo potencial para a prevencdo e conduta

terapéutica de diversas condi¢des patoldgicas a ele vinculadas.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que:

Concentracdo supra e subfisioldgica de testosterona, o bloqueio de seus receptores e inibicao
da aromatase, alteraram parte ou partes dos complexos eventos associados a formacéo do tecido
de granulacéo e a reabsorcao 0ssea.

= No modelo de reparo tecidual cutaneo:

Nivel suprafisiologico de testosterona estimulou a maturagdo do tecido de granulacéo;
Flutamida, fulvestranto e anastrosol nao alteraram o processo inflamatorio;

Flutamida e fulvestranto aceleraram a retracdo da ferida cutanea.

*= No modelo de reabsor¢ao 6ssea em calvaria:

Nivel subfisiologico de testosterona mostrou tendéncia em aumentar a reabsorcao éssea;
Concentracdo suprafisiolégica atuou preservando o percentual de volume 6sseo;
Flutamida e fulvestranto favoreceram a atividade de osteoclastos;

Flutamida acentuou a reabsorcao éssea.

= No modelo de doenca periodontal:

Deplecao de testosterona atenuou a reabsorcdo 6ssea inflamatoria.
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