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RESUMO

A testosterona é um horménio esteroide que exerce grande influéncia no metabolismo 6sseo e
na massa corporal. Quando aplicada em doses suprafisioldgicas, ela é capaz de gerar aumento
de massa magra e massa muscular, e ainda pode levar a uma reducdo de massa corporal,
circunferéncia abdominal e gordura visceral. O hormonio testosterona, exerce ainda agdo no
tecido 6sseo, influenciando na formacgéo e reabsorcdo dssea. O undecilato de testosterona é um
dos principais analogos sintéticos da testosterona, realizando as mesmas a¢des no organismo
que a testosterona, sendo por isso um dos principais farmacos de elei¢cdo. Dessa forma, esse
estudo buscou realizar uma reviséo de literatura narrativa acerca da acdo da testosterona no
metabolismo 6sseo e massa corporal, e ainda, avaliar a influéncia do undecilato de testosterona,
na massa corporal e no processo de reparacdo 0ssea de tibias de ratos ndo obesos e obesos
submetidos a ostectomia monocortical. Os animais do experimento foram divididos em trés
grupos de animais obesos e ndo obesos, sendo os 0s grupos: placebo, undecilato e controle. Os
animais dos grupos placebo e undecilato foram submetidos a ostectomia dssea monocortical
em suas tibias e receberam aplicacdes semanais de placebo ou undecilato enquanto os animais
do grupo controle ndo foram submetidos a ostectomia e nao foi realizada a aplicacdo de nenhum
tratamento. Os animais do grupo placebo e undecilato foram avaliados aos trés dias, sete, 19 e
aos 28 dias ap0s lesao, enquanto os animais do grupo controle foram avaliados no dia sete. Para
monitoracdo da massa corporal foram avaliados o indice de massa corporal (IMC),
circunferéncia abdominal, massa das gorduras viscerais e indice de adiposidade (IA). Para
avaliacdo da reparacdo Ossea foram avaliados os dados de massas Osseas total, organica e
mineral, forca maxima, deformacao até falha, moédulo de elasticidade, avaliacdo histoldgica e
area de tecido 6sseo. Os resultados de uma forma geral, permitiram concluir que a acdo da
testosterona e de seu analogo undecilato de testosterona, na massa corporal e no metabolismo
0sseo é dose dependente e que sua atividade no tecido adiposo e 6sseo pode estar sujeita a
interferéncia de alguns fatores, como por exemplo, a obesidade.

Palavras-chave: Esterdide, rato, regeneracao éssea, ortopedia, gordura.
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ABSTRACT

Testosterone is a steroid hormone that exerts a great influence on bone metabolism and body
mass. Testosterone, when applied in supraphysiological doses, is capable of increasing lean and
muscle mass and reducing body mass, waist circumference and visceral fat. The hormone
testosterone also exerts action on bone tissue, influencing bone formation and resorption.
Testosterone undecylate is one of the main synthetic analogues of testosterone, which performs
the same actions in the body as testosterone, making it one of the main drugs of choice. Thus,
this study sought to carry out a review of the narrative literature about the action of testosterone
on bone metabolism and body mass, and also to evaluate the influence of testosterone
undecylate on body mass and on the bone repair process of the tibiae of non-obese rats. and
obese patients undergoing monocortical ostectomy. The experimental animals were divided
into three groups of obese and non-obese animals, the groups being: placebo, undecylate and
control. The animals in the placebo and undecylate groups underwent monocortical bone
ostectomy in their tibias and received weekly applications of placebo or undecylate while the
animals in the control group were not submitted to ostectomy and no treatment was applied.
The animals in the placebo and undecylate groups were evaluated at three, seven, 19 and 28
days after injury, while the animals in the control group were evaluated on day seven. In both
studies, body mass index (BMI), waist circumference, visceral fat mass and adiposity index
(Al) were evaluated to monitor body mass. To assess bone repair, data on total, organic and
mineral bone mass, ultimate strength, ultimate displacement, modulus of elasticity, histological
evaluation and bone tissue area were evaluated. The results of both studies, in general, showed
that testosterone undecylate was not able to promote the reduction of visceral fat and adiposity
index, as described in chapter 1. Regarding bone metabolism, testosterone undecylate promoted
an anabolic effect, acting mainly on soft tissue, increasing the mass of soft tissue in bone as an
organ, without increasing the amount of newly formed bone in bone lesions. The studies
allowed us to conclude that the action of testosterone and its analogue testosterone undecylate
on body mass and bone metabolism is dose dependent and that its activity in adipose tissue and

bone may be subject to the interference of some factors, such as, for example, obesity.

Keywords: Steroid, rats, bone regeneration, orthopaedics, fat.
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INTRODUCAO

A reparacdo Ossea € um processo biolégico de alta complexidade, que permite o
restabelecimento da fungédo 6ssea e de sua arquitetura e depende diretamente da proliferacéo
celular que ocorre na area lesionada (BARQUET, 2013).

A capacidade do osso de modificar sua forma, regenerar quando lesionado e se renovar,
é influenciada por processos mecanicos, hormonais e fisiolégicos (DOBLARE, 2004), portanto
a obesidade pode interferir na reparacdo 0ssea por meio de metabolismo osteoarticular
(SCHWETZ et al., 2012), pela sobrecarga de peso nos 0ssos € musculos (FRYE et al., 2016) e
pela alteraracdo no fluxo sanguineo medular (BUDZIK et al., 2017). Além disso, pela acdo das
adipocinas, o organismo de individuos obesos detém a capacidade de alterar a atividade das
células envolvidas na regeneracdo osteocondral (SCHWETZ et al., 2012).

H& uma busca constante pela identificacdo de medicamentos, farmacos e hormonios
capazes de otimizar a consolidacdo dssea e melhorar a qualidade do calo 6sseo (CADORE et
al., 2005). A testosterona € um hormonio que atua principalmente na funcao reprodutiva, mas
gue também desempenha importante funcdo anabolizante pois aumenta a atividade de tecidos
ndo relacionados ao sistema reprodutor (KLEIN, 2014). Dentre esses tecidos esta o 6sseo, aonde
células como os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos possuem receptores androgénicos e
sofrem acdo direta da testosterona na formacdo 6ssea (GOLDS et al., 2016).

A testosterona atua diretamente sobre o 0sso agindo na estimulacdo da retencdo de
calcio, aumentando a quantidade total de matriz 6ssea por meio da atividade dos osteoblastos,
sendo responsavel pelo anabolismo proteico, além de levar a0 aumento da massa muscular
(CANALL, 2001).

Desta forma a utilizagdo da testosterona ou de seus analogos sintéticos, também
chamados de esteroides anabolizantes, podem ser Uteis no tratamento de doengas 0Osseas.
Estudos evidenciam efeitos benéficos do uso de esteroides anabolizantes no tratamento de
doengas Gsseas que cursam com osteopenia (LI et al., 2000), na consolidacdo de fraturas
experimentais induzidas em coelhos (AHMAD et al., 2013) e ainda na prevencao de fraturas
em pessoas com osteoporose (FRISOLI et al., 2005).

No mercado existem diversos analogos de testosterona disponiveis para utilizacao
terapéutica (SOUZA; HALLAK, 2010) e o undecilato de testosterona destaca-se por apresentar
os efeitos favoraveis em pacientes com diabetes, obesos e com hipogonadismo (HOHL et al.,

2009; CHILLARON, 2016) e por néo interferir na producio espermatica quando utilizado em
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doses baixa (WEN et al., 2000), sendo considerado a melhor opgéo terapéutica disponivel no
Brasil (HOHL et al., 2009).

Né&o foram encontrados estudos que avaliassem o efeito do undecilato de testosterona
na reparacao 6ssea e na massa corporal da populagéo de ratos ndo obesos e obesos. Apesar da
acdo anabdlica da testosterona ser bem descrita, e 0 undecilato de testosterona ser considerado
uma boa opc¢do terapéutica, a literatura a cerca de seu uso em todas espécieis ainda é escassa,

ndo existindo uma opinido consensual na literatura.

OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura narrativa a

cerca dos efeitos da testosterona e seu analogo undecilato de testosterona, no processo de
reparacao 0ssea, bem como sua influéncia na massa corporal. Objetivou-se ainda, avaliar o
efeito do undecilato de testosterona na masssa corporal e no processo de reparacdo éssea de

ratos ndo obesos e obesos submetidos a ostectomia monocortical em tibias.
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CAPITULO 1: Testosterona além do sistema reprodutor: o papel da testosterona na
massa corporal e no metabolismo 6sseo

RESUMO

A testosterona é um horménio esteroide responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo das
caracteristicas sexuais masculina e do estado anabolico dos tecidos. Sua funcéo anabdlica vai
além dos tecidos relacionados ao sistema reprodutor, desempenhando importante funcéo
também no sistema esquelético e na massa corporal. A testosterona, quando aplicada em doses
suprafisiologicas € capaz de propiciar aumento de massa magra e massa muscular e reducéo de
massa corporal, circunferéncia abdominal e gordura visceral. Sua a¢do no tecido dsseo, é
mediada pelos receptores androgénicos presentes nas células dsseas (osteoblastos, ostedcitos e
osteoclasto) os quais sofrem acdo da testosterona, influenciando na formacdo e reabsorcao
6ssea. O undecilato de testosterona é um analogo sintético da testosterona de longa acdo com
poucos efeitos colaterais, e realiza as mesmas a¢des no organismo gque o0 hormonio testosterona.
O objetivo deste estudo foi realizar uma revisdo de literatura a cerca da influéncia da
testosterona e de seu analogo, undecilato de testosterona, na reparacdo 0ssea € na massa
corporal. Pode-se concluir que, apesar do undecilato de testosterona ser considerado uma das
melhores opcdes terapéuticas do Brasil, existem poucos estudos que avaliaram seu efeito na
reparacdo Ossea e sua influéncia na massa corporal e por isso, sugere-se que sejam realizados
novos estudos.

Palavras-chave: Esterdide, rato, regeneracao éssea, ortopedia, gordura.
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ABSTRACT

Testosterone is a steroid hormone responsible for the development and maintenance of male
sexual characteristics and the anabolic state of tissues. Its anabolic function goes beyond tissues
related to the reproductive system, playing an important role in the skeletal system and body
mass as well. Testosterone, when applied in supraphysiological doses, is capable of increasing
lean and muscle mass and reducing body mass, waist circumference and visceral fat. Its action
on bone tissue is mediated by androgen receptors present in bone cells (osteoblasts, osteocytes
and osteoclasts) which undergo the action of testosterone, influencing bone formation and
resorption. Testosterone undecylate is a long-acting synthetic testosterone analogue with few
side effects, and performs the same actions in the body as the hormone testosterone. The aim
this study was to conduct a literature review on the influence of testosterone and its analogue,
testosterone undecylate, on bone repair and body mass. It can be concluded that, despite
testosterone undecylate being considered one of the best therapeutic options in Brazil, there are
few studies that evaluated its effect on bone repair and its influence on body mass and, therefore,

it is suggested that further studies should be carried out.

Keywords: Steroid, rat, bone regeneration, orthopedics, fat.



REVISAO DE LITERATURA

Osso e tecido 6sseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo altamente especializado, estruturado por células
espalhadas em uma abundante matriz extracelular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O osso,
como 6rgdo, exerce fungdes de protecdo, sustentacdo e locomogdo. Exerce ainda fun¢do como
reservatorio mineral e participa diretamente na hematopoiese (GUYTON; HALL, 2006).

Os ossos podem ser classificados de acordo com sua morfometria, em longos, chatos e
curtos. Os 0ssos longos, como a tibia, apresentam uma diafise, caracterizada como o corpo do
0ss0, a qual aloja a cavidade medular; epifises, que estdo em suas extremidades, compostas
principalmente por 0sso esponjoso; e metéfise, regido de transi¢do entre a diafise e a epifise
(GARTNER; HIATT, 2011).

A estrutura dos ossos longos é dividida em parte cortical (compacto) e esponjosa
(trabecular). O osso cortical é caracterizado pela matriz de colageno organizada sob a forma de
lamelas concéntricas, ao redor dos canais de Harvers. O 0sso esponjoso possui trabéculas dsseas
e espacos intertrabeculares compostos por medula 6ssea vermelha, onde ocorre a hematopoiese
pelas células mesenquimais (MARX; GARG, 1998).

A matriz dssea é formada por componentes organicos e inorganicos. A porcao inorganica
ou também descrita como mineral, é representada em sua maioria por cristais de hidroxiapatita.
A porcédo organica é composta por proteinas colagenas e ndo colagenas. O colageno tipo | é
predominante na matriz organica e osteocalcina e a osteopontina sdo exemplos de proteinas ndo
colagenas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As células que compBem o0s 0ss0s sd0 0s osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). As células Osseas participam do processo continuo de
renovacao e remodelacédo realizado no tecido 6sseo, ocorrendo um equilibrio entre formacéo e
reabsorcao Ossea. Esses dois processos sdo intermediados respectivamente por osteoblastos e
osteoclastos (COHEN, 2006). Os osteoblastos tém origem a partir de células tronco
mesenquimais osteoprogenitoras (KLEIN et al., 2003) e sdo responsaveis por sintetizar
coldgeno tipo I, proteoglicanos, glicoproteinas e participar da mineralizagdo da parte orgéanica
da matriz 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os osteoblastos ap0s passarem por
processo de diferenciacdo, diminuem sua atividade metabolica, ficam envoltos pela matriz
Ossea e passam a ser denominados de ostedcitos (KLEIN et al., 2003). Os oste0citos sdo
derivados de linhagem de osteoblastos e produzem 6xido nitrico e prostaglandinas, e ambos sdo
responsaveis por modificarem a atividade de osteoblastos e osteoclastos na osteogénese
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(NOTELOVITZ, 2002). Os osteoclastos participam do ciclo de remodelagéo e tem como
principal funcéo a reabsorcéo 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) em resposta a fatores
liberados por osteoblastos. Os osteoclastos sdo recrutados para a superficie 6ssea, gerando um
ambiente acido que propicia a dissolu¢do dos componentes organicos e minerais do 0sso. Apds

realizaram sua atividade fagocitaria, os mesmos sofrem apoptose (PEEL, 2009).

Processo de remodelamento e reparacao 6ssea

O tecido 0sseo estd constantemente modificando sua estrutura (DEMPSTER, 1999).
Durante a fase de crescimento de qualquer individuo, ocorre o crecimento longitudinal do 0sso,
sendo necessarias adaptacdes do 0sso relacionadas a deposicdo de matriz 6ssea nas metafises.
Ja ao longo de toda a fase adulta, 0 0sso passa por constantes processos de remodelacao,
buscando renovacdo do esqueleto e mantendo sua integridade anatdmica e estrutural. Essas
modifica¢des sdo descritas pela “lei de Wolf”, a qual declara que a area do 0sso € proporcional
a forca mecanica exercida sobre ela (RALSTSON, 2005) e que 0sso se adapta dinamicamente
aos estimulos mecanicos, realizando mudancas em sua arquitetura (DINIZ et al., 2005). Dessa
maneira, as fraturas ésseas ocorrem quando a carga aplicada sobre determinada regido do tecido
0sseo supera sua capacidade de resisténcia (HUISKES; VAN RIETBERGEN, 2005). A
capacidade d6ssea de remodelacdo também permite manter a estabilidade da calcemia e suprir
as necessidades metabdlicas do organismo (DEMPSTER, 1999).

A reparacdo Gssea € um processo que requer a acao conjunta de sinalizagfes bioquimicas
para promover fases de angiogénese e osteogénese (LOI et al., 2016) e consequentemente
restaurar os danos, preservando a homeostasia dos organismos vivos (SEN; ROY, 2008).

Em termos histoldgicos, a reparacdo 0ssea pode ocorrer de forma priméria (direta) ou de
forma secundaria, denominada de indireta (WEINSTEIN; BUCKWALTER, 2003). A
reparacao 0ssea primaria é caracterizada pela formacéo direta de tecido 6sseo na linha de
fratura, decorrendo da deposicéo de 0sso trabecular e seguida da remodelagdo em osso lamelar
com canais de Havers e Volkmann, sem formacg&o de calo (SHALES, 2008). Ja a reparacao
Ossea secundaria, forma mais comum de reparacdo, envolve a formacdo de um calo
fibrocartilaginoso, que posteriormente é substituido por calo 6sseo (SCHINDELER et al.,
2008). A reparagdo secundaria pode ser dividida em trés fases. A primeira fase é caracterizada
por formacao de coagulo sanguineo, seguido de um processo inflamatério agudo com ativacéo
de macrofagos locais, havendo posterior formagéo do tecido de granulacdo (SCHINDELER et

al., 2008; LOl et al., 2016). Nesta fase, ocorre a chegada de células que culminam na liberacéo
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de mediadores inflamatérios (SCHINDELER et al., 2008). Os neutrdfilos sdo as primeiras
células inflamatdérias a chegar ao local da lesdo Ossea, as quais secretam mediadores
inflamatdrios e quimiotaticos, como IL-6, fazendo entdo recrutamento de novas células
inflamatdrias para o local da lesdo, como os mondcitos e macrofagos. Os macrofagos removem
a matriz provisoria de fibrina por fagocitose e secretam mediadores inflamatdrios, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1p, IL-6, que iniciam o recrutamento de fibroblastos e
células-tronco mesenquimais (LOI et al.,, 2016). Ha diferenciacdo de células tronco
mesenguimais em condrécitos, que produzem cartilagens e posteriormente em osteoblastos
(SCHINDELER et al., 2008). Na segunda fase, os osteoblastos depositam matriz Gssea
mineralizada, utilizando como arcabouso a matriz fibrocartilaginosa previamente depositada e
termina com o preenchimento total da linha de fratura (SHAPIRO, 2008). A terceira fase
caracteriza-se pela reabsorcao do tecido dsseo excessivo (SOUZA, 2003). Nessa fase, a acdo
dos osteoclastos é primordial pois eles sdo responsaveis por remover o tecido 06sseo
promovendo a remodelacéo (LOI et al., 2016). No final do processo, o calo dsseo tem reducéo
do seu tamanho enquanto o 0sso atinge o formato préximo a sua apresentacdo original
(BUTTERWORTH; DENNY, 2006).

A remodelagdo déssea € o principal processo metabolico que regula a estrutura 6ssea,
sendo o osteoclasto a célula responsavel pelo inicio desse processo, o qual ha interacdo de
células 6sseas (osteoblastos e osteoclastos), assim como a agdo de citocinas, horménios, fatores
de crescimento e quimiocinas (NARDUCCI et al., 2011; COHEN, 2016). A remodelacéo dssea
¢ iniciada pela reabsorcdo. Nesse processo, a reabsorcdo 6Ossea, a qual o osteoclasto €
responsavel, esta associada a uma nova formacgdo Ossea, pois € ela que garante que haja
renovacdo do 0sso por meio de uma pequena perda 6ssea temporéria, a qual posteriormente
sera substituida por uma nova formacao déssea, por meio dos osteoblastos (NARDUCCI et al.,
2011). A partir do momento em que ocorre um desequilibrio entre os processos de formacao e
reabsorcéo Gssea, ou seja, entre as atividades dos osteoclastos e dos osteoblastos, a reabsor¢éo
0ssea prevalece e entdo surgem alteracGes em varios eixos que resultam em doengas como a
osteoporose, em que ha perda dssea, resultante da alteracdo da atividade e quantidade de
osteoclastos (NARDUCCI et al., 2011; COHEN, 2016).

Propriedades biomecanicas do 0sso

Os 0ssos sdo considerados viscoelasticos, se distendendo vagarosamente sob baixa carga,

de forma que quanto maior o tempo de aplicagdo da carga, mais se distendem (SOUZA et al.,
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2009). O o0sso ndo é uma estrutura completamente rigida ou fragil, e sim uma combinacdo de
ambas caracteristicas (DINIZ et al., 2005). A resisténcia e rigidez conferidas ao 0sso estdo
relacionadas com a morfologia, porosidade, comprimento e curvatura 6ssea (ROUSH, 2005).
A porcdo organica do 0sso € responsavel pela resisténcia a fratura, compressédo e tracao,
conferindo maleabilidade tecidual sem que ele perca clinicamente sua dureza. A porgéo
inorganica confere resisténcia a deformacdo (CASTRO JR et al., 2008).

A resisténcia do osso depende também das propriedades intrinsecas pois quanto maior o
conteddo mineral do osso menor resisténcia a fraturas porque o 0sso torna-se mais rigido,
quebradico e menos tolerante a deformacdo eléstica, portanto menos capaz de absorver a
energia de um impacto. Por outro lado, a reducdo do contetdo mineral do 0sso, como ocorre
no raquitismo, reduz sua dureza o que o torna extremamente elastico se deformando facilmente
com a minima deposicéo de carga (FORESTIER-ZHANG; BISHOP, 2015).

A lei da elasticidade de materiais sélidos determina a existéncia de uma relag&o linear entre
forca aplicada e deformacéo de um objeto sélido (GURGEL, 2002). As fraturas ocorrem depois
de se aplicar forcas excessiva (supra fisoldgica) ao osso (ROUSH, 2005). As forcas a que 0s
0ss0s longos estdo submetidos podem ser fisiologicas ou ndo, as quais excedem a resisténcia
limite do osso, originam fraturas (SCHWARZ, 1996).

Quando uma forca € aplicada a um objeto bloqueado, este se deforma. Se o objeto reassume
conformacdo original, denomina-se deformacdo eléastica. O ponto de quiescéncia é quando a
carga € aplicada até o ponto em que o objeto ndo é mais capaz de reverter sua forma original.
Quando o objeto sofre deformacéo e a mesma € permanente, é denominada deformacao plastica.
O ponto de fratura é obtido quando ha continuidade na aplicagdo da carga (SCHWARZ, 1996).

Ensaios mecanicos (ou testes biomecanicos), sdo utilizados para determinar as
propriedades mecanicas dos materiais, como 0s 0ss0s, sendo mais frequentemente relatados 0s
de tracdo, compressao, flexdo em trés ou quatro pontos, tor¢do, cisalhamento puro, fadiga e
micro ou nanopenetracdo (MELO FILHO et al., 2012). O teste de flexdo em trés pontos é o
método de flexdo dssea mais comumente utilizado (FORESTIER-ZHANG; BISHOP, 2015).

Dentre as variaveis obtidas através do teste de flexdo em trés pontos, a forca méxima é
definida como a carga maxima que 0 0sso suporta antes de sua fratura. Ja a deformacédo até
falha € 0 maximo de deformacéo tolerado pelo osso até que frature (FORESTIER-ZHANG;
BISHOP, 2015). Quando h& maior mineralizacdo dssea, esse valor decresce, tornando 0 0sso
mais fragil (TURNER, 2002). O mddulo de elasticidade € a resisténcia a deformacéo 0ssea e é
um teste reversivel, visto que o 0sso volta a sua forma original quando a carga é removida. O

modulo de elasticidade esta correlacionado a mineralizacdo do ostedide, tornando 0 0sso mais
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resistente & deformacé&o eléstica e aumentando o valor do modulo de elasticidade (FORESTIER-
ZHANG & BISHOP, 2015).

Influéncia da obesidade no metabolismo 6sseo

A obesidade esta ligada a problemas ortopédicos por interferir no metabolismo
osteoarticular (SCHWETZ et al., 2012), gerar sobrecarga de peso nos 0ssos e musculos (FRYE
et al., 2016), alterar o fluxo sanguineo medular (BUDZIK et al., 2017) e pela secrecdo de
substancias deletérias pelos adipdcitos, como &cidos graxos e peptideos (BRAY, 2004). As
alteracbes Osseas geradas pela obesidade podem permanecer mesmo apds a perda de peso
(SCHELLER et al., 2016).

As células 0sseas e as gordurosas sdo oriundas da mesma linhagem de células precursoras
da medula dssea, capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos e adipdcitos
(BREDELLA et al., 2010). Indicios apontam que a obesidade possa promover a diferenciacdo
destas células-tronco mesenquimais predominantemente em adipdécitos, reduzindo as células
disponiveis para diferenciacdo osteoblastica e formacao dssea (CAO, 2011).

O tecido adiposo é responsavel pela secre¢do de citocinas inflamatérias, como grelina,
resistina e adiponectina as quais possuem relacdo direta no metabolismo 6sseo. Quando
desreguladas, essas citocinas geram alteracbes metabdlicas que acarretam perda dssea
(VENDRELL et al., 2004), tendo relacdo direta com a inflamagédo crbénica. O aumento de
citocinas pro-inflamatérias circulantes em decorréncia da obesidade pode gerar atividade
osteoclastica e reabsorcao 6ssea por meio da modificacdo do receptor ativador de NF-kBETA
(RANK), RANK ligante (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) (CAO, 2011).

A leptina, secretada pelo tecido adiposo é uma adipocina pro-inflamatéria que gera
aumento da adipogénese e redugdo da osteogénese (YUE et al., 2016). A producdo excessiva
de leptina pelos adipocitos em decorréncia da obesidade, pode acarretar em interferéncias na
formagéo 0ssea e na reabsorgéo 0ssea (CAO, 2011).

No entanto outros mecanismos tém sido propostos para explicar o possivel efeito benéfico
(ou sinérgico) da obesidade na massa 0ssea, devido ao efeito positivo estabelecido da carga
mecanica conferida pelo peso corporal na formagdo dssea (CAO, 2011). E geralmente aceito
gue uma massa corporal maior impde uma carga mecanica maior ao 0SS0 € que a massa 0ssea

aumenta para acomodar a carga maior (ZHAO, 2007).
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Testosterona e o tecido 06sseo

A testosterona € um hormdnio esteroide, androgeno (NORMAN, 1997) produzido tanto
em macho quanto em fémeas (KLEIN, 2014), sintetizada a partir do colesterol. E secretada nos
machos pelas células de Leydig e também no cortex da adrenal (RUBIN, 2004) e nas fémeas,
é produzida em pequenas quantidades nas células da teca, nas adrenais e nos tecidos periféricos,
como tecido adiposo, muscular e cutaneo (NORMAN, 1997).

Dentre suas funcdes, € responsavel pelo desenvolvimento e manutencéo das caracteristicas
sexuais masculina e do estado anabdlico de tecidos, exercendo também uma importante
participacdo na formacdo, desenvolvimento e manutencdo da massa 0Ossea e muscular
(NOTELOVITZ, 2002). A fungdo anabolizante desempenhada pela testosterona vai além dos
tecidos relacionados ao sistema reprodutor, aumentando a atividade de varios tecidos (KLEIN,
2014), como o tecido 6sseo. As células deste tecido, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos,
possuem receptores androgénicos, 0s quais estdo relacionados com a acdo da testosterona na
formacédo Gssea (GOLDS et al., 2017).

Os androgenos, como a testosterona, podem afetar o esqueleto masculino diretamente,
através da ativacdo do receptor de andrégenos e indiretamente, através da estimulacdo dos
receptores de estrogenos ap6s aromatizacdo (NOTELOVITZ, 2002). A aromatizacdo € um
processo pelo qual a testosterona e seus sintéticos, realizam a transformacéo de uma molécula
de esteroide nos estrdgenos (estradiol e estrona), por meio da enzima aromatase. Essa enzima
é responsavel por catalisar a transformacdao da testosterona em estrégeno de forma irreversivel.
A enzima aromatase tém sido identificada no cérebro e no tecido adiposo (REDONDO;
OLIVEIRA, 2007).

A acdo direta da testosterona no 0sso, via sinalizacdo, ocorre por meio do receptor de
androgeno presente em osteoblastos e ostedcitos. A sinalizacdo do receptor de androgeno nos
osteoblastos contribui para a formacéo 0ssea trabecular. Os osteoblastos séo as células 0sseas
gue mais expressam reatividade aos andrdgenos, sendo a resposta maior no 0sso cortical
(NOTELOVITZ, 2002). Quando ocorre alteracdo nos niveis séricos dos andrégenos hd um
desequilibrio entre formacdo e reabsor¢do 6ssea (VANDERSCHUEREN et al., 2014) e dessa
forma, com a diminuigéo dos niveis de androgenos e estrogenos disponiveis, podem aumentar
0 tempo de vida de osteoclastos e ainda favorecer o processo de apoptose de osteoblastos, o
qual sera responsavel pelo desequilibrio entre formacao e reabsorcdo 6ssea (MANOLAGAS et
al., 2002).

Um estudo desenvolvido por Vandenput et.al (2004), constatou que a testosterona quando

administrada de forma sisttmica em camundongos machos foi essencial para formacéo periostal
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Ossea e contribuiu para manutencdo do 0sso trabecular e estrutura éssea. A testosterona ainda
exerce interfereréncia no crescimento cartilaginoso e na ossificagdo endocondral
(BLOOMBERG, 1991). Realizou-se um estudo em felinos jovens machos e fémeas, em que se
avaliou o fechamento das epifises do radio de animais inteiros e castrados até sete meses de
idade. Concluiu-se que a castracdo atrasou o fechamento epifisario, reafirmando que a auséncia
do hormonio atrasa a maturagéo das epifises (STUBBS, 1996).

A manutencéo, formacao e desenvolvimento da massa 6ssea e muscular € influenciada pela
acao da testosterona (NOTELOVITZ, 2002). A testosterona aumenta a atividade dos
osteoblastos e inibe a retirada de célcio do organismo ao diminuir a formacéo e atividade dos
osteoclastos. Quando ocorre diminui¢cdo da secrecdo de testosterona, a atividade osteocléstica
€ maior do que a osteoblastica, reduzindo a formacao 6ssea (WOLFF, 2012). Levando isso em
consideracdo, foi realizado um estudo que mostra a relacdo direta da castracdo com a massa
Ossea. A castracdo induz osteopenia e osteoporose, pela auséncia de testosterona e estrégeno,
visto que, esses hormdnios exercem funcdo na homeostase dssea, de forma que a orquiectomia
em ratos machos adultos acarretou em reducdo da densidade Ossea (BROULIK;
BROULIKOVA, 2007).

A testosterona atua sobre o calcio livre citosélico e o metabolismo de fosfolipidios da
membrana em osteoblastos (LIEBERHERR; GROSSE, 1996). A sua atuagao positiva no 0Sso
favorece a retencdo de célcio e fosféro, aumentando a sintese de matriz éssea, por meio do
aumento da atividade osteoblastica (CANALI, 2001). Sugere-se que a testosterona influéncia
na maturacdo dos osteoblastos, visto que em outro experimento, no qual foi realizada a
incorporacdo da Testosterona ao composito de poli acido latico glicélico, policaprolactona e
fosfato de célcio bifasico (BCP) e avaliada a resposta celular in vitro e in vivo, foi possivel
observar que com a incorporacdo da testosterona ao compdsito houve aumento da viabilidade
e proliferacdo dos osteoblastos, além de diferenciacdo dos osteoblastos, sugerindo que a
testosterona tenha influenciado na maturagéo dos osteoblastos, in vitro (COSTA, 2014).

A acdo da testosterona também influencia em muitos processos que requerem uma resposta
inflamatdria, pois a testosteroa possui efeito modulador negativo sobre citocinas pro
inflamatdrias, além de exercer influéncia nas células do sistema imunolégico (FERRUCCI et
al., 2005).

Estudos ja mostraram efeitos benéficos do uso de testosterona no tratamento de doencas
0sseas que cursam com osteopenia (LI et al., 2000), na reparacdo de fraturas experimentais em
coelhos (AHMAD et al., 2013), no controle dos efeitos 0sseos deletérios oriundos do uso
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cronico de corticoides (CRAWFORD et al., 2003) e na prevencao de fraturas em pessoas com
osteoporose (FRISOLI et al., 2005).

Alguns estudos mostram resultados ndo tdo favoraveis quanto ao beneficio do uso de
esteroides anabolizantes para o tratamento de doencas 6sseas como a reparacdo de fraturas em
individuos geriatricos (FaROOQI et al., 2016). Ressalta-se ainda que, 0s esteroides
anabolizantes podem apresentar efeitos indesejaveis como danos a medula 6ssea, ao figado, ao
cérebro e ao proprio tecido 6sseo (CARMO et al., 2012). Os efeitos indesejaveis dos esteroides
anabolizantes sdo particularmente importantes no sistema reprodutivo masculino podendo
causar oligospermia, azoospermia, alteracfes de motilidade e morfoldgicas no espermatozoide
e em casos mais graves atrofia testicular. Esses efeitos colaterais sdo variaveis de acordo com
0 tipo e dose do esteroide anabolizante (SOUZA; HALLAK, 2010). A maioria dos estudos
traz a utilizacdo de doses suprafisiologicas de testosterona em individuos que apresentem
deficiéncia da mesma. Dessa forma, acredita-se ainda que altas doses de androgenos sintéticos
podem ser prejudiciais aos 0ssos devido a supressao da testosterona enddgena (e estrogénio),
sendo uma preocupacao potencial (CLARKE; KHOSLA, 2009).

Testosterona e a obesidade

A obesidade esta associada com alteracdes no perfil hormonal reprodutivo de machos e
fémeas, de forma que homens moderadamente obesos apresentam baixa quantidade de
testosterona total (LIMA et al., 2000) e mulheres obesas apresentam excesso de andrdgenos
(PASQUALL, 2002).

A queda do nivel de testosterona total diante da obesidade estaria ligada a menor
disponibilidade de globulina ligadora de hormdnios sexuais (SHBG) enquanto 0s mecanismos
responsaveis pelo decréscimo da testosterona livre ainda ndo séo bem elucidados (LIMA et al.,
2000). O aumento do Indice de Massa Corporal (IMC) é descrito entdo, como um fator negativo
em relacdo ao nivel de SHBG (HAMMOUD et al., 2009).

Em um estudo de Nielsen et al. (2007), foi demonstrado que os tecidos adiposos
viscerais sdo responsaveis pelo declinio da testosterona livre e testosterona biodisponivel,
enquanto que a reducdo da testosterona total e da Dihidrotestosterona (DHT) ocorre pelo
aumento do tecido adiposo subcutaneo.

Levando em consideragdo a baixa de testosterona normalmente observada em
individuos obesos, tém-se como solugdo a reposicdo de testosterona exdgena, a qual pode

inclusive influenciar diretamente no emagrecimento do individuo obeso. A aplicacdo de
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testosterona exdgena, em doses suprafisiolagicas, é capaz de propiciar reducdo da taxa de
gordura corporal e gerar hipertrofia muscular (HERBST e BHASIN, 2004). A testosterona é
considerada um regulador potente da lipdlise, influenciando a transducdo do sinal da

catecolamina nas células de gordura (PETER, 2005).

A testosterona € um hormonio redutor de gordura, exercendo esse efeito por diferentes
mecanismos. Ela inibe a captacdo de lipidios e a atividade da lipoproteina-lipase (LDL) em
adipdcitos, e estimula a lipélise, aumentando o nimero de receptores b-adrenérgicos lipoliticos.
Também ocorre a diminuicdo da producdo de leptina pelos adipécitos. A testosterona ainda
inibe a diferenciacdo de células precursoras de adipécitos (DE PERGOLA, 2000). O efeito
lipolitico da testosterona é mediado por um aumento na atividade da adenilato ciclase, proteina
quinase A e lipase sensivel a horménios (DE PERGOLA, 2000)

Em estudos em humanos, ao recebem doses exdgenas de testosterona, ocorre uma perda
mais rapida da deposicao de lipidios e dimunicdo seletiva da massa gorda no tecido adiposo
visceral (PETER, 2005). Abdelhamed et al., 2015, mostraram em seu estudo o efeito da
reposicdo de testosterona na morfologia das células de gordura no tecido adiposo subcutaneo e
visceral em ratos machos com idade hipogonadal e o resultado indicou claramente que a terapia
de reposicdo de testosterona diminuiu o tamanho das células de gordura visceral, sendo um

modulador importante na sindrome metabdlica.

Papel do Undecilato de Testosterona na reparacao 6ssea

Os esteroides-androgénicos sdo substancias sintéticas derivadas do hormdnio testosterona
(ANDRADE, 2002). No mercado existem diversos analogos de testosterona disponiveis para
utilizacdo terapéutica como o cipionato de testosterona, o decanoato de nandrolona, undecilato
de boldenona e undecilato de testosterona (SOUZA; HALLAK, 2010).

O uso dos anélogos de testosterona, tem sido indicado como adjuvante no tratamento no
reparo de lesdes Osseas, tendo resultados promissores em seres humanos (AHMAD et al.,
2013). Esses androgenos aumentam a sintese de proteinas na matriz extracelular, como o
colageno tipo 1, osteocalcina e osteonectina, além de aumentar a diferenciacéo de osteoblastos,
estimulam a mineralizacdo 0ssea e regulacdo e producdo de matriz 6ssea (NOTELOVITZ,
2002).

O undecilato de testosterona (Nebido®, Bayer, Brasil) ¢ um analogo da testosterona de longa

acao indicado para reposicdo de testosterona em hipogonadismo masculino primario e
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secundario. Estudos destacaram que este medicamento apresenta bons efeitos em pacientes com
diabetes, obesos e com hipogonadismo (CHILLARON, 2016) e que ndo gera interferéncias na
producdo espermatica quando utilizado em doses baixa (WEN et al., 2000). Portanto, é

considerado a melhor opcéo terapéutica disponivel no Brasil (HOHL et al., 2009).

CONSIDERACOES FINAIS
Como evidenciado no decorrer desse capitulo, a testostoreona e seus analogos exercem

influéncia no metabolismo e desenvolvimento de tecidos ndo reprodutivos como o tecido dsseo.
Desta forma, foi possivel observar que a a utilizacdo da testosterona e de seus anélogos
sintéticos, podem ser Uteis no tratamento de doencas Gsseas e que sdo capazes de otimizar o
processo de reparacdo 6ssea em individuos com niveis de testosterona enddgena insuficientes.
Além disso, observou-se também, que com a aplicacdo de testosterona exdgena em doses
suprafiologicas, a mesma pode propiciar reducdo da taxa de gordura corporal, sendo a
testosterona um possivel aliado na perda de peso de individuos que sofrem de obesidade.
Apesar dos beneficios ja descritos na literatura a cerca da utilizacdo da testosterona, ainda
sdo poucos os relatos referentes a utilizacao de seu andlogo, undecilato de testosterona, e se este
é capaz de gerar interferéncia no processo de reparacao 6ssea e na massa corporal em individuos
normais, sem deficiéncia de testosterona endégena. Levando em consideracdo que o Undecilato
de testosterona € descrito como uma das melhores opcdes terapéuticas no Brasil, sugere-se que
sejam realizados novos estudos a cerca de sua utilizacdo voltado para o processo de reparacao

dOssea e massa corporal.

REFERENCIAS

ABDELHAMED, A.; HISASUE, S.; SHIRAI, M. et al. Testosterone replacement alters the
cell size in visceral fat but not in subcutaneous fat in hypogonadal aged male rats as a late-onset
hypogonadism animal model. Research and reports in urology, v.7, p.35-40, 2015.

AHMAD, F.; YUNUS, S.M.; AGGHAR, A. etal. Influence of anabolic steroid on tibial fracture
healing in rabbits - a study on experimental model. Journal of Clinical and Diagnostic
Research, v.7, n.1, p.93-96, 2013.

ANDRADE, A.; PINTO, S. C.; OLIVEIRA, R. S. Animais de Laboratorio: criacdo e
experimentacao. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 388p., 2002.

BARQUET, C.; PINHEIRO, L.A. D.; TOMANIK, M.M. Fisioterapia no pos-operatorio de
fratura proximal do fémur em idosos. Revisdo da literatura. Acta ortopédica brasileira v.21,
n.3, 2013.

BRAY, G. A. Medical Consequences of Obesity. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, v. 89, n. 6, p. 2583-2589, 2004.



40

BREDELLA, M. A.; TORRIANI, M.; GHOMI, R. H. et al. Vertebral Bone Marrow Fat Is
Positively Associated With Visceral Fat and Inversely Associated With IGF-1 in Obese
Women. Obesity, v. 19, n. 1, p. 49-53, 2010.

BUDZIK, J.F.; LEFEBVRE, G.; BEHAL, H. et al. Bone marrow perfusion measured with
dynamic contrast enhanced magnetic resonance imaging is correlated to body mass index in
adults. Bone, v. 99, p. 47-52, 2017.

BROULIK, P.D.; BROLULIKOVA, K. Raloxifen prevents bone loss in castrated male mice.
Physiological Research, v.56, p. 443-447, 2007.

CADORE, E.L.; MICHEL, A.B.; KRUEL, L.F.M. Efeitos da atividade fisica na densidade
mineral éssea e na remodelacdo do tecido 6sseo. Revista Brasileira de Medicina do Esporte,
v.11, n.6, p.373-379, 2005.

CARMO, C.A.; GONCALVES, A.L.; SALVADORI, D.M. et al. Nandrolone androgenic
hormone presents genotoxic effects in different cells of mice. Journal of Applied Toxicology,
v.32,n.10, p.810-814, 2012.

CANALLI, E.S.; KRUEL, L.F.M. Respostas hormonais ao exercicio. Revista Paulista de
Educacédo Fisica., v.15, n.2, p.141-153, 2001.

CAO, J.J. Effects of obesity on bone metabolism. Journal of Orthopaedic Surgery and
Research, v. 6, p. 1-7, 2011.

CASTRO, JR. A.F; CASTRO, B.K,; SILVEIRA, L.L.N. et al. Embriologia e histofisiologia do
tecido 6sseo: revisdo de literatura e bases histofisiol6gicas das principais doencgas 0sseas
metabolicas. Boletim do Centro de Biologia da Reproducéo, v.27, n.1/2, p.27-32, 2008.

CLARKE, B. L.; KHOSLA, S. Androgens and bone. Steroids, v.74, n.3, p.296-305, 2009.

CHILLARON, J.J.; MIRO, M.F.; ALBAREDAS, M. et al. Testosterone undecanoate improves
lipid profile in patients with type 1 diabetes and hypogonadotrophic hypogonadism. Endocrine
Journal, v.63, n.9, p. 849-855, 2016.

COHEN, S. Role of RANK ligand in normal and pathologic bone remodeling and the
therapeutic potential of novel inhibitory molecules in musculoskeletal diseases. Arthritis
Rheum., v.55, n.1, p.15-8, 2006.

COSTA, K. J. R. Efeito da incorporacéo da testosterona ao composito de poli &cido latico-
coglicélico/policaprolactona/fosfato de calcio bifasico na resposta bioldgica in vitro e in
vivo. 2014. 229f. Tese (doutorado em odontologia) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte. 2014.

CRAWFORD, B.A,; LIU, P.Y.; KEAN, M.T. et al. Randomized placebo-controlled trial of
androgen effects on muscle and bone in men requiringlong-term systemic glucocorticoid
treatment. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism. v.88, n.7, p.3167-3176,
2003.

DE PERGOLA, G. The adipose tissue metabolism: role of testosterone and
dehydroepiandrosterone. International Journal of Obesity. v.24, p.59-63, 2000.

DEMPSTER, D.W.; New concepts in bone remodeling. In: Seibel MJ, Robins SP, Bilezikian
JP. Dynamics of bone and cartilage metabolism. San Diego: Academic Press, Cap. 18, p.261-
73, 1999.



41

DENNY, H. R.; BUTTERWORTH, S. J. Cirurgia Ortopédica em Cées e Gatos. 4. Ed. Séo
Paulo: Roca, 496 p, 2006.

DINIZ, J.S. et al. Propriedades mecénicas do tecido 0sseo: uma revisdo bibliografica. In:
ENCONTRO LATINO AMERICANO DE INICIAC;AO CIENTIFICA, 9/ENCONTRO
LATINO AMERICANO DE POS-GRADUACAO, 5.,2005. S&o José dos Campos. Anais.. S30
Jose dos campos: Universidade do Vale do Paraiba, p. 1364-8, 2005.

DOBLARE, M.; GARCIA J.; GOMEZ, M. Modelling bone tissue fracture and healing: a
review. Engineering Fracture Mechanics v.71, n.13, p.1809-1840, 2004.

FAROOQI, V.; BERG, M.E.L; CAMERON, I.D. et al. Anabolic steroids for rehabilitation after
hip fracture in older people. Sao Paulo Medical Journal, v.134, n.5, p.467-468, 2016.

FERRUCCI, L.; CORSI, A.; LAURETANI, F. et al. The origins of age-related
proinflammatory state. Blood, v.105, n.6, p. 2294-2299,2005.

FRISOLI A, J.R.; CHAVES, P.H.; PINHEIRO, M.M. et al. The effect of nandrolone decanoate
on bone mineral density, muscle mass, and hemoglobinlevels in elderly women with
osteoporosis: a double-blind, randomized, placebo-controlledclinical trial. The journals of
gerontology. Series A, Biological sciences and medical sciences, v.60, n.5, p.648-653, 2005.

FRYE, C.W.; SHMALBERG, JW.; WAKSHLAG, J.J. Obesity, Exercise and Orthopedic
Disease. Veterinary Clinics of North America: Small Animal Practice, v.46, n.5, p.831-841,
2016.

FORESTIER-ZHANG, L. & BISHOP, N. Bone strength in children: understanding basic bone
biomechanics. Archives of Disease in Childhood - Education & Practice Edition, v. 101, n.
1, p. 2-7, 2015.

GARTNER, L. P.; HIATT, J. L. Histologia Essencial. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011.
GOLDS, G.; HOUDEK, D.; ARNASON, T. Male Hypogonadism and Osteoporosis: The
Effects, Clinical Consequences, and Treatment of Testosterone Deficiency in Bone
Health. International Journal of Endocrinology, v.2017, p.1-15, 2017.

GURGEL, J.L. Respostas Osseas a cargas mecanicas. 103f. Memoria de licenciatura
apresentada ao Instituto de Educacdo Fisica e Desportos da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, RJ, 2002.

GUYTON; HALL. Tratado de fisiologia médica. 11a ed. Rio de Janeiro: Elsevier Ltd, 2006.
HAMMOUD, A.; GIBSON, M.; HUNT, S. Cet al. Effect of Roux-en-Y gastric bypass surgery
on the sex steroids and quality of life in obese men. Journal Clinical Endocrinology and
Metabolism. v.94, n.4, p.1329-32, 20009.

HERBST, K. L.; BHASIN, S. Testosterone action on skeletal muscle. Current Opinion in
Clinical Nutrition and Metabolic Care, v.7, n.3, p. 271-277, 2004,

HOHL, A.; MARQUES, M.O.T.;, CORAL, M.H.C. et al. Evaluation of late-onset
hypogonadism (andropause) treatment using three different formulations of injectable
testosterone. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v.53, n.8, p.989-995,
2009.



42

HUISKES, R.; VAN RIETBERGEN, B. Biomechanics of bone. In: MOW, V.C. HUISKES,
R. Basic orthopaedic biomechanics and mechanobiology. Philadelphia: Lippincott Williams
& Wilkins, Cap.4, p.123-180, 2005.

JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. Tecido Osseo. In: Histologia Basica. 10th ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; p. 136-56, 2004.

KLEIN, B.G. Cunningham Tratado de fisiologia veterinaria — 5. Ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, p.624, 2014.

KLEIN, P.; SCHELL, H.; STREITPARTH, F. et al. The initial phase of fracture healing is
specifically sensitive to mechanical conditions. Journal of Orthopaedic Research.; v.21, n.4,
p.662-669, 2003.

LI, X.; TAKAHASHI, M.; KUSHIDA, K. et al. The effects of nandrolone decanoate on bone
mass and metabolism in ovariectomized rats with osteopenia. Journal of Bone and Mineral
Metabolism, v.18, n.5, p.258-263, 2000.

LIEBERHERR, M.; GROSSE, B. Androgens increase intracellular calcium concentration and
inositol 1,4,5-triphosphate and diacylglycerol formation via a pertussis toxin-sensitive g-
protein. The journal of biological chemistry, v. 269, n. 10, p. 7217-7223, 1996.

LIMA, N.; CAVALIERI, H.; HALPERN, A. et al. A funcdo gonadal do homem obeso.
Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia [online], v.44, n.1, p.31-37, 2000.

LOI, F.; CORDOVA, L.A.; PAJARINEN, J.; LIN, T.H.; YAO, Z.; GOODMAN, S.B.
Inflammation, fracture and bone repair. Bone. 86:p.119-130, 2016.

MANOLAGAS, S.C.; KOUSTENI, S.; JILKA, R.L. Sex steroids and bone. Recent Progress
Hormone Research, v.57, p. 385-409, 2002.

MARX, R.E.; GARG, A.K. Bone structure, metabolism and physiology: its impact on dental
implantology. Implant Dent, v.7, n.4:267-76, 1998.

MELO FILHO, E.V. et al. Utilizagdo da tomografia computadorizada quantitativa como teste
de resisténcia para avaliacdo de placas 6sseas. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, v.64, n.3, p.766- 768, 2012.

NARDUCCI, P.; BAREGGI, R.; NICOLIN, V. Receptor Activator for Nuclear Factor kappa B
Ligand (RANKL) as an osteoimmune key regulator in bone physiology and pathology. Acta
Histochem, v.113, n.2, p. 73-81, 2011.

NEVES, S. M. P.; PRATES, F. M.; RODRIGUES, L. D. et al. Manual de cuidados e
procedimentos com animais de laboratério do Biotério de Experimentacdo da FCF-
IQ/USP. Silvania M. P. Neves (et al.) — Sdo Paulo: FCF-1Q/USP, 2013. 216 p. il.

NIELSEN, T.L.; HAGEN, C.; WRAAE, K. et al. Visceral and subcutaneous adipose tissue
assessed by magnetic resonance imaging in relation to circulating androgens, sex hormone-
binding globulin, and luteinizing hormone in young men. Journal Clinical Endocrinology
and Metabolism. v.92, n.7, p.2696-705, 2007.



43

NORMAN, A. W.; LITWACK, G. Steroids hormones: chemistry, biosynthesis and
Metabolism. In: . Hormones. 2. Ed. San diego: academic press,1997.

NOTELOVITZ, M. Androgen effects on bone and muscle. Fertility and sterility, v. 77, n. 4,
p. 34-41, 2002.

PASQUALL, R.; VICENNATI, V.; GAMBINERI, A. Adrenal and gonadal function in obesity.
Journal Endocrinology Investigation. V. 25, n.10, p.893-8, 2002.

PEEL, N. Bone remodelling and disorders of bone metabolism. Surgery, v. 27, n. 2, p. 70-74,
2009.

PETER, A. Effects of testosterone on fat cell lipolysis. Species diferences and possible role in
polycystic ovarian syndrome. Biochimie, v.87, p.39-43, 2005.

PFAFF, D. W.; PHILLIPS, M. I.; RUBIN, R. T. Hormone metabolites can be the Behaviorally
active compounds in: . Principles of hormonal behavior Relations. Califérnia:
elsevier academic press, p. 61-15, 2004.

RALSTSON, S. Structure and metabolism of bone. Calcium and Bone, v. 33, n. 12, p. 58-60,
2005.

REDONDO, Fernanda Roberta Roque; OLIVEIRA, E. M. Efeitos do uso de esteroides
anabolizantes associados ao treinamento fisico de natacéo sobre o fluxo sangtiineo para o
miocardio de ratos normotensos. 2007.Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2007.

ROUSH, J. K. Management of fractures in small animals. Veterinary clinics small Animal
practice, v. 35, n. 5, p. 1137-1154, 2005.

SALAMERI, K. R.; OLSON, P. N.; BLOOMBERG, M. S. Elective gonadectomy in dogs: a
review. Journal of the american veterinary medical association., v. 198, n. 7, p. 1183-1192,
1991.

SHALES, C. Fracture management in small animal practice: triage and stabilization. In
Practice, vol. 30, p. 314-320, 2008.

SHAPIRO, F. Bone development and its relation to fracture repair. The role of mesenchymal
osteoblasts and surface osteoblasts. European Cells & Materials Journal. V.1, n.15, p.53-76,
2008.

SCHELLER, E.L.; KHOURY, B.; MOLLER, K.L. et al. Changes in Skeletal Integrity and
Marrow Adiposity during High-Fat Diet and after Weight Loss. Frontiers in Endocrinology
(Lausanne), v.7, p.1-13, 2016.

SCHINDELER, A.; MCDONALD, M.M.; BOKKO, P. et al. Bone remodeling during fracture
repair: the cellular picture. Semin Cell Development Biol., 108(1):5-13, 2008.

SCHWARZ, P.D. Biomecanica das fraturas do esqueleto apendicular: causas e avaliacdo. In:
BOJRAB, M.J. Mecanismos da moléstia na cirurgia dos pequenos animais. 2.ed. Sdo Paulo:
Manole, 1996.



44

SCHWETZ, V.;PIEBER, T.;OBERMAYER-PIETSCH. B. The endocrine role of
the skeleton: background and clinical evidence. European Journal of Endocrinology, v.166,
n.6, p.959-967, 2012.

SEN, C.K.; ROY, S. Redox signals in wound healing. Biochem Biophys Acta, v.1780, n.1,
p.1348-1361, 2008.

SOUZA, G.L.; HALLAK, J. Anabolic steroids and male infertility: a comprehensive
review. BJU international, v.108, n.11, p.1860-1865, 2011.

SOUZA, V. L. Efeitos do ultra-som de baixa intensidade sobre a consolidagdo 6ssea em fraturas
de ossos longos (radio e ulna, fémur, tibia e fibula) em cées (Canis familiaris). Dissertacdo
(Mestrado). Universidade de Sdo Paulo, 2003.

SOUZA, R.A. et al. Propriedades mecéanicas do tecido 0sseo e risco de fraturas. In:
ENCONTRO LATINO AMERICANO DE INICIACAO CIENTIFICA, 9.; ENCONTRO
LATINO AMERICANO DE POSGRADUACAO, 5., Sao José dos Campos-SP. Anais... S30
José dos Campos: Universidade do Vale do Paraiba, 2009.

STUBBS, W.P.; BLOOMBERG, M.S.; SCRUGGS, S.L. et al. Effects of prepubertal
gonadectomy on physical and behavioral development in cats, Journal of the american
veterinary medical association, v. 209, n.11, p. 1864-1871, 1996.

TURNER, C. H. Biomechanics of Bone: Determinants of Skeletal Fragility and Bone Quality.
Osteoporosis International, v. 13, n. 2, p. 97-104, 2002.

VANDENPUT, L.; SWINNEN, J. V. et al. Role of the androgen receptor in skeletal
homeostasis: the androgen-resistant testicular feminized male mouse model. Journal of Bone
and Mineral Research., Washington, v.19, n.9, p. 1462-1470, 2004.

VANDERSCHUEREN, D.; LAURENT, MR.; CLAESSENS, F.et al. Sex steroid actions in
male bone. Endocrie Reviews, v.35, n.6, p. 906-60, 2014.

VENDRELL, J.; BROCH, M.; VILARRASA, N. et al. Resistin, adiponectin, ghrelin, leptin and
proinflamatory citokines: relatiosnhips in obesity. Obesity Research & Clinical Practice,
v.12, p.962-971, 2004.

WEINSTEIN, S.; BUCKWALTER, J. A. Musculoskeletal tissue healing. In: Turek.
Orthopaedics: principles and their application. 6a ed. Philadelphia: Lippincott, Williams
and Wilkins,. p. 31-112, 2003.

WEN, X.H.; WANG, X.H.; TONG, J.S. et al. Reversible effect of testosterone undecanoate
injection on spermatogenesis in rats. Asian J Androl., v.2, n.3, 207-211, 2000.

WOLFF, Roberta Bastos et al. Aspectos moleculares dos esteroides sexuais sobre a cartilagem
e 0s 0ss0s. Revista da Associagdo Médica Brasileira., Sdo Paulo, v. 58, n. 4, p. 493-497, 2012.

YUE, R.; ZHOU, B.O.; SHIMADA, |.S. et al. Leptin Receptor Promotes Adipogenesis and
Reduces Osteogenesis by Regulating MesenchymalStromal Cells in Adult Bone Marrow. Cell
Stem Cell, v.18, n.6, p.782-796, 2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwetz%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22436399
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pieber%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22436399

45

CAPITULO 2: Influéncia do undecilato de testosterona na massa corporal e na
reparacdo 0ssea de ratos (Rattus norvegicus) ndo obesos

RESUMO

Objetivos: avaliar o efeito do undecilato de testosterona na reparacdo Ossea de Rattus
norvegicus ndo obesos submetidos a ostectomia monocortical em tibia e sua influéncia na massa
corporal. Material e métodos: 54 Rattus norvegicus, de linhagem Wistar, machos, com idade
de 3 meses e peso médio de 220 gramas. Foram divididos em trés grupos: placebo (n=24),
undecilato (n=24) e controle (n=6). Os animais dos grupos placebo e undecilato foram
submetidos & ostectomia 6ssea monocortical em suas tibias e receberam aplica¢cBes semanais
de placebo ou undecilato, enquanto os animais do grupo controle ndo foram submetidos a
ostectomia e ndo foi realizada a aplicacdo de nenhum tratamento. Os animais dos grupos
placebo e undecilato foram avaliados aos trés dias, sete, 19 e aos 28 dias apds leséo e 0s animais
do grupo controle foram avaliados no dia sete. Foram coletados os dados de massa corporal,
circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal para a monitoracdo da massa corporal.
Foram coletadas as gorduras retroperitoneal, mesentérica e perigonadal para realizacdo do
calculo de indice de adiposidade. As tibias direitas foram destinadas a avaliacdo por meio do
teste de flexdo em trés pontos; avaliacdo da massa 6ssea total, mineral e orgéanica; e avaliacdo
histoldgica e histomorfométrica do tecido 6sseo. Resultados: O grupo undecilato apresentou
menor circunferéncia abdominal quando comparado com grupo placebo. A avaliacdo da massa
corporal mostrou que os animais do grupo undecilato apresentaram massa corporea mais
elevada do que o grupo placebo. O grupo undecilato apresentou maior massa de tecido adiposo
visceral do que o grupo placebo, mas ndo houve diferenga no indice de adiposidade. O grupo
undecilato apresentou maior massa 6ssea organica nos tempos de avalia¢do, quando comparado
com os grupos placebo e controle. Ndo houve diferenca no valor de for¢ga méxima, deformagao
até a falha e médulo de elasticidade entre os grupos placebo e undecilato. A histologia mostrou
que a reparacdo ocorreu de forma semelhante no grupo placebo e undecilato. A avaliagédo
histomorfométrica evidenciou maior area de tecido dsseo do grupo undecilato quando
comparado com o grupo controle (sem lesdo). Conclusdo: O undecilato de testosterona foi
capaz de induzir anabolismo na massa corporal dos animais, porém ndo reduziu a gordura

visceral. Além disso, ele ndo agiu de forma expressiva no processo de reparagdo dssea.

Palavras-chave: Hormonio esteroide, rato, regeneracao 0ssea, ortopedia.
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ABSTRACT

Objectives: to evaluate the effect of testosterone undecylate on bone repair of non-obese Rattus
novergicus undergone monocortical ostectomy in tibia and its influence on body mass.
Material and methods: 54 male Rattus novergicus, Wistar strain, 3 month-old, weighing 220
grams. They were divided into three groups: placebo (n=24), undecylate (n=24) and control
(n=6). The animals in the placebo and undecylate groups were submitted to undergo tibial
monocortical ostectomy and received weekly applications of placebo or undecylate and the
animals in the control group were not submitted to ostectomy and no treatment was applied.
The animals in the placebo and undecylate groups were evaluated at three, seven, 19 and 28
days after injury and the animals in the control group were evaluated on day seven. The animals
were weighed and measured, and data on body mass, waist circumference and nasoanal length
were collected and destined for monitoring body mass. Retroperitoneal, mesenteric and
perennial fat were collected to calculate the adiposity index, which was used to exclude obese
animals from the experiment. The right tibias were collected and destined for evaluation
through the three-point flexural test; assessment of total, mineral and organic bone mass; and
histological and histomorphometric evaluation of bone tissue. Results: The undecylate group
had lower waist circumference when compared to the placebo group. The evaluation of body
mass showed that animals in the undecylate group had higher body mass than those in the
placebo group. The undecylate group had a greater visceral adipose tissue mass than the placebo
group, but there was no difference in the adiposity index. The undecylate group had greater
organic bone mass at the time of assessment when compared to the placebo and control groups.
There was no difference when comparing the value of ultimate strength, ultimate displacement,
modulus of elasticity between the placebo and undecylate groups. Histology showed that repair
occurred similarly in the placebo and undecylate group. The histomorphometric evaluation
showed a larger area of bone tissue in the undecylate group when compared to the control group
(no lesion). Conclusion: Testosterone undecylate was able to induce anabolism in the body
mass of animals, but it did not reduce visceral fat. Furthermore, it did not act in an expressive

way in the bone repair process.

Keywords: Steroid hormone, rat, bone regeneration, orthopedics.
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INTRODUCAO

LesGes ou defeitos 6sseos ocorrem nas mais variadas situacdes clinicas e o processo de
reparacao 0ssea € um importante passo para a reabilitacdo do paciente. Em virtude do potencial
de regeneracdo espontanea dos 0ssos, algumas lesdes reparam-se adequadamente pelo emprego
de terapias conservadores ou técnicas cirurgicas convencionais (ALSBERG et al., 2002) porém,
inimeras situacdes exigem intervengdes que estimulem a reparacdo 6ssea, como a utilizacdo de
horménios capazes de otimizar a consolidacdo 6ssea e melhorar a qualidade do calo 6sseo
(CADORE et al., 2005).

Os hormdnios sexuais exercem grande influéncia no metabolismo e desenvolvimento
de todo o0 esqueleto, atuando também em tecidos ndo reprodutivos, incluindo o ésseo. As células
Osseas como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos possuem receptores androgénicos e sofrem
acao direta da testosterona na formacdo 6ssea (GOLDS et al., 2016). Nos 6rgaos sexuais,
existem um maior numero de receptores para a testosterona, havendo maior resposta
relacionada a processos reprodutivos do que resposta anabodlica nestes tecidos. Em
contrapartida, no sistema esquelético as acdes anabdlicas sdo mais evidentes (CUNHA et al.,
2004).

Desta forma, a testosterona interfere no crescimento e amadurecimento cartilaginoso e
ainda na ossificagdo endocondral, facilitando o crescimento das cartilagens e a maturacdo nas
epifises (BLOOMBERG, 1991).

A testosterona também atua sobre o 0sso estimulando a retencdo de célcio, o que
aumenta a quantidade total de matriz 6ssea em decorréncia do aumento da atividade dos
osteoblastos, além de estimular o anabolismo proteico, proporcionando aumento da massa
muscular (CUNHA et al., 2012).

Existem diversos andlogos de testosterona disponiveis para utilizacdo terapéutica
(SOUZA; HALLAK, 2010) e o undecilato de testosterona destaca-se por apresentar efeitos
favoraveis em pacientes com diabetes, obesos e com hipogonadismo (HOHL et al., 2009;
CHILLARON, 2016), podendo ser um bom aliado na otimizag&o da reparacio dssea.

OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do undecilato de testosterona na

masssa corporal e no processo de reparacdo 0ssea de ratos ndo obesos submetidos a ostectomia

monocortical em tibias.
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MATERIAL E METODOS

Normas éticas
O projeto de pesquisa foi conduzido conforme os principios éticos recomendados pelo

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Concea) apds aprovacgdo pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de Uberaba — CEEA/UNIUBE,
sob o protocolo do n° 028/2019. O projeto foi realizado no Biotério Experimental da
Universidade de Uberaba e nos laboratorios de Quimica, Histopatologia e Biologia Molecular

e Celular da Universidade de Uberaba (Anexo 1).

Animais e descri¢cdo dos grupos
Foram utilizados 54 Rattus norvegicus de linhagem Wistar, machos, com trés meses de

idade e peso médio de 220 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Uberlandia. Os animais foram mantidos no Biotério Experimental da Universidade de
Uberaba, os quais foram inseridos no biotério com atestado prévio de sanidade, sendo livres de
patdgenos. Foram alojados em caixas de 41 cm de comprimento, 34 cm de profundidade e 18
cm de altura com quatro animais cada, mantidos sob umidade e temperatura controladas,
fotoperiodo de 12 horas e agua ad libitum. Inicialmente, no periodo de adaptacdo de 15 dias, a
alimentacdo se deu de forma ad libidium com racdo comercial balanceada para roedores
(Labina®, Presence, Brasil). Posteriormente os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais: placebo, undecilato e controle. Esses animais receberam 20 gramas
diaria por rato de racdo comercial (NEVES et al., 2013) da marca Labina® (Presence, Brasil).
Os animais dos grupos placebo e undecilato foram submetidos a protocolos anestésicos e
cirurgicos (detalhados a seguir) para inducdo de defeito 6sseo monocortical (ostectomia) em
ambas as tibias e cada grupo foi avaliado aos dias trés, sete, 19 e 28 de po6s-operatorio,
denominados como D3, D7,19 e D28 respectivamente. Utilizou-se seis animais por tempo de
avaliacdo. Os animais do grupo controle ndo foram submetidos a ostectomia. Os animais do
grupo undecilato receberam aplicacbes semanais de Undecilato de testorerona 250 mg/ml
(Nebido®, Bayer, Brasil) na dose de 8 mg/kg (WEN et al., 2000) via subcutinea, enquanto os
animais do grupo placebo receberam aplicacdo semanais de solucdo fisioldgica 0,9%
(Sanobiol®, Brasil) no volume de 0,01 ml/animal via subcutanea (Figura 1). Os animais do
grupo controle ndo receberam aplicacdo de nenhum farmaco ou solucéo e foram avaliados no

dia sete.
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v" Placebo: Animais submetidos a ostectomia proximal de tibia com posterior
aplicacéo de solucdo fisiologica, alimentados com dieta comercial balanceada
(n=24);

v Undecilato: Animais submetidos a ostectomia proximal de tibia com posterior
aplicacdo de undecilato de testosterona, alimentados com dieta comercial
balanceada (n=24);

v Controle: Animais que ndo foram submetidos a ostectomia proximal de tibia e
ndo receberam aplicacdo de tratamento, alimentados com dieta comercial

balanceada (n=6).

D3 (n=6)
Placebo _ Dia de avaliagéo
B (Il=24) D7 (n_6) apos a ostectomia
_ monocortical

L= proximal de tibia

. D28 (n=6)

~_ Ostectomizados |
(n=48)
D3 (n=6)
Dia de avaliacdo apos

Undecilato
T (n=24) D7 (n=6) a ostectomia
D19 (n=6) monocortical

proximal de tibia
D28 (n=6)

Controle (Sem lesdo)
(n=6)

Figura 1 - Representacdo esquematica dos grupos experimentais empregados no estudo de avaliagdo do efeito do
undecilato de testosterona na massa corporal e reparagdo 0ssea. Grupo placebo: realizada indugéo do defeito 6sseo
monocortical em tibia (ostectomia) com posterior aplicacdo de placebo; Grupo undecilato: realizada indugdo do
defeito 6sseo monocortical em tibia (ostectomia) com posterior aplicagdo de undecilato de testosterona; e Controle:
ndo realizada inducdo do defeito dsseo monocortical em tibia (ostectomia) e sem aplicagdo de tratamento.

Alimentacéo
Foi estabelecido o fornecimento de 20 gramas diaria/rato de ragdo (NEVES et al., 2013)

comercial balanceada da marca Labina® para ratos e camundongos (Presence, Brasil), para os
animais por 60 dias. Sua composi¢do, segundo as informagdes do fabricante é de,
aproximadamente, 12,5% taxa de umidade, 23% de proteina bruta, 4% de extrato etéreo, 5% de

fibra bruta e 9% de matéria mineral. A racdo foi administrada sempre no mesmo horario e a
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quantidade diaria foi pesada em balanca de alta precisio de 0,5 gramas (C&F P-15%®, C&F
Comeércios e Servicos Eireli, Brasil).

Monitoramento e avalia¢éo do ganho de peso/animal
Todos os animais envolvidos no experimento foram pesados em uma balanca de

precisdo de 0,5 gramas (C&F P-15®, C&F Comércios e Servigos Eireli, Brasil) logo ao serem
alojados no biotério. Posteriormente, os animais foram pesados semanalmente para
acompanhamento até o dia da cirurgia, no qual foi realizada uma pesagem pré-operatoria. Apds
isso, 0s animais foram submetidos a Gltima pesagem, no dia da eutanasia. Também foi realizada
a mensuragdo da circunferéncia abdominal e do comprimento nasoanal de cada rato
semanalmente e no dia da eutanasia, com o auxilio de uma fita métrica, medidas as quais foram
necessarias para a realizacdo do célculo de indice de massa corporal (IMC) (NOVELLI et al.,
2007).

O calculo de IMC realizado com as medidas obtidas dos animais no dia da cirurgia, foi
utilizado para descartar a ocorréncia de obesidade entre os animais. O IMC foi calculado
segundo a férmula: IMC = Peso (g) / comprimento nasoanal (cm2). Animais com o IMC de
0,45 /cm? até 0,68/cm2 (NOVELLI et al., 2007) foram considerados ndo obesos. Afim de
confirmar a ndo obesidade, foi realizado o indice de adiposidade através dos valores obtidos na

pesagem das gorduras coletadas pds-eutanasia.

Inducéo de defeito dsseo (ostectomia) monocortical em tibias
Para realizacdo da inducéo de defeito 6sseo monocortical nas tibias dos ratos, os animais

foram submetidos ao jejum hidrico e sélido de 12 horas antes do procedimento.

O protocolo anestésico utilizado foi morfina (Dimorf ©, Cristalia, Brasil) na dose de 4
mg/kg via subcutanea (SC), seguido de aplicacdo de cetamina 10% (Cetamin®, Syntec, Brasil)
na dose de 70 mg/kg via intraperitoneal (IP) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®, Syntec,
Brasil) na dose de 4 mg/kg via IP. Logo em seguida, foi realizada uma tricotomia ampla de
ambos os membros pélvicos e feita a aplicacéo de antibiético enrofloxacina 10% (Kinetomax®,
Elanco, Brasil) na dose de 10 mg/kg via SC.

Ja na sala cirdrgica, realizou-se a antissepsia de ambos 0os membros pélvicos do animal.
Com o auxilio de gazes estéril, aplicou-se clorexidina degermante a 2% (Riohex®, Rioquimica,
Brasil) e clorexidina alcodlica 0,5% (Riohex®, Rioquimica, Brasil), repetindo de forma

intercalada trés vezes cada um em ambos os membros.
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Com os ratos em decubito dorsal, o campo operatério foi delimitado por meio de campos
cirargicos descartaveis de poliestireno (SMS, Soluges industriais, Brasil). O acesso a tibia foi
feito por uma incisdo longitudinal craniomedial a porcdo proximal da tibia, de
aproximadamente 1,5 cm, e logo em seguida o tecido subcutaneo foi divulsionado até a
exposicao do periosteo (Figura 2 - A). Em seguida, foi realizado bloqueio anestésico local,
instilando bupivacaina 0,5% (Neocaina®, Cristalia, Brasil) diluida a 0,05% em solugdo
fisioldgica esteéril, na ferida cirdrgica, para realizacao do procedimento de perfuragdo. Com uma
broca de 2 mm de diametro acoplada a uma furadeira com rotacao controlada e autoclavavel
foi criado um defeito dsseo monocortical na face medial da porcéo proximal da tibia (Figura 2
- B). Em seguida, o defeito dsseo foi lavado (Figura 2 - C) com solucdo de Cloreto de Sdédio
0,9% (Sanobiol®, Brasil) para remogao de resquicios 6sseos (Figura 2 - D). O espago morto do
subcutéaneo foi reduzido em padrdo simples continuo, seguido por uma sutura subcuticular para
aproximacéo de pele (Figura 2 - E) com nailon 4-0 (mononailon 4-0®, Ethicon, Brasil). O

mesmo procedimento foi realizado no membro contralateral.

Figura 2 - Inducdo do defeito dsseo monocortical em tibia de rato Wistar ndo obeso empregado no estudo de
avaliacdo do efeito do undecilato de testosterona na massa corporal e reparacdo 6ssea. Realizada uma incisao de
pele craniomedial a regido proximal de tibia, de aproximadamente 1,5 cm, divulsdo do tecido subcutaneo e
exposicdo do periosteo (A). Defeito 6sseo induzido com o auxilio de uma broca de 2 mm de didmetro acoplada a
uma furadeira ortopédica autoclavavel (B). Lavagem do defeito 6sseo com solugdo de Cloreto de Sodio 0,9% para
remocao de resquicios 6sseos (C e D). Abolicdo do espago morto do subcutaneo em padrédo simples continuo,
seguido por uma sutura subcuticular para aproximacao de pele com nailon 4-0 (E).
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Pos-operatdrio

Os animais foram mantidos em caixas e aquecidos com bolsas térmicas. O
monitoramento dos animais foi realizado até sua completa recuperacdo anestésica quando foi
realizada analgesia com Cloridrato de tramadol (Tramal®, Pfizer, Brasil) 5 mg/kg SC, sendo
repetida apds 12 horas.

Aplicacao dos tratamentos

No pos-operatério imediato, 0s animais do grupo undecilato receberam aplicacdo de 8
mg/kg de Undecilato de Testosterona 250 mg/ml (Nebido®, Bayer, Brasil) via subcutanea
préximo a regido inguinal, sendo aplicado no lado direito. Os animais do grupo placebo
receberam 0,01 ml de soluco fisiolégica 0,9% (Sanobiol®, Brasil), volume similar ao recebido
pelos animais do grupo undecilato.

Os animais do grupo undecilato receberam aplicacéo de Undecilato de Testosterona 250
mg/ml (Nebido®, Bayer, Brasil), na dose de 8 mg/kg, (WEN et al., 2000) via subcutanea, a cada
sete dias, sendo realizada sempre no lado contralateral da dltima aplicagdo. Os animais
referentes ao tempo de eutanasia D3 e D7, receberam apenas uma aplicagéo (no dia da cirurgia).
Aqueles pertencentes aos D19 receberam trés aplicacbes e os pertencentes ao D28, quatro
aplicacdes.

Os animais do grupo placebo receberam aplicacdo de um volume de 0,01 ml de solucao
fisiologica 0,9% (Sanobiol®, Brasil), via subcutinea e a cada sete dias, sendo realizado sempre
no lado contralateral da Gltima aplicacdo. A escolha do volume padrdo de 0,01 ml de solucéo
fisioldgica 0,9% independente do peso do animal, baseou-se em um volume similar ao que foi
recebido pelos animais do grupo undecilato.

Os animais do grupo controle ndo receberam aplicacdo de nenhum tratamento.

Eutanasia e coleta de amostras

Como estabelecido previamente, seis animais de cada grupo (placebo e undecilato)
foram submetidos a eutanasia nos dias trés, sete, 19 e 28 (denominados de D3, D7, D19 e D28),
sendo os dias contados a partir do dia da cirugia. Os animais do grupo controle foram

submetidos a eutanasia no dia sete a contar do inicio das cirurgias dos outros animais.

Inicialmente, os animais foram submetidos a aprofundamento anestésico com cetamina

(Cetamin®, Syntec, Brasil) na dose de 180 mg/kg e xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) na dose
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de 30 mg/kg, IP. Logo em seguida, os animais foram pesados e medidos, sendo coletados os

dados massa, circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal.

A partir do momento que o animal perdeu totalmente seus reflexos e o estimulo de
sensibilidade dolorosa, foi iniciada a coleta das amostras. Realizou-se uma inciséo abrindo a
cavidade abdominal com o auxilio de uma tesoura, seguida de puncdo da veia cava até gerar
choque hipovolémico, o qual levou os animais a 6bito. Posteriormente, realizou-se a coleta e
pesagem das gorduras retroperitoneal, mesentérica e perigonadal para avaliacdo da massa
adiposa e do indice de adiposidade. As gorduras foram lavadas em solugdo fisioldgica, secadas
em papel toalha, pesadas em balanca de alta precisdo de 0,005 gramas (Gehaka BK 600®,
Gehaka, Brasil) e fixadas em formalina tamponada a 10% (Anexo 2) por 48 horas e depois em
alcool 70% (Alcool Etilico 70%, Dinamica®, Brasil). Ambas as tibias foram coletadas, a direita
foi pesada, envolta em uma gaze com solucao fisioldgica 0,9% (Sanobiol®, Brasil) e congelada
a-20 °C e posteriormente utilizada para realizacao do teste de flexdo em trés pontos e avaliagéo
das massas 0sseas. A tibia esquerda, foi coletada e fixada em formalina tamponada a 10% por
48 horas, sendo transferida posteriormente para o alcool 70% (Alcool Etilico 70%, Dinamica®,
Brasil) até o inicio do seu processo de descalcificacdo, para posterior realizacdo de analises
histologica e histomorfométrica.

Indice de adiposidade

Os valores obtidos durante a pesagem das gorduras retroperitoneal, mesentérica e
perigonadal, foram necessarios para o célculo de indice de adiposidade, parametro utilizado
para confirmacdo da ndo obesidade entre os animais. O indice de adiposidade foi calculado a
partir da somatdria das massas de cada uma das gorduras divido pelo valor da massa corporal
(peso) do rato (OLIVEIRA et al., 2012).

Teste de flexdo em trés pontos

Para avaliacdo da resisténcia 0ssea, as tibias foram submetidas ao ensaio mecénico
denominado teste de flexdo em trés pontos. As tibias direitas, foram descongeladas por imerséo
em agua a temperatura ambiente por 2 horas.

Os ossos foram posicionados na maquina universal de ensaios (EMIC DL-3000%®, EMIC,
Brasil) para a realizacdo do teste de flexdo em trés pontos, com a lesdo voltada para baixo. O
aparelho foi programado na velocidade de 2 mm/min, distancia de apoio de 20 mm e pré-carga
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de 20 gramas. Obteve-se os seguintes dados: forca mé&xima de compressdo, médulo de
elasticidade e deformagdo méxima da tibia (Figura 3).

Para calcular o valor do modulo de elasticidade foi necessario obter primeiro os valores das
variaveis de forca maxima e deformacdo até falha. Calculou-se entdo o médulo de elasticidade

pela equacdo forca maxima/deformacao.

lr :{

Figura 3 — Imagem do teste de flexdo em trés pontos em tibia de rato Wistar para determinagdo de for¢a maxima
de compressao, médulo de elasticidade e deformacdo maxima da tibia. Observar o posicionamento do 0sso com a
lesdo voltada para baixo.

Apds todo o processo, as tibias foram novamente armazenadas, congeladas para

posterior avaliacdo da composicao das massas 0sseas.

Avaliacdo da composicao 6ssea

Massa 6ssea total

A massa 0ssea total foi determinada por meio do processo de pesagem das tibias
direitas ap0s descongelamento total das mesmas, por imersdo em agua a temperatura ambiente
por um periodo de 2 horas. As tibias foram secas em papel toalha e pesadas em balanca de
alta precisio (Gehaka BK 600®, Gehaka, Brasil).

Massa 6ssea organica

Apdbs a pesagem das tibias, as amostras foram colocadas em crisol, separadamente,
identificadas e colocadas em estufa de secagem (NI-1510D®, Novainstruments, Brasil) 100° C

por 24 horas, levando a desidratacdo do 0sso. Ap0s esse processo, 0s 0ssos foram submetidos
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a nova pesagem em balanca de alta preciséo e o valor da massa orgéanica foi obtido pela

diferenca entre a massa seca e a massa mineral.

Massa 6ssea mineral

Apos o processo de desidratacdo na estufa, as amostras foram calcinadas em mufla
(Q318M®, Quimis, Brasil) a 800°C por 24 horas, tendo por objetivo a eliminagéo de todo o
material organico para determinacdo do conteddo mineral. Feito isso, realizou-se novamente
pesagem das amostras em balanca de alta precisao.

Apos todo esse processo, as amostras foram maceradas, pesadas, armazenadas em

microtubos (do tipo Ependorffe) e identificadas para utilizagdo em estudos futuros.

Avaliacao histoldgica e histomorfométrica do tecido 6sseo

Descalcificacao dssea

As tibias esquerdas armazenadas em &lcool 70%, (Alcool Etilico 70%, Dinamica®,
Brasil) foram removidas do alcool 70% e transferidas para potes contendo solucdo de EDTA
4,13 % (EDTA®, Synth, Brasil) ph 7,4, a fim de realizar a desmineralizagdo dssea (Anexo 3).
O processo de descalcificacao levou 90 dias. A solucdo descalcificadora, foi trocada a cada 48
horas até completa desmineralizacdo do 0sso. Foram utilizados potes de 750 ml, nos quais as
amostras foram envoltas em gazes, presas e suspensas com auxilio de barbante. As amostras
foram imersas em 500 ml da solucdo descalcificadora e o armazenamento destes potes foi

realizado em geladeira com temperatura de 4°C.

Corte das amostras

Apos a completa descalcificacdo, os ossos foram avaliados macroscopicamente para
localizacdo da lesdo dssea monocortical e foi realizado um corte transversal sobre a regido da
lesdo. Nos o0ssos do grupo controle, realizou-se um corte transversal a 8 mm da articulagédo
femorotibiopatelar. As amostras obtidas foram armazenadas em cassetes, imersos em solucdo

de PBS 0,15 molar (Tampé&o Fosfato Salino) até a retomada do seu processamento (Anexo 4).
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Desidratacéo e Diafanizacdo

As amostras de tibias imersas em PBS 0,5 molar foram encaminhados ao laboratorio de
histopatologia da Universidade de Uberaba para realizagdo do processo de desidratacdo e
diafanizacdo (ou claramento). Inicialmente foi realizado a lavagem das amostras com agua
corrente, por 10 minutos em uma cuba de vidro. Apos a lavagem, na segunda etapa, as amostras
foram retiradas da agua corrente e imersas em solucdes de alcool, afim de retirar toda a agua
presente no tecido (desidratacdo da amostra). Nesse processo, as amostras da cuba de vidro
foram imersas primeiramente em alcool 95 % sendo aquecida no microondas na poténcia 20
por 9 minutos, para otimizar o processo. Em seguida, repetiu-se 0 mesmo processo com alcool
absoluto quatro vezes consecutivas (por 9 minutos cada).

Retirou-se as amostras da cuba de vidro e as mesmas foram transferidas para a capela
sendo colocadas um pote contendo alcool xilol (1:1), ficando por um periodo de 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram imersas em solucdo de xilol puro por 30 minutos trés vezes
consecutivas (em trés potes diferentes), no qual (cada pote) possuia a mesma concentracao de

xilol.

Inclusdo em parafina

As amostras imersas em xilol, foram filtradas e posteriormente colocadas em um béquer
com parafina, sendo levadas para estufa a 60° C por 1 hora. Posteriormente foi feita a montagem

e identificacdo dos blocos de cada amostra.

Apbs a inclusdo das amostras em parafina, as mesmas foram cortadas com o auxilio de
um micrétomo (RM2145, Leica Biosystems®, Estados Unidos). Realizou-se cortes de
aproximadamente 5 micrometros, os quais foram colocados em laminas comuns, sendo
posteriormente coradas com hematoxilina e eosina, para avaliagdo histologica e

histomorfométrica por meio de microscopia éptica, de forma quantitativa e qualitativa.

Anélise histologica e histomorfométrica das tibias
As laminas do tecido 6sseo foram escaneadas em um scanner de laminas (Aperio

Scanscope AT, Leica Biosystems®, Alemanha) na Rede de Laboratorios Multiusuarios da
Universidade Federal de Uberlandia.
A andlise histologica das laminas do tecido 6sseo consistiu na avaliagdo descritiva do

processo de reparacdo 0ssea, realizada em um aumento de 200 vezes por meio do programa
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Aperio Imagescope 12.1. Em seguida foi realizada a mensuragdo da area de matriz 6ssea em
pMmM2, no aumento de setenta vezes, utilizando a ferramenta polygon selection do programa

Image J.

Analise Estatistica
Foi utilizado delineamento inteiramente casuliazado. A andlise estatistica foi realizada

por meio do programa GraphPad Prism 9.0 e para cada varidvel foram determinadas a media
e desvio padréo. Realizou-se testes de normalidade Shapiro-wilk e Kolmogorov-smirnov. Os
dados que tiveram distribui¢cdo normal foram comparados pelo teste T pareado para amostras
dependentes e T ndo pareado para aquelas ndo dependentes. O teste T pareado foi utilizado na
comparacao entre pré-operatdrio e dia de avaliagdo enquanto o teste T ndo-pareado foi utilizado
na comparagéo entre animais dos grupos placebo, undecilato e controle, dentro de cada tempo
de avaliacdo. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05
(SAMPAIOQ, 2007).

RESULTADOS

Circunferéncia abdominal

A avaliagdo das circunferéncias abdominais dos ratos mostrou diferenga significativa
(p<0,05) no tempo de avaliacdo D28, em que os animais do grupo undecilato apresentaram
menor circunferéncia abdominal do que os animais do grupo placebo (Tabela 1 e Figura 4).
Quando comparado o valor da circunferéncia abdominal entre o pré-operatdrio e os dias de
avaliacdo, os animais do grupo undecilato apresentaram maior circunferéncia abdominal
(p<0,05) no dia de avaliacdo 19 (Tabela 1 e figura 4) enquanto os animais do grupo placebo

apresentaram maior circunferéncia abdominal (p<0,05) nos dias D19 e D28.

Tabela 1 - Médias e desvios padrdo das circunferéncias abdominais de ratos ndo obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesao.

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D3 Pré D3 Pré D7 Pré D7

16,93~ 16,64* 1821~ 1750 1836~ 1889 1950~  18,86°
121)  (L11) (261  (0,76)  (1,31) (0,85  (1,38)  (0,24)
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Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D19 Pré D19 Pré D28 Pré D28

17,75~ 19,008 1750~ 18,64 16,71 20,36%® 1857~  19,36"°A
(0,82) (0,82) (0,76) (0,90) (1,29) (1,03) (1,31) (0,63)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avaliacdo.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum n3o difere pelo teste T pareado (p<0,05).
Comparacéo entre pré-operatorio e dia de avaliacdo.

Circunferéncia abdominal

Centimetros

Figura 4 - Médias e desvios padrdo da circunferéncia abdominal dos ratos ndo obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da leséo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesdo. * Diferem pelo teste T pareado (pré x tratamento) ndo pareado (placebo x undecilato) (p<0,05).

Massa corporal

A avaliacdo da massa corporal mostrou diferenca significativa (p<0,05) no dia de
avaliacdo D28, em que os animais do grupo undecilato apresentaram massa corpOrea mais
elevada do que o grupo placebo. Quando comparado o valor da massa corporal entre o pré-
operatério (pré) e dia de avaliacdo, tanto os animais do grupo placebo quanto do grupo
undecilato, apresentaram maior massa corporal (p<0,05) nos dias sete, 19 e 28 (Tabela 2 e figura
5).

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo das massas corporais de ratos ndo obesos submetidos a ostectomia proximal
de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a

lesdo.
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Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D3 Pré D3 Pré D7 Pré D7

352,90~ 357,90°" 380,90A 392,60° 380,40A 397,90°® 40540A 432,30
(30,28)  (27,21)  (23,74)  (3659)  (2521)  (28,62)  (29,46)  (31,59)

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pre D19 Pre D19 Pre D28 Pre D28

344,30~ 414,90°8 339,30A 392,30°® 324,00 404,90°® 373,30A 451,70 "8
(25,62)  (20,50)  (12,98)  (24,81) (17,27) (11,81) (3279)  (19,12)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avaliacdo.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T pareado (p<0,05).
Comparagao entre pré-operatorio e dia de avaliagdo.

Massa corporal
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Figura 5 — Médias e desvios padrao da massa corporal dos ratos ndo obesos submetidos a ostectomia proximal de
tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da leséo e aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a
lesdo. * Diferem pelo teste T pareado (pré x tratamento) ndo pareado (placebo x undecilato) (p<0,05).

Indice de massa corporal (IMC)

A avaliagdo do indice de massa corporal (IMC) mostrou diferenca significativa
(p<0,05) no dia de avaliacdo D7, em que os animais do grupo undecilato apresentaram maior
IMC do que os animais do grupo placebo (Tabela 3 e Figura 6). Quando comparado 0s

valores da massa corporal entre o pré-operatorio (pré) e os dias de avaliagdo, observou-se



60

aumento significativo no IMC (p<0,05) no grupo placebo aos trés, 19 e 28, e no grupo
undecilato apenas aos 28 dias (Tabela 3 e Figura 6).
Tabela 3 - Médias e desvios padréo dos Indices de Massas Corporais (IMC) de ratos nio obesos submetidos &

ostectomia proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete,
19 e 28 dias apds a lesdo.

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D3 Pré D3 Pré D7 Pré D7

067~ 073® 082~ 074 073~ 072 080~ 080"
0,06)  (0,07)  (022) (0,03  (0,06)  (0,04)  (0,07)  (0,04)

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D19 Pré D19 Pré D28 Pré D28

061~ 075%® 074~ 077* 063~ 075® 065°A 075°%
(0,05 (0,05  (0,07)  (0,07)  (0,04)  (0,04)  (0,04)  (0,06)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum ndo difere pelo teste T pareado. (p<0,05).
Comparacao entre pré-operatério e dia de avaliacdo.

indice de massa corporal

IMC

Figura 6 — Médias e desvios padrdo do indice de massa corporal (IMC) dos ratos ndo obesos submetidos a
ostectomia proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete,
19 e 28 dias apds a lesdo. * Diferem pelo teste T pareado (pré x tratamento) e ndo pareado (placebo x undecilato)
(p<0,05).
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Massa do tecido adiposo visceral

Ao comparar o valor da massa do tecido adiposo visceral entre o grupo undecilato e
grupo placebo, foi observada uma diferenca significativa (p<0,05) no dia sete de avaliacdo, de
forma que os animais do grupo undecilato apresentaram maior valor de tecido adiposo visceral

que os animais do grupo placebo (Tabela 4 e figura 7).

Tabela 4 - Médias e desvios padrdo do tecido adiposo visceral de ratos ndo obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apo6s a lesao.

D3 D7 D19 D28

Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

12,732 16,81 2 19,112 26,04° 23,012 18,272 19,902 21,792
(1,90) (4,59) (4,77) (3,28) (6,07) (2,94) (0,98) (4,13)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum n&o diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
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Figura 7 — Médias e desvios padrdo da massa do tecido adiposo visceral entre ratos ndo obesos submetidos a
lesdo dssea, tratados com placebo ou com undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apos a lesdo. *
Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Indice de adiposidade

Na avaliacdo do indice de adiposidade ndo houve diferenca entre os grupos placebo e

undecilato, em nenhum tempo de avaliacdo (Tabela 5 e Figura 8).
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Tabela 5 - Médias e desvios padrao dos indices de Adiposidade de ratos n&o obesos submetidos & ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apés a lesdo.

D3 D7 D19 D28

Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

3,558 4,242 4,792 5,51 ° 5,512 4,69 2 5,102 4,842
0,38)  (0,38)  (1,09)  (1,26) (1,28)  (0,89)  (0,48)  (0,99)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
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Figura 8 — Médias e desvios padrao do indice de adiposidade entre ratos ndo obesos submetidos a lesdo dssea,

tratados com placebo ou com undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apés a lesdo. * Diferem pelo
teste T ndo pareado (p<0,05).

Massa 6ssea total

O valor da massa 0ssea total ndo diferiu significativamente entre os animais do grupo
placebo e grupo undecilato, em nenhum dos tempos de avaliacdo. Quando comparado o valor
da massa Gssea total entre os animais do grupo controle (sem lesdo) com o grupo undecilato,
constatou-se que os animais do grupo undecilato nos dias sete e 28 de avaliagcdo apresentaram

média significativamente (p<0,05) maior em relacdo a massa 6ssea do que 0s animais do grupo
controle (sem lesdo) (Tabela 6 e Figura 9).
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Tabela 6 - Médias e desvios padrdo das massas 0sseas totais de tibias de ratos ndo obesos controle ou submetidos
a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados aos trés, sete,
19 e 28 dias.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

088~ 093°® 087* 09° 1,00°®  092° 089°* 090° 1,00
0,04)  (012)  (0,10) (0,09  (0,08)  (0,06) (0,05  (0,11)  (0,12)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagdo.

Massa 0ssea

Gramas

I W 1

Figura 9 — Médias e desvios padrdo das massas dsseas totais de tibias de ratos ndo obesos controle ou submetidos
a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados aos trés,
sete, 19 e 28 dias. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Massa 6ssea organica

A massa 6ssea organica foi significativamente maior (p<0,05) no grupo undecilato nos
tempos de avaliagéo sete, 19 e 28 dias, quando comparado ao grupo placebo e aos trés, sete e
19 dias, quando comparado ao grupo controle (sem lesdo) (Tabela 7 e Figura 10).
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Tabela 7 - Médias e desvios padrdo das massas 6sseas organicas de tibias de ratos ndo obesos controle ou
submetidos a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados
aos trés, sete, 19 e 28 dias.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

0,046~  0,103° 0,092 0,044% 0,107"® 0,082% 0,192°® 00312 0,050 A
(0,021)  (0,034)  (0,039) (0,005)  (0,033) (0,042)  (0,036)  (0,009)  (0,016)

Nas linhas - médias com pelo menos uma letra minascula comum néo diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avaliagéo.

ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T nédo pareado (p<0,05).
Comparagéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliacdo
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Figura 10 — Médias e desvios padrdo das massas 0sseas organicas de tibias de ratos ndo obesos controle ou
submetidos a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados
aos trés, sete, 19 e 28 dias. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Massa 6ssea mineral

N&o houve diferenca quando comparado o valor da massa 6ssea mineral dos animais do
grupo undecilato com o grupo placebo. Aos 19 dias de avaliacdo, observou-se que 0s animais
do grupo undecilato apresentaram menor massa 0ssea mineral (p<0,05) quando comparados

com os animais do grupo controle (sem leséo) (Tabela 8 e Figura 11).
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Tabela 8 — Médias e desvios padrdo da massa 6ssea mineral de tibias de ratos ndo obesos controle ou submetidos
a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados aos trés, sete,
19 e 28 dias.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

024A 0233 025%  023° 022 022° 0,19% 0242 0726%
0,02)  (0,03) (007  (0,02) (0,04  (0,04)  (0,04)  (0,01)  (0,03)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitiscula comum ndo difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagéo.
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Figura 11 — Médias e desvios padrdo da massa 6ssea mineral de tibias de ratos ndo obesos controle ou submetidos
a ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados aos trés, sete,
19 e 28 dias. * Diferem pelo teste T néo pareado (p<0,05).

Forca maxima das tibias

N&o houve diferencas entre as médias de forca maxima no teste de flexao das tibias dos
animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos avaliados. Foi observada
forca méxima significativamente (p<0,05) inferior nos animais do grupo undecilado quando
comparado com o o grupo controle (sem lesdo), aos trés, sete e 28 dias apds a lesdo (Tabela 9

e Figura 12).
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Tabela 9 - Médias e desvios padrdo da forca maxima (N) de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos, animais controle ou submetidos & ostectomia monocortical de tibia proximal e ao tratamento
com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias ap6s a leséo.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

1152A 77,75% 86,85 9196° 8574%  0643° 1035% 84,53° 94,107
(10,75) (14,91) (17,34)  (17,01)  (15,69)  (16,90)  (14,34)  (10,45)  (10,58)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliacéo

Forga maxima

Newtons

Figura 12 - Médias e desvios padrdo da forga méaxima (N) de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos, animais controle ou submetidos a ostectomia monocortical de tibia proximal e ao tratamento
com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias ap0s a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo

pareado (p<0,05).

Deformagcao até a falha das tibias

N&o foram observadas diferencas significativas entres as medias de deformacéo até a
falha no teste de flex&o, das tibias dos animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum
dos tempos avaliados (Tabela 10 e Figura 13). Verificou-se significativa reducdo (p<0,05) da
deformacéo até a falha no teste de flexdo, das tibias dos animais dos grupos undecilato, quando
comparados com 0s animais do grupo controle, em todos os tempos avaliados (Tabela 10 e

Figura 13).
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Tabela 10 - Média e desvio padrédo da deformacédo até a falha de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos, animais controle ou submetidos & ostectomia monocortical de tibia proximal e ao tratamento
com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias ap6s a leséo.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

1067,004 591,70° 621,402 620,00® 540,00%® 617,10® 592,90% 558,602 582,90 %
(451,10) (6555)  (86,49)  (182,80) (81,45) (124,60) (123,20) (101,20)  (91,96)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitiscula comum ndo difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagéo.
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Figura 13 — Média e desvio padrdo da deformagcdo até a falha de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos, animais controle ou submetidos a ostectomia monocortical de tibia proximal e ao tratamento
com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias ap0ds a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo
pareado (p<0,05).

Moédulo de elasticidade

N&o foram observadas diferencas significativas no médulo de elasticidade das tibias
entre 0os animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos de avaliagéo.
Também ndo houveram diferenca significativa entre 0 modulo de elasticidade das tibias dos

animais do grupo undecilato e dos animais do controle (Tabela 11 e figura 14).

Tabela 11 - Média e desvio padrdo do modulo elasticidade (N/mm) de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao
teste de flexdo em trés pontos, animais controle ou submetidos a ostectomia monocortical de tibia proximal e ao
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tratamento com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apos a lesdo. * Diferem pelo teste
T ndo pareado (p<0,05).

D3 D7 D19 D28

Controle -
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

142,70~ 131,10° 140,20 143,40° 162,30** 159,30@ 151,90% 146,70° 153,60 A
(20,48)  (11,02)  (22,34)  (29,31) (38,94)  (2865)  (1501) (20,85) (27,17

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum néo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitiscula comum ndo difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagéo.
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Figura 14 — Médias e desvios padrdo do moédulo de elasticidade de tibias de ratos ndo obesos submetidos ao teste
de flexdo em trés pontos, dos animais controle ou submetidos a ostectomia monocortical de tibia proximal e ao
tratamento com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apés a lesdo. * Diferem pelo teste
T ndo pareado (p<0,05).

Avaliacéo histologica e histomorfométrica do tecido 0sseo

Observou-se reparacdo 6ssea primaria em ambos os grupos (Placebo e Undecilato). A
reparacdo ocorreu de forma semelhante nos dois grupos, ndo sendo notadas diferencas
significativas no processo de reparacdo. Aos trés dias foi observado tecido de granulagdo em
toda extensdo do defeito 0sseo. Aos sete dias, houve o preenchimento total do defeito por 0sso
esponjoso saudavel com trabéculas delgadas com lacunas predominantemente preenchidas por
ostedcitos ativos e recobertas por osteoblastos predominantemente fusiformes. Aos 19 dias apds
a leséo foi possivel observar processo de remodelacdo dssea em estagio intermediario sendo o
canal medular parcialmente preenchido por 0sso esponjoso com trabéculas mais espessas e por
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tecido medular. Aos 28 dias, 0 processo de remodelacdo era um pouco mais avangado com
canal medular predominantemente preenchido por tecido medular e poucas trabéculas 6sseas
espessas. A regido correspondente ao defeito cortical estava totalmente preenchida por 0sso
compacto, mas ainda em processo de remodelacdo (Figura 15).

‘ Placebo ” Undecilato |

3 : L

19 dias 7 dias 3 dias

28 dias

Figura 15 — Micrografia do osso neoformado em defeitos 0sseos em tibias de ratos ndo obesos, tratados com
placebo ou undecilato e testosterona aos trés, sete 19 e 28 dias ap0s a lesdo. Observar que a reparagdo 6ssea ocorreu
por primeira intesdo, que 0 0sso neoformado aos sete dias é espon;joso e que o processo de remodelacdo se encontra
avancgado aos 28 dias. Hematoxilina eosina. Aumento de 20 x, Barra = 200um
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Né&o foram observadas diferencas significativas entre as areas de tecido 6sseo no foco
de lesdo dos animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos avaliados.
Verificou-se area dssea significativamente maior (p<0,05) no grupo undecilato quando

comparado aos animais controle (sem lesdo), aos sete, 19 e 28 dias de avaliacao.

Tabela 12 - Médias e desvios padrdo da area de tecido dsseo de tibias integras (controle) ou submetidas a
ostectomia monocortical de ratos tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliacdo realizada aos
trés, sete, 19 e 28 dias apds a lesdo.

D3 D7 D19 D28
Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato
2,214 3,012 2,75 3,10° 3,89 4,120 3,51% 3,592 3,61%

0,75)  (1,45) (0,47) (0,64) (0,79) (1,05) (0,41) (0,63) (0,33)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum n&o diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.

ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitiscula comum ndo difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagdo.
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Figura 16 - Médias e desvios padréo da area de tecido 6sseo de tibias integras (controle) ou submetidas a ostectomia
monocortical de ratos tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliacdo realizada aos trés, sete, 19
e 28 dias apds a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

DISCUSSAO

A escolha do undecilato de testosterona neste estudo, na dosagem de 8 mg/kg a cada
sete dias (dose considerada suprafisioldgica para ratos, segundo Kakarida et al.., 2017),

embasou-se nas evidéncias encontradas na literatura, as quais relatam que o hormdnio
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testosterona pode exercer a¢do anabolizante no tecido dsseo (STUBBS, 1996; VANDENPUT
et al.,, 2004; KLEIN, 2014; GOLDS et al., 2017), e que quando aplicado em doses
suprafisiologicas pode ainda interferir no equilibrio entre a formacdo e a reabsorcéo dssea,
podendo ser favoravel a reparagdo. Contudo, apesar do horménio testosterona ser amplamente
estudado, observou-se que os estudos acerca de um dos seus principais analogos, o undecilato
de testosterona, sdo escassos, e que apesar de serem esperados resultados semelhantes a agéo
da testosterona no tecido 6sseo e na massa corporal, ainda ndo existe um consenso de qual seria
a influéncia desse farmaco nesses parametros. Visto isso, esperava-se entdo que com a aplicacédo
do undecilato de testosterona, sendo este considerado como um dos melhores analagos da
testosterona (HOHL et al.,2009), nos animais do grupo undecilato deste estudo, submetidos a
ostectomia monocortical tibial, que apresentassem maior reparacdo do tecido 6sseo e que
houvesse ainda aumento do 0sso como um todo, porém isso ndo foi observado.

Os resultados observados na avaliagdo histomofométrica mostraram auséncia de
diferencga entre os grupos undecilato e placebo, o que sugere que doses suprafisioldgicas de
androgenos ndo favoreceram nesse caso a reparacao do tecido 6sseo, visto que o undecilato ndo
conseguiu aumentar o 0sso como um todo. No estudo de Prakasam et al. (1999), por meio da
analise da histomorfometria dssea, dos ratos orquiectomizados que receberam reposicdo de
testosterona, foi possivel observar que a aplicacdo de testosterona levou a neutralizacdo
completa do efeito de osteoporose que o 0sso estava sofrendo, além de ocorrer supressdo da
remodelacdo dssea. E importante lembrar que apesar do estudo de Prakasam et al. (1999)
trabalhar com tibias de ratos, os animais de seu experimento, eram orquiectomizados e
apresentavam diminuicao da concentracao de testosterona basal. No presente estudo, os animais
ndo eram orquiectomizados, e dessa forma supde-se que ao receberem aplicagdes semanais de
undecilato de testosterona, foram atingidas doses suprafisiolégicas de testostona no organismo,
a qual afetou negativamente o aumento do 0sso como um todo.

A avaliacdo histoldgica confirmou que o0 processo de reparagao 6ssea ocorreu de forma
primaria. Foi possivel observar a fase inflamatoria para reparacdo 6ssea no dia trés, em todos
0s grupos. Essa fase é caracterizada histologicamente pela formagéo de tecido de granulagéo,
presenca de capilares neoformados, macréfagos e tecido conjuntivo. Essa fase inflamatéria de
reparacdo também pode ser observada no estudo de Gongalves (2018), o qual avaliou a
interferéncia da testosterona na formacéo do tecido de granulacao de feridas cutaneas em ratos.
Foi possivel observar na avaliagdo histologica que apds 7 dias (um pouco mais tardio do que
no presente estudo), houve preenchimento da ferida cutanea de todos os grupos, por tecido de

granulacdo, composto por infiltrado de células inflamatorias, fibroblastos e matriz extracelular.
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No presente estudo, a formagdo de 0sso tarbecular em toda a &rea do defeito 6sseo, observada
aos sete, em ambos 0s grupos 0 mostra que a fase de reparacéo ja havia se completado nesse
tempo. O predominio de lacunas 6sseas mais alargadas, com mais ostedcitos ativos, observadas
no grupo undecilato indica processo de reabsorcao 0ssea por osteolise osteocitica. As células
Osseas observadas na histologia, participam do processo continuo de renovagdo e remodelacéo
do tecido 6sseo, ocorrendo um equilibrio entre formacéo e reabsorcao éssea (COHEN, 2006).
Os ostedcitos mais ativos observados no grupo undecilato estdo relacionados a uma maior
reabsorcéo d6ssea e ndo se sabe exatamente o motivo, mas acredita-se em duas hipdteses. A
primeira delas, é que por meio da administracdo de uma dose suprafisiologica de testosterona,
possa ter ocorrido um feedback negativo no organismo, de forma que houve diminuic¢do da
producdo de testosterona enddgena, e com isso houve diminuicdo da concentracdo total de
testosterona, interferindo entdo no processo de reparagdo. Com a diminuicdo dos niveis de
andrdgenos disponiveis, poderia ocorrer o aumento do tempo de vida de osteoclastos e
favorecer a apoptose de osteoblastos, induzindo o desequilibrio entre formacéao e reabsorcéo
0ssea (MANOLAGAS et al., 2002). A segunda hipdtese, é que por meio da administracdo de
doses suprafisiologicas de testosterona, o organismo do individuo atingiu uma dose muito alta
de testosterona. Os animais do experimento ndo eram deficientes em testosterona, ndo eram
orquiectomizados e ja possuiam niveis fisioldgicos (basais), entdo dessa forma, com excesso de
testosterona, pode ter ocorrido interferéncia na ativacdo do receptor de andrdgenos ou na
estimulacao dos receptores de estrégenos apds aromatizacao, afetando a reparacdo. Porém, sdo
apenas suposicdes, visto que ndo foi dosado a quantidade inicial (basal) e final de testosterona
dos ratos do experimento. A reabsorcao do 0sso esponjoso no canal medular observada nos dias
19 e 28, mostra que a reparacao 6ssea ja estava em processo avancado de remodelacdo, porém
ainda incompleto. De forma geral, a histologia evidenciou que a utilizagdo do undecilato de
testosterona ndo levou a grandes alteragdes no processo de reparacdo 0ssea. Esperava-se que
com a utilizacdo de um analogo da testosterona, o grupo Undecilato apresentasse um maior
efeito anabdlico no osso do que grupo placebo, com maior estimulacdo de formacao do 0sso
cortical e esponjoso. Prakasam et al. (1999) e Wang et al. (2013) observaram em seus
respectivos estudos, que por meio da administracdo exogena de testosterona em ratos
orquiectomizados e humanos com osteoporose, respectivamente, houve melhora no processo
de remodelacéo 0ssea, 0 que nao foi observado no presente estudo. No estudo de Ahmad et al.
(2013), observou-se com a utilizalagcdo de nandrolona uma melhor cicatrizagdo da fratura 6ssea
dos coelhos do grupo experimental quando comparado com grupo controle, com trabéculas

muito espessas e a formacéo de lamelas dsseas, tendo maior profileracdo osteoblastica.
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Esperava-se que os animais do grupo undecilato apresentassem maior massa 0ssea total
que os do grupo placebo, levando em consideracdo que alguns estudos mostram que 0 uso da
testosterona favorece o anabolismo 0sseo e consequentemente a sintese de tecido 0sseo,
aumentando a massa Ossea total, em individuos com niveis diminuidos desse homonio
(PRAKASAM et al.,1999; OLIVEIRA et al., 2010; WANG et al., 2013). Embora néo tenha
sido observada maior massa 0ssea no grupo undecilato, é importante salientar, a massa 6ssea
total foi medida no osso 6rgdo, como um todo. Dessa forma, a avaliacdo de massa 0ssea total
ndo representa apenas tecido 6sseo, vale lembrar que mesmo no tempo de avaliacdo mais
precoce (trés dias) o defeito j& havia sido preenchido com tecido de granulacéo e a massa desse
decido comp6s a massa total do 0sso. No estudo de Prakasam et al. (1999), foi possivel observar
que por meio da reposicdo androgénica em ratos orquiectomizados, houve um aumento da
massa Ossea. A andlise da histomorfometria Ossea das tibias dos animais mostravam
inicialmente uma menor area de 0sso cortical bem como diminuigéo da formacéo periosteal nos
animais orquiectomizados em relagcdo aos animais intactos. Dessa forma, com a reposicéo de
testosterona nos ratos orquiectomizados, neutralizou-se completamente o efeito de ostoeporose
cortical, além de suprimir a remodelacdo dssea e aumentar a massa e densidade 0ssea. No
estudo de Wang et al. 2013, também foi possivel observar anabolismo 6sseo por meio da
utilizacdo de doses baixas de undecilato de testosterona, em humanos com osteoporose, sendo
observada maior densidade da massa 6ssea da coluna lombar e do colo do fémur, e ainda melhor
remodelacdo dssea. Entretanto, apesar de ser o mesmo farmaco utilizado no presente estudo,
deve se levar em consideracdo que o farmaco foi utilizado por um tempo muito superior,
totalizando 24 meses, além de que, 0s pacientes apresentavam deficiéncia de testosterona. Ja o
significativo aumento da massa dssea total nos animais do grupo undecilato em relacdo aos
animais controle (sem lesdo), observado aos sete e 28 dias, se deve a quantidade de 0sso
neoformado para reparagdo do defeito. Os animais do grupo undecilato sofreram leséo Gssea,
e com isso, 0 0SSO ao ser lesionado iniciou 0 processo de reparacdo 0ssea primaria, o qual ha
deposicdo direta de tecido 6sseo no local da lesdo, ndo havendo formacdo de calo
(SCHINDELER et al., 2008). Desta forma, a area de lesdo foi preenchida com 0sso,
consequentemente aumentando a massa 0ssea total. Além disso, 0 aumento da massa 6ssea
total, pode estar relacionado também a uma reacao do periosteo, a qual ocorreu em decorréncia
da irritacdo periosteal gerada durante o acesso a tibia proximal. O periosteo exerce um papel
importante na reparagdo Ossea Visto que sua camada mais interna possui osteoblastos,
participando ativamente da osteogénese na injdria 6ssea (LOI et al., 2016). Sabendo que 0s

osteoblastos estdo presentes no peridsteo e que sdo as células Osseas que mais expressam
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reatividade aos andrdgenos (NOTELOVITZ, 2002), acreditava-se que o undecilato de
testosterona iria agir nessas células, estimulando por meio do receptor de andrégeno, a sintese
de matriz extracelular e 0 aumento da massa 0ssea total. Os animais do grupo controle (sem
lesdo), ndo necessitaram realizar o processo de reparacdo Ossea, com producdo de 0SSO
neoformado e nem desenvolveram reacdo periosteal, sendo entédo o canal medular composto
apenas de tecido hematopoiético, apresentando uma menor massa 6ssea total que os animais do
grupo undecilato.

O aumento de massa 0ssea organica observado nos animais do grupo undecilato em
relagdo ao grupo placebo aos sete, 19 e 28 dias, mostra que o undecilato aumentou a massa de
tecidos ndo mineralizados no 0sso como um todo, mostrando um efeito anabolizante nesse
tecido. O aumento especifico de massa 6ssea organica pode estar asssociado a reacdo periosteal
(SCHINDELER et al., 2008). O presente estudo sugere que o aumento de massa 0ssea organica
do grupo undecilato se deve a uma maior reagdo periosteal, porém como o corte histolégico do
foco da leséo foi transversal, ndo foi possivel avaliar até onde se estendeu a reacéo periosteal.
Sugere-se ainda, que pode ter ocorrido maior producédo de proteinas colagenas e nao colagenas,
aumentando a massa 6ssea organica, estimulada pela aplicacdo de undecilato de testosterona.
Entretanto, apesar do aumento da massa 6ssea organica, isso ndo se converteu em uma maior
deposicao de tecido 6sseo no foco de lesdo e nem em fortalecimento mecanico do 0sso, 0 que
era esperado, visto que a por¢do organica do 0sso é responsavel por conferir uma maior
ductibilidade 6ssea (CASTRO Jr. et al., 2008). Ja 0 aumento de massa 0ssea organica observado
aos trés, sete e 19 dias, do grupo undecilato quando comparado com o grupo controle, se deve
a injuria éssea, de forma que os animais do grupo undecilato sofreram lesdo 6ssea a qual levou
a uma resposta inflamatoria e a formacédo de tecido cicatricial no foco da lesdo e em toda a
regido periosteal.

A menor massa 6ssea mineral observada aos 19 dias nos animais do grupo undecilato
em comparagao com o grupo controle, sugere que o undecilato possa ter alterado o metabolismo
0sseo, de forma que o0s processos de reabsorcdo superaram os de deposi¢do de matriz 0ssea.
Evidéncias apontam que alteracbes dos niveis sericos dos andrdgenos estdo associados com um
desequilibrio entre formacéo e reabsorcdo 6ssea (VANDERSCHUEREN et al., 2014). Dessa
forma, hipotetiza-se que ndo s6 a as doses sub-fisiologicas, mas também doses altas de
testosterona possam favorecer a reabsor¢do 0ssea induzindo a um desequilibrio entre formagéo
e reabsorcao dssea, prevalecendo a reabosorcao. Salienta-se que essa é apenas uma suposicao,
visto que na literatura sdo escassos 0s estudos com aplicagdo de testosterona em individuos

sadios. Entretanto, esperava-se, que os animais do grupo undecilato, apresentassem maior
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mineralizacdo 6ssea, quando comparado com grupo placebo ou controle, pois normalmente, 0s
androgenos, como a testosterona, aumentam a diferenciacdo de osteoblastos, estimulam a
mineralizacdo dssea e regulam a producdo de matriz 6ssea (NOTELOVITZ, 2002). Ahmad et
al. (2013) mostraram resultados favoraveis em seu estudo de fraturas tibiais em coelhos, que
com aplicagdes de decanoato de nandrolona (outro andlogo da testosterona), houve uma alta
atividade osteobléastica e uma melhor mineralizacdo dssea nos animais tratados com a
testosterona.

Os resultados de forca maxima e deformacdo até a falha das tibias entre os grupos
undecilato e placebo, evidenciaram que o undecilato de testosterona ndo interferiu
significativamente na capacidade do o0sso de suportar carga e deformar, visto que ambos 0s
grupos, suportaram da mesma forma a carga maxima e deformaram a mesma quantidade antes
de fraturar. A menor forca maxima do grupo undecilato em relacdo ao grupo controle (sem
lesdo) observada no dia trés, justifica-se, pois 0s animais sofreram lesdo Ossea e
consequentemente houve perda de tecido 6sseo, interferindo na forca méxima. Ainda no dia
trés, os animais estavam na fase inicial de reparacdo ossea, momento em que a osteogénese
ainda ndo havia iniciado (Loi et al., 2016) e com isso 0 0sso apresentaria uma menor forca. Ja
a menor forca méxima e deformacéo até falha encontradas, no dia sete, nos animais undecilato
qguando comparado com controle (sem lesdo) ndo era esperada, pois 0s animais do grupo
undecilato apresentaram maior area de tecido 6sseo. A explicacdo para esse fato pode estar
relacionada ao tipo de osso formado nos animais do grupo undecilato que era esponjoso, com
menor capacida de sustentacdo de carga que 0 0sso cortical presente nos aniamias do grupo
controle (sem les&o). A menor forca maxima e deformacéo até falha observadas nos animais do
grupo undecilato, aos 19 e 28 dias, quando comparado ao grupo controle (sem lesdo), também
ndo era esperada visto que 0s 0ssos j& estavam em fase avancada de reparacdo (fase de
remodelamento). Uma possivel explicacdo seria presenca de alteracdes na matriz extracelular
do osso neoformado que desfavoreceram o suporte de carga. No geral, os piores resultados
mecanicos do grupo undecilato quando comprarado com o grupo controle (sem lesdo) estéo
diretamente relacionados a inducao do defeito 6sseo que além de reduzir a quantidade de 0sso
para suporte de carga pode ter causado lesdes no 0sso remanecente o fragilizando.

A ndo identificacdo de diferencas no modulo de elasticidade entre os grupos placebo,
undecilato e controle, sugere que ndo houveram grandes alteragdes na composi¢do do 0sso
neoformado independentemente dos tratamentos. O mddulo de elasticidade leva em
consideracao a resisténcia do 0sso a deformacéo, ou seja, quanto mais mineralizado o osso for,
maior sera a resisténcia a deformacdo elastica (FORESTIER-ZHANG; BISHOP, 2015). Os
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resultados encontrados na avaliagdo do modulo de elasticidade estdo de acordo com resultado
da avaliacdo da massa 6ssea mineral que ndo diferiram na maioria dos tempos. Esperava-se que
0 animais do grupo undecilato apresentassem uma maior mineralizacdo com consequente
melhor desempenho nos testes mecanicos, mas isso nao foi observado. Os dados na literatura
em relacéo a influéncia da testosterona na resisténcia mecéanica do osso de individuos saudaveis
s80 escassos. Esses parametros, avaliados no teste mecénico estéo relacionados a resisténcia e
ductilidade do osso. Alguns estudos trazem que com a utilizacdo da testosterona exdgena em
pacientes com osteoporose, condicdo a qual gera fragilidade 6ssea e os individuos apresentam
perda de massa Ossea, seria possivel evitar perda da densidade e massa Ossea e
consequentemente o0 0sso teria mais forca (TURNER, 2002; FRISOLI et al., 2005; OLIVEIRA,
2010; GOLDS, 2017). Na literatura, ainda € bem descrito que geralmente o0 aumento de forca
Ossea diante da utilizacdo da testosterona e seus analogos, estaria correlacionado ao farmaco
associado ao treinamento fisico (CUNHA, 2012), o que nao foi realizado nos aniamis do
presente estudo. E fundamental destacar, que o presente estudo n&o utilizou grupo de animais
com deficiéncia de testosterona ou com osteoporose, e que visamos observar se a dose
suprafisiologica seria capaz de aumentar esses parametros. Entretanto um fator que nao foi
controlado é a possibilidade de um efeito rebote, visto que quando aplicada em grandes doses
poderia levar a inibicdo da testosterona endégena. Clarke e Khosla (2009) em seu estudo,
também hipotetizam a possibilidade de um efeito rebote ocasionado por aplicagdo de
testosterona em altas doses, visto que a maioria dos estudos traz a utilizacdo de doses
suprafisiologicas de testosterona em animais que apresentam deficiéncia da mesma. Supde-se
que altas doses de andrdgenos sintéticos podem ser prejudiciais aos 0ssos, devido a supressao
da testosterona enddgena (e estrogénio), e dessa forma terira sido Util a aferiagdo dos niveis de
testosterona em animais durante o estudo.

Em relagdo a avaliacdo da massa corporal dos animais deste estudo submetidos a
aplicacdo de undecilato de testosterona, ja era esperado que a testosterona pudesse interferir nas
medidas corporais dos animais, como ja foi descrito por outros autores (HERBST; BHASIN,
2004; CARMO et al., 2012), devido a sua atividade anabdlica nos tecidos. Nesse estudo, foi
observado, que embora os ratos ja fossem adultos jovens, apresentando idade superior a 120
dias, o aumento de circunferéncia abdominal, massa corporal e IMC observados, mostram que
independente da aplicacdo ou ndo de testosterona, 0s animais de todos 0s grupos continuaram
crescendo durante o periodo experimental. Isso corrobora com os dados da literatura, visto que
o crescimento esquelético de ratos Wistar termina em torno dos 140 dias (BOLANOS; DE
ARRUDA, 2009) e 0 peso de um rato macho adulto pode atingir de 350 a 500 gramas (NEVES
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et al., 2013). Desta forma, levando em consideragédo a idade dos animais e a duracdo do
experimento, pode-se concluir que os animais no final no estudo ainda estavam em fase de

crescimento esquelético e ganho de peso.

A menor circunferéncia abdominal observada especificamente aos 28 dias nos animais
do grupo undecilato quando comparado ao grupo placebo, sugerem um metabolismo mais
acelerado nos animais que receberam undecilato de testosterona. Os animais do grupo
undecilato, aos 28 dias, receberam quatro aplicacdes do farmaco, e possivelmente sua dose
suprafisioldgica levou a um aumento do metabolismo, estando de acordo com o esperado, visto
que a testosterona altera diretamente o metabolismo de lipidio (HERBST E BHASIN, 2004)
podendo levar a uma reducédo da circunferéncia abdominal. Um estudo conduzido por Yassin
et al., 2014 também mostrou a eficiéncia da testosterona na reducao de gordura corporal em
humanos com hipogonadismo, ap6s receberem administracdo do farmaco undecilato de
testosterona (0 mesmo utilizado no presente estudo), apresentaram diminuicdo da
circunferéncia abdominal em até 8cm.

A maior massa corporal e IMC observados nos animais do grupo undecilato quando
comparado com o grupo placebo aos 28 e sete dias, respectivamente, mostram que
possivelmente houve efeito anabolizante do undecilato de testosterona. Dessa forma, supde-se,
gue esse aumento de massa corporal e IMC observados no grupo undecilato estejam
relacionados ao ganho de massa magra e muscular. Herbst e Bhasin (2004), observaram que
doses suprafisiologicas de testosterona em mamiferos geram anabolismo, com consequente
aumento de massa corporal magra e aumento de massa muscular. Carmo et al. (2012),
descreveram que na espécie humana, pode ser observado aumento de dois a cinco quilogramas
no peso corporal, estando diretamente relacionado ao aumento de massa magra e tamanho
muscular. No presente estudo, também foi observado aumento de massa corporal dos animais,
porém proporcional a espécie, levando em consideracdo que o modelo experimental do presente
estudo é uma espécie bem menor que a humana.

Embora tenha sido observado maior massa do tecido adiposo visceral no sétimo dia de
avaliacdo no grupo undecilato ao comparar com o grupo placebo, isso nédo refletiu em um
aumento no indice da adiposidade. Acredita-se que essa maior massa do tecido adiposo visceral
esteja associada ao crescimento dos ratos uma vez que foi proporcional ao aumento de massa
corporal, pois ndo alterou o indice de adiposidade. Entretanto, esperava-se uma reducédo tanto
na massa do tecido adiposo visceral quanto no indice de adiposidade dos animais do grupo

Undecilato. Em uma revisao sobre a influéncia testosterona na arteroesclerose, foram mostradas
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evidencias de uma correlacdo inversa entre 0s niveis séricos de testosterona com o indice de
massa corporal, circunferéncia da cintura e quantidade de gordura visceral (ECKARDSTEIN e
WU, 2003). Doses suprafisioldgicas testosterona e seus analogos geram em humanos, aumento
do metabolismo, propiciando reducdo da taxa de gordura corporal levando ao emagrecimento
(HERBST e BHASIN, 2004; CARMO et al.,, 2012). No entanto existem outros fatores
envolvidos no processo de emagrecimento e perda de gordura visceral, e apenas a administragcdo
de testosterona exdgena pode ndo ser sufuciente para levar a reducdo de gordura intra-
abdominal como foi observado do presente estudo. Steffens et al. (2012) ja haviam observado
uma responta semelhante ao estudarem o efeito de uma mistura de 4 analogos da testosterona
em ratos.

De uma forma geral, o undecilato de testosterona induziu o anabolismo na massa
corporal dos animais, sem reduzir a gordura visceral e ainda foi capaz de estimular producéo
de massa Ossea organica e aumento da atividade do ostedcito. Entretanto, o undecilato de
testosterona ndo influenciou positivamente na producdo massa 6ssea total e mineral, e nem
aumentou a &rea de tecido 6sseo neoformado, ndo sendo também observado melhora na
resisténcia 6ssea. E importante salientar que, a auséncia de diferenca signiticativa nos
parametros avaliados entre os grupos placebo e undecilato, muitas vezes observada ao longo
desse estudo, pode estar relacionado ao modelo de falha 6ssea utilizado nesse experimento,
sendo uma falha 6ssea ndo critica, e dessa forma as alteracdes entre os dois grupos ndo foram

tdo evidentes como esperado.

CONCLUSAO
Nas condicBes em que o estudo foi realizado, concluiu-se que o undecilato de

testosterona foi capaz de induzir anabolismo na massa corporal dos animais, porém sem reduzir
a gordura visceral, como era esperado. P6de-se ainda concluir que, o undecilato de testosterona
foi capaz de promever um efeito anabdlico nos tecidos moles do 0sso como 6rgdo, mas isso ndo

se converteu em uma maior producéo de 0sso como tecido.
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CAPITULO 3: Influéncia do undecilato de testosterona na massa corporal e na
reparacdo 0ssea de ratos (rattus norvegicus) obesos

RESUMO

Objetivos: avaliar a eficiéncia do undecilato de testosterona na massa corporal e na reparacéo
Ossea de Rattus norvegicus obesos submetidos a cirurgia de inducdo de defeito Gsseo
monocortical em tibia. Material e métodos: 54 Rattus norvegicus, de linhagem Wistar,
machos, com idade de 3 meses e peso médio inicial de 200 gramas, foram submetidos a um
protocolo de inducédo de obesidade com dieta de alta palatabilidade por 60 dias e depois foram
dividos em trés grupos: placebo (n=24), undecilato (n=24) e controle (n=6). Os animais dos
grupos placebo e undecilato foram submetidos a ostectomia 6ssea monocortical em suas tibias
e receberam aplicacdes semanais de placebo ou undecilato, enquanto os animais do grupo
controle ndo foram submetidos & ostectomia e ndo foi realizada a aplicagdo de nenhum
tratamento. Os animais dos grupos placebo e undecilato foram avaliados aos trés dias, sete, 19
e aos 28 dias apds lesdo e os animais do grupo controle foram avaliados no dia sete. Foram
coletados os dados de massa corporal, circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal para
a monitoracdo da massa corporal. Foram coletadas as gorduras retroperitoneal, mesentérica e
perigonadal para realizacdo do célculo de indice de adiposidade. As tibias direitas foram
destinadas a avaliacdo por meio do teste de flexdo em trés pontos; avaliacdo da massa 0ssea
total, mineral e organica; e avaliacdo histologica e histomorfométrica do tecido 6sseo.
Resultados: A avaliacdo de massa de tecido adiposo visceral e indice de adiposidade mostrou
que ndo houve reducdo da gordura corporal dos animais do grupo undecilato. Houve menor
massa 0ssea total no grupo undecilato em relagédo ao grupo placebo, maior massa 0ssea organica
no dia sete quando comparado com o grupo controle (sem lesdo) e menor massa 0ssea mineral
qguando comparado com 0s grupos placebo e sem lesdo. A avaliacdo histologica mostrou
reparacdo semelhante no grupo placebo e undecilato. A avaliacdo histomorfometrica
evidenciou no dia de avaliacdo sete, menor area de tecido 6sseo do grupo undecilato quando
comparado com o grupo controle. No teste de flexdo em trés pontos os grupos undecilato e
placebo néo diferiram. Conclusao: Os animais do grupo undecilato apresentaram um discreto
efeito anabolico, em tecidos moles, sem aumento na quantidade de 0sso neoformado em lesdes

0sseas e ndo houve reducdo da gordura visceral e indice de adiposidade nos animais obesos.

Palavras-chave: Regeneragdo dssea, ortopedia, hormonio esteroide, obesidade, tibia.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the efficiency of testosterone undecylate on body mass and bone repair
in obese Rattus novergicus undergone surgery to induce monocortical bone defect in the tibia.
Material and methods: 54 male Rattus novergicus, Wistar strain, 3 month-old and average
initial weight of 200 grams, were submitted to an obesity induction protocol with high
palatability diet for 60 days and then divided into three groups: placebo (n=24), undecylate
(n=24) and control (n=6). The animals in the placebo and undecylate groups were submitted to
undergo tibial monocortical ostectomy and received weekly applications of placebo or
undecylate and the animals in the control group were not submitted to ostectomy and no
treatment was applied. The animals in the placebo and undecylate groups were evaluated at
three, seven, 19 and 28 days after injury and the animals in the control group were evaluated
on day seven. The animals were weighed and measured, and data on body mass, waist
circumference and nasoanal length were collected and destined for monitoring body mass.
Retroperitoneal, mesenteric and perennial fat were collected to calculate the adiposity index,
which was used to exclude obese animals from the experiment. The right tibias were collected
and destined for evaluation through the three-point flexural test; assessment of total, mineral
and organic bone mass; and histological and histomorphometric evaluation of bone tissue.
Results: The evaluation of visceral adipose tissue mass and adiposity index showed that there
was no reduction in body fat in the animals of the undecylate group. There was lower total bone
mass in the undecylate group compared to the placebo group, higher organic bone mass on day
seven when compared to the control (no lesion) group, and lower bone mineral mass when
compared to the placebo and no lesion groups. The undecylate group had lower bone mineral
mass when compared to the placebo and no lesion groups. Histological evaluation showed
similar repair in the placebo and undecylate groups. Histomorphometric evaluation showed, on
day seven, a smaller area of bone tissue in the undecylate group when compared to the control
group. Ultimate strength, ultimate displacement and modulus of elasticity did not differ when
compared the undecylate and placebo groups. Conclusion: There was a slight anabolic effect
in soft tissues, with no increase in the amount of neoformed bone in bone lesions and there was

no reduction in visceral fat and adiposity index in obese animals, as was expected.

Keywords: Bone regeneration, orthopedics, steroid hormone, obesity, tibia.



INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma doenga de origem multifatorial, cuja principal
caracteristica € o aumento significativo do tecido adiposo, sendo capaz de gerar ou agravar
outros problemas de satde (ZHAO, 2007). Ela pode estar relacionada a ocorréncia de problemas
ortopédicos por interferir no metabolismo osteoarticular (SCHWETZ et al., 2012), pela
sobrecarga de peso nos 0ssos e musculos (FRYE et al., 2016) e por alterar o fluxo sanguineo
medular (BUDZIK et al., 2017).

O efeito da obesidade sobre o sistema musculo esquelético é complexo envolvendo uma
série de adipocinas e outras moléculas capazes de alterar a atividade das células envolvidas na
regeneracdo osteocondral (SCHWETZ et al., 2012). Os adipdcitos e osteoblastos sado derivados
da mesma linhagem de células, portanto acredita-se que a obesidade pode promover a
diferenciacdo da reserva de células tronco mesenquimais em adipocitos, deixando um nimero
menor de células disponiveis para se realizar diferenciacdo osteoblastica, sendo esperado um
efeito negativo na formacao dssea (CAO, 2011).

Em contrapartida, diante da condicdo de obesidade, estudos mostram que a densidade
Ossea pode estar aumentada (ZHAO, 2007; SHILLS, 2009), tendo como base que o
desenvolvimento e dinamismo do tecido 6sseo sofre influéncia direta do aumento do peso,
exigindo do esqueleto uma tensdao maior em determinada regido do corpo (SHILLS, 2009).
Desta forma, é aceito que uma massa corporal maior impde uma carga mecanica maior ao 0Sso
e que a massa 6ssea aumenta para acomodar a carga maior (ZHAO, 2007).

Os reflexos da obesidade podem ainda gerar acometimento da produ¢do hormonal, de
forma que os tecidos adiposos viscerais e subcutdneos sdo responsaveis pelo declinio da
concentracdo de testosterona (NIELSEN et al.., 2007). A queda do nivel de testosterona total
diante da obesidade estaria ligada a menor disponibilidade de globulina ligadora de horménios
sexuais (SHBG) enguanto os mecanismos responsaveis pelo decréscimo da testosterona livre
ainda ndo foram bem elucidados (LIMA et al.., 2000). Levando em consideracdo a baixa
testosterona de individuos obesos, a aplicagdo exdgena além de suprir essa necessidade, quando
administrada em altas doses, seria ainda capaz de gerar reducdo da taxa de gordura corporal
(HERBST e BHASIN, 2004).
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OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do undecilato de testosterona na

masssa corporal e no processo de reparacdo 0ssea de ratos obesos submetidos a ostectomia

monocortical em tibias.

MATERIAL E METODOS

Normas éticas
O projeto de pesquisa foi conduzido conforme os principios éticos recomendados pelo

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Concea) ap6s aprovagdo pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de Uberaba — CEEA/UNIUBE,
sob o protocolo do n° 028/2019. O projeto foi realizado no Biotério Experimental da
Universidade de Uberaba e nos laboratérios de Quimica, Histopatologia e Biologia Molecular
e Celular da Universidade de Uberaba (Anexo 1).

Animais e descricdo dos grupos
Foram utilizados 54 Rattus norvegicus de linhagem Wistar, machos, com trés meses de

idade e peso médio inicial de 220 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
federal de Uberlandia. Os animais foram mantidos no Biotério Experimental da Universidade
de Uberaba, os quais foram inseridos no biotério com atestado prévio de sanidade, sendo livres
de patogenos. Foram alojados em caixas de 41 cm de comprimento, 34 cm de profundidade e
18 cm de altura com quatro animais cada, mantidos sob umidade e temperatura controladas,
fotoperiodo de 12 horas e agua ad libitum. Inicialmente, no periodo de adaptacdo de 15 dias, a
alimentacdo se deu de forma ad libidium com ragdo comercial balanceada para roedores
(Labina®, Presence, Brasil. Posteriormente os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais placebo, undecilato e controle (sem leséo) que serdo detalhados a seguir.
Iniciou-se entdo a inducdo de obesidade, que durou 60 dias, por meio de uma dieta de alta
palatabilidade hipercaldrica rica em carboidratos (adaptada de LACERDA et al., 2015). Os
animais dos grupos placebo e undecilato foram submetidos a anestesia e cirdrgia para inducao
de defeito 6sseo (detalhados a seguir) e avaliados aos dias trés, sete, 19 e 28 de pos-operatorio,
denominados como D3, D7, D19 e D28 respectivamente. Utilizou-se seis animais por tempo de
avaliacdo. Os animais do grupo undecilato, receberam aplica¢fes semanais de Undecilato de
testorerona 250 mg/ml (Nebido®, Bayer, Brasil) na dose de 8 mg/kg (WEN et al., 2000) via

subcutanea, engquanto os animais do grupo placebo receberam aplicacfes semanais de solugédo
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fisiologica 0,9% (Sanobiol®, Brasil) no volume de 0,01 ml/animal via subcutanea (Figura 1).
Os animais controle ndo receberam aplicacdo de nenhum farmaco ou solucéo.

v’ Placebo: Animais submetidos a ostectomia proximal de tibia com aplicacdo
posterior de solucdo fisioldgica, alimentados com dieta hipercalorica rica em
carboidratos (n=24);

v" Undecilato: Animais obesos submetidos a ostectomia proximal de tibia com
aplicacdo posterior de undecilato de testosterona, alimentados com dieta
hipercaldrica rica em carboidratos (n=24).

v' Controle (Sem lesdo): Animais que ndo foram submetidos a ostectomia
proximal de tibia, os quais foram alimentados com dieta hipercaldrica rica em

carboidratos (n=6).

D3 (n=6)
Placebo _ Dia de avaliacdo
[ (n=24) D7 (n=6) apos a ostectomia

_ monocortical

D10 a=3) proximal de tibia

: D28 (n=6)

___ Ostectomizados |
(n=48)
D3 (n=6)
Undecilato Dia de avaliagio apos

T 0=24) D7 (]1=6) a ostectomia
D19 (]] =6) monocortical

proximal de tibia
D28 (n=6)

Controle (Sem lesao)
(0=6)

Figura 1 - Representacdo esquematica dos grupos experimentais obesos empregados no estudo de avaliacdo do
efeito do undecilato de testosterona na massa corporal e reparacdo 6ssea. Grupo placebo: realizada indugdo do
defeito 6sseo monocortical em tibia (ostectomia) com posterior aplicacdo de placebo; Grupo undecilato: realizada
inducdo do defeito 6sseo monocortical em tibia (ostectomia) com posterior aplicacdo de undecilato de testosterona;
e Controle: ndo realizada inducdo do defeito 6sseo monocortical em tibia (ostectomia) e sem aplicacdo de
tratamento.

Inducéo da obesidade

A inducdo de obesidade nos animais dos grupos placebo, undecilato e controle (sem

les&o) levou um periodo de 60 dias. Para inducéo da obesidade, instituiu-se a utilizacdo de uma
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dieta hipercal6rica rica em carboidratos (LACERDA et al., 2015), a qual foi fornecida aos
animais também apos a realizagdo da indugdo do defeito dsseo. Essa dieta, composta por ragdo
comercial triturada (Labina®, Presence, Brasil), agtcar refinado (Uni&o®, Unido, Brasil), leite
condensado (Moca®, Nestlé, Brasil) e agua (Tabela 1), a qual foi preparada diariamente no
Biotério Experimental da Universidade de Uberaba. A transformacédo da racdo comercial em p6
foi feita por meio da trituragio dos peletes, em um processador de alimentos (Skymsen PA-7®,
Skymsen, Brasil).

Estabeleceu-se a quantidade de dieta diaria/rato de 37,5 gramas. Essa quantidade refere-
se a mistura de &gua, leite condensado, agUcar e racdo comercial, descritas na tabela 1. Esta
mistura teve composicdo estimada de 3,59 kcal/g, 54,63% de carboidratos, 5,21% de lipideos,
23,85% de proteinas, 7,94% de cinzas, 8,60% de umidade, 6,23% de fibras, 37,04 g/100g de
sacarose, 1,4% de calcio e 1,04% de fésforo (LACERDA et al., 2015).

Diariamente realizava-se a preparacdo da racdo, sendo todos os ingredientes pesados
sempre na mesma balanca de precisao e misturados na seguinte ordem: 4,125 gramas de agucar
refinado, correspondente a 11% da mistura total, dissolvido em 3,4 ml de agua, o que
corresponde a 9% da mistura de agua, 15 gramas de leite condensado, correspondente a 40%
da quantidade total e 15 gramas de racdo comercial triturada, referente a 40 % da quantidade
total. Apds obtencdo da mistura total, a mesma foi enrolada em forma de bolinhas, de tamanho

uniforme e oferecidas frescas aos animais.
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Tabela 1 - Relagdo de porcentagem dos ingredientes destinados a preparagdo da dieta hipercal6rica utilizada para
inducéo de obesidade em ratos Wistar submetidos a ostectomia monocortical em tibias.

Ingredientes Quantidade (%o)
Acucar refinado 11,00
Agua 9,00
Racéo comercial Labina triturada 40,00
Leite Condensado 40,00
Total 100,00

Monitoramento e avaliagéo do ganho de peso dos animais
Todos os animais foram pesados em uma balanca de precisao de 0,5 gramas (C&F P-

15®, C&F Comércios e Servicos Eireli, Brasil) no inicio do experimento e posteriormente a
cada sete dias, durante 60 dias (periodo referente a inducdo da obesidade) até o dia da inducéo
da leséo. Depois disso, os animais foram pesados em cada tempo de avaliacéo (trés, sete, 19 e
28 dias). Tambem foram mensurados a circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal.
Como critério de classificacdo do animal como animal obeso, foi utilizado o indice de Massa
Corporal, IMC = Peso (g) / comprimento nasoanal (cm?). Animais com o IMC acima de
0,68/cm2 (NOVELLI et al., 2007), foram considerados obesos e, portanto, considerados aptos
para inicio do estudo.

O indice de adiposidade (1A) dos animais dos grupos placebo e undecilato foi obtido
nos dias de avaliagdo trés, sete, 19 e 28 dias ap0ds inducéo da lesdo 0ssea e do grupo controle
no setimo dia apds o inicio do estudo. O IA foi calculado partir da somatoria das massas das

gorduras perigonadal, mesenteria e retroperitoneal, dividido pelo valor da massa corporal total.

Inducéo de defeito 6sseo (ostectomia) monocortical em tibias
Para realizagéo da inducéo de defeito 6sseo monocortical nas tibias dos ratos, 0s animais

foram submetidos ao jejum hidrico e sélido de 12 horas antes do procedimento.
O protocolo anestésico utilizado foi morfina (Dimorf ®, Cristalia, Brasil) na dose de 4

mg/kg via subcutanea (SC), seguido de aplicacdo de cetamina 10% (Cetamin®, Syntec, Brasil)
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na dose de 70 mg/kg via intraperitoneal (IP) e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®, Syntec,
Brasil) na dose de 4 mg/kg via IP. Logo em seguida, foi realizada uma tricotomia ampla de
ambos os membros pélvicos e feita a aplicacio de antibidtico enrofloxacina 10% (Kinetomax®,
Elanco, Brasil) na dose de 10 mg/kg via SC.

Jé& na sala cirdrgica, realizou-se a antissepsia de ambos os membros pélvicos do animal.
Com o auxilio de gazes estéril, aplicou-se clorexidina degermante a 2% (Riohex®, Rioquimica,
Brasil) e clorexidina alcodlica 0,5% (Riohex®, Rioquimica, Brasil), repetindo de forma
intercalada trés vezes cada um em ambos 0s membros.

Com os ratos em decubito dorsal, o campo operatério foi delimitado por meio de campos
cirargicos descartaveis de poliestireno (SMS, Solu¢es industriais, Brasil). O acesso a tibia foi
feito por uma incisdo longitudinal craniomedial a porcdo proximal da tibia, de
aproximadamente 1,5 cm, e logo em seguida o tecido subcutaneo foi divulsionado até a
exposicdo do peridsteo (Figura 2 - A). Em seguida, foi realizado blogueio anestésico local,
instilando bupivacaina 0,5% (Neocaina®, Cristalia, Brasil) diluida a 0,05% em solugio
fisioldgica estéril, na ferida cirdrgica, para realizacao do procedimento de perfuragdo. Com uma
broca de 2 mm de diametro acoplada a uma furadeira com rotacéo controlada e autoclavavel
foi criado um defeito dsseo monocortical na face medial da porcéo proximal da tibia (Figura 2
- B). Em seguida, o defeito désseo foi lavado (Figura 2 - C) com solucdo de Cloreto de Sédio
0,9% (Sanobiol®, Brasil) para remogao de resquicios 6sseos (Figura 2 - D). O espago morto do
subcutéaneo foi reduzido em padréo simples continuo, seguido por uma sutura subcuticular para
aproximacdo de pele (Figura 2 - E) com nailon 4-0 (mononailon 4-0®, Ethicon, Brasil). O

mesmo procedimento foi realizado no membro contralateral.
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Figura 2 - Inducéo do defeito 6sseo monocortical em tibia de rato Wistar obeso empregado no estudo de avaliagdo
do efeito do undecilato de testosterona na massa corporal e reparacdo dssea. Realizada uma incisdo de pele
craniomedial a regido proximal de tibia, de aproximadamente 1,5 cm, divulsdo do tecido subcutaneo e exposicdo
do periosteo (A). Defeito 6sseo induzido com o auxilio de uma broca de 2 mm de didmetro acoplada a uma
furadeira ortopédica autoclavavel (B). Lavagem do defeito 6sseo com solucdo de Cloreto de Sédio 0,9% para
remocdo de resquicios dsseos (C e D). Aboli¢do do espaco morto do subcutaneo em padrdo simples continuo,
seguido por uma sutura subcuticular para aproximacao de pele com nailon 4-0 (E).

Pos-operatorio

Os animais foram mantidos em caixas e aquecidos com bolsas térmicas. O
monitoramento dos animais foi realizado até sua completa recuperacdo anestésica quando
realizou-se analgesia com Cloridrato de tramadol (Tramal®, Pfizer, Brasil) 5 mg/kg SC no pos-
operatdrio imediato, sendo repetida apos 12 horas.

Aplicacédo dos Tratamentos

Ainda no pds-operatorio imediato, os animais do grupo undecilato receberam aplicacéo
de 8 mg/kg de Undecilato de Testosterona 250 mg/ml (Nebido®, Bayer, Brasil) via subcutinea
préximo a regido inguinal, sendo aplicado no lado direito enquanto os animais do grupo placebo
receberam 0,01 ml de soluco fisioldgica 0,9% (Sanobiol®, Brasil), volume similar ao recebido
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pelos animais do grupo undecilato. A aplicacdo do tratamento (undecilato e placebo) foi
repetidaacada sete dias, sendo aaplicacdo da medicagéo realizada sempre no lado contralateral
da ultima aplicacdo. Os animais referentes ao tempo de eutanasia D3 e D7, receberam apenas
uma aplicacdo (no dia da cirurgia). Aqueles pertencentes ao D19 receberam 3 aplicacdes e 0s
pertencentes ao D28, 4 aplicacdes de Undecilato de Testosterona. Os animais controle ndo

receberam aplicacdo de nenhum tratamento.

Eutanésia e coleta de amostras

Como estabelecido previamente, seis animais de cada grupo (placebo e undecilato)
foram submetidos a eutanasia nos dias trés, sete, 19 e 28 apds a ostectomia monocortical de
tibia (denominados de D3, D7, D19 e D28). Os animais do controle foram submetidos a

eutanasia no dia sete a contar do inicio das cirurgias dos outros animais.

Inicialmente, os animais foram submetidos a aprofundamento anestésico com cetamina
(Cetamin®, Syntec, Brasil) na dose de 180 mg/kg e xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) na dose
de 30 mg/kg. Logo em seguida, os animais foram pesados e medidos, sendo coletados os dados

massa, circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal.

A partir do momento que o animal perdeu totalmente seus reflexos e o estimulo de
sensibilidade dolorosa, foi iniciada a coleta das amostras. Realizou-se uma inciséo abrindo a
cavidade abdominal com o auxilio de uma tesoura, seguida de puncdo da veia cava até gerar
choque hipovolémico, o qual levou os animais & obito. Posteriormente, realizou-se a coleta e
pesagem das gorduras retroperitoneal, mesentérica e perigonadal para avaliacdo da massa
adiposa e do indice de adiposidade. As gorduras foram lavadas em solugdo fisioldgica, secadas
com papel toalha, pesadas em balanca de alta precisio de 0,005 gramas (Gehaka BK 600®,
Gehaka, Brasil) e fixadas em formalina tamponada a 10% (Anexo 2) por 48 horas e depois em
alcool 70% (Alcool Etilico 70%, Dindmica®, Brasil). Ambas as tibias foram coletadas, a direita
foi pesada, envolta em uma gaze com soluco fisioldgica 0,9% (Sanobiol®, Brasil) e congelada
a-20 °C e posteriormente utilizada para realizacdo do teste de flexdo em trés pontos e avaliagdo
das massas 0sseas. A tibia esquerda, foi coletada e fixada em formalina tamponada a 10% por
48 horas, sendo transferida posteriormente para o alcool 70% (Alcool Etilico 70%, Dinamica®,
Brasil) até o inicio do seu processo de descalcificagdo, para posterior realiza¢do de histologia e

histomorfometria.
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indice de adiposidade

Os valores obtidos durante a pesagem das gorduras mesentérica, retroperitoneal e
perigonadal, foram necessarios para o calculo de indice de adiposidade, parametro utilizado
para confirmacdo da obesidade entre os animais. O indice de adiposidade foi calculado a
partir da somatoria das massas de cada uma das gorduras divido pelo valor da massa corporal
(peso) do rato (OLIVEIRA et al., 2012).

Teste de flexdo em trés pontos

Para avaliacdo da resisténcia 6Ossea, as tibias foram submetidas ao ensaio mecanico
denominado teste de flexdo em trés pontos. As tibias direitas, foram descongeladas por imerséo

em agua a uma temperatura ambiente por um periodo de 2 horas.

Os ossos foram posicionados na maquina universal de ensaios (EMIC DL-3000%®, EMIC,
Brasil) para a realizacdo do teste de flexo em trés pontos, com a leséo voltada para baixo. O
aparelho foi programado na velocidade de 2 mm/min, distancia de apoio de 20 mm e pré-carga
de 20 gramas. Obteve-se 0s seguintes dados: forca maxima de compressdo, modulo de

elasticidade e deformacdo maxima da tibia (Figura 3).

Para calcular o valor do médulo de elasticidade foi necessario obter primeiro os valores das
variaveis de forca maxima e deformacdo até falha. Calculou-se entdo o médulo de elasticidade

pela equacdo for¢ca maxima/deformacéo.
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Figura 3 - Realizacdo do teste de flexdo em trés pontos em tibia de rato Wistar obeso para determinacéo de forca
méxima de compressdo, médulo de elasticidade e deformacdo maxima da tibia. Observar o posicionamento do
0ss0 com a lesdo voltada para baixo.

Apos todo o processo, as tibias foram novamente armazenadas e congeladas para

posterior avaliacdo da composicao das massas 0sseas.

Massa 6ssea total

A massa 6ssea total foi determinada por meio do processo de pesagem das tibias
direitas apos descongelamento total das mesmas, por imersdo em agua a temperatura ambiente
por um periodo de 2 horas. As tibias foram secas em papel toalha, pesadas em balanca de alta
precisdo (Gehaka BK 600®, Gehaka, Brasil).

Massa 6ssea organica

Apdbs a pesagem das tibias, as amostras foram colocadas em crisol, separadamente,
identificadas e colocadas em estufa de secagem (NI-1510D®, Novainstruments, Brasil) 100° C
por 24 horas, levando a desidratacdo do 0sso. Passadas por esse processo, 0s 0ssos foram
submetidos & nova pesagem em balanca de alta preciséo e o valor da massa orgéanica foi obtido

pela diferenga entre a massa seca e a massa mineral.
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Massa 6ssea mineral

Apdbs o processo de desidratacdo na estufa, as amostras foram calcinadas em mufla
(Q318M®, Quimis, Brasil) a 800°C por 24 horas, tendo por objetivo a eliminagéo de todo o
material organico para determinagdo do conteudo mineral. Feito isso, realizou-se novamente
pesagem das amostras em uma balanca de alta preciséo.

Apds todo esse processo, as amostras foram maceradas, pesadas, armazenadas em

microtubos (do tipo Ependorffe) e identificadas para utilizagdo em estudos futuros.

Avaliacao histoldgica e histomorfométrica do tecido 6sseo

Descalcificacdo 6ssea

As tibias esquerdas armazenadas em alcool 70%, (Alcool Etilico 70%®, Dinamica,
Brasil) apds 90 dias tiveram o inicio do seu processamento. As mesmas foram transferidas para
potes contendo solucdo descalcificadora de EDTA 4,13 % (Synth®, Brasil) ph 7,4, afim de
realizar a desmineralizacdo 6ssea (Anexo 3). O processo de descalcificacdo levou 90 dias. A
solucdo descalcificadora, foi trocada a cada 48 horas até completa desmineralizacdo do 0sso.
As amostras foram imersas em 500 ml da solucdo descalcificadora e o armazenamento destes

potes foi realizado em geladeira com temperatura a 4°C.

Corte das amostras

Apobs a completa descalcificacdo dos 0ssos, eles foram avaliados macroscopicamente
para localizacdo da lesdo 6ssea monocortical e foi realizado um corte transversal sobre a regido
da les&o. Nos 0ssos do grupo controle, realizou-se um corte transversal a 8 mm da articulagéo
femorotibiopatelar. As amostras obtidas foram armazenadas em cassetes, imersos em solucdo

de PBS 0,15 molar (Tampé&o Fosfato Salino) até o seu processamento (Anexo 4).
Desidratacéao e diafanizacéao

As amostras de tibias imersas em PBS 0,5 molar, foram encaminhadas ao laboratorio de
histopatologia da Universidade de Uberaba para realizagédo do processo de diafanizagéo (ou
claramento). O processo de diafanizacdo se deu em trés etapas. Inicialmente foi realizado a
lavagem das amostras com agua corrente, por 10 minutos em uma cuba de vidro. Apés a
lavagem, na segunda etapa, as amostras foram retiradas da dgua corrente e imersas em solucdes

de &lcool, afim de retirar toda a agua presente no tecido (desidratacdo da amostra). Nesse
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processo, as amostras da cuba de vidro foram imersas primeiramente em alcool 95 % sendo
aquecida no microondas na poténcia 20 por 9 minutos, para otimizar o processo. Em seguida,
repetiu-se 0 mesmo processo com alcool absoluto quatro vezes consecutivas (por 9 minutos

cada).

Retirou-se as amostras da cuba de vidro e foram transferidas para um pote contendo
alcool xilol (1:1), ficando por um periodo de 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram
imersas em solucdo de xilol puro por 30 minutos trés vezes consecutivas, no qual os trés potes

possuiam a mesma concentragéo de xilol.

Inclusdo em Parafina

As amostras imersas em xilol, foram filtradas e posteriormente colocadas em um béquer
com parafina, sendo levadas para estufa a 60° C por 1 hora. Posteriormente foi feita a montagem

dos blocos de cada amostra.

Apbs a inclusdo das amostras em parafina, as mesmas foram cortadas com o auxilio de
um micrétomo (RM2145®, Leica Biosystems, Estados Unidos). Realizou-se cortes de
aproximadamente 5 micrometros, os quais foram colocados em laminas comuns, sendo
posteriormente coradas com hematoxilina e eosina, para avaliagdo histoldgica e

histomorfométrica por meio de microscopia éptica, de forma quantitativa e qualitativa.

Analise histologica e histomorfométrica das tibias
As laminas do tecido 6sseo foram escaneadas em um scanner de Iaminas (Aperio

Scanscope AT, Leica Biosystems®, Alemanha) na Rede de Laboratérios Multiusuarios da
Universidade Federal de Uberlandia.

A anélise histologica das laminas do tecido 6sseo consistiu em uma avaliagdo descritiva
do processo de reparagdo 0ssea, realizada em um aumento de 200 vezes por meio do programa
Aperio Imagescope 12.1. Em seguida foi realizada a mensuragdo da area de matriz 6ssea em
KMmM?2, no aumento de setenta vezes, utilizando a ferramenta polygon selection do programa

Image J.

Andlise Estatistica
A anélise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism 9.0 e para

cada variavel foram determinadas a média e desvio padrdo. Realizou-se testes de normalidade

Shapiro-wilk e Kolmogorov-smirnov. Os dados que tiveram distribuicdo normais foram



97

comparados pelo teste T pareado para amostras dependentes e T ndo pareado para aquelas ndo
dependentes. O teste T pareado foi utilizado na comparagdo entre pré-operatério e dia de
avaliacdo enquanto o teste T ndo-pareado foi utilizado na comparacao entre animais dos grupos
placebo, undecilato e controle, dentro de cada tempo de avaliacdo. Diferencgas estatisticas foram
consideradas significativas quando p<0,05 (SAMPAIO, 2007).

RESULTADOS

Circunferéncia abdominal

N&o houve diferenca significativa nas circunferéncias abdominais dos animais dos
grupos undecilato e placebo em nenhum dos tempos avaliados. Quando comparado com o pré-
operatdrio (pré), observou-se aumento significativo (p<0,05) da circunferéncia abdominal nos
animais do grupo undecilato, no terceiro dia de avaliacdo, e do grupo placebo, no 28° dia.
Tambem foi identificada significativa (p<0,05) reducdo na circunferéncia abdominal dos

animais do grupo placebo no terceiro dia de avaliacdo (Tabela 2 e Figura 4).

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo das circunferéncias abdominais de ratos obesos submetidos & ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesdo.

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D3 Pré D3 Pré D7 Pré D7

21,44~ 2028*®  19,88% 20,94%®  20,86" 20,36*%" 20,25 063~
(1,65) (1,06) (0,64) (0,90) (1,77) (1,38) (2,20) (0,77)

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D19 Pré D19 Pré D28 Pré D28

20,86"  21,64** 9056~ 21,004 20,194  22,44%  2014A  2100%A
(0,85) (1,22) (0,77) (1,12) (1,25) (1,27 (1,18) (1,38)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum néo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T pareado. (p<0,05).
Comparagao entre pré-operatorio e dia de avaliagdo.
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Circunferéncia abdominal

Centimetros

Figura 4 - Médias e desvios padréo das circunferéncias abdominais de ratos obesos submetidos & ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesdo. * Diferem pelo teste T pareado (p<0,05).

Massa corporal

N&o houve diferenca significativa nas massas corporais dos animais dos grupos
undecilato e placebo em nenhum dos tempos avaliados. Quando comparado com o pré-
operatorio (pré), observou-se aumento significativo (p<0,05) da massa corporal dos animais de

ambos 0s grupos aos 19 e 28 dias de avaliacdo (Tabela 3 e Figura 5).

Tabela 3 - Médias e desvios padrdo da massa corporal de ratos obesos submetidos & ostectomia proximal de tibia
e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias ap6s a lesdo.

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pre D3 Pre D3 Pre D7 Pre D7

466,60~ 469,30 459,00” 463,10 465,30” 473,00 460,00~ 464,103
(28,85) (31,02) (33,43) (37,50) (31,99) (35,76) (59,49) (60,78)

Placebo Undecilato Placebo Undecilato

Pré D19 Pré D19 Pré D28 Pré D28

461,60~ 504,90 457,90A 484,40 459,107 512,00 440,20~ 515,30
(23,42)  (25,18)  (3259)  (32,68)  (47,77)  (46,86)  (36,31)  (40,50)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mintscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05). Comparagdo entre
animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avaliagdo.

ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maiuscula comum néo difere pelo teste T pareado. (p<0,05). Comparagdo entre pré-
operatdrio e dia de avaliagdo.
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Figura 5 — Médias e desvios padrdo das massas corporais de ratos obesos submetidos a ostectomia proximal de
tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da leséo e aos trés, sete, 19 e 28 dias apo6s a lesdo.
* Diferem pelo teste T pareado (p<0,05).

indice de massa corporal (IMC)

Verificou-se indice de massa corporal significativamente (p<0,05) menor no grupo
undecilato, quando comparado ao grupo placebo aos 28 dias de avaliacdo. Quando comparado
com o pré-operatério (pré), observou-se reducao significativa (p<0,05) do IMC nos animais do
grupo placebo aos 3 dias de avaliacdo, seguido de aumento significativo (p<0,05) aos 19 e 28
dias (Tabela 4 e Figura 6).
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Tabela 4 - Médias e desvios padrdo do indice de massa corporal (IMC) de ratos obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias

apos a lesao.
Placebo Undecilato Placebo Undecilato
Pré D3 Pré D3 Pré D7 Pré D7
0,924 0,80 % 0,88 A 0,82 %A 0,82 A 0,82 24 0,834 0,82 %A
(0,04) (0,06) (0,112) (0,06) (0,04) (0,03) (0,08) (0,08)
Placebo Undecilato Placebo Undecilato
Pré D19 Pré D19 Pré D28 Pré D28
0,77 A 0,892 0,82 A 0,713 0,78 A 0,88 % 0,76 A 0,82 bA
(0,04) (0,10) (0,07) (0,24) (0,05) (0,04) (0,09) (0,04)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T pareado. (p<0,05).
Comparagao entre pré-operatorio e dia de avaliagdo.

IMC

indice de massa corporal

Figura 6 — Médias e desvios padrdo do indice de massa corporal (IMC) dos ratos obesos antes da lesdo e apos
serem submetidos a ostectomia proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés,
sete, 19 e 28 dias pos lesdo. * Diferem pelo teste T pareado (p<0,05).

Massa do tecido adiposo visceral

Né&o foram observadas diferencgas significativas na massa do tecido adiposo visceral
dos animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum tempo de avaliagdo (Tabela 5 e

Figura 7).
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Tabela 5 - Médias e desvios padrdo da massa do tecido adiposo visceral de ratos obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesao.

)

3 D7 D19 D28

Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato
41,872 40,362 42,282 43,392 47,102 40,442 49,414 46,952
(13,38) (7,02 (8,15) (17,19) (8,41) (9,36) (7,90) (13,14)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.

Gordura Visceral
60~

Gramas

Figura 7 — Médias e desvios padrdo da massa do tecido adiposo visceral de ratos obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias pds lesdo. *
Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

indice de adiposidade

Na avaliacdo do indice de adiposidade ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos undecilato e placebo em nenhum tempo de avaliagdo (Tabela 6 e Figura 8).
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Tabela 6 - Médias e desvios padrdo do indice de adiposidade de ratos obesos submetidos a ostectomia proximal
de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a
lesdo.

D3 D7 19 D28

O

Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

8,842 8,682 8,912 9,092 9,322 8,302 9,622 9,192
(2,40) (1,05) (1,34) (2,66) (1,48) (1,62) (0,87) (1,82)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra minGscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.

indice de adiposidade
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Figura 8 - Médias e desvios padrdo do indice de adiposidade de ratos obesos submetidos a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias pos lesdo. *
Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Massa 6ssea total

Animais do grupo undecilato apresentaram massa Ossea total significativamente
(p<0,05) menor quando comparado com os animais do grupo placebo aos sete dias de avaliacao.
N&o houveram diferencas significativas quando comparada a massa 6ssea total dos animais dos
grupos undecilato e placebo com os animais controle (sem leséo), em nenhum dos tempos de

avaliacdo (Tabela 7 e Figura 9).
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Tabela 7 - Médias e desvios padrdo da massa 6ssea total de tibias de ratos normais e obesos submetidos ou ndo a
ostectomia proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias

apos a lesao.
D3 D7 D19 D28
Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

098~  0095% 089°A  103%® 0091PA  103% 102°A  101%® 099%
(0,11)  (0,09)  (0,06)  (0,04)  (0,03)  (0,09)  (0,24)  (0,12)  (0,05)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais controle e com lesdo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de
avaliagéo.

Massa 6ssea

Gramas

Figura 9 — Médias e desvios padrdo das massas 6sseas totais de tibias de ratos obesos controle (sem leséo) ou
submetidos & ostectomia proximal de tibia e ao tratamento com placebo ou undecilato de testosterona, avaliados
aos trés, sete, 19 e 28 dias. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Massa 6ssea organica

N&o foram observadas diferenca significativas entre as massas 0sseas organicas dos
aniamis dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos avaliados. Animais tratados
com undecilato apresentaram massa dssea organica significativamente maior (p<0,05) dos que

0s animais sem lesdo aos sete dias apos a lesdo (Tabela 8 e Figura 10).
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Tabela 8 - Médias e desvios padrdo da massa 0ssea organica de ratos obesos submetidos a ostectomia proximal de
tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da leséo e aos trés, sete, 19 e 28 dias ap0s a lesdo.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

00484 00502 0,069°* 10,0998 0,096% 00492 0070%* 00412 0,044
(0,021)  (0,021) (0,027) (0,010) (0,020) (0,016)  (0,048)  (0,012)  (0,020)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais controle e com lesdo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de
avaliacéo.
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Figura 10 — Massa 0ssea organica de ratos obesos submetidos ou ndo a ostectomia proximal de tibia e tratados
com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias ap6s a lesdo. * Diferem pelo teste T nédo
pareado (p<0,05).

Massa 6ssea mineral
Os animais do grupo undecilato apresentaram massa 6ssea mineral significativamente
(p<0,5) menor quando comparado com os animais dos grupos placebo e controle (sem leséo),

aos trés e sete dias ap0ds a lesdo (Tabela 9 e Figura 11).
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Tabela 9 - Médias e desvios padrdo da massa 0ssea organica de ratos obesos submetidos ou ndo a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28 dias
apos a lesao.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

0,26 A 0,26% 0,228 0,22% 0,218 0,292 0,244 0,282 0,28 34
(0,03) (0,03) (0,01) (0,02) (0,02) (0,04) (0,05) (0,03) (0,02)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais controle e com lesdo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de
avaliacéo.

Massa éssea mineral

Gramas

Figura 11 — Médias e desvios padrdo da massa 6ssea mineral de ratos obesos submetidos ou ndo a ostectomia
proximal de tibia e tratados com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a lesdo. *
Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Forca maxima das tibias

Né&o foram observadas diferengas significativas entre as forcas maximas das tibias dos
animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos de avaliagcdo. Os animais do
grupo undecilato apresentaram forga maxima significativamente menores que quando
comparado com os animais do grupo controle (sem lesdo) aos trés, sete e 19 dias (Tabela 10 e
figura 12).
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Tabela 10 - Médias e desvios padrdo da forca maxima (N) de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de flexao
em trés pontos sem leséo e apds ostectomia monocortical proximal e tratamento com placebo ou undecilato de
testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apo6s a lesdo.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

1169~ 90,148 8250% 8521° 81,92%® 1075° 9320%® 101,4° 101,8°%
(19,84)  (19,70)  (14,76)  (14,85)  (1946)  (1511)  (10,04)  (24,49)  (12,37)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.

ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitiscula comum néo difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparagéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagéo.
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Figura 12 — Forca maxima (N) de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de flexdo em trés pontos sem leséo e
apos ostectomia monocortical proximal e tratamento com placebo ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19
e 28 dias apds a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Deformacéo até a falha das tibias

N&o foram observadas diferencas significativas entre as deformagdes até falha das tibias
dos animais dos grupos undecilato e placebo, em nenhum dos tempos de avaliagdo. Os animais
do grupo undecilato apresentaram deformacao até falha significativamente (p<0,05) menores
gue quando comparado com os animais do grupo controle (sem lesdo) aos sete dias (Tabela 11

e figura 13).
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Tabela 11 - Média e desvio padrdo da deformacéo até a falha de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos do grupo controle e apds ostectomia monocortical de tibia proximal tratados com placebo
ou undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias p6s lesdo.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

72500° 67430% 57570° 56290° 450,00% 606,70° 650,002 552,50° 587,10
(16450) (21590) (127,7)  (147,50) (89,89)  (18550) (173,30) (190,60) (152,20)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com leséo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagdo.
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Figura 13 — Médias e desvios padrdo da deformacdo até a falha de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos sem lesdo e apds ostectomia monocortical de tibia proximal tratados com placebo ou
undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias pos lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

Mdédulo de elasticidade

Né&o foram observadas diferenca significativa entre os modulos de elasticidade das tibias
dos animais dos grupos undecilato e placebo e nem entre os os animais sem lesdo, em nenhum
dos tempos avaliados (Tabela 12 e Figura 14).



108

Tabela 12 - Média e desvio padrdo do mddulo de elasticidade de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos sem lesdo e ap6s ostectomia monocortical de tibia proximal e tratamento com placebo ou
undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a lesao.

D3 D7 D19 D28

Controle
(D7) Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

183,80~ 15540° 149,10% 167,20 160,80° 183,30% 176,00 186,808 180,50 A
(53,33) (33,74)  (2359)  (2470)  (40,96)  (28,87)  (3261)  (1661)  (37,55)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum ndo diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum néo difere pelo teste T nédo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais controle e com lesdo tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliagéo.
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Figura 14 - Médias e desvios padrdo do modulo de elasticidade de tibias de ratos obesos submetidos ao teste de
flexdo em trés pontos sem lesdo e ap0s ostectomia monocortical de tibia proximal e tratamento com placebo ou
undecilato de testosterona aos trés, sete, 19 e 28 dias apos a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05)

Avaliacéo histologica e histomorfométrica

Foi observada reparacdo 6ssea primaria em ambos os grupos (Undecilato e Placebo). A
reparacdo ocorreu de forma semelhante nos dois grupos endo foram notadas diferencas
significativas no processo de reparacdo. Aos trés dias foi observado tecido de granulagdo em
toda extensdo do defeito 6sseo. Aos sete dias, houve o preenchimento total do defeito por 0sso
esponjoso saudavel com trabéculas delgadas com lacunas predominantemente preenchidas por
ostedcitos e recobertas por osteoblastos fusiformes, houve um predominio de ostedcitos em

lacunas alargadas nos animais do grupo undecilato. Aos 19 dias apds a lesdo foi possivel
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observar processo de remodelacdo 6ssea em estagio intermediario sendo o canal medular
parcialmente preenchido por 0sso esponjoso com trabéculas mais espessas e por tecido medular.
Aos 28 dias processo de remodelacdo era um pouco mais avancado com canal medular
predominantemente preenchido por tecido medular e poucas trabéculas 6sseas espessas. A
regido correspondente ao defeito cortical estava totalmente preenchida por 0sso esponjoso com

trabéculas espessas (Figura 15).

| Placebo | Undecilato |

Figura 15 — Micrografia do osso neoformado em defeitos dsseos em tibias de ratos obesos, tratados com placebo
ou undecilato e testosterona aos trés, sete 19 e 28 dias ap6s a lesdo. Observar que a reparacdo dssea ocorreu por
primeira intesdo, que o0 0sso neoformado aos sete dias é esponjoso e que o processo de remodelacdo se encontra
avangado aos 28 dias. Hematoxilina eosina. Aumento de 200 x. Barra =200pum
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Area de tecido 6sseo no foco da lesdo

Verificou-se area de tecido 0sseo significativamente menor no foco de lesdo dos animais
do grupo undecilato, quando comparado aos animais do grupo placebo, aos sete dias. Ndo
houveram diferenca significativa na area de area de tecido 6sseo dos animais do grupo
undecilato e controle (sem leséo), em nenhum dos tempos de avaliacdo (Tabela 13 e Figura 16).
Tabela 13 - Médias e desvios padrdo da area de tecido 6sseo de tibias de ratos obesos submetidas ou ndo a

ostectomia monocortical e tratadas com placebo ou undecilato de testosterona, avaliagdes realizadas aos trés, sete,
19 e 28 dias apds a lesdo.

Controle D3 D7 D19 D28

Sem
lesdo Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato Placebo Undecilato

324 T 2743 3,10% 4.14° 3,00°A 3,03 3,614 3,73° 3,67°A
(1,51)  (1,31) (1,04) (0,60) (0,85) (1,16) (0,81) (1,05) (0,84)

2Nas linhas - médias com pelo menos uma letra mindscula comum n&o diferem pelo teste T ndo pareado
(p<0,05). Comparacdo entre animais tratado com placebo e undecilato, dentro de cada tempo de avalia¢do.
ANas linhas - médias com pelo menos uma letra maitscula comum nao difere pelo teste T ndo pareado (p<0,05).
Comparacéo entre animais sem lesdo e com les&o tratado com undecilato feita dentro de cada dia de avaliacéo.
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Figura 16 - Médias e desvios padrdo da area de tecido 6sseo de tibias de ratos obesos submetidas ou ndo a
ostectomia monocortical e tratados com placebo ou undecilato de testosterona, avaliacGes realizadas aos trés, sete,
19 e 28 dias ap0s a lesdo. * Diferem pelo teste T ndo pareado (p<0,05).

DISCUSSAO

O propdsito do presente trabalho foi fundamentado na hipOtese de que niveis
suprafisiologicos de testosterona circulante poderiam auxiliar na redugédo de gordura corporal
de ratos obesos e ainda, ajudar no processo de reparagdo 6ssea desses animais. Niveis basais de

testosterona e estrogenos sdo fundamentais para um bom metabolismo 6sseo (STUBBS, 1996;
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VANDENPUT et al., 2004; KLEIN, 2014; GOLDS et al., 2017) e alguns estudos mostram
ainda que, quando aplicada em altas doses, ela é capaz de propiciar reducdo da taxa de gordura
corporal e ainda gerar hipertrofia muscular (HERBST e BHASIN, 2004; PETER, 2005). Apesar
disso, pouco se sabe ainda da influéncia do undecilato de testosterona, analago da testosterona,
na massa corporal e no processo de reparacdo 0ssea de animais obesos, mesmo esse farmaco
sendo considerado como uma das melhores opg¢des do mercado (HOHL et al., 2009), devido
sua longa acdo e baixos efeitos colaterais. Chillaron (2016), descreve que o undecilato de
testosterona é benéfico nas populacdes de pacientes diabéticos, com hipogonadismo e também
em pacientes obesos, sendo essa nossa populagédo de estudo

Dessa forma, a utilizacdo neste estudo de undecilato de testosterona em uma populacéo
de ratos obesos embasou-se nas divergéncias encontradas na literatura acerca da obesidade e
reparacao 6ssea, em que, em alguns estudos ela foi vista como favoravel ao processo de
reparacdo 6ssea (ZHAO, 2007; CAO, 2011), enquanto por outros foi considerada desfavoravel
(SCHWETZ etal., 2012; FRYE et al., 2016; SCHELLER et al., 2016). Alem disso, trabalhando
com a aplicacao de testosterona em animais obesos nesse estudo, buscou-se uma nova estratégia
para manejo da obesidade, visando melhorar a composicdo corporal dos animais por meio da
reducdo da massa de tecido adiposo visceral. Na literatura, é descrita a correlagdo inversa entre
a testosterona e a gordura (HERBST; BHASIN, 2004; CARMO et al., 2012), visto que a
testosterona inibe a captacdo de lipidios e a atividade da lipoproteina-lipase (LDL) em
adipdcitos, responsavel pela estimulacdo da lipolise, aumentando o nimero de receptores b-
adrenérgicos lipoliticos. Além disso, ela ainda é capaz de inibir a diferenciacdo de células
precursoras de adipécitos (DE PERGOLA, 2000).

A dosagem de 8 mg/kg de undecilato de testosterona utilizada nesse trabalho, foi
baseada no estudo desenvolvido por WEN et al. (2000) em ratos, e apesar de 8 mg/kg ser
considerada uma dose suprafisiologica (KARAKIDA et al., 2017) ndo propiciou reducéo de
gordura corporal, como era esperado. No nosso trabalho, a auséncia de reducéo de gordura
corporal nos animais do grupo undecilato péde ser observada por meio da avalia¢cdo da massa
de tecido adiposo visceral e indice de adiposidade, que ndo diferiu significativamente entre 0s
grupos undecilato e placebo. Era esperada menor massa de tecido adiposo visceral e indice de
adiposidade no grupo undecilato. Herbst e Bhasin (2004) descreve que as mudancas induzidas
na massa magra e gorda por meio da utilizacdo de testosterona estdo correlacionadas com as
doses utilizadas. A melhor hipdtese a cerca do emagrecimento gerado pela testosterona, € que

0s andrégenos promovem o comprometimento de celulas pluripotentes mesenquimais na
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linhagem miogénica e inibem a adipogénese, por meio de uma via mediada por receptor de
andrdégeno. Em estudos em humanos, individuos ao receberem doses exdgenas de testosterona,
apresentaram uma perda mais rapida da deposicéo de lipidios e diminuicdo seletiva da massa
gorda no tecido adiposo visceral (PETER, 2005). Um estudo desenvolvido por Abdelhamed et
al.(2015), mostrou que em ratos machos com idade hipogonadal, a terapia de reposi¢éo de
testosterona diminuiu o tamanho das células de gordura visceral, interferindo na reducédo da
quantidade de gordura visceral. E importante salientar, que a maioria dos estudos que trabalham
com individuos obesos, nesses individuos os niveis séricos de globulina ligadora de horménios
sexuais, bem como de testosterona total, costumam estar diminuidos. Dessa forma, com
aplicacdo exdgena de testosterona em individuos deficientes da mesma, ndo é possivel afirmar
que eles realmente atingiram uma dose supra-fisiologica. Uma limitacdo do presente estudo foi
a ndo avaliacdo dos niveis séricos da testosterona logo néo € possivel afirmar que os animais
tiveram diminuicdo da testosterona basal em decorréncia da obesidade. Acredita-se que a
dosagem utilizada nesse estudo elevou a concentragdo de testosterona para niveis
suprafisiologicas como o observado em um estudo semelhante que utilizou a mesma dose sem
efeitos colaterais significativos (WEN et al., 2000). Steffens et al. (2002), também observaram
em seu estudo com ratos, que mesmo apds aplicagdes semanais de testosterona em nives
suprafisiologicas, ndo houve queima de gordura. Eles atribuiram esse achado a um possivel
estresse, visto que os animais eram submetidos a aplicagdes semanais de testosterona e estima-
se que possa ter acontecido 0 mesmo no presente estudo. Além do estresse das aplicacdes que
pode ter elevado as citocinas inflamatorias interferindo na perda de gordura, deve-se levar em
consideracdo que 0s animais continuaram a ingerir dieta hipercalérica e que ndo foram
submetidos a nenhuma mudanca de atividade que colaborasse para a perda de peso. O estresse
é responsavel pela liberacdo de cortisol, o qual possui relacdo direta a deposicéo de gordura e
com a obesidade. A gordura visceral tem um nimero aumentado de receptores para o cortisol
e o cortisol na presenca da insulina ativa o processo de lipogénese superior ao processo de
lipolise no tecido adiposo visceral (SUPLICY,2000).

A auséncia de diferenca significativa entre a avaliacdo de circunferéncia abdominal dos
grupos placebo e undecilato, apesar de ndo ser esperada, corrobora com os dados encontrados
na avaliagé@o da gordura visceral e indice de adiposidade desse estudo. Era esperada uma menor
circunferéncia abdominal nos animais do grupo undecilato, levando em consideragéo que a
circunferéncia abdominal é considerada um dos métodos indicadores de obesidade
(LACERDA et al., 2015; NOVELLLI, et al., 2016) e a testosterona seria responsavel por
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estimular a lipdlise, reduzindo entdo medidas como a circunferéncia abdominal. Com tudo,
observou-se que o undecilato de testosterona ndo influenciou significativamente na diminuigéo
da circunferéncia abdominal e nem na massa corporal. Esperava-se que 0s animais do grupo
undecilato apresentassem diferencas na massa corporal, visto que testosterona e seus analogos,
em doses suprafisioldgicas nos seres humanos, podem gerar aumento de massa magra e também
reducéo de gordura corporal (HERBST; BHASIN, 2004; CARMO et al., 2012). Dessa forma,
0s animais submetidos a aplicagédo de testosterona poderiam apresentar maior massa corporal,
devido ao anabolismo muscular, com consequente aumento de massa magra, ou ainda reducéo
da massa corporal, devido ao declinio de gordura visceral e consequente emagrecimento.
Quando avaliada a circunferéncia abdominal e massa corporal antes e apds o tratamento, foi
observada maior circunferéncia abdominal no dia trés de avaliacdo e ainda maior massa
corporal nos dias 19 e 28 de avaliacdo. Esse fato pode estar relacionado ao crescimento e ganho
de peso dos animais ao longo dos dias do pos-operatorio, visto que o crescimento esquelético
de ratos Wistar termina em torno dos 120-140 dias (BOLANOS; DE ARRUDA, 2009) e 0 peso
de um rato macho adulto pode atingir de 350 a 500 gramas (NEVES et al., 2013) e dessa forma,
0s animais entdo ainda estavam ganahando massa corporal. Cogita-se ainda, a possibilidade de
0s animais terem um maior ganho de massa magra e muscular devido a a¢do anabdlica da
testosterona. Peter (2005), descreve que em roedores, a testosterona aumenta os sinais mediados
pelo receptor B-adrenérgico para a lip6lise em vérias etapas da cascata lipolitica. Com isso, a
testosterona € considerada um regulador potente da lipdlise, o que favorece o0 emagrecimento
dos animais, interferindo na circunferéncia abdominal e ainda na massa corporal, mas nao foi
possivel observar isso nesse estudo. Entretanto, é importante lembrar que apesar da acdo
conhecida da testosterona na gordura, outros fatores sao relevantes e também estédo envolvidos
no processo de emagrecimento. Apenas elevar os niveis de testosterona podem nao ser o
suficiente para levar a uma perda de peso. Podem ser necessarias alternativas como dieta e
realizacéo de atividade fisica para potencializar a acdo da testosterona no organismo. A préatica
regular de exercicios fisicos induz varias alteracbes hormonais e € responsavel por provocar
elevacdo nos niveis de testosterona (CUNHA, 2012), o que seria interessante em individuos

obesos, como o grupo experimental desse estudo.

A menor massa 0ssea total observada nos animais do grupo undecilato em relagdo ao grupo
placebo, no dia sete de avaliacdo ndo era esperada. Era previsto que o grupo undecilato
apresentasse maior massa de tecido 0sseo, devido a potencial agdo anabdlica da testosterona no

0sso, como foi descrita por Prakasam et al. (1999), Oliveira et al. (2010) e Wang et al. (2013).
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Os estudos de Prakasam et al. (1999) e Wang et al., (2013), apesar de ndo trabalharem com
uma populagdo de individuos obesos mostram que houve acdo anabdlica da testosterona no
0ss0. No estudo de Prakasam et al. (1999), a analise da histomorfometria 6ssea das tibias dos
ratos orquiectomizados ap6s a reposicédo de testosterona, mostrou que houve neutralizacéo do
efeito de porose intracortical, supressdo da remodelagdo Gssea e aumento a massa e densidade
6ssea. No estudo de Wang et al. 2013, foi observado por meio da utilizagdo de doses baixas e
fisioldgicas de undecilato de testosterona a longo prazo, em humanos com osteoporose, maior
densidade da massa 0ssea da coluna lombar e do colo do fémur, e ainda melhor remodelacéo
6ssea. Ja no estudo de Ng Tang Fui et al., (2018), com individuos obesos, foi observado o efeito
do tratamento com testosterona na remodelacdo e densidade 6ssea de homens obesos,
submetidos a dieta e que receberam aplicacGes de undecilato de testosterona (mesmo farmaco
utilizado em nosso estudo). Em seu estudo, houve reducdo da remodelacdo 6ssea, porém isso
ndo foi convertido em uma maior densidade de massa 6ssea. Apesar do estudo de Ng Tang Fui
et al. (2018) se tratar de individuos obesos, é importante salientar que sua populacéo de estudo
apresentava deficiéncia de testosterona, e as aplicacdes foram afim de suprir essa deficiéncia,
ndo atingindo possivelmente uma dose suprafisiologica. Acredita-se, que no presente estudo,
0s animais do grupo undecilato apresentaram maior reabsorcdo 6ssea do que deposicdo 6ssea
(observada também na avaliacdo histoldgica, a qual sera discutida posteriomente), justificando
entdo a menor massa 0ssea total. Levando em consideracdo que esse estudo trabalhou com
populacdes de animais obesos, hipotetiza-se ainda, que o0s animais de um modo geral, em
decorréncia da obesidade podem ter tido uma maior inflamacdo, levando ao aumento de
citocinas pré-inflamatdrias circulantes com consequente maior reabsorcéo 6ssea (CAO, 2011).
Essa inflamagéo possivelmente foi ainda mais exarcebada nos animais do grupo undecilato, em
decorréncia do estresse das aplicagdes semanais do farmaco, visto que o undecilato de
testosterona é uma medicacdo oleosa, de administracdo lenta e que pode gerar dor durante a
aplicacdo, principalmente pelo fato de os animais nem sempre serem colaborativos. Ainda em
relagdo a massa Ossea total, esperava-se que os animais do grupo undecilato apresentassem
maior massa 0ssea total do que os animais do grupo controle (sem lesdo), devido a quantidade
de osso neoformado para reparacdo do defeito, porém isso ndo foi observado, visto que a massa
0ssea total dos dois grupos néo diferiram. Os animais do grupo undecilato sofreram leséo éssea,
e com isso, esperava-se que 0 0sso ao ser lesionado e ao iniciar o0 processo de reparacéo 0ssea
primaria, fizesse deposicao direta de tecido 6sseo no local da lesdo (SCHINDELER et al.,
2008), e consequentemente convertesse em um aumento de massa 0ssea total. Esperava-se

ainda, que fosse observada uma maior massa 0ssea total nos animais do grupo undecilato em
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decorréncia de uma reacdo periosteal. Os animais do grupo controle (sem leséo), como nédo
necessitaram realizar o processo de reparacdo 0ssea, deveriam apresentar menor massa 0ssea
total. Dessa forma, acredita-se que a auséncia de diferenca entre a massa 0ssea total entre o
grupo undecilato e controle (sem lesdo) seja devido a um processo de reabsor¢do 6ssea dos
animais do grupo undecilato, de forma que houve deposi¢do 6ssea no foco na lesdo mas

prevaleceu o processo de reabsorcao Gssea e com isso as massas ndo difereriam.

A auséncia de diferenca significativa entre a avaliacdo de massa 0ssea organica entre 0s
grupos placebo e undecilato nos mostra que o undecilato ndo influenciou significativamente na
sintese e reabsor¢do dos tecidos ndo minerais do 0sso como 6rgéo. A parte organica da matriz
Ossea é sintetizada pelos osteoblastos, sendo eles as células Gsseas que mais expressam
reatividade aos androgenos (NOTELOVITZ, 2002). Dessa forma, esperava-se que com a
utilizacdo do undecilato de testosterona o grupo undecilato apresentasse maior massa 0ssea
organica. Além disso, como a por¢do organica do 0sso é responsavel pela resisténcia a fratura,
(CASTRO JR et al., 2008) e ela nao diferiu entre os grupos, foi possivel observar no teste de
flexdo em trés pontos (discutido posteriormente) que também ndo houve diferenca na forca
entre 0s grupos. Ja a maior massa 0ssea organica observada no dia sete de avaliagcdo do grupo
undecilato quando comparado com o grupo controle (sem lesdo), se deve a injdria 6ssea, a qual
levou a uma resposta inflamatéria e a formacéo de tecido cicatricial no foco da lesdo e em toda
a regido periosteal (SCHINDELER et al., 2008).

A menor massa 6ssea mineral observada no grupo undecilato quando comparado com o0s
grupos placebo e sem leséo, difere do esperado. Esperava-se que o grupo undecilato por meio
da utlizacdo de doses suprafisiologicas de testosterona apresentasse uma maior estimulacdo de
mineralizacdo 0ssea. Hipotetiza-se, que no nosso estudo possivelmente, os animais submetidos
a aplicacdes de undecilato de testosterona tiveram 0s processos de reabsor¢do mais presentes
do que o processo de deposicdo de matriz 0ssea, interferindo diretamente na massa 0ssea
mineral. Alteragdes dos niveis séricos dos androgenos estdo associados com um desequilibrio
entre formacéo e reabsor¢do 6ssea (VANDERSCHUEREN et al., 2014) e dessa forma, supde-
se gque doses suprafisioldgicas de testosterona, fizeram com que prevalecesse 0s processos de
reabosorcdo. Ahmad et al. (2013) mostraram resultados favoraveis em seu estudo de fraturas
tibiais em coelhos, que com aplicagdes de decanoato de nandrolona (outro analogo da
testosterona), houve uma alta atividade osteoblastica e uma melhor mineralizagdo nos animais
tratados com a testosterona. Entretanto, é importante lembrar que sua populacéo de estudo ndo

era obesa, ndo sofrendo entdo interferéncia do fator obesidade. No presente estudo, como foram
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avaliados animais obesos, o processo de mineralizagéo pode ter sido afetado pela obesidade. A
obesidade pode levar a um processo inflamatdrio exacerbado no local da lesdo dssea, e com
isso pode ocorrer maior osteoclasia e, portanto, menor massa 0ssea mineral. O estudo
desenvolvido por Gao et al. (2018), mostra que a obesidade influenciou negativamente na
reparacdo de fraturas Osseas de camundongos, de forma que os animais do grupo obeso
apresentaram retardo na cicatrizacao da fratura, além de niveis séricos do mediador inflamatério
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) persistentemente aumentados apos a lesdo dssea. O
aumento dos mediadores inflamatdrios possivelmente levou a maior osteoclasia e, consequente
menor massa 6ssea mineral, retardando o processo de consolidacéo.

A avaliacdo histoldgica mostrou que o processo de reparacao 6ssea nesse estudo ocorreu
de forma primaéria tanto no grupo placebo quanto no grupo undecilato, havendo deposicéo direta
de tecido 6sseo no local lesionado. Além disso, pode ser observado que a reparacdo ocorreu de
forma semelhante em ambos os grupos. A fase inflamatéria do processo de reparacdo 0ssea,
observada nos grupos placebo e undecilato aos trés dias, também pode ser observada em um
estudo que avaliou a acdo da testosterona em feridas cutaneas em ratos (GONCALVES, 2018).
Diferente do presente estudo, a fase inflamatdria ocorreu um pouco mais tardia, aos sete dias,
periodo o qual houve preenchimento da ferida cutdnea de todos os grupos, por tecido de
granulacdo. No presente estudo, no dia sete, a analise qualitativa do tecido ésseo do foco da
lesdo mostrou que o grupo undecilato em relagcdo ao grupo placebo apresentava lacunas dsseas
mais alargadas, com mais ostedcitos ativos, indicando um maior processo de reabsor¢ao 6ssea.
Acredita-se a maior reabsor¢do 0ssea observada nos animais do grupo undecilato do presente
estudo possa estar relacionada a dose utilizada do fArmaco ou ainda em decorréncia do estresse
promovido pela obesidade. Sabe-se que a obesidade esta associada com alteracdes no perfil
hormonal reprodutivo e que homens moderadamente obesos apresentam baixa quantidade de
testosterona total (LIMA et al.., 2000), entdo dessa forma, existe uma possibilidade que a
dosagem aplicada nesse estudo ndo tenha atingido uma dose suprafisioldgica, pois 0s animais
diante da obesidade poderiam apresentar deficiéncia de testosterona. Uma outra possibilidade,
levando em consideragéo que os animais obesos nao apresentassem deficiéncia em testosterona,
é que por meio da administracdo de uma dose suprafisiologica de testosterona, possa ter
ocorrido um feedback negativo no organismo, havendo diminuicéo da produgéo de testosterona
enddgena, e com isso houve diminuigdo da concentragdo total de testosterona, interferindo
entdo no processo de reparacdo. Dessa forma, a diminuicdo dos niveis de androgenos
disponiveis, poderia levar a um aumento do tempo de vida de osteoclastos e favorecer a

apoptose de osteoblastos, induzindo o desequilibrio entre formacg&o e reabsor¢do 6ssea, como
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descrito por Manolagas et al. (2002). J& em relagdo a possivel reabsorcdo dssea ligada ao fator
obesidade, acredita-se que houve aumento de citocinas pro-inflamatorias circulantes em
decorréncia da obesidade. Dessa forma, o aumento dessas citocinas pode promover atividade
osteoclastica e reabsorcdo 6ssea por meio da modificacdo do receptor ativador de NF-kappa
beta (RANK), RANK ligante (RANKL) e osteoprotegerina (OPG), como descrita por Cao,
(2011). Destaca-se ainda que a producdo excessiva de leptina pelos adipdcitos na obesidade
também interfere diretamente na formacdo 0ssea ou indiretamente na reabsor¢do Ossea. O
estudo de Ahmad et al. (2013), evidenciou que a utilizacdo de analagos de testosterona (no
caso, a nandrolona) em coelhos propiciou uma melhor cicatrizacdo da fratura éssea, com
predominio de trabéculas espessadas, formagdo de lamelas Osseas e maior proliferacdo
osteoblastica. J& o estudo de Ng Tang Fui et al., (2018), o qual trabalharam com individuos
obesos, foi evidenciado a reducdo da remodelacdo Ossea em homens obesos tratados com
testosterona, porém isso ndo foi convertido em uma maior densidade de massa Ossea. A
avaliacdo histologica do presente estudo, mostrou ainda que nos dias 19 e 28, 0 0ss0 ja estava
em processo de remodelacdo, porém esse processo ainda nao estava completo, como era
esperado.

A avaliacdo histomorfométrica permitiu observar menor area de tecido 6sseo no grupo
undecilato quando comparado com o grupo placebo no sétimo dia de avaliacdo, o que nédo era
esperado, visto que como discutido anteriormente, diversos estudos mostram que a testosterona
esta relacionada a formacdo e renovacdo 6ssea (NOTELOVITZ, 2002; VANDENPUT et al.,
2004; GUSMADO, et al., 2007) através da ativacdo do receptor de andrdgenos e indiretamente,
através da estimulacdo dos receptores de estrogenos apds aromatizacdo (NOTELOVITZ, 2002).
Novamente, acredita-se que a menor area de tecido 6sseo observada no grupo undecilato possa
ser em decorréncia de um maior processo de reabsorcdo 0ssea, tendo sido ocasionado por
alteracfes nos niveis séricos de testosterona, visto que VANDERSCHUEREN et al. (2014)
descrevem que os niveis de testosterona estdo associados com um desequilibrio entre formacéo
e reabsorcdo Gssea. Ja a auséncia de diferenca significativa na area de area de tecido 6sseo dos
animais do grupo undecilato em relacdo ao grupo controle, ndo era esperada, visto que 0s
animais do grupo undecilato ao sofrerem lesdo 0ssea, realizaram repara¢do com deposicao de
0sso no local da leséo, devendo apresentar maior area de tecido 0sseo, 0 que ndo foi observado

nesse estudo.

Os resultados de forca maxima e deformacdo até a falha das tibias entre os grupos

undecilato e placebo, mostram que undecilato de testosterona néo interferiu significativamente



118

na capacidade do 0sso de suportar carga e deformar, pois, suportaram da mesma forma a carga
méaxima e deformaram a mesma quantidade antes de fraturar. A menor forca méxima do grupo
undecilato em relacdo ao grupo controle (sem lesdo) observada no dia trés, esta relacionada a
perda de tecido d6sseo, gerada pela lesdo, a qual interferiu na forca maxima. Assim como
descrito por Loi et al., (2016), nessa fase, 0os animais estavam em fase de inflamagéo, momento
em que a iniciava-se a osteogénese e dessa forma o 0sso ainda estaria fragil. J& a menor forca
méaxima encontrada no dia sete, nos animais undecilato quando comparado com controle (sem
lesdo), ndo era esperada pois, no dia sete 0s animais estavam no pico de reparacdo sendo entdo
esperado que o grupo undecilato apresentasse maior forca. Também era esperado que no dia 19
de avaliacdo, o grupo undecilato apresentasse maior forca maxima, o que ndo foi observado.
Independente da aplicacdo de testosterona, histologicamente, aos 19 dias, 0 0sso ja estaria em
fase final de reparacdo e dessa forma ja teria recuperado sua forca. Além disso, como a
testosterona influencia diretamente em uma maior massa 6ssea, com a aplicacao de undecilato
de testosterona acreditava-se em uma maior massa 0ssea e consequentemente maior forga
maxima, mas como ja descrito, nao foi observado. O resultado de menor deformacéo até a falha
observada no grupo undecilato no sétimo dia de avaliacdo quando comparado com o controle
(sem lesdo), reforcam os resultados encontrados na avaliacdo de forca méxima, em que 0 0SS0
mesmo Nno seu pico de reparacgdo, ainda estava mais fragil. Visto tudo isso, foi possivel observar
que o undecilato ndo proporcionou maior resisténcia no o0sso. Clarke e Khosla (2009),
descrevem que individios com deficiéncia de androgénio podem ter densidade mineral 6ssea
reduzida (DMO), o que leva a reducéo da forca esquelética e aumenta o risco de fratura.

O modulo de elasticidade também ndo apresentou diferencas entre os grupos placebo,
undecilato e controle, 0 que j& era esperado, levando em consideragdo que o modulo de
elasticidade foi obtido por meio da forca maxima e taxa de deformag&o. Sabendo que o médulo
de elasticidade tem relacdo direta com a mineralizagdo da matriz extracelular (FORESTIER-
ZHANG; BISHOP, 2015), os resultados encontrados corroboram com o resultado da avaliacdo
de massa 0ssea mineral, o qual ndo diferiu entre o grupo placebo e undecilato.

A literatura em relagdo a influéncia da testosterona na avaliacdo de forga maxima,
deformacéo até a falha e mddulo de elasticidade do 0sso ainda é escassa. Sabe-se que esses
parametros estdo relacionados a resisténcia do 0sso, e podem sofrer interferéncia do fator
obesidade, que diminui a massa 0ssea e consequentemente diminui a resisténcia do 0sso, pois
guanto maior a massa 6ssea mais resistente ele €. Ainda é importante lembrar que individuos
obesos podem ter reducdo da testosterona basal (LIMA et al., 2000), dessa forma, com uma

menor concentracdo de testosterona ha reflexos na massa dssea e consequentemente resisténcia
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do osso. Hipotetiza-se que nesse estudo, por meio de aplicagcbes semanais de 8 mg/kg em
animais obesos, pode-se ndo ter atingido uma dose supra-fisiologica de testosterona nos animais
devido a obesidade. Dessa forma, nao foi possivel identificar se a testosterona realmente nao
influenciou na resisténcia 0ssea, como esperado, ou se os efeitos deletérios da obesidade

prevaleceram.

CONCLUSAO

Por meio desse estudo, foi possivel concluir que a utilizacdo do undecilato de
testosterona na populacéo de ratos obesos néo foi capaz de diminuir a massa de tecido visceral
e indice de adiposidade, ndo propiciando reducdo de taxa de gordura corporal. O undecilato de
testosterona foi capaz de estimular producdo de massa Gssea organica e aumentar a atividade
do ostedcito, entretanto ndo teve influéncia positiva na producdo massa 0ssea total e mineral, e
nem aumentou a area de tecido 0sseo neoformado. Também n&o foi observado melhora na

resisténcia dssea.
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ANEXO 1

Comité de Etica em Experimentacdo animal

D;El:l .
<5 Uniube

Comité de Etica em Experimentacio Animal

Oficio CEEA-001/2020 Uberaba, 9 de marco de 2020

Ilmo. Prof.
ENDRIGO GABELLINI LEONEL ALVES

Assunto: Encaminha processo n® 028/2019, sobre o protocolo de aula pratica “Influéncia do

undecilato de testosterona na reparaciao éssea de ratos normais e obesos”,
Prezado (a) Professor(a),

Em resposta a sua solicitacdo, informo que o protocolo acima referido foi submetido a
avaliagdo do CEEA-UNIUBE, em reunido no dia 08/11/2019, sendo considerado aprovado.

Atenciosamente,

£

deofa. Joaly . Fipuaieado Jittar

Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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ANEXO 2

Formalina tamponada a 10% - 5 L.itros

1. Em uma balanca de precisdo, pesar 32,5 gramas de fosfato de sddio dibasico avidro;
2. Diluir o fosfato de sodio dibasico avidro em 2.250 ml de agua destilada;

3. Pesar 20 gramas de fosfato de s6dio monobasico monohidratado;

4. Diluir o fosfato de s6dio monobasico monohidratado em 2.250 ml de 4gua destilada;

5. Misturar as duas solucdes obtidas em 500 ml de formol e armazenar o volume total em um

galéo.
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ANEXO 3
Protocolo de preparo de EDTA 10% (pH 7,4) — 1 litro

(para descalcificacao dssea)

1. Em uma proveta graduada, colocar aproximadamente 800 mL de &gua destilada ou de

0SMOSE reversa,

2. Em balanga de precisdo, pesar 100 g de EDTA tetrassddico;

3. Em um Becker, adicionar a agua e 0 EDTA, e diluir completamente o soluto com um

agitador magnético;

4. Com auxilio de um medidor de pH, corrigir o pH da solucéo para 7,4, adicionando acido
cloridrico (HCI) 37% quando bésica, ou hidréxido de sédio (NaOH) sélido quando &cida;

5. Despejar a solugdo em uma proveta e completar com agua destilada até atingir 1.000 mL.
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ANEXO 4

Protocolo de preparo de PBS 1,5 molar — 1 litro
1. Em uma proveta, colocar aproximadamente 800 mL de agua ultrapura;
2. Dissolver em agua ultrapura com auxilio de um agitador magnético:
80 g de cloreto de sodio
2 g de cloreto de potéssio
11,5 g de fosfato de sddio avidro
2 g de fosfato de potéssio

3. Com auxilio de um medidor de pH, corrigir o pH da solucéo para 7,2, adicionando acido

cloridrico (HCI) 37% quando basica, ou hidréxido de sédio (NaOH) sélido quando &cida;

4. Despejar a solucdo em uma proveta e completar com agua ultrapura até atingir 1.000 mL;
5. Transferir para frasco ambar;

6. Armazenar a 4°C.

Notas:

i. Dentro de alguns dias, quando eficientemente preparada, a solu¢do formara cristais no

fundo do frasco.

ii. Para a utilizacdo, descristalize a solucdo por imersédo do frasco em 4gua em temperatura

ambiente ou em banho-maria a 30°C.

Protocolo de preparo de PBS 0,15 molar — 1 litro

1. Em uma proveta, colocar 100 mL de PBS 1,5 molar e 900 mL de agua ultrapura;

2. Transferir para frasco ambar;

3. Armazenar a 4°C.
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Notas:
i. Esta solucéo é utilizada para armazenamento dos 0ssos ap0ds a descalcificacao.

ii. Esta solucéo é utilizada no preparo das amostras para dosagem de calcio.



