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“Ha verdadeiramente duas coisas
diferentes: saber e crer que se sabe.
A ciéncia consiste em saber; em crer que
se sabe reside a ignorancia.” —

Hipocrates.



RESUMO

A osteonecrose é uma doenca caracterizada pela morte dos constituintes ésseos.
Alguns compostos, como bifosfonatos, que atuam inibindo a reabsorgdo éssea,
podem induzir a osteonecrose. Quando a doenca ocorre nos maxilares induzida
pelo uso de bifosfonatos ela € chamada de BRONJ - Bisphosphonate Related
Osteonecrosis of the Jaws. A obesidade é considerada um problema de saude
publica e apresenta relagcdo com outras doencas orais, como cérie e doenca
periodontal. Este estudo é pioneiro na identificacdo da relacdo entre obesidade e
osteonecrose induzida por bifosfonatos. O objetivo deste trabalho foi analisar a
influéncia da obesidade no desenvolvimento da osteonecrose por bifosfonatos por
meio de andlises murinométricas, histolégicas, imuno-histoquimicas e
morfométricas. O experimento foi composto por 24 ratos machos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus) com idade e peso aproximados de 30 dias e 180g.
Foram divididos aleatoriamente e de maneira simples em quatro grupos:
saudavel, osteonecrose, obeso e obeso com osteonecrose. Foi realizada a
inducao da osteonecrose com utilizacdo de acido zoledrdnico em solucao injetavel
de 4mg/5mL via intraperitoneal, para cada 250ug/Kg, uma vez por semana,
durante oito semanas, associada ao trauma 0sseo (exodontia do primeiro molar
inferior esquerdo) e inducdo da obesidade com uso de dieta de alto indice
glicémico. Cada grupo foi avaliado qualitativamente e quantitativamente com
relacdo a: desenvolvimento da obesidade; desenvolvimento da osteonecrose,
além da macroscopia e microscopia das lesées maxilares. Os resultados foram
expressos como a percentagem da média e o desvio padrdo, e analisados
estatisticamente empregando-se analise de variancia (ANOVA) “one-way” seguido
do pés-teste de Tukey (a = 5%). Os grupos obeso e obeso com osteonecrose
apresentaram maiores médias e desvios padrdes em relagdo aos seguintes
parametros de avaliacdo da obesidade: evolucdo ponderal (350.6 £ 92.19 g e
341.9 + 91.43 g, respectivamente), comprimento nasoanal (27.17 + 1.16 cm),
indice de Lee (0.30 £ 0.00 g/cm), indice de massa corporal (0.68 + 0.04 g/cm2 e
0.69 + 0.04 g/cm?) e circunferéncia abdominal (20.5 £ 0.21 cm e 19.1 £ 0.14 cm).
Em relacédo a circunferéncia toracica esta foi maior no grupo obeso (18.0 + 1.28
cm), assim como o indice de adiposidade que foi maior nos animais que

receberam a dieta de alto indice glicémico (grupo obeso - 10.0 £+ 1.03 g e grupo
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obeso com osteonecrose - 10.4 + 0.86 g). Morfologicamente foi observado que os
animais no grupo com osteonecrose e no grupo obeso com osteonecrose
apresentaram areas maiores de necrose (médias: 172.83 £ 18.19 pm? e 290.33 +
15.77 um?, respectivamente) (p < 0,0001). Foi observado esteatose hepatica e
aumento do tamanho dos adipdécitos no grupo obeso (média: 97.75 £ 1.91 um?) e
no grupo obeso com osteonecrose (meédia: 98.41 + 1.56 um?), indicando maior
dano nos tecidos nesses grupos (p < 0,0001). Em relacdo as analises imuno-
histoquimicas, os grupos saudavel e obeso apresentaram intensa deposi¢do de
matriz extracelular. Quanto ao TNF-alfa, observou-se marcacdo intensa e
multifocal nos grupos osteonecrose (27.59 + 7.65 um?) e obeso (25.52 + 8.31
um32). Para o TGF-B, a marcacao também foi intensa e multifocal especialmente
no grupo obeso com osteonecrose (44.98 + 3.93 um?). J4 para o colageno | a
marcacdo foi mais intensa nos animais saudaveis (26.73 + 8.29 um2), enquanto
nos outros grupos foi discreta e focal. Percebe-se a influéncia da obesidade no
desenvolvimento da osteonecrose uma vez que 0s animais dos grupos obeso e
obeso com osteonecrose demonstraram maiores danos teciduais. O estudo
sugere que o TNF-alfa e o TGF-f podem desempenhar papéis importantes no
dano e reparo do tecido 6sseo. A possivel interacdo entre o TGF-3, TNF-alfa e o
coldgeno | no tecido Osseo pode ser essencial para compreender o
remodelamento 0sseo, prevencdo e tratamento de doencas, portanto mais

estudos sédo necessarios para explorar os mecanismos existentes.

Palavras-chave: Osteonecrose; Acido zoledrdnico; Obesidade: Maxila; Ratos
Wistar.
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ABSTRACT

Osteonecrosis is a disease characterized by the death of bone constituents. Some
compounds, such as bisphosphonates, which work by inhibiting bone resorption,
can induce osteonecrosis. When the disease occurs in the jaws induced by the
use of bisphosphonates, it is called BRONJ - Bisphosphonate Related
Osteonecrosis of the Jaws. Obesity is considered a public health problem and is
related to other oral diseases, such as caries and periodontal disease. This study
is pioneering in identifying the relationship between obesity and bisphosphonate-
induced osteonecrosis. The aim of this work was to analyze the influence of
obesity on the development of bisphosphonate-induced osteonecrosis through
murinometric, histological, immunohistochemical, and morphometric analyses. The
experiment consisted of 24 male Wistar rats (Rattus norvegicus) with an
approximate age and weight of 30 days and 180g. They were randomly and simply
divided into four groups: healthy, osteonecrosis, obese, and obese with
osteonecrosis. Osteonecrosis was induced using zoledronic acid in an injectable
solution of 4mg/5mL via intraperitoneal, at a dose of 250ug/Kg, once a week for
eight weeks, along with bone trauma (extraction of the left lower first molar) and
induction of obesity using a high-glycemic-index diet. Each group was qualitatively
and quantitatively evaluated for obesity development, osteonecrosis development,
as well as macroscopic and microscopic maxillary lesions. The results were
expressed as the mean percentage and standard deviation and statistically
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's post-
test (a = 5%). The obese and obese with osteonecrosis groups showed higher
means and standard deviations for the following obesity evaluation parameters:
weight gain (350.6 £ 92.19 g and 341.9 = 91.43 g, respectively), nasoanal length
(27.17 £ 1.16 cm), Lee index (0.30 £ 0.00 g/cm), body mass index (0.68 + 0.04
g/cm? and 0.69 £ 0.04 g/cm?), and abdominal circumference (20.5 + 0.21 cm and
19.1 £ 0.14 cm). The obese group also had a larger chest circumference (18.0 £
1.28 cm), as well as a higher adiposity index in animals receiving the high-
glycemic-index diet (obese group - 10.0 + 1.03 g and obese with osteonecrosis
group - 10.4 £ 0.86 g). Morphologically, it was observed that animals in the

osteonecrosis group and obese with osteonecrosis group had larger areas of
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necrosis (means: 172.83 + 18.19 um2 and 290.33 = 15.77 umz2, respectively) (p <
0.0001). Hepatic steatosis and increased adipocyte size were observed in the
obese group (mean: 97.75 = 1.91 uym?) and the obese with osteonecrosis group
(mean: 98.41 £ 1.56 um?), indicating greater tissue damage in these groups (p <
0.0001). Regarding immunohistochemical analyses, the healthy and obese groups
showed intense extracellular matrix deposition. For TNF-alpha, intense and
multifocal staining was observed in the osteonecrosis (27.59 + 7.65 um?) and
obese (25.52 + 8.31 um?) groups. For TGF-B, staining was also intense and
multifocal, especially in the obese with osteonecrosis group (44.98 + 3.93 um2). As
for collagen |, staining was more intense in healthy animals (26.73 £ 8.29 um?),
while in other groups, it was discrete and focal. The influence of obesity on the
development of osteonecrosis is evident, as animals in the obese and obese with
osteonecrosis groups demonstrated greater tissue damage. The study suggests
that TNF-alpha and TGF-f may play important roles in bone tissue damage and
repair. The potential interaction between TGF-B, TNF-alpha, and collagen 1| in
bone tissue could be essential for understanding bone remodeling, disease
prevention, and treatment. Therefore, further studies are needed to explore the

existing mechanisms.

Keywords: Osteonecrosis; Zoledronic acid; Obesity; Maxilla; Wistar Rats.
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1. INTRODUCAO

A Associacao Americana de Cirurgides Bucomaxilofaciais (AAOMS) definiu
a osteonecrose relacionada a medicamentos nos maxilares (MRONJ) como a
presenca de exposicdo 0ssea ou 0SSO que possa ser sondado através de uma
fistula intraoral ou extraoral na regido bucomaxilofacial, persistindo sem reparo
por mais de oito semanas em pacientes submetidos a tratamento com
medicamentos antirreabsortivos ou antiangiogénicos, com auséncia de terapia
prévia por radiacdo ou doencas metastaticas nos maxilares (1).

Dentre os medicamentos antiangiogénicos e antirreabsortivos com
potencial para induzir a doenca, podemos mencionar os bifosfonatos, que
pertencem a uma classe de medicamentos indicados para o tratamento de
distarbios osteoliticos ou do metabolismo 6sseo, como osteoporose, doenca de
Paget, metastases Osseas (principalmente resultantes de tumores primarios
localizados na mama, pulmdo, prostata ou mieloma mdultiplo), hipercalcemia
associada a malignidades e osteogénese imperfeita (2).

Os bifosfonatos atuam inibindo a reabsorcdo 6ssea, e esse efeito €
principalmente atribuido a sua acédo inibitéria sobre os osteoclastos. Eles se
concentram nos 0ssos, devido a sua alta afinidade por cristais de hidroxiapatita.
Durante a reabsorcdo osteoclastica, esses medicamentos sao fagocitados pelos
osteoclastos juntamente com a matriz 6ssea degradada por meio da acédo de
proteases e acidos liberados por essas células. Uma vez fagocitados, os
bifosfonatos atuam dentro dos osteoclastos, prejudicando sua funcéo (3).

Na fase de reabsorcdo Ossea dos osteoclastos, o fator transformador do
crescimento beta (TGF-() € liberado da matriz éssea e ativado, deste modo passa
a recrutar células-tronco mesenquimais para a area de reabsor¢cdo. Em seguida
as ceélulas-tronco mesenquimais passam pelo processo de diferenciacédo
osteoblastica e depositam novas células 0sseas na area de reabsorcédo mantendo
assim a integridade estrutural do tecido (4). Além disso, o TGF- também recruta
fibroblastos, que atuam na sintese de colageno do tipo |, importante para a
remodelacgao (5) (Figura 01).

O TGF-B é produzido inicialmente na forma inativa associado ao LAP
(peptideo associado a laténcia), sendo incapaz de interagir com seus receptores
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especificos e assim desempenhar seu papel biolégico. Apdés a sintese, esta
citocina € secretada no intersticio, sendo armazenada em associacdo com
proteinas de matriz extracelular até sua ativacédo onde fica apta para interagir com
seus receptores especificos (6). Sua liberagdo na matriz 6ssea durante a
reabsorcdo 0ssea osteoclastica é fundamental para o direcionamento e migracao

de células-tronco mesenquimais 0sseas para as superficies de reabsorcéo (7).

i )
Lo
TGE-B FIBROBLASTOS
ATIVADO

mE aH
CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS

MATRIZ OSSEA

AREA DE ABSORCAO

TGF-g
INATIVO

Figura 01 — Representacao do processo de reabsor¢édo 6éssea com liberacédo do
TGF- B.

Um dos problemas de saude que pode afetar o tecido 6sseo € a obesidade.
Este, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atinge aproximadamente
650 milhdes de adultos em todo o mundo. A obesidade resulta do acumulo de
gordura no corpo. O excesso de tecido adiposo leva a um estado de inflamacao
cronica e estresse oxidativo, que causam danos celulares (8). Ambas as
situacdes estao relacionadas ao desenvolvimento de comorbidades associadas a
obesidade, incluindo resisténcia a insulina, dislipidemia, esteatose hepatica,
problemas intestinais, doencgas renais, hipertensdo e o surgimento de varios tipos
de cancer, como o cancer colorretal (9).

A Osteonecrose nos maxilares relacionada a bifosfonatos (BRONJ)

apresenta alto grau de morbidade, também com impacto negativo na qualidade de



vida do paciente (10). Muitas perguntas relacionadas a BRONJ ainda precisam
ser esclarecidas. No entanto, existe uma contradicdo nesta situacéo, pois um dos
efeitos mais sérios causados pelo uso destes medicamentos ocorre exatamente
no tecido onde ele deveria exercer fungéo de protecdo (11). Apesar da existéncia
de hipbéteses que buscam elucidar os mecanismos que culminam na
osteonecrose, se faz necessario o estudo dos complexos e dinamicos
mecanismos que envolvem a fisiopatologia 6ssea e associado a isso, os fatores
ainda ndo estudados, que podem influenciar esses mecanismos como por

exemplo, a obesidade (12).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos

A osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamento (MRONJ) € uma
condicdo de saude critica (11). Dentre os medicamentos que podem gerar este
problema podemos citar os bifosfonatos, que correspondem a uma classe de
medicamentos indicados para o tratamento de doencas ésseas (2,13), porém
existem estudos que comprovam que o uso destes bifosfonatos influencia
diretamente no desenvolvimento da osteonecrose (14-16).

Os bifosfonatos se acumulam na matriz dssea, por adsor¢cdo e
incorporacdo a estrutura da hidroxiapatita, mantendo-se por um longo tempo
gerando seus efeitos farmacoldgicos desejaveis e indesejaveis (17). Na estrutura
quimica dos bifosfonatos (Figura 02) existem dois grupos fosfatos que sao
essenciais para sua ligacdo a hidroxiapatita e dois radicais R1 e R2. O radical R1
atua aumentando sua afinidade pelo calcio da hidroxiapatita enquanto o radical

R2 atua determinando a poténcia antirreabsortiva (18).

W
HO—P—C—P—OH

OH R; OH

Figura 02 - Estrutura quimica béasica dos bifosfonatos.
FONTE: Adaptado de Fernandes et al. (2005) (19)

A absorcao de bifosfonatos é baixa quando administrado por via oral em
taxas iguais ou inferiores a 1% da dose total. Quando administrados por via
intravenosa, sao rapidamente removidos pelo plasma apresentando taxa de
excrecao renal de 40% nas primeiras 24 horas, sem metabolizagdo. Nos 0ssos, a
meia vida dos bifosfonatos dura cerca de 10 anos. Diferentes grupos de
bifosfonatos podem atuar por meio de mecanismos distintos, porém todos tém em

comum a diminuicdo da atividade osteoclastica e inducéo de sua apoptose (20).



A apresentacao oral € muito utilizada no tratamento de osteoporose, sendo
o alendronato, o risedronato e o ibandronato os mais utilizados. Essas drogas tém
a capacidade de induzir a apoptose de osteoclastos, diminuindo as &reas de
reabsorgdo, aumentando assim a densidade mineral do osso (21). De acordo com
Tardast et al. (2015) o aparecimento de osteonecrose da mandibula ocorre mais
rapidamente nos pacientes tratados com bifosfonatos por via parental (média de
2,5 anos) quando comparados aos pacientes que fazem uso de bifosfonatos orais
(média de 6 anos) (22).

Existem os bifosfonatos nitrogenados e nao nitrogenados. O aumento da
poténcia ocorre devido a reestruturacdo farmacologica da molécula-base do
bifosfonato, na qual cadeias laterais contendo nitrogénio sdo adicionadas a
estrutura de carbono. Eles podem ser divididos em trés geracdes sendo a
primeira e a segunda formada por bifosfonatos ndo nitrogenados e a terceira por
nitrogenados (23).

Na primeira geracdo encontramos os farmacos: etidronato, clodronato e
tiludronato, os quais induzem a formacéo de metabdlitos citotoxicos do trifosfato
de adenosina (ATP), analogos dos bifosfonatos, que interferem com as enzimas
metabdlicas intracelulares. Esta citotoxicidade pode induzir & apoptose das
células osteoclasticas (24).

A segunda geracgédo € formada pelos farmacos: pamidronato, alendronato,
neridronato, olpadronato e ibandronato, sendo esta de 10 a 1000 vezes mais
potentes, comparativamente com os da primeira geracdo. O seu mecanismo
centra-se na inibicdo da farnesil pirofosfatase, enzima que participa na via
intracelular do mevalonato e na formacéo do colesterol, como produto (25).

Por fim, na terceira geracao estdo os farmacos: risedronato e zolendronato,
gue sao dotados de maior atividade farmacoldgica, menos efeitos secundarios e
menor absor¢cdo ao nivel 0sseo (26), por isso a escolha desse farmaco na
inducdo do modelo experimental (Figura 03).

A osteonecrose da mandibula relacionada ao uso de bifosfonatos trata-se
de uma reacdo adversa grave, que afeta a mandibula por meio de alteracdes,
com potencial para causar destruicdo no tecido 0sseo, sendo uma complicacédo
de interesse para o cirurgido dentista. Clinicamente € evidenciada pela presenca

de 0sso exposto na cavidade oral (28,29).
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Figura 03 - Estrutura quimica do &cido zoledrénico.
FONTE: (27)

Santos et al., (2011) (30) descrevem em seu trabalho que a mandibula em
comparacdo com a maxila é considerada uma das regides mais afetadas pela
osteonecrose por ter menos vascularizagdo. Além disso, sob a presenca de acido
zoledrénico podem ocorrer distarbios na microcirculacdo comprometendo a
circulacao e angiogénese. Além disso, existem outros fatores que podem dificultar
o tratamento na area, como a presenca de dentes com higienizacao precaria, que
pode levar a contaminacgéo e gerar infec¢des por via endododntica ou periodontal.

A osteonecrose mandibular associada a bifosfonatos foi descrita pela
primeira vez em 2003, por meio de relatos de séries de casos, com 0 uso de
zolendronato e pamidronato intravenosos em pacientes com tratamento
oncoldgico. E o resultado da incapacidade do osso e agravos durante processo
de mastigacdo, manipulacdo ou infeccbes dentarias, que requerem uma maior
reserva 0ssea funcional (31).

Apesar das varias teorias buscarem elucidar os mecanismos que culminam
na osteonecrose, o discernimento dessa condicdo também caminha com a
evolucdo no conhecimento dos complexos e dindmicos mecanismos que

envolvem a fisiopatologia 6ssea (12), por esse motivo, eles devem ser estudados.
2.2 Fisiopatologia do reparo 6sseo

O tecido 6sseo pode ser considerado um dos principais componentes do
esqueleto, servindo de suporte para os tecidos moles e prote¢cdo para 6rgaos

importantes, como encéfalo, coracédo, pulmdes e medula 0ssea, além disso, ele é
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um deposito de caélcio, fosfato e outros ions, armazenando-os e liberando-os
controladamente para o corpo (32).

Composto por células e matriz 6ssea, ele € um tipo especializado de tecido
conjuntivo (Figura 04). Existem duas linhagens celulares, a osteblastica que é
formada por osteoblastos e ostedcitos e a osteoclastica composta por
osteoclastos originados de mondcitos produzidos pela medula hematopoiética
(32).

Matriz
cartilaginosa

Osteoblastos

Figura 04 - Detalhe da zona de ossificagdo do disco epifisario. Microscopia
Optica. HE. 20x.
FONTE: (32)

A interacdo entre os osteoblastos e osteoclastos resulta em alteragdes no
tecido 6sseo. Células da linhagem osteoblastica ndo estdo apenas envolvidas na
formacao 6ssea, mas também regulam a diferenciacdo de osteoclastos e sua
ativagcéo e sobrevivéncia. Para que isso ocorra, se faz necessario a liberacdo de
varias moléculas, entre citocinas, neurotransmissores e fatores de crescimento,
por meio de alteracbes da microvascularizacdo local. Desse modo, no sitio de
compresséo, ocorrera um aumento da expressao de fatores da osteoclastogénese

enquanto, no lado da tenséo, o0 aumento de fatores osteogénicos (33).



Durante o processo de remodelacdo 6ssea, 0s osteoclastos se movem pela
superficie 6ssea escavando e formando depressdes pela secrecdo de ions
hidrogénio e de enzimas proteoliticas. Esse mecanismo libera as citocinas: fator
de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e o fator transformador do
crescimento beta (TGF-B), que ficam no ostedide destas. Em seguida, os
osteoclastos recrutam e ativam osteoblastos a se diferenciarem a partir de células
precursoras (osteoblastos) e ficam aguardando a sinalizagdo para exercer sua
fungéo. Os osteoblastos por sua vez, adentram o local, sintetizando e secretando
0 osteoide, além de secretar IGF-1 e TGF-B — que ficam presos no ostedide.
Alguns osteoblastos acabam formando ostedcitos enquanto outros interagem com
0s precursores dos osteoclastos fazendo a ativacdo deles dando inicio novamente
ao processo (34).

Segundo Santos et al. (2011) (30), o metabolismo da osteoclastogénese &
dependente dos osteoblastos e é regulada por trés importantes moléculas:
osteoprotegerina (OPG), ligante do receptor ativador do NF-kB (RANKL) e o
receptor ativador do NF-kB (RANK). RANKL é um membro da superfamilia dos
fatores de necrose tumoral (TNF), sintetizado pelos osteoblastos, pelas células do
estroma da medula 6ssea, linfocitos T e células endoteliais. Ao se ligar a0 RANK
expresso nos precursores de osteoclastos, linfécitos T e células endoteliais, o
RANKL ativa os osteoclastos e deste modo ocorre a formacdo de células
multinucleadas. Em seguida, paratorménio (PTH), glicocorticoides e
prostaglandinas E2 aumentam a atividade do RANKL e reduzem a atividade da
osteoprotegerina (OPG) no tecido 6sseo. Por outro lado, os efeitos do RANKL s&o
bloqueados pela OPG, que age como um receptor antagonista de RANKL
prevenindo a reabsorcdo 6ssea (Figura 05).

Durante a reabsorcao 6ssea, a proteina morfogenética 6ssea (BMP) e IGF-
1 e -2 sao liberados e permanecem como citocinas ativas. Em seguida, elas se
ligam as superficies da membrana celular das células-tronco locais e induzem a
diferenciacdo em osteoblastos que posteriormente serdo estimulados a secretar
ostedide. Os osteoblastos sintetizam e liberam osteoprotegerina (OPG), que é
uma proteina, idéntica ao RANK e funciona como um sinal inibitério para o

osteoclasto que regula a taxa de reabsorcao (35).



Em um processo conjunto de neutralizacdo dos precursores de
osteoblastos e de osteoclastos, a OPG pode se ligar a RANKL inibindo sua
ligacdo ao receptor RANK no precursor de osteoclasto. A proporcdo de
RANKL/OPG é critica para a formacgéo e atividade dos osteoclastos, e 0 sistema
RANK, RANKL, OPG é fundamental para o processo de remodelacdo 6ssea (34).
A medida que o osteoblasto amadurece em um ostedcito, ele perde gradualmente
sua capacidade de secretar OPG e se torna vulneravel a reabsorcdo osteoclastica
normal (35).

Ligante RANK
Ativacdo de osteclastos Osteoprotegerina

\  Inativacio do receptor RANK

Receptores BMP
Receptores ILG

@

{ Pré-osteoblasto/osteoblasto

\ NN\ /’\, AVAY) Diferenciagdo

e formacgdo dssea

Osteoclastos A A
Liberagdo de BMP.
ILG', ILG?
Figura 05 — Interacdo molecular entre osteoclasto e osteoblasto.

FONTE: Adaptado de Marx (2007) (35).

Desde a sua descoberta na década de 90, os papéis de RANKL, RANK e
OPG, na regulacdo da osteoclastogénese, tém sido amplamente estudados. Ao
longo do tempo, foram evidenciadas suas implicacdes na regulacdo ndo sé na
remodelacdo do tecido 6sseo, mas de outros, como por exemplo: formacdo de
linfonodos, desenvolvimento de glandulas mamarias e controle da febre. Esse
sistema pode passar por desordens que podem estar associadas a algumas
doencas, incluindo osteoporose pés-menopausa, artrite reumatoide e tumores
osseos (37,38).

Como o RANKL é o ligante conhecido para o RANK, faz-se necessario
compreender o efeito da expressédo deste, sob condi¢cdes normais e alteradas,

durante o processo de remodelacdo Oéssea. Sabe-se que paratormdnio,
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prostaglandina E2, dexametasona, citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-alfa) e 1,25
dihidrovitamina D3 estimulam a expressédo de RANKL. Por outro lado, estrogénio
e TGF-B atenuam sua expressao (39).

A descoberta de que esses fatores (RANKL e RANK) sdo importantes para
a osteoclastogénese e ativacdo osteoclastica in vivo impulsionou o
desenvolvimento de novas pesquisas na area de terapéutica medicamentosa
(37,38). Embora IL-1 e TNF-alfa tenham sido propostos como efetivos no controle
da perda 0ssea em artrites, sdo muito menos potentes que o RANKL em termos
de inducéo de osteoclastos. Portanto, o controle de RANKL e RANK, em nivel de
receptores ou de via de sinalizacdo, pode ser uma importante ferramenta no
tratamento de reabsor¢cdo Ossea indesejada. Isso pode ser alcancado, por
exemplo, com o uso de OPG recombinante e anticorpos anti-RANKL (39,40).

2.3 Estagios e tratamentos da Osteonecrose dos maxilares relacionada a

medicamentos

De acordo com a AAOMS a MRONJ pode se manifestar por meio de
diferentes sinais e sintomas com niveis distintos de gravidade e complexidade,
sendo dividida em alguns estadgios que obedecem a critérios especificos de
classificacdo. Sao eles: em risco, estagio 0, estagio 1, estagio 2 e estagio 3 (11).
As principais caracteristicas desta classificacdo estdo descritas abaixo (Quadro
01).

Quadro 01 - Descricdo das principais caracteristicas da classificacdo dos

estagios da osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos.

CLASSIFICACAO CARACTERISTICAS

Nesta classificagdo se enquadram pacientes que fazem

ou fizeram uso de medicamentos antirreabsortivos e
Em risco antiangiogénicos, mas que ndo apresentam sinais e
sintomas ou evidéncias de osso necrotico. O paciente

precisa ser orientado sobre 0s riscos potenciais.
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Estagio O

Clinicamente ndo ha indicios de exposicdo Ossea
necrotica, porém o0s pacientes apresentam achados
clinicos, radiogréficos e sintomas inespecificos.

Achados clinicos: presenca de fistula periodontal ou

periapical que ndo estd assoada a processos infecciosos
orais, apresenta relacdo com necrose pulpar decorrente
de traumas, restauracbes ou cérie, mobilidade dentaria
ndo associada a doenca periodontal.

Achados radiograficos: Areas osteoescleroticas

(radiopacas ou hipodensas) no osso alveolar ou basilar;
mudancgas no padrao trabecular como maior densidade
Ossea e auséncia de remodelacdo O6ssea pOs-extracao
constatada por persisténcia da cavidade alveolar, lamina
dura espessa, esclergtica e reducdo do espaco do
ligamento periodontal.

Sintomas _inespecificos: Dor 6ssea na mandibula que

pode irradiar para a regido da articulacdo
temporomandibular, dor sinusal que pode \vir
acompanhada de espessamento ou inflamagcdo da
parede do seio maxilar ou ainda dor de dente sem
fundamentacéo odontogénica.

Tratamento: Abordagem restauradora de lesGes cariosas
e doenca periodontal. Se necessario, deve ser realizada
a prescricdo de medicamentos para a dor crbnica e

antibioticos para o controle da infeccao.

Estagio 1

Como sinais radiograficos os podem ser semelhantes aos
elencados no estagio 0, a diferenca é que no estagio 1 os
pacientes ndo apresentam infeccdo e séo assintomaticos
e o tratamento cirdrgico estd contraindicado, sendo
importante a manutencdo da higiene oral e o uso de

enxaguantes antimicrobianos, além do acompanhamento

odontologico.
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Estagio 2

Pacientes apresentam infeccdo e frequentemente sao
sintomaticos e o tratamento € realizado com uso
combinado de analgésicos, antibidticos e enxaguantes
antimicrobianos, sendo recomendado o desbridamento
cirargico para a diminuicdo da irritacdo nos tecidos

moles.

Estagio 3

Estagio mais severo no qual os pacientes apresentam
0SSO necroético exposto com infeccdo ou sondado por
meio de fistula associado a pelo menos uma das
seguintes complicacdes: fratura patoldgica, fistula
extraoral, comunicagcdo oro-sinusal ou oro-nasal,
apresentam osteolise que atinge o assoalho do seio ou a
borda inferior da mandibula, exposicao de osso necrotico
além do osso alveolar, afetando areas de seio maxilar,
zigomatico, margem inferior ou ramo da mandibula, é
recomendado como tratamento o debridamento cirargico

com resseccdo e combinacdo a terapia antibidtica e ao

uso de enxaguantes antimicrobianos e analgésicos.

FONTE: Adaptado de Ruggiero et al. (11).

2.4 Modelos animais de inducao de osteonecrose por medicamentos

Em 1981 foi relatado o potencial osteonecrético dos bifosfonatos por

Gotcher e Jee (41), poréem apenas no ano de 2008 ocorreu um dos primeiros
estudos em modelos animais com o0 objetivo de estudar a MRONJ. Este foi
desenvolvido em cées a fim de avaliar os efeitos de bifosfonatos administrados
via oral no tecido 6sseo (42). Logo em seguida em 2009, foi publicado um estudo
com ratos que associou a administracdo de bifosfonatos e corticosteroides a
exodontia para inducdo da MRONJ (43).

O interesse no desenvolvimento de modelos animais, que possam

reproduzir com sucesso lesdes de osteonecrose equivalentes as que ocorrem em

humanos (clinica, radiogréfica e histopatologicamente), vem aumentando e
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estudos vem sendo desenvolvidos com esse objetivo (14-16). Clinicamente, a
osteonecrose é definida pela presenca de 0sso exposto (28,29).

Podem ser realizados exames de imagem microtomograficos e
radiograficos para identificacdo de reacdo periosteal, sequestro 6sseo, destrui¢cao
cortical, ostedlise, osteoesclerose, aumento do volume dsseo entre outros (44,45).
Com relacao a histopatologia em modelos animais sdo evidenciadas as seguintes
carateristicas: necrose 0ssea, caracterizado por lacunas osteoliticas, presenca de
infeccdo, sequestro 6sseo, inflamacéo e reacao periosteal (46).

Estudos relataram que osteoclastos, na presenca de bifosfonatos, podem
apresentar mudancas de forma e de tamanho, sendo maiores e mais
arredondados (47,48). Alguns estudos destacam a importancia do trauma
associado (exodontia), como estimulo para a manifestacdo da doenca (49,50),
outros buscam compreender a associacdo com comorbidades como diabetes (51)
e uso de corticosteroides (43), papel da infeccdo nesse processo (46,49) e como
ocorre a inibicdo da angiogénese (52). Vale ressaltar que a maioria dos modelos
utilizou ratos e camundongos para o estudo da MRONJ. Também existem
modelos que objetivaram investigar possibilidades de eficacia em tratamento e
prevencdo da MRONJ, como a laserterapia (53), pentoxifilina (54), vitamina D
(55), teriparatida — que é contraindicada para pacientes com osteossarcoma e
metastase Ossea (17).

Sado utilizadas diversas metodologias de pesquisa, e essa diversidade
metodoldgica pode tornar a comparacdo entre os resultados desafiadora. No
entanto, devido a natureza variavel da doenca existe a possibilidade de simulacao
de diversas situacdes clinicas as quais 0s pacientes podem estar expostos
(diferencas nas doses, tempo de administracdo, como a doenca se manifesta na

presenca ou auséncia de traumas, bem como de comorbidades) (45).
2.5 Defini¢éo, epidemiologia e etiologia da obesidade

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) descreve a obesidade como
acumulo anormal ou excessivo de gordura podendo ser prejudicial a saude e

afirma que a maioria da populacédo vive em paises onde a obesidade mata mais
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pessoas do que a desnutricdo, sendo considerada como uma epidemia mundial e
um dos problemas de saude publica mais graves da atualidade (56).

Por se tratar de uma doenga multifatorial, com agravos muitas vezes
silenciosos, se nao houver prevencao e tratamento correto, a obesidade pode
gerar consequéncias para o individuo (57). A prevaléncia de excesso de peso e
obesidade estd aumentando de maneira acelerada em muitos paises. Este
aumento pode ser explicado por fatores como: mudangas comportamentais
ocorridas nas ultimas décadas, alimentagcéo inadequada e sedentarismo (58).

A obesidade esta relacionada a diversas doencas cronicas (59). Segundo
dados da Associacdo Brasileira para Estudo da Obesidade e Sindrome
Metabdlica (ABESO), estima-se que até 2025, 2,3 bilhdes de adultos nho mundo
estardo acima do peso. De acordo com o Sistema de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) no
ano de 2020 houve um aumento na taxa de obesidade no Brasil que passou de
11,8% para 21,5%, entre 2006 e 2020, além disso, 57,5% se encontravam com
excesso de peso. Para fins de comparacao das consequéncias da obesidade, no
Brasil, a prevaléncia de diabetes em adultos com peso normal/baixo peso é de
5,4%, e na populacdo com obesidade é mais que o dobro (14,0%) (60).

Vale ressaltar que a obesidade também é responsavel por uma sobrecarga
nos sistemas de saude. Estima-se que a doenca seja responsavel por 0,7 a 2,8%
dos custos totais de salde de um pais e que os obesos tenham custos médicos
30% mais altos do que os individuos que ndo possuem obesidade. Caso néo
ocorram acdes que busquem reduzir estes nimeros, 0s custos associados ao
tratamento da doenca também tendem a aumentar (61).

A obesidade apresenta relagdo com saude bucal sendo muitas vezes
marcada por uma dieta desequilibrada e rica em agucares, que estimulam a
proliferacdo de bactérias cariogénicas o que pode corresponder ao surgimento de
algumas doencas orais, como a carie dentaria e doencas periodontais. Além
disso, os impactos gerados por estas doencas podem causar incapacidade
mastigatoria, levando a mudangas como a troca de alimentos (62,63).

De acordo com Duarte (64) em um estudo realizado em 2022 com objetivo
de analisar o atendimento odontoldgico a pacientes com obesidade na atencao
primaria a saude, segundo dados do sistema de informacdo em saude para a
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atencao basica, no ano de 2019, dentre as regides que compuseram o estudo, a
regido Nordeste que ndo era a regido que concentrava 0 maior numero de
individuos obesos, apresentou maior prevaléncia de atendimento odontoldgico
(56% dos municipios apresentaram um percentual maior ou igual a 19% das
pessoas obesas com atendimento odontolégico). Ja as regibes Norte e Centro-
Oeste, que possuiam a maior porcentagem de obesos do pais, ndo apresentaram
prevaléncia de maior percentual de atendimento odontolégico (44,3% e 48,9%
respectivamente, com percentual maior ou igual a 19% das pessoas), reforcando
a necessidade de investimento em politicas de intervencdo multiprofissional
voltadas para o publico obeso dentro da atencdo primaria visando um maior
acesso aos servi¢cos de saude bucal nas regides que mais necessitam de cuidado
integral do obeso (64).

De acordo com a OMS, o diagnostico da obesidade é dado pelo indice de
Massa Corporal (IMC), que é uma medida simples de ser realizada, conhecida em
todo o mundo e de facil aplicabilidade em estudos epidemioldgicos. Esta é obtida
pela relacdo entre peso corpdreo (Kg) e estatura (m2) dos individuos, onde se
considera como obesidade o IMC maior ou igual a 30 kg/m2. A classificacdo da
obesidade ¢é feita da seguinte forma: Grau I: IMC entre 30 e 34,9; Grau Il: IMC
entre 35 e 39,9 e Grau lll: (obesidade morbida): IMC acima de 40 (65).

A obesidade é uma doenca heterogénea que envolve a interacdo de
multiplos fatores como: ambientais, biolégicos e comportamentais. Porém as
variacGes da prevaléncia da obesidade séo influenciadas principalmente por meio
dos fatores ambientais e comportamentais, aumento da ingestdo de calorias e
reducdo na pratica de atividade fisica (66). Controlando este consumo de calorias
e gasto energético existem dois sistemas no corpo humano. O primeiro € o
homeostéatico que envolve os mecanismos biolégicos que regulam os niveis de
nutrientes no corpo, como a glicose, para manter um equilibrio dindmico. Ja o
segundo é o sistema hedbnico, este envolve as motivagbes e prazeres
associados a alimentacéo, influenciando as escolhas alimentares com base no

sabor e na recompensa sensorial (67).
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2.6 Fisiopatologia e comorbidades associadas a obesidade

Na obesidade, o individuo apresenta um estado crbnico de inflamacgéo
sistémica, uma vez que o aumento de adipdcitos devido a deposi¢cdo de gordura
nestes individuos acarreta a secrecao de citocinas pro-inflamatérias como o fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa), interleucina-6 (IL-6), e também de proteinas
de fase aguda como a proteina C reativa (PCR) e glicoproteina &cido alfa-1
(AGP), sendo também responsavel por uma disfuncao endotelial (68).

No individuo com obesidade, ocorre a infiltragdo de macréfagos no tecido
adiposo, seguido por uma mudanca de seu fenétipo de anti-inflamatério M2 para
pro-inflamatério M1 que entdo secretam citocinas inflamatérias e que podem
induzir resisténcia a insulina e inflamacdo (69). Logo, a obesidade pode ser
associada a efeitos adversos e a danos em muitos 6rgaos e sistemas, afetando
parametros endocrinos, metabdlicos, neuronais, cardiovasculares, pulmonares,
gastrointestinais e musculoesqueléticos (70).

O excesso de tecido adiposo corporal leva ao estado de inflamagé&o cronica
e também ao estresse oxidativo que gera dano celular (8,71). As duas situacdes
estdo relacionadas ao desenvolvimento de comorbidades associadas a
obesidade, dentre elas podemos citar: resisténcia a insulina, dislipidemia (72),
esteatose hepatica (73), problemas no intestino (8), doencas renais (74),
hipertenséo arterial, surgimento de diversos tipos de cancer, como o colorretal
(9,59,75).

2.7 Modelos animais de inducao de obesidade

Ha muitas limitacBes éticas quanto ao desenvolvimento de estudos sobre
obesidade, contudo estudos clinicos e populacionais tém sido desenvolvidos nos
ultimos anos (76,77). Estudos néo clinicos em modelos animais podem ser uma
excelente alternativa para elucidar mecanismos fisiopatologicos da doenca,
sobretudo no que diz respeito a pesquisas envolvendo 6rgaos e tecidos (78).

Alguns protocolos podem ser utilizados para indugédo da obesidade em
ratos, em sua grande maioria baseados em dietas hipercaldricas ricas em
acucares simples, acidos graxos trans e saturados, sodio e pobres em fibras,
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semelhantes as dietas ocidentais (79). Existe também a dieta de cafeteria, em
que o0s animais se alimentam de racdo e de por¢coes de alimentos
ultraprocessados altamente palataveis, como refrigerantes, doces, embutidos, etc.
(78,80) e as hiperlipidicas (81) onde os animais recebem racdo acrescidos de
diversos ingredientes como bacon, leite condensado, creme de leite, biscoitos,
colesterol sintético e sadio (82).

Existem variabilidades em relacdo a reprodutibilidade e viabilidade na
aplicacdo destes protocolos, como mudancas nos horarios e ingredientes da
dieta, o que pode dificultar o processo de padronizacdo e consequentemente, a
reprodutibilidade experimental, principalmente quanto a eficacia dos protocolos
utilizados para inducdo da obesidade e suas comorbidades (83).

Diversas comorbidades estdo relacionadas ao excesso de peso, assim, a
reducdo dos niveis de gordura corporal pode ser uma estratégia para a
diminuicdo dos agravos a saude. Vale ressaltar a importancia de se fomentar
discussbes e pesquisas sobre estas comorbidades e sua relagdo direta com a
obesidade para minimizar possiveis danos futuros para a populagéo (65).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia da obesidade no desenvolvimento experimental da

osteonecrose por bifosfonato, em modelo murino.

3.2 Objetivos Especificos

e Implantar o modelo conjunto de indugdo da obesidade e
osteonecrose em ratos Wistar;

e Investigar os efeitos conjuntos da obesidade e osteonecrose em
paradmetros murinométricos;

e Avaliar as alteragcbes anatomopatolégicas no modelo conjunto de
osteonecrose e obesidade;

e Avaliar as alteracdes histologicas hepaticas e no tecido adiposo.

e Investigar a participacdo de citocinas pré e anti-inflamatérias na

patogénese da osteonecrose e da obesidade conjuntas.
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4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRA

O experimento foi composto por 24 ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus) com idade e peso aproximados de 30 dias e 180g. Estes
foram divididos em 4 grupos de maneira simples e aleatoria: saudavel (1),
osteonecrose (2), obeso (3) e obeso com osteonecrose (4) (n = 6 por grupo). Os
animais foram mantidos no biotério do Instituto de pesquisa em farmacos e
medicamentos (IPeFarM) e Laboratério de nutricdo experimental (LANEX) da
Universidade Federal da Paraiba. O estudo estd protocolado na Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o n° 8738120220 (ID 000661) (Anexos 01 e
02) e esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008 e
do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo Animal (CONCEA).

Com base nos dados descritos na literatura (14,29,84-86), se esperava
uma variabilidade da populagéo (desvio padrao) de cerca de 30% e uma diferenca
entre os grupos experimentais de 50% (média) para o parametro experimental
principal. Utilizando o teste de ANOVA (one way) seguido do pés-teste de Tukey
para comparacao de grupos com valores alfa (erro tipo | - 5%) e beta (erro tipo Il -
80%), foram necessarios 5 animais por grupo (n=5). Considerando uma taxa de
mortalidade de 15% ou problemas procedimentais, um animal foi adicionado por
grupo, totalizando 6 animais. Como o estudo consistia em quatro grupos, justifica-

se o0 tamanho total da amostra de 24 animais.

4.2 INDUCAO DA OSTEONECROSE

4.2.1 Inducgao da osteonecrose para obtencédo dos grupos 1 e 2

A inducdo da osteonecrose aconteceu por meio da administracéo do acido
zoledrénico, adaptando a metodologia de Biguetti et al., (2019) associada a

exodontia do primeiro molar inferior esquerdo. Os animais pertencentes ao grupo
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saudavel (1) receberam apenas soro fisioldégico por via intraperitoeneal. J& os
animais do grupo osteonecrose (2) receberam acido zoledrénico em solucao
injetavel de 4mg/smL (Blau Farmacéutica) via intraperitoneal, para cada 250
Hg/Kg, uma vez por semana, durante oito semanas, conforme figura 06 (87).

No periodo entre a administracédo da quarta e quinta dose do medicamento,
todos os animais foram submetidos a extracdo do primeiro molar inferior esquerdo
(1°MIE). Para que o procedimento fosse realizado, os animais foram sedados com
uma associagdo de cetamina e xilazina por via intraperitoneal garantindo
imobilizacdo e anestesia entre trinta e quarenta e cinco minutos (88). Utilizou-se
sonda exploradora niumero cinco para realizacao da luxacdo do dente e depois o

mesmo foi removido delicadamente com o auxilio de uma pinca clinica.

Exodontia
1°MIE

| | | | | | S

i i i | i i i > Eutanasia

Semanas 1 - 8: Protocolo de indugao da osteonecrose
Grupo saudavel:
Soro fisiolégico - 0,01mL para cada 250 pg/Kg via IP
Grupo osteonecrose:
Acido zoledronico - 4mg/5mL, para cada 250ug/Kg via IP

Figura 06 - Protocolo de inducdo da osteonecrose para obtengéo dos grupos 1 e
2.

4.2.2 Inducéo da osteonecrose para obtencao dos grupos 3 e 4

A inducdo da osteonecrose nestes grupos aconteceu de forma semelhante
a inducdo nos grupos 1 e 2 (através da administracdo do acido zoledrdnico,
adaptando a metodologia de Biguetti et al. (2019) associada a exodontia do
primeiro molar inferior esquerdo) poréem em periodo diferente pois os animais
precisaram passar paralelamente pelo protocolo de inducdo de obesidade
(apresentado no item 4.3) com duracdo de 16 semanas. A organizagdo de como

os protocolos foram realizados esta apresentada na figura 07 (87).
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Semanas 1 - 16: Protocolo de inducdo da obesidade
Grupo obeso e Grupo obeso com osteonecrose: Dieta de alto indice glicémico
L J

[
Semanas 9 — 16: Protocolo de indugao da osteonecrose
Grupo obeso:
Soro fisiolégico - 0,01mL, para cada 250ug/Kg via IP
Grupo obeso com osteonecrose:
Acido zoledrénico - 4mg/5mL, para cada 250ug/Kg via IP

Figura 07 — Protocolo de inducéo da osteonecrose para obtencéo dos grupos 3 e
4.

4.3 INDUCAO E AVALIACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

4.3.1 Dieta

Os animais dos grupos 3 e 4 (obeso e obeso com osteonecrose)
receberam uma dieta a base de racdo tipo pellets (Nuvilab®), composta por:
racdo tipo pellets (Nuvilab®), acucar refinado (Alegre®) e leite condensado
integral (Camponesa®). Esta dieta foi caracterizada como sendo de alto indice
glicémico apresentando um valor de 77,6 e alta carga glicémica com valores de
38,8 (89).

Para o preparo de 100 g da dieta de alto indice glicémico, 45,2 g da racéo
foi triturada e misturada (Figura 08 - A) a 9,6 g de acucar (Figura 08 - B) e
adicionado 45,2 mL de leite condensado (Figura 08 - C e D). Esta mistura era
homogeneizada, moldada e em seguida seca em estufa (55 °C) por 24 h (Figura
08 - E). ApOs esse periodo a racao produzida era armazenada sob refrigeracao.
Ficaram disponiveis para os animais 800g por semana na forma de pellets (Figura
08 - F) durante 16 semanas (Adaptado de LUZ et al., 2018) (90) .

4.3.2 Evolucgéo ponderal

A massa corporal (g) dos ratos foi verificada uma vez por semana e o
ganho de massa foi calculado pela diferenca entre massa corpérea final e a
inicial.

21



4.3.3 Ingestao alimentar

O consumo alimentar foi verificado uma vez por semana, sempre no
mesmo dia e foi representado pela diferenca entre o alimento oferecido e o
residual (consumo (g) = quota oferecida (g) — rejeito limpo (g)). O rejeito limpo

equivale ao alimento que nao foi ingerido e permaneceu na caixa (91).

Figura 08 - Preparo da racdo para inducdo da obesidade. A — Racao triturada e
peneirada; B — Acucar refinado e peneirado; C — Leite condensado utilizado para
o preparo da racdo; D — Informacdes nutricionais do leite condensado; E — Racéo
moldada na estufa para realizacdo da etapa de secagem; F — Racdo apoés

secagem pronta para consumo.

4.3.4 Comprimento nasoanal, indice de Lee e indice de massa corporal

No dia da eutanasia, os animais foram pesados e medidos quanto ao

comprimento nasoanal (cm) (Figura 09) que foi utilizado para o calculo do indice
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de Lee, que compreende a razdo entre a raiz cubica da massa corporal e o
comprimento nasoanal do animal (92) e o indice de massa corporal (IMC)
caracterizado pela razdo entre 0o peso e o comprimento nasoanal do animal

elevado ao quadrado (93).

4.3.5 Circunferéncias abdominal e toracica

No dia da eutanasia, a circunferéncia abdominal (Figura 10 — A), localizada
na parte anterior a pata traseira do animal, e a circunferéncia torécica (Figura 10 —
B), localizada na porcao posterior a pata dianteira, foram aferidas utilizando uma

fita corporal antropométrica (93).

B |

Figura 09 — Protocolo da medi¢édo do comprimento nasoanal.
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Figura 10 — Protocolo de medicdo das circunferéncias abdominal (A) e toracica

(B).

4.3.6 Massa dos depésitos de tecido adiposo

O tecido adiposo das regides: inguinal, retroperitoneal e epididimal foram
pesados, 0s quais sdo considerados os principais componentes de adiposidade
central em ratos (94). A gordura epididimal (Figura 11 — A) compreende o
depdsito localizado na porgcéo inferior do abdome conectado ao epididimo. A

gordura inguinal (Figura 11 — B) se localiza entre a porgéo inferior da caixa
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toracica e a porcdo medial da coxa. Ja a gordura conectada a parede abdominal

posterior, representa a gordura retroperitoneal (Figura 11 — C) (95,96).

Figura 11 — Regides de retirada de tecido adiposo. A — Tecido adiposo epididimal;

B — Tecido adiposo inguinal; C — Tecido adiposo retroperitoneal.

4.3.7 indice de adiposidade

O indice de adiposidade foi calculado a partir da soma das massas
individuais das camadas adiposas epididimal, inguinal e retroperitoneal,
multiplicada por cem e dividida pelo peso corporal final (97,98). Entretanto, a
retroperitoneal foi utilizada como representativa. Resultados de estudos mostram
que com oito semanas de dieta rica em carboidratos refinados, os ratos ja

apresentaram um tecido adiposo retroperitoneal hipertrofico (99).

4.3.8 Peso do figado

ApoOs a eutanasia o figado foi dissecado e pesado para visualizacdo de
possiveis alteracdes macroscopicas e para posterior analise microscopica
(100,101).

4.4 EXAME FiSICO DA CAVIDADE ORAL

O exame fisico foi realizado em sala com iluminacdo apropriada, por meio

de observacao direta. Os tecidos moles foram afastados com o auxilio de pinca e
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foi feito o registro fotografico. Cada animal foi avaliado quanto a presenca ou nao

de exposicdo 0ssea, fistula intra e/ou extraoral.

4 5EUTANASIA

Ao término dos protocolos os animais foram eutanasiados segundo as
orientacbes que constam na Diretriz da Préatica de Eutanasia do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal. Para isso, foi utilizado o mesmo
protocolo anestésico da exodontia seguindo a eutandsia por meio do método do
deslocamento cervical. Em seguida, o exame clinico (fisico) e registro fotografico

de cada animal foram realizados por um unico operador, feitos um animal por vez.

4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apdés a eutanasia e exame fisico, cada espécime — nesse momento
composta pela mandibula, tecido adiposo e figado foi fixado em formol (10%).
Apods as 48 horas de fixacao, as mandibulas foram descalcificadas em solucéo de
acido nitrico 5%. Apds a desmineralizacdo o material passou por clivagem, junto
com os demais espécimes (6rgdos e gorduras) e seguiram para a etapa de
processamento, passando por desidratacdo em banhos de solugcdes com
concentracfes ascendentes de alcool etilico, clarificadas em xilol, impregnadas
em banhos de parafina a uma temperatura maxima de 60°C e incluidas em
parafina em moldes para inclusdo. Ap6s a etapa de inclusdo o material pasou
pela etapa da microtomia. Foram realizados cortes de espessura 4 pm
(micrdmetros). As amostras foram coradas com HE — hematoxilina-eosina,
Tricromico de Masson e foi realizada a imuno-histoquimica para colageno |, TGF-
B e TNF-alfa.

4.7 ANALISES HISTOLOGICAS EM MICROSCOPIA DE LUZ E
HISTOMORFOMETRICA

As mandibulas coradas em HE — hematoxilina-eosina foram observadas e
analisadas em microscopio de luz, avaliadas e fotografadas com do software
microscopio Nikon — Modelo Eclipse Ci-L (Téquio, Japao). Foram avaliadas

qualitativamente quanto a presenca ou ndo de necrose Ossea, infeccdo, e
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adiposidade da medula 0ssea. Histologicamente, a osteonecrose é definida pela
presenca de 5 ou mais osteoclastos vazios adjacentes (84,102) ou como 10 ou
mais osteoclastos vazios (85,103).

Para o calculo da area de necrose Ossea, os cortes histologicos foram
analisados com objetiva de 40X e quantificados com software Image-Pro Plus de
forma interativa. Todo o intersticio foi excluido da analise utilizando ferramentas
do programa e criado uma imagem binaria com célculo da area em um?. O tecido
adiposo (corado em hematoxilina-eosina) foi analisado em relagdo ao tamanho
dos adipécitos e presenca de vascularizacdo. A medicdo do tamanho dos
adipdcitos foi feita de forma interativa a partir de ferramentas de medicdo de area
do software Image-Pro Plus, semelhante ao processo de obtencdo das areas de
necrose. Além disso, também foi feita a anélise do parénquima hepatico (corado

em hematoxilina-eosina) quanto a sua preservacao e presenca de esteatose.

4.8 ANALISES IMUNO-HISTOQUIMICA E HISTOMORFOMETRICA

As amostras submetidas a reacdo imuno-histoquimica foram reativadas
com solucado Recovery (citrato — pH6,0) em panela pressurizada. Em seguida foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena por um periodo de 30 minutos.
Apoés esta etapa, foi realizado o bloqueio de proteinas especificas e 0s cortes
histol6gicos foram preenchidos com o0s anticorpos primarios: Anti - TNF-alfa
(Cloud-Clone Corp/PAA133Hu01/Polyclonal Antibody; 1:100), Anti - TGF-B
(Cloud-Clone Corp/PAA124Ra01/Polyclonal Antibody; 1:100) e Anti - Colageno |
(Boster/PA2140-2; 1:100). Em seguida, adicionou-se o0 anticorpo secundario
biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho e anti-camundongo na
diluicdo de 1/100 (DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase — K0675). A reacéo foi
revelada utilizando-se solu¢do de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% e contra-
corada em hematoxilina de Harris. Para o célculo da area de deposicédo da matriz
extracelular além das areas de positividade para todas as reacdes imuno-
histoquimicas foram selecionados todos os pixels com tons de azul (tricromico de
Masson) ou marrom (marcacao imuno-histoquimica positiva) para a criacdo de
uma imagem binaria, processamento digital e calculo da area em ym?, analisados

com da objetiva de 40X e quantificados com software Image-Pro Plus de forma
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interativa. Para a analise, vinte campos foram selecionados aleatoriamente ao

longo de cada amostra representativa por grupo.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados inicialmente utilizando-se da estatistica
descritiva dos dados, sendo calculados os valores maximos e minimos, amplitude,
meédia e desvio padréo. Foi realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk e em
seguida foram analisados estatisticamente empregando-se andlise de variancia
(ANOVA) “one-way” seguido do pos-teste de Tukey. A hipotese nula foi rejeitada
quando p < 0,05. Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad

Prism® versao 5.04.
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5. RESULTADOS

5.1 INDUCAO E AVALIACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

5.1.1 Evolugao ponderal

A evolucdo ponderal foi maior nos grupos obesos apos 16 semanas de
consumo da dieta de alto indice glicémico (Grafico 01), sendo observado o
aumento do peso desde a primeira pesagem apos o inicio da dieta. O grupo
obeso apresentou média e desvio padrao de 350.6 + 92.19 g, o grupo obeso com
osteonecrose 341.9 £ 91.43 g. Ja o grupo saudavel obteve média e desvio padréo

de 234.6 + 35.73 g e 0 grupo com osteonecrose obteve 233.9 + 35.55 g.

Grafico 01 — Massa corporal média semanal dos animais de cada grupo do

estudo.
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Os simbolos e as linhas verticais representam a média (n=6). ANOVA one-way

seguido do pos-teste de Tukey. *p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.
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osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso com

osteonecrose vs. osteonecrose) .

5.1.2 Comprimento nasoanal, indice de Lee e indice de massa corporal

Podemos observar que os animais do grupo obeso apresentaram um maior
comprimento nasoanal (27.17 + 1.16 cm), quando comparados aos demais
grupos que obtiveram medidas semelhantes, sendo os grupos saudavel e

osteonecrose com medias de medidas iguais (25.33 + 0.51 cm) (Figura 12).
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Figura 12 - Comprimento nasoanal dos animais em cada grupo do estudo. Os
simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey. ‘p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.

osteonecrose).

Houve alteracdo no indice de Lee, quando feita a comparagdo entre os
grupos saudavel (0.26 £ 0.01 g/cm) e osteonecrose (0.25 = 0.00 g/cm), com os
grupos obeso e obeso com osteonecrose (0.31 + 0.00 g/cm), sendo esses ultimos

com indice de maior valor (Figura 13).
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Figura 13 — Médias do indice de Lee dos animais de cada grupo do estudo. Os
simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey. ‘p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.
osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso com

osteonecrose Vvs. osteonecrose).

No que se refere ao indice de massa corpérea as médias dos grupos
obeso (0.68 + 0.04 g/cm?) e obeso com osteonecrose (0,69 £+ 0.04 g/cm?) foram
maiores que a média dos grupos saudavel e osteonecrose (0,44 + 0.01 g/cm?)
(Figura 14).
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Figura 14 — Médias dos indices de massa corpOrea dos animais de cada grupo
do estudo. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6).
ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey. ‘p<0,05 (obeso vs. saudavel e
obeso vs. osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso

com osteonecrose vs. osteonecrose).
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5.1.3 Circunferéncias abdominal e toracica

Os animais que apresentaram maior aumento na circunferéncia abdominal
foram do grupo obeso (20.5 + 0.21 cm), seguido do grupo obeso com
osteonecrose (19.1 = 0.14 cm), osteonecrose (18.4 £ 0.44 cm) e saudavel (18.5 +
0.38 cm) (Figura 15). Com relacdo a circunferéncia toracica, o grupo obeso
também obteve uma média maior em relagdo aos demais (18.0 = 1.28 cm), sendo
seguido pelos grupos saudavel (16.6 + 0.51 cm), osteonecrose (16.5 + 0.54 cm) e

obeso com osteonecrose (15.9 + 0.86 cm) (Figura 16).
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Figura 15 — Médias das circunferéncias abdominal dos animais de cada grupo do
estudo. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA

one-way seguido do poés-teste de Tukey. "p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.

osteonecrose).
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Figura 16 — Médias das circunferéncias toracicas dos animais de cada grupo do

estudo. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA
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one-way seguido do poés-teste de Tukey. "p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.

osteonecrose).

5.1.4 indice de adiposidade

O indice de adiposidade dos animais que receberam a dieta de alto indice
glicémico, tanto do grupo obeso (10.0 = 1.03 g) quanto do grupo obeso com
osteonecrose (10.4 + 0.86 g) apresentou-se maior quando comparado ao indice

dos grupos saudavel (6.4 + 1.00 g) e osteonecrose (5.8 £ 0.68 g) (Figura 17).
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Figura 17 — Médias dos indices de adiposidade dos animais de cada grupo do
estudo. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA
one-way seguido do poés-teste de Tukey. "p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.
osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso com

osteonecrose vs. osteonecrose).
5.1.5 Peso do figado

O figado dos animais que receberam a dieta de alto indice glicémico, tanto
do grupo obeso (12.9 + 1.04 g) quanto do grupo obeso com osteonecrose (12.5 £

1.38 g) apresentou maior média de peso quando comparado as médias obtidas

nos grupos saudavel (10.6 £ 0.44 g) e osteonecrose (10.6 £ 0.81 g) (Figura 18).
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Figura 18 — Médias do peso dos figados dos animais de cada grupo do estudo.
Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey. 'p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.
osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso com

osteonecrose vs. osteonecrose).

5.2 ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA E MORFOMETRICA

Na analise macroscépica da mandibula (Figura 19), observou-se que 0s
animais do grupo controle saudavel (A), apresentaram, ap0s exodontia a
presenca de tecido claro, liso e homogéneo sobre a superficie da regido de
exodontia, compativel com gengiva saudavel (revestimento epitelial) (seta
amarela). No entanto, os animais do grupo osteonecrose (B), obeso (C) e obeso
com osteonecrose (D) apresentaram auséncia de revestimento epitelial na regiao
de extracdo dentaria, evidenciada com uma area macroscopicamente amarelada
compativel com 0sso exposto (seta azul).

Microscopicamente, observa-se (Figura 19) no grupo saudavel (E),
presenca de tecido 6sseo com ostedcitos nucleados sem alteracdes morfologicas,
compativeis com a normalidade. No entanto, no grupo osteonecrose (F), observa-
se osteocitos anucleados dispostos em grupos de cinco ou mais, compativel com
osteonecrose (cabeca de seta preta). Nos animais dos grupos obeso (G) ou
obeso com osteonecrose (H), além dos osteécitos anucleados dispostos em
grupos de cinco ou mais (cabeca de seta preta), observa-se a presenca de

sequestro 0sseo (*).
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FIGURA 19 - Macroscopia € microscopia representativa das mandibulas

dissecadas dos animais por grupo. A, E. Saudavel. B, F. Osteonecrose. C, G.
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Obeso. D, H. Obeso com osteonecrose. Seta amarela, regido com tecido gengival
revestindo a regido alveolar. Seta azul, regido de osso exposto. Cabeca da seta

preta, osteonecrose. * sequestro 6sseo. Magnificacao: 400x.

Com base nos resultados obtidos através da analise morfométrica da area
de necrose, esta foi maior nos grupos obeso com osteonecrose (290.33 + 15.77
pm?2), osteonecrose (172.83 + 18.19 pum?) e obesos (97.00 + 2.12 um?), quando
comparadas a area de necrose dos animais do grupo saudavel (5.00 = 3.21 um?)
(Figura 20).
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Figura 20 — Médias das areas de necrose dos animais de cada grupo do estudo.
Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA one-way
seguido do pos-teste de Tukey. “p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel),

“p<0,05 (osteonecrose vs. saudavel) e "p<0,05 (obeso vs. saudavel).

A avaliacdo microscopica do tecido adiposo (Figura 21) evidenciou que nos
animais dos grupos saudavel (A) e osteonecrose (B) os adipdOcitos encontravam-
se com auséncia de processos inflamatérios. Ja nos animais dos grupos obeso
(C) e obeso com osteonecrose (D), observou-se adipdcitos amplos e
exclusivamente no grupo obeso com osteonecrose a presenca de grandes vasos

dilatados, caracterizando estase sanguinea no tecido adiposo indicado pelo (*).
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Figura 21 - Microscopia representativa do tecido adiposo dos animais nas
diversas condi¢cdes experimentais. A. Saudavel, B. Osteonecrose, C. Obeso, D.
Obeso com osteonecrose. *estase sanguinea. Magnificacao: 400x.
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Em relac&o a avaliacdo microscopica do figado (Figura 22) foi evidenciado
nos animais dos grupos saudavel (A) e osteonecrose (B) preservacao total do seu
parénquima. J& nos animais dos grupos obeso (C) e obeso com osteonecrose
(D), observou-se o parénquima hepatico desses grupos com areas de esteatose

(cabeca da seta).

Figura 22 - Microscopia representativa do parénquima hepatico dos animais nas

diversas condi¢gBes experimentais. A. Saudavel, B. Osteonecrose, C. Obeso, D.
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Obeso com osteonecrose. Cabeca da seta preta, esteatose hepatica.

Magnificacdo: 400x.

Na andlise morfométrica do tecido adiposo, a média do tamanho dos
adipécitos foi maior nos grupos obeso com osteonecrose (98.41 £ 1.56 um?) e
obeso (97.75 £ 1.91 um?2), quando comparada a média do tamanho dos adipdcitos
dos grupos saudavel (28.91 + 5.60 um?) e osteonecrose (28.75 + 4.09 um?)
(Figura 23).
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Figura 23 — Médias do tamanho dos adipdcitos dos animais de cada grupo do
estudo. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 6). ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey. ‘p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs.
osteonecrose), #p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel e obeso com

osteonecrose vs. osteonecrose).

Na figura 24 identificamos corte histolégico de mandibula corado em
Tricrbmico de Masson, representativos das condi¢cdes experimentais avaliadas.
Nos animais do grupo saudavel (A) ou obesos (C), € observado intensa deposi¢éo
de matriz extracelular além da formagcdo de novos vasos sanguineos (seta) no
local da extragdo dentaria, caracterizando a formagéo do tecido de granulagéo (*).
No entanto, nas demais condi¢cdes experimentais, osteonecrose (B) e obeso com
osteonecrose (D) observa-se reducdo da formacdo deste tecido de granulagao.

Esses resultados sdo confirmados através da analise morfométrica, onde a média
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das areas marcadas com o Tricrobmico de Masson foi maior nos animais do grupo
saudavel (54.66 £ 16.31 um?) e do grupo obeso (50.93 + 14.19 um?2) seguida dos
grupos obeso com osteonecrose (5.81 £ 2.40 um?) e obeso (4.12 £ 2.43 pm?) (p <
0,0001) (Figura 25).

Figura 24 - Corte histolégico de mandibula corada em Tricromico de Masson, a

cor azul indica presenca de tecido de granulacédo. (A) saudavel, (B) osteonecrose,
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(C) obeso e (D) obeso com osteonecrose. Magnificacdo: 400x; seta (tecido de

granulacao). * (osteonecrose).
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Figura 25 - Médias das areas da matriz extracelular marcada com Tricrobmico de
Masson. Os simbolos e as barras verticais representam a média (n = 20). ANOVA
one-way seguido do pdés-teste de Tukey. ‘p<0,05 (saudavel vs. osteonecrose e
saudavel vs. obeso com osteonecrose), #p<0,05 (obeso vs. obeso com
osteonecrose).

5.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA

5.3.1 Avaliacdo Imuno-histoquimica e histomorfométrica da presenca do
TNF-alfa

Na figura 26 identificamos um corte histologico de mandibula em reacéao
imuno-histoquimica contra o TNF-alfa, contracorados com hematoxilina,
representativo das condicbes experimentais avaliadas. Nos animais do grupo
saudavel (A), € observado marcacao discreta e focal nos ostedcitos (seta). No
entanto, nas demais condicfes experimentais, osteonecrose (B), obeso (C) e
obeso com osteonecrose (D) observa-se marcacgéo intensa e multifocal (seta) nos
ostedcitos que se encontram alargados e de aspecto morfoldgico irregular, além
da matriz mineral que também se encontra marcada. Esses resultados sao

confirmados por meio da analise morfométrica (Figura 27), onde a média das
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areas marcadas em marrom (positividade da reac&o) foi maior nos animais do
grupo obeso com osteonecrose (27.59 + 7.65 um?) e do grupo obeso (25.52 +
8.31 um2) seguida dos grupos osteonecrose (17.38 £ 5.69 um2) e saudavel (4.34 £
2.51 um2) (p < 0,0001).

—
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Figura 26 - Corte histologico de mandibula em reacdo imuno-histoquimica contra

TNF-alfa. (A) Saudavel, (B) Osteonecrose, (C) Obeso e (D) Obeso com
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osteonecrose. Magnificacdo: 400x; seta (positividade da reacdo imuno-

histoquimica).
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Figura 27 - Médias das areas para TNF-alfa. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia (n = 20). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey.
#p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. osteonecrose e obeso com osteonecrose
vs. saudavel), 'p<0,05 (obeso vs. saudavel e obeso vs. osteonecrose), +p<0,05

(osteonecrose vs. saudavel).

5.3.2 Avaliacdo Imuno-histoquimica e histomorfométrica da presenca do
TGF-B

Na figura 28 identificamos um corte histologico de mandibula em reacdo
imuno-histoquimica contra o TGF-B, contracorados com hematoxilina,
representativo das condicbes experimentais avaliadas. Nos animais do grupo
saudavel (A) e osteonecrose (B) € observado marcacdo discreta e focal nos
ostedcitos (seta). No entanto, nas demais condi¢cdes experimentais, obeso (C), e
obeso com osteonecrose (D) observa-se marcacgao intensa e multifocal (seta). Em
especial no grupo D, observa-se ainda ostedcitos alargados e de aspecto
morfolégico irregular. Esses resultados sdo confirmados através da andlise
morfométrica (Figura 29), onde a média das areas marcadas em marrom
(positividade da reacéo) foi maior nos animais do grupo obeso com osteonecrose
(44.98 £ 3.93 um?) e do grupo osteonecrose (25.09 + 4.65 um?) seguida dos
grupos obeso (19.57 £ 4.37 um?) e saudavel (4.27 + 0.64 um?2) (p < 0,0001).
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Figura 28 - Corte histologico de mandibula em reac&o imuno-histoquimica contra
TGF-B. (A) saudavel, (B) osteonecrose, (C) obeso e (D) obeso com osteonecrose.

Magnificacdo: 400x; seta (marcacéo positiva contra o TGF-p).
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Figura 29 - Médias das areas para TGF-B. Os simbolos e as barras verticais
representam a meédia (n = 20). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey.
"p<0,05 (obeso com osteonecrose vs. saudavel, obeso com osteonecrose vs.
osteonecrose e obeso com osteonecrose vs. obeso), #p<0,05 (osteonecrose Vvs.
saudavel e osteonecrose vs. obeso), +p<0,05 (obeso vs. saudavel).

5.3.3 Avaliacdo Imuno-histoqguimica e histomorfométrica da presenca do

Colageno |

Na figura 30 identificamos um corte histolégico de mandibula em reacgéo
imuno-histoquimica contra o Colageno |, contracorados com hematoxilina,
representativo das condicbes experimentais avaliadas. Nos animais do grupo
saudavel (A) €& observado marcacdo intensa e multifocal de colageno | nos
ostedcitos e matriz (seta). No entanto, nas demais condi¢cdes experimentais,
osteonecrose (B), obeso (C), e obeso com osteonecrose (D) observa-se
marcacdo discreta e focal nos ostedcitos (seta). Esses resultados séo
confirmados através da analise morfométrica (Figura 31), onde a média das areas
marcadas em marrom (positividade da reac&o) foi maior nos animais do grupo
saudavel (26.73 + 8.29 um?) seguida dos grupos obeso (4.05 = 2.37 um?),
osteonecrose (2.94 + 2.11 ypm?) e obeso com osteonecrose (1.56 + 0.61 um?) (p <
0,0001).
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Figura 30 - Corte histologico de mandibula em reac&o imuno-histoquimica contra
Colageno I. (A) saudavel, (B) osteonecrose, (C) obeso e (D) obeso com

osteonecrose. Magnificacdo: 400x; seta (marcacao positiva contra o Colageno I).
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Figura 31 - Médias das areas para Colageno |. Os simbolos e as barras verticais

representam a meédia (n = 20). ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey.

"p<0,05 (saudavel vs. osteonecrose, saudavel vs. obeso e saudavel vs. obeso

com osteonecrose).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho implantou de maneira isolada e associada os modelos
de obesidade induzida por dieta de alto indice glicémico (DAIG) e de
osteonecrose induzida por bifosfonatos em ratos Wistar. Alteracées que incluem o
aumento do peso final dos animais, tamanho dos adipdcitos, aumentos nos
comprimentos nasoanal, circunferéncias toracica e abdominal, indice de Lee,
caracterizaram o modelo de obesidade. Enquanto, alteragcbes microscopicas
como a presenca de osteoclastos vazios, sequestro 6sseo e aumento do infiltrado
de células inflamatérias na regido do estudo, caracterizaram a implantacdo da
osteonecrose. Possivelmente os dois quadros associados foram responséaveis
pela exacerbacdo de alguns destes parametros observados nos seus respectivos
grupos isolados.

No Brasil, as estimativas de prevaléncia de obesidade, segundo o Sistema
de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas Crbnicas por
Inquérito Telefonico (VIGITEL), aumentaram de 15 para 18% de 2010 a 2014, em
ambos os sexos. Na Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), a prevaléncia de
obesidade entre os homens aumentou de 9,3% (POF 2002-2003) para 12,7%
(POF 2008-2009). Em mulheres, a prevaléncia de obesidade passou de 14,0 para
17,5%, nas respectivas pesquisas. Por esses motivos destaca-se a importancia
de estudos sobre esta doenca, bem como suas possiveis associacbes com outros
fatores (104).

Este estudo analisou a influéncia da obesidade no desenvolvimento da
osteonecrose por bifosfonatos por meio de modelos animais capazes de
correlacionar estas doencas. A criagdo de modelos animais de obesidade surgiu
principalmente pela limitagdo ética em estudar a suscetibilidade dos humanos as
disfuncdes patologicas acarretadas (105,106). Além disso, trata-se de uma
doenca multifatorial e se objetiva mimetizar as alteracdes ocasionadas pela
obesidade humana nos roedores o que pode dificultar a sua compreenséo (107).

O uso de modelos animais com ratos para estudo da osteonecrose
apresenta algumas limitagdes no que diz respeito ao procedimento cirargico, pois

pelo porte pequeno, este se torna mais complexo. Porém, existem vantagens

48



considerando: baixo custo, excelente reprodutibilidade e processo de reparo
0sseo mais rapido do que em outros modelos (como humano) (53).

Atualmente existem diversos modelos propostos para a inducdo da
obesidade e uma das principais formas é por meio da alteracdo dietética,
processo este que se assemelha ao que ocorre na obesidade humana (108). Vale
ressaltar que a escolha do tipo de dieta é uma decisdo imprescindivel para o
objetivo final do estudo (107).

A dieta escolhida para o estudo em questdo, de alto indice glicémico
(DAIG), apresenta como um de seus principais componentes o leite condensado,
e foi ofertada aos animais durante 16 semanas. Masi et al. (2017) em um estudo
comparando duas dietas em camundongos: uma rica em agucar e outra rica em
gordura, relataram que ocorreu um aumento do ganho de peso corporal cursando
com outras alteragdes como intolerancia a glicose, fibrogénese hepética e
aumento da inflamacdo nos animais alimentados com a dieta rica em leite
condensado, demonstrando que esse ingrediente € mais inflamatério que a
gordura (109).

Ferreira et al. (2022) desenvolveram um estudo que relacionou asma e
obesidade, para isto foi feito uso de dieta de alto indice glicémico, semelhante a
utilizada em nosso estudo e foi possivel identificar que apdés o consumo, houve
aumento do peso corporal, glicemia em jejum, circunferéncia abdominal, indice de
massa corporal e indice de adiposidade, além da exacerbacdo da asma em
funcdo da obesidade, semelhante a logistica do presente estudo onde buscamos
identificar correlacédo da obesidade com outra doenca (110).

Mesmo sendo um problema de saude publica mundial, apresentando alta
prevaléncia entre a populagdo, ainda ndo existem estudos suficientes que
caracterizem efetivamente a obesidade em ratos. O que se observa é o aumento
significativo no peso ou no conteldo energético destes animais quando
comparados com um grupo controle (111).

No estudo, os animais que receberam a DAIG apresentaram uma maior
evolugdo ponderal quando comparados aos grupos que receberam a dieta
comum (apenas com racgéo), sendo este fator importante para a caracterizagao da
inducdo da obesidade, além disto foi observado que existem diferencas
significativas entre as médias do grupo obesos (sem e com osteonecrose) em
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relacdo aos animais dos grupos ndo obesos (saudavel e com osteonecrose).
Dados semelhantes foram observados por Luz et al. (2018) e por Ferreira et al.
(2022) onde os animais dos grupos experimentais também tiveram um aumento
no peso em dezesseis semanas de ingestao de DAIG (90).

Além da dieta de alto indice glicémico, existe também a dieta de cafeteria
que pode ser utilizada para inducdo da obesidade em roedores, esta também
induz um aumento do peso dos animais e contem ingredientes com altas taxas
caléricas que sdo ofertados para os animais 0 que acaba ocasionando aumento
no peso corporal e nas reservas de adipocitos dos mesmos. Porém ainda existem
poucas informacdes sobre o indice glicémico ou a carga glicémica destes que sao
critérios importantes para a escolha da dieta (112).

Além do aumento do peso, também podemos levar em consideracao
aumento de outras medidas ndo invasivas para avaliar a evolucdo e inducao da
obesidade, como o comprimento nasoanal e os indices de massa corporal e de
Lee. Nos animais do estudo, observamos um aumento significativo comparando
as médias dos grupos em todas as medidas citadas.

Ferreira et al. (2022) (110) realizaram um estudo com dieta para inducao
da obesidade semelhante a abordada que mostrou um aumento no comprimento
nasoanal, corroborando com os dados encontrados no presente estudo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Novelli et al. (2007) (113), em que
animais submetidos a dieta rica em carboidrato, apresentaram também um
aumento do mesmo comprimento.

Segundo Bernardis e Patterson (1968), o indice de Lee pode ser utilizado
como eficaz de determinagéao da obesidade em animais. Existe uma relagéo entre
este parametro e a massa gorda do animal, quanto maior o indice de Lee, maior a
chance do animal se tornar obeso, aliado ao dado que resultados abaixo de 0,30
g/cm séo considerados normais (113) (114). No presente estudo os animais dos
grupos obesos obtiveram indice de Lee acima de 0,30 g/cm, corroborando com os
dados existentes na literatura.

Uma das principais medidas utilizadas para avaliar obesidade e as
associacfes com outras doencgas € o IMC, porém esta medida ndo mostra a
composicao corporal do individuo, caracterizando o percentual de massa (magra
ou gorda) (115). Fazendo um comparativo entre 0s grupos, observamos
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diferencas, sendo as médias dos grupos obeso e obeso com osteonecrose
maiores que a média dos grupos saudavel e osteonecrose. Semelhante a relatos
que existem na literatura sobre dietas que alteram o indice em questédo (113,116).

No estudo também foram avaliados outros paréametros antropométricos,
como os depositos de tecido adiposo através das circunferéncias nas regides
abdominal e toracica. Observamos um aumento em ambas as medidas
comparando 0s grupos nao obesos e obesos. A literatura mostra, em estudos
semelhantes, que o acumulo de gorduras na regido toracica pode ser responsavel
por sua correlacdo com diabetes (117,118). Enquanto o aumento da
circunferéncia abdominal, pode ser um fator preditivo para complicacGes
cardiovasculares (119,120) e associagdao ao risco de diabetes tipo 2, sendo
inclusive mais fortemente associada que o IMC (121).

Diante da complexidade que € o processo de inducdo da obesidade,
também foi feita a retirada e pesagem dos principais depdsitos de gordura
(inguinal, epididimal e retroperitoneal), bem como o calculo do indice de
adiposidade, sendo dados importantes para implementacdo da obesidade.
Segundo Ferreira et al. (2022) este método se faz muito importante para
corroborar com os demais dados que sao utilizados no processo de inducédo da
obesidade (110).

No presente estudo, observou-se que 0s animais dos grupos obesos (com
e sem osteonecrose), apresentaram um aumento dos trés depdsitos de gordura,
guando comparados aos animais dos grupos saudavel e com osteonecrose e
consequentemente um aumento também no indice de adiposidade. Bortolin et al.
(2018) realizaram um estudo comparando algumas dietas de inducdo da
obesidade em modelo animal e demonstrou que apenas a dieta do tipo
ocidentalizada ocasionou um aumento do indice de adiposidade destes animais,
indicando que a escolha da dieta € determinante para a utilizacdo do parametro
(122).

N&o existem na literatura estudos que relacionem de maneira direta o
aumento do indice de adiposidade especificamente em animais obesos e com
osteonecrose, conforme demonstrou nosso estudo, diante disto sdo necessarios
mais estudos sobre este tema. Nascimento et al. (2011) demonstraram por meio
da realizacdo de uma pesquisa utilizando dieta rica em gordura (49%) por 15
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semanas em ratos Wistar que estes apresentaram um aumento no indice de
adiposidade em aproximadamente 4% (86).

Sao inumeras as comorbidades que surgem paralelas a obesidade,
incluindo alteragBes hepaticas, como por exemplo, a esteatose que esta presente
em cerca de 80 a 90% dos individuos adultos obesos (123). A doenca é
caracterizada principalmente pelo acumulo de triglicerideos nos hepatocitos. De
acordo com Abdelmalek et al. (2010) o aumento do consumo de frutose em seres
humanos esta associado a um agravamento da fibrose e a reducdo da esteatose.
Um dos principais componentes da dieta utilizada no estudo foi o leite
condensado, que corresponde a um dissacarideo que contém glicose e frutose
(124).

No estudo observou-se um aumento no peso do figado dos animais dos
grupos obesos (com e sem osteonecrose) quando comparados aos animais dos
grupos ndo obesos, além disso, observou-se um aumento no tamanho dos
adipdcitos no grupo obeso com osteonecrose, presenca de vasos grandes e
dilatados (estase hepatica) bem como o parénquima hepéatico destes grupos
apresentou presenca de esteatose (evidenciada pela presenca de hepatécitos
com nucleo deslocado para a periferia e vacualizados), indicando que a dieta
utilizada pode ter relagdo com estes achados.

Diante dos principais par@metros avaliados e listados até o momento, ditos
como importantes para comprovacao da obesidade, todos eles foram avaliados e
em sua maioria apresentaram aumentos significativos ap6s o consumo da DAIG
em um periodo de 16 semanas, comprovando que ocorreu a implantacdo da
doenca e validacao do modelo.

O processo normal de cicatrizacdo do alvéolo apds o procedimento de
exodontia, bem como as altera¢cdes no mecanismo de reparo causadas pelo uso
de bifosfonatos vem sendo estudado em ratos e os resultados se assemelham
aos encontrados no nosso estudo (53). Paralela a inducéo da obesidade, também
foi realizada a inducdo da osteonecrose com a utlizacdo de bifosfonatos.
Macroscopicamente, foi observado nos animais do grupo saudavel na superficie
alveolar apds a exodontia a presenca de tecido claro, liso e homogéneo,

compativel com gengiva saudavel, ja nos animais dos grupos osteonecrose,
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obeso e obeso com osteonecrose foi identificado auséncia de revestimento
epitelial na regido de extracdo dentaria compativel com 0sso exposto.

A andlise histologica revelou no grupo saudavel, ha presenca de tecido
0sseo com ostedcitos nucleados sem alteragdes morfologicas, compativeis com a
normalidade. No entanto, no grupo osteonecrose, observa-se muitos ostedcitos
anucleados, compativel com osteonecrose, semelhante a resultados publicados
(17,53,125). Na pesquisa em questdo, especificamente nos animais dos grupos
obeso e obeso com osteonecrose, além da presenca de ostedcitos anucleados,
identificou-se sequestro 6sseo, sugerindo que a obesidade esta associada a um
dano tecidual mais severo. O sequestro 6sseo foi demonstrado em animais nao
obesos por meio de estudos que realizaram indugcdo da osteonecrose (17,45),
porém, este € o primeiro relato de sequestro ésseo em mandibula de animais
obesos com osteonecrose.

Conforme abordado anteriormente, os bifosfonatos atuam na diminui¢éo e
reabsorcdo déssea porque induzem apoptose osteoclastica e com isso acabam
inibindo os osteoclastos maduros. O metabolismo ésseo possui duas atividades:
deposicado e reabsorcdo. Na deposicdo, osteoblastos sintetizam uma matriz que
sofre mineralizacdo primaria e um longo processo de mineralizacdo secundaria,
que vem logo em seguida. Ja a reabsorcdo 0ssea € realizada pelos osteoclastos
e consiste na dissolucdo mineral éssea e no catabolismo dos componentes da
matriz éssea (126).

Em nosso estudo foi possivel evidenciar que a obesidade € uma condicéo
que quando associada a osteonecrose induz um aumento na area de necrose
0ssea, tornando a doenca ainda mais grave. Esta comprovacéao foi feita através
das morfometrias das areas de necrose de cada grupo. Observamos diferencas
significativas entre o grupo saudavel e os demais (osteonecrose, obeso e obeso
com osteonecrose), sendo a area de necrose maior em area nos grupos obeso
com osteonecrose e osteonecrose, que foram os grupos que passaram pela
inducdo da osteonecrose, mostrando assim que o protocolo de inducdo da
osteonecrose além de eficiente gerou uma area de necrose ainda maior quando
associada a obesidade.

Esta correlacdo pode ter ocorrido por alguns fatores, como por exemplo, a
inflamacéo caracteristica das duas doencas. Estudos de Zandi et al. (2016) (17) e
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Vilarinho et al. (2017) apontam presenca de infiltrado inflamatério na area das
lesbes induzidas pela manifestacdo da osteonecrose em mandibulas de ratos
(45). A necrose 0ssea pode levar a perda da integridade do tecido mole. Além
disso, a propria exodontia também ocasiona ruptura direta dos tecidos moles o
que torna a doenca ainda mais severa, favorecendo o prolongamento da
inflamacdo em um ciclo de feedback positivo, aumentando a gravidade ou
extensdo da doenca (84).

Além da inflamacdo se manifestar na area das lesdes na mandibula, em
nosso estudo foi possivel observar também a presenca de inflamacédo no tecido
adiposo de alguns grupos. Através da avaliacdo microscépica deste, nos animais
dos grupos saudavel e osteonecrose os adipOcitos encontravam-se com auséncia
de processos inflamatérios. Ja nos animais dos grupos obeso e obeso com
osteonecrose, 0s adipocitos apresentavam-se amplos e exclusivamente no grupo
obeso com osteonecrose foi possivel ainda a identificacdo da presenca de
grandes vasos dilatados (estase sanguinea) no tecido adiposo.

A obesidade € uma doenca caracterizada pelo acumulo de tecido adiposo,
independentemente da idade, sexo, altura e estad diretamente relacionada a
inflamacéo e diversas doencas crbnicas nao transmissiveis, influenciando assim a
organizacdo corporal (127). Luz et al. (2018) realizaram um estudo com ratos
Wistar utilizando DAIG e observaram um aumento no processo inflamatério (90).

A relacdo entre a obesidade e a inflamacdo € sustentada principalmente
pelo fato de que o nivel circulante de muitas citocinas e proteinas de fase aguda
associadas a inflamacéo apresenta-se alto em pacientes obesos. Os adip6citos
secretam varias citocinas e proteinas de fase aguda que, direta ou indiretamente,
elevam a producdo e circulacdo de fatores relacionados com 0 processo
inflamato6rio (128). Logo, a compreensdo sobre a origem dos marcadores
inflamatorios na obesidade se faz necesséaria para melhor compreensdo desta
correlacéo.

De acordo com Yudkin et al. (1999) e Trayhurn e Wood (2004) existem trés
possibilidades para a origem dos marcadores inflamatérios: a primeira é que elas
sdo produzidas por 6rgaos diferentes do tecido adiposo, como por exemplo o
figado, além das células imunes. A segunda hipétese é que o tecido adiposo
branco secreta fatores que estimulam a producdo de marcadores inflamatérios
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pelo figado e outros 6érgdos. A terceira possibilidade sugere que os marcadores
inflamatorios tém origem através dos proprios adipécitos (129). Além destas,
existe ainda a possibilidade da origem dos mesmos ser através da combinacao de
mais de um fator dos elencados acima (130). Assim, sdo nhecessarios mais
estudos para que este mecanismo fisiopatologico seja melhor compreendido.

O presente estudo também analisou as condi¢cdes experimentais a fim de
compreender o mecanismo de reparo e evidenciar a influéncia do TGF-, TNF-
alfa e coldgeno tipo | no tecido ésseo associado as doencas estudadas
(osteonecrose e obesidade) de maneira isolada e associada.

De acordo com Alsalih et al.,, (2021) o uso de acido zoledrbnico esta
associado a reducdo da migracéo e proliferacédo de células epiteliais, endoteliais e
fibroblastos. Além disso, compromete a expressdo de fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), acarretando a diminuicdo da vascularizacdo (131).
Resultados semelhantes foram observados no presente estudo como a reducéo
do tecido de granulacdo nos grupos osteonecrose e obeso com osteonecrose,
demonstrando assim que o processo de homeostase dos tecidos lesionados foi
comprometida e o reparo foi prejudicado favorecendo o desenvolvimento da
doenca. Ja nos grupos saudavel e obeso foi possivel identificar uma intensa
deposicao na matriz extracelular e angiogénese.

A obesidade também tem sido relacionada a mudancas na homeostase do
tecido 6sseo, por meio de uma série de mecanismos. Podemos citar: alteracdes
hormonais nos reguladores do metabolismo ésseo, aumento do estresse oxidativo
e inflamagdo (132). O tecido adiposo produz varias citocinas pro-inflamatérias
(como o TNF-alfa) e adipocinas que podem influenciar negativamente a saude do
tecido 6sseo e reparo.

A deposicdo de matriz extracelular € um mecanismo fundamental para o
processo de formacdo e manutencdo da estrutura do tecido 6sseo. Porém, em
individuos obesos com as mudancas decorrentes do tecido adiposo citadas
anteriormente, podem ocorrer interagbes complexas entre estas células e os
osteoblastos e osteoclastos acarretando danos ao tecido.

O TNF-alfa apresenta grande diversidade de atividades biolégicas, como
por exemplo: respostas imunoldgicas, reacdes inflamatdrias e neovascularizagao
(133). Também pode promover o processo de apoptose celular (134). Além disso,
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no tecido 0sseo ele promove a erosdo Ossea, interferindo no processo de
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos ou realizando a exposicdo da matriz
Ossea (135). Para que este processo ocorra, na area da lesdo 6ssea (onde o
processo inflamatorio esta presente), a interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (136) e o
ligante para ativacédo de receptores de NF-kB (RANKL) também estdo presentes e
atrelados ao TNF-alfa promovem um aumento no processo de recrutamento,
diferenciacao e ativagéo dos osteoclastos (137).

Cheung et al.,, (2011) realizaram um estudo que evidenciou que a
administracdo cronica de acido zoledrbnico tem sido associada ao aumento de
TNF-alfa (138). Este marcador € expresso na polpa dental podendo ativar os
dominios de morte celular, estimulando a infiltragcdo e ativacdo de macréfagos
(139). Cvikl et al., (2011) desenvolveram um estudo in vitro sobre as taxas de
apoptose de células da polpa incubadas com &cido zoledrénico. Este estudo
revelou que houve uma reducdo na sobrevida das células devido a acéo toxica
direta do &cido zoledrénico (140).

Em um estudo clinico com o uso de inibidores de TNF-alfa em doencas
sistémicas foi evidenciada a eficacia no processo de inibicdo da reabsorcdo 6ssea
(141). Na periodontite o TNF-alfa € um dos principais fatores para o agravamento
da doenca (142). A injecdo de solugdo contendo um antagonista do TNF-alfa
pode atuar inibindo a formacdo de osteoclasto, diminuindo o recrutamento de
células inflamatdrias e reduzindo a perda 6ssea em 60% (143). Também foi
demonstrada a diminuicdo de danos 0sseos nha artrite reumatoide com uso de
antagonistas do TNF-alfa (144). Logo esta pode ser uma alternativa para a
reducdo de danos teciduais.

No presente estudo foi observado no grupo saudavel marcagdo para o
TNF-alfa discreta e focal nos ostedcitos e uma menor média da area marcada, ja
NoS grupos osteonecrose, obeso e obeso com osteonecrose a marcacao foi
intensa e multifocal e os ostedcitos apresentaram aspecto irregular e alargados e
maiores médias das areas marcadas. Sendo o TNF-alfa importante para a
reabsorcdo e por gerar danos ao tecido 6sseo em doencgas relacionadas a
processo inflamatério (136,137), possivelmente este resultante da osteonecrose,
influenciou para tais achados nos grupos acometidos com a doenca. Além disso,
o tecido adiposo produz uma quantidade relativamente grande de TNF-alfa (145),
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fato que corrobora com os resultados desta marcacdo acentuada nos grupos
acometidos com a obesidade.

Relagbes entre TNF-alfa circulante e indices de obesidade tém sido
estudados. Jellema et al., (2004) realizaram um estudo que identificou que a
reducdo de massa corporal diminui a concentracdo circulante dessa adipocina
(146). Yudkin et al., (2005) sugeriram que a producdo de TNF-alfa pela gordura
ao redor da origem arteriolar inibe o estimulo da insulina para a sintese de 6xido
nitrico, resultando em vasoconstricdo (147). Efeitos como a inibicdo da via de
sinalizacao do receptor de insulina tem sido descritos, incluindo alguns estudos
gue envolvem ratos obesos (148,149).

Alguns estudos tem buscado compreender a associagdo entre os niveis de
adiponectina e de marcadores inflamatérios (como o TNF-alfa) em diferentes
populacdes e tem demonstrado que a resposta anti-inflamatéria da adiponectina
pode ser mediada pelas concentracfes desta citocina (150,151). A adiponectina é
um fator produzido pelo tecido adiposo e esta relacionado com resposta
inflamatoria e regulacdo do balanco energético (133)- Além disso, também existem
estudos que relacionam a acao desta adipocina com o tecido 6sseo apresentando
um papel significativo na regulacao do processo de remodelagéo 6ssea (152,153).
Logo, a andlise desta adipocina pode ser um importante preditor para melhor
compreensao entre a relacdo do TNF-alfa, tecido 6sseo e obesidade.

Outra citocina importante para o processo de remodelacdo 6ssea € o TGF-
B, que esta envolvida em diversos processos biologicos e fisiologicos, além de
atuar no controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, apoptose, sintese de
componentes de matriz extracelular bem como respostas imunolégicas. A
desregulacédo desta citocina estd associada ao surgimento de doencas, como
cancer (mama, préstata, pulmao, figado) e fibrose (154).

A producdo de colageno por meio de fibroblastos pode ocorrer através de
via de sinalizacdo intracelular ativada pelo TGF-B. Este é um homodimero
proteico estabilizado por interagdes hidrofébicas, cuja forma ativa € sintetizada
por meio da molécula TGF-B latente que é composta do dimero TGF- associado
a um complexo ndo covalente com um peptideo associado a laténcia (LAP). Apés
0 processo de sintese esta citocina € excretada no meio extracelular (6). Ligantes
da familia TGF-B exercem sua funcdo formando um complexo de sinalizacdo
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hexamérica com dois receptores da familia TGF-B tipo | e dois tipos I, sendo a
formacdo desse complexo responsavel pelo processo de ativacdo das vias de
sinalizacdo SMAD (155).

O processo de sinalizagdo comeca com o0s receptores tipo Il adicionando
grupos fosfato a uma regido nos receptores tipo I, chamada "dominio GS" (este
dominio é rico em glicina/serina). Em seguida ocorro a ligagdo do “dominio GS” a
proteina inibidora chamada FKBP12 aumentando assim a afinidade de proteinas
R-SMADs para o complexo. Posteriormente a esta ligacdo, as proteinas R-
SMADs passam por um processo de fosforilacdo levando assim a separacédo do
complexo receptor e associacdo ao SMAD4 se deslocando para o nucleo da
célula onde desempenha a fungcdo de controle da expressdo génica, exercendo
assim influéncia em vérias funcgdes celulares (156,157).

No presente estudo foi possivel identificar uma marcacdo para o TGF-f3
discreta e focal nos ostedcitos dos grupos saudavel e osteonecrose, ja nos grupos
obeso e obeso com osteonecrose esta marcagao foi intensa e multifocal. Sendo o
TGF-f uma citocina importante para o processo de cicatrizacdo (formacéo do
tecido de granulacdo), acredita-se que esta citocina pode ter sido ativada para
producdo de coldgeno no tecido 6sseo (demonstrando assim processo de
cicatrizagao).

O TGF-B é uma citocina anti-inflamatoria que tem papel importante na
manutencdo da homeostase tecidual, facilitando assim a resolucéo e induzindo o
processo de reparo. Esta atua regulando negativamente o recrutamento e
ativacao de leucécitos e em contrapartida recruta fibroblastos estimulando assim
a sintese dos componentes da matriz extracelular (158). Esta propriedade anti-
inflamatoria pode ter contribuido para obtencdo de tais achados nos grupos
obesos (visto que o individuo obeso apresenta acentuado processo inflamatorio)
onde a marcacdo para o TGF-$ foi mais intensa. Vale ressaltar que a marcacao
para o TNF-alfa nestes grupos também foi intensa e multifocal corroborando com
esta hipotese da influéncia do processo inflamatorio.

Concomitantemente identificou-se a marcag¢do para o colageno | no grupo
saudavel de forma intensa e multifocal nos ostedcitos e na matriz indicando a
ocorréncia de possivel processo de cicatrizacdo, diferentemente dos grupos
osteonecrose, obeso e obeso com osteonecrose onde esta marcacgao foi discreta
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e focal indicando o oposto em relacéo ao processo de cicatrizacdo, possivelmente
0 processo inflamatério também tenha exercido influéncia sobre estes achados
uma vez que o mesmo esté presente em ambas as condicgdes.

Existem estudos que demonstram que o Acido zoledrbnico interfere no
processo sintese de colageno em culturas celulares de fibroblastos periodontais e
uma das causas para tais achados é o fato deste farmaco atuar aumentando a
taxa de apoptose (159-161). Um dos potenciais causadores para este efeito
toxico é o estresse oxidativo que é gerado na area alvo do medicamento. De
acordo com Colli et al., (2015) com a interacéo do acido zoledrénico, fibroblastos
presentes no ligamento periodontal passam por um processo de aumento da
sintese de espécies reativas de oxigénio por uma via dependente da sintese de
oxido-nitrico constitutiva acarretando assim um estresse inflamatorio (161), além
disso sabe-se que o0s ostedcitos sdo células sensiveis a esse estresse
inflamatorio (162).

No presente estudo para inducdo da osteonecrose foi associada uma
exodontia (trauma) entre a quarta e quinta semana da administracdo do &cido
zoledrénico. Este farmaco se adere a hidroxiapatita do tecido 6sseo de forma
irreversivel (163), logo quando ocorre o trauma os tecidos ja se apresentavam em
processo inflamatério e este evento possivelmente estimulou um aumento na
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias. Estudos em modelos experimentais e
clinicos sugerem a associacdo entre o processo inflamatorio e a osteonecrose
dos maxilares induzida pelo uso de bifosfonatos (164-166). Logo um dos fatores
chave para uma melhor compreensdo de tais fatores € o estudo do pefrfil
imunolégico desta doenca.

A depender da concentracdo o acido zoledrénico pode gerar implicacdes
distintas. Quando altas, a sintese de fosfatase alcalina e a morfologia dos
odontoblastos pode ser prejudicada, em contrapartida, quando as concentragbes
sdo baixas o farmaco pode aumentar a expressdo de colageno | (167). No
presente estudo foi possivel observar uma marcacéo para colageno | menor nos
grupos osteonecrose e obeso com osteonecrose (grupos que receberam acido
zoledrénico), achados que corroboram com os achados de Basso et al. (2013).
Além disso de acordo com Scheper et al.,, (2009) e Naidu et al.,, (2008)
respectivamente, este farmaco € tdxico para varios grupos celulares como
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fibroblastos e osteoblastos, esperando-se assim uma reducdo na sintese de
colageno | (160,168).

Como abordado anteriormente, a obesidade é uma doenca que afeta
negativamente o metabolismo 6sseo, principalmente através de alteracdes no
processo inflamatorio (132). Sendo os bifosfonatos responsaveis por aumentar a
producdo de mediadores inflamatérios agudos e modificarem o perfil imunoldgico
e celular de pacientes (169-172), acredita-se que a associacdo das duas
condicdes atrelada as alteracdes geradas principalmente no processo inflamatério
possam ter contribuido para a baixa deposicdo de coldgeno | nos grupos
osteonecrose, obeso e obeso com osteonecrose.

Atrelado a reducdo na deposicdo de colageno tipo | nos grupos acima
citados, encontrou-se um aumento na marcagao para o TGF-B nos mesmos
grupos. Tal achado pode demonstrar que possivelmente no grupo saudavel o
TGF-p foi sintetizado e utilizado para ativar células do tecido 6sseo a produzirem
coldgeno e assim realizar o processo de cicatrizacdo, diferente dos demais
grupos onde possivelmente este mecanismo néo foi realizado e o processo de
cicatrizacdo em comparacgao ao grupo saudavel ndo foi 0 mesmo.

O fato acima citado indica possivelmente que a osteonecrose modula
deposicao de Colageno | em ratos obesos via TGF-. Outro fator importante é o
processo inflamatério j4 citado nas duas doencas (osteonecrose e obesidade)
onde acredita-se que exerca influéncia negativa na modulacdo da deposicdo do
colageno I. A escassez de trabalhos que associam a obesidade e osteonecrose e
0s parametros aqui elencados dificultam o entendimento de maneira clara e
assertiva o desfecho final do trabalho. Diante disto, a relacéo entre o uso do acido
zoledronico e a expressdo de marcadores inflamatorios na osteonecrose
associada a obesidade precisa ser melhor compreendida para confirmacao de tais
hipoteses e isto sera possivel atraves da realizagdo de mais estudos que

envolvam estas condicoes.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel analisar a influéncia da obesidade no desenvolvimento da
osteonecrose por bifosfonato através do uso de modelos animais, com a
implantacdo do modelo de inducéo da obesidade e osteonecrose em ratos Wistar,
e percebeu-se a influéncia desses fatores sobre a evolucdo ponderal e nos
parametros murinométricos.

Também foi possivel identificar as alteracbes anatomopatologicas no
modelo de osteonecrose, bem como as alteracfes histoldgicas no figado e no
tecido adiposo, confirmando assim a implantacdo dos modelos de inducdo da
osteonecrose e obesidade, além da possivel associacdo entre essas doencas.

O estudo identificou através da microscopia e morfometria que TGF-,
TNF-alfa e Colageno | exercem um importante papel no tecido 6sseo frente ao
acometimento com as doencas em questao (osteonecrose e obesidade), onde a

osteonecrose modula deposicdo de Colageno | em ratos obesos via TGF- B.
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ANEXOS
Anexo 01 — Certidédo de aprovacao do CEUA.
Universidade

Federal da
Paraiba
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Certificamos que a proposta intitulada "INFLUENCIA DA OBESIDADE NO DESENVOLVIMENTO DA
OSTEONECROSE POR BIFOSFONATOS", protocolada sob o CEUA n° 8738120220 (b o00%91), sob a
responsabilidade de Ricardo Dias de Castro e equipe; Wilson José de Miranda Lima; Adriano Francisco
Alves - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo comos
preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA/UFPB) na reuniao de 24/04/2020.

We certify that the proposal "INFLUENCE OF OBESITY ON DEVELOPMENT OF BIPOSPHONATE
OSTEONECROSIS", utilizing 32 Heterogenics rats (32 females), protocol number CEUA 8738120220 (o
000991), under the responsibility of Ricardo Dias de Castro and team; Wilson José de Miranda Lima;
Adriano Francisco Alves - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes
or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA),
and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba
(CEUA/UFPB) in the meeting of 04/24/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 06/2020 a 06/2022 Area: Morfologia

Origem: Unidade de Producao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 30 a 40 dias N:32
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso:180 a 200 g

Local do experimento: Os experimentos serdao realizados no Laboratorio de Nutricdo Experimental
(LANEX) e no Laboratorio de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular (LAFECC).

Joao Pessoa, 09 de marco de 2022
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Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco |l Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo
Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155 Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
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Anexo 02 — Aprovacdao pela CEUA de retificacao realizada no projeto.

Joao Pessoa, 09 de marco de 2022
CEUA N 8738120220

IImo(a). Sr(a).
Responsavel: Ricardo Dias De Castro
Area: Morfologia

Titulo da proposta: "INFLUENCIA DA OBESIDADE NO DESENVOLVIMENTO DA OSTEONECROSE POR
BIFOSFONATOS".

Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFPB (b 000s61)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba, no cumprimento das
suas atribuicdes, analisou e APROVOU a Notificacao (versao de 13/dezembro/2021) da proposta acima
referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "O projeto trata-se do desenvolvimento de osteonecrose em
RATAS, no entanto, a unidade de producao animal IPEFARM passa por algumas dificuldades com as
instalacoes e infra-estrutura. Inicialmente o projeto foi aprovado com o uso de ratas, no entanto,
existem ratos disponiveis para o uso em tempo mais habil que a obtencao das ratas. Pelo fato de nao ter
mudancas metodoldgicas quanto a mudanca de sexo dos animais, solicito a mudanca de sexo de ratas
para ratos.".

Comentario da CEUA: "Sou de parecer favoravel a mudanca do sexo dos animais no projeto, uma vez
que isso nao implica em alteracdes metodologicas ou éticas. A Comissao”.
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Horario de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
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