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CANDIDO, L. R. Influéncia da obesidade na microarquitetura do tecido Gsseo peri-
implantar: estudo em ratos. 2022. 37 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagéo) -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.
RESUMO

A obesidade € caracterizada por um processo inflamatorio crénico sistémico.
Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, os obesos correspondem 650 milhdes de pessoas no
mundo, com projecdes para 2025 de 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e mais de 700
milhGes com obesidade. Esse aumento considerdvel aconteceu principalmente devido ao
avanco da globalizacdo que acarretou mudancas considerdveis no padrdo nutricional e nos
habitos de vida. Tendo em vista que a obesidade pode afetar negativamente o metabolismo
0sseo e que a reabilitacdo dentdria com implantes osseointegraveis ja € uma técnica
consolidada, o objetivo desse trabalho foi verificar e comparar as caracteristicas
microarquiteturais do tecido 6sseo peri-implantar de ratos obesos e ndo obesos por meio de
microtomografia computadorizada (micro-CT). Para isso, 10 ratos Wistar machos foram
divididos em dois grupos, obesos (GO) e ndo obesos (GNO). Inicialmente, o GO foi submetido
a uma dieta hiperlipidica complementada com dieta de cafeteria por 90 dias para o
estabelecimento da obesidade, sendo mantida durante todo o experimento, enquanto o GNO
recebeu dieta padrdo. Em cada animal instalou-se um implante em cada metéafise tibial. A
eutanasia ocorreu apos 60 dias da instalacdo dos implantes. Na analise tridimensional por
micro-CT foram avaliados parametros que caracterizam o trabeculado 6sseo, como espessura
do trabeculado 6sseo, numero e separagdo das trabéculas dsseas, volume de densidade 6ssea,
superficie de interseccdo 6ssea, porosidade 6ssea e densidade de conectividade. Apds a analise
estatistica dos dados com nivel de significancia de 95%, foi verificado diferenca na Micro-CT
nos parametros de separacdo das trabéculas dsseas e densidade de conectividade, indicando um
0SS0 com maior separacdo trabéculas e menor densidade. Dessa forma, a obesidade mostra-se
influenciar no tecido ésseo peri-implantar dos ratos obesos apresentando um tecido 6sseo de

maior fragilidade mecanica.

Palavras-chave: Obesidade. Ratos Wistar. Microtomografia por Raio-X. Osseointegracao.



CANDIDO, L. R. Influence of obesity on peri-implant bone tissue microarchitecture:
study in rats. 2022. 37 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagédo) - Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Obesity is characterized by a chronic systemic inflammatory process. According to the World
Health Organization, 650 million people are obese worldwide, with projections for 2025 of 2.3
billion overweight adults and more than 700 million obese. This considerable increase
happened mainly due to the advance of globalization that brought about considerable changes
in the nutritional pattern and in life habits. Considering that obesity can negatively affect bone
metabolism and that dental rehabilitation with osseointegrated implants is already a
consolidated technique, the objective of this work was to verify and compare the
microarchitectural characteristics of the peri-implant bone tissue of obese and non-obese rats
by by means of micro-computed tomography (micro-CT). For this, 10 male Wistar rats were
divided into two groups, obese (GO) and non-obese (GNO). Initially, the GO was submitted to
a high fat diet supplemented with a cafeteria diet for 90 days for the establishment of obesity,
being maintained throughout the experiment, while the GNO received a standard diet. In each
animal, an implant was installed in each tibial metaphysis. Euthanasia took place 60 days after
implant placement. In the three-dimensional analysis by micro-CT, parameters that characterize
the bone trabeculae were evaluated, such as bone trabecular thickness, number and separation
of bone trabeculae, bone density volume, bone intersection surface, bone porosity and
connectivity density. Data were submitted to a statistical test with a significance level of 95%.
After statistical analysis of the data with a significance level of 95%, a difference was found in
the Micro-CT in the parameters of bone trabecular separation and connectivity density,
indicating a bone with greater trabecular separation and lower density. Thus, obesity is shown
to influence the peri-implant bone tissue of obese rats, presenting bone tissue with greater

mechanical fragility.

Keywords: Obesity. Wistar rats. X-ray microtomography. Osseointegration.
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1 INTRODUCAO

A obesidade, considerada uma doenca crénica, é caracterizada pelo acimulo excessivo
ou anormal de gordura corpérea que acarreta prejuizos a sadide do individuo. E um dos
principais fatores de risco para doengas como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares,
hipertensdo, acidente vascular cerebral e varias formas de cancer. Sua etiologia é multifatorial,
uma vez que o peso corporal é determinado pela interagdo entre fatores bioldgicos, ambientais,
sociais e comportamentais, que agem na regulacdo do armazenamento e gasto energético
(KOPELMAN, 2000).

O diagnostico da obesidade é realizado a partir do pardmetro estipulado pela
Organizacao Mundial de Saude, o body mass index (BMI) ou indice de massa corporal (IMC),
obtido a partir da relacdo entre peso corpéreo (kg) e estatura (m2) dos individuos. Através deste
parametro, sdo considerados obesos os individuos cujo IMC encontra-se num valor igual ou
superior a 30 kg/m2. Os individuos que possuem IMC entre 25 e 29,9 kg/m? s&o diagnosticados
com sobrepeso e ja podem ter alguns prejuizos com o excesso de gordura (BVSMS, 2021).

De acordo com Alves et al. (2013), a obesidade era uma realidade predominante dos
paises ricos e desenvolvidos, contudo, a globalizacdo transformou padrfes nutricionais e
habitos de vidas de paises de baixa e de média renda, acarretando uma significativa elevacdo
na prevaléncia desta doenca. Com isso, hoje, a obesidade tornou-se um problema de satde
publica global, alcancando 650 milhdes de pessoas no mundo (OMS, 2021), com projecoes para
2025 de 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos no mundo. No
Brasil, cerca de 1,5 bilhdes de reais por ano séo gastos no tratamento da obesidade, abrangendo
internacOes hospitalares, consultas médicas e medicamentos. Desse valor, 600 milhdes séo
provenientes do governo via Sistema Unico de Salde, representando 12% do orgamento gasto
com todas as outras doencas (ANJOS, 2006).

A obesidade estd associada a uma reacdo inflamatdria crénica sistémica de baixa
intensidade e este quadro inflamatdrio esta intimamente relacionado com a hipertrofia do tecido
adiposo. Evidéncias ttm demonstrado que o Tecido Adiposo Branco (TAB), antes reconhecido
como um 0Orgao passivo de acimulo de energia, €, na realidade, um importante 6rgéo de funcgéo
enddcrina metabolicamente ativo, capaz de secretar e de expressar diversas substancias
bioativas com agdes local e sistémica (KERSHAW:; FLIER, 2004; TILG; MOSCHEN, 2006).
Entre elas, o0 TAB é responsavel pela producdo de uma gama de citocinas, em sua maioria pro-

inflamatdrias, como a IL (interleucina) - 1B, a IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF)-a ¢ a
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proteina quimiotatica para mondcitos (MCP)-1, e de adipocinas, como a resistina e a leptina
(CANCELLO; CLEMENT, 2006; HOTAMISLIGIL, 2006). Concomitante a isto, a obesidade
também esta associada a diminuicdo na producéo de adiponectina, uma adipocina usualmente
considerada um importante fator de propriedades anti-inflamatorias (STEFAN; STUMVOLL,
2002). Adicionalmente, com o aumento do tecido adiposo na obesidade, ocorre infiltracdo de
macrofagos neste tecido, aumentando ainda mais a carga inflamatéria (HOTAMISLIGIL,
2006).

Apesar de nem todos os mecanismos estarem esclarecidos, hé evidéncias que esse estado
inflamatorio (local ou sistémico) esteja relacionado (seja causa ou consequéncia) a desordens
como resisténcia insulinica, diabetes mellitus, hiperlipidemia, hipertenséo arterial, aterogénese
e, consequentemente, a sindrome metabdlica (TRAYHUM; WOOQOD, 2004).

Na Figura 1, podemos observar a obesidade como uma enfermidade caracterizada por
um baixo grau de inflamacdo cronica no TAB, detectada por duas evidéncias cientificas: a)
elevacdo de marcadores e citocinas inflamatorias nesses individuos e b) presenca de macrofagos

infiltrados no TAB de individuos obesos.

Figura 1 - Esquema simplificado da inflamacéo do Tecido Adiposo Branco na obesidade
e seus efeitos

Infiltragdo de macréfagos no TAB por quimiotaxia
e por diferenciacdo de pré-adipdcitos

——» Expressdo de genes inflamatérios

Elevacao de marcadores inflamatoérios
(TNF-a, IL-6, PCR, MCP-1, Leptina,
Resistina) e Diminui¢cao da adiponectina

[ |
4= | Baixo grau de inflamac&o crénica ]
[ |
Co-morbidades da obesidade
Resisténcia insulinica
Diabetes Mellitus Tipo 2
Hiperlipidemia
Hipertensao arterial

Peso Normal Obesidade por hiperplasia efou %
hipertrofia de adipécitos Aterogénese

Fonte: LEITE; ROCHA; BRANDAO-NETO, 2009

A literatura tem mostrado que a obesidade exerce papel importante na cicatrizagao
cutanea. Segundo Nascimento e Costa (2011), este processo inflamatorio cronico sistémico de
baixa intensidade interfere retardando o reparo tecidual e aumentando a susceptibilidade a

infeccdes, 0 que gera atraso de forma significativa o processo cicatricial.
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A obesidade também parece influenciar o metabolismo do tecido 6sseo. Acreditava-se,
no passado, que a obesidade tinha efeitos somente benéficos sobre o metabolismo 6sseo, por
meio do aumento da proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos e da deposicéo de ostedcitos,
estimulado pelo excesso de carga mecanica provocada pelo peso corporal elevado, resultando
em neoformacdo Ossea (VILLAREAL et al., 2005; CAO, 2011). Todavia, estudos tém
demonstrado que o excesso de tecido adiposo esta associado com baixa densidade mineral de
0ssos do corpo (CAO, 2011) e pode induzir perda 6ssea alveolar em ratos (CAVAGNI et al.,
2013, 2016) e em humanos (NASCIMENTO et al., 2015). Furuse et al. (2018), em estudo em
ratos, verificaram que a obesidade também leva a atraso no reparo ésseo alveolar apds
exodontia e aumento no nimero de osteoblastos. Com base na literatura, a obesidade parece
afetar o metabolismo dsseo por meio de distintos mecanismos, como diminuicdo da
osteoblastogénese e aumento da reabsorcao 0ssea por meio da regulacdo positiva de citocinas
pré-inflamatorias e regulacdo de progenitores osteoplasticos (KHOSLA, 2001; HALADE et
al., 2010).

Um estudo realizado em 2018 por Coelho et al. mostrou o0 impacto da
obesidade/sindrome metabdlica (O/SM) e diabetes mellitus tipo-2 (DM) na osseintegracao de
implantes instalados bilateralmente em mandibulas de mini-pigs. O experimento teve por
objetivo verificar se ambas as condi¢des sistémicas induzidas prejudicavam a cicatrizacao
tecidual nas areas implantadas. Os resultados desse estudo piloto mostraram que houve impacto
da obesidade/sindrome metabolica e diabetes mellitus tipo-2 sobre os implantes, uma vez que
a formacdo 6ssea peri-implantar foi pior nos grupos O/SM e DM em relagéo ao grupo controle.
Resultados como este comprovam a relevancia desta modalidade de estudo, visando que
tratamentos com implantes osseointegrados sdo um campo em emergéncia na sociedade atual.
A escassez de dados na literatura que revelem a interacdo existente entre a obesidade e
processos como a osseointegracao € a prova de que esta € uma area de grande abrangéncia, mas

pouco explorada até a atualidade.

A reabilitagdo dentaria com implantes osseointegraveis € uma técnica ja consolidada,
com alto indice de sucesso e apresenta, dentre suas principais vantagens, a melhor estabilidade
funcional e estética. Com os avangos tecnoldgicos, redugdo dos custos e aprimoramento de
técnicas cirdrgicas, somados ao aumento da expectativa de vida, a procura por este tipo de

tratamento tem crescido cada vez mais.
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Uma vez que a obesidade tem alcancado indices crescentes nas ultimas décadas, faz-se
necessario um melhor entendimento de como esta condicao afeta 0 metabolismo 6sseo e de suas
consequéncias ao 0sso, mais especificamente ao 0sso alveolar, cujo metabolismo difere dos
demais ossos além de ndo se beneficiar com o aumento da carga mecanica promovido pelo
excesso de peso, como ocorre nos 0ssos de sustentagdo do corpo. Vale ressaltar que as possiveis
alteragOes dsseas podem aumentar o risco de falha na osseointegracdo dos implantes dentarios
e consequente insucesso do tratamento trazendo impacto negativo para a reabilitacdo oral do
paciente apds extracOes dentarias e cirurgias odontoldgicas e necessidade de mudancgas no

planejamento reabilitador.

Desta forma, visando contribuir com este entendimento, propusemo-nos por meio deste
estudo inédito analisar o tecido 6sseo peri-implantar de ratos obesos no que se refere a qualidade

deste tecido apds a instalacdo de implantes.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo objetivou analisar as caracteristicas microarquiteturais do tecido
0sseo peri-implantar de ratos obesos por meio da microtomografia computadorizada (micro-
CT) considerando os seguintes parametros: espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th), nimero de
trabéculas (Th.N), separacdo entre as trabéculas (Th.Sp), volume de densidade 6ssea (BV/TV),
interface de contato osso-implante (IS - superficie de intersec¢do), porosidade total (Po-tot) e
densidade de conectividade (Conn.Dn).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em conformidade com os principios éticos da
experimentacdo animal, apresentando parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Unesp, Aracatuba, Sdo Paulo, n°® 00316-
2018 (Anexo A).

3.1 Animais

Para o presente estudo, foram utilizados 20 ratos Wistar (Rattus novergicius
albinus), inicialmente com 30 dias de vida, pesando aproximadamente 250g, proveniente do
biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Unesp, os quais foram divididos,
aleatoriamente, em 2 grupos, controle e experimental: grupo controle, ndo obeso (GNO, n=10)
e grupo experimental, obeso (GO, n=10) (Figura 2). O grupo obeso recebeu dieta hipercaldrica
e 0 grupo ndo obeso recebeu dieta balanceada. Os animais foram pesados e o Teste T ndo
pareado mostrou ndo haver diferenca significativa na média do peso dos animais de ambos os

grupos (p>0,05).

Os animais foram mantidos em ambiente de 12/12 horas de claro e escuro (periodo
claro iniciado as 7h) e temperatura de 23°C (+ 2°C), com alimentacdo e 4gua ad libitum, alojados
em gaiolas plésticas durante todo o periodo experimental, incluindo as duas semanas iniciais de

ambientacao.

Figura 2 - Diagrama ilustrativo da separacdo dos grupos experimentais

< Grupo Obeso

Grupo Niao Obeso —~_~‘
o < n =10 animais

n = 10 animais

Fonte: Autor (2022)
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A seguir, detalharemos os procedimentos realizados.
3.2 Inducéo da Obesidade

Para a inducédo da obesidade nos ratos do GO, levou-se em consideracdo o estudo
FURUSE, C, et al., 2018, administrando uma dieta hipercaldrica, por um periodo de 90 dias,
composta por ragdo hiperlipidica M 42% kcal paletizada (Rhoster, Aragoiaba da Serra, SP,
Brasil) complementada com dieta de cafeteria (salsicha e bolacha recheada), enquanto os ratos
do GNO receberam racdo balanceada (Nuvlab, Curitiba, PR, Brasil). A obesidade foi
determinada pelo indice nutritivo, ou indice de Lee, descrito em 1928, que consiste na razéo da
raiz cubica da massa corporal (g) pelo comprimento naso-anal (cm) multiplicado por 100, sendo
valores abaixo de 300 considerados normais (BERNARDIS, S. S.; PATTERSON, B. D., 1968).
Para o acompanhamento do estabelecimento da obesidade, os animais foram aferidos
quinzenalmente (Figura 3).

Figura 3 - Pesagem (A) e medi¢do do comprimento naso - anal (B) para o célculo do
Indice de Lee

Fonte: Autor (2019)

Ap0s este periodo, foi mantida a dieta hipercaldrica no GO e a dieta balanceada no GNO

até a eutanasia dos animais.
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3.3 Andlise Glicémica

Foi realizada a mensuracéo da glicemia de todos os ratos, em jejum de 8 horas, nos
dias 1 (antes do periodo de inducgdo da obesidade), 91 (ao término do periodo de indugdo da
obesidade, antes da instalacdo dos implantes) e 150 (antes da realizacdo da eutanasia). Para
tanto, houve a imobilizacdo mecénica dos animais, seguida de uma limpeza e desinfec¢cdo da
Sdo Paulo, SP, Brasil) e, posteriormente, utilizando agulha 29Gx1/2” (Nipro Corporation,
Honjo-Nishi, Kita-ku, Osaka, Japan) foi realizada uma puncao na extremidade caudal, seguida
de pequena compressdo para a obtencdo de uma amostra de sangue. Na sequéncia, utilizando
aparelho eletronico para aferigdo da glicemia e fitas glicotestes (Accu-Check Performa - Roche-
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA) os valores foram obtidos e anotados em uma
planilha para descricdo dos resultados. Sdo considerados diabéticos os ratos com nivel
glicémico maior ou igual a 300 mg/dl (SCHOENFELDER; CIRIMBELLI; CITADINI-
ZANETTE, 2006).

3.4 Instalacdo dos implantes osseointegraveis nas tibias e eutanasia

Apbs o periodo de inducdo da obesidade nos ratos do GO, foi realizada a instalacdo dos
implantes osseointegraveis na tibia de todos animais. Para isso, 0s ratos foram submetidos a
jejum pré-operatorio de 8 horas e anestesiados com uma combinacao de 50 mg/kg de Cetamina
e 5 mg/kg de Cloridrato de Xilazina administrada por via intramuscular. Também foi aplicado
cloridrato de Mepivacaina (0,3 mL/kg 2% Scandicaine, Adrenalina 1:100.000; Septodont,
Saint-Maur-des-Fosse's, Franca) para anestesia local e para proporcionar hemostasia do campo

operatorio.

ApOs a anestesia, realizou-se a tricotomia na porcdo medial da tibia direita e a
desinfeccdo topica com lodo Polivinilpirrolidona e degermante (10% de PVP, riodeine
degermante; Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil). Foi realizada uma inciséo de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metéafise tibial direita e a seguir, o tecido
mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o auxilio de deslocadores de periosteo,

expondo o 0sso para receber os implantes.

Foi instalado um implante de titdnio comercialmente puro grau IV com superficie

tratada por duplo ataque acido (acido nitrico, fluoridrico e sulfdrico) da marca Medens (Itu, SP,
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Brasil) com altura de 4 mm e didmetro de 2 mm, esterilizados por raios gama na tibia direita de
cada animal. Para isso, a fresagem foi realizada com fresa helicoidal 2 mm de didmetro,
perfurando as corticais, montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil)
a uma velocidade de 100 RPM, sob irrigacdo abundante com solucdo isotonica de cloreto de
sodio a 0,9%, e contra &ngulo com reducdo 20:1 e profundidade de 3 mm. Em seguida foi
utilizada a fresa langa em 2 mm, aproximadamente metade de seu comprimento para a criagcdo
da loja cirargica e com auxilio de uma chave digital quadrada hexagonal instalado o implante
com estabilidade e travamento inicial. A ferida foi suturada por planos, sendo utilizado fio
absorvivel (Poliglactina 910 - Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod, Sdo José dos Campos, SP,
Brasil) na camada profunda e, na camada externa, sutura monofilamento (Nylon 4.0, Ethicon,
Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil) (Figura 4). No periodo pds-operatorio imediato, 0s
animais receberam dose unica de pentabiotico (0,1 mg/kg) e tramadol (25 mg/kg), por via

intramuscular.

Figura 4 - Sequéncia cirurgica para instalacao do implante na tibia direita dos ratos.

Legenda - Sequéncia cirdrgica para instalacdo do implante na tibia: (a) tricotomia da regido anterolateral da tibia,
(b) antissepsia com PVPI degermante, (c) incisdo de aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de
metafise tibial direita, (d) 0 musculo gastrocnémico e o peridsteo foi descolado em espessura total e afastado com
o0 auxilio de descoladores de peridsteo, expondo 0 0sso para receber os implantes com o auxilio de uma fresa lanca
acoplada a um contra angulo de implante conectado a um motor elétrico, foi realizada loja cirrgica sob irrigacéo
abundante com soro fisioldgico, (e) loja cirdrgica criada foi realizada com fresa start de 2 mm de diametro, (f)
instalagdo do implante com auxilio de uma chave digital quadrada, (g) Sutura por planos com fio de Vycril 4-0,
(h) sutura com pontos simples interrompidos em pele com fio de nylon 4-0.
Fonte: POLO, 2016.

Apds 60 dias da instalagdo dos implantes, os animais foram eutanasiados com dose letal
de anestésico (Tiopental 150 mg/kg de peso corporal, Cristalia Ltda., Itapira, SP, Brasil).
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3.5 Anélise por Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)

As tibias dos animais pertencentes aos grupos GNO e GO nas quais foram instalados o0s
implantes foram removidas, dissecadas com auxilio de material cirdrgico e submetidas a
fixacdo histoldgica utilizando solucdo de formalina tamponada a 10% por 48 horas. Decorrido
este tempo, os espécimes foram lavados em agua corrente por 24 horas e, reduzidos e
armazenados em alcool 70°GL. Em seguida, foram submetidos & analise por varredura de feixe
de raios-X em um sistema de microtomografia digital computadorizada (Micro-CT) utilizando
microtomografo SkyScan (SkyScan 1176, Bruker Micro-CT, Aatselaar, Bélgica) foi realizada
em cortes de 9um de espessura (80Kv e 313uA), com filtro de cobre e aluminio e passo de
rotacdo de 0,3 mm, resolucdo de 2672 x 4000 (linhas x colunas) e com tempo de aquisigéo de
1h e 28min, sendo escaneadas em 360°. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas
amostras foram armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Versdo 1.6.6.0), com smoothing de 2, correcdo dos anéis de artefato

de 20 e correcdo de BeamHardening de 45%.

No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64- bit), as imagens foram
reconstruidas e adequadas ao posicionamento padrdo podendo ser observadas em trés planos
(transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAnN
(2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versdo 1.12.4.0) foi definida uma area ao redor do
implante (ROI) delimitada por 0,5 mm em torno de todo o implante. Esta area ficou definida
como Area Total (0,5 mm de margem ao redor dos implantes - ROl 4,5 mm x 3,2 mm) (Figura
5). Esse software analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershold). O
threshould utilizado na andlise foi de 25-90 tons de cinza, que possibilitou a obtencdo do

volume de osso formado ao redor dos implantes (Figura 6).
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Figura 5 - Demarcacao do ROI no software CTAnalyzer
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Legenda - Demarcacdo da ROI no software CTAnalyzer. O quadro vermelho mostra uma aproximacéo para melhor
visualizacdo da area retangular correspondendo aos vales entre a 32 e a 5% rosca do implante (Glosel, et. al., 2010).
Fonte: POLO, 2016

Figura 6 - Conversdo das imagens em escala de cinza

# Heman uw

390030000020000

0,5 mm de altura

0,8 mm de largura

== software CTAnalyzer®

Legenda — Conversdo das imagens em escala de cinza. A imagem mostra a ROl ap6s a conversdo em escalas de
cinza com os intervalos de valores correspondentes ao 0sso esponjoso. As areas em branco correspondem a
estrutura 6ssea.

Fonte: POLO, 2016

Foram avaliados parametros que caracterizam o trabeculado 6sseo, como espessura do
trabeculado 6sseo (Th.th), nimero de trabéculas osseas (Th.N), separacdo entre as trabéculas
osseas (Th.S), volume de densidade 6ssea (Bv/Tv), interface de contato osso implante

(superficie de interseccdo - IS), porosidade total (Po-tot) e densidade de conectividade
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(Conn.Dn) para entdo se fazer a reconstrucdo em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Versao
2.7).

3.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos ao teste t ndo pareado para cada
parametro analisado utilizando o programa GraphPad Prism 9.01, com nivel de significancia de
p=0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Inducéo da obesidade

A primeira etapa deste estudo consistiu na inducéo da obesidade nos animais do GO por
90 dias com administracdo de dieta hipercalorica. Para 0 acompanhamento do desenvolvimento
da obesidade, foi utilizado o indice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968)

quinzenalmente.

J& aos 45 dias, 0 GO apresentou indice de Lee maior que 300, indicando obesidade,
enguanto o GNO apresentou valores menores que 300, o que foi mantido até o final do periodo

experimental (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias dos pesos e dos Indices de Lee dos grupos experimentais no inicio do
periodo experimental (D1), aos 45 dias do periodo de engorda (D45), no dia da instalacao
dos implantes (D91) e no dia da eutanasia (D150)

Periodos ~ Grupos  Médias dos Pesos (g)  Médias dos Indices de Lee (g/cm)

Dial GNO 293,2 289,8
GO 306,4 293,2
Dia 45 GNO 505,2 294,6
GO 584 303,25
Dia 91 GNO 574,6 288,2
GO 717 307,5
Dia 150 GNO 620 293,4
GO 817,5 314

GNO = grupo nao obeso; GO = grupo obeso.
Fonte: Autor (2022)

A Figura 7 mostra uma comparacao do aspecto fisico entre um rato do GNO e um
do GO, no momento das medic6es do dia 150.
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Figura 7 - Comparacao do aspecto clinico entre um rato do GNO e um do grupo GO

Legenda: Asimagens A e B foram realizadas durante a medig&do dos animais no dia 150 e mostram diferenca visual
no tamanho do rato da esquerda (GNO) em comparac¢do com o da direita (GO).
Fonte: Autor (2022)

4.2 Analise Glicémica

No presente estudo, nenhum dos ratos, tanto do GNO quanto do GO, em nenhum
dos periodos mensurados, apresentou-se diabético, ou seja, com glicemia acima de 300mg/dl.
Ainda, a analise estatistica (Teste t) ndo mostrou diferenca significante (p>0,05) entre os niveis
de glicose no sangue dos animais GNO e GO nos diferentes periodos (bela 2).

bela 2 - Valores médios da glicemia dos animais GNO e GO no inicio do tempo
experimental (D1), no dia da instalacéo dos implantes (D91) e no dia da eutanasia (D150)

Dia 1 GNO 98,2 0,5961
GO 103,4

Dia 91 GNO 145,6 0,7789
GO 176,75

Dia 150 GNO 186,2 0,1193
GO 2245

GNO = grupo néo obeso; GO = grupo obeso.
Fonte: Autor (2022)



28

4.3 Analise Microtomografica (Micro — CT)

4.3.1 Espessura do trabeculado désseo (Th.th)

Neste parametro, 0 GO apresentou valor médio de 0,1067 mm, discretamente

maior que 0 GNO que foi de 0,2006 mm (

Grafico 1). Essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (p = 0,4543).

Gréfico 1 - Espessura do trabeculado 6sseo nos animais dos grupos ndo obeso (GNO) e

obeso (GO)
0.15+
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E
=
L5
2 0.05-
0.00

GNO

Fonte: Autor (2022)

4.3.2 Numero de trabéculas 6sseas (Th.N)

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 3,259 mm,

discretamente maior que o grupo controle (GNO) que foi de 2,835 mm (

Gréfico 2). Essa diferenca ndo foi estatisticamente significante (p = 0,2149).
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Graéfico 2 - Namero de trabéculas 6sseas nos animais dos grupos nédo obeso (GNO) e

obeso (GO)
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Fonte: Autor (2022)

4.3.3 Separacdo do trabeculado ésseo (Th.Sp):

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 0,1348
mm, discretamente maior que o grupo controle (GNO) que foi de 0,1263 mm (Grafico 3). Essa

diferenga foi estatisticamente significante.

Gréfico 3 - Separacdo do trabeculado ésseo nos animais dos grupos ndo obeso (GNO) e

obeso (GO)
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Fonte: Autor (2022)
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4.3.4 VVolume de densidade dssea (Bv/Tv):

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 30,87 mmz2,
discretamente menor que o grupo controle (GNO) que foi de 32,7 mm? (Gréafico 4). Essa

diferenca ndo foi estatisticamente significante (p = 0,7069).

Gréfico 4 - Volume de densidade 6ssea nos animais dos grupos nédo obeso (GNO) e obeso

(GO)
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Fonte: Autor (2022

4.3.5 Superficie de Intersecgdo (IS):

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 17,12%,
discretamente maior que o grupo controle (GNO) que foi de 16,19% (Grafico 5). Essa diferenca

ndo foi estatisticamente significante (p = 0,6611).

Gréfico 5 - Superficie de interseccédo nos animais dos grupos ndo obeso (GNO) e obeso
(GO)

25+

GNO
Fonte: Autor (2022)
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4.3.6 Porosidade (Po (tot))

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 69,13%,
discretamente menor que o grupo controle (GNO) que foi de 67,30% (Grafico 6). Essa

diferenca ndo foi estatisticamente significante (p = 0,6345).

Gréfico 6 - Porosidade nos animais dos grupos ndo obeso (GNO) e obeso (GO)
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Fonte: Autor (2022)

4.2.7 Densidade de Conectividade (Conn.Dn)

Neste parametro, o grupo experimental (GO) apresentou valor médio de 768,3 mm?,
discretamente menor que o grupo controle (GNO) que foi de 1207 mm? (Gréfico 7). Essa

diferenca foi estatisticamente significante.

Graéfico 7 - Densidade de Conectividade nos animais dos grupos ndo obeso (GNO) e

obeso (GO)
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Fonte: Autor (2022)
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5 DISCUSSAO

O presente estudo verificou de forma pioneira, a partir de analises
microtomograficas (Micro-CT), que ratos submetidos a inducdo de obesidade atraves de dieta
hiperlipidica associada com dieta de cafeteria apresentaram alteragdes na microarquitetura

Ossea peri-implantar apés a instalacdo de implantes osseointegraveis tratados com ataque acido.

Atualmente, sabe-se que a obesidade esta sendo discutida como um problema de
salde publica. O rapido aumento da prevaléncia da obesidade mundial levou a uma crescente
preocupacao relacionada a alteracdes metabolicas sistémicas que podem, de forma direta e/ou
indireta, acarretar alteracGes em diversos tecidos corporais. Isto posto, altos niveis de gordura
corporal estdo relacionados a varias reagBes imunoinflamatérias que proporcionam
modificacOes nas liberacdes que citocinas que desencadeiam situa¢Bes inflamatérias, como o
TNF-a e a interleucina-6 (IL-6). Além disso, evidéncias de estudos com animais experimentais
tém indicado que a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo esta associada a estado
inflamatorio crénico encontrado na obesidade, fato que pode contribuir para a existéncia de
liberagbes descontroladas de fatores pro-inflamatérios, uma vez que o tecido adiposo é
considerado um 6rgédo endocrino (MONTEIRO et al., 2019). Em relacdo as analises de tecidos
peri-implantes foi mostrado que alteracdes na profundidade de sondagem, perdas dsseas
marginais e elevacGes na quantidade de mediadores pro-inflamatorios ao redor de implantes
osseointegraveis foram maiores em pacientes com sobrepeso ou obesidade (ALWARAWRAH;
KIERNAN; MACIVER, 2018; MONTEIRO et al., 2019).

Sendo assim, verificar o impacto da obesidade no tecido 6sseo peri-implantar bem
como entender os mecanismos envolvidos tornam-se fundamentais para a Odontologia, tendo
em vista que a reabilitacdo dentaria com implantes osseointegraveis tem se tornado cada vez
mais acessivel a populagéo. Desta forma, a presente pesquisa buscou estudar, em modelo animal
em ambiente de pesquisa, o efeito da obesidade na microarquitetura do tecido 6sseo peri-
implantar. Vale ressaltar que muitos estudos abordam variados aspectos da osseointegracao do
implante dentario em modelos clinicos e em animais, porém pouco ainda foi estudado sobre o

efeito da obesidade na estrutura desse o0sso através do micro-CT.

O uso de um modelo animal se fez necessario para que se pudesse estudar a relacéo
entre a obesidade e o tecido 0sseo peri-implantar recém-formado. Estudo em ratos possui

grandes vantagens, pois sdo animais de facil manipulacéo e baixo custo de manutengdo nos
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quais se consegue estudar o tecido peri-implantar em individuos obesos em tempos bem
inferiores a 1 ano (SENEL et al., 2010), sendo possivel a indugdo da obesidade em 90 dias e
osseointegracdo em 120 dias. O presente estudo foi realizado em ratos Wistar uma vez que sdo
conhecidos por simular a resposta biologica dos seres humanos, salvo restricbes inerente e

peculiaridades da espécie.

A administracdo de dietas de cafeteria, hipercaldricas e ou hiperlipidicas, vem
sendo comumente utilizada para a inducdo da obesidade em animais experimentais, devido a
semelhanga com a génese e as respostas metabdlicas decorrentes da obesidade em humanos,
visto que os fatores ambientais, como o consumo de dietas inadequadas e a inatividade fisica,
sdo os fatores que mais contribuem para o desenvolvimento da forma mais comum de obesidade
em humanos (ROSINI; SILVA; MORAIS, 2012). No presente trabalho, para o estabelecimento
da obesidade, foi fornecida por 90 dias uma dieta hiperlipidica e hipercal6rica composta por
racdo M 42% kcal paletizada (Rhoster) complementada com salsicha e biscoito recheado a fim
de torna-la mais palatavel levando ao maior consumo (FURUSE et al., 2018). Quinzenalmente,
0 ganho de peso era verificado pelo indice de Lee e, com 45 dias de consumo dessa dieta, 0s
animais ja se apresentavam obesos (indice de Lee > 300), sendo esse quadro mantido por igual
periodo.

Um ponto importante acerca do protocolo estabelecido por nosso grupo e utilizado
neste e em estudo anterior é que, apesar dos animais terem se tornado obesos, 0s niveis
glicémicos mostraram que ndo se tornaram diabéticos, condigdo metabdlica comumente
presente concomitante ao quadro de obesidade e que pode somar consequéncias negativas ao
tecido Gsseo e ao seu processo de reparo. Alguns estudos sugerem que pacientes com mau
controle metabdlico e longo tempo de evolucdo do diabetes apresentam maior risco de
osteopenia (VARGAS et al., 2003).

O diabetes é uma doenca causada pela producédo insuficiente ou ma absorgédo de
insulina, hormdnio que regula a glicose no sangue e garante energia para 0 organismo. Os
mecanismos fisiopatologicos relacionados a perda 0ssea no diabetes parecem incluir reducéo
da atividade osteoblastica, alteracdo do metabolismo fosfocélcico, diminuicdo da sintese

coldgena ou producdo reduzida de IGF-I e insulinal2-16.

Da mesma forma, € comum encontramos pacientes obesos com taxas de glicose
sanguinea adequada. De acordo com a sociedade brasileira de diabetes, se 0s adipdcitos de um

individuo forem capazes de estocar o excesso de energia de forma ilimitada, a pessoa ganhara
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peso, mas ndo havera deposito anormal de gordura em outros 6rgaos, como figado e musculo,
uma caracteristica marcante dos individuos com diabetes e sindrome metabdlica. Por outro lado,
se a capacidade de armazenando for minima, o excesso de energia é acumulado em outros

Orgaos e desenvolve-se uma resisténcia a insulina e por fim diabetes.

A micro-CT é uma valiosa ferramenta para visualizacdo de estruturas
tridimensionais internas de pequenos objetos. Ela permite uma analise detalhada
tridimensionalmente da estrutura Ossea, tanto de biopsias humanas quanto de modelos
experimentais animais. O método padrdo de descrever quantitativamente a arquitetura 6ssea é
o célculo de indices morfométricos, sendo os mais importantes para a analise do osso trabecular,
segundo Depypere et al. (2013), os seguintes: espessura trabecular 6ssea (Th.Th), média da
espessura das trabéculas de toda a estrutura; namero trabecular (Tb. N), que é a média do
nimero médio de trabéculas transversais por unidade de comprimento; separacao trabecular
(Th.Sp), que € a distancia média entre as trabéculas; volume de densidade dssea (BV/TV), que
¢ a razdo entre o volume do 0sso segmentado e o volume tecidual total da regido de interesse;
superficie de interseccao (l.s), que a quantidade de osso neoformado ao redor do implante
osseointegravel; porosidade 6ssea (Po(tot)), que é a quantidade percentual de poros no tecido
0sseo; e densidade de conectividade (Conn.D), que é a medida do grau de conectividade das

trabéculas. Todos esses fatores foram avaliados em nossa pesquisa.

Em nossas andlises, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos controle-n&o obeso e experimental-obeso nos parametros Th.Th, Tb.N, BV/TV,
Is e Po(tot). Diferencas significantes foram encontradas para os parametros Conn.Dn e Th.Sp,
mostrando que o grupo experimental-obeso apresentou menor conectividade das trabéculas e
maior separagdo das trabéculas, podendo sinalizar para um tecido 6sseo de maior fragilidade
mecanica, o que pode comprometer a fixacao, a estabilidade e a resisténcia ao torque, a tracéo
e as forcas mastigatorias do implante, embora ndo tenha havido diferenga superficie de

interseccdo (osseointegracgao).

Diante disto, e concomitante a literatura cientifica que corrobora com os resultados deste
e de mais estudos de nosso laboratorio, devemos considerar o fato de que a obesidade exerce
resultados maléficos em relagdo a qualidade 0ssea e osseintegracdo de implantas comparado a
ndo obesidade, caracterizando assim uma problematica clinica importante que deve ser

considerada pelos cirurgides dentista, no que diz respeito a implantodontia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que, dentre os parametros microarquiteturais analisados por micro-CT,
0 tecido dsseo peri-implantar dos ratos obesos apresentaram maior separacdo e menor
conectividade entre as trabéculas, podendo indicar um tecido 6sseo de maior fragilidade

mecanica.
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Anexo A — CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais
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