UNIVERSIDADE DE UBERABA — UNIUBE
JULIA PERINOTTO PICELLI

INFLUENCIA DA OBESIDADE NA REPARACAO OSSEA EM RATOS (Rattus

novergicus)

UBERABA - MG
2021






JULIA PERINOTTO PICELLI

INFLUENCIA DA OBESIDADE NA REPARACAO OSSEA EM RATOS (Rattus

novergicus)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Sanidade e Producdo Animal
nos Tropicos da Universidade de Uberaba —
UNIUBE, como requisito parcial a obtencédo
do grau de Mestre em Sanidade e Producao
Animal nos Trépicos, sob a orientacdo da
Prof.2 Dra. lIsabel Rodrigues Rosado e
coorientacdo do Prof. Dra. Endrigo Gabellini
Leonel Alves.

UBERABA - MG

2021



Catalogagio elaborada pelo Setor de Referéncia da Biblioteca Central UNIUBE

P58X Influencia da obesidade na repara¢io Ossea em ratos (Ramus
noresicus) / Tulia Perinotto Picelli. — Uberaba, 2021
87 £ :il color.

Dissertacao (mestrado) — Universidade de Ubersba. Programa de
Mestrado em Medicing Veterinaria, concentrac3o: Sanidade e Produgao
Animal nos Tropicos do Programa de Pos-Graduagso.

Ornientadora: Profa. Dra. Isabel Rodrigues Rosado.

1. Dbesidade. 2. Tecido adiposo. 3. Ratos. 4. Ortopedia veterinaria. 1
Fosado, Isabal Rodrigues. I1. Alves, Endrigo Gabelling Leonel TIT.
Universidade de Uberaba. Programa de Mesirado em Medicina
Veterinaria. IV. Timlo.

CDD 616398




JULIA PERINOTTO PICELLI

INFLUENCIA DA OBESIDADE NA REPARAGCAO OSSEA EM RATOS (Rattus norverglcus).

Dissertacao apresentada como parte dos requisitos
para obtengéo do titulo de Mestre em Sanidade e
Produgio Animal nos Tropices do Programa de
Pés-Graduacao em Sanldade e Produgdo Animal
hos Tropicos da Universldade de Uberaba.

Araa de concentragdo: Sanidade & Produgio
Anmal nos Troplcos

Aprovada em: 27/08/2021

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr?, IsaE;rRodrig ues Rosado - Orientadora
Universidade de Ubsraba

Prof. Dr. lan Martin
Universidade de Uberaba

fw“a"‘t,l-.i.. v LA f-j tit-r'b-.

Prof. Dr. Jankerle Neves Boeloni
Universidade Federal do Esplrito Santo






“Quanto mais aumenta nosso conhecimento, mais evidente fica nossa ignorancia”

—John F. Kennedy






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Sidnei Picelli e Selma Regina Perinotto Picelli, agradeco pelo amor
incondicional, suporte e exemplos de vida. Aos meus irméos, Luiz Rodrigo Perinotto Picelli e
Natalia Perinotto Picelli, pela melhor das amizades e por ensinarem-me o apreco pela leitura.
Aos meus avos, Therezinha de Jesus Pedrasol Perinotto, Alcides Perinotto, Maria Domingas
Cecatto Picelli e Pedro Picelli, pelo carinho e por serem exemplos de for¢ca. Ao meu namorado,
Helbert Eduardo Noventa, por ser meu melhor amigo e meu porto seguro. A Olivia, pela
companhia e carinho.

Agradeco imensamente a Prof®. Dra. Isabel Rodrigues Rosado, orientadora e amiga,
pelos ensinamentos e pelas diversas oportunidades que me proporcionou neste periodo. Ao meu
coorientador Prof. Dr. Endrigo Gabellini Leonel Alves por todo o conhecimento, paciéncia e
amizade.

As grandes amigas e parceiras de mestrado, Juliana Gonzaga da Silva, Trayse Graneli
Soares, Marina Cazarini Madeira e Nathali Adrielli Agassi de Sales, pelo companheirismo e
suporte nas horas boas e dificeis deste processo.

Aos colegas de turma, que tornaram as aulas mais ricas e prazerosas.

Aos técnicos de laboratério Andrea Cristina Costa, Camilla Beatriz da Silva, Luiz
Fernando Vaz de Oliveira e Marcelo Silveira Hermeto, por me ensinarem e auxiliarem no
processamento das muitas amostras deste projeto, e por tornarem meus dias mais alegres com
suas amizades.

Aos alunos de Iniciacdo Cientifica Franciele Neuza Bizinoto, Henriqgue Mendonga
Imada, Julia Ciabotti Sedassari Galvdo, Mariana Almeida Ferreira, Michelle Lucas Faria, Paola
Stephanie Queiroz do Amaral, Pedro Henrique Cardoso Fideles e Victéria Gabriela Silva Souza
por toda a ajuda neste experimento.

As secretarias do programa de mestrado, Lanamara Batista Gomes e Flavia Michele da
Silva, por todo o carinho, auxilio e apoio.

Aos demais professores da pds-graduacdo, André Belico de Vasconcelos, lan Martin,
Mauricio Scoton Igarasi e Renato Linhares Sampaio, que com seus conhecimentos
contribuiram para a minha formacéo.

Aos professores lan Martin e Jankerle Neves Boeloni, por aceitarem participar da banca
de defesa desta dissertacdo, e aos professores Bruno Machado Bertassoli e Eustaquio Resende
Bittar, por se disporem a ser avaliadores suplentes caso se faga necessario.






A Universidade de Uberaba, cuja os recursos financeiros e a infraestrutura permitiram
a execucao deste projeto.

A CAPES — PROSUP pela concessao da bolsa de estudos.

E, por fim, aos animais utilizados neste experimento pelo temperamento décil mesmo

nos momentos desconfortaveis.

Vi






APOIO FINANCEIRO
Este estudo foi desenvolvido com recursos financeiros da Universidade de Uberaba (Uniube) e

da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Vii






RESUMO
A obesidade é considerada uma epidemia em humanos e em animais de companhia. E definida
como um transtorno patoldgico caracterizado pelo acumulo excessivo de gordura a niveis
superiores ao necessario para o funcionamento organico. Esta desordem pode causar problemas
ortopédicos e alterar a reparagdo 0ssea. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
da obesidade na reparacdo 6ssea utilizando um modelo animal (Rattus novergicus) submetido
a dieta experimental para inducdo da obesidade e a lesdo dssea induzida. Os animais foram
divididos em dois grupos, obeso (n=30) e ndo obeso (n=30), sendo que o primeiro recebeu dieta
hipercaldrica rica em carboidratos simples e o segundo, dieta comercial balanceada para
roedores durante 60 dias. Cada grupo foi submetido a ostectomia monocortical proximal de
tibia, com excecdo dos animais controle (sem lesdo 6ssea), e dividido em grupos de acordo com
0s tempos de avalicdo: dia trés (n=6), sete (n=6), 19 (n=6) e 28 (n=6) apos a lesdo dssea, e em
grupos controle (n=6). Os animais foram eutanasiados nos tempos supracitados. Os grupos
controles foram eutanasiados aproximadamente no sétimo dia. A obesidade foi avaliada por
meio dos dados de massa corporal, IMC, circunferéncia abdominal, massa das gorduras
viscerais e indice de adiposidade; e a reparacdo 0ssea foi avaliada por meio dos dados de
composicdo 0ssea (massa 0ssea, massa 0ssea organica e massa 6ssea mineral), do teste de flexdo
em trés pontos, histomorfometria e por meio da analise histoldgica do foco da lesdo. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram aumento significativo dos parametros indicativos de
obesidade nos animais submetidos a dieta experimental, massa 6ssea mineral maior nos animais
obesos, assim como melhores resultados nos parametros mecanicos avaliados neste grupo, se
recuperando mais precocemente do que o grupo ndo obeso. A histologia revelou reparacéo
Ossea do tipo primaria com formacdo de trabéculas 6sseas mais espessas no grupo obeso ao
sétimo dia. Conclui-se que os efeitos mecanicos ocasionados pela sobrecarga de peso sobre 0s
0ss0s na obesidade parecem ndo interferir — e por vezes até ter efeitos positivos — na reparacao

0ssea do tipo primaria.

Palavras-chave: obeso; lesdo Ossea; dieta hipercaldrica; tecido adiposo; massa corporal;

reparacao 0ssea primaria.
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ABSTRACT
Obesity is considered to be an epidemic in humans and pets. It is defined as a pathological
disorder characterized by excessive accumulation of fat at higher levels than necessary for
organic functioning. This disorder can cause orthopedic problems and alter bone repair.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the influence of obesity on bone repair using
an animal model (Rattus novergicus) submitted to an experimental diet to induce obesity and
to an induced bone injury. The animals were divided into two main groups, obese (n=30) and
non-obese (n=30), the first of which received a hypercaloric high-refined carbohydrate diet, and
the second of which received a balanced commercial diet for rodents for 60 days. Each group
was submitted to a proximal tibial monocortical ostectomy, except for the control groups (with
no bone injury), and then divided according to the evaluation times in days three (n=6), seven
(n=6), 19 (n=6) and 28 (n=6) after bone injury, and a control group (n=6). Each group was
euthanized on the days aforementioned. The control groups were euthanized approximately on
day seven. Obesity was assessed through data on body mass, BMI, waist circumference,
visceral fat mass and adiposity index; and bone repair was evaluated through bone composition
data (bone mass, organic bone mass and mineral bone mass), three point bending test,
histomorphometry and histological analysis of lesion site. Results showed a significant increase
in parameters indicative of obesity in animals submitted to the experimental diet, significantly
higher mineral bone mass in obese animals, as well as better results in the mechanical
parameters evaluated in this group, and earlier recover when compared to the non-obese group.
Bone histology revealed primary bone healing with formation of thicker bone trabeculae in the
obese group on the seventh day. In conclusion, the mechanical effects caused by weight
overload on the bones in obesity do not seem to interfere - and sometimes even have positive

effects - in primary bone healing.

Keywords: obese; bone lesion; hypercaloric diet; adipose tissue; body mass; primary bone

healing.
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INTRODUCAO

Obesidade € um transtorno patoldgico caracterizado pelo acimulo excessivo de tecido
adiposo (Osto & Lutz, 2015). Em humanos, a obesidade é considerada uma epidemia (Eckel,
2002; Reilly et al., 2003; Daniels, 2006; Raffan, 2013) e esta associada a inumeras
enfermidades, como o diabetes mellitus, afeccbes cardiacas, hipertensdo, osteoartrite,
infertilidade, neoplasias, asma, distlrbios graves de natureza psicossocial e a redugdo da
expectativa de vida (Bray, 2004; Tamashiro et al., 2009; Sandoe et al., 2014; Osto & Lutz,
2015).

Nas Gltimas décadas, a incidéncia da obesidade também cresceu drasticamente nos
animais de companhia (Osto & Lutz, 2015). E atualmente um dos problemas de satide mais
comuns que afetam os cées e gatos, estimando-se uma prevaléncia de 34 a 59% em caes e 25 a
63% em gatos (Linder & Mueller, 2014). Nestas espécies, a obesidade também ja foi
relacionada a varias afeccbGes, como desordens respiratérias (Garcia-Guasch et al., 2014),
ortopédicas (Marshall et al., 2010; Schwetz et al., 2012; Scheller et al., 2016), urinarias
(Heneger et al., 2001, Lund et al., 2005; Lund et al., 2006), dermatoldgicas (Scarllet &
Donoghue, 1998; Tobin et al., 2013; Hirt et al., 2019), oncoldgicas (Lim et al., 2015),
enddcrinas, hepéticas, cardiacas, reprodutivas e um maior risco anestésico (Nicoll et al., 1998;
Raffan, 2013; Sandoe et al., 2014; Weeth, 2016). Estes problemas de salde, além de reduzirem
a expectativa de vida destes animais, reduzem igualmente sua qualidade de vida (Sandoe et al.,
2014).

Condi¢des musculoesqueléticas estdo entre as principais causas de dor cronica,
deficiéncia fisica e auséncia no trabalho, afetando milhdes de pessoas ao redor do mundo
(Planell, 2009). Defeitos 6sseos podem decorrer de traumas, ressec¢do de tumores, infeccdes,
malformacdes congénitas e cirurgias reconstrutivas (Majidinia et al., 2017). Primordialmente
acreditava-se que a obesidade tinha efeitos estritamente positivos sobre os 0ssos (Cao, 2011;
Scheller et al., 2016), especialmente sobre a forga 0ssea (Savvidis et al., 2018), havendo relagéo
positiva entre massa gorda e a densidade do osso trabecular (Edwards et al., 2015). Esses efeitos
positivos se devem ao estimulo mecéanico que a massa corporea exerce sobre formagdo 6ssea
(Scheller et al., 2016). Embora a obesidade promova este estimulo mecanico aparentemente
benéfico aos o0ssos, a inflamacdo sisttmica de baixo grau advinda da obesidade é
potencialmente danosa (Savvidis et al., 2018). Assim, os efeitos positivos da massa corporal na
densidade mineral 6ssea ndo prevalecem sobre os prejuizos causados pela obesidade na

qualidade 6ssea (Shapses et al., 2017). Sabe-se que a obesidade pode causar problemas
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ortopédicos por diversos fatores (Schwetz et al., 2012). As alteracbes Osseas oriundas da
obesidade sdo graves e podem prevalecer mesmo apds a perda de peso (Scheller et al., 2016).
Vérias patologias osteomusculares j& foram associadas a obesidade, como a displasia
coxofemoral, ruptura do ligamento cruzado cranial (\Vasconcellos et al., 2015), doenca articular
degenerativa e doenca do disco intervertebral (Frye et al., 2016), mas ndo foram encontrados
estudos que comprovassem a interferéncia da obesidade na reparacao de fraturas. Visando obter
mais informagdes sobre esse tema, o presente estudo avaliou a influéncia da obesidade na

reparacdo 0ssea de ratos.
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da obesidade na reparagdo Ossea por
meio da massa 6ssea, massa 0ssea organica, massa 0ssea mineral, do teste de flexdo em trés
pontos e da histologia (histomorfologia e histomorfometria) das tibias de ratos obesos e nao

obesos submetidos a ostectomia monocortical proximal.



24

REVISAO DE LITERATURA
Obesidade

A obesidade é um transtorno patoldgico multifatorial crénico (Linder & Mueller, 2014)
caracterizado pelo acimulo excessivo de tecido adiposo (Osto & Lutz, 2015). Esta condigéo
resulta principalmente do balanco energético positivo (Bray, 2004), mas pode também decorrer
de distarbios enddcrinos, como o hipotireoidismo e o hiperadrenocorticismo (Sandoe et al.,
2014), de fatores sociais e ambientais (Linder & Mueller, 2014), da exposic¢do prolongada a
alguns farmacos, como corticosteroides e anticonvulsivantes, e de defeitos genéticos (Osto &
Lutz, 2015). A energia em excesso é estocada em adipdcitos, 0s quais aumentam em numero
e/ou tamanho. Esta hiperplasia e hipertrofia das células adiposas causa os problemas clinicos
associados a obesidade, seja pela massa ou volume da gordura sobreabundante, seja pela
crescente secrecdo de substancias potencialmente prejudiciais por estas células, como acidos
graxos e peptideos (Bray, 2004).

Previamente, acreditava-se que o tecido adiposo era metabolicamente inerte, contudo,
evidéncias mostram que este tecido produz horménios e mediadores inflamatérios capazes de
produzir efeitos clinicos e subclinicos no organismo (Linder & Mueller, 2014). Mais do que um
depdsito de energia em excesso, € considerado um o6rgdo enddcrino dindmico cuja fungédo é
alterada na obesidade (Raffan, 2013). O tecido adiposo secreta adipocinas, como a leptina e a
adiponectina, que modulam muitos processos metabdlicos (Ali Assad & Sood, 2012), tendo um
papel importante na densidade mineral 6ssea (Oh et al., 2005). Além disso, a hipertrofia de
adipdcitos leva a uma resposta inflamatdria no tecido por meio do aumento da secrecdo de
adipocinas e citocinas, além de promover um aumento na liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e de proteinas de fase aguda na circulacdo, levando a uma inflamacéo sistémica
crénica de baixo grau (Osto & Lutz, 2015).

A obesidade deve ser considerada uma doenca de preocupacio a Satde Unica (Sandoe
etal., 2014), uma vez que é um problema crescente em todo 0 mundo (Tamashiro et al., 2009),
inclusive em animais de companhia, nos quais houve um crescimento mais dramatico do que
em humanos. Nestes animais, a relacdo social com humanos, a domesticacdo e o
antropomorfismo parecem desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da
obesidade (Osto & Lutz, 2015).

Os metodos para identificacdo e avaliacdo da obesidade em animais e humanos sao
muitos, e incluem a mensuracéo da circunferéncia abdominal, a massa corporal, o indice de

massa corporal (IMC), massa do tecido adiposo visceral, indice de adiposidade (IA),
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histomorfometria do tecido adiposo (Daniels, 2006; Novelli et al., 2007; Lima et al., 2008;
Lacerda et al., 2015), ultrassonografia (German, 2006; Okada et al., 2017) e tomografia
computadorizada. Esta Gltima é considerada padréo ouro na avaliacdo da obesidade, entretanto
a circunferéncia abdominal é uma 6tima substituta (Doyle et al., 2010). O IMC é um parametro
amplamente utilizado para a identificacdo da obesidade em estudos, obtendo bons resultados;
contudo, um estudo demonstrou ineficiéncia deste método em ratos em 72% dos individuos
avaliados (Smith et al., 2007).

Impacto social e econdmico da obesidade

O problema da obesidade ndo se resume a natureza fisica da doenca, mas também a
graves problemas sociais e psicologicos, como depressdo, estigmatizacdo e suicidio (Sandoe et
al., 2014). Nos animais de companhia, apesar de 0s problemas relacionados a autoestima nédo
se aplicarem (Sandoe et al., 2014), problemas comportamentais dos tutores desempenham um
papel importante no desenvolvimento da obesidade, como sobrealimentar, estimular ou
observar o animal enquanto se alimenta, e a obesidade do proprio tutor (German, 2006). Em
gatos, um estudo demonstrou que animais obesos aparentavam ter uma relacdo mais intensa
com o tutor do que animais ndo obesos (Kienzle & Bergler, 2006) e que problemas de ansiedade
nestes animais também parecem influenciar na obesidade (Heath, 2005).

Quanto ao impacto econdmico, um estudo estimou que, em 2030, 0s gastos com a salde
em humanos obesos ou com sobrepeso poderia atingir de US$860,7 bilhdes a US$956,9 bilhdes
(Wang et al., 2008). Em relagdo aos animais de companhia, os tutores devem ser alertados
guanto aos gastos associados a se ter animais obesos, o que inclui comida, cuidados

veterinarios, medicacdes e comorbidades (Linder & Mueller, 2014).

AlteracOes ortopédicas associadas a obesidade

Anteriormente, acreditava-se que a obesidade tinha um efeito estritamente positivo nos
0ss0s devido ao estimulo mecanico do peso corpéreo na formacéo déssea (Cao, 2011; Scheller
et al., 2016). Contudo, atualmente reconhece-se a influéncia negativa do acumulo tecido
adiposo sobre os ossos (Bredella et al., 2010). A relacdo patofisioldgica entre a obesidade e o
sistema musculoesquelético é complexa (Scheller et al., 2016) e envolve uma gama de
adipocinas e moléculas capazes de interferir na atividade das células envolvidas na regeneracéo

osteocondral (Schewtz et al., 2012).
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Sabe-se que individuos obesos podem desenvolver problemas ortopédicos por diversos
fatores, como por interferir no metabolismo osteoarticular (Schewtz et al., 2012), pelo trauma
associado a sobrecarga de peso sobre os musculos e 0ssos (Bray, 2004; Frye et al., 2016) e por
alterar o fluxo sanguineo medular (Budzik et al., 2017). A gordura visceral elevada pode
também estar associada a reducdo dos niveis do hormonio de crescimento (GH) e do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), que sdo importantes para manutencdo da
homeostase 0ssea (Bredella et al., 2010). Em humanos, este tipo de deposi¢do adiposa tende a
acontecer mais em homens, enquanto mulheres tendem a acumular mais gordura subcutanea na
parte inferior do corpo (Osto & Lutz, 2015). Dentre os animais de companhia, 0s gatos parecem
ter alta tendéncia a acumular gordura visceral (Okada et al., 2017). Isto € importante porque a
distribuicdo anatbmica da gordura corporal, especialmente a gordura visceral intra-abdominal,
tem um papel importante no desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade
(German, 2006).

As células Osseas e as gordurosas advém da mesma linhagem de células precursoras da
medula 6ssea, capazes de se diferenciar em osteoblastos e adipécitos (Bredella et al., 2010).
Por isso, acredita-se que a obesidade possa promover a diferenciacdo destas células-tronco
mesenquimais (CTMs) em adipdcitos, reduzindo, portanto, as células disponiveis para
diferenciacdo osteoblastica e formacdo Ossea. Logo, seria esperado um efeito negativo na
formacao 6ssea (Cao, 2011).

Além disso, a obesidade esta associada a inflamacao cronica. O aumento de citocinas pro-
inflamatdrias circulantes pode promover atividade osteoclastica e reabsorcao 6ssea por meio da
modificacdo do receptor ativador de NF-kappa beta (RANK), RANK ligante (RANKL) e
osteoprotegerina (OPG) (Cao, 2011). Dentre as citocinas secretadas pelo tecido adiposo, a
leptina é uma adipocina pro-inflamatoria com efeito de aumento da adipogénese e redugéo da
osteogénese por ativacdo da sinalizacdo Jak2 / Stat3 nos 0ssos (Yue et al., 2016). Ademais, a
producdo excessiva de leptina e/ou reduzida de adiponectinas pelos adipdcitos na obesidade
pode interferir diretamente na formacédo 0ssea ou indiretamente na reabsor¢do 6ssea. Por fim, a
dieta hipercalorica pode interferir na absorcgéo intestinal de célcio e, por conseguinte, diminuir
a disponibilidade deste para a formacao 6ssea (Cao, 2011).

Quanto a susceptibilidade a fraturas em individuos obesos, anteriormente acreditava-se
que um maior IMC era um fator protetivo ao esqueleto, estando relacionado a um menor risco
de fraturas (Savvidis et al., 2018). Contudo, estudos recentes questionaram essa Nnogao,

indicando que a obesidade esté relacionada a um menor risco de certas fraturas, mas aumenta o
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risco de outras (Compston et al., 2011; Sabhaney et al., 2014; Savvidis et al., 2018),
especialmente em extremidades (Taylor, 2006; Adams et al., 2012; Backstrom et al., 2012;
Kessler et al., 2012; Compston, 2013; Kim et al., 2013). Outros estudos indicam ainda n&o
haver diferenga significativa entre individuos obesos e ndo obesos na ocorréncia de fraturas
(Doan, et al., 2010; Campbell et al., 2013; Sabhaney et al., 2014). Em metanalise conduzida
por Ho-Pham et al. (2014), a relacdo entre maior massa corporal e maior densidade dssea foi
mais evidente no grupo com maior massa magra do que no grupo com maior massa gorda.
Sabe-se que individuos obesos tem um aumento predominante de massa gorda, mas ocorre
concomitantemente um aumento da massa magra, e pode ser que isso contribua para os efeitos
positivos do sobrepeso sobre a densidade mineral e a microarquitetura 6ssea (Madeira et al.,
2014; Lopez-Gomez et al., 2016).

Vérias afeccbes osteomusculares ja foram associadas a obesidade, como a osteoartrite
(Raffan, 2013; Sandoe et al., 2014), displasia coxofemoral (Marshall et al., 2009), doenca
articular degenerativa (lannone & Lapadula, 2010; Gruen et al., 2017) e doenca do disco
intervertebral (Frye et al., 2016). Sabe-se que esta associagdo ndo esta influenciada somente
pelos efeitos mecanicos da obesidade, mas também por seus efeitos sistémicos. Por exemplo, a
ocorréncia de osteoartrite € significativamente maior em individuos obesos (Bray, 2004), e 0s
efeitos mecanicos da sobrecarga de peso sobre as articulagbes podem, sim, causar ou agravar a
osteoartrite (Raffan, 2013); contudo, € interessante observar que, em humanos, ndo sdo apenas
as articulages que suportam o peso corpdreo que desenvolvem a osteoartrite. Isto sugere que
os efeitos mecanicos do sobrepeso ndo sdo os unicos fatores predisponentes a afeccdo, e que
componentes decorrentes da obesidade alterem a cartilagem e o metabolismo 6sseo (Bray,
2004), possivelmente devido a acdo das citocinas pré-inflamatorias (Raffan, 2013). Vale
ressaltar que, alem da obesidade predispor a osteoartrite, é possivel que a osteoartrite promova
0 desenvolvimento da obesidade por restringir a movimentacdo do individuo acometido
(Sandoe et al., 2014).

As alteracOes 0sseas decorrentes da obesidade sdo graves e podem prevalecer mesmo

apos a perda de peso (Scheller et al., 2016).

Impacto social e econdmico das alteragdes osteomusculares

Problemas osteomusculares e articulares degenerativos ou inflamatorios afetam milhdes
de pessoas ao redor do mundo, que sofrem de dor crénica e muitas vezes se tornam fisicamente

debilitadas ou incapacitadas. Estes individuos sdo impactados economicamente de forma direta,
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por meio de gastos médicos, e indireta, por reducdo da produtividade laboral; e
psicologicamente, desenvolvendo ansiedade e depressdo, e sofrendo reducdo da qualidade de
vida (Planell, 2009).

Desordens do sistema musculoesquelético sdo também comuns em medicina veterinaria
(Riegel & Godbold Jr., 2017; Mocchi et al., 2020), afetando 24% dos cdes (Johnson et al.,
1994), assim como gatos (Shearer, 2017). Estes problemas geram gastos aos tutores, tanto com
cuidados veterinarios, quanto com manejo ambiental para controle da dor e para minimizar as

limitacOes funcionais do animal (Riegel & Godbold Jr., 2017).

Anatomia e histologia 6ssea

A anatomia de 0ssos longos consiste em duas extremidades denominadas epifises, um
corpo longo denominado diafise, e duas zonas de transi¢do entre as epifises e a diafise,
denominadas metéfises. A diéfise é um cilindro de parede espessa que contém em seu interior
a medula 6ssea, onde estdo localizadas as células hematopoiéticas (Reece, 2017) e uma
populacdo de células-tronco mesenquimais (Marx & Garg, 1998). A camada mais externa do
0ss0 € denominada cortical, que é formada por tecido 6sseo compacto, também conhecido como
tecido dsseo ostednico. Nos 0ssos longos, este tecido corresponde a 80% do 0sso; 0s 20%
remanescentes correspondem ao tecido 6sseo esponjoso, também conhecido como trabecular
(Vernon et al., 2012), que se encontra majoritariamente nas epifises dsseas (Konig & Liebich,
2011). O tecido dsseo ostebnico é formado por matriz extracelular intensamente mineralizada
organizada em lamelas concéntricas circundando o canal Harversiano (Marx & Garg, 1998;
Fiore, 2001), sendo um tecido altamente vascularizado (Cormack, 2003). O tecido Gsseo
trabecular € formado por uma rede de trabéculas interconectadas e espacos intertrabeculares
(Ben-Zvi et al., 2017). A superficie do 0sso é recoberta por peridsteo, que € um tecido
conjuntivo especializado formado por duas camadas: a mais externa (fibrilar), composta por
fibras colagenas densas e fibroblastos, sendo rica em nervos e vasos; e a mais interna (celular
ou cambium), composta por células osteoprogenitoras, contendo osteoblastos funcionais (Marx
& Garg, 1998).

O o0sso pode ser considerado um orgao multifuncional que promove estrutura, protecao
(Vernon et al., 2012), hematopoiese e regulacdo da homeostase mineral (Morgan et al., 2010),
além de diversas funcGes enddcrinas (Karsenty & Ferron, 2012; Karsenty & Oury, 2014). Os
principais tipos celulares que compdem o tecido 0sseo sdo 0s osteoblastos, ostedcitos e

osteoclastos (Reece, 2017). Estas células séo intimamente relacionadas e derivam da mesma
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linhagem de células precursoras (Marx & Garg, 1998). Os osteoblastos sdo responsaveis pelo
processo da osteogénese (Cormack, 2003) e localizam-se na medula 6ssea e na camada celular
do periosteo (Marx & Garg, 1998). Ap6s o amadurecimento, 0s osteoblastos podem entrar em
apoptose ou se diferenciar em ostedcitos (Dallas & Bonewald, 2010). Os oste6citos sdo as
células Osseas mais abundantes (Rochefort et al., 2010) e representam o estagio final da
maturacdo da linhagem de células do tecido 6sseo (Cormack, 2003). Sao circundados por um
sistema de ductos, chamados canaliculos, que sdo prolongamentos citoplasmaticos
intercomunicantes (Cormack, 2003; Rochefort et al., 2010) que permitem trocas metabdlicas e
bioguimicas entre estas células e a corrente sanguinea (Marx & Garg, 1998). Isto é importante
pois 0s ostedcitos sdo responsaveis pelo metabolismo de calcio e fésforo (Dallas & Bonewald,
2010). Os osteoclastos sdo grandes células multinucleadas, formadas a partir de mondcitos,
localizadas nas lacunas de Howship ao longo da matriz mineralizada, e sdo responsaveis pela
reabsorcéo de matriz 6ssea excedente ou de qualidade inferior, sendo essenciais no processo de
remodelacdo e reparo 0sseo (Marx & Garg, 1998; Cormack, 2003).

Os componentes extracelulares do tecido 6sseo sdo mineralizados, promovendo rigidez
e proporcionando suporte mecanico (Planell, 2009). A matriz 6ssea é capaz de suportar
dobramentos, distensdes, compressdes e tor¢oes, pois, além de ser composta por sais de célcio
insollveis, é rica em fibras colagenas, especialmente do tipo I, tornando-a muito resistente a
forcas ténseis (Cormack, 2003). Além disso, a matriz possui um pequeno contetdo
proteoglicano e outros componentes organicos como glicosaminoglicanos, glicoproteinas,
osteonectina, osteocalcina e outras proteinas de matriz que induzem a formacdo Ossea. A
composicado mineral da matriz é predominantemente de cristais de hidroxiapatita (Roach, 1994;
Robey, 2008). Esta composi¢do mineralizada da matriz 6ssea ndo permite o corte histologico,
tornando-se necessario um processo de descalcificacdo, 0 que deteriora a aparéncia do
ostedcito, restando apenas seu nucleo e eventuais remanescentes retraidos no citoplasma
(Cormack, 2003).

Reparagéo 0ssea

O tecido 6sseo possui capacidade de reparar e regenerar fraturas, assim como de se
manter um 0Orgéo ativo e altamente dinamico, continuamente se remodelando durante a vida
adulta (Majidinia et al., 2017; Adamopoulous, 2018). O o0sso € um tecido com alto potencial de

regeneracdo, podendo se recuperar completamente quando em ambiente ideal, sem formar
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cicatrizes fibrosas e reestabelecendo funcéo indistinguivel a que precedeu a lesdo (Loi et al.,
2016).

O processo da reparacdo 0ssea necessita da acdo conjunta de citocinas pro-inflamatorias,
fatores de crescimento, e fatores pro-osteogénicos e pré-angiogénicos (Schindeler et al., 2008;
Loi et al., 2016), restaurando os danos e preservando a homeostasia (Adamopoulous, 2018). As
redes vasculares dsseas tém capacidade de adaptacdo quando ha o rompimento da circulacéo
0ssea, contribuindo nos processos de reparacdo (McCarthy, 2006). A lei de Wolff é outro fator
que participa do processo de remodelacgdo e reparacdo 6ssea (Planell, 2009). Esta lei foi descrita
pela primeira vez por Wolff (1892) e define que o0 0sso se adapta a influéncia mecénica de seu
meio, ou seja, 0 0sso tende a se remodelar de acordo com os efeitos mecanicos aos quais €
submetido. O efeito piezoelétrico consiste na caracteristica do tecido 6sseo de produzir sinais
elétricos quando sob estresse mecanico (Fukada & Yasuda, 1957; Shamos et al., 1963), e dessa
forma também promove crescimento e remodelacdo 6ssea (Cerrolaza et al., 2017; Ribeiro et
al., 2017).

A reparacdo 0ssea pode ocorrer de forma direta (priméaria) ou indireta (secundaria)
(Schindeler et al., 2008). A reparacdo primaria se assemelha ao processo normal de
remodelacdo 6ssea, e ocorre quando ha fixacdo rigida da fratura, com contato direto e
compressdo entre os fragmentos (Loi et al., 2016), e strain inferior a 2% (Ghimire et al., 2021).
Esta reparacdo caracteriza-se pela deposicao direta de tecido dsseo, sem haver formacéo de calo
intermediario (Perren, 2002; Schindeler et al., 2008), ocorrendo reabsorcdo Ossea por
osteoclastos e deposicdo de matriz dssea por osteoblastos, reestabelecendo o sistema
Harversiano (McKibbin, 1978; Loi et al., 2016). Mais detalhadamente, neste tipo de reparacao
0ssea, primeiramente o espaco da lesédo é ocupado por tecido de granulagdo (Vernon et al.,
2012). Em seguida, na presenca de fatores osteogénicos (Schindeler et al., 2008), as CTMs se
diferenciam unicamente em linhagem osteoblastica, ndo ocorrendo fase condrogénica
(Behonick et al., 2007). Os osteoblastos maduros, entéo, sintetizam osteoides, 0s quais sofrem
mineralizacdo, formando trabéculas dsseas, isto €, matriz 6ssea neoformada (Cashman & Ginty,
2003), também conhecida como woven bone ou 0sso imaturo (Hernandez et al., 2004; Loi et
al., 2016). Este tipo de 0sso esta presente na osteogénese embrionéria e na reparacgdo de fraturas,
se formando rapidamente e diferindo do tecido 6sseo lamelar por apresentar matriz extracelular
irregular e aparentar ter um nimero de osteocitos de quatro a oito vezes maior (Hernandez et

al., 2004). Este tecido ¢é progressivamente substituido por tecido 6sseo lamelar durante a fase
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de remodelacdo Ossea (Vernon et al., 2012), enfim, assumindo forma semelhante a que
precedeu a leséo (Loi et al., 2016).

J& a reparacdo secundaria ou indireta ocorre em estagios que, de forma geral, sdo: 1)
inflamatorio, no qual ha formagdo de coagulo, acdo de macréfagos e formacdo de tecido de
granulacdo; 2) de reparagdo, no qual ha formacao de calo fibrocartilaginoso e ésseo, ocorrendo
a osteogénese; e 3) de remodelacao, no qual o calo é remodelado em configuracéo cortical e/ou
trabecular, retornando a apresentacdo semelhante a original (Schindeler et al., 2008). Este é o
tipo de reparacdo mais frequente, uma vez que na maioria das fraturas ndo se consegue
estabilidade completa, havendo maior mobilidade no sitio da fratura (Loi et al., 2016).

O primeiro estagio da reparacdo indireta, conhecido como estagio inflamatorio, consiste
no desencadeamento da cascata de reparacdo apos a injuria (Schindeler et al., 2008). Devido a
ruptura da vasculatura local, ha formacgéo do hematoma (Schindeler et al., 2008) e de uma rede
de fibrina provisoria, que cria uma matriz que permite o influxo de células inflamatérias no
local da leséo (Loi et al., 2016) — como neutro6filos, macrofagos, mondcitos e linfocitos (Vernon
et al., 2012) — atraidas pela ativacdo de fatores de reparacdo ndo especificos, como fatores
derivados de plaquetas e padr6es moleculares associados ao dano (DAMPs) (Loi et al., 2016).
A matriz provisoria e as células necroticas sdo fagocitadas e ocorre liberacdo de mediadores
quimiotéaticos e inflamatdrios, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-
6), que atraem células-tronco mesenquimais (CTMSs) e células osteoprogenitoras ao sitio da
lesdo (Kon et al., 2001; Bielby et al., 2007; Wu et al., 2013). O hematoma € eliminado, ocorre
a formacdo de capilares e de tecido de granulacdo (Schindeler et al., 2008), e a reacdo
inflamatdria se cessa dentro de uma semana (Loi et al., 2016). Macro6fagos, células gigantes e
outras celulas fagociticas fazem a remocao de células degeneradas e debris (Schindeler et al.,
2008).

No segundo estagio da reparacgdo indireta, conhecido como estdgio de reparagdo, ocorre
diferenciacdo das CTMs em condrdcitos, que formardo o calo fibrocartilaginoso (Bielby et al.,
2007), que substituira todo o tecido de granulagéo (Schindeler et al., 2008). Este calo promove
estabilidade mecénica e serve como base para a ossificagdo endocondral (Loi et al., 2016). O
calo fibrocartilaginoso é majoritariamente avascular, mas, apds a a¢éo de fatores de crescimento
e fatores pro-angiogénicos, ocorre a invasao deste tecido por células endoteliais (Schindeler et
al., 2008). Este processo da inicio a osteogénese, havendo diferenciacdo de CTMs e células
osteoprogenitoras do periosteo em osteoblastos que sintetizam o tecido 6sseo neoformado,

promovendo a ossificagdo do calo (Loi et al., 2016), e formando uma estrutura desorganizada
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chamada de calo 6sseo (Vernon et al., 2012). Esta formacao 0ssea tipicamente se inicia na
camada celular do peridsteo, proximo ao ponto da lesdo, e avanca até a fratura (Rana et al.,
2009). Com o avanco desta fase da-se inicio ao ultimo estagio da reparacdo 0ssea.

O terceiro e Gltimo estagio da reparacdo 6Ossea indireta, conhecido como estagio de
remodelacdo, ocorre quando o calo 0sseo e 0s resquicios de matriz cartilaginosa séo removidos
por acdo osteoclastica (Loi et al., 2016) e o tecido 6sseo neoformado é convertido em 0sso
lamelar, formado por camadas paralelas de fibras colagenas (Vernon et al., 2012), retornando
a configuracdo ostebnica/trabecular inicial (Schindeler et al., 2008). Nesta fase, duas citocinas
sdo de extrema importancia para a inducdo da acdo osteoclastica: M-CSF e RANK-L, que
induzem as células-tronco hematopoiéticas a se diferenciarem em osteoclastos, e coordenam a
formacdo e reabsorcdo dssea, respectivamente (Lopes et al., 2018). Esta reestruturagao ocorre
em resposta aos efeitos da mecanotransducdo sobre os ostedcitos, osteoclastos e osteoblastos
(Frost, 2001; Planell, 2009; Vernon et al., 2012).

Teste de flexdo em trés pontos

O teste de flexdo em trés pontos é o método de flexdo 6ssea mais comumente utilizado,
sendo tipicamente aplicado a 0ssos longos de roedores (Beaupied et al., 2007). Este teste
permite a analise quantitativa da qualidade biomecéanica dssea, determinando sua resisténcia e
possuindo alta sensibilidade (Leppanen et al., 2008; Ayagara et al., 2019). A forca maxima
consiste no maximo de carga que 0 0sso suporta antes de fraturar (Forestier-Zhang & Bishop,
2015). A deformacdo até falha é o maximo de deformacdo que o 0sso suporta antes de fraturar
(Forestier-Zhang & Bishop, 2015). Este valor decresce quando ha maior mineralizacdo 6ssea,
tornando o 0sso menos ddctil, ou seja, com menor capacidade de deformacdo sem fraturar;
contudo, a mineralizacdo 6ssea ideal promove proporcGes ideais de rigidez e fragilidade
(Turner, 2002). O mddulo de elasticidade € a resisténcia a deformacéo Ossea. Este teste é
reversivel, uma vez que o 0sso volta a sua forma original quando a carga € removida, e esta
altamente relacionado a mineralizacdo da matriz extracelular e ao colageno, tornando o0 0sso
mais resistente a deformacdo elastica e aumentando o valor do modulo de elasticidade
(Forestier-Zhang & Bishop, 2015).
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MATERIAL E METODOS
Aspectos éticos

O experimento foi conduzido conforme as normas do Colégio Brasileiro para
Experimentacdo Animal (COBEA), sob aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba, com o protocolo de numero 027/2019 (anexo ).

Animais

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar, com idade
média de dois meses e peso médio inicial aproximado de 220 g. Os animais eram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Uberlandia e possuiam atestado de estarem

livres de patdgenos.

Manejo dos animais

Os animais foram mantidos no Biotério Experimental da Universidade de Uberaba,
alojados em caixas com quatro animais cada, sob condi¢des de umidade e temperatura
controladas e fotoperiodo de 12 horas. As caixas tinham 41 cm de comprimentos, 34 cm de
largura e 18 cm de altura, e eram lavadas e preenchidas com maravalha limpa em dias
alternados. Para identificacdo, cada rato foi marcado na cauda com anéis desenhados de caneta
tipo brush. Por um periodo de adaptacéo de 15 dias, a alimentacao consistiu em ragao comercial
para roedores (Labina, Presence®, Brasil) e agua ad libitum.

Apbs o periodo de adaptacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: grupo obeso (n=30) que recebeu dieta experimental hipercaldrica rica em carboidratos
simples (Lacerda et al., 2015) e grupo néo obeso (n=30), que recebeu dieta comercial controlada
(Labina, Presence®, Brasil) (Neves et al., 2013), ambos por 60 dias. Cada grupo foi, ento,
dividido em quatro tempos de avaliacdo apos a ostectomia monocortical proximal de tibia, e
um grupo controle ndo submetido a lesdo 6ssea, da seguinte forma: D3 (n=6), D7 (n=6), D19

(n=6), D28 (n=6) e controle / sem les&o Ossea (n=6) (figura 1).
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— D3 (n=6) 1
o T D7 (n=6) | Dia de avaliagdo apos a ostectomia
€so _ monocortical proximal de tibia
(n=30) D19 (n=6)
— D28 (n=6) -
——— Controle / Sem lesao ossea (n=06)
— D3 (n=6) -

Nio ob | D7 (n=6) __ Dia de avaliagdo apos a ostectomia
SO _ monocortical proximal de tibia
(n=30) D19 (n=6)

— D28 (n=6) -
———— Controle / Sem lesao ossea (n=06)

Figura 1. Imagem ilustrativa da divisao dos grupos obeso (n=30) e ndo obeso (n=30), cada um em quatro tempos
de avaliagdo, dia trés (D3), dia sete (D7), dia 19 (D19) e dia 28 (D28), que correspondem aos dias apds a inducao
da lesdo dssea para os animais submetidos a ostectomia monocortical proximal de tibia (trés, sete, 19 e 28), e um
grupo controle ndo submetido a lesdo 6ssea, configurando seis animais por grupo, para estudo da influéncia da
obesidade na reparacéo 6ssea.

Dietas

Os animais do grupo ndo obeso receberam racdo comercial balanceada (Labina,
Presence®, Brasil) em porcdes de aproximadamente 20 g por rato por dia (Neves et al., 2013).
Esta racdo padrdo tem composicao estimada de 3,59 kcal/g, 54,63% de carboidratos, 5,21% de
lipideos, 23,85% de proteinas, 7,94% de cinzas, 8,60% de umidade, 6,23% de fibras, 37,04
9/100g de sacarose, 1,4% de célcio e 1,04% de fosforo (Barcellos, 2012).

Para indugdo da obesidade nos animais do grupo obeso, foi utilizada a dieta
hipercaldrica rica em carboidratos simples (Lacerda et al., 2015). Esta dieta experimental era
composta por racdo comercial triturada (Labina, Presence®, Brasil), leite condensado (Moga,
Nestlé®, Brasil), agticar refinado (Unido, Nestlé®, Brasil) e agua, nas proporcdes descritas no

quadro 1, e era fornecida em porgdes de aproximadamente 37,5 g por rato.
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Quadro 1. Composicdo centesimal da dieta experimental hipercalérica rica em carboidratos simples utilizada para
inducdo da obesidade em ratos (Rattus novergicus) machos da linhagem Wistar submetidos ou ndo a ostectomia

monocortical proximal de tibia para estudo da influéncia da obesidade na reparagéo dssea.

Ingredientes Quantidade (%)
Leite condensando 40,00
Racédo comercial triturada 40,00
Acucar refinado 11,00
Agua 9,00
Total 100,00

A racdo comercial foi triturada em processador de alimentos (Skymsen PA-7,
Skymsen®, Brasil) e misturada aos demais ingredientes, todos pesados em balanca de precisdo
de 0,5 g (C&F P-15, C&F Comércios e Servigos Eireli®, Brasil), formando por¢des e
distribuindo-as. A dieta foi preparada diariamente no Biotério Experimental da Universidade
de Uberaba segundo o protocolo no Anexo II.

Esta dieta tem composicdo estimada de 3,23 kcal/g, 54,69% carboidratos, 5,71% de
lipideos, 13,27% de proteinas, 4,01% de cinzas, 22,30% de umidade, 3,47% de fibras, 48,40
9/100g de sacarose, 1,0% de célcio e 0,63% de fosforo (Barcellos, 2012).

Monitoramento do ganho de massa corporal

Os animais foram pesados semanalmente, sendo feita, também, a mensuracdo da
circunferéncia abdominal e do comprimento nasoanal de cada rato, permitindo o célculo de
indice de massa corporal (IMC) por meio da razdo entre a massa corporal do animal em gramas

e 0 comprimento nasoanal em centimetros ao quadrado (Novelli et al., 2007).

massa corporal (g)
IMC = 1)
comprimento nasoanal® (cm?)

Para realizacdo da pesagem, era colocado um recipiente de polipropileno na balanca,
desconsiderando-se sua massa por meio da fungdo “tarar”, e colocava-se um rato por vez em
seu interior, obtendo-se, assim, a massa corporal de cada animal. Para a mensuracdo da

circunferéncia abdominal e do comprimento nasoanal utilizou-se, respectivamente, uma fita
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métrica na maior circunferéncia do abdémen, apoiando o animal sobre os membros pélvicos; e
no dorso do animal, do ponto mais cranial do focinho até o anus, com o animal em posicéo de

estacéo (figura 2).

Figura 2. Imagem ilustrativa da mensuracao da circunferéncia abdominal (A) e do comprimento nasoanal (B) de
rato (Rattus novergicus) macho de linhagem Wistar para estudo da influéncia da obesidade na reparacéo 6ssea.

Estes calculos foram utilizados como critério para selecdo dos animais para o inicio do
estudo, sendo que 0s animais que pontuavam entre 0,45 e 0,68 g/cm2no IMC eram considerados
ndo obesos, e acima de 0,68 g/cm2 eram considerados obesos e, portanto, aptos para o inicio do
estudo (Novelli et al., 2007). Vale ressaltar que o estudo foi conduzido com os animais ja em

fase adulta, com aproximadamente quatro meses de idade.

Técnica anestésica e profilaxia antimicrobiana

Ap6s um periodo de jejum alimentar e hidrico de 12 horas, os animais foram
anestesiados para a realizacdo do procedimento cirdrgico utilizando-se o seguinte protocolo:
medicagdo pré-anestésica com morfina (Dimorf, sulfato de morfina 10mg/mL, Cristalia®,
Itapira, SP, Brasil) na dose de 4 mg/kg por via subcutanea (SC) e cloridrato de cetamina 10%
(Cetamin, Syntec®, Brasil) na dose de 70 mg/kg e cloridrato de xilazina 2% (Xilazin, Syntec®,
Brasil) na dose de 4 mg/kg por via intraperitoneal (IP) para a inducéo anestesica, fazendo-se a
antissepsia no local de aplicacdo com algoddo embebido em &lcool 70%. Os animais foram
considerados em plano anestésico adequado para a cirurgia quando ndo mais respondessem ao
reflexo de retirada por estimulo doloroso pela pressdo das falanges distais dos membros
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pélvicos. Foi feita, entdo, a aplicacdo SC de enrofloxacina 10% (Kinetomax, Bayer®, Brasil) na

dose de 10 mg/kg por via SC como forma de profilaxia antimicrobiana.

Antissepsia e preparacdo do campo operatorio

Foi realizada tricotomia ampla e a antissepsia de ambos os membros pélvicos do animal
com gaze estéril embebida em solugdo degermante de clorexidina 2% (Riohex, Rioquimica®,
Brasil) e solugo alcodlica de clorexidina a 0,5% (Riohex, Rioquimica®, Brasil), aplicando-se

trés vezes cada antisséptico intercaladamente.

Defeito 6sseo monocortical proximal da tibia

A cirurgia foi realizada respeitando as regras de assepsia. O rato foi acomodado em
decubito dorsal na bancada cirdrgica sobre uma bolsa de 4gua morna para manutencdo da
temperatura corporal, e seus membros pélvicos foram isolados com pano de campo cirdrgico
estéril.

Para 0 acesso cirurgico foi realizada uma incisao longitudinal craniomedial na pele de
aproximadamente 1,5 cm na porc¢do proximal da tibia. O tecido subcutaneo foi divulsionado e
a porcao proximal da tibia foi exposta (figura 3-A). Fez-se o bloqueio anestésico local
instilando-se bupivacaina (Neocaina 0,5%, Cristalia®, Itapira, SP, Brasil) diluida a 10% em
solucdo fisioldgica estéril na ferida cirargica para a realizacdo do defeito 6sseo. Com o auxilio
de uma furadeira autoclavavel com rotacdo controlada e uma broca de 2 mm de didmetro foi
criado um defeito 6sseo monocortical na face medial da porcao proximal da tibia, a cerca de 8
mm da articulacdo femorotibiopatelar (figura 3-B). Em seguida, o defeito foi lavado com
solucéo salina esteril sob pressdo moderada para remocéo de particulas 6sseas (figura 3-C e D).
O tecido subcutaneo e o espaco morto foram reduzidos em planos de sutura simples continua,
e a pele foi aproximada em padrédo subcuticular, todos com fio de poliamida 4-0 (mononailon
4-0, Ethicon®, Brasil) (figura 3-E). O mesmo procedimento foi realizado no membro
contralateral. Este processo ocorreu na sala de cirurgia do Biotério Central da Universidade de
Uberaba.
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Figura 3. Imagem ilustrativa de procedimento cirdrgico de ostectomia monocortical proximal de tibia para estudo
da influéncia da obesidade na reparagdo dssea em rato (Rattus novergicus) macho de linhagem Wistar. (A) Pele
incisionada e subcutaneo divulsionado. (B) Realiza¢&o de ostectomia monocortical proximal de tibia com furadeira
autoclavavel de rotacdo controlada e broca de 2 mm. (C) Remogéo de particulas 6sseas com solucdo salina estéril
sob pressdo moderada. (D) Defeito ésseo monocortical proximal de tibia. (E) Sintese com fio de poliamida 4-0.

Pos-operatdrio imediato e mediato

Logo apos a cirurgia, foi feita a limpeza e antissepsia das feridas cirurgicas com solugéo
alcoodlica de clorexidina a 0,5% (Riohex, Rioquimica®, Brasil). O animal seguiu para a sala de
recuperacdo anestésica, onde foi alojado em caixa de polipropileno forrada de maravalha limpa
e com bolsas de 4gua morna para manutengdo da temperatura, sendo monitorado até sua
completa recuperacdo anestésica. Foi, entdo, realizada analgesia com cloridrato de tramadol
(Tramadon, Cristalia®, Itapira, SP, Brasil) 2 mg/kg SC e repetida apds 12 horas.

Eutanasia dos animais e coleta das amostras

Os tempos de eutanasia ocorreram nos dias trés, sete, 19 e 28 de pds-operatdrio nos
animais obesos e ndo obesos submetidos a ostectomia monocortical proximal de tibia e, nos
animais sem lesdo 0ssea, a eutandsia ocorreu juntamente com os ratos avaliados no dia sete.

Executou-se a sobredose anestésica de cetamina (Cetamin, Syntec®, Brasil), 180 mg/kg, e
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xilazina (Xilazin, Syntec®, Brasil), 30 mg/kg, ambas por via IP. Tomaram-se as medidas de
massa corporal, circunferéncia abdominal e comprimento nasoanal. Constatando-se ndo haver
sensibilidade dolorosa e reflexo de retirada pela pressdo das falanges distais dos membros
pélvicos, foi realizada uma incisdo ampla em regido abdominal, localizando-se a veia cava, e
feita a venopuncéo até o choque hipovolémico.

Em seguida, foram coletadas as gorduras retroperitoneal (RTP), mesentérica (MST) e
perigonadais (PGN), que foram lavadas em solucdo fisiologica estéril e pesadas
individualmente em balanca de precisdo de 0,005 g (Gehaka BK600, Gehaka®, Brasil), para
calculo da massa do tecido adiposo visceral por meio da somatoria das massas e do indice de
adiposidade. A tibia esquerda foi coletada juntamente ao tecido de reparacdo formado no foco
de leséo e fixada em formalina tamponada a 10% por 48 horas e depois em alcool 70%, para
andlise histoldgica e histomorfométrica. A tibia direita foi coletada, pesada em balanca de
precisdo de 0,005 g (Gehaka BK600, Gehaka®, Brasil), envolta em gaze embebida em solucio
salina estéril e congelada a -20 °C para posterior realizacdo de teste de flexdo em trés pontos e

avaliacdo da composicdo dssea.

indice de adiposidade

O indice de adiposidade (IA) foi definido a partir da somatéria das massas de cada uma
das gorduras coletadas na eutanasia dividida pelo valor da massa corporal do rato no dia da

eutanasia.

RTP + PGN + MST (g)
IA = (2)
massa corporal (g)

Teste de flexdo em trés pontos

As tibias direitas, previamente congeladas a -20 °C, foram descongeladas por imerséao
em agua em temperatura ambiente por duas horas. Com um paquimetro digital, tomou-se as
medidas da largura e espessura do foco da lesdo nas tibias submetidas a ostectomia
monocortical proximal, e a 8 mm da articulacdo femorotiobiopatelar nos animais sem lesdo
Ossea, para configuragdo da maquina universal de ensaios (EMIC DL-3000, EMIC®, Brasil)

para obtencéo dos valores de forca maxima e de deformacéo até a falha.
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Em seguida, os ossos foram posicionados individualmente em maquina universal de
ensaios (EMIC DL-3000, Instron®, Brasil), com a lesdo voltada para baixo, e programagdo em
velocidade de 2 mm/minuto, distancia de apoio de 20 mm e pré-carga de 20 g, a fim de se
encontrar os valores de forca maxima, deformacéo até a falha e médulo de elasticidade (figura
4).

Figura 4. Imagem ilustrativa do teste de flexdo em trés pontos em tibia submetida & ostectomia monocortical
proximal em maquina universal de ensaios, com a lesdo voltada para baixo (seta azul), e programacdo em
velocidade de 2 mm/minuto, distancia de apoio de 20 mm e pré-carga de 20 g, a fim de se encontrar os valores de
forca méxima e de deformagdo até a falha para estudo da influéncia da obesidade na reparagdo Gssea em ratos
(Rattus novergicus) machos de linhagem Wistar.

O mddulo de elasticidade foi calculado por meio da divisdo do valor da forca maxima
pelo valor da deformagcédo até a falha (Callister, 2012). Os valores obtidos foram discorridos em
arquivo Excel. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Materiais da
Universidade de Uberaba. Apds estes processos, as tibias foram novamente congeladas a -20

°C para posterior avaliacdo da composi¢do dssea.

forca maxima (N)
= ®)

deformacao até falha (um)

modulo de
elasticidade
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Preparo das amostras 0sseas para histologia e histomorfometria
Descalcificacdo 6ssea com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10%

Para a descalcificacdo dssea, as tibias esquerdas, anteriormente fixadas em formalina
tamponada a 10% por 48 horas e depois em solucdo de alcool 70%, foram envoltas em gaze e
submersas em solucdo de etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tetrassodico a 10% (pH 7,4),
sendo penduradas por barbantes identificados, de modo que toda a sua superficie estivesse em
contato com a solucdo, possibilitando descalcificagdo uniforme. Foram, entdo, mantidas em
geladeira a temperatura de 4°C. Esta solucdo foi preparada segundo o protocolo descrito no
anexo Il1. Por um periodo de 90 dias, a solucdo de EDTA foi trocada em dias alternados até que
0 0sso atingisse descalcificacdo ideal para a confeccdo das laminas histologicas. Apos este
periodo, 0s 0ssos foram imersos em solucdo PBS 0,15 molar, preparada segundo os protocolos

descritos nos anexos IV e V, onde foram mantidos até 0 momento da inclusdo em parafina.

Preparo das laminas histoldgicas para analises histomorfologica e histomorfométrica das
tibias

Os o0ssos previamente descalcificados foram avaliados individual e macroscopicamente
para localizacdo da lesdo Ossea monocortical proximal, e cortados transversalmente na
extremidade proximal da lesdo. Para os 0ssos ndo submetidos a lesdo, realizou-se corte
transversal a 8 mm da articulacdo femorotibiopatelar. Os cortes foram armazenados em cassetes
histoldgicos imersos em PBS, e posteriormente processados de acordo com a técnica rotineira,
como descrito no anexo VI, para inclusdo em parafina. Os blocos de parafina contendo os cortes
de tibia foram seccionados transversalmente a lesdo em micrétomo (RM2145, Leica
Biosystems®, Estados Unidos) em sessdes histologicas de 5 pum, que foram colocadas em
laminas histoldgicas comuns e submetidas & coloracdo em hematoxilina e eosina (anexo VII).
Estes procedimentos foram realizados no Laboratorio de Histopatologia da Universidade de
Uberaba.

Analises histomorfoldgica e histomorfométrica das tibias

A anélise histomorfométrica consistiu na avaliacdo individual das Iaminas, que foram
escaneadas em scanner de laminas (Aperio Scanscope AT, Leica Biosystems®, Alemanha) na
Rede de Laboratorios Multiusuérios da Universidade Federal de Uberlandia e avaliadas em

aumento de 70 vezes em programa Image J, mensurando-se a area do tecido 6sseo em pm?
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utilizando-se a ferramenta “polygon selections”, e quantificando os oste6citos utilizando-se a
ferramenta “multi-point”, ambos em seis campos de avaliacdo. A analise histoldgica das
laminas consistiu na avaliacdo descritiva do processo de reparacdo em aumento de 200 vezes

em programa Aperio ImageScope 12.1.

Avaliacdo da composicao 6ssea
Massa 0ssea

As tibias direitas foram individualmente pesadas em balanca de precisdo de 0,005 g

(Gehaka BK600, Gehaka®, Brasil) no momento da eutanésia para obtencio da massa 0ssea.

Massa 0ssea organica

As tibias direitas foram, entdo, colocadas em crisois de porcelana identificados por um
periodo de 24 horas em estufa de secagem (NI-1510D, Novainstruments®, Brasil) a 100°C para
eliminacdo da umidade. Este procedimento foi realizado no Laboratério de Quimica da
Universidade de Uberaba. Os ossos foram pesados novamente ao final do processo. O valor
obtido nesta pesagem foi utilizado posteriormente para obtencdo do valor da massa 6ssea
organica por meio da subtracdo da massa obtida neste processo (massa seca) pela massa 6ssea

mineral (anexo VIII), obtida no processo descrito a seguir.

massa Ossea , .
n . = massa seca (g) - massa o0ssea mineral (g) (4)
organica

Massa 6ssea mineral

Em seguida, as amostras foram levadas para forno mufla (Q318M, Quimis®, Brasil) a
800 °C por um periodo de 24 horas a fim de eliminar toda a matéria organica, sendo pesadas ao
final do processo para obtencdo da massa 6ssea mineral (anexo VIII). Este procedimento foi

realizado no Laboratdrio de Quimica da Universidade de Uberaba.

Anadlise estatistica

Realizou-se a analise estatistica pelo programa GraphPad Prism 9.0 e para cada variavel
determinou-se a media e desvio padrdo. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de

normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Os dados que tiveram distribuicéo
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paramétrica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste T pareado, quando
comparado um mesmo grupo em periodos diferentes (pré-operatorio e dia de avaliacdo), e ndo
pareado, quando comparados animais de diferentes grupos, isto é, animais do grupo obeso
comparados aos do grupo ndo obeso, e animais com lesdo 6ssea comparados aos animais sem

lesdo Gssea. As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05 (Sampaio, 1998).
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RESULTADOS
Circunferéncia abdominal

Quando comparados os animais do grupo obeso e ndo obeso submetidos a ostectomia,
0s primeiros apresentaram circunferéncia abdominal significativamente maior (p<0,05) em
todos os tempos de avaliagdo. Neste mesmo dado, quando comparado seu valor entre o periodo
pré-operatorio e os tempos de avaliacdo (D3, D7, D19 e D28), houve reducao significativa
(p<0,05) no dia trés e aumento significativo (p<0,05) no dia 28 apds a lesdo no grupo obeso. Ja
nos animais ndo obesos, o aumento significativo (p<0,05) ocorreu nos dias 19 e 28 apds a lesdo
(tabela 1 e figura 5).

Tabela 1. Médias e desvios-padrédo das circunferéncias abdominais (cm) de ratos obesos e ndo
obesos submetidos a ostectomia monocortical proximal de tibia antes da lesdo e aos trés, sete,
19 e 28 dias apds a lesdo.

Pré-op. D3 Pré-op. D7 Pré-op. D19 Pré-op. D28
N&o 16,937 16,64 18,36"* 18,89 17,75%% 19,008 16,71 20,3652
obeso  (1,21) (1,11) (1,31) (0,85) (0,82) (0,82) (1,29)  (1,03)
Obeso 21,447° 20,288 20,86"° 20,36"° 20,86%° 21,64°° 20,19°° 22,44FBb
(1,65 (1,06) (L,77) (1,38) (0,85) (1,22) (1,25)  (1,27)
Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste T ndo pareado (p<0,05)
Médias seguidas de letras maitsculas distintas na linha diferem do pré-operatorio pelo teste T pareado (p<0,05)

Circunferéncia abdominal
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Figura 5. Gréafico das médias e desvios-padrdo da circunferéncia abdominal (cm) de ratos obesos e ndo obesos
submetidos a ostectomia monocortical proximal de tibia aos trés, sete, 19 e 28 dias ap6s a lesdo para estudo da
influéncia da obesidade na reparacdo 6ssea. Diferenga entre grupos indicada pela cor branca no pré-operatorio e
pela cor preta nos dias de avaliagdo do grupo ndo obeso; e pelo padrdo hachurado branco no pré-operatério e
hachurado preto nos dias de avaliacdo do grupo obeso. Diferenca significativa indicada pelo asterisco (p<0,05).
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Massa corporal

Foi observada maior massa corporal, (p<0,05) nos animais do grupo obeso em todos 0s
tempos de avaliacdo. Comparando este mesmo dado entre o periodo pré-operatdrio e 0s tempos
de avaliacédo, observou-se aumento significativo da massa corporal nos dias 19 e 28 no grupo

obeso, e nos dias sete, 19 e 28 no grupo ndo obeso (tabela 2 e figura 6).

Tabela 2. Médias e desvios-padrdo das massas corporais (g) de ratos obesos e ndo obesos
submetidos a ostectomia monocortical proximal de tibia antes da lesdo e aos trés, sete, 19 e 28
dias apds a lesdo.

Pré-op. D3 Pré-op. D7 Pré-op. D19 Pré-op. D28

Ndo  352,90% 357,00 380,40"% 397,90%% 344,30 414,905 324,00% 404,905
obeso  (30,28)  (27.21)  (25°21) (28,62)  (2562)  (20,50)  (17,27)  (11,81)

Obeso 466,60°° 469,30%° 465,30 473,00°° 461,60°° 504,008° 459,10°° 512 008°
(28,85)  (31,02) (31,99) (35,76) (23,42) (25,18)  (47,77)  (46,86)

Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste T ndo pareado (p<0,05)
Médias seguidas de letras maitsculas distintas na linha diferem do pré-operatério pelo teste T pareado (p<0,05)

Massa Corporal
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Figura 6. Gréafico das médias e desvios-padrao da massa corporal (g) de ratos obesos e ndo obesos submetidos a
ostectomia monocortical proximal de tibia aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a lesdo para estudo da influéncia da
obesidade na reparacgdo 6ssea. Diferenca entre grupos indicada pela cor branca no pré-operatério e pela cor preta
nos dias de avaliagdo do grupo ndo obeso; e pelo padrdo hachurado branco no pré-operatério e hachurado preto
nos dias de avaliagdo do grupo obeso. Diferenca significativa indicada pelo asterisco (p<0,05).

Indice de massa corporal

O IMC foi significativamente maior (p<0,05) no grupo obeso quando comparado ao
grupo nao obeso em todos os tempos de avaliacdo (tabela 3 e figura 7A). Comparando-se com

0 periodo pré-operatério, foi observada reducdo significativa do IMC nos animais do grupo
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obeso no dia trés de avaliacdo e aumento significativo (p<0,05) nos dias 19 e 28. No grupo nédo

obeso houve aumento significativo (p<0,05) nos dias trés, 19 e 28 (tabela 3 e figura 7B).

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo do IMC de ratos obesos e ndo obesos submetidos a

ostectomia monocortical proximal de tibia antes da les@o e aos trés, sete, 19 e 28 dias apds a
leséo.

Pré-op. D3 Pré-op. D7 Pré-op. D19 Pré-op. D28
Nio 0,67°% 0,738 0,73 (0,74%2 0,617 0,752 0,632 0,7652
obeso  (0,06) (0,07) (0,06) (0,09) (0,05) (0,05 (0,04 (0,06
Obeso 0,924 0,808° 0,82”° 0,82A° 0,77A® 0,898° 0,78%° (,88BP
(0,04) (0,06) (0,04) (0,03) (0,04 (0,10) (0,05 (0,04)

Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste T ndo pareado (p<0,05)
Médias seguidas de letras maitsculas distintas na linha diferem do pré-operatério pelo teste T pareado (p<0,05)
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indice de Massa Corporal
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Figura 7. Gréfico do IMC. (A) Médias e desvios-padrdo do IMC de ratos obesos e ndo obesos submet