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RESUMO

Introducao: A osteoporose é doencga esquelética comum, caracterizada pela
diminuicao na resisténcia 6ssea, com predisposi¢ao as fraturas por trauma minimo.
Em modelos animais, a diminuicdo da concentracdo de estrogeno causada pela
ovariectomizacdo pode mimetizar o0s eventos biopatolégicos do processo
osteoporoético. Objetivo: Avaliar diversos parametros ésseos microtomograficos
trabeculares e corticais na mandibula e no fémur de ratas submetidas a
ovariohisterectomia (OVX), comparando-os com 0os mesmos parametros em ratas
nao submetidas ao procedimento cirtrgico, denominado de grupo controle. Método:
Quarenta e duas ratas Wistar, com 8 semanas de vida, foram divididas
randomizadamente, em grupos controle e cirargico (OVX). No oitavo dia do
experimento foi realizada a ovariohisteroctomia no grupo experimental. Apos 12
semanas, a mandibula e o colo do fémur foram escaneados por meio da
microtomografia computadorizada. Os seguintes parametros 6sseos trabeculares e
corticais foram analisados em cada sitio ésseo escaneado: densidade mineral éssea
(DM), espessura trabecular (ET), espacamento das trabéculas (eT), numero de
trabéculas (NT), dimenséo fractal (DF), porosidade (PO), volume area (VC) e area
total (AC). Os dados foram comparados entre os grupos controle (CON) e
ovariohisterectomizadas (OVX). Resultados: Na mandibula de ratas submetidas a
ovariohisterectomia houve uma reducdo no numero de trabéculas e na densidade
mineral 6ssea trabecular. Um aumento nos valores de porosidade foi verificado no
osso trabecular da mandibula. Em relacdo ao colo femoral, 0 nimero de trabéculas
e a area cortical diminuiram. Além disso, foram observados aumentos na porosidade
trabecular e no espacamento das trabéculas. No osso cortical, apenas um aumento
na DF da cortical mandibular foi observada. Para todos os outros parametros
0sseos, as diferengas ndo foram estatisticamente significantes entre os grupos CON
e OVX para cada sitio 6sseo escaneado. Conclusao: Apdés 12 semanas da
ovariohisterectomia, mudancas no osso trabecular foram observadas similarmente
na mandibula e no fémur. No entanto, ndo foram encontradas alteracdes
significantes no osso cortical femoral. Em relagdo ao osso cortical mandibular,
apenas a dimensao fractal estava alterada. Mais estudos poderdo esclarecer se a
dimensado fractal da cortical mandibular pode demonstrar alteracées iniciais



relacionadas a osteoporose. As semelhancas nas alteracbes na mandibula e colo

femoral sugerem que ha fortes indicios de correlagdo entre estes sitios.

PALAVRAS CHAVES: micro-CT, ovariohistectomia ratas, modelo animal

osteoporose, 0Sso.



ABSTRACT

Osteoporosis is a common skeletal disease characterized by reduced bone strength,
predisposing to minimal trauma fractures. In animal models, the decline of estrogen
levels caused by ovariohysterectomy may mimick the biopathologic events of the
osteoporotic process. OBJECTIVE: To evaluate several trabecular and cortical
microtomographic bone parameters of rats that underwent ovariohysterectomy
(OVX), and also to compare the same bone parameters of rats that did not undergo
the surgical procedure. METHODS: Forty-two 8-week-old Wister rats were randomly
divided into two groups: Control (CON) and Ovariohisterectomy (OVX).
Ovariohisterectomy were performed in the rats of the OVX group on day 8 of the
experiment. After 12 weeks, the mandible and the femoral neck were scanned using
the microcomputed tomography. The following trabecular and cortical bone
parameters were analyzed at each scanned bone site: bone mineral density (BMD),
trabecular thickness (TbTh), trabecular separation (TbSp), trabecular number (TbN),
fractal dimension (FD), porosity (PO), cortical area (CtAr), total cross-sectional area
(TtAR) and cortical thickness (CtTh). The data were compared between the OVX and
the CON group for each bone site. RESULTS: In the mandible of the
ovariohysterectomized rats, the trabecular number and the trabecular bone mineral
density were reduced. There was an increase in the porosity value of the trabecular
bone. Regarding the femoral neck, the trabecular bone and the cortical area were
reduced. In addition, the increasing of the trabecular porosity and of the trabecular
separation were observed. In the cortical bone, only the increasing of FD at the
mandibular cortex was found. For all of the other bone parameters, the differences
were not statistically significant between CON and OVX groups at each scanned
bone. CONCLUSION: After 12 weeks of ovariohysterectomy, trabecular bone
changes were observed similarly at both the mandible and the femoral neck.
However, no significant bone changes were found at the femoral cortical bone.
Regarding the mandibular cortical bone, only FD was altered. Further studies may
clarify whether FD of the mandibular cortex may demonstrate initial changes related
to osteoporosis. The similarities of the bone changes between the mandible and the
femoral neck suggest a possible strong correlation between both bone sites.

KEYWORDS: microcomputed tomography; ovariohysterectomy; rats; osteoporosis;

animal model.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A osteoporose é caracterizada por resisténcia éssea reduzida e aumento da
suscetibilidade a fraturas por trauma minimo. A resisténcia éssea reflete
principalmente a integracdo da densidade mineral éssea e da qualidade 6ssea (1).
Segundo a Organizacdao Mundial da Saude (OMS), a osteoporose é a segunda
doenca crbnica mais comum na populacdo mundial, atras apenas de doencas
cardiovasculares (2). A osteoporose € um problema crescente na populagao, ja que
a expectativa de vida estd em linha ascendente (3, 4).

As fraturas representam a sequela mais comum da doenca (4-6). As fraturas
geram impacto no individuo levando a morbidade e, em alguns casos, até a
mortalidade. Portanto, as fraturas decorrentes da osteoporose impactam nos
servicos de saude e na economia devido aos seus custos elevados (7, 8).

Nos Estados Unidos, em 2008, cerca de 10 milhdes de americanos
apresentavam osteoporose, gerando um custo para os cofres publicos por volta de
22 bilhdes de dolares. Estima-se que, em 2020, metade dos adultos americanos
com mais de 50 anos, sera portador de osteoporose (8, 9). No Brasil, estima-se que
em 2050 os idosos representardo 23% da populacao (3). Hoje, cerca de 10 milhdes
de pessoas sofrem de osteoporose e desses, cerca de 2,4 milhdes, a cada ano,
sofrem de fraturas(3, 10).

Os fatores que podem contribuir para a patogenia da osteoporose sao a
idade, estilo de vida, fatores genéticos, fatores hormonais e atividade fisica reduzida
(11-13). A osteoporose pode ser classificada em primaria e secundaria. A
osteoporose primaria ocorre em mulheres pés- menopausa e pessoas com mais de
70 anos. Ja a secundaria esta relacionada com outras doencas e/ou medicacdes
(14).

Nessas mulheres ocorre uma reducao da producao de estrogénio acarretando
grave diminuicao da densidade mineral éssea (15, 16). A osteoporose tipo Il ocorre
em pessoas mais velhas, em ambos os géneros, quando ha redugao da sintese de
vitamina D, com consequente diminuicdo da absorcao gastrointestinal do calcio e da
atividade celular 6ssea (2, 12).
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O diagnéstico da osteoporose tipo |, pés-menopausa, pode ser realizado
exclusivamente pelo clinico, quando ha& ocorréncia de fraturas Osseas em
decorréncia de estimulos de baixa intensidade. No entanto, na maioria dos casos,
exames de imagem sado necessarios para identificar uma diminuicdo na densidade

mineral 6ssea (DMO) assintomatica (3).

O melhor método para identificagdo da baixa DMO é a densitometria éssea
por duplo feixe de raios X (DXA) (17, 18). A DXA é considerada o padrao-ouro para
o diagnéstico da osteoporose. Para a identificacao do grupo de risco, a Organizacao
Mundial de Saude preconiza a avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) medida
pela densitometria éssea por duplo feixe de raios X (DXA). O T-score € um desvio
padrao da DMO, comparando com um resultado referencial de um adulto jovem,
utilizado para mulheres pds- menopausa e homens mais de 50 anos. Para
resultados de osteopenia varia -1 a -2,5, ou seja, os desvios padrao variade 1 a 2,5
do resultado diferencial, sendo a osteoporose confirmada com valores abaixo T-
score = -2,5. No entanto, o exame apresenta limitagcbes pela incapacidade de

diferenciar alterag6es na microarquitetura do osso (19, 20).

Os sitios 6sseos recomendados para avaliagcao por densitometria 6ssea séo a
coluna lombar, quadril total e colo femoral. Além desses locais, estudos tém
demostrado que pacientes com histérico de fraturas osteoporéticas tendem a ter
aumento da perda 6ssea na mandibula e maxila, sendo observadas altera¢cdes na

densidade e microarquitetura 6ssea desses dois sitios anatdémicos (17, 21, 22).

Novos métodos de rastreamento da osteoporose sdo desenvolvidos com a
intencao de reduzir os custos iniciais da detec¢do da doencga. Na area odontoldgica,
radiografias panoramicas, e mais recentemente tomografias computadorizadas de
feixe cbnico (TCFC) muito utilizadas para planejamento de implantes dentarios,
estdo sendo utilizadas para avaliagdo das alteragdes na cortical 6ssea mandibular
(21, 23). Entretanto ja foi observado que as radiografias panoramicas apresentam
limitacées, uma vez que sao imagens bidimensionais e apresentam distor¢coes para
medidas lineares (24). J&4 as imagens tridimensionais tém sido utilizadas com o
objetivo de melhor conhecimento sobre a microarquitetura éssea. Nos laboratorios
de pesquisa 0 uso da microtomografia computadorizada é considerado o padréao

ouro para analises da microarquitetura déssea (25). Com a microtomografia
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computadorizada os parametros geométricos do osso podem ser detectados com
precisdo e podem-se obter informacdes detalhadas sobre o osso trabecular.
Entretanto, esse tipo de imagem se limita ao uso em animais devido a pequena
gama de varrimento e alta dosagem de radiagéo. (26).

Ainda no campo da investigacdo, os modelos animais se constituem um
importante instrumento para compreensao dos eventos biopatologicos relacionados
a osteoporose (27). Para mimetizar os eventos biopatolégicos que ocorrem nos
seres humanos no processo osteopordtico, usando modelos animais, 0s
pesquisadores costumam, como comprovado na literatura, provocar a deficiéncia de
estrogeno por meio da ovariectomizacao e, com isso, induzem osteoporose (2, 28-
30). Alguns poucos estudos, usando modelos animais, conseguiram demonstrar no
corpo e cabeca da mandibula diminuicdo da DMO, num quadro caracteristico do
processo osteoporoético (15, 31).

O diagnéstico da osteoporose €, em suma, baseado na analise da DMO. No
entanto, muitos individuos com DMO normal sofrem fratura por trauma minimo,
considerada como a marca da osteoporose. Portanto, torna-se fundamental a
avaliacdo da qualidade o6ssea, principalmente relacionada a microarquitetura. A
resisténcia 0ssea reflete a integragdo entre a densidade mineral éssea (DMO) e a
qualidade oOssea. E para avaliar a microarquitetura, mesmo considerando a
aplicabilidade da microtomografia computadorizada em modelos animais, ainda ha

poucos estudos que exploram essas correlagdes (6, 25, 29, 32-34).

Assim, a compreensao das alteracées microarquiteturais Osseas podera
predizer a qualidade éssea, servindo como base para a andlise da fragilidade 6ssea.
Considerando que a mandibula é um sitio 6sseo predominantemente cortical, assim
como o fémur que é um dos sitios escolhidos para avaliacao de risco de fratura, e
que, frequentemente, é avaliada em exames por imagem, no exercicio da
odontologia, a correlacdo das alteragdes mandibulares com as alteragdes femorais
pode servir como fase preliminar para a identificacdo precoce do risco de fratura na
populacéo.

Para isso, nos propusemos a avaliar, em modelo animal, as alteracdes

microarquiteturais da mandibula de ratas submetidas a cirurgia de
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ovariohisterectomia e compara-las com as alteracdes microarquiteturais no fémur

destes animais.
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2. REVISAO

A osteoporose € uma doenca silenciosa e seu diagnostico se assenta, muitas
vezes, na ocorréncia de fraturas decorrentes de traumas minimos ou até mesmo
nenhum trauma. Estudar sua incidéncia e prevaléncia, conhecer a fundo sua
etiopatogenia, métodos de diagndstico precoce e de baixo custo, sdo fundamentais
para as proximas décadas, uma vez que os custos com sequelas consequentes da

patologia séo altos, e o envelhecimento da populagcédo é uma realidade (11, 13, 18).

s

A osteoporose € classificada em dois tipos: primaria e secundaria. A
classificacao foi feita de acordo com a combinacdo de mudancas fisiolégicas e

hormonais ocorridas no corpo humano juntamente com as influéncias do meio. (12).

A osteoporose primaria esta associada com a reducdo brusca das
concentracdes de estrogeno e consequente aumento do ritmo de remodelacdo
Ossea, frequente na pds-menopausa, ou relacionada ao envelhecimento,
aparecendo por deficiéncia de calcio, aumento da atividade do paratorménio e
diminuicdo da formacao 6ssea.

Ja a osteoporose secundaria € decorrente de processos inflamatoérios, como
artrites reumatoides, alteracbes enddécrinas, mieloma mudltiplo, utilizacdo de
medicamentos como heparina e corticosteroides. Nessas situagbes clinicas ha
inibicado da absorcao intestinal do calcio, aumento de sua eliminacdo na urina, além
da diminuicdo da formacao dos osteoblastos e aumento da atividade osteoclastica
(2,12, 14).

Na Europa espera-se que 1:3 mulheres e 1:6 homens tenham ao menos um
episddio de fratura osteoporoética, gerando um custo no valor de 38,7 bilhdes de
euros(35). Nos Estados Unidos espera-se um aumento do numero de fraturas em
48%, gerando custos em torno de 25,3 bilhdes de délares nos préximos 25 anos
(36). Na China estimava-se uma prevaléncia da osteoporose em 27,96% da
populacao entre 2012-2015. Para 2050, a populagao idosa chinesa devera alcancar
os 400 milhdes de pessoas (37). Na América Latina existem poucos dados
consistentes sobre a prevaléncia e a relevancia dos fatores de risco para a
determinacao do maior risco de fratura por osteoporose, bem como sobre a ingestao
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de nutrientes relacionados a saude 6ssea (38). Mesmo com dados insuficientes, a

prevaléncia da osteoporose na populacao feminina brasileira fica entre 15%-33% (3).

Com esses indices de grande incidéncia e prevaléncia em todo o mundo,
trabalhar com métodos de prevencdo, avaliacdo e controle € fundamental. O
diagnéstico de osteoporose e osteopenia baseia-se com a jungdo do exame fisico,
histérico médico, e/ou exames complementares imaginolégicos e sanguineos. A
identificacdo de pacientes que podem ser considerados como de alto risco para o
desenvolvimento da osteoporose é estratégia importante.

Os fatores de risco que devem ser considerados para o desenvolvimento da
osteoporose sdo: sexo feminino, fratura prévia, raca asiatica ou branca, idade acima
de 70 anos, historico familiar de fratura de colo femoral por trauma minimo,
menopausa precoce nao tratada, amenorreia primaria ou secundaria,
hipogonadismo, anorexia nervosa, quimioterapia para cancer de mama, sindrome de
Crohn’s, colites. Também compdem o quadro de fatores de risco, habitos como
tabagismo, etilismo, sedentarismo, dieta alimentar, utilizacdo de medicacbes que
induzem a perda de massa 6ssea: heparina, warfarina, anticonvulsivantes e outros
(9, 13, 22).

A identificacdo de pacientes que compdéem o grupo de risco pode aumentar
as chances de diagnéstico ou de rastreamento e, pode em ultima anélise, diminuir o
impacto biolégico, social e econdmico da osteoporose. O objetivo é reduzir a
incidéncia da maior consequéncia dessa doenca, as fraturas (11).

O exame padrao ouro de imagem para diagnéstico e avaliagdo da estrutura
Ossea é a densitometria éssea (18, 36). A Organizacdo Mundial da Saude prop0s a
classificacao da osteoporose baseada na DMO, comparando-se com um resultado
referencial de um adulto jovem. O T-score é um desvio padrdo da densidade mineral
6ssea comparada com esse resultado referencial. E utilizado para mulheres na pés-
menopausa e homens com mais de 50 anos. Para individuos que ndo se encontram
nesse grupo, o resultado referencial é baseado numa comparacéo levando-se em
conta a idade (Z-score). O T-score para osteopenia situa-se entre -1 a -2,5, ou seja,

varia de 1 a 2,5 desvios-padrao do resultado referencial. Resultados abaixo de -2,5
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indicam a presenca de osteoporose. O somatério do T-score abaixo de -2,5 e
presenca de fratura indica osteoporose grave segundo a OMS (35).

As fraturas sdo as consequéncias mais preocupantes da osteoporose, uma
vez que sao elas as responsaveis pela mobilidade, mortalidade e pelos custos
elevados para os sistemas de saude. Quando considerado o panorama mundial, as
regibes anatbmicas mais susceptiveis a fratura sdo: vertebra, quadril, antebraco e
umero. No Brasil as localizagbes mais frequentes de fratura sdo: antebraco e fémur,

seguidas de umero, costelas e vértebra (35, 38).

O esqueleto € um 6rgao extremamente especializado e dinamico que sofre
regeneracao continua. A estrutura O6ssea € preparada para resistir as forcas
fisiolégicas e pode ajustar mais sua resisténcia mecanica através da remodelagéo.
Este processo € responsavel pela formagdo e a manutencdo da forma do osso,
iniciando suas atividades desde a fase uterina de um feto e continua até a

maturidade esquelética (8, 39).

O osso é composto de colageno tipo | e endurecido por cristais de
hidroxiapatita de célcio, sendo 60% dele mineralizado. O osso humano € dividido em
cortical e trabecular, sendo essa classificacdo baseada na porosidade e
microestrutura de cada um deles. O osso cortical corresponde de 5% -30% volume
de um 0sso0, e o trabecular entre 30% -90% (27).

As fibras de colageno representam varios segmentos repetidos ao longo de
todo osso, sendo os cristais de hidroxiapatita encontrados adjacente a cada
segmento da fibra e firmemente aderidos a ela. O mecanismo de calcificagdo 6ssea
apresenta-se na sua fase inicial a secrecao de colageno e liquido extracelular mais
proteoglicanos, pelos osteoblastos, que formam as fibras coladgenas seguidas pela
precipitacdo de sais de calcio. Essa intima ligacao é responsavel pela resisténcia
0ssea, essa podendo suportar mais forca ténsil ou compressiva (40).

A remodelacgao 6ssea fisiol6gica normal é fundamental para a manutencao da
integridade dssea e para a preservacao da sua funcionalidade. Para esse processo
ocorrer de maneira plena é necessaria uma comunicacao direta entre as diferentes
células 6sseas. As células da linhagem dos osteoblastos (osteoblastos, ostedcitos e

células de revestimento do 0sso) e as células de reabsorcdo éssea (osteoclastos),
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juntamente com suas células precursoras precisam estar em constante comunicagao
(41).

Os osteoblastos sao células de origem mesenquimal, responsaveis pela
formacao 6ssea e pela regulacado da diferenciacao dos osteoclastos. Essas células
maduras podem ter trés destinos: a apoptose, a diferenciacdo para ostedcitos ou
para células de revestimento do osso. Os ostedcitos se encontram aderidos na
matriz 6ssea, onde permanecem até sofrer apoptose. Tém como funcao primordial a
manutengdo da estrutura 6ssea, atuando como receptores de estimulos mecanicos,
fazendo a sinalizacado da ocorréncia de micro fraturas, através da apoptose, levando

a reabsorcao do osso estimulado ou lesionado e a uma nova aposicao mineral.

Os osteoclastos sao células encontradas na superficie externa 6ssea que
secretam enzimas proteoliticas e varios acidos, promovendo a dissolugdo da matriz
organica mineral, levando a desmineralizacao no local de atuacao (9, 13). Essas
células sao controladas por diversos fatores locais e sistémicos de uma forma bem
organizada. A calcitonina (CT), o horménio paratireéide (PTH), a vitamina D3 e o
estrogénio sdo os principais reguladores hormonais da reabsorcdo Oéssea
osteoclastica (41).

O estrégeno € um dos principais reguladores hormonais do metabolismo
06sseo em mulheres e em homens. A sua deficiéncia, ou seja, sua redu¢do aumenta
a taxa de remodelacao e do volume de 0sso que é reabsorvido, pelo prolongamento
da vida dos osteoclastos. Também diminui o volume de osso que é formado pela
reducdo da vida dos osteoblastos, desequilibrando o processo de reabsorcao e
aposicao mineral provocando mudanca estrutural do osso ap6s a menopausa (27,
40).

O envelhecer esquelético, condicbes ambientais e doencas 6sseas também
acarretam alteracdo na integridade mecanica provocando alteracées na micro e
macro estrutura éssea, havendo variacbes no diametro e espessura da cortical e

destruicao do trabeculado ocasionando em fraturas (40).

O osso trabecular é o primeiro a ter consequéncias da perda do desequilibrio
do processo de remodelacao. O motivo para tal fato é presenca de mais superficies

estruturais, ou seja, mais locais de remodelacao por unidade de volume, fazendo
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com que haja perda das placas trabeculares e rompimento da ligacdo das fibras de
colageno (conexdo). Esse processo acarreta fragilidade 6ssea ao produzir maior
déficit de forca e enfraquecimento trabecular. O afinamento trabecular pode ser
observado, ou ndo, em casos de alteragao pela deficiéncia de estrégeno (42).

Ja a mudanca na cortical e porosidade ocorre uma vez que, com 0 tempo, a
absorcdo do osso se mantém e a deposicdo é reduzida. Com esse processo
continuo, as trabéculas se afunilam, e muitas vezes desaparecem completamente,
fazendo com que o processo de remodelacéo fique mais proximo do osso cortical
(40). A limitacdo da possibilidade de se avaliar, em humanos, 0S processos
moleculares da remodelacao éssea tornam os modelos animais grande alvo de

estudos.

A utilizacao de ratos para estudo do metabolismo 6sseo é possivel uma vez
que se esses apresentam alto grau de conservacado de fatores relevantes como
moléculas reguladoras, receptores, moléculas secretadas e/ou proteinas. Entretanto,
muitas vezes os resultados ndo podem ser transportados para os seres humanos
(27). Os ratos apresentam um metabolismo muito mais rapido comparado ao do ser
humano. Eles apresentam a infancia breve e acelerada, chegando a maturidade
sexual em cerca de 6 semanas. Assim, na fase adulta, um més de vida do rato

corresponde a 2,5 anos humanos (43).

Mesmo com as limitacbes descritas, os modelos animais sdo aceitos e
frequentemente utilizados (27, 44, 45). Modelos animais sdo alternativas para o
estudo de temas complexos, como a osteoporose. Considerando a area de interesse
do cirurgido-dentista, ha trabalhos que apontam a correlagdo entre osteoporose, a
diminuicado da DMO e outros parametros geométricos em mandibula de ratas (2, 15,
16, 29, 34). Nestes trabalhos, a ovariectomia (OVX), com a remocao dos ovarios
bilateralmente, é adotada para induzir a perda de massa 0ssea, causada pela
deficiéncia de estrégeno (28, 30, 46).

A verificacdo dessa perda de massa 6ssea pode ser alcangada com o uso da
microtomografia computadorizada (33). Nesse exame, os parametros geométricos
0sseos, tanto corticais quanto trabeculares, podem ser precisamente detectados.
Parametros como area total da seccdo transversal (AT), a area cortical (AC), a
fraccdo de area de osso cortical (AC/AT) e a espessura cortical (EC), relativas ao
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osso cortical. Ja no osso trabecular podem ser avaliados os parametros:
percentagem de volume ésseo (VT/AV), osso de superficie especifica (BS/BV),
espessura trabecular (ET), espessamento trabecular (eT) e nimero de trabéculas
(Nt) entre outros (26).

Essas ferramentas sdo muito utilizadas para analise de microestrutura e
morfologia; avaliar as alteracbes metabdlicas Osseas; observar as primeiras
alteracoes sofridas pelo osso; avaliar mudancgas apés intervencées medicamentosas
e outros. Yang et al, em 2005, usando amostra de 12 ratas, induziu a deficiéncia de
estrégeno. Os animais, nesse estudo, foram submetidos a ovariectomia, e, por meio
de radiografias periapicais, 0os autores avaliaram a espessura da cortical, no periodo
de um ano. Para a avaliagdo da espessura da cortical os autores utilizaram trés
pontos de referéncia regido protuberancia mentual, &ngulo mandibula, e outra entre
estas duas. Seus resultados mostraram reducdo da espessura cortical nas regides
avaliadas.

As possibilidades metodologicas sao muitas, num modelo animal é possivel
desenhar estudos com pequenas variagées, inclusive do fator tempo. Liu et al, 2015,
se propuseram a avaliar as alteracdes 6sseas em 10 sitios distintos, em cinco
diferentes tempos (29). Os autores observaram que a alteragdo na densidade
mineral 6ssea na mandibula iniciou-se apés 36 semanas decorridas da

ovariectomia.

Um estudo recente utilizou 12 animais para avaliar, através do micro-CT, os
efeitos da ovariectomia apds 12 semanas, no 0sso trabecular e cortical no colo
femoral e mandibula. Os autores demonstraram que nao houve mudanca na cortical
Ossea, entretanto, houve correlacdo em relacdo a perda do osso trabecular, em
ambos os sitios (2).

Considerando que a mandibula é um sitio 6sseo predominantemente cortical,
assim como o fémur, e que frequentemente € objeto de avaliagdo imaginoldgica,
como rotina na pratica odontoldgica, a correlacao das alteracdes mandibulares com
as alteragdes femorais pode servir como fase preliminar para a identificacao precoce
do risco de fratura na populagdo. Para isso, nos propusemos a avaliar em um

modelo animal as alteragdes microarquiteturais da mandibula e colo de fémur em
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ratas submetidas a cirurgia de ovariohisterectomia e comparar com as alteracoes

microarquiteturais.



3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

Comparar as alteracées microarquiteturais na mandibula e colo femoral de
ratas submetidas a cirurgia de ovariohisterectomia com as alteragdes de animais

qgue nao realizaram a cirurgia.

3.10BJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Comparar parametros ésseos na cortical e no trabeculado ésseo mandibular
por meio de microtomografia computadorizada de animais submetida a cirurgia de
ovariohisterectomia com os mesmos parametros em animais que nao realizaram a

cirurgia.

3.1.2. Comparar parametros ésseos na cortical e no trabeculado ésseo femoral por
meio de microtomografia computadorizada de animais submetida a cirurgia de
ovariohisterectomia com os mesmos parametros em animais que nao realizaram a

cirurgia.
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4 METODOS

4.1 AMOSTRA

A amostra foi composta de 42 fémeas da linhagem Wistar (Raftus

norvegicus), com peso aproximado entre 240- 270g (oito semanas de vida). Os

animais foram alocados no Biotério de Cirurgia Experimental da Faculdade de

Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia e climatizados por duas semanas,

antes do inicio do experimento.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos de acordo com a data de

chegada, em caixas de polipropileno com tampa zincada, mantidos em ciclo

claro/escuro de 12/12h (ciclo claro com inicio as 7:00h AM), em temperatura média

de 23°+ 2°C e com acesso a racao e agua a vontade. Apds periodo de adaptacédo no

biotério, os animais foram divididos randomizadamente em dois grupos, sendo grupo

1:Controle (CON) e grupo 2: Ovariohistectomia (OVX). (Figural).

36 Ratas linhagem Wistar

6 semanas de idade

14 dias de ambientacao

Grupo 1 (CON)

Ratas controle

Grupo 2 (OVX)

Ratas ovariectomizadas

(n18) (n18)
8 semanas de idade
Controle Cirurgia
e 12 semanas de .
3 Obitos idade 6 Obitos

Micro CT

Figura1-Organograma sequéncia de acontecimentos
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4.2 CIRURGIA DE OVARIOHISTECTOMIA

A cirurgia de ovariohisterectomia ocorreu no oitavo dia do experimento. Os
animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina 10% e sedados com
xilazina 2% (doses de 90 e 15mg/Kg respectivamente), aplicados por via
intramuscular, com agulha hipodérmica 0,30 X 13mm.

Apoés a sedagao e confirmagao da efetividade da mesma, com a compressao
do rabo e das patas para avaliar os reflexos periféricos, procedeu-se a remogao do
pelo na regido abdominal, seguido de assepsia com polivinil pirrolidona iodo (PVP-I),
1% (Figura 2-3). Colocou-se o0 animal na posicao de decubito dorsal e isolou-se a
regiao com um campo fenestrado estéril sobre o abdémen do animal. Iniciou-se a
incisdo, usando lamina n°15, na camada mais superficial da pele, continuada por
uma tesoura de ponta romba, cortando o tecido por cerca de 5cm, em direcdo ao
terco inferior do abdémen. Uma segunda incisao foi realizada na camada peritoneal,

ao longo da primeira incisao, deixando os 6rgaos expostos (Figura 4-5).

Os ovarios se encontram préximos a camada de tecido adiposo. Ao serem
encontrados, bilateralmente, uma sutura com fio absorvivel Catgut simples, 2.0, foi
realizada na juncao das trompas uterinas, sendo entdo, removidas as trompas e 0s
ovarios (Figuras 6-9). A sutura da camada do peritonio foi iniciada, posteriormente, a
remocao das trompas e dos ovarios, sendo feito uma sutura simples continua
(Figura 10). Uma outra sutura foi realizada na pele utilizando fio de sutura nylon, 4.0
e pontos simples (Figura 11).

No po6s-operatédrio os animais foram medicados com Tramol, 5mg/Kg, 12/12
horas, por 48 horas, e com dipirona monoidratada (xarope), diluida em agua filtrada,
50mg/litro, por 72 horas. Apés dez dias, 0os pontos externos da sutura abdominal nao

eliminado espontaneamente, foram removidos pela pesquisadora.

Apés 24 horas da cirurgia, trés animais foram a 6bito, nos quais foi observado
o0 rompimento da sutura externa. Esse rompimento gerou instabilidade e a sutura
interna também se rompeu o que gerou a morte dos animais. Cerca de 40 dias

depois da cirurgia, outros trés animais tiveram septicemia e morreram. Dentre os
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animais do grupo controle, trés foram eutanasiados com CO2, pois apresentaram
problemas neuroldgicos.

Os animais de ambos os grupos foram observados e monitorados por 12
semanas. Nesse periodo, os animais ganharam peso (300-360gr).

4.3 MENSURAGAO UTILIZANDO MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
(HCT)

O escaneamento foi realizado apds a décima segunda semana pdés-cirurgia ja
que trabalhos apontam ja ocorrer alteracbes na microarquitetura 6ssea (29, 31, 47).
O aparelho utilizado foi Skyscan 1076 in-vivo micro-CT Bruker Micro-CT (Figuras 12
A-D), seguindo os parametros: 100Kv, 100pA, resolugdo voxel 18, filtro Aluminia
1.0mm (dia zero do experimento). O protocolo sedativo utilizado foi o mesmo

realizado no procedimento de ovariohisterectomia.

A mandibula e o colo do fémur foram escaneados em sequéncia. As imagens
obtidas foram reconstruidas através do software do proprio equipamento NRecon
Reconstruction. Apds essa etapa, os arquivos foram manipulados no software
DataViewer, onde foram rotacionadas as imagens de mandibula, fazendo que
ficassem paralelas ao longo eixo do dente referente ao lado direito, padronizando a
posigdo da amostra. O mesmo foi feito com o fémur para posicionar de maneira que

se conseguisse obter o corte do colo do fémur (Figura13-15).

Apoés a rotacdo das imagens foi utilizado o software CT analyser (CtAn) para
mensurar a densidade e morfologia 6ssea da mandibula e fémur. Para calibracdo da
densidade é utilizado padrdes de hidroxiapatita, “phantom’, com os valores padrdes
de 0,75 e 0,25 g/cm? (Figura 16).

A regiao de interesse (ROI) em mandibula e cabeca de fémur foi determinada.
Na mandibula foi escolhido o ROI na regido pés primeiro molar, acima do forame
mentoniano para avaliagcdo do osso trabecular. Ja o osso cortical teve como
referéncia o comprimento da crista 6ssea do masseter ambos com o didmetro de
832,8x 832,8um na forma circular, selecionando 10 imagens de interesse por animal.
(Figural7- 18).
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O ROI utilizado na cabeca do fémur separou o osso trabecular do cortical. O
0sso trabecular foi mensurado em todo seu didmetro e o cortical formando uma meia

lua na regido que apresentou maior volume cortical (Figura 19-20).

Os parametros avaliados no osso trabecular foram densidade mineral éssea
trabecular mandibular (DTM), densidade mineral éssea trabecular femoral (DTF),
dimensao fractal (DF), espessura osso trabecular (Et), espacamento trabecular (et),
nuamero trabecular (NT). No osso cortical foi mensurada densidade mineral éssea
cortical mandibular (DMC), densidade mineral 6ssea cortical femoral (DCF), volume
cortical (V.Ar), espessura cortical (Ec), e dimenséo fractal (DF).
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Figuras Preparagédo pré-cirdrgica: 2: tricotomia; 3: assepsia do campo operatoério;4: incisdo na
pele; 5: incisdo peritbnio; 6: drgaos expostos pds-incisdo; 7: separagdo do ovario; 8:sutura na juncao

dos cornos uterinos; 9: ovario removido; 10: sutura interna; 11: sutura externa.

Figura 12. A-B- Localizagao e aplicagao sedacao; 12C- Posicionamento animal no aparelho; 12D- imagem do software
quando o animal esta posicionado no escaner.
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Figura 13(A-B): corte axial; Figura 14 (A-B) - corte coronal; Figura 15 (A-B) - corte sagital. Sendo A
mandibula e B colo femoral.
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Figura: 17 ROI cortical mandibular; Figura: 18 ROI trabecular mandibular; Figura: 19 ROI cortical

femoral; Figura: 20 ROI trabecular femoral.
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4.4 ANALISES ESTATISTICA

A distribuicao normal dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Foram
analisadas diferengas nos parametros 6sseos entre os animais do grupo controle
(n=18) e do grupo que realizou ovariohisterectomia (n = 15). O teste ANOVA foi
utilizado para avaliar as diferencas da densidade antes e ap6s a cirurgia.

Para os parametros 6sseos com distribuicdo normal, o teste t de Student foi
utilizado para analise das diferencas. Os paradmetros com essa distribuicao foram:
densidade mineral do trabeculado antes da cirurgia (DTMi), densidade do
trabeculado mandibular apés a cirurgia (DTMf), espessura das trabéculas désseas
mandibulares (ETM), espacamento das trabéculas désseas mandibulares (eTM),
dimensao fractal do trabeculado mandibular (DFTM), porosidade trabecular da
mandibula (POTM), dimensao fractal da cortical mandibular (DFCM), densidade
mineral do trabeculado do fémur (DTF), espessura das trabéculas do fémur (ETF),
porosidade trabecular do fémur (POTF), espessura cortical do fémur (ECF) e

dimensao fractal da cortical do fémur (DFCF).

Para os paradmetros 6sseos cuja distribuicdo nao foi normal, o teste Mann-
Whitney foi utilizado para analise das diferencas entre o grupo controle e o grupo
ovariectomizado. Os parametros com essa distribuicdo foram: nimero de trabéculas
na mandibula (NTM), densidade mineral da cortical mandibular (DCM), area cortical
mandibular (ACM), volume cortical mandibular (VCM), espessura cortical mandibular
(ECM), porosidade da cortical mandibular (POCM), espacamento entre as trabéculas
no fémur (eTF), ndmero de trabéculas no fémur (NTF), dimensdo fractal do
trabeculado do fémur (DFTF), densidade mineral da cortical do fémur (DCF), area da

cortical do fémur (ACF), porosidade da cortical do fémur (POCF).

Em todas as andlises foi utilizado um nivel de significancia de 0,05. As analises
foram realizadas no programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 2004. STATISTICA - data

analysis software system, version 7. www.statsoft.com).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de ética no Uso Animal do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, UnBDoc n 162977/14.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Da amostra inicial de 42 animais e com a perda de nove animais, a amostra
final foi constituida por 33 animais. Entdo, foram avaliados 18 animais do grupo
controle e 15 do grupo experimental. Foram analisados diversos parametros 6sseos
microtomograficos na mandibula e no fémur e realizada a comparacao dos dados

obtidos nesses dois sitios avaliados.

A comparacao dos parametros 6ésseos microtomograficos mandibulares entre
0s animais do grupo controle (CON) e os animais do grupo experimental (OVX) foi o

primeiro objetivo desse estudo.

As figuras 21 a 26 mostram a comparacédo dos seguintes parametros 6sseos
mandibulares entre os animais CON e os OVX: numero de trabéculas na mandibula
(NTM), densidade mineral da cortical mandibular (DCM), area cortical mandibular
(ACM), volume cortical mandibular (VCM), espessura cortical mandibular (ECM) e

porosidade da cortical mandibular (POCM).
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Figura 21- Analise do valor de nimero de trabéculas mandibular:

Verificagdo da mudanca do nimero de trabéculas entre o grupo OVX e
CON.
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Figura 24- Andlise de volume cortical Mandibular. Observa-se que nao
houve mudancas estatisticamente significantes.
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Figura 26- Andlise da porosidade cortical mandibular Observa-se
que ndo houve mudangas estatisticamente significantes.
Tabela 2 - Diferencas nas meédias dos parametros Osseos mandibulares
microtomograficos entre os animais do grupo controle e os do grupo experimental
Parametros 6sseos Grupo controle Grupo OVX
p-valor
microtomograficos Média = DP Média + DP
DTM 0,879 £ 0,059 0,839 £ 0,049 0,049*
ETM 166,288 + 35,721 171,379 £ 30,206 0,665
eTM 175,204 + 55,691 199,067 = 43,438 0,186
DFTM 1,508 + 0,390 1,436 £ 0,374 0,596
POTM 41,272 + 14,048 52,769 + 12,422 0,019*
DFCM 1,379 + 0,401 1,704 £ 0,314 0,016*

*Diferenga estatisticamente significante (teste t de Student)
OVX = grupo experimental;; DTM = densidade do trabeculado mandibular apés a cirurgia ; ETM = espessura das trabéculas
6sseas mandibulares, eTM = espagamento das trabéculas 6sseas mandibulares; DFTM = dimensao fractal do trabeculado
6sseo mandibular; POTM = porosidade total do trabeculado 6sseo mandibular; DFCM = dimensao fractal da cortical

mandibular.
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Percebe-se que o numero de trabéculas ésseas mandibulares reduziu nos
animais do grupo OVX (Figura 21). Na microtomografia foi observado redugédo da
DTM nos animais do grupo OVX (Tabela 2). A tabela também demonstra que
porosidade total do trabeculado 6sseo mandibular e a dimensao fractal da cortical
mandibular foram significativamente maiores nos animais do grupo OVX em relagéo
ao grupo controle. Para os demais parametros ésseos mandibulares, a diferenca

entre o grupo controle e o grupo OVX nao foi estatisticamente significante.

A comparagao dos parametros 6sseos microtomograficos femorais entre os
animais do grupo controle e os animais do grupo experimental (OVX) constitui-se no
segundo objetivo desse estudo. As figuras 27 a 31 mostram a comparacdo dos
seguintes parametros ésseos femorais entre os animais do grupo controle e os
animais do grupo OVX: numero de trabéculas no fémur (NTF), dimensao fractal do
trabeculado do fémur (DFTF), densidade mineral da cortical do fémur (DCF), area da
cortical do fémur (ACF), porosidade da cortical do fémur (POCF).

A tabela 3 apresenta as diferencas em relacdo as médias dos seguintes
parametros 6sseos do fémur: densidade mineral do trabeculado do fémur (DTF),
espessura das trabéculas do fémur (ETF), porosidade trabecular no fémur (POTF),
razao area/volume fémur (RAVF), espessura cortical do fémur (ECF) e dimenséao
fractal da cortical do fémur (DFCF).

Percebe-se que o numero e o espagamento entre as trabéculas ésseas
femorais reduziram nos animais do grupo OVX (Figura 27). A Figura 30 mostra que a
area da cortical 6ssea no grupo OVX também reduziu. A Tabela 3 demonstra que a
porosidade do trabeculado 6sseo femoral aumento no grupo OVX. Nao houve
diferenca estatisticamente significante para os demais parametros 0sseos

microtomograficos.
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Figura 31- Andlise porosidade cortical do colo femoral.

Tabela 3 - Diferenca nas médias dos parametros &ésseos mandibulares
microtomograficos entre os animais do grupo controle e os do grupo experimental.

Parametros 0sseos Grupo controle Grupo OVX
p-valor
microtomograficos Média + DP Média = DP
DTF 0,828 + 0,049 0,797 + 0,066 0,068
ETF 147,172 + 15,661 140,846 + 29,649 0,438
POTF 35,131 + 51,684 51,684 + 15,577 0,001
ECF 283,939 + 39,142 285,860 + 36,934 0,886
DFCF 1,554 + 0,185 1,533 + 0,272 0,800

*Diferenga estatisticamente significante (teste t de Student)

OVX = grupo experimental; DTF = densidade mineral do trabeculado do fémur; ETF = espessura do trabeculado 6sseo do
fémur; POTF = porosidade total do trabeculado 6sseo do fémur, ECF = espessura da cortical do fémur; DFCF = dimensao
fractal da cortical do fémur.
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6. DISCUSSAO

Pela andlise dos resultados, o presente estudo verificou uma diminuigdo na
densidade mineral 6ssea trabecular na mandibula dos animais submetidos a OVX,
quando comparada a densidade dos animais do grupo controle. Essa diminui¢do da
densidade mineral 6ssea trabecular também foi perceptivel no fémur. No entanto,
para esse sitio 6sseo podemos considerar apenas como uma tendéncia, visto que
nao foi encontrada significancia estatistica. Com a avaliacdo dos demais parametros
0sseos microtomograficos, percebe-se que as alteracées das microestruturas foram
semelhantes na mandibula e no fémur. Essas alteragdes foram detectadas apenas
no trabeculado 6sseo desses sitios, com excecao da dimensao fractal da cortical

mandibular.

A deteccao das mudancas 6sseas estruturais apenas no trabeculado ésseo é
justificada na literatura, uma vez que esse tipo ésseo apresenta taxa de turn over
mais acelerado (27). Além disso, em modelos animais, a literatura j& mostrou que
alteracobes da DMO mandibular sdo consistentes apenas apdés 36 semanas de
inducdo da osteoporose (29). No presente estudo, o escaneamento
microtomografico dos animais ocorreu apds 12 semanas da realizacdo da cirurgia de
ovariohisterectomia, e foi observada reducdo da densidade mineral mandibular nao

sendo o0 mesmo encontrado no colo femoral.

O Uunico parametro ésseo cortical que mostrou aumento apds a cirurgia de
OVX foi a dimensao fractal mandibular. Ainda que pouco analisada na literatura
nesse sitio ésseo, outros estudos sao necessarios para verificar se esse parametro
permite avaliar alteragcdes microestruturais na cortical precocemente, ou seja, em um

periodo inferior a 24 semanas.

A utilizacdo de modelos animais, principalmente o uso de ratas sao utilizadas
para simular e avaliar as mudancas do metabolismo 6sseo poés-reducdo de
estrogeno sistemicamente.  Alguns estudos demonstram que animais pds
ovariectomia apresentam reducdo da densidade mineral 6ssea sistemicamente,

assim como aconteceu no presente estudo.

A utilizacdo de estudos em modelos animais para avaliar e simular as

mudancas do metabolismo 6sseo é amplamente aplicado. Ha muitos protocolos
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experimentais que levam a perda éssea, como por exemplo, as intervengdes
hormonais (ovariectomia, hipofisectomia, paratireocidectomia) e a imobilizacdo (45).
Modelos utilizando a remogéao do ovario como técnica de escolha para reducao da
massa 6ssea sdo mencionados em varios trabalhos, assim como no presente estudo
(2,15, 28, 29, 31, 32, 45, 48, 49).

A escolha de se utilizar ratos para analisar metabolismo 6sseo € valida, uma
vez que 0 seu esqueleto mostra uma transicdo gradual da modelagem para
remodelacdo dssea relacionada a progressao da sua idade, além de custos menores

e maior facilidade de aquisicao (45).

A idade dos animais utilizados nos trabalhos que induzem a deficiéncia de
estrogeno varia entre seis e 26 semanas (6, 15, 16, 29, 31, 34, 47). Sabe-se que as
ratas entram na menopausa entre 15 a 18 meses, e que intervencoes para acelerar
a reducdo da massa 0ssea, podem ser feitas pds seis semanas de vida, quando ja
ha maturidade sexual do animal (43, 45). Em nosso trabalho optamos em realizar o
procedimento cirirgico apdés oito semanas de vida, uma vez que trabalhos
apresentaram resultados de mudancas microarquiteturais ja com esse tempo menor
(2, 34, 47).

A quantidade de animais utilizados também é uma questdo a ser avaliada. A
maior parte dos trabalhos traz quantidade por grupo, de no maximo 8 animais (15,
16, 29, 31, 34). Entretanto, em nosso trabalho, observou-se que um pouco mais de
20% da amostra veio a Obito por motivos variados, ou seja, se tivéssemos
trabalhado com esses numeros iniciais ndo teriamos resultados estatisticos

significantes.

Trabalhos comparando sitios como fémur, tibias e a correlacao das mudancas
no osso mandibular tém sido verificados (2, 29, 31, 50). Entretanto, as diferencas
metodoldgicas entre esses poucos trabalhos, principalmente relacionadas aos
diferentes sitios analisados, bem como distintos parametros 6sseos escolhidos,
dificultam a comparacdo dos resultados com o presente trabalho. A escolha do
fémur como sitio de comparacdo de parametros 6sseos com a mandibula no
presente estudo, se justifica pelo fato de que a analise do fémur é o instrumento
mais utilizado para predicdo de fraturas relacionadas a osteoporose, principal
consequéncia da doenca. Além disso, considerando que a mandibula é um sitio
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0sseo predominantemente cortical, assim como o fémur e que, frequentemente, é
avaliada em exames por imagem, no exercicio da odontologia, a correlagdo das
alteragcdes mandibulares com as alteracbes femorais pode servir como fase

preliminar para a identificacdo precoce do risco de fratura na populacéo.

Outro aspecto que se difere dos estudos anteriores relaciona-se a selecéo da
regiao de interesse para analise dos parametros 6sseos microtomograficos. Neste
estudo, optou-se pela regido pés primeiro molar mandibular, logo acima do forame
mentual, como uma precaucao para que apenas o0 0sso trabecular fosse incluido na
analise. Com isso, evitou-se a selecdo de regides que introduzissem o viés
anatdmico, tais como o ligamento periodontal e as raizes dentarias. Além disso, nos
ratos, a regido posterior possui maior quantidade de osso trabecular quando

comparada a regidao anterior, dos incisivos.

Varios trabalhos avaliaram as alteracbes Osseas trabeculares em ratas
ovariectomizadas em diversos sitios, em diferentes tempos e diferentes grupos.
Alguns trabalhos dividem seus grupos em cirurgia e cirurgia SHAM ou “falsa
cirurgia”, esta com o intuito simular o estresse, processo inflamatério, dor e outras
alterac6es oriundas do procedimento cirurgico (16, 29, 31, 34). Outros dividem em
cirurgia e controle (2, 50). Optamos pela ndao simulagao cirurgica, com o intuito de
minimizar a perda amostral. O grupo controle ndo recebeu nenhuma intervencao. A
nossa maior perda foi nos animais que foram operados. As perdas ocorreram tanto
por ruptura de pontos, como por septicemia tardia. Muito provavelmente, a utilizacao

de antibioticoterapia teria minimizado esses ocorridos.

Ha trabalhos que avaliaram regides ésseas mandibulares, como o realizado
por Du et al. em 2014. Neste trabalho, os autores demonstraram que, apés 12
semanas de cirurgia (OVX), houve reducéo da espessura trabecular, do nimero de
trabéculas, do volume 6sseo e aumento do espacamento trabecular (31). Ja Jiang et
al.2008, avaliou no osso cortical area, espessura, ap0s quatro semanas da cirurgia
(OVX) associada a dieta pobre em calcio e observou apenas reducédo da densidade
mineral total, ndo houve reducdo da densidade cortical, nem area e espessura
cortical (50). Em nosso trabalho, ndo foi observado reducdo da densidade mineral,
nem espessura cortical nos sitios mandibular e femoral. Entretanto no fémur teve

uma diferenga estatistica no parametro area.
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Outros trabalhos correlacionaram regides distintas e suas semelhangas, como
Yang et al. em 2003. Nesse trabalho, os autores verificaram, apds 16 semanas da
ovariectomia, alteragées na mandibula e na tibia. Nesses locais houve aumento do
espacamento trabecular, reducdo da espessura trabecular e da razdo volume por
area. Ja recentemente, Hsu et al. 2016, propuseram avaliar e comparar a regiao
mandibular e femoral, apds 12 semanas da OVX, analisando ambos, 0sso cortical e
trabecular. Concluiram que ndo houve mudancas no o0sso cortical. No 0sso
trabecular, tanto mandibular como femoral, houve redugcdo da razado volume por
area, e um aumento do espacamento das trabéculas, sendo que os parametros de

espessura e numero trabecular foram inconsistentes (2).

Assim como o trabalho de Hsu et al. 2016, o presente estudo comparou 0s
sitios fémur e mandibula com anélise do osso cortical e femoral p6s 12 semanas da
OVX. Os resultados dos parametros corticais e de espessura trabecular foram
semelhantes. Entretanto, diferentemente dele, houve reducdo do numero de
trabéculas significante estatisticamente. Além disso, parametros adicionais foram

avaliados como porosidade e dimensao fractal cortical.

Pela analise dos resultados, o presente estudo verificou diminuicdo na
densidade mineral 6ssea trabecular na mandibula dos animais submetidos a OVX,
guando comparada a densidade dos animais do grupo controle. Essa diminuigdo da
densidade mineral 6ssea trabecular também foi perceptivel no fémur. No entanto,
para esse sitio 6sseo podemos considerar apenas como uma tendéncia, visto que
nao foi encontrada significancia estatistica. Com a avaliacdo dos demais parametros
0sseos microtomograficos, percebeu-se que as alteragcdes microarquiteturais foram
semelhantes na mandibula e no fémur. Essas alteracdes foram detectadas apenas
no trabeculado 6sseo desses sitios, como ja avaliados em outros trabalhos (2, 15,
31, 34, 47, 50). A grande peculiaridade deste trabalho veio da andlise da dimensao
fractal da cortical mandibular.

O aumento da dimenséo fractal no grupo OVX na mandibula sugere possivel
relacdo com fases iniciais de alteracdo na microarquitetura cortical, ou seja, uma
possivel deteccao precoce de alteracdo micro arquitetural. Ja que essa € uma
analise estatistica de textura, descrevendo matematicamente as formas complexas e

padrbes estruturais, ou seja, avalia rugosidade e textura (51).
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Esse parametro néo foi analisado até entao na literatura nos modelos animais
com reducgao de estrégeno, uma vez que ainda ha poucos trabalhos que avaliam as
condigdes corticais em fémur e mandibula de ratas ovariectomizadas. Na década de
80, iniciaram-se os primeiros trabalhos utilizando a microtomografia
computadorizada para avaliacdo do tecido ésseo. Desde entdo o seu emprego €
utilizado para avalicdes de diversos tipos. Sua utilizacdo para avaliagdo do
metabolismo ésseo é considerado padrdao ouro, entretanto limita-se ao uso em
animais. Através das imagens captadas por ele € possivel verificar detalhes do
trabeculado e cortical 6ssea (Hsu et al. 2014).

As limitagdes desse estudo se devem a impossibilidade do uso de micro-Ct
em humanos e a ndo mensuracdo em outros sitios importantes no estudo da
osteoporose, como as vértebras. Entretanto esse trabalho tem sua importancia por
ser realizado em in vivo, por ter trabalhado parametros ésseos significativos para a
compreensao das alteracdes microarquiteturais e, consequentemente, por sugerir o
uso desses parametros como ferramenta auxiliar na predicao precoce das condicdes

6sseas mandibulares.

Considerando o impacto que a osteoporose apresenta atualmente e as
perspectivas de sua expansdo em funcdo do envelhecimento da populacéo, resta
claro a preméncia de se somar ao seu arsenal diagnostico, novas ferramentas.
Ferramentas que sejam mais baratas, que ndo sejam invasivas, que possam ser
aplicadas a grande numero de pessoas e que sejam capazes de predizer ou avaliar
o risco de fraturas osteoporoticas. Os resultados desse trabalho permitem-nos
apontar que a andlise de parametros microarquiteturais na mandibula pode
representar mais uma alternativa nesse arsenal, como um auxiliar no enfrentamento

do desafio que se avizinha com o crescimento dos casos de osteoporose.
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir nesse estudo experimental que, em 12 semanas pés
ovariohistectomia, ha alteragdes no osso trabecular mandibular e femoral, sendo que
em ambos foram observadas a reducdo do numero de trabéculas, porosidade e
espacamento trabecular. Em relacdo ao o0sso cortical o Unico parametro com
alteragao significativa foi o de dimensao fractal na mandibula. Esse parametro deve
ser avaliado por outros trabalhos para sua confirmacao e possivel correlagdo com
fases iniciais de mudangca na microarquitetura do osso cortical. As alteracbes em
mandibula e colo femoral se apresentaram semelhantes, inferindo que ha fortes
indicios de correlacao entre estes sitios.
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