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RESUMO

A osteoporose € a doenga 6ssea metabdlica mais comum e € a principal
causa de fraturas por fragilidade esquelética. Impacta na saude individual,
saude publica e nos gastos em saude em todo o mundo. Desenvolver
mecanismos de diagnostico, prevencédo e tratamento s&o fundamentais,
assim como também conhecer e prever seus impactos a longo prazo. Com
isso analisar o comportamento das medicacbes antirreabsortivas
amplamente utilizadas para manejo e prevengdo da osteoporose na
mandibula elucida possibilidades de rastreamento da doenga na odontologia
como também analisar que consequéncias essas medicacbes podem
provocar em procedimentos odontologicos. A utilizagdo de protocolos
animais contribui para esse processo de elucidagdo. Foram utilizados 20
animais fémeas da linhagem WISTAR, divididos em 4 grupos: Controle
(CON), Ovariectomizada (OVX), Ovariectomizada+ Risedronato (ORI),
Risedronato (RIS). Foram realizadas microtomografias computadorizadas
(micro CT) em tempos distintos: a primeira (T1) animais com 20 semanas de
vida e a segunda (T2) animais com 24 semanas de vida, e 4 semanas de uso
de Risedronato oral. Foram analisados em ambos os tempos regides
mandibula e colo femoral. Para todos os dados foi realizada a Analise de
Variancia (ANOVA) e foram realizados os testes de Turkey e correlagdo de
Pearson, com significancia de 5%. Foi observado em osso trabecular
mandibular: todos os grupos apresentaram aumento da espessura
trabecular; em OVX reducdo da densidade mineral 6ssea (BMD) e
volume/area (BV/TV), aumento porosidade (Po) e separagao trabecular
(TbSp); nos grupos ORI e RIS aumento BMD, TBTh, redugao TbSp. Ja em
osso do femoral: reducdo de BMD em OVX e aumento em ORI; aumento
TBTh em ORI, RIS; aumento de BV/TV em RIS, aumento TbSp em OVX.
Quando avaliado o osso cortical de ambos os sitios se observou aumento da
separagao cortical (CtTh), e em colo femoral redugdo Po em RIS. Ao teste
de Pearson a BMD foi o parametro que se observou correlagao positiva em
relacdo aos dois sitios. Conclui-se que o Risedronato favoreceu a
manutencao da estrutura nos sitios avaliados, impedindo a sua deterioragao
e que comparar outras regides da mandibula podem colaborar para o
aumento estatistico da correlacdo de comportamento de ambos os sitios.

PALAVRAS- CHAVES: Microtomografia computadorizada, Risedronato oral,
osteoporose, mandibula, colo femoral.



ABSTRACT

Osteoporosis is the most common metabolic bone disease and is the leading
cause of skeletal fragility fractures. It impacts on individual health, public health
and health spending worldwide. Developing diagnostic, prevention and treatment
mechanisms are essential, as well as knowing and predicting their long-term
impacts. Thus, analyzing the behavior of anti-resorptive medications widely used
for the management and prevention of osteoporosis in the mandible elucidates
possibilities for tracking the disease in dentistry, as well as analyzing the
consequences these medications can cause in dental procedures. The use of
animal protocols contributes to this elucidation process. Twenty female animals
of the WISTAR strain were used, divided into 4 groups: Control (CON),
Ovariectomized (OVX), Ovariectomized + Risedronate (ORI), Risedronate (RIS).
Computerized microtomography scans were performed at different times: the first
(T1) animals with 20 weeks of life and the second (T2) animals with 24 weeks of
life, and 4 weeks of use of oral Risedronate. The mandible and femoral neck
regions were analyzed at both times. For all data, the Analysis of Variance
(ANOVA) was performed and the Turkey test and Pearson's correlation were
performed, with a significance of 5%. It was observed in mandibular trabecular
bone: all groups showed increased trabecular thickness; in OVX reduction in
bone mineral density (BMD) and volume/area (BV/TV), increased porosity (Po)
and trabecular separation (TbSp); in the ORI and RIS groups, BMD increase,
TBTh, TbSp reduction. In the femoral bone: reduction of BMD in OVX and
increase in ORI; TBTh increase in ORI, RIS; BV/TV increase in RIS, TbSp
increase in OVX. When the cortical bone of both sites was evaluated, an increase
in cortical separation (CtTh) was observed, and in the femoral neck, a Po
reduction in RIS. In Pearson's test, BMD was the parameter with a positive
correlation between the two sites. It is concluded that Risedronate favored the
maintenance of the structure in the evaluated sites, preventing its deterioration
and that comparing other regions of the mandible can collaborate for the
statistical increase of the correlation of behavior of both sites.

KEYWORDS: Computed microtomography, oral Risedronate, osteoporosis,
mandible, femoral neck.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CON - Grupo controle

OVX- Grupo ovariectomizadas

ORI- Grupo ovariectomizadas+ uso Risedronato
RIS- Grupo Risedronato

micro CT - Microtomografia computadorizada

T1- 1 microtomografia computadorizada apdés 12 semanas de procedimento
cirargico

T2- 2 microtomografia computadorizada apdés 12 semanas de procedimento
cirargico

BMD- Densidade mineral 0ssea
BV/TV- Volume/area

Po- Porosidade

TbSp- Separacgao trabecular
TBTh- Espessura trabecular

TbN- Numero de trabéculas



SUMARIO

1. Introdugao

1.1 Revisao da Literatura

11
11

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

14
14

1.2.2 Objetivo Especifico

1.3 Justificativa

14
14

2. Materiais e Métodos

16

2.1 Amostra

2.2 Calculo amostral

16
16

16

2.3 Cirurgia Ovariectomia

2.4 Mensuracgéo utilizando microtomografia computadorizada

2.5 Manipulagdo e administragdo medicamentosa

17

2.6 Analise estatistica

3. Resultados

20
20
22

3.1 Densidade mineral 6ssea

25

3.1.1 Osso trabecular mandibular

25

3.1.2 Osso trabecular femoral

25

3.1.3 Osso cortical mandibular

3.1.4 Osso cortical femoral

26
27

3.2 Volume/ area

27

3.2.1 Osso trabecular mandibular

3.2.2 Osso trabecular femoral

28
28

3.2.3 Osso cortical mandibular

3.2.4 Osso cortical femoral

29
29

3.3 Espessura Trabecular

30




3.4 Porosidade

3.5 Numero de trabéculas

3.6 Separacao trabecular

3.7 Analise de correlacao

4. Discussao

4.1 Limitagdes do estudo

4.2 Perspectivas

5. Conclusoes

6. Referéncias

3.3.1 Osso trabecular mandibular 30
3.3.2 Osso trabecular femoral 31
3.3.3 Osso cortical mandibular 31
3.3.4 Osso cortical femoral 32
33
3.4.1 Osso trabecular mandibular 33
3.4.2 Osso trabecular femoral 34
3.4.3 Osso cortical mandibular 34
3.4.4 Osso cortical femoral 35
36
3.5.1 Osso trabecular mandibular 36
3.5.2 Osso trabecular femoral 36
37
3.6.1 Osso trabecular mandibular 37
3.6.2 Osso trabecular femoral 37
39
41
43
44
45
46
50

7. Press Release

8. Anexo




1. INTRODUGAO

1.1 REVISAO DE LITERATURA

A osteoporose é a doenga 6ssea metabdlica mais comum na populacéo,
sendo a principal causa de fraturas por fragilidade esquelética. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) é uma desordem esquelética
caracterizada por reducdo da massa 0ssea com alteracdes da microarquitetura
do tecido 6sseo levando a redugdo da resisténcia 6ssea e ao aumento da
suscetibilidade a fraturas '. Apresentou uma prevaléncia em 2017 de 200
milhdes de pessoas com o diagnostico, ou seja, 1 em cada 3 mulheres e 1 em
cada 5 homens apresentam a doenga?.

Ha varios fatores que podem contribuir para a patogenia da osteoporose:
estilo de vida, fatores genéticos, hormonais e atividade fisica reduzida sao alguns
deles. O fator hormonal mais relevante ocorre em mulheres, pds- menopausa,
devido a reducgéo da produgao de estrogénio levando a uma severa diminuigéo

da densidade mineral dssea 345,

Além disso sua relevancia impacta ndo somente na saude do individuo
como também na saude e politicas publicas & 7. Estudos mostram que os custos
de tratamento devido a fraturas s6 aumentam em todo mundo. Na China, o pais
mais populoso do mundo, a projegao € que alcance uma despesa de 25 bilhdes
em 2050 8. Nos Estados Unidos as projegdes estimam que em 2030 havera cerca
de 3,3 milhdes de novos casos de fratura. No Brasil, estimou-se um gasto entre
2008-2010 de mais de 40 milhdes de ddlares e projecdes apresentam para 2040

uma incidéncia de 198 mil casos/ano % 0.

Ter pesquisas que trabalhem em todas as frentes desde a epidemiologia,
avaliagdo de incidéncia/ prevaléncia, métodos de rastreamento, analises de
comportamento 6sseo e suas mudancgas de microarquitetura, além de avaliagcéao
das terapéuticas a médio e longo prazo sdo fundamentais para politicas publicas

assertivas e resolutivas.
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Ainda hoje, o exame padréo ouro para a identificagdo de individuos com
riscos de fratura, é densitometria 6ssea associada ao questionario FRAX, porém
outros exames tém sido analisados como possibilidades de rastreamento/
diagndstico’.

Por definigdo operacional sugerida indica que valores de densidade 6ssea
inferiores a 2,5 desvios padrdo da média de valor de pico em adultos jovens
(escore T< -2,5) sdo compativeis com o diagnéstico de osteoporose, devido ao
risco de fratura. Todavia esse método demonstra falta de sensibilidade e
especificidade, uma vez que mostrou incapaz de diferenciar alteragbes na

microestrutura do osso ou da densidade.

A utilizagdo dos métodos como ressonancia magnética de estado solido/
alta resolugao de liquido (RM) e tomografia por emissao de pdsitrons combinado
(PET) podem potencialmente avaliar a biologia 6ssea e arquitetura, uma vez que
se avalia a atividade metabdlica através de absor¢ao de tracadores radioativos

em tecido e imagem em alta resolugdo, permitindo o estudo mais aprofundado’”.

A utilizagao de protocolos animais contribui nesse processo de analise. A
utilizagdo de ratos para estudo do metabolismo ésseo € possivel uma vez que
estes apresentam alto grau de conservagcdo de fatores relevantes como

moléculas reguladoras, receptores, moléculas secretadas e/ou proteinas.

Considerando a area de interesse do Cirurgido-dentista, ha trabalhos que
apontam a correlacdo entre osteoporose, a diminuigdo da DMO e outros

parametros em mandibula de ratas® 12131415,

A verificagcdo dessa perda de massa 0ssea pode ser alcangada com o uso
da microtomografia computadorizada’®. Nesse exame, os parametros
geomeétricos 0Osseos, tanto corticais quanto trabeculares, podem ser
detectados'? 17 18,

Jeong-Hee Lee et al.’, realizaram uma revisdo sistematica sobre as
mudangas encontradas na microarquitetura éssea de ratas ovariectomizadas e
concluiram que ha mudanga no osso mandibular. Além disso, sugeriram como

protocolo padrao para indugcéo de osteoporose através da ovariectomia: animais
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com mais de 12 semanas de idade, a regido de interesse mandibular selecionada
ser o septo intraradicular do 1 molar e um periodo de observagido minimo para

que haja mudangas, superior a 8 semanas.

Entretanto apesar de estudos mostrarem alteragdes na mandibula em
ratas induzidas a osteoporose, com limitagdo da heterogeneidade dos trabalhos,
também se observa poucos estudos que verificam o efeito de medicag¢des que

tratam a osteoporose nesse sitio?% 21,

Ha uma diversidade de medicagbes antirreabsortivas, com diversas
apresentacdes, vias de administracdo e efeitos colaterais. Elucidar o
comportamento delas e seus beneficios e maleficios a longo prazo pode ser um
fator determinante na escolha da droga e seu sucesso a longo prazo ao risco de

fraturas e com menos efeitos adversos/ colaterais.

Os bisfosfonatos (BF) sdo medicamentos de escolha para o tratamento
da osteoporose. Eles sdo compostos sintéticos com estrutura quimica
semelhante ao de pirofosfato inorganico, um endogeno regulador de
mineralizagdo 6ssea?’. Sdo divididos em duas classes, de acordo com sua
composi¢cdo quimica estrutural e mecanismo de agdo. Os BF nitrogenados
(pamidronato, zoledronato, alendronato, risedronato) s&o inibidores
significativamente mais potentes por aderirem mais fortemente a hidroxiapatita

do 0ss0?3.

O risedronato ¢ um BF com administragcédo oral, encontrada no mercado
com 2 posologias, 5mg e 35 mg, amplamente utilizada no Brasil. No Sistema
Publico de Saude Brasileiro (SUS), o risedronato se encontra disponivel nas
farmacias de Alto custo na posologia 35mg, ha mais de 10 anos, sendo este e o
aledronato orientado a ser o tratamento preferencial juntamente com calcio e
vitamina D para prevencao/ tratamento da Osteoporose para populagao em

geral®*.

Na odontologia, avaliar as alteragdes microestruturais presentes em
pacientes que usam essas medicagdes podem contribuir para decisdo de
conduta sobre procedimentos de intervengdo e elucidar a fisiopatologia das

osteonecroses, por exemplo.
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Com isso, verificar as possiveis alteragdes microestruturais Ossea
mandibular e suas possiveis correlagbes de comportamento com outros sitios
o0sseos contribui para fortalecer as evidéncias do uso da mandibula como
possivel 0osso para rastreamento da osteoporose, como também elucidar e

entender os efeitos da medicagao nesse osso tdo importante para a odontologia.

1.2) OBJETIVOS
1.2.1 Geral

Avaliar em um modelo animal as alteragdes microestruturais da
mandibula e colo de fémur em ratas que utilizaram como tratamento o

antirreabsortivo, risedronato oral.
1.2.2 Especificos

o Verificar quais mudangas microestruturais aconteceram nos dois
sitios;

e Avaliar os parametros: densidade mineral 6ssea (BMD), volume/
area (BV/TV), espessura trabecular (TBTh), separagao trabecular
(TbSp), numero de trabéculas (TbN), porosidade (Po) em osso
trabecular;

e Avaliar os parametros: densidade mineral 6ssea (BMD), volume/
area (B.ar/Tar), espessura trabecular (CtTh), porosidade (Po) em
0sso cortical;

o Verificar se ha correlacdo nos parametros a serem avaliados nos

dois sitios;
1.3 JUSTIFICATIVA

Analisar as mudangas na microestrutura éssea dos ossos de atuagao
odontologica s&o importantes para fortalecer as evidéncias que a mandibula
pode ser utilizada para rastreamento da osteoporose, como também verificar as
mudangas provocadas pelo risedronato nesse sitio contribuindo para elucidagao
e cuidados em relagdo ao manejo de procedimentos/ patologias orais em
pacientes em uso desta medicagéao.
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Para isso, nos propusemos a avaliar em um modelo animal as altera¢gdes
microestrutural da mandibula e colo de fémur em ratas que utilizaram como
tratamento antirreabsortivo o risedronato oral e verificar se ha correlacdo de
comportamento nesses dois sitios e quais mudancas microestruturais séo
verificadas uma vez que o colo femoral € um dos ossos de escolha padréo para

analise de risco de fratura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra

A amostra foi composta de 20 fémeas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) catalogadas no banco de dados do nosso grupo de estudo nos
ultimos anos. Foram utilizados 5 animais de cada grupo, sendo estes: grupo
CON (sem nenhuma intervengéo); grupo OVX (ratas ovariectomizadas); grupo
RIS (ratas sem intervengao cirurgica com uso de risedronato); grupo ORI (ratas
com intervengéo cirurgica e uso de uso de risedronato).

Os animais apresentavam o peso 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. (Figura 1)

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

meédia de 23°+ 2°C e com acesso a ragéo e agua a vontade.

Figura 1- Etapas experimento

Chegada animais Cirurgia Ovariectqmia 1 Micro CT 2 Micro CT
(6 semanas de vida) (8 semanas de vida) (20 semanas de vida) (24 semanas de vida)

2 semanas 12 semanas 4 semanas
( Adaptagao) ( Periodo indugéo osteoporose) (Uso de Risedronato 1mg/kg/dia)

2.2 Célculo Amostral

O calculo amostral foi realizado no programa GPower 3.19, assumindo um poder
de anadlise de 0.94, erro tipo | de 0.05 e um tamanho de efeito de 0.40 em uma
distribui¢do do tipo F para efeitos fixos, serao utilizadas 24 ratas, com 8 semanas de de

idade (230-250 g) da linhagem wistar, sendo 8 animais por grupo.

2.3 Cirurgia Ovariectomia

A cirurgia de ovariectomia ocorreu na oitava semana de vida dos animais.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina 10% e sedados
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com xilazina 2% (doses de 90 e 15mg/Kg respectivamente) aplicados por via
intramuscular com agulha hipodérmica 0,30x 13mm.

Apods a sedacao e confirmagdo da efetividade da mesma, através da
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%. Colocou-se o animal na posi¢do de decubito dorsal
e isolou-se a regido com um campo fenestrado estéril sobre o abdémen do
animal. Iniciou-se a incisdo, usando lamina no15, na camada mais superficial da
pele, continuada por uma tesoura de ponta romba cortando o tecido por cerca
de 5cm em diregcdo ao terco inferior do abdémen. Uma segunda incisao foi
realizada na camada peritoneal, ao longo da primeira incisdo, deixando os
orgaos expostos.

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 jungéo das trompas uterinas, sendo entédo, removidas as trompas
e o0s ovarios. A sutura da camada do peritbnio foi iniciada posteriormente a
remocgao das trompas e dos ovarios, sendo feito uma sutura simples continua.
Uma outra sutura foi realizada na pele utilizando fio de sutura nylon, 4.0 e pontos
simples.

No pds-operatério 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. Apds dez dias, os pontos externos da
sutura abdominal ndo eliminado espontaneamente, foram removidos pela
pesquisadora.

Os animais foram observados e monitorados por 12 semanas. Nesse

periodo, os animais ganharam peso (300-360gr).

2.4 Mensuragéo utilizando microtomografia computadorizada (uCT)

O aparelho utilizado foi Skyscan 1076 in-vivo micro-CT Bruker Micro-CT,
seguindo os parametros: 100Kv, 100uA, resolugdo voxel 18, filtro Aluminia
1.0mm (dia zero do experimento). O protocolo sedativo utilizado foi o cloridrato
de quetamina 10% e xilazina 2% (doses de 90 e 15mg/ Kg respectivamente)
aplicados por via intramuscular com agulha hipodérmica 0,30 X 13mm.
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A aquisi¢cdo das imagens ocorreu em dois tempos distintos (T1 e T2). A
primeira aquisicdo ocorreu com os animais com 20 semanas de vida, ou seja
apos a décima segunda semana pos-cirurgia ja que trabalhos apontam ja ocorrer
alteragbes na microarquitetura 6ssea pds ovariectomia' 2% 26 A segunda
aquisi¢cao ocorreu com os animais com 24 semanas de vida, apos os grupos ORI

e RIS receberem o Risedronato por 4 semanas.

Mandibula e colo do fémur foram escaneados em sequéncia. As imagens
obtidas foram reconstruidas através do software do proprio equipamento
NRecon Reconstruction. Apos 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 posi¢gao da amostra (Figura 2). O mesmo foi feito com o fémur
para posicionar de maneira que se conseguisse obter o corte do colo do femoral
(Figura 3).

Figura 2- Posicionamento mandibula DataViewer
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Apods a rotagao das imagens foi utilizado o software CT analyser (CtAn)
para mensurar a densidade e morfologia 6ssea da mandibula e colo femoral.
Para calibragdo da densidade € utilizado padrées de hidroxiapatita, “phatom”,
com os valores padrdes de 0,75 e 0,25 g/cm? (Figura 4).

Figura 4 — “Phatom” com os padrdes

A regiao de interesse (ROI) foi determinada de acordo com o consenso
na literatura em relagdo a mandibula regido entre as raizes do primeiro molar,
didmetro de 200x200 um, forma quadrada, selecionando 10 imagens de

interesse por animal (Figura 5)'°.

Figura 5— Tela software CTANn- mandibula

e
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O ROI utilizado na cabega do fémur foi a regido central da cabecga,
didmetro de 200x200 um, forma quadrada, selecionando 10 imagens de
interesse por animal (Figura 6).
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Os parametros avaliados no osso trabecular foram: densidade mineral
o0ssea (BMD), volume/ area (BV/TV), espago trabecular (TBTh), separagao
trabecular (TbSp), numero de trabéculas (TbN), porosidade (Po) em osso
trabecular;ja no osso cortical: densidade mineral 6ssea (DMO), volume/area
(B.ar/Tar), espaco trabecular (CtTh), porosidade (Po) em osso cortical;

Figura 6 — Tela software CTAn - colo femoral
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2.5 Manipulagdo e administragdo medicamentosa

Foi utilizado o Risedronato na posologia de 5mg na dosagem de 1
mg/kg/dia por 4 semanas. Seu fracionamento foi realizado diariamente minutos
antes de sua administragcao devido a estabilidade medicamentosa e diluida ao
soro para a realizagdo da gavagem oral. Os grupos nao- medicamentosos
receberam apenas soro fisioldgico para simular igualmente o possivel estresse
do uso da medicacdo. Todos os animais também tinham sua dieta retirada 4
horas antes da administracdo da medicacdo sendo a mesma retornada apos 2
horas da ingestdo da medicacéo.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no software SPSS (versao 24.0, SPSS

Inc., Chicago, EUA). As anadlises foram realizadas considerando os fatores grupo
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animal (CON, OVX, ORI, RIS) e tempo de analise (1° e 2° micro CT). Para todos
os dados, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) medidas repetidas dois
fatores (grupo de animal e tempo), seguido do teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%.

A correlagcao de Pearson foi realizada para verificar a relacdo entre as
andlises de correlagdo das comparacdes entre os valores médios dos
marcadores avaliados para trabecular mandibular e femoral e para cortical

mandibular e femoral, com significancia de 5%.
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3. RESULTADOS

Foram analisados seis parametros referentes ao osso trabecular: BMD,
BV/TV, TBTh, TbN, TbSp, Po e quatro paradmetros ao osso cortical: BMD,
B.Ar/tar, CtTh, Po. A maior parte dos trabalhos encontrados apenas analisam
0sso trabecular, pois é o primeiro a apresentar mudancas na sua arquitetura.
Neste trabalho optamos por analisar osso cortical também, para verificar se com
o tempo de analise desse experimento poderiam ocorrer alteragcdes nas corticais,
ja que no tempo T2 nossos animais, estavam com 24 semanas de vida. Além de
verificar se o Risedronato promove alteragdées nos dois tipos dsseos: trabecular
e cortical num periodo de uso de 4 semanas.

Tabela 1- Valores médios (desvio padrao) do osso trabecular mandibular para os grupos
analisados, de acordo com o tempo.

Osso trabecular- MANDIBULA
Micros-CT
Parametro Grupo T T2
BMD CON 0,96 (0,15) Aa 1,12 (0,16) Aa
OVX 0,89 (0,16) Aa 0,90 (0,06) Ba
ORI 0,89 (0,11) Ab 1,10 (0,12) Aa
RIS 0,95 (0,07) Ab 1,18 (0,06) Aa
BV/TV CON 88,50 (11,70) Aa 93,11 (10,53) ABa
ovX 91,92 (14,15) Aa 81,75 (19,55) Bb
ORI 90,52 (9,32) Aa 97,11 (4,66) Aa
RIS 97,88 (3,26) Aa 100,00 (0,0) Aa
TBTh CON 140,75 (26,89) Ab 206,72 (7,81) Aa
OVX 158,07 (26,48) Ab 188,37 (35,38) Aa
ORI 133,11 (38,24) Ab 209,53 (9,52) Aa
RIS 164,53 (6,88) Ab 205,06 (23,66) Aa
Po CON 11,50 (11,70) Aa 6,89 (10,53) ABa
ovX 8,08 (14,15) Ab 18,25 (19,55) Aa
ORI 9,48 (9,32) Aa 2,89 (4,66) Ba
RIS 1,92 (3,37) Aa 0,00 (0,00) Ba
TbN CON 0,0063 (0,0005) ABa 0,0045 (0,0004) Ab
OVX 0,0058 (0,0007) Ba 0,0044 (0,0008) Ab
ORI 0,0072 (0,0017) Aa 0,0046 (0,0001) Ab
RIS 0,0060 (0,0001) Aba 0,0049 (0,0007) Aa
TbSp CON 35,79 (32,81) Ab 78,62 (13,88) ABa
ovX 38,51 (26,11) Ab 97,28 (34,08) Aa
ORI 42,22 (8,21) Aa 43,45 (39,67) Ba
RIS 36,21 (0,00) Aa 0,00 (0,00) Cb

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e letra minudscula na linha nao diferem ao

nivel de 5% de significancia (P< 0.05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 2- Valores médios (desvio padrao) do osso trabecular femoral para os grupos analisados,

de acordo com o tempo.

Osso trabecular- COLO FEMORAL
Micros- CT
Parametro  Grupo T1 T2
BMD CON 0,83 (0,03) Aba 0,86 (0,08) Aa
OVX 0,85 (0,05) Aba 0,79 (0,05) Ba
ORI 0,78 (0,06) Bb 0,88 (0,02) Aa
RIS 0,91 (0,15) Aa 0,91 (0,05) Aa
BV/TV CON 71,05 (16,15) Aba 79,95 (11,59) ABa
OVX 79,04 (12,34) Aa 71,64 (17,78) Ba
ORI 52,87 (16,24) Ba 70,48 (11,94) Ba
RIS 65,67 (26,45) ABb 90,20 (6,86) Aa
TBTh CON 100,53 (22,00) Ab 132,64 (7,93) Ba
OoVX 105,39 (24,91) Aa 130,19 (17,69) Ba
ORI 77,44 (18,44) Ab 126,93 (7,79) Ba
RIS 90,12 (23,58) Ab 158,83 (24,16) Aa
Po CON 28,95 (16,15) Aba 20,05 (11,59) ABa
OVX 21,04 (12,34) Ba 28,36 (17,78) Aa
ORI 47,13 (16,24) Aa 29,52 (11,94) Aa
RIS 35,12 (25,84) Aba 9,79 (6,86) Bb
TbN CON 0,0071 (0,0005) Aa 0,0060 (0,0006) Ab
OVX 0,0076 (0,0009) Aa 0,0055 (0,0009) Ab
ORI 0,0068 (0,0007) Aa 0,0055 (0,0007) Ab
RIS 0,0070 (0,0018) Aa 0,0058 (0,0007) Ab
TbSp CON 69,40 (20,36) Aa 81,91 (13,26) Aa
OVX 54,55 (14,40) Ab 79,14 (15,04) Aa
ORI 77,27 (18,18) Aa 89,90 (26,37) Aa
RIS 69,90 (35,31) Aa 72,42 (0,00) Aa

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e letra minudscula na linha nao diferem ao

nivel de 5% de significancia (P< 0.05) pelo teste de Tukey.
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Tabela 3- Valores médios (desvio padréo) do osso cortical mandibular para os grupos analisados,
de acordo com o tempo.

Osso cortical- MANDIBULA
Micros- CT
Parametro  Grupo T1 T2

BMD CON 1,40 (0,07) Aa 1,49(0,04) Aa

OVX 1,22 (0,15) Aa 1,42 (0,12) Aa

ORI 1,37 (0,14) Aa 1,35 (0,10) Aa

RIS 1,22 (0,26) Aa 1,27 (0,09) Aa
BAr/Tar CON 100,00 (0,00) Aa 100,00 (0,00) Aa
0OVX 100,00 (0,00) Aa 100,00 (0,00) Aa
ORI 100,00 (0,00) Aa 100,00 (0,00) Aa
RIS 94,07 (13,25) Aa 100,00 (0,00) Aa
CtTh CON 169,55 (0,002) Ab 215,64 (0,000) Aa
0OVX 169,55 (0,001) Ab 215,64 (0,000) Aa
ORI 169,55 (0,000) Ab 215,64 (0,000) Aa
RIS 142,88 (59,64) Ab 198,34 (38,68) Aa

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e letra mindscula na linha nao diferem ao
nivel de 5% de significancia (P< 0.05) pelo teste de Tukey

Tabela 4 - Valores médios (desvio padréo) do osso cortical femoral para os grupos analisados,
de acordo com o tempo.

Osso cortical- COLO FEMORAL
Micros- CT
Parametro  Grupo T1 T2
BMD CON 1,14 (0,10) Aa 1,19 (0,16) Aa
OoVX 1,09 (0,14) Aa 1,11 (0,11) Aa
ORI 1,13 (0,16) Aa 1,17 (0,06) Aa
RIS 1,13 (0,16) Aa 1,15 (0,07) Aa
BAr/Tar CON 99,99 (0,09) Aa 100,00 (0,00) Aa
OvX 99,71 (0,28) Aa 81,0 (40,00) Aa
ORI 97,34 (4,61) Aa 99,96 (0,08) Aa
RIS 99,95 (0,04) Aa 99,95 (0,11) Aa
CtTh CON 154,53 (30,87) Ab 215,66 (0,06) Aa
OVX 170,93 (0,55) Ab 209,09 (14,06) Aa
ORI 142,30 (40,04) Ab 215,17 (0,71) Aa
RIS 169,02 (1,27) Ab 215,64 (0,01) Aa
Po CON 0,04 (0,09) Aa 0,00 (0,00) Ba
OvX 0,29 (0,27) Aa 1,00 (1,18) Aa
ORI 2,66 (4,61) Aa 0,04 (0,08) Bb
RIS 0,16 (0,28) Aa 0,05 (0,11) Ba

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e letra minudscula na linha nao diferem ao

nivel de 5% de significancia (P< 0.05) pelo teste de Tukey
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3.1 DENSIDADE MINERAL OSSEA
3.1.1 Osso trabecular mandibular

A analise foi realizada intra/entre grupos para os diversos parametros. Por
meio da Tabela 5, é possivel observar que o fator grupo (p = 0,007) e tempo de
andlise (p = 0,002) interferiram significativamente nos valores de BMD (g/cm?)
do osso trabecular mandibular. No tempo final, o grupo OVX apresentou valor
significativamente menor quando comparado aos demais grupos. Houve um
aumento significativo nos valores no tempo final para os grupos ORI e RIS,
Tabela 1.

Tabela 5- Analise de variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise do
BMD (g/cm?) do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS df MS F P
Variacao

Grupos 0,168 3 0,056 5,891 0,007*
Entre amostras 0,152 16 10

Tempo 0,241 1 0,241 13,087 0,002*
Grupos x Tempo 0,072 3 0,024 1,306 0,307
Intra amostras 0,295 16 0,018

*P<0,05 denota diferenca estatistica significativa.

3.1.2 Osso trabecular colo femoral

Quando comparados os dois tempos observa-se que nio tem diferenga
significativa da mudanga de densidade mineral 6ssea (p = 0,103), tabela 6. No
tempo final, o grupo OVX apresentou valor significativamente menor quando
comparado aos demais grupos, mostrando mais evidente o efeito da
osteoporose com o tempo. Ja o aumento de ORI se deve a intervencao

medicamentosa e seus beneficios na densidade, tabela 2.
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Tabela 6. Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise do
BMD (g/cm?) do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS df MS F P
Variacao

Grupos 0,051 3 0,017 3,006 0,061
Entre amostras 0,090 16 6

Tempo 0,004 1 0,004 0,826 0,377
Grupos x Tempo 0,036 3 0,012 2,431 0,103
Intra-amostras 0,080 16 0,005

*P<0.05 denota diferenga estatistica significativa.
3.1.3 Osso cortical mandibular

Observa- se que ndo houve mudangas nos valores de BMD quando
avaliado fator grupo x tempo, tabela 7, e ndo havendo diferenca entre os grupos,
tabela 3.

Tabela 7. Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise do
BMD (g/cm?) do osso cortical mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P

Variagcao

Grupos 4365,821 3 1455,27 1,00 0,41
4 9 5

Entre 23084,183 1 1442,76

amostras 6 1

Tempo 1458,467 1 1458,46 1,00 0,33
7 9 0

Grupos x 4319,237 3 1439,74 0,99 0,42

Tempo 6 6 0

Intra 23126,689 1 1445,41

amostras 6 8

*P<0.05 denota diferenga estatistica significativa
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3.1.4 Osso cortical colo femoral

Observa- se que ndo houve mudangas nos valores de BMD quando
avaliado fator grupo x tempo, tabela 8, e ndo havendo diferenga entre os grupos,
tabela 4.

Tabela 8. Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise do
BMD (g/cmz) do osso cortical femoral para os grupos analisados.

Fatores de Variagado SS df MS F P
Grupos 23 3 0,008 0,988 0,423
Entre amostras 0,124 16 8

Tempo 0,011 1 0,011 0,444 0,515
Grupos x Tempo 0,001 3 0 0,017 0,997
Intra amostras 0,391 16 24

*P<0.05 denota diferenga estatistica significativa.

3.2 Volume/ area

Quando foi analisado o fator grupo x tempo observou- se mudanga
significativa dos valores em osso trabecular (p = 0,038), Tabela 9.

Tabela 9. Andlise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise do
BV/TV (%) do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS df MS F P
Variagao

Grupos 781,450 3 260,483 1,318 0,303
Entre amostras 3162,364 16 197,648

Tempo 6,184 1 6,184 0,156 0,698
Grupos x Tempo 425,292 3 141,764 3,568 0,038*
Intra amostras 635,781 16 39,736

*P < 0.05 denota diferenga estatistica significativa.
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3.2.1 Osso trabecular mandibular

No tempo T2, todos os grupos apresentaram aumento dos valores de
volume/ area provavelmente se deve pela maturidade d6ssea adquirida com
acrescimo de 4 semanas de analise, porém o grupo OVX como esperado foi o
grupo que apresentou menor valor de percentual, dando diferenga estatistica
quando comparado com os grupos ORI e RIS, Tabela 1, mostrando que a
reducdo de estrébgeno decorrente da ovariectomia, sem intervencéo

medicamentosa altera esse parametro.

3.2.2 Osso trabecular femoral

Na tabela 10, € possivel observar que a interagao entre o fator grupo e tempo
de analise nao interferiu significativamente nos valores de BV/TV (%) do osso
trabecular femoral (p = 0,203). No tempo final, os grupos OVX e ORI
apresentaram valores significativamente menores que o do grupo RIS. Houve
um aumento significativo nos valores no tempo final para o grupo RIS (Tabela
2).

Tabela 10. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do BV/TV (%) do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variagcao

Grupos 1637,693 3 545,898 2,392 0,107
Entre 3651,005 16 228,188

amostras

Tempo 1190,336 1 1190,336 4312 0,054
Grupos x 1424,877 3 474,959 1,720 0,203
Tempo

Intra amostras 4417,031 16 276,064

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.
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3.2.3 Osso cortical mandibular

Na Tabela 11, é possivel observar que a interagdo entre o fator grupo e
tempo de analise nao interferiu significativamente nos valores de B.Ar/Tar (%)
do osso cortical mandibular (p = 0,418), ndo havendo diferengas entre os grupos
(Tabela 3).

Tabela 11. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise

do B.Ar/Tar (%) do osso cortical mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS df MS F P
Variagao

Grupos 65,863 3 21,954 1,000 0,418
Entre amostras 351,270 16 21,954

Tempo 21,954 1 21,954 1,000 0,332
Grupos x Tempo 65,863 3 21,954 1,000 0,418
Intra amostras 351,270 16 21,954

*P<0.05 denota diferenca estatistica significante.

3.2.4 Osso cortical femoral

Na Tabela 12, é possivel observar que a interagao entre o fator grupo e
tempo de analise nao interferiu significativamente nos valores de B.Ar/Tar (%)
do osso cortical femoral (p = 0,338), nao havendo diferengas entre os grupos
(Tabela 4).
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Tabela 12. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do B.Ar/Tar (%) do osso cortical femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variacao
Grupos 642,671 3 214,224 1,051 0,397

Entre amostras 3262,718 16 203,920

Tempo 161,026 1 161,026 0,800 0,384
Grupos x 731,809 1 243,936 1,211 0,338
Tempo

Intra amostras 3222,422 16 201,401

*P<0.05 denota diferenca estatistica significativa.

3.3 Espessura Trabecular
3.3.1 Osso trabecular

Na Tabela 13, €& possivel observar que o fator tempo interferiu
significativamente nos valores de TBTh (mm~3) do osso trabecular mandibular (p
< 0,001), com aumento significativo nos valores no tempo final para todos os
grupos (Tabela 1). Provavelmente pelo tempo de envelhecimento dos animais o
parametro espessura teve esse aumento independente de grupo.

Tabela 13. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do TBTh (mm"3) do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores SS Df MS F P

de

Variagao

Grupos 1119,687 3 373,229 0,47 0,705
4

Entre 12608,675 1 788,042

amostras 6

Tempo 28410,766 1 28410,766 65,1 <0,001*
48

Grupos x 3468,467 3 1156,156 2,65 0,084

Tempo 1

Intra 6977,496 1 436,093

amostras 6

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante
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3.3.2 Osso trabecular colo femoral

Na Tabela 14, € possivel observar que o fator tempo interferiu
significativamente nos valores de TBTh (mm~3) do osso trabecular femoral (p <
0,001). No tempo final, o grupo RIS teve resultado significativamente maior que
0os demais grupos. Houve um aumento significativo nos valores no tempo final
para todos os grupos, exceto OVX (Tabela 2).

Tabela 14. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do TBTh (mm"3) do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores SS Df MS F P

de

Variacao

Grupos 2640,414 3 880,138 2,590 0,089

Entre 5437,893 1 339,868

amostras 6

Tempo 19164,214 1 19164,21 46,14 <0,001*
4 5

Grupos x 2876,567 3 958,856 2,309 0,115

Tempo

Intra 6644,898 1 415,306

amostras 6

*P<0.05 denota diferencga estatistica significante.
3.3.3 Osso cortical mandibular

Na Tabela 15, € possivel observar que o fator tempo de analise interferiu
significativamente nos valores de CtTh (mm) do osso cortical mandibular (p <
0,001). Houve aumento significativo nos valores no tempo final para todos os
grupos (Tabela 3).
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Tabela 15. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do CtTh (mm) do osso cortical mandibular para os grupos analisados.

Fatores SS Df MS F P

de

Variagao

Grupos 3625,062 3 1208,354 2,479 0,098

Entre 7798,749 16 487,422

amostras

Tempo 23456,833 1 23456,833 30,236 <
0,001*

Grupos x 164,649 3 54,883 0,071 0,975

Tempo

Intra 12412,552 16 775,785

amostras

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.
3.3.4 Osso cortical colo femoral

Na Tabela 16, é possivel observar que o fator tempo de analise interferiu
significativamente nos valores de CtTh (mm) do osso cortical femoral (p < 0,001).
Houve aumento significativo nos valores no tempo final para todos os grupos

(Tabela 4). A maior maturidade 6ssea deve ser considerada.
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Tabela 16. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do CtTh (mm) do osso cortical femoral para os grupos analisados.

Fatores SS df MS F P

de

Variagcao

Grupos 1084,741 3 361,580 1,038 0,403

Entre 5575,554 16 348,472

amostras

Tempo 29918,564 1 29918,564 87,803 <
0,001*

Grupos x 1776,366 3 592,122 1,738 0,200

Tempo

Intra 5451,940 16 340,746

amostras

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.

3.4 Porosidade
3.4.1 Osso trabecular mandibular

Na Tabela 17, é possivel observar que a interagao entre o fator grupo e
tempo de analise interferiu significativamente nos valores de PO(total) do osso
trabecular mandibular (p = 0,038). No tempo final, os grupos ORI e RIS
apresentaram valores significativamente menores que o grupo OVX. Houve

aumento significativo no valor no tempo final para o grupo OVX (Tabela 1)
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Tabela 17. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do PO(tot)% do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variagao

Grupos 794,013 3 264,671 1,339 0,297
Entre 3163,451 16 197,716

amostras

Tempo 5,437 1 5,437 0,137 0,717
Grupos x 424,215 3 141,405 3,550 0,038*
Tempo

Intra amostras 637,291 16 39,831

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.

3.4.2 Osso trabecular colo femoral

Na Tabela 18, é possivel observar que o fator tempo de analise (p = 0,049)
interferiu significativamente nos valores de PO(tot)% do osso trabecular femoral.
No tempo inicial, o grupo OVX teve resultado significativamente menor que o
grupo ORI. No tempo final, o grupo RIS teve valor significativamente menor que
os grupos OVX e ORI. Houve diminui¢ao significativa nos valores no tempo final
para o grupo RIS (Tabela 2).

3.4.3 Osso cortical mandibular

Os valores de PO (tot)% do osso cortical mandibular foram de 0 para
todos os grupos e periodos. Nao sendo observado nenhuma alteracdo desse

parametro.
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Tabela 18. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do PO(tot)% do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variagcao

Grupos 1594,109 3 531,370 2,394 0,106
Entre 3551,059 16 221,941

amostras

Tempo 1238,999 1 1238,999 4517 0,049*
Grupos X 1471,763 3 490,588 1,789 0,190
Tempo

Intra 4388,470 16 274,279

amostras

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.
3.4.4 Osso cortical colo femoral

O osso cortical femoral, na Tabela 19, é possivel observar que a interagéao
entre o fator grupo e tempo de analise nao interferiu significativamente nos
valores de PO (tot)% do osso cortical femoral (p = 0,178). No tempo final, o grupo
OVX teve resultado significativamente maior que os demais grupos. Houve
diminuic¢ao significativa no valor no tempo final para o grupo ORI (Tabela 4).

Tabela 19. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do PO(tot)% do osso cortical femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variagcao

Grupos 11,254 3 3,751 1,307 0,307
Entre amostras 45,930 16 2,871

Tempo 2,670 1 2,670 0,937 0,347
Grupos x Tempo 15,860 3 5,287 1,856 0,178
Intra amostras 45,578 16 2,849

*P<0.05 denota diferenca estatistica significativa.
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3.5 Numero de trabéculas

3.5.1 Osso trabecular mandibular

Observa-se que o fator tempo de andlise (p < 0,001) interferiu
significativamente nos valores de TbN (1/mm) do osso trabecular mandibular,
tabela 19. Houve diminui¢ao significativa nos valores no tempo final para todos
os grupos, exceto RIS (Tabela 1). Com a maturidade éssea, o numero de
trabéculas se reduziu, entretanto, a espessura delas teve um aumento.
Indicando uma mudanga do padrao microestrutural.

Tabela 19. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do TbN (1/mm) do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores SS df MS F P

de

Variaca

o

Grupos 0,0000033 3 0,00000110 1,84 0,180
1 3 0

Entre 0,0000095 1 0,00000059

amostra 92 6 95

S

Tempo 0,0000295 1 0,00002953 453 <0,001*
3 69

Grupos 0,0000030 3 0,00000101 1,56 0,237

X 56 9 5

Tempo

Intra 0,0000104 1 0,00000065

amostra 1 6 09

S

*P<0.05 denota diferenga estatistica significativa.
3.5.2 Osso trabecular colo femoral

Na Tabela 20, é possivel observar que o fator tempo de analise (p <0,001)
interferiu significativamente nos valores de TbN (1/mm) do osso trabecular
femoral. Houve diminuicdo significativa nos valores no tempo final para todos os

grupos (Tabela 2).
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Tabela 20. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise

do TbN (1/mm) do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores SS df MS F P

de

Variagcao

Grupos 0,000001049 3 0,0000003498 0,287 0,834
Entre 0,00001948 16 0,000001217

amostras

Tempo 0,00002065 1 0,00002065 35,250 <0,001*
Grupos x 0,000001795 3 0,0000005982 1,021 0,409
Tempo

Intra 0,000009373 16 0,0000005858

amostras

*P<0.05 denota diferenca estatistica significante.

3.6 Separacao trabecular
3.6.1 Osso trabecular mandibular

Na Tabela 21, é possivel observar que a interagao entre o fator grupo e
tempo de analise interferiu significativamente nos valores de TbSp (mm) do osso
trabecular mandibular (p = 0,003). No tempo final, o grupo RIS apresentou valor
significativamente menor que os demais grupos. Houve aumento significativo
nos valores no tempo final para os grupos Controle e OVX e diminuigdo para o
grupo RIS (Tabela 1).

3.6.2 Osso trabecular colo femoral

Na Tabela 22, é possivel observar que o fator tempo de analise interferiu
significativamente nos valores de TbSp (mm) do osso trabecular femoral (p =
0,049). Houve aumento significativo nos valores no tempo final para o grupo OVX
(Tabela 2).
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Tabela 21. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise
do TbSp (mm) do osso trabecular mandibular para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variacgao

Grupos 13920,046 3 4640,015 8,811 0,001*
Entre 8425,720 16 526,608

amostras

Tempo 2774,468 1 2774,468 4,193 0,057
Grupos x 13728,122 3 4576,041 6,916 0,003*
Tempo

Intra 10586,289 16 661,643

amostras

*P<0.05 denota diferencga estatistica significante.

Tabela 22. Analise de Variancia (ANOVA) com medidas repetidas com dois fatores de analise

do TbSp (mm) do osso trabecular femoral para os grupos analisados.

Fatores de SS Df MS F P
Variacao

Grupos 1543,704 3 514,568 1,155 0,357
Entre 7126,985 16 445,437

amostras

Tempo 1712,761 1 1712,761 4523 0,049*
Grupos x 611,047 3 203,682 0,538 0,663
Tempo

Intra 6059,005 16 378,688

amostras

*P<0.05 denota diferenga estatistica significante.
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3.7 ANALISE DE CORRELAGCAO

As analises de correlacdo das comparagdes entre fémur e mandibula
estdo apresentadas nas Tabelas 23 e 24. Foi verificada correlagdo positiva entre
BMD (g/cm?) do osso trabecular mandibular e femoral (p = 0,045). Entretanto em
outros parametros apesar de alguns apresentarem um perfil semelhante de
comportamento, ou seja, aumento ou diminuigdo de valores, ndo foi confirmada
estatisticamente essa correlacao.

Tabela 23. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os valores médios dos marcadores
avaliados para trabecular mandibular e trabecular femoral na 1° e 2° micro CTs.

Coeficiente de Pearson 1° Micro CT 2° Micro CT
Trabecular Trabecular Mandibular
Mandibular x Femoral x Femoral
BMD Coeficiente de ,(142 ,452*
(glcm?) correlagéo
Significancia ,550 ,045
N 20 20
BVITV (%) Coeficiente de ,078 ,041
correlagao
Significancia , 745 ,864
N 20 20
TBTh Coeficiente de ,254 -,048
(mm"~3) correlagao
Significancia ,279 ,840
N 20 20
TbN Coeficiente de -,297 -,045
(1/mm) correlagao
Significancia ,203 ,852
N 20 20
TbSp (mm) Coeficiente de ,283 ,091
correlagao
Significancia ,227 ,702
N 20 20
PO(tot)% Coeficiente de ,077 ,041
correlagao
Significancia , 746 ,864
N 20 20

*P < 0.05 denota diferenga estatistica significante.
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Tabela 24. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os valores médios dos marcadores
avaliados para cortical mandibular e cortical femoral na 1° e 2° micro CTs.

Coeficiente de Pearson 1° Micro CT 2° Micro CT
Cortical Cortical
Mandibular x Mandibular x
Femoral Femoral
BMD Coeficiente de ,198 227
(g/cme) correlagao
Significancia ,403 ,336
N 20 20
B.Ar/Tar Coeficiente de -,068 -
(%) correlagao
Significancia /76 -
N 20 20
CtTh (mm) Coeficiente de -,094 -,058
correlagao
Significancia ,693 ,807
N 20 20
PO(tot)% Coeficiente de = =
correlagao
Significancia - -
N 20 20

s N&o pode ser calculado porque pelo menos uma das variaveis é constante
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4. Discussao

O presente estudo avaliou, por meio de um modelo animal as mudancgas
microestrutura em ratas induzidas a osteoporose em uso de Risedronato Oral
em dois sitios, mandibula e colo femoral. Neste trabalho encontramos como
principal resultado que o Risedronato favoreceu a manutengcdo da estrutura
O0ssea nos sitios avaliados impedindo ou dificultando a sua deterioragdo, em
ambos os sitios quando avaliado o osso trabecular. Estes resultados estdo de
acordo com a literatura'" 19,

A utilizacdo de modelos animais, principalmente o uso de roedores, € a
abordagem pré-clinica mais amplamente utilizada para estudar a deterioragéo
esquelética, isso devido aos ratos terem um esqueleto bem caracterizado que
se assemelha um pouco ao dos humanos?®. Ha diversos protocolos
experimentais que levam a perda dssea, como por exemplo, as intervengdes
hormonais (ovariectomia, hipofisectomia, paratireoidectomia) e a imobilizagao®
30.

Modelos utilizando a remog¢ao do ovario como técnica de escolha para
reducdo da massa 0ssea sao mencionados em varios trabalhos, assim como no
presente estudo? 4 16 este apresenta como vantagem o custo de execugao e o
método mais rapido de indugdo a osteoporose. No entanto, a heterogeneidade
dos tempos de analise e idade dos animais tém sido um desafio para
determinacgao de protocolos de indugéo a osteoporose? 10 15 27: 28,

Sabe-se que as ratas entram na menopausa entre 15 a 18 meses, e que
intervencgdes para acelerar a reducdo da massa 6ssea, podem ser feitas pds seis
semanas de vida, quando ja ha maturidade sexual do animal® '2. Lee et al, 2019
através de uma revisao sistematica sugeriram como protocolo um modelo de rato
de 12 semanas de idade?'. Entretanto em nossa pesquisa utilizamos ratas com
8 semanas de vida para realizar o procedimento de ovariectomia e a primeira
analise tomografica, ocorreu apdés 12 semanas, como resultado tivemos que os
animais dos grupos ORI e OVX apresentaram valores menores de BMD, ou seja,

o objetivo de indugao foi exitoso.3
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Em relagc&o a escolha do sitio a ser comparado com a mandibula levou-
se em consideragao o fato de o fémur ser amplamente utilizado para predi¢céo
de fraturas relacionadas a osteoporose e a existéncia de trabalhos que
compararam esses sitios'* 16 23 27 Ha também trabalhos que avaliaram o
comportamento de medicagdes antirreabsortivas sobre a mandibula e outros
sitios®!. Entretanto ainda ha lacunas no entendimento desse processo, uma vez
que parece que medicagdes se comportam de maneira diferente de acordo com
via de administragdo, posologia, tempo e regido analisada.

O Risedronato € uma medicacéo para tratamento amplamente utilizada
no Brasil para prevencgao/ tratamento da osteoporose no SUS26. Provavelmente
isso se deve ao seu custo baixo comparando a outros medicamentos
antirreabsortivos, resposta terapéutica a longo prazo3% 33. Apesar de alguns
trabalhos mostrarem seu desuso e limitagcdo devido a baixa absorgao
gastrointestinal, necessidade de jejum antes e apdés consumo e a n&o
comercializagdo em varios paises, como Estados Unidos, atualmente®:. No
entanto, Sabri, et al 2022, apresentaram os principais impactos de cada
medicagao na redugao de fratura pés menopausa. Risedronato 35mg/ semana,
via oral, apresenta ser a melhor medicacao beneficio na prevencao de fraturas
nao vertebrais mesmo comparada a medicagdes intravenosas, ou subcutaneas.
NZo sendo essa vantagem vista na prevencao de fraturas de quadril e vertebras’.

A avaliagéo por microtomografia € considerada padrao ouro para avaligao
de densidade mineral e microarquitetura trabecular éssea®*. Foram analisados
os parametros BMD, BV/TV, TBTh, PO, TbN, Tbsp em osso trabecular de ambos
os sitios. Em mandibula podemos destacar que a reducdo de porosidade
significativa nos grupos ORI e RIS, o aumento da densidade mineral e da
espessura trabecular. Ja no colo femoral, observamos que a reducdo da
porosidade foi apenas significativa em RIS, e 0 aumento da densidade mineral e
espessura trabecular em todos os grupos. Esses parametros foram selecionados
de acordo com Bouxsein et al, 201034,

Observou-se que o uso do Risedronato oral teve impactos significativos
em o0sso trabecular nos parametros porosidade, volume/ area e espessura

femoral. Ja em osso cortical o comportamento mais relevante foi 0 aumento da

42



espessura em o0sso cortical. Khajuria et al, 2018 avaliaram o comportamento do
risedronato em ratas induzidas a osteoporose por glicocorticoides em ratos em
crescimento. Assim como em nosso trabalho o risedronato aumentou a
densidade mineral dssea e houve mudangas na microarquitetura3®. Outro
resultado a ser considerado € o uso da medicagdo no grupo sem indugéo a
osteoporose gerou uma redugdo significativa da separagdo trabecular
mandibular podendo ser vantajoso para realizagdo de alguns procedimentos
odontologicos.

Em relagdo ao osso cortical o tempo de analise nao foi suficiente para
verificar alteragbes significativas, apesar de ambos os sitios apresentarem
aumento da espessura, podendo sugerir que em um tempo maior de analise
poderia acarretar num aumento da densidade cortical decorrente da medicacéo.
Podemos verificar também que houve correlacdo de comportamento,
fortalecendo as evidéncias que a mandibula pode ser utilizada como osso para

rastreamento populacional a risco de fratura®®.

Ao analisar o comportamento da microarquitetura 0ssea no 0sso
trabecular se manteve como encontrado na maioria dos trabalhos anteriores
quando analisado o grupo induzido a osteoporose por ovariectomia?'. A
detecgdo mais significativa das mudangas Osseas estruturais no trabeculado
0sseo é justificada na literatura, uma vez que esse tipo 0sseo apresenta taxa de

turn over mais acelerado".
41 LIMITAQC)ES DO ESTUDO

Uma das limitacbes desse estudo sdo que os animais utilizados
apresentam um metabolismo mais acelerado e rapido em relagdo aos estagios
de desenvolvimento. A infancia & breve e acelerada, chegando a maturidade
sexual em cerca de 6 semanas. Na fase adulta, um més de vida do rato
corresponde a 2,5 anos humanos?’ ndo sendo os modelos mais fidedignos,
porém sdo amplamente aceitos e frequentemente utilizados 4 28 2°, Todavia,
muitas vezes os resultados ndo podem ser transportados para os seres

humanos?8.
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Outra limitacdo se deve a impossibilidade do uso de micro-Ct em
humanos. O grande beneficio de se usar o micro- CT se deve a ter imagens de
aquisicao, reconstrugcdo contendo as atenuagbes maximas para cada imagem

reconstruida30.

4.2 PERSPECTIVAS

Considerando o impacto que a osteoporose apresenta no atual cenario
mundial e as perspectivas de sua expansdao em funcdo do envelhecimento da
populacgdo, novas ferramentas para rastreamento da doenga e os efeitos das
medicacgdes para tal se tornam necessarias. A inteligéncia artificial no estudo da
Osteoporose pode ser um grande aliado para conseguir aumentar as taxas de
deteccdo da doenga na populagdo. Yang et al, 2022 avaliaram tomografias de
térax usando inteligéncia artificial para medir os valores de atenuagéao (HU) se
mostrou uma aliada na triagem de osteopenia/ osteoporose. Ja na odontologia
trabalhos tém utilizado varios indices radiomorfométricos em mandibula aliados

a inteligéncia artificial para identificagdo dos sinais iniciais de osteoporose3": 32

Os resultados deste trabalho permitem-nos apontar que a analise de
parametros microestrutural 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 e que o uso de risedronato oral
por um tempo relativamente curto pode até beneficiar alguns procedimentos
odontoldgicos, como instalagdo de implantes, tratamento doengas periodontais

com as mudangas de parametros encontrados3? 34,

Esta cada vez mais evidente que o cirurgido dentista precisa se capacitar,
se informar e se fazer presente no monitoramento de doengas crénicas, e a
osteoporose representa uma delas, tanto para sermos instrumentos de
rastreamento como monitoramento dos efeitos das medicag¢des antirreabsortivas

na cavidade oral a longo prazo.
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5. Conclusao

Podemos concluir neste estudo que ha correlagdo de comportamento da
densidade mineral 6éssea em mandibula e colo femoral. A utilizagdo do
risedronato em pouco tempo, 4 semanas, ja traz alteragbes na microarquitetura
Ossea trabecular, reduzindo a porosidade, aumentando regido de volume/ area.
Ja no osso cortical, houve um aumento da espessura trabecular, aumentando a

resisténcia do osso a fratura em ambos os sitios.

O risedronato favoreceu a manutencdo da microarquitetura Ossea
impedindo sua deterioracdo, em ambos os sitios analisados. Aléem disso,
observou- se mudangas na microestrutura mandibular no grupo RIS
consideraveis sugerindo maior investigagado sobre possiveis beneficios a curto

prazo da medicacdo ao osso mandibular.
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7. Press Release

Esse trabalho teve como objetivo verificar através de uma pesquisa com
modelo animal o comportamento do Risedronato Oral, medicacio utilizada no
tratamento da osteoporose, na mandibula e no colo femoral e verificar se essas
mudancas no 0sso de ratas induzidas a osteoporose apresentam semelhanca.
Isso pode ajudar a elucidar melhor as mudancgas 0sseas presentes nos 0ssos de
atuagao do cirurgido dentista, e confirmar cada vez mais o papel do cirurgido
dentista na contribuicdo de rastreio de doengas crdénicas como a osteoporose.
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Brasilia, 13 de maio de 2016.

DECLARACAO - Prorrogacéo de Prazo

Declaramos que o projeto intitulado “EFEITO DO RISEDRONATO ORAL NA MANDiBULA DE RATAS COM OSTEOPOROSE
INDUZIDA.”, UnBDoC n.2 162977/2014, sob responsabilidade da Professora Nilce dos Santos Melo foi m<m:..mao e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para S_.__Nmnmo de Rattus
norvegicus: 60. A presente aprovacdo é valida pelo periodo de 15/01/2015 a 30/12/2016

R,\\wo.?eb(.

Profa. Dra. Paula Diniz mm_m_,m.
. Coordenadora da CEUA - UnB

“Este documento se restringe a avaliagao ética do projeto supracitado e nao substitui outras licengas e permissées que porventura se facam necessarias.
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