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RESUMO

Esta tese teve como proposta desenvolver uma metodologia para avaliacdo longitudinal da
densidade 6ptica mandibular por subtragdo radiografica em ratos, sendo apresentada na forma
de trés artigos. O primeiro testou a reprodutibilidade de um dispositivo posicionador para a
obtencdo de radiografias laterais obliquas da mandibula de ratos. Cinco cabegas de ratos
preservadas em formol foram radiografadas trés vezes cada. As imagens foram digitalizadas e a
primeira (G1) foi mantida inalterada. Na segunda (G2) e terceira imagens (G3) foi digitalmente
simulada perda 6ssea de 3% e 5%, respectivamente. As imagens do mesmo animal foram
subtraidas na seguinte seqiiéncia: G1 x G2 ¢ G1 x G3. Foram, entdo, obtidos os valores médios
e desvio-padrdo da intensidade de pixel nas areas de perda simulada e em uma area controle. A
densidade optica média das areas teste, para ambas as intensidades de perda dssea simulada, foi
significativamente menor que a da area controle. Concluiu-se que o dispositivo permitiu a
realizacdo de radiografias suficientemente padronizadas para identificar perdas Osseas
incipientes em imagens de subtragdo. O segundo artigo avaliou os parametros ideais para a
obten¢do de radiografias laterais obliquas da mandibula de ratos, de forma a obter imagens de
qualidade, que permitam visualizar as estruturas anatomicas. Foram radiografadas cabecgas de
quatro ratos mantidas em formol, expostas com 50 kV e 8 mA, filme nimero 2 de sensibilidades
D e E, duas distancias focais (30 e 60 cm) e sete tempos de exposi¢do (0,6, 0,7, 0,8, 1, 1,5,2,0 ¢
2,5 s). As imagens foram avaliadas por dois examinadores e classificadas de acordo com a
qualidade: 1, muito ruim; 2, ruim; 3, aceitavel; 4, boa e 5, excelente. A reprodutibilidade intra e
interobservador foram substanciais. Com 30 cm, filmes de sensibilidade E tiveram escores
médios de 4 ¢ 5 com 0,8 e 1 s de exposi¢ao e filmes de sensibilidade D com tempos de 1,5, 2 ¢
2,5 s. Com 60 cm os melhores resultados foram encontrados com filme de sensibilidade E e
exposi¢ao de 2 e 2,5 s. No terceiro artigo o objetivo foi verificar se a perda de densidade dssea
induzida pela metilprednisolona e recuperada pela administragdo de risedronato se expressa em
termos de alteracao da densidade Optica em imagens de subtracao radiografica. Foram utilizadas
36 ratas Wistar divididas em trés grupos. O primeiro recebeu solugdo salina, o segundo e o
terceiro receberam metilprednisolona por 12 semanas. O terceiro grupo recebeu tratamento
adicional de 12 semanas com risedronato sodico. Os animais tiveram a hemimandibula esquerda
radiografada no inicio do experimento e apos as 12 semanas de periodo experimental. O grupo 3
foi novamente radiografado apds o uso de risedronato. As radiografias foram analisadas por
subtracdo radiografica e a mesma area da mandibula foi avaliada por microscopia optica. O
grupo que recebeu corticoide apresentou propor¢ao significativamente menor de trabéculas
osseas por campo que os grupos 1 e 3. O glicocorticéide causou perda significativa de
densidade radiografica e o risedronato recuperou-a, sendo estas alteragcdes evidenciadas na
subtracdo radiografica.

Palavras-chave: Rato; Mandibula; Radiografia, Técnica de Subtragdo; Osteoporose.



SUMARIO



SUMARIO

I INEEOAUGAOD.c..eeiceiiiiecee e et et e et e et e e e tee e e ba e e e earee e eareas 11
2 PIOPOSIGAD. .. eeuvieeeeiietieiietteteeteesteesteesseesseesseesseesseesseenseasseesseesseesseensesnsesnsesnseesseesennns 14
2.1 ObBJELIVO ZETAL.cc.uviiiiiieiiieciie ettt ettt ettt eee e eestb e e s beessseessbeeesseeenseaens 15

2.2 ODbjetiVos €SPECITICOS. . uiiriiriieriieriieriietieteereeste et eteeseebeeseeseasbesssesssesssesssenes 15

3 Referencial TEOTICO. ..c..ietiieiiiiieiee ettt ettt s 16
3.1 TipOS A€ OStEOPOTOSE. .....veeeieniieiieitieiieiteiee st et et ebeesteenteebeesbeenseenbeenseeeeenee 17

3.2 Fatores d@ T1SCO. . .eeuieiietieteeieet ettt st sttt st st be e 18

3.3 FiSIOPAtOlO@IA.....iivieieeiieieeiieie ettt ettt st stae s e st sebeseaesaaesseesnnenseesraens 19

3.4 Dados socio-econdmicos/Epidemiologia.........cccceeveeriierieeneenieieeiieeeieeienn 21

3.5 Osteoporose induzida por glicocorticOides.........ccouverrirririenciieeniieriie e 21

3.6 Tratamento da OStEOPOTOSE. ......ccveerrierreerreereereesriereereesseeseesreesessaesssesssesssenens 23

3.6.1 MEdiCAMENLOS. .....cvieireieieierieeiieiete ettt ettt ebe e 23

3.6.1.1 BifosSfonatos..........ccovieiiieiciieciie et 24

3.6.1.1.1 Osteonecrose dos maxilares.........c.cceceeeeereeneneeeenenne 25

3.7 Métodos de diagnOStiCO......ccuerrrrrierierierierierereseeseestresresseeseresseesseesseesssensnes 26

3.7.1 Marcadores BioqUIMICOS........cccecueerieerieeriienieeiieie ettt 27

3.7.2 HiStOmMOTTOMELIIA. ... .eoviiiieiieieeie ettt 27

3.7.3 Medidas de densidade mineral 0SS€a..........cceceereereerierieneneeeeieenens 28

3.7.3.1 Radiografia convencional............cccccceevvercienrinieneenienee e, 28

3.7.3.2 Absorciometria Radiografica..........cccccceeevevrenienienienieneenen, 28

3.7.3.3 Absorciometria por foton SImples..........coveeveeeieevreevieecreerennnns 28

3.7.3.4 Absorciometria por foton duplo.........cccceevveevievienienieeneennennn, 28

3.7.3.5 Absorciometria de energia simples de raios X.........cccceveennnee. 29

3.7.3.6 Absorciometria de energia dupla de raios X.........cccceeeevrennnnns 29

3.7.3.7 Ultrasonografia quantitativa.............ccceeevveerreeeneeenveesveesveennns 29

3.7.3.8 Tomografia computadorizada...........c.cccceueevirevieeirieenieenneenns 29

3.7.3.9 Microtomografia computorizada............cceeeveeeereeeiieeieeennnns 30

3.7.3.10 Ressonancia magnétiCa.........ccueeeveeecveescreenveenveesveesveesneens 30



3.8 Osteoporose € OdONtOIOZIA. ......cccuirueiriirieeieeie ettt ettt seeesee e 30

3.8.1 Exames radiografiCoS.......ccevuerieiierierieriiesiee et seee e seee e 32
3.9 Modelos animais no estudo de osteopenia/oSteOPOroSe........cvvvververververnennns 34
TN o T TSP PRUPRPRRR 40
S UATEIZO 2. neteeeeiie ettt ettt et e et e et e et e e e bt e e bae e tbeeetae e bt e e atbeeabaeabeeatbeeereeetaeesaeenraeanns 46
LN 3100 1. TP 59
7 Consideragies FINAIS........cueeiiiiiiiiiiiceiie ettt ettt eve e et e eveeeteeeeveeeeteeeeaseereeens 78
R0 3 10) § (0¥ i - OSSPSR 81
O APCIAICES. ... uveiveeeeieieiieiterieestestteste st e steesteesttesssesstesstessaesssesseasseesssessaasseesseesseesseaseesseans 91
IMagens dO ArtiZ0 L.....ceccierieicieiieeie ettt e sttt e st esae e seesseessnensees 92
IMAagens dO ArtiZ0 2.......coveruierieriieeiie ettt ettt sttt e st aeesaeenaeas 93
Detalhamento da metodologia do artigo 3..........ccceeeeiieeeiienieecie e 95
TO ANEXOS. ¢ttt ettt et ettt et sttt et sttt sht e b et beesbeesaeeshee e 101
Termo de aprovacao pelo CEP-FO/UFRGS........cccccooiiniiiininiininececceee 102
Correspondéncia de aceite do artigo 2.........eccveeevieeiieeiiieeciie e e esee e e eree e 103

Correspondéncia de submissdo do artigo 3........cceecveeveecriecrinieereereesie e e eeveenens 104



1 INTRODUCAO



12

1 INTRODUCAO

O homem vem aprendendo a controlar os fatores externos que atuam negativamente
sobre a sua sobrevivéncia. O século XX foi marcado, principalmente nos paises desenvolvidos,
por significativo aumento na expectativa de vida, decorrente dos avangos em saude publica -
que determinaram importantes mudangas no comportamento, associados aos avangos da
medicina. Até mesmo nos paises em desenvolvimento foi possivel observar os beneficios destas
mudangas. No Brasil, por exemplo, segundo dados do IBGE (2006), a expectativa de vida do
brasileiro ao nascer chegou aos 71,9 anos em 2005, contrastando com 33,4 anos em 1910. Para
2010 e 2020, as projecdes indicam que esta expectativa sera de 73,4 e 76,1 anos,

respectivamente.

Esse aumento na expectativa de vida vem causando profundo impacto na sociedade,
afetando fundamentalmente o modo como alguns de seus setores se organizam, pois existe a
necessidade de contemplar a qualidade de vida, ou seja, a longevidade saudavel. Desta forma, os
avangos para aumentar a longevidade devem ser acompanhados por melhora na saude e bem-
estar geral dos idosos. No século XXI, o desafio se concentra na compreensao do processo de
envelhecimento e na solugdo dos problemas que as pessoas enfrentam em decorréncia do

mesmo.

Um destes problemas ¢ a osteoporose, que tem sido considerada uma questdo mundial
de satde publica. No Brasil, estima-se que cerca de um milhdo de mulheres poderdo ficar
invalidas nos proximos anos se a doenga ndo for combatida (IBGE, 2006). Desta forma, muito
se tem pesquisado sobre como prevenir e tratar esta doenga. No Pubmed, a busca “osteoporosis
OR osteopenia” no titulo das publicagdes resultou, em setembro de 2007, em 28 mil artigos

publicados nos ultimos 10 anos, sendo 3.500 deles em 2007.

Nestas pesquisas, destacam-se os estudos experimentais em animais, que empregam
principalmente ratos da linhagem Wistar. Contudo, em decorréncia de dificuldades na obtencao
de imagens in vivo, o estudo da reabsor¢do dssea nesses modelos experimentais ¢é realizado a
partir de imagens do material de necropsia, permitindo apenas estudos de corte, limitando
avaliagoes longitudinais. Além disso, a maioria dos estudos emprega métodos avancados de
imagem, tais como a absorciometria por raios X de dupla energia e a microtomografia
computadorizada, os quais implicam em instalagdes especiais para uso em animais e alto custo
operacional, determinando que muitos estudos em ratos realizados em nosso meio deixem de
realizar a avaliagdo por imagens para a obten¢do de medidas longitudinais e avaliacdo da

densidade Ossea.
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Com base nas evidéncias de que a perda ossea sistémica pode estar relacionada com a
perda 6ssea mandibular, existe a possibilidade de se realizar estudos longitudinais em ratos
avaliando o osso mandibular. Busca-se, entdo, desenvolver um método simples, eficaz e de

custo acessivel para a determinacdo da densidade do tecido 6sseo em mandibula de ratos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral
Desenvolver uma metodologia para avaliacdo longitudinal da densidade Optica

mandibular por subtragdo radiografica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver um dispositivo que permita a obtencdo de radiografias de qualidade e
reprodutiveis da mandibula de ratos vivos.

Estabelecer os parametros ideais de tempo de exposi¢ao, distancia focal e tipo de filme
para a obtencdo de radiografias que permitam a visualizagdo de estruturas anatdmicas da
mandibula de ratos.

Verificar se a perda de densidade 6ssea induzida pela metilprednisolona e recuperada
pela administragdo de risedronato se expressa em termos de alteragdo da densidade dptica em

imagens de subtracdo radiografica da mandibula de ratas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A osteoporose ¢ definida como doenga esquelética sistémica, caracterizada por
diminui¢cdo da massa dssea e deteriorizagdo microarquitetural do tecido 6sseo, com conseqiiente
aumento na fragilidade do osso e suscetibilidade a fratura (CONSENSUS DEVELOPMENT
CONFERENCE, 1993).

O National Institute of Health a define como doenga esquelética caracterizada por
resisténcia 6ssea comprometida, que aumenta o risco de fratura. Esta defini¢do integra duas
caracteristicas: a quantidade de massa Ossea - componente quantitativo - € o conceito
resisténcia/fragilidade - componente qualitativo (MENDOZA, 2003).

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1994) definiu os critérios de diagnostico de
osteoporose, baseados na medida de densidade mineral 6ssea (DMO). Os resultados sdo
expressos em valores absolutos ou gramas de mineral por unidade de superficie (g/cm?), e em
valores relativos ou desvios-padrao (DP). Os valores relativos sdo expressos pelos indices T e Z,
a seguir descritos:

T-score é o numero de desvios-padrio acima ou abaixo da média da densidade mineral
ossea de individuos do mesmo sexo, raga e peso corporal. Este indice declina em paralelo com a
constante diminui¢do em massa 6ssea que ocorre com a idade;

Z-score ¢ o numero de desvios-padrdo acima ou abaixo da média para pessoas da
mesma idade, sexo, raga e peso corporal. Este indice pode identificar pessoas atingidas por
causas secundarias de osteoporose.

A defini¢ao fixa o paciente a T-score, nimero de desvios-padrdo da DMO do paciente:

— Normal: DMO T-score entre +2,5 e -1,0, inclusive;

— Osteopenia: DMO T-score entre -1,0 e -2,5;

— Osteoporose: DMO T-score igual ou menor que -2,5; ¢

— Osteoporose grave: DMO T-score abaixo de -2,5 e historia de fratura.

Neste critério, a densidade Ossea € usada como substituto de resisténcia dssea, que
reflete a integracdo das caracteristicas de densidade e qualidade 6ssea, determinada pelas
propriedades estruturais (tamanho, forma e microarquitetura), materiais (mineralizagdo,

composicdo do colageno e microfraturas) e afetada pelo remodelamento 6sseo (LANE 2006).

3.1 Tipos de osteoporose

O estabelecimento da osteoporose se da pelo predominio da reabsor¢do sobre a
formagdo oOssea. A razdo primaria desta condi¢do inclui pouca aquisicdo de osso e perda
acelerada na idade madura, diminuindo a densidade mineral 6ssea e aumentando a fragilidade,
resultando em deformidade ou fraturas, principalmente na coluna, quadril e carpo. Estes

processos sdo regulados por fatores ambientais e genéticos. A perda de massa dssea pode ser
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devida a combinacdo de deficiéncias hormonais ou nutricionais, diminui¢do da atividade fisica e
vérios agentes farmacologicos. E prevalente em populagdes idosas e freqiientemente resulta na
fragilidade a fraturas, sendo associada a morbidade, mortalidade, alto custo de satde e
diminui¢do da qualidade de vida. Atinge homens e mulheres, mas nas mulheres o declinio
substancial na massa 6ssea e mudangas na microarquitetura do 0sso sdo associados a deficiéncia
de estrogeno. No osso adulto, ha um equilibrio entre a reabsorcdo Ossea e neoformagio,
associados por interagdes bioquimicas complexas da atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
Fisiologicamente, o individuo acumula massa dssea até a faixa dos 30 anos, quando comega um
decréscimo de 0,3% ao ano, mais acentuado em pessoas sedentarias. Na idade adulta, apds a
segunda década de vida, ha equilibrio entre deposicdo e absorcdo dssea. As mulheres
apresentam maior risco para osteoporose que os homens, além de menor massa 6ssea (cerca de
10% menor). Entre os 35 e 40 anos t€ém uma acelerada perda de massa e nos 10 primeiros anos
pos-menopausa esta pode chegar a 3% ao ano (BRAS et al., 1982; LANE, 1998; JIANG;
MATSUMOTO; FUIJII, 2003; RAHNAMA, 2003; KIERSZENBAUM, 2004; HOSKING;
GEUSENS; PRIZZOLI, 2005; LUIZE et al., 2005).

A osteoporose pode ser categorizada como primaria ou secundaria. Primaria € a
deterioragdo da massa Ossea associada a um decréscimo nos hormodnios sexuais,
envelhecimento, ou ambos. Na mulher, a deficiéncia de estrogenos pode acelerar o processo de
osteoporose primaria. A osteoporose secundaria pode ocorrer devido a condi¢des cronicas que
contribuam para acelerar a perda oOssea, incluindo excesso de tiroxina endogena ou exdgena,
doengas malignas, doengas gastrointestinais, renais ou ainda uso de medicamentos (DOWNEY;
SIEGEL, 2006).

A osteoporose primaria é a condi¢cdo mais comum ¢ inclui as osteoporoses involucional,
pos-menopausa (tipo 1), relativa a idade ou senil (tipo II) e a idiopatica. A osteoporose tipo I
parece ser causada por fatores intimamente relacionados ou exacerbados pela menopausa e
verifica-se acelerada perda dssea e alteragdes do hormdnio da paratiredide e de fungdes de
regeneragdo 0ssea. Acomete mulheres entre 50 ¢ 65 anos na propor¢do de 6:1, determinando
perda 6ssea predominantemente trabecular. Na osteoporose primaria tipo II a perda 6ssea ¢ lenta
e a perda 6Ossea cortical e trabecular ocorrem na mesma propor¢ao. Acomete homens e mulheres
acima dos 75 anos na proporcao 2:1. Doencas endocrinologicas, artrite reumatéide, sindrome de
ma absor¢do aparecem como causas da osteoporose secundaria, além de agentes
medicamentosos e condi¢des ou doengas predisponentes, assim como imobilizagdo ou desuso

de um membro (BORBA; LAZARETTI-CASTRO, 1999).

3.2 Fatores de risco
Conforme Gali (2001), Horner, Devlin e Harvey (2002), Downey e Siegel (2006), os

riscos que influenciam a manifestagdo da osteoporose podem ser relativos a pessoa (individuais)
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ou ao ambiente em que ela vive (ambientais). S8o considerados fatores de risco individuais a
historia de casos de osteoporose na familia, sexo feminino, raga branca, presenga de escoliose,
individuos magros, tipo constitucional pequeno e aparecimento prematuro de cabelos brancos.
Representam fatores ambientais o consumo de alcool e de cigarro (inibidores da multiplicagdo
dos osteoblastos); cafeina (aumenta excregdo de calcio); inatividade, ma nutrigdo, dieta rica em
fibras, proteinas e sodio (diminuem a absor¢do de calcio); amenorréia por exercicios;
menopausa precoce ¢ endocrinopatias. Baixas doses de calcio ou vitamina D, abuso de alcool e
alto consumo de cafeina sdo fatores nutricionais e estilo de vida sedentario, envelhecimento,
fumo e baixo peso corporal sdo fatores ambientais. Contudo, a causa mais comum de
osteoporose ¢ o decréscimo do hormdnio sexual estrogeno. Entre os fatores de risco estdo
também enfermidades ndo endocrinologicas, tais como hepatopatias, artrite reumatoide e
mieloma, assim como o uso de glicocorticoides, citostaticos, anticonvulsivantes e heparina.

Os fatores de risco sdo utilizados como critérios para selecionar os pacientes para a
realizagdo de exames de densitometria 6ssea pela National Osteoporosis Foundation (NOF),
que indica a densitometria 6ssea para mulheres de 65 anos ou mais e para as que estdo em pos-
menopausa e apresentem um ou mais dos fatores de risco para fratura, estabelecidos pela
Osteoporosis Society of Canada (OSC) e International Society for Clinical Densitometry
(ISCD). No Brasil, recomenda-se o “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Osteoporose” do Ministério da Saude (PARISI JR; CHAHADE, 2007).

A idade e o peso foram os principais fatores associados a baixa massa 6ssea no estudo

de Parisi Jr e Chahade (2007) em uma populagdo de Sao José do Rio Pardo/SP.

3.3 Fisiopatologia

O tecido 0sseo € constituido por osteoblastos, ostedcitos, células de revestimento e
osteoclastos. Sua matriz contém componentes organicos e inorganicos. Morfologicamente, ¢é
caracterizado como trabecular e cortical. Funcionalmente, o osso trabecular é mais associado
com capacidades metabodlicas do que o cortical, enquanto esse ¢ associado a resisténcia
(DOWNEY; SIEGEL, 2006). O osso trabecular ¢ perdido mais rapidamente do que o cortical
devido a remodelagcdo mais rapida, maior nimero de células e maior superficie (GRYNPAS,
2002).

A remodelacao dssea ¢ um processo fisioldgico constante, no qual o balango entre a
formacao e a reabsor¢ao 6ssea ¢ regulado por complexos sistemas de fatores locais e sistémicos,
agindo nas células 6sseas, como hormonios reguladores do calcio, hormonios sexuais, fatores de
crescimento e citosinas. O processo de reabsor¢ao e formagdo mantém a homeostasia. Quando

esta ndo € mantida, ocorre alteragdo na massa 6ssea que pode resultar em diferentes distirbios,

entre eles a osteoporose (MORITZ, 2001).
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O processo de remodelacdo ossea ocorre nas unidades multicelulares basicas (BMU) ou
unidades de remodelacdo 6ssea, sendo caracterizado pela interagdo das fungdes dos osteoclastos
e osteoblastos (AMADEI et al., 2006). O ciclo da remodelagdo 6ssea compreende as fases de
ativagdo, reabsor¢do, reversdo ¢ formacgdo, presentes durante toda a vida como um continuo
processo de destrui¢do e renovagdo nas unidades de remodelagdo dssea (SZEJNFELD, 2000;
AKESSON, 2003; AMADEI, 2006).

Esta divisdo é baseada na maior atividade celular observada em cada fase. A ativagao é
o primeiro estagio do processo e envolve o recrutamento das células precursoras de osteoclastos
que estdo em repouso no sitio de remodelagdo. Os osteoclastos sdo recrutados, estimulados para
diferenciacdo e guiados a uma area da superficie dssea a ser reabsorvida. Na fase de reabsor¢ao
os osteoclastos degradam a matriz 6ssea mineralizada ¢ formam uma lacuna. A fase de
reabsor¢do ¢ seguida pela fase de reversdo, transi¢cdo entre destrui¢ao e reparo 6sseo, quando a
lacuna ¢ limpa e preparada por células mononucleadas. Quando a fase de formacdo ¢ iniciada
os osteoblastos diferenciam-se nos sitios previamente reabsorvidos. A fase de formagdo envolve
a producao de matriz e se inicia com a ativagdo dos pré-osteoblastos, que se diferenciam em
osteoblastos. Estes, primeiramente depositam uma substincia ostedide, a qual ¢ mineralizada
em cerca de trés semanas (MORITZ, 2001; AMADEI, 2006).

Segundo Baxter, Fattore (1993) o fator que mais contribui para todos os tipos de
osteoporose € a deficiéncia de calcio na dieta. Aproximadamente 99% do peso de calcio do
corpo esta armazenado nos ossos € o 1% remanescente ¢ encontrado nas células e no fluido
intersticial. Os niveis de calcio sdo controlados pelos hormonios da paratiredide. Sempre que os
niveis celulares diminuem, o calcio ¢ imediatamente requerido por meio da dieta ou, se a
quantidade presente na dieta for insuficiente, o calcio € mobilizado dos 0ssos. Se o calcio dsseo
¢ requerido durante um longo periodo de tempo acontece reducdo da densidade Ossea. A
deficiéncia de calcio na dieta pode estar associada a perda de osso cortical, que aumenta com o
avango da idade.

Além do calcio, a mineralizacdo 0ssea requer concentragdes de fosfato e vitamina D. O
acaumulo de tecido ostedide substitui o osso normal e, como resultado dessa falta de
mineralizacdo, o 0sso torna-se fraco e suscetivel a fraturas. A deficiéncia de vitamina D pode
resultar de dieta deficiente, insuficiente exposi¢cdo solar, desordens gastrointestinais, tais como
sindromes de ma absor¢do e prejuizo da sintese de vitamina D por patologias hepaticas ou
renais. A caréncia da vitamina D é caracterizada por baixa absor¢do intestinal de calcio e
fosforo e por uma deficiéncia na mineralizacao 6ssea (MARQUES NETO, 2000).

Segundo Downey e Siegel (2006), o aumento da reabsor¢do Ossea, associado com
elevacdo do ntimero de osteoclastos, é relacionado com a perda de estrogeno. Este aumento de
osteoclastos é causado pelo aumento de citosinas que regulam a sua produgdo. Possivelmente, o

estrogeno, direta ou indiretamente, regule a produgdo de citosina.
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3.4 Dados sécio-econdmicos/ epidemiologia

A osteoporose € pouco sintomatica, e as vezes sO se manifesta por uma fratura. A
fratura de fémur é a mais temida complicag@o da osteoporose, pois resulta em grande morbidade
(dor, deformidade e incapacidade fisica) e mortalidade, com enormes repercussdes socio-
econdmicas. Sua incidéncia tem aumentado em todo o mundo em fun¢do da maior sobrevida e
do envelhecimento da populagdo mundial (WATANABE et al., 2004).

No Brasil, com base nos dados do IBGE (2006), pode-se estimar que cerca de um
milhdo de mulheres possam ficar invalidas e pelo menos 200 mil irdo morrer vitimas da
osteoporose nos proximos anos se a doenga ndo for combatida. A osteoporose aflige cerca de
um ter¢o das mulheres entre 60 ¢ 70 anos de idade e dois tercos daquelas com 80 anos ou mais.
Em todo o mundo, aproximadamente 1,7 milhdo de fraturas no quadril sdo atribuidas a
osteoporose a cada ano. Estas estimativas colocam a osteoporose como uma das principais
causas de morte na populagao feminina no mundo e no pais.

Dados da National Osteoporosis Fundation (1999) mostram que, apesar de a
osteoporose ser menos comum no homem do que na mulher, 20 a 30% dos casos de fratura de
quadril em homens estdo associados a perda de massa 6ssea e que um homem branco de 60 anos
tem 25% de chance de apresentar fratura osteopordtica.

A osteoporose passa a ser vista como um problema de saide publica e deve ser
encarado de acordo com a sua multifatorialidade, tendo uma abordagem multiprofissional, pois
médicos, dentistas, fisioterapeutas, nutricionistas, bioquimicos, farmacéuticos e profissionais de
educacdo fisica podem oferecer grande contribuicdo para prevengdo e tratamento dessa
desordem o6ssea que € responsavel por um gasto anual consideravel no tratamento das fraturas
(MOHAJERY; BROOKS, 1992; TOLAZZI, 2001).

No Brasil, a Portaria SAS/MS n° 470, de 23 de julho de 2002, estabelece o Protocolo
Clinico ¢ as Diretrizes Terapéuticas para Osteoporose. Essa Portaria visa a selegdo de pacientes
para o fornecimento de medicamentos para o tratamento da osteoporose. O principal critério de
inclusdo ¢ a DMO igual ou inferior a -2,5 desvios-padrdo do valor médio da massa dssea
maxima para mulheres jovens normais, com ou sem fratura prévia. Portanto, para serem
elegiveis ao tratamento, as pacientes necessariamente deverdo realizar a densitometria dssea

(PARISI JR; CHAHADE, 2007).

3.5 Osteoporose induzida por glicocorticéides

Os glicocorticoides (GC) sdo empregados como agentes farmacoldgicos em diversas
afeccoes devido a seus efeitos antiinflamatérios e imunossupressores, porém seu uso ¢

acompanhado de efeitos colaterais sistémicos importantes. A osteoporose ¢ um dos efeitos
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deletérios mais previsiveis dos GC e estda associada a um alto indice de incapacitagdo por
fraturas. Pode ocorrer em 30 a 50% dos pacientes que fazem uso cronico de GC. A perda dssea
induzida por GC ocorre primeiramente no osso trabecular e principalmente em areas como a
coluna lombar. A administragdo oral de GC esta associada a um aumento no risco de fraturas
nas vértebras ¢ no fémur. O risco de fratura é dose-dependente, entretanto, mesmo baixas doses
podem aumentar o risco. Os pacientes em uso de GC perdem mais osso trabecular do que
cortical. Em conseqiiéncia, as fraturas sdo mais freqiientes na coluna que no quadril. A
osteoporose induzida por GC tem sido reconhecida desde 1932, quando Cushing descreveu a
desmineralizacdo do osso relacionada com o hormonio adrenocorticotroéfico em pacientes com
tumor hipofisario. Na patogénese da osteoporose induzida por GC estdo envolvidos varios
efeitos sistémicos e locais sobre o 0sso e sobre o metabolismo mineral. A patogénese da
osteoporose induzida por GC ¢ similar em homens e mulheres (BORBA; LAZARETTI-
CASTRO, 1999; RAMALHO; LAZARETTI-CASTRO, 1999; CANALIS; GIUSTINA, 2001;
MORITZ, 2001; GARTON, 2001; POLO, 2003; DOWNEY; SIEGEL, 2006; GREGORIO et
al., 2006; KANIS, 2007).

O uso de GC ¢ a causa mais freqiiente de osteoporose secundéria. Segundo Boling
(2004) e Mazziotti et al. (2006), ocorre em duas fases: rapida nos primeiros seis meses, onde a
DMO ¢ reduzida, possivelmente por uma excessiva reabsor¢cdo do 0sso, talvez por remocgao dos
sais de calcio da matriz 6ssea pelo paratormoénio (PTH) e uma fase lenta, progressiva, onde a
densidade mineral do osso diminui devido a deteriora¢do na formagdo do osso e ativagdo dos
osteoclastos pelo PTH.

A ocorréncia de osteoporose induzida por GC tem aumentado muito com a introducao
de GC sintéticos para tratamento de diversas doencas inflamatorias. Os GC causam profundos
efeitos nas células Osseas: a inibicdo da formacdo do osso, pela diminui¢do do numero ¢ da
funcdo dos osteoblastos, € o aumento da reabsor¢do Ossea, pela estimulacdo da
osteoclastogénese. Contudo, o efeito dominante deve-se a sua agdo direta sobre as células
osseas, principalmente quando se empregam altas doses do medicamento, causando perda de
células 6sseas pela inibi¢ao da diferenciagdo celular e aumento na apoptose dos osteoblastos
maduros e ostedcitos (CANALIS; DELANY, 2002; COOPER, 2004; CANALIS, 2005;
GREGORIO et al., 2006).

Das células 6sseas, o osteoblasto ¢ o mais afetado por GC, por efeito direto nos
receptores osteoblasticos, resultando em um aumento na diferenciacdo das células precursoras
de osteoblastos, reduzindo a proliferacdo e a sintese de osteoblastos maduros. As mudangas
ocorridas na atividade dos osteoblastos sdo refletidas em mudangas histomorfométricas do 0sso,
sendo observada diminuicdo no volume do osso e adelgagamento das trabéculas. Nos
osteoclastos, por ndo possuirem receptores para GC, o efeito ¢ indireto (REID, 1997; DALLE
CARBONARE et al., 2001; POLO, 2003). Os efeitos indiretos no metabolismo ésseo se
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caracterizam pela reducdo nos niveis de esterdides sexuais, diminui¢ao da resisténcia e da massa
muscular, bem como hiperparatireoidismo secundario, devido a diminui¢do na absorg¢do do
calcio e a0 aumento na sua excregdo renal (COOPER, 2004). Diretrizes baseadas em evidéncias
para prevengdo e tratamento da osteoporose induzida por GC sdo sugeridas pelo Bone and
Tooth Society of Great Britain National Osteoporosis Society Royal College of Physicians,
(DEVOGELAER et al., 2006). O padrao-ouro no tratamento farmacologico desta condigio
envolve o uso de bifosfonatos (MAZZIOTTI et al., 2006).

3.6 Tratamento da osteoporose

A finalidade do tratamento da osteoporose ¢ manter a densidade mineral 6ssea e reduzir
o risco de fraturas. Mudancas no estilo de vida e terapia medicamentosa podem prevenir ou
tratar a osteoporose.

Medidas preventivas podem incluir adequada ingestdo de calcio e vitamina D na
adolescéncia e inicio da idade adulta, necessaria para formar o pico de massa dssea e manté-lo
adequadamente durante a vida, praticar exercicios fisicos, ndo fumar e evitar o uso de
medicagdes que possam contribuir para a perda de massa 6ssea. A ingestdo de calcio e vitamina
D, utilizada para prevenir osteoporose, pode ter efeito benéfico na reducao de perdas dentarias

(JEFFCOAT et al., 2000; KRALL et al., 2002; HEANEY, 2003; HEANEY, 2006).

3.6.1 Medicamentos

Sistemicamente, a fungdo das células dsseas ¢ alterada principalmente pelos horménios
reguladores do metabolismo de calcio: vitamina D, hormdnios sexuais e tireoidianos -
calcitonina ¢ PTH. A terapia medicamentosa previne ¢ trata a perda oOssea continua. O
tratamento farmacologico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA, 1994) consiste
em:

- reposi¢do hormonal - estrogenos aumentam a atividade osteoblastica e inibem a
reaborg¢do ossea, pela indugdo de apoptose dos osteoclastos;

- calcitonina - hormoénio produzido pela tiredide, inibe a reabsorgao 6ssea;

- PTH - age indiretamente, mantendo o nivel de calcio extracelular;

- moduladores seletivos de receptores de estrogeno (SERMs) — t€m agdo semelhante a
da terapia hormonal, reduzindo o risco de fraturas em mulheres p6s-menopausa;

- bifosfonatos - diminuem a reabsor¢do 0ssea pela apopoptose dos osteoclastos, mantém
ou aumentam a massa ossea. Dos bifosfonatos, o alendronato sodico e o risedronato sodico sdo
aprovados para prevencdo e tratamento da osteoporose, sendo considerados como a melhor
opcao terapéutica;

- anticorpo monoclonal humano (IgG2) - inibe a reabsor¢do 6ssea pela ligacdo e

neutraliza¢do de mediadores da diferenciagdo e da funcdo dos osteoclastos.
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Com o aumento da expectativa de vida, o tratamento da osteoporose se converte em um
problema de satide publica devido as implicagdes de fraturas, vertebrais ou ndo. A indicagdo
medicamentosa deve levar em conta a relagdo custo/beneficio e as contra-indicagdes, para
assegurar a aceitagcdo e o cumprimento do tratamento, considerando seu longo periodo de tempo

(SCHONFELD, 2004).

3.6.1.1 Bifosfonatos

Os bifosfonatos administrados por via oral sdo considerados efetivos tanto na prevencgao
quanto no tratamento da osteoporose induzida por GC, com capacidade de aumentar a massa
6ssea na coluna e no fémur. O alendronato e o risedronato reduzem tanto a perda 6ssea como o
risco de fraturas causadas pela terapia com GC. O risendronato é um potente inibidor dos
osteoclastos, dimunuindo a reabsor¢do ¢ aumentando a densidade do osso no fémur e na coluna,
além de ser mais bem tolerado quando administrado por via oral, por apresentar menos efeitos
colaterais, alta afinidade pelo tecido 6sseo e alta poténcia anti-reabsor¢do (GARTON, 2001;
MCCLUNG; GEUSENS, 2001; POLO, 2003; BOLING, 2004; PIAI et al., 2005).

O tratamento prolongado com GC causa perda 6ssea mais rapidamente nos primeiros
seis meses. As diretrizes do Colégio Americano de Reumatologia indicam o tratamento com
bifosfonato em osteoporose induzida por GC para minimizar a perda dssea e o risco a fraturas.
O risedronato é o mais indicado, pois aumenta a densidade oOssea mineral e reduz
significantivamente a incidéncia de fraturas nas vértebras ap6s um ano de tratamento (BOLING,
2004).

Reduzir o risco de fraturas ndo vertebrais ¢ o objetivo critico do tratamento da
osteoporose, pois essas fraturas tém importante efeito na satde e na qualidade de vida. O risco
de fratura vertebral é reduzido em cerca de 36 a 48%, de acordo com estudo do tipo meta-
analise que avaliou os efeitos do alendronato, risedronato, etidronato, raloxifeno e vitamina D.
Somente o alendronato e o risedronato reduzem significantivamente o risco de fratura ndo
vertebral. O maior ganho de densidade mineral 6ssea (4,5% a 7,5%) foi encontrado para
alendronato, risedronato ¢ terapia hormonal (HOSKING; GEUSENS; PRIZZOLI, 2005).

Devogelaer e colaboradores (2006) realizaram uma revisdo sistematica sobre o
tratamento preventivo ou curativo da osteoporose induzida por GC, com diversas drogas
farmacologicas, concluindo ser promissora a administragdo de bifosfonatos associados aos GC
quando seu uso ¢ imprescindivel.

Os fatores de risco na osteoporose involucional, como idade e estado pds-menopausa,
devem ser considerados para a prevencdo ¢ tratamento de pacientes em terapia com GC. Os
bifosfonatos, especialmente o alendronato e risedronato, sdo os de primeira indicagdo. Estudos
de meta-analise sugerem que a vitamina D ativa e nativa pode ajudar a manter a densidade

mineral Ossea das vértebras, contudo estudos clinicos randomizados mostram serem oS
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bifosfonatos superiores a vitamina D (GOURLAY; FRANCESCHINI; SHEYN, 2007;
CURTIS; SAAG, 2007).

Apbs se unirem a superficie do osso, os bifosfonatos sao liberados no meio acido criado
pelos osteoclastos, onde interferem na agdo reabsortiva dos osteoclastos maduros e induzem a
apoptose. O resultado é a reducdo da remodelagdo Ossea. Os bifosfonatos podem também
reduzir a profundidade da cavidade de reabsor¢@o. Por inibir a atividade osteoclastica, os
bifosfonatos mantém ou aumentam a DMO e podem ajudar a preservar a estrutura do osso.
Estudos recentes mostram que o efeito dos bifosfonatos nos osteoclastos podem ser mediados
pelos osteoblastos, isto é, podem influenciar os osteoblastos a sintetizarem um inibidor dos

osteoclastos (LAFITA, 2003).

3.6.1.1.1 Osteonecrose dos Maxilares

Nos ultimos anos, complica¢des associadas ao uso de bifosfonatos tém sido relatadas,
principalmente na forma de ulceragdes bucais ¢ de osteonecrose dos maxilares (PONTE-
FERNANDEZ; ESTEFANIA-FRESCO; AGUIRRE-URIZAR, 2006).

A osteonecrose dos maxilares ¢ caracterizada como conseqiiéncia natural de varios
fatores sistémicos e locais que comprometem a irrigacdo do osso. Os fatores de risco para
desenvolver osteonecrose incluem trauma, sexo feminino, idade avangada, regides edéntulas,
outros tratamentos (radioterapia, quimioterapia e uso de esterdides), anemia, procedimentos
cirargicos odontologicos, uso de tabaco e alcool, infeccdes e terapia com bifosfonatos. Esta
condicdo ¢ reconhecida como uma séria complicacdo da terapia com bifosfonatos, mais
freqiiente na administragdo intravenosa, que se caracteriza por baixa absor¢@o intestinal e alta
seletividade para localizagdo e deposicao Ossea. A teoria ¢ baseada em evidéncias experimentais
de que o pamidronato ¢ o zoledronato inibem a neo-angiogénese capilar € o 0sso torna-se
avascular. Os ossos maxilares t€m maior suprimento sangiiineo do que outros ossos e rapido
remodelamento associado a atividade diaria de remodelagdo 6ssea em torno do ligamento
periodontal. Os bifosfonatos concentram-se nos ossos maxilares e causam esta condigdo. A
incidéncia exata ndo é conhecida, mas alguns estudos mostram estimativas de 1 em 10.000
casos (MARX et al., 2005; GUTTA; LOUIS, 2007).

A osteonecrose induzida por bifosfonatos ¢ encontrada nos ossos maxilares por ser esta
regido mais exposta ao meio externo. A mandibula ¢ mais afetada devido a sua vascularizagio
terminal. Deve ser feita criteriosa avaliacdo do estado de saude bucal antes de ser prescrito
tratamento com bifosfonatos (MAGREMANNE et al., 2006).

O aspecto clinico da osteonecrose pode simular abscesso dentario e osteomielite.
Exames radiograficos podem mostrar imagens compativeis com reabsor¢ao e seqiiestro 0sseo.

Os radiologistas devem estar atentos a essa situagdo (CARNEIRO et al., 2006).
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Estefania-Fresco; Ponte-Fernandez; Aguirre-Urizar (2006) analisaram as publicagdes na
literatura indexada entre 2003 e 2005, verificando 246 casos de osteonecrose, afetando mais as
mulheres na sexta década de vida. Os bifosfonatos mais freqiientemente associados foram os
nitrogenados (pamidronato e zoledronato). A localizacdo foi maior na mandibula, clinicamente
caracterizada por exposicdo Ossea e sintomatologia dolorosa. Os autores alertam para a
necessidade de estabelecer medidas preventivas para osteonecrose dos maxilares em todos os
pacientes tratados com bifosfonatos.

Pacientes com mieloma multiplo e carcinoma metastatico que recebem tratamento
intravenoso com bifosfonato tém grande risco de desenvolver osteonecrose e representam 94%
dos casos publicados. A mandibula é mais afetatada (2:1) e 60% dos casos sdo precedidos por
procedimentos odontolégicos (WOO; HELLSTEIN; KALMAR, 2006).

Desde 2003, 865 casos de osteonecrose dos maxilares apos o uso de bifosfonatos foram
citados na literatura de lingua inglesa, com preponderancia dos associados ao uso parenteral. O
envolvimento 6sseo pode ser uni ou bilateral, com 63% a 68% dos casos afetando a mandibula
exclusivamente, 24 a 28% envolvendo a maxila exclusivamente e 4,2% comprometendo
simultaneamente ambos maxilares (BROOKS et al., 2007).

O mecanismo de acdo dos bifosfonatos ainda ndo ¢ totalmente conhecido e continua a
ser investigado. E recomendado aos cirurgides-dentistas que sejam cuidadosos ao indicar
tratamento, utilizem as informacgdes da literatura médica e odontoldgica e informagdes do
médico do paciente, além do julgamento profissional de acordo com as necessidades e
preferéncias individuais dos pacientes. Estes devem ser informados dos riscos da terapia (ADA,
2006; RAJESH, 2007).

E importante que os profissionais da area da saude, especialmente cirurgides dentistas,
estejam conscientes em relacdo aos pacientes em terapia com bifosfonatos antes de procederem
a atos cirrgicos e¢ os pacientes devem ser informados dos riscos e ter a oportunidade de
verificar suas necessidades de tratamento antes de iniciar a terapia. Todos os pacientes em uso

de bifosfonatos devem ser mantidos sob estreita vigilancia (GUTTA; LOUIS, 2007).

3.7 Métodos de diagndstico

Para diagnoéstico, acompanhamento e avaliagdo da qualidade e da quantidade 6ssea em
casos de osteoporose, osteopenia € mesmo em pacientes sem a doenca, diversas opgdes sdo
disponibilizadas, desde exames de urina e sangue até exames mais sofisticados que utilizam
imagens dos ossos para avaliar a DMO com o objetivo de determinar o contetido mineral do

tecido (SANTIAGO; VITRAL, 2006).
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3.7.1 Marcadores bioquimicos

Marcadores bioquimicos de remodelagdo 6ssea sdo substincias presentes no sangue ou
na urina durante a reabsor¢do ¢ a formagdo do osso. Marcadores de reabsor¢do sdo baseados na
medida de fragmentos do colageno tipo I liberados na circulagdo quando o osso ¢é reabsorvido.
Marcadores de formacdo medem a osteocalcina e a fosfatase alcalina especifica, proteinas
produzidas durante o processo de formagdo. O mais importante uso dos biomarcadores ¢
monitorar a efetividade da terapia medicamentosa. Os marcadores bioquimicos da remodelagdo
ossea usados na pesquisa clinica representam os produtos da formacdo e reabsorcdo dssea
liberados na circulagdo. Mudangas quantitativas nos marcadores refletem o processo dindmico

do metabolismo 6sseo (LANE, 2006).

3.7.2 Histomorfometria

Para diagnostico e estudo das doencas metabolicas do osso, especialmente das
trabéculas, € usada a histomorfometria ou histologia quantitativa, que consiste na contagem ou
medida dos componentes celulares e na avaliagdo de alteragdes da microarquitetura 6ssea. E o
unico método que permite a medida da mineralizagdo e o estudo da formagdo Ossea,
especialmente na osteoporose induzida por GC, caracterizada por adelgagamento das trabéculas
sem perfuragdo, que leva a uma redug@o no volume do osso, ap6s altas doses, e a recuperagao da
massa 6Ossea pelo tratamento com bifosfonato (HUANG et al., 2004; ZECCHIN et al., 2004;
DALLE CARBONARE et al., 2005).

O método histologico, considerado como padrio-ouro, tem a limitagdo de medir uma
area especifica do defeito 6sseo. Os parametros da organizagdo trabecular podem ser associados
com a densidade mineral 6ssea ¢ a microdensidade. A microrradiografia pode ser um método
também utilizado com alta precisdo para medir a distribui¢do mineral no o0sso, pois sdo obtidas
radiografias de alta resolugdo em areas inteiras do defeito, sendo capaz de avaliar
qualitativamente o osso (MULLER et al., 1998; IVASA et al., 2000; SCHORTINGHUIS et al.,
2003, GORUSTOVICH et al., 2003; SHIN; LIU; KING, 2005).

Com o método histomorfométrico obtém-se a densidade trabecular Ossea, valida na
deteccdo da osteoporose e no processo de restauracao tecidual do osso provocadas por farmacos.
Para analise microscopica da densidade trabecular dssea ¢ obtida uma imagem amostral de osso
trabecular. Um reticulo ¢ aplicado sobre a imagem, sendo uma 4rea isolada para a mensuragao.
A analise da quantidade de matriz neoformada ¢é realizada por planimetria - contagem de pontos
que utiliza o reticulo de pontos resultantes da interseccdo entre linhas horizontais e verticais,
superposto a imagem histologica. A quantidade de tecido 6sseo neoformado, em porcentagem

de area, € obtida pela razdo entre nimero de pontos incidentes sobre a matriz 6ssea e niimero
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total de pontos do reticulo aplicado (PIAI et al., 2005; PINTO et al., 2005; PINTO et al., 2006).

3.7.3 Medidas de densidade mineral dssea

As diretrizes da Organizagdo Mundial da Satude para o diagnostico da osteoporose sdo
baseadas nas medidas de absorciometria de energia dupla de raios X (DXA) do fémur ¢ da
coluna. A densitometria 6ssea ¢ uma técnica ndo invasiva para medir a massa 0ssea e o risco de
fratura. A DMO expressa a quantidade de tecido mineralizado na area escaneada em g/cm’

(SANTIAGO; VITRAL, 2006).

3.7.3.1 Radiografia convencional

A radiografia convencional ¢ de facil execucdo e custo bastante acessivel. E um exame
subjetivo e menos sensivel na avaliagdo da densidade do osso, pois requer perda mineral em
torno de 30-40% para que seja visualmente detectada. O melhor uso da radiografia é no

diagnostico de fratura, para monitorar e avaliar doengas 6sseas (LEWIECKI; BORGES, 2006).

3.7.3.2 Absorciometria radiografica

A absorciometria radiografica (AR), também conhecida como foton densitometria, ¢
uma das primeiras técnicas de analise quantitativa da densidade mineral 6ssea. Usa uma fonte
de raios X e uma escala de aluminio para calcular a densidade 6ssea. E usada em ossos
periféricos, em sitios com pouco tecido mole. A partir de uma radiografia da méo, o filme
processado e digitalizado ¢ analisado para produzir o relatério de DMO (LEWIECKI;
BORGES, 2006).

3.7.3.3 Absorciometria por foton simples

A densitometria 6ssea por emissdo unica/simples de fotons (SPA), introduzida em 1963,
utiliza o iodo 125 como fonte ¢ mede a massa 6ssea em sitios periféricos. Um foton tnico de
energia passa através do osso e do tecido mole, permitindo quantificar o volume total de mineral

(IBANEZ, 2003; LEWIECKI; BORGES, 2006).

3.7.3.4 Absorciometria por foton duplo

A densitometria por emissdo dupla (DPA) usa um feixe de fotons que t€ém dois picos
distintos de energia. Um pico de energia ¢ mais absorvido pelos tecidos moles e o outro pelo
0sso. O componente do tecido Osseo pode ser matematicamente subtraido e a DMO
determinada. A SPA e a DPA sao técnicas ndo invasivas de quantificacdo da massa dssea que
permitem identificar a diminuicdo da massa Ossea, mas nao identificam alteragdes na

microarquitetura 6ssea (IBANEZ, 2003; LEWIECKI; BORGES, 2006).
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3.7.3.5 Absorciometria de energia simples de raios X

Com a incorporacao de uma fonte de raios X substituindo os radionuclideos, a técnica
passou a ser denominada densitometria de emissdo simples de raios X (SXA). E um método que
expde o paciente a baixas doses de radiagdo, sendo superior em termos de resolug@o espacial. SO

permite medir sitios periféricos (NORDSTROM, 2004).

3.7.3.6 Absorciometria de energia dupla de raios X

A DXA mede a densidade mineral 6ssea em uma area (g/cm?), utilizando radiagio
ionizante com feixe de dois diferentes niveis de energia. A diferenca na atenuacdo do feixe
passando através dos tecidos de diferentes composicdes prové uma medida quantitativa da
densidade do osso. E uma das técnicas mais precisas na quantificagdo da massa dssea e permite
analisar diferentes segmentos do corpo, assim como comparar os valores de DMO aos indices
referenciais de normalidade, ajustados ao segmento avaliado e aos padrdes antropométricos,
permitindo informacgdes do estado dsseo global, exceto em casos de osteoporose localizada. Os
locais de medi¢do mais estudados sdo a coluna lombar, o fémur e o calcineo (LEWIECKI;
BORGES, 2006).

A técnica de DXA periférica analisa a DMO do radio distal e do calcdneo com alta
precisdo e baixa dose de radiagdo (LANE, 2006). E considerada a técnica padrio-ouro para a
medida da massa 6ssea, em fung@o da sua precisdo, duragdo, seguranca e custo (MEIRELES,

1999).

3.7.3.7 Ultrasonografia quantitativa

A ultrasonografia quantitativa (QUS) é baseada no conhecimento de que a velocidade
do som e a atenuagdo das ondas sonoras sdo afetadas pela densidade, compressibilidade,
viscosidade, elasticidade e estrutura do material atravessado. A ultrasongrafia d6ssea utiliza
ondas sonoras ndo sO para quantificar a densidade dssea, como também para mensurar
parametros de qualidade dssea relacionados a elasticidade e conectividade da microarquitetura
ossea. Embora a ultrasonografia ja tenha sido realizada em falange, patela ou tibia, a topografia
mais estudada corresponde ao osso calcaneo. A ultrasonografia 6ssea ndo faz diagnodstico de
osteoporose, mas sim quantifica o risco de fraturas, principalmente em colo de fémur de

mulheres idosas (MEIRELES, 1999).

3.7.3.8 Tomografia computadorizada

A tomografia computadorizada avalia a densidade dos ossos, isolando a porcdo
trabecular da cortical. Também permite avaliar as propriedades geométricas do osso, facilitando
assim o calculo das forgas mecanicas. Como o osso trabecular apresenta maior remodelagdo que

o cortical, este é considerado um exame mais sensivel e claro que o DXA.
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A tomografia computadorizada quantitativa (QCT) mede a densidade mineral dssea em
mg/cm’ e é o método capaz de reconstruir um modelo volumétrico de distribuigdo da densidade
do osso. Avalia a estrutura, o tamanho ¢ as mudancgas ocorridas no osso trabacular e cortical
que ocorrem com o uso de medicamentos. A tomografia computadorizada quantitativa periférica
(pQCT) mede a densidade do esqueleto apendicular (IBANEZ, 2003; LEWIECKI; BORGES,
2000).

3.7.3.9 Microtomografia computorizada

A microtomografia computadorizada (WCT) permite uma visao direta tridimensional das
trabéculas, possibilitando medir seu ntimero, conectividade, espessura e resisténcia a tragao,
produzindo imagens das trabéculas similares as imagens histomorfométricas (TURNER, 2001;
LEWIECKI; BORGES, 2006). Utilizando programas adequados ¢ possivel realizar um modelo

de elementos finitos para predizer as propriedades biomecanicas do osso (IBANEZ, 2003).

3.7.3.10 Ressonancia magnética

Imagens de ressondncia magnética oferecem informag@o sobre a microarquitetura do
0ss0. Ja as imagens de ressonancia magnética de alta resolucdo estdo sendo investigadas para
estudar o osso trabecular e suas propriedades mecanicas (TAKAHASHI et al., 1999).
Recentemente, constatou-se que podem fornecer informagdes a respeito da microarquitetura
com mais detalhes que a densitometria, pois permitem a analise de incremento de subvolumes

de 1 cm’ de osso com uma resolugdo espacial entre 50 e 100 pm (NORDSTROM, 2004).

3.8 Osteoporose e odontologia

A possivel relacao entre perda dssea bucal e osteoporose foi inicialmente pesquisada em
1960 devido a importincia da integridade o6ssea para o sucesso de inumeros tratamentos
odontologicos (TOLAZZI, 2001).

Kribbs, Smith e Chesnut (1983) demonstraram que a osteopenia em humanos tem
manifestacdes bucais, visto que a altura da borda alveolar e sua densidade 6ssea, medidas em
radiografias convencionais, t€m uma relago significativa com a massa 6ssea total e local.

A massa 6ssea mandibular e a perda dentaria foi investigada por Taguchi et al. (1995),
relacionando a espessura da cortical mandibular na regido do forame mental em radiografias
panoramicas com idade, sexo e nimero de dentes presentes dos pacientes. Nao foi encontrada
correlacdo significativa entre o numero de dentes presentes em pacientes do sexo masculino,
mas a diminuicdo da massa 6ssea mandibular foi positivamente correlacionada com perda

dentaria em mulheres na sétima década de vida.
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Ha um interesse crescente em pesquisar a interrelagdo entre osteoporose sistémica e
perda 6ssea bucal, perda dental e fatores de risco destas condi¢des. A gravidade de perda Ossea
alveolar aumenta com a idade, em parte relacionada com condi¢des sistémicas, que também
predispdem para a osteopenia/osteoporose. Também ha evidéncias de que terapias que
influenciam a DMO sistémica, como reposi¢do hormonal e bifosfonatos possam estar
associados a menor perda dental e menor perda 6ssea alveolar. E possivel a correlagdo entre
perda dssea bucal e osteoporose (JEFFCOAT, 1998; BIRKENFELD et al., 1999; von
WOWERN, 2001; JEFCOAT, 2005).

Estudos com grupos especificos de idade sdo necessarios para acessar o papel da
osteoporose em varias condigdes bucais como perda éssea bucal, perda dental e doenca
periodontal. Entendendo a associag¢do entre estas doengas € seus mecanismos, os cirurgides-
dentistas podem dispor de meios para prevenir, diagnosticar e avaliar o impacto da doencga e seu
tratamento no planejamento e na sua execu¢do (KRALL et al., 2001; WACTAWSKI-WENDE,
2001; MULLIGAN; SOBEL, 2005; KAYE, 2007).

Ha muitos fatores comuns a doencga periodontal avancada e osteoporose, mas, a perda
de insercdo periodontal, dentes e altura da crista alveolar, ndo estdo bem elucidadas, pois os
resultados podem ser confundidos por fatores como higiene oral deficiente, situacdo sécio-
econdmica, idade, condicdo pds-menopausa, terapia hormonal, tabagismo e raga
(WACTAWSKI-WENDE, 2001; MATTSON; CERUTIS; PARRISH, 2002; DERVIS, 2005).

Os fatores sistémicos que podem estar relacionados com perda o6ssea bucal incluem
osteoporose, doencas renais, disturbios hormonais, dieta ¢ uso de diferentes medicamentos.
Doenga periodontal cronica, perda dentaria precoce e o efeito de protese mal adaptada no
rebordo alveolar podem ser fatores locais associados com perda oOssea mandibular
(KNEZOVIC- ZLATARIC et al., 2007)

Dieta deficiente em calcio e vitamina D pode ser incluida nos fatores de risco comuns
de osteoporose e doenga periodontal e deficiéncia de estrogeno pode afetar o remodelamento
0sseo da mesma forma que nos pacientes com periodontite, onde a quantidade de osso
reabsorvido excede a de neoformacgdo. Pacientes com baixa densidade mineral 6ssea, indicativa
de osteoporose, tém alto risco de progressdo da periodontite. No tratamento da osteoporose, a
reposicdo hormonal e bifosfonatos pode também preservar a massa Ossea periodontal.
Estratégias para reduzir o risco de osteoporose podem também retardar a perda dssea alveolar
(MATTSON; CERUTIS; PARRISH, 2002; REDDY, 2002; KAYE, 2007; INAGAKI et al.,
2007).

Os aspectos qualitativos e quantitativos da estrutura do osso mandibular sdo de grande
importancia na periodontia, endodontia, protese, especialmente na implantodontia. E importante
fazer uma indicacdo correta antes de indicar implantes e levar em conta os fatores sistémicos e

locais para acessar a qualidade e a quantidade 6ssea. O processo alveolar fornece estrutura para
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suporte dos dentes e o declinio da massa d6ssea esquelética pode ser relacionada com o aumento
de risco de perda Ossea bucal e uma conseqiiéncia negativa na estabilidade dentaria. Os
procedimentos para preservar o rebordo alveolar de atrofia devem ser considerados na
reabilitacdo protética suportada por implantes osteointegrados (SANFILIPPO; BIANCHI, 2003;
MULLIGAN; SOBEL, 2005; KNEZOVIC-ZLATARIC et al., 2007).

As condic¢les sistémicas e habitos influenciam o sucesso do implante dentario. A
osteoporose pode ser uma contra-indicac¢do relativa para a colocagdo de implantes dentarios,
mas a presenca da doenga ndo ¢ definitiva para o insucesso do tratamento (HWANG; WANG,
2007). Para comparar osteoporose sistémica e os parametros de qualidade do osso mandibular e
avaliar a osteointegragdo em mulheres pos-menopausa que receberam implantes dentarios,
Amorim et al. (2007) utilizaram a classificagdo da cortical e osso trabecular em radiografias
panoramicas ¢ a analise histomorfométrica por bidpsia do osso mandibular, ndo encontrando
diferenca significativa associada a osteoporose.

Os bifosfonatos utilizados no tratamento da osteoporose podem induzir a complicagdes
como osteonecrose, dificuldade em cicatrizagdo pds-extragdo e a inibi¢do no movimento
ortodontico (RINCHUSE et al., 2007).

Portanto, a relagdo entre osteoporose sistémica e saide bucal € um complexo problema
de grande interesse para os pesquisadores e clinicos. Estudos sugerem que achados em
radiografias dentais e panordmicas podem ser usados para detectar individuos com baixa massa
Ossea. As radiografias panoramicas sdo freqiientes na pratica odontologica, os resultados
encontrados neste exame podem ajudar os dentistas a identificar pacientes com baixa massa
Ossea. Desta forma, o cirurgido dentista pode detectar pacientes com osteoporose utilizando
informagdes obtidas em seu trabalho. A orientacdo sobre dieta, estilo de vida, podem fazer parte
de multiplos beneficios, tanto na satde geral como bucal. Cirurgides-dentistas tém importante
papel na prevencdo da osteoporose ¢ nas implicagdes do tratamento desta. A finalidade do
exame ndo é diagnosticar, mas identificar individuos com risco a osteoporose ¢ encaminha-los

adequadamente (WACTAWSKI-WENDE, 2001; DERVIS, 2005; KAYE, 2007).

3.8.1 Exames radiograficos

As radiografias intrabucais e a panoramica sdo amplamente utilizadas em Odontologia,
sendo métodos radiograficos de baixo custo, facilidade de acesso e baixa dose de radiagao.
Utilizando ferramentas para medir a densidade Optica e analise morfologica destas radiografias,
obtém-se resultados que possam sugerir aos dentistas informagoes para identificar individuos
com baixa massa Ossea (TAGUCHI et al., 1995; LEE; WHITE, 2005, WHITE et al., 2005;
NACKAERTS et al., 2006).

Estudos tém sugerido relacdo entre a osteoporose e alteragdes do trabeculado 6sseo,

visualizadas em radiografias dentarias (KASHIMA, 1995). A estrutura trabecular do osso
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esponjoso ¢ analisada principalmente em imagens radiograficas convencionais, as quais podem
ser mensuradas quantitativamente mediante analise da malha da arquitetura 6ssea trabecular,
tais como, analise de Fourier e dimensdo fractal (KLEIN, 2005). Estas, associadas com
informagdes clinicas estdo relacionadas com fratura de quadril (WHITE et al., 2005).

A analise quantitativa do padrdo trabecular em radiografias dentais de mulheres pds-
menopausa, pode ser usado para predizer baixa densidade mineral 6ssea e identificar pacientes
com osteoporose (GERAETS et al., 2007, LICKS, 2007).

Law, Bollen e Chen (1996), avaliaram os sinais de osteoporose em radiografias
dentarias por meio da comparacdo de quatro métodos de estimativa da densidade mineral ossea:
dimensdo fractal, microdensitometria, intensidade de pixel e analise da espessura da cortical
mandibular em radiografias panoramicas. As medidas de densidade optica e intensidade de pixel
utilizam penetrometro de aluminio, adaptado aos filmes periapicais previamente a tomada
radiografica. Os autores concluiram que a intensidade de pixel pode ser usada como método de
avaliagdo, suplementar em adi¢do a historia médica e avaliag@o clinica, para detectar a presenga
de osteoporose.

Além da analise morfologica, a avaliagdo da densidade radiografica dos maxilares em
radiografias periapicais e panordmicas, associadas ao uso de penetrémetros de cobre e aluminio,
tem sido amplamente pesquisada. A densidade radiografica tem sido muito utilizada para
comparar os 0ssos maxilares com os demais ossos do esqueleto em pacientes normais € com
osteoporose (KRIBBS; SMITH; CHESNUT, 1983).

A interpretacdo de ganho ou perda 6ssea em radiografias clinicas € limitada por diversos
fatores, incluindo falta de padronizagdo geométrica, limitacdo de brilho e contraste,
superposicdo de corticais ¢ a falta de capacidade do olho humano detectar pequenas mudangas
osseas. A deteccdo de sutis mudangas na densidade do osso alveolar, indicadora da atividade de
perdas ou ganhos teciduais do periodonto, teve sua visualizagdo facilitada pela subtracdo de
radiografias padronizadas, quando comparadas as interpretagdes subjetivas da radiografia
convencional (JEFFCOAT; REDDY, 1983; TAVANO et al., 1999).

Uma das maneiras de avaliar a possibilidade de que fatores presentes na radiografia
panoramica possam servir de indicativo de perda dssea mineral, para identificar um grupo de
risco de perda dssea, ¢ o uso de indices mensuraveis ou classificatorios, utilizados em
radiografias panoramicas. Muitos estudos mostram que a forma e espessura da cortical
mandibular em radiografias panordmicas estdo correlacionadas com a densitometria Ossea e
podem ser usadas como ferramentas para detectar baixa DMO, ndo com a finalidade de
diagnodstico, mas identificar o risco e encaminhar adequadamente, permitindo interceptar o
progresso da doenca, através de prevencdo e tratamento (ARDAKANI; NIAFAR, 2004;
BALCIKONYTE; BALCIUNIENE; ALEKNA, 2004; DERVIS, 2005).
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Bras et al. (1982), sugeriram que a espessura da cortical no angulo goniaco (IG) em
radiografias panoramicas pode ser usada como um pardmetro de avaliagdo para determinar
perda Ossea. Benson et al. (1991) sugere indice radiomorfométrico baseado nas medidas da
cortical 6ssea mandibular (IPM). Klemetti, Kolmakov, Kroger (1994), observando que
individuos com osteoporose apresentam erosdo no bordo inferior da mandibula, sugeriram a
classificagdo da cortical de acordo com as mudangas analisadas (ICM). Ledgerton et al. (1997) e
Ledgerton et al. (1999) sugerem os indices madibular (IM) e antegonial (IA) com potencial na
identificac¢do de osteopenia.

Arifin et al. (2006) desenvolveram um sistema de computador para medir a espessura
da cortical mandibular em radiografias panoramicas em mulheres pds-menopausa com suspeita
de baixa DMO esquelética.

Taguchi et al. (2006) e Taguchi et al. (2007), comparando o indice cortical mandibular
em radiografias panordmicas com ferramenta de auto avalia¢do para osteoporose - Osteoporosis
Self-assessment Tool (OST) - e com densitometria dssea, observaram que dentistas treinados
foram capazes de identificar mulheres com baixa densidade mineral esquelética ou osteoporose.
Karayianni et al. (2007) compararam questionarios clinicos (indices de risco de osteoporose,
OSIRIS) e radiografias dentarias, concluindo que esses métodos podem ser utilizados para
identificar mulheres com risco de osteoporose.

Entretanto, a forma e a espessura da cortical mandibular, isoladas ou em combinagéo
com fatores de risco clinicos ndo foram capazes de identificar mulheres pds-menopausa com
osteoporose em alguns estudos (ISHII et al., 2007; HORNER et al., 2007; DEVLIN et al,.
2007).

3.9 Modelos animais no estudo de osteopenia/osteoporose

Os fatores considerados para a escolha do modelo animal a ser utilizado em pesquisa
sdo: homogeneidade genética, propriedades bioldgicas, custo e eficacia, facilidade de
manipulagdo experimental, consideragdes ecologicas, implicacdes éticas e sociais. Devem
reproduzir as doengas humanas na sua indugéo e progressdo (BARLET et al., 1994; AOKI et
al., 1996; EL MONTASER et al., 1997).

Nao existe modelo ideal a ser utilizado em estudos do o0sso, pois nenhum imita
perfeitamente a osteoporose humana pelas diferencas na fisiologia reprodutiva, hormonal e
caracteristicas biomecanicas 6sseas. A escolha do modelo depende do objetivo especifico do
estudo, porém estudos sobre alteracdes do metabolismo 6sseo induzidas por diversos fatores,
como deficiéncia hormonal, dieta deficiente em calcio, administracdo de corticosteroides, além
da osteoporose induzida, t€m sido realizados, principalmente, em ratos Sprague-Dawley e

Wistar (ARIAS; SZEJNFELD, 1997; AERSSENS et al. 1998; THORNDIKE; TURNER 1998).
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Para o estudo da osteoporose, nas mudangas histomorfométricas, com marcadores
biologicos, densitometria e avaliacdo da fragilidade do osso, o rato ¢ o modelo mais utilizado.
Tem o menor custo de manutencdo, facilidade nos cuidados diarios, sua vida curta facilita o
estudo do efeito da idade no osso, é conhecida a remodelacdo do osso e o efeito da dieta nesse
processo. Os ratos constituem modelo animal que permite a inducdo de osteopenia por
diferentes mecanismos, responde a acdo de drogas utilizadas para o tratamento da osteoporose e
propicia a pesquisa de técnicas diagndsticas ndo invasivas, para posterior estudo em humanos.
Além disso, fornecem dados fundamentais e acurados semelhantes aos observados no esqueleto
humano, sdo facilmente encontrados, manuseados e tratados. A desvantagem da utiliza¢do deste
modelo é a auséncia de menopausa natural (ARIAS; SZEINFELD, 1997; AERSSENS et al.,
1998; THORNDIKE; TURNER, 1998).

O FDA Guidelines for Preclinical and Clinical Evaluation of Agents Used in the
Treatment or Prevention of Postmenopausal Osteoporosis (1994) recomenda ratas
ovariectomizadas e outros modelos animais nao-roedores para demonstrar a eficacia de agentes
na prevengdo e tratamento da osteoporose (THOMPSON et al., 1995).

Modelos animais utilizando ratos tém sido largamente empregados em pesquisas em
odontologia, pois o tecido 6sseo mandibular e as estruturas periodontais de ratos, especialmente
na regido de molares, assemelham-se as do homem (KLAUSEN et al., 1989). Contudo,
procedimentos radiograficos que visam obter medidas utilizadas em animais de maior porte e no
homem, apresentam-se dificultados, sendo impossiveis, devido pequeno tamanho desses
animais (GAEGAUF-ZOLLINGER; BURCKHARDT; GUGGENHEIM, 1982).

Em decorréncia de dificuldades na obtengcdo de radiografias in vivo, o estudo
radiografico da reabsor¢do Ossea nesses modelos experimentais é realizado a partir de uma
radiografia do material de necrdpsia, permitindo apenas estudos transversais, limitando
avaliagOes longitudinais, envolvendo também aparatologia complexa (SEGAWA, 1990).

A primeira dificuldade encontrada ¢ a necessidade de um dispositivo que assegure a
reprodutibilidade das tomadas radiograficas de um mesmo animal, imobilizando ratos vivos
durante a tomada radiografica. Nishimura et al. (1987), indicaram a possibilidade da utilizagao
de um dispositivo cefalométrico para realizar radiografias reprodutiveis de cabeg¢a ¢ mandibula
de ratos vivos, em estudos longitudinais da reabsor¢do da crista residual pds-extracdo, e
estabelecer um sistema relativamente facil, rapido e de custo acessivel. Raymond; Cimasoni
(1997) desenvolveram um dispositivo para imobilizar ratos, utilizando um aparelho de
mamografia de 31 kV e 32 mA.

Ainda, para que sejam registradas com detalhes estruturas anatdmicas, ¢ necessario que
se utilize equipamento radiografico com baixa poténcia, variando de 20 a 50 kVp (GAEGAUF-
ZOLLINGER; BURCKHARDT; GUGGENHEIM, 1982; SEGAWA, 1990; BRESIN;
KILIARDIS; STRID, 1999).
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Serota, Jeffcoat e Kaplan (1981) desenvolveram uma técnica intrabucal para radiografar
molares de ratos vivos, utilizando filme periapical recortado. As radiografias foram obtidas com
65 kV, 10 mA, 0,2 s de exposicao e distancia focal de 20 cm. As imagens obtidas por esta
técnica, sem sobreposicdo com o lado oposto, permitiram observar as estruturas dentarias e o
estudo longitudinal in vivo no mesmo animal.

Petrikowski e Overton (1996) compararam mudancas de contetdo mineral em
mandibulas de ratos lactentes com dieta pobre em calcio, utilizando radiografias obtidas em
aparelho de raios X de 40 kV, 50 mA, tempo de exposi¢do de 0,2 s, distancia foco-filme de
53,2 cm e filmes de mamografia.

Morya, Ito e Murai (1998), em estudo para investigar a relacdo entre a osteoporose € a
perda 6ssea alveolar, utilizaram o método radiografico para calcular a densidade 6ssea mineral
utilizando 20 kVp, 4 mA, distancia foco-filme de 53 cm e tempo de exposi¢cdo de 120 s e uma
escala de aluminio como referéncia. Foram radiografadas mandibulas e fémures, as imagens
digitalizadas, transferidas ao computador e analisadas no programa Photoshop.

Varios modelos de mensuragdo de massa e DMO vém sendo propostos, assim com
meios de se avaliar a quantidade e a qualidade do tecido ¢sseo. Para determinar a relacdo entre a
DMO e os achados radiograficos, podem-se destacar a microdensitometria, a subtracdo digital,
as tomografias linear e computadorizada. A analise da textura 6ssea em filmes radiograficos,
tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética ¢ um método promissor para
verificar alteracdo da arquitetura do trabeculado 6sseo (LEROUXEL et al., 2004). Apesar de
eficazes, sdo técnicas mais onerosas ¢ menos disponiveis que as radiografias convencionais,
como mostram varios estudos (BRAS et al., 1982; BENSON; PRIHODA; GLASS, 1991;
KLEMETTI; VAINIO; LASSILA, 1994; TAGUCHI et al., 1996; KLEMETTI; KOLMAKOW,
1997, HORNER; DEVLIN; HARVEY, 2002; WATANABE et al., 2004; TAGUCHI et al.,
2004).

Outros métodos para a obtencdo de imagens nos estudos mais recentes, incluem a
absorciometria por raios X ou densitometria 6ssea (SAKAKURA et al., 2001; JIANG;
MATSUMOTO; FUIJIIL, 2003; MARDAS et al., 2003; KURODA et al., 2003; HIDAKA et al.,
2003; ELSUBEIHI; HEERSCHE, 2004) e microtomografia computadorizada, que produz
imagens das trabéculas similares as imagens histomorfométricas (TURNER, 2001; NAKANO
etal., 2003; YANG; PHAM; CRABBE, 2003; TANAKA et al., 2003; KURODA et al., 2003).

Contudo, a utilizagdo desses métodos implica em instalagdes especiais para uso em
animais e alto custo operacional, determinando que estudos em ratos realizados em nosso meio
(SEMENOFF SEGUNDO, 2003; GAIO et al., 2004) deixem de realizar a avaliagdo radiografica
para a obtenc¢do de medidas longitudinais e avaliacdo da densidade dssea.

Poucos s@o os estudos publicados na literatura que relatam tentativas de padronizacdo

geométrica na obtencdo de radiografias da mandibula de roedores vivos. Estudos longitudinais
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necessitam radiografias repetidas ao longo do tempo. Os procedimentos para obter duas
radiografias da mesma area em diferentes intervalos de tempo requerem estabilizag¢do do filme e
da fonte de raios X por meio de um dispositivo especial, assim como a técnica radiografica e o
processamento dos filmes devem ser padronizados para obter uma imagem de melhor qualidade.

As variacdes geométricas ¢ de densidade no filme radiografico resultantes das
condi¢des de exposicdo ¢ de processamento devem ser minimizadas para que se possa obter
uma analise quantitativa de mudancgas 6sseas longitudinais em tecidos mineralizados. O uso de
dispositivos para corre¢do geométrica aumenta significativamente a seguranga das medidas e
permite padronizagdo para estudos longitudinais (SOUTHARD et al. 1999).

Uma possivel alternativa para quantificar essas alteracdes poderia ser a técnica de
subtragdo radiografica, usada desde 1980 em Odontologia. Além de permitir padronizar e
reproduzir radiografias, esta facilita a acurada deteccdo de mudangas na mineraliza¢do na ordem
de 1 a 5% e a possibilidade de medir quantitativamente in vivo a perda 6ssea que ocorre entre 0s
exames radiograficos. Um programa ¢ usado para obter a imagem subtraida e medir perda ou
ganho. As areas de perda Ossea sdo mostradas em cinza escuro - com valores de densidade
optica menores que 128 - e as de ganho mostram-se claras - com valores de densidade optica
maiores que 128 (JEFFCOAT; REDDY, 1993; SOUTHARD; SOUTHARD, 1994; TAVANO
et al., 1999). Southard e Southard (1994) utilizaram esta técnica para examinar mudangas no
o0sso de cdes, nos quais foi simulada a osteoporose, comparando imagens obtidas com filmes de
sensibilidade D e aparelhos de raios X de 30 e 50 kV. Os melhores resultados foram obtidos
com 30 kV, pois foi possivel detectar menor perda 6ssea (7,5%) do que com 50 kV (19%). Nao
foram encontrados na literatura estudos que avaliaram mudangas na densidade no osso
mandibular de ratos por subtracdo radiografica digital.

Medidas da densidade 6ssea mineral e analise histomorfométrica pela microrradiografia
de contato foram utilizadas por Iwasa et al. (2000) para verificar o efeito de ingestdo de dieta
rica em sal no osso mandibular de ratos. Pela dificuldade de distinguir a diferenga entre a regido
trabecular e cortical no osso mandibular, a area foi medida como volume de osso entre o
incisivo e a raiz do molar. Gorustovich et al., (2003) utilizaram estudo histomorfométrico,
usando sistema de analise de imagem assistida por computador para determinar a densidade do
tecido 6sseo e remodelagao Ossea no osso interrradicular da raiz mesial do primeiro molar de
ratos. A densidade do tecido dsseo reflete a propor¢do volumétrica de tecido mole ou
porosidade.

Petrikowski e Overton (1996), compararam as mudangas radiograficas ocorridas na
espessura da cortical mandibular de ratas com dieta pobre em célcio, com as ocorridas em fémur
e coluna, concluindo que as mudangas na cortical mandibular existem, mas s3o menores do que

as de fémur e coluna.
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Morya, Ito e Murai (1998), para investigar a relagdo entre a osteoporose ¢ a perda Ossea
alveolar em ratas ovariectomizadas com dieta pobre em calcio, utilizaram o método radiografico
convencional e o programa Photoshop para medir a densidade 6ssea mineral de mandibula,
maxila, fémur e tibia de ratas, investigando a relacdo entre osteoporose e perda ¢ssea alveolar,
concluindo que a densidade mineral 6ssea diminui no esqueleto e osso alveolar. Matani,
Okamoto, Chihara (1998) desenvolveram uma técnica para avaliagdo da densidade trabecular
usando analise de multiresolucdo em processamento de imagens de seccdo de vértebras de
colunas de ratas normais e com osteoporose, indicando que técnicas de processamento de
imagens podem ser Uteis em diagnosticar osteoporose precocemente.

Para andlise de mudangas ocorridas no osso mandibular € fémur de ratas, Iwasa et al.
(2000) utilizaram método histomorfométrico, medindo a area total em volume de na regido
distal do terceiro molar, pela dificuldade de distinguir entre a regido cortical e trabecular no osso
mandibular, excluindo o efeito dos dentes na densidade 6ssea mandibular. Para o fémur, foi
medida a densidade mineral 6ssea da cortical e trabecular.

Para verificar se a deficiéncia de estrogenos afeta a densidade mineral do osso
mandibular em ratas ovariectomizadas, utilizando técnicas de densitometria dssea e tomografia
computadorizada periférica quantitativa, Kuroda et al. (2003) compararam a perda mineral na
mandibula e no fémur destes animais. Os resultados mostraram que a perda de densidade
mineral na mandibula de ratas ovariectomizadas ¢ pequena, detectdvel na tomografia
computadorizada, mas ndo pela analise densitométrica.

Jiang et al. (2003) utilizaram tomografia computadorizada periférica quantitativa para
avaliar a relag@o entre osteoporose e perda 6ssea na mandibula de ratas com dieta com baixa
ingestdo de calcio e ovariectomizadas, demonstrando que houve diminuicdo da densidade
mineral 0ssea cortical e trabecular e as mudangas ocorreram entre o primeiro ¢ segundo molar.
Como a estrutura interna da mandibula é complexa, a regido de interesse foi marcada
eliminando os dentes molar e incisivo.

Comparando o método histoldgico, considerado como padrdo-ouro, com a
microrradiografia quantitativa, usada para medir a distribui¢do mineral em lesdes no osso por ter
alta resolugdo, Schortinghuis et al. (2003), concluiram que esta técnica tem a capacidade de
avaliar qualitativamente o 0sso, mas ndo quantitativamente. A densidade do osso reduz
significativamente apds ovariectomia, observado em imagens digitalizadas e comprovado por
analise histomorfométrica (ZECCHIN et al., 2004).

O volume do osso trabecular na mandibula ¢ menor que o cortical, fator que pode
dificultar a deteccdo de sua perda em individuos com osteoporose sist€émica. Para avaliar o
efeito terapéutico de varios agentes na mudanga do osso trabecular da mandibula, foi utilizada
tomografia computadorizada periférica quantitativa e medida a densidade e o contetido mineral

0sseo em ratas ovariectomizadas (JIANG et al., 2004).
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Takahashi et al. (2004), avaliaram o efeito de bifosfonato em ratos com osteopenia
induzida por acetato de Metilprednisolona (1 mg/kg de peso via subcutinea, 3 vezes por
semana, durante 12 semanas), medindo a DMO por densitometria 0ssea nas vértebras lombares
e concluiram que este pode ser efetivo no tratamento, acompanhando a terapia com
corticosterodide.

Anbinder et al. (2007) empregaram radiografias digitais de mandibulas de ratas para
calcular a densidade radiografica em tons de cinza da area do osso alveolar, sob o primeiro
molar inferior, em ratas com deficiéncia estrogénica e tratadas com bifosfonato e sinvastatina.
Concluiram que a densidade 6ssea diminuiu com a ovariectomia e o tratamento com bifosfonato
foi eficiente.

Poucos estudos mostram as mudangas de microestrutura e tecidos mineralizados do 0sso
neoformado em fraturas osteopordticas. Yingjie et al. 2007, pesquisaram a cicatrizagdo Ossea
em fraturas osteoporoticas em ratas ovariectomizadas, comparando os métodos de tomografia

periférica quantitativa, microtomografia computadorizada, histologico e testes biomecanicos.
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Summary

Five heads of rats were radiographed three times by the same opera-
tor to test a positioning device. Radiographic images were digitized
under standardized conditions. The first image (G1) was used as ob-
tained. Tn the second (G2) and third images (G3), 3% and 5% bone
losses were digitally simulated. The ITmagel.ab software was used for
subtraction of Glx G2 and Glx G3. The mean optical density for con-
trol areca and 3% bone loss arca were 131.52+3.26 and 128.90=+2.55;
and for control area and 5% bone loss, 131.56+£3.38 and 128.13+£3.18.
The results of Wilcoxon test (p=0.043) showed that the test areas had
significantly lower density than control areas for both bone loss intensities.
The positioning apparatus can standardize radiographs so that subtle
bone loss can be detected in subtraction images.

Introduction

Animal models using rats have been largely used in dental rescarches
that focus on bone tissue. Radiographic procedures to obtain measure-
ments 1n larger amimals or human beings are complicated and at times
impossible due to the small size of this animal (1).

Because of the difficulty in obtaining in vivo radiographs, the radio-
graphic investigation of bone resorption in these experimental models
is conducted using radiographs of material obtained from necropsies,
which only allows for cross-sectional studies and limits longitudinal

©2005 by MEDIMOND S.r.l. F528C0099 11
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investigation (2). The first difficulty faced is the need of a device that
ensures reproducibility of radiographs taken from the same animal (3)

Few studies in the literature report on results of geometrical stand-
ardization of radiographs of the mandible of live rodents (1-5). The
evidence that these radiographic procedures are difficult or do not yield
satisfactory results is the use of other procedures to obtain images in
more recent studies, such as X-ray absorptiometry (6) and X-ray
microtomography (7), which require special facilities to be used with
animals and have high operational costs.

Therefore, the purpose of this study is to investigate whether radio-
egraphs of rat heads kept in formalin using a positioning apparatus are
reproducible to detect subtle changes in bone density by means of dig-
ital subtraction.

Methods

The rat was laid down in the supine position on a base of the posi-
tioning apparatus, and its head was positioned and fixed by five metal
clamps: interdental space between lower central incisors, interincisal
space of the upper central incisors (occluded), frontal region, and right
and left auditory canals. Midsagittal plane of the head was parallel to
the film packet (no. 2, periapical) and the X-ray tube, which was adapted
to a support so that the vertical angle was —30° and focal distance was
60 cm.

Film processing was standardized using the time-temperature method,
and digitized images were also standardized using a scanner equipped
with a transparency reader.

Images from Group 1 (first radiograph of cach head) were used as
obtained, whereas in Groups 2 and 3 (second and third radiographs)
bone losses of 3% and 5%, respectively, were digitally simulated in a
determined arca of the body of the mandible. For these procedures, the
Adobe Photoshop 6.0 software was used (tool = spray; weight =30
pixels, color = black; opacity = 3% and 5%).

The Imagel.ab software (UTHSCSA, USA) was used for image sub-
traction according to the following combinations: Group 1 x Group 2
and Group 1 x Group 3. Mean optical density and standard deviation
values were calculated for two control areas and the test area in which
bone loss was simulated. The Wilcoxon nonparametric test was used to
calculate whether there were differences that showed bone loss in the
test areas, and whether the method is reproducible (control areas).

Results

Table 1 shows optical density values in test and control areas accord-
ing to intensity of simulated bone loss. The optical density values for
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Table 1 Comparison of optical density values in the test and control areas according
to infensity of simulated hone loss.

Bone loss
Rat 3% 5%
Control area Test area Control area Testarea
1 126.62 125.36 126.30 123.54
2 131.04 128.97 131.27 127.77
3 130.80 127.55 131.22 127.34
4 134 .44 131.39 134.96 131.99
5 134.60 131.25 134.07 130.03
Mean 131.52 128.90 131.56 128.13
Standard deviation 3.26 2.55 3.38 3.18
p 0.043 0.043

the control areas were 131.52+3.26 and 131.56+3.38. The results of the
Wilcoxon test (p=0.043) showed that values in the test areas (128.90+2.55
and 128.13£3.18 for 3% and 5% bone loss, respectively) were signifi-
cantly lower than values of the control areas.

Discussion

The radiographs showed only the apical third of molars and the base
of the mandible because of overlapping with the body of the mandible
on the opposite side. The vertical angle would have to be increased to
show the alveolar crest, but this would lead to greater image distortion.

Radiographic image subtraction is a method that can detect minimal
changes in mineral content of tissues (8), and is an altemative method
to detecting volume as well as height loss.

Digital subtraction of images obtained using the apparatus described
in this study detected digitally simulated 3% and 5% bone losses. However,
it is necessary that this apparatus be tested in live rats under anesthesia
and that results be compared with the histological criterion standard.

Conclusion

The positioning apparatus evaluated in this study standardizes radio-
graphs so that subtle bone loss can be detected in subtraction images.
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ABSTRACT

Objective: To establish optimal exposure parameters for lateral oblique radiographs of rat
mandibles using an intraoral X-ray machine.

Methods: A positioning apparatus, previously tested for its reproducibility, was used to obtain
radiographs of four heads of formaldehyde-preserved Wistar rats. Radiographs were exposed at
50 kV and 8 mA using four size-2 films (Insight, Ektaspeed Plus, Ultraspeed and D-Speed), two
focal distances (30 and 60 cm) and seven exposure times (0.6, 0.7, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 s). The
radiographs were evaluated by 2 examiners and scored for image quality: 1, very poor; 2, poor;
3, fair; 4, good; 5, excellent. The evaluations were repeated at 30 days.

Results: Intraobserver reproducibility was substantial (kappa = 0.798 and 0.667). Also, the two
examiners showed substantial agreement (kappa = 0,726). There was a significant difference (o
= 1%) between the scores for the films under study. At a 30-cm distance, E-speed films had
mean scores of 4 and 5 at 0.8 and 1-s exposure times, and D-speed films, at 1.5, 2 and 2.5-s
exposure times. At a 60-cm distance, the best results were found for E-speed films at 2.0 and
2.5-s exposure times.

Conclusion: The films under study did not show any significant difference in quality of rat

mandible images as long as exposure times were adequate to their sensitivity and focal distance.

Key Words: Radiography; Rats, Wistar; mandible; X-ray film.
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INTRODUCTION

The use of animal models is fundamental to establish the scientific bases of the research
process. Of several animal models, rats are more often used also because they are low cost, easy
to manage animals.' However, the radiographic procedures usually adopted to obtain linear
measures of larger animals and human beings are complicated in rats because of their small
size.” Moreover, low-power X-ray machines have to be used to record detailed images of
anatomic structures, such as the cementoenamel junction.”® Also, a positioning device has to be
used to ensure reproducibility of radiographic exposures in the same animal.” However, few
studies in the literature™ report attempts to establish geometric standardization of the process of
obtaining radiographs of the mandible of live rats.

Because of the difficulties posed by in vivo radiographs, experimental bone resorption
studies are often conducted with radiographs of necropsy material, which can be used for cross-
sectional studies but limits longitudinal evaluations.*”

Fontanella et al.” developed and tested a positioning apparatus for oblique lateral
radiographs of the mandible using 5 formaldehyde-preserved heads of rats and dental films. The
tested apparatus ensured standardization for the detection of subtle bone losses using digital
subtraction of images. However, it is still unclear which radiographic parameters provide the
best results. Therefore, the purpose of this study was to establish the optimal parameters of
exposure time, focal distance and type of film for radiographs of rat mandibles using an

intraoral X-ray machine.
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MATERIALS AND METHODS

The positioning apparatus tested by Fontanella et al.” was used to obtain the
radiographs. Each rat head was positioned and fixed by three metal clamps placed in the
interincisal space of upper central incisors (occluded), and right and left auditory canals. The
midsagittal plane of the head was parallel to the film packet and the X-ray tube was adapted to a

support so that the vertical angle was —30 degrees (Figure 1).

Figure 1. Rat head positioned in apparatus.

Four heads of formaldehyde-preserved Wistar rats were used. Radiographs were
exposed at 50 kVp and 8 mA (Spectro II, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brazil) using 4 types
of film (Eastman Kodak Co, Rochester, USA), two of which were D-speed films (Ultraspeed
and D-Speed) and two E-speed films (Insight and Ektaspeed Plus), at 7 different exposure times
(0.6,0.7,0.8, 1, 1.5, 2 and 2.5 s), two different focal distances (30 and 60 cm) and vertical angle
of -30 degrees. The combination of these parameters resulted in 56 radiographs of each head,
which totaled 224 radiographs. The films were processed using the time-temperature method

and fresh processing solutions (Eastman Kodak Co, Rochester, USA).



51

An X-ray film viewer was used to analyze radiographs randomly in a darkened room.
Two examiners, both experienced oral radiologists, used a magnifying glass and classified
image quality according to a five-point scale: 1, very poor; 2, poor; 3, fair; 4, good; and 5,
excellent.

The evaluations were repeated at 30 days and intra- and interobserver reproducibility
was calculated using kappa agreement. The Kruskal-Wallis test was used to analyze the scores

assigned by examiners and to determine the optimal combination of exposure parameters.
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RESULTS

The analysis of reproducibility showed substantial® intraobserver agreement (k = 0.798
and 0.667). Also interobserver agreement was substantial (k = 0.726). Median scores assigned
twice to each image by the 2 examiners were used for the analysis of parameter combinations
(Tables 1 and 2).

A significant difference in scores was found in the comparison between the films under
study (nonparametric Kruskal-Wallis test). At a 30-cm distance (Table 1), Ultraspeed and D-
Speed scores were different from Insight and Ektaspeed Plus scores, except for the 1.5-s
exposure time. The images obtained with D-speed films were significantly worse at shorter
times and significantly better at 2.0 and 2.5-s exposure times than the images obtained with E-
speed films. At a 60-cm distance (Table 2), film speed did not show statistically different results
up to 1-s exposure time. At other exposure times, the use of E-speed films resulted in
statistically better images than those obtained with D-speed films.

The images with the greatest scores indicated the optimal combination of film type and
exposure time for each of the distances used. At a 30-cm distance, E-speed films had mean
scores of 4 and 5 at 0.8 and 1-s exposure times, and D-speed films, at 1.5, 2 and 2.5-s exposure
times. At a 60-cm distance, the best results (mean scores: 4.5 and 4.8) were found for E-speed

films at 2.0 and 2.5-s exposure times.
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Table 1. Results of Kruskal-Wallis test: comparisons between films and exposure times at 30-
cm focal distance

Film N  Meanscore Standard deviation ~ Mean rank P
0.6 s time
D-speed 4 1.3 0.5 514 0.024
Ultraspeed 4 1.3 0.5 514
Insight 4 2.8 1.0 12.48
Ektaspeed Plus 4 2.5 1.0 11.4°
0.7 stime
D-speed 4 1.3 0.5 3.9% 0.012
Ultraspeed 4 1.8 1.0 5.94
Insight 4 3.5 1.0 12.2°
Ektaspeed Plus 4 33 0.5 12.0°
0.8 s time
D-speed 4 2.0 0.0 4.50" 0.005
Ultraspeed 4 2.0 0.8 4.50*
Insight 4 4.5 0.6 13.50°
Ektaspeed Plus 4 4.0 0.0 11.50°
1.0 stime
D-speed 4 3.0 0.0 4.00* 0.005
Ultraspeed 4 33 0.5 5.25%
Insight 4 45 0.6 11.25°
Ektaspeed Plus 4 5.0 0.0 13.50°
1.5 s time
D-speed 4 4.3 0.5 9.0 0.193
Ultraspeed 4 4.8 0.5 12.0
Insight 4 4.0 0.8 7.7
Ektaspeed Plus 4 3.5 1.0 52
2.0 stime
D-speed 4 4.3 1.0 11.50* 0.005
Ultraspeed 4 5.0 0.0 13.50%
Insight 4 1.3 0.5 4.50°
Ektaspeed Plus 4 1.3 0.5 4.50°
2.5 s time
D-speed 4 4.0 1.4 12.25%
Ultraspeed 4 4.5 0.6 12.75% 0.004
Insight 4 1.0 0.0 4.50®
Ektaspeed Plus 4 1.0 0.0 4.50®

Mean Ranks followed by different letters differ significantly (P<0.05).
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Table 2. Results of Kruskal-Wallis test: comparisons between films and exposure times at 60-
cm focal distance

Film N Mean score  Standard deviation Mean rank P
0.6 s time
D-speed 4 1.0 0.0 7.50 0.542
Ultraspeed 4 1.0 0.0 7.50
Insight 4 1.3 0.5 9.50
Ektaspeed Plus 4 1.3 0.5 9.50
0.7 stime
D-speed 4 1.0 0.0 7.50 0.542
Ultraspeed 4 1.0 0.0 7.50
Insight 4 1.3 0.5 9.50
Ektaspeed Plus 4 1.3 0.5 9.50
0.8 stime
D-speed 4 1.0 0.0 7.50 0.543
Ultraspeed 4 1.0 0.0 7.50
Insight 4 1.5 1.0 9.63
Ektaspeed Plus 4 1.3 0.5 9.38
1.0 s time
D-speed 4 1.0 0.0 5.0 0.542
Ultraspeed 4 1.3 0.5 6.7
Insight 4 23 1.9 9.5
Ektaspeed Plus 4 23 0.5 12.7
1.5 s time
D-speed 4 1.5 0.6 424 0.012
Ultraspeed 4 1.8 0.5 5.44
Insight 4 3.0 0.8 11.18
Ektaspeed Plus 4 3.5 0.6 13.2°
2.0 stime
D-speed 4 23 0.5 3.5% 0.006
Ultraspeed 4 2.8 0.5 5.5%
Insight 4 43 0.5 12.0°
Ektaspeed Plus 4 4.5 0.6 13.0°
2.5 stime
D-speed 4 2.8 1.0 514 0.024
Ultraspeed 4 2.8 1.0 514
Insight 4 5.0 0.0 12.4°
Ektaspeed Plus 4 4.8 0.5 11.4°

Mean Ranks followed by different letters differ significantly (P<0.05).
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DISCUSSION

Radiographic studies help in the early detection of bone tissue changes in animal
models. When radiographic procedures are standardized, variations in mineral content can be
detected using digital subtraction radiography.’

The standardization of radiographic exposures in animal models has been investigated,
but procedures still require high-cost equipment and are time-consuming.’ Radiographic studies

with rats have used mammography films,” dental radiography films,'*"'? intraoral* or

12,13
1~

oclusa and low kilovoltage X-ray sources.'*'® These studies do not seem to have reached

satisfactory results — as they were not employed in more recent studies - and other methods to

obtain images, such as X-ray absorptiometry, bone densitometry' '

and micro X-ray computed
tomography”*** have been investigated. However, these methods require special installations for
their use with animals and have a high operational cost. Therefore, several studies with rats do
not perform radiographic evaluations to obtain longitudinal measures and assess bone density.

The term “radiographic image quality” describes the subjective analysis of images,
directly affected by density, contrast and sharpness or by the level of detail observed in the
images of target structures.”® The lack of standardization in these parameters further restricts the
interpretation of bone gain or loss.”’

In the present study, D-speed and E-speed radiographic films are not significantly
different, not even in terms of diagnostic efficacy in human patients,”® as long as exposure times
are adjusted.””**

The results of this study revealed that at a 30-cm distance and short exposure times, D-
speed film images are worse than images obtained with E-speed films but significantly better
than images obtained at longer exposure times (2.0 and 2.5 s). Images are similar at 1.5-s
exposure time. At a 60-cm distance, E-speed films had the greatest scores at 2.0 and 2.5-s
exposure times.

In conclusion, this study found no significant difference in the quality of the image of

rat mandibles among the four films when exposure times were adjusted to the film and focal
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distance. The best quality images were obtained using 30-cm distance, Ektaspeed Plus film with

1.0s exposure time, and Ultraspeed film with 2.0s exposure time.
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ABSTRACT

Objective: To verify whether changes in bone mass induced by glucocorticoid and
biphosphonate can be detected by digital subtraction radiography of lateral X rays in female rat
mandibles.

Methods: Thirty-six Rattus Norvegicus (Wistar) females were randomly allocated to: group 1:
control (n=12), group 2: induced osteopenia (n=12) and group 3: induced osteopenia +
risedronate (N=12). Group 1 received subcutaneous saline solution (2 ml/kg) injections for 12
weeks. Group 2 received 1 mg/kg methylprednisolone acetate in suspension, diluted in saline
solution, for 12 weeks. Group 3 received the same treatment as group 2 plus 3mg/kg risedronate
sodium for a further 12 weeks. A radiograph of the left mandible was taken on day zero and
after 12 weeks. A third radiograph was taken in group 3 after risedronate treatment. Digital
subtraction of the radiographs was used to compare the intensity of pixels in the control area
and the test area. The animals were killed and the same area assessed by subtraction was
histologically evaluated.

Results: ANOVA revealed statistically significant histological differences between the three
groups. Tukey’s multiple comparisons test showed that group 2 had the smallest mean
proportion of bone trabeculae per field, and group 3 the largest (F=37.56;p<0.01). Radiographic
subtraction revealed a higher mean proportion of bone trabeculae in groups 1 and 3 vs. group 2.
In group 3, glucocorticoid caused a significant loss in radiographic density, and risedronate
restored that loss (Friedman’s non-parametric test).

Conclusion: Subtraction radiography was able to detect changes in bone mass induced by

glucocorticoid and biphosphonate.

Keywords: Biphosphonates; Glucocorticoids; Subtraction technique; Osteoporosis
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INTRODUCTION

Loss of bone mass is prevalent among elderly populations and frequently results in
fractures, impacting negatively on this population's quality of life, with enormous social
economic repercussions. It's incidence has increased worldwide as a result of the global
population’s increased longevity.! A possible relationship between mandibular bone loss and
osteoporosis was originally investigated due to the importance of bone integrity to the success
of dental treatment, and it was demonstrated that osteopenia in humans has oral manifestations.

Experimental studies of osteoporosis frequently use rodents, due to the fact that they are
of low cost and easy to handle, in addition to fitting with current bioethical precepts.’
Glucocorticoids, used for prolonged periods, are the pharmacological agents most frequently
linked with inducing osteoporosis, since they reduce osteoblast activity without a compensating
reduction in bone reabsorption.’ In contrast, biphosphonates are pyrophosphates that inhibit
osteoclast production or activity and are considered effective both for the prevention and
treatment of glucocorticoid-induced osteoporosis, with the capacity to increase bone mass of the
vertebrae and femur.” The most recent animal studies have primarily assessed quantity and
quality of bone tissues by means of bone densitometry and micro-computed tomography.””
While these methods are effective, they are less readily available than conventional radiography.
Furthermore, their use in experimental research with animal models requires special
installations and involves high operational costs.

If mandibular bone loss is related to systemic loss, the possibility of carrying out
longitudinal studies with animals in which these changes are quantified by means of
radiographic subtraction techniques may open new horizons in osteoporosis research. Therefore,
the objective of this study was to investigate whether glucocorticoid and biphosphonate-induced
changes in bone mass can be detected by means of subtraction radiography of lateral X rays of

female rat mandibles.
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MATERIALS AND METHODS

Study Design and Sample

The present randomized, controlled animal experiment was approved by the Research
Ethics Committee at the School of Dentistry, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Thirty-six females of the species Rattus Norvegicus, Wistar line, at 13 weeks old were
allocated at random to one of three groups, identified by colors on their tails and kept in an
environment with a controlled temperature of 23 + 3 °C, relative air humidity of 55 + 15% and a
light-dark cycle of 12-12 h. They were fed with a standard laboratory diet (Labina, Purine,
Canoas, RS, Brazil), containing 1.3% calcium, plus water ad libitum.

Experimental Groups

The three groups were as follows: group 1: control (n=12), group 2: induced osteopenia
(n=12) and group 3: induced osteopenia + risedronate (nN=12). All three groups were treated for
12 weeks; group 1 was given subcutaneous saline solution (2 ml/kg) injections three times a
week. Group 2 was given methylprednisolone acetate (1 mg/kg, Depo-Medrol, Pfizer, Puurs,
Belgium) in suspension, diluted in saline solution. Group 3 (induced osteopenia + risedronate)
was given additional treatment with risedronate sodium (3mg/kg, Actonel OSG, Norwich
Pharmaceuticals, North Norwich, U.S.A.) diluted in distilled water at a volume of 5 ml/kg for
12 weeks, six times per week, administered orally with a gavage syringe and needle for rats IC
810 (Insight Equipamentos Cientificos Ltda., Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil) All animals
were weighed at the start and end of the experiment.

Radiographs

A radiograph was taken of the left mandible of each animal on day zero and after the
initial 12 weeks of treatment. A third radiograph was taken of each of the animals in group 3
after the 12 additional weeks of treatment with risedronate.

Radiographs were taken with animals secured in a positioning device developed by the
authors,'" in which the rat, under intraperitoneal anesthesia (Sodium thiopental, Thiopentax, 40

mg/kg, Cristalia, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil), was held in ventral decubitus on a supporting
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base with its head positioned and fixed to the cephalostat at three points: the interdental space
between the lower and upper central incisors (in occlusion), and the left and right auditory
canals. The medial sagittal plane of the head was parallel to the film support and the X ray
machine’s cylinder was fitted to the positioning device’s locator in such a way as to obtain a

vertical angle of -30° and a focal distance of 30 cm (Figure 1).

Figure 1. Animal in positioning device for radiograph.

According to previously-established criteria,'” the X ray unit operated at 8 mA at 50
kVp (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil), with a #2 periapical film, sensitivity E
(Ektaspeed Plus, Eastman Kodak Co, Rochester, USA) and exposure time of 1.0 s.

Films were processed using new solutions, in a standardized manner, by the
temperature-time method, and images were also digitized in a standardized manner, using a
scanner with a transparency adapter (Epson Perfection 2450, Long Beach, CA, U.S.A.), at full
size, with automatic brightness and contrast adjustment, at a resolution of 300 dpi, in 8 bit

mode, and then saved in JPEG format.
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Radiographic Subtraction

Prior to subtraction, due to the animals’ growth, it was necessary to perform geometric
adjustment of the images, using the program Regeemy (Image Registration and Mosaicking —
version 0.2.43, Instituto National de Pesquisas Espaciais, Sdo Jos¢ dos Campos, SP, Brazil).
The two images to be corrected were displayed side by side, with the first image being the most
recent.

Next, corresponding points were marked on both images. Six pairs of reference points
were used, demarcating the dimensions of the mandible. Only the first image was resized, based
on the points marked, in such a way as to achieve a similar size to the second to allow for
correct superimposition of the pair of images for subtraction.

Radiographic subtraction was carried using the program Adobe Photoshop CS (version
8.0, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, United States). The initial image was pasted over the
final image as a new layer, and had its grayscale inverted and its opacity adjusted to 50%. Using
the histogram function of the same software, mean and standard deviations were obtained for
two areas of each subtracted image; one of the mandible — the same region that would later be
assessed histologically: below the second molar apex - and another control area, both 1020
pixels (Figure 2). This analysis was performed by a calibrated observer who was blind to which

group each image belonged.
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Figure 2. Subtraction image during production of the histogram of selected areas.
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In the control and corticoid groups just one subtraction was performed for each animal
(initial vs. final radiographs). In the risedronate group three subtractions per animal were
performed: initial vs. end of corticoid, end of corticoid vs. end of risedronate and initial vs. end
of risedronate radiographs.

Euthanizing procedure

The animals were euthanized under intraperitoneal anesthesia with Sodium thiopental
(Thiopentax, 40 mg/kg, Cristalia, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil), with those in groups 1 and 2
killed after 12 weeks and those in group 3 after 24 weeks’ treatment. Once euthanized, the left
hemi-mandible was dissected in order to obtain the same area of interest that had been
demarcated on the radiographs. The anatomic samples obtained were stored individually in
plastic, identified pots, containing 20 ml neutral buffered formalin solution at 10% (Merck, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil).

Preparation and histological assessment of specimens

The samples were decalcified in a 1:1 solution of formic acid at 50% (Merck, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil) and sodium citrate at 20% (Synth Lab, Sao Paulo, SP, Brazil) at the Oral
Pathology Laboratory at the UFRGS Dental School. They were kept submersed in the solution,
which was renewed daily, throughout the period of decalcification. The decalcification time was
controlled by attempting to transfix the specimen with a histological needle.

The decalcified specimens were cut with a scalpel along the mesial crowns of the
second molars and the distal of the third molars and the pieces processed for embedding in
paraffin. Semi-serial sections were cut perpendicular to the buccal and lingual cortices with a
4um thickness at 1 mm intervals, starting at the mesial extreme of the piece, using a Leica RM
2155 rotary microtome (Leica Microsystems, Nussloch, Germany). The sections were mounted
on histological slides.

The slides were then stained using Hematoxylin and Eosin (Harris Hematoxylin and
Yellow Eosin at 3%, Newprov, Pinhais, PR, Brazil) for viewing under a transmitted light

microscope. The central area of each histological section was selected and captured using an
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optical microscope (Zeiss, Jena, Germany), at a magnification of 4x, coupled to a digital camera
(Nikon Coolpyx, Ayuthaia, Thailand) with a resolution of 300 dpi.

The images of the slides were imported into Adobe Photoshop CS (version 8.0, Adobe
Systems Inc., San Jose, CA, United States) and then a central area was selected — comprising a
square with sides of 568 pixels — situated between the buccal and lingual cortices of the
mandible, and between the root apices of the molar and the mandibular canal. This area was
cropped and used to quantify the trabecular area, using tools available in the same program.

The “Extract” filter was then used to select just those pixels representing trabecular
bone, by discarding the image of medullar spaces. This procedure fills the unselected area of the
image with uniform white color. Next, just the colored part of the image was selected and, once
more using the histogram function, the area (in pixels) of bone trabeculae was obtained (Figure

3).
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Figure 3. Cropped image and with trabecular bone selected to obtain area in pixels.

From this point it was then possible to calculate the ratio between the total area of the
image and the trabecular area. Slides were assessed in batches, with a maximum of ten images
processed per day and, after a minimum interval of 7 days, a second assessment was made.

Statistical analysis

Student’s t test for comparing the means of paired samples was used to test the degree

of agreement between the first and second measurement of trabecular bone area.
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Analysis of variance, supplemented by Tukey’s multiple comparison test, was applied at
a 5% significance level to test differences between study groups in terms of weight, optical
density of subtraction images and the ratio of trabecular bone to medullar space. Since the
comparisons within group 3 were of paired data, Friedman’s non-parametric test was applied to
them. Data processing and analysis was performed using the statistical software SPSS version

10.0.

RESULTS

Analysis of variance did not identify significant differences between the groups in terms
of weight at the start of the experiment, however, the same analysis supplemented by Tukey’s
multiple comparisons test demonstrated that group 3 (risedronate) exhibited greater mean
weight at the end of the experiment than groups 1 (control) and 2 (corticoid) (F=3.88;p=0.03).

Table 1 lists the data used for error assessment of the histological method proposed as
gold standard. It is observed that the first assessment did not significantly differ from the second

(Student’s t test for paired samples, a=1%).

Table 1. Comparison between first and second histological assessments

Standard
Assessment n Mean deviation Mean difference* t p
1? 36 70.32 14.71 0.57 1.09 0.28
24 36 69.74 16.09

* Mean difference between assessments.

In response to this result, the mean of both assessments was used for comparisons
between groups. In this comparison (Table 2), ANOVA identified statistically significant

differences between all three groups. Tukey’s multiple comparisons test demonstrated that
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group 2 (Corticoid) exhibited the lowest mean proportion of bone trabeculae per field, followed

by group 1 (Control) and last, with the highest mean, group 3 (Risedronate) (F=37.56; p<0.01).

Table 2. Percentage of trabecular bone per field in three treatment groups

Group n Mean* Standard deviation 95% CI ** F p
1 12 72.00* 5.95 [68.22 to 75.78] 34.03 <0.01
2 12 53.94" 12.53 [45.98 to 61.90]
3 12 84.14¢ 7.20 [79.56 to 88.72]
*Means followed by the same letter do not differ. **95% confidence interval for mean.

Once the difference had been confirmed histologically, the results of radiographic
subtraction were also compared (Table 3). This analysis is based on the variation in pixel
intensity in the control area less than that of the test area. In this case, negative figures indicate
lost radiographic density, while positive numbers indicate gain. The ANOVA results show that
there are significant differences between groups and Tukey’s multiple comparisons test
indicates that groups 1 (Control) and 3 (Risedronate) do not differ and have higher means than
group 2 (Corticoid).

Table 3. Comparison of radiographic subtraction data between groups
Group n Mean* Standard deviation 95% CI** F p
1 12 0.34% 0.72 [-0.12 to 0.80] 143.65 <0.01
2 12 -4.28° 1.02 [-4.93 a-3.63]
3 12 0.52% 0.55 [0.17 to 0.87]

*Means followed by the same letter do not differ. **95% confidence interval for mean.

The group 3 (Risedronate) radiographic subtraction results for the different stages of the

study were then compared (Table 4). Friedman’s non-parametric test indicates significant
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differences between them. In this group, administration of the glucocorticoid resulted in

significant loss of radiographic density and the risedronate restored it.

Table 4. Comparison of risedronate intra-group data

Measure* n Mean Standard deviation Mean Rank** p
Ivs.C 12 -4.76 0.73 1.00% <0.01
Ivs.R 12 0.52 0.55 2.00°
Cvs.R 12 5.81 1.22 3.00°

* I: initial; C: after administration of corticoid and R: after administration of risedronate.

**Mean Ranks followed by the same letter do not differ.

DISCUSSION

Osteoporosis and osteopenia are characterized by loss of bone mass and the animal
model that has been most widely used to study them is the rat, because loss of bone mass can be
induced by a variety of mechanisms, it responds to the action of the drugs used to treat
osteoporosis and is appropriate for research into non-invasive diagnostic techniques for later
evaluation in humans."”” Furthermore, it provides fundamental data similar to those observed in
the human skeleton."

Notwithstanding, radiographic procedures designed to obtain measurements used with a
large animals and humans, are problematic, if not impossible, due to the small size of rats."” The
first difficulty encountered is the need for a device which ensures the reproducibility of
radiographic views of the same animal, immobilizing live rats during the X ray.'® For this
purpose, prior to this study the authors developed a positioning device for taking lateral X rays
of rodent mandibles, which proved to result in reproducible images."!

Still on the subject of problems with X raying rats, in order that these record anatomic

structural details, it is necessary to use low power X ray equipment, ranging from 20 to 50
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kVp."'® We have previously evaluated the ideal exposure conditions for the technique being
employed," finding that excellent quality images could be obtained using E-speed film, a focal
distance of 30 cm and exposure time of 1 s, with an X ray unit operating at 8 mA at 50 kVp,
which is the configuration that was used in this study.

The administration of high doses of glucocorticoids for prolonged periods is associated
with loss of bone mass, which is more evident and occurs faster in trabecular bone than in
cortical bone, due to more rapid turnover, a larger number of cells and a greater surface area.'”'
The glucocorticoid dosing used in this study has previously been employed by Takahashi et al.,’
to induce osteopenia in female rats. Bone mass was reduced on average by 6% in relation to
controls, verified by bone densitometry of the second lumbar vertebra. The lower trabecular
volume observed in group 2 (corticoid) in this study has also been observed in other studies.****

Biphosphonates are the treatment of choice for glucocorticoid-induced osteoporosis and
are considered the gold standard of pharmacological treatment.”'**° Administered orally, they
are considered effective both for prevention and for treatment, since they reduce bone loss and
increase by 4.5% to 75% the bone mineral density of vertebrae and femur.! Of the
biphosphonates, it is risedronate sodium that has the most powerful action, offers the best
tolerance when given orally and has least side effects, in addition to having a strong affinity for
bone tissue and a strong anti-resorption potential, with a dose-dependent effect.”**

In this study treatment with biphosphonate was capable of restoring the lost bone mass
caused by administration of the glucocorticoid, raising the trabecular bone/medullar spaces ratio
to levels slightly above those of the control group, which has also been observed in other
studies.>”’

Diagnosis and study of metabolic diseases of bone, especially of its trabecular portion,
involves histomorphometry or quantitative histology, which consists of counting or measuring
the cellular components and changes in bone microarchitecture. The method permits
mineralization to be measured and bone formation to be studied which, in the case of

glucocorticoid-induced osteoporosis, is characterized by thinning of trabeculae, which leads to a

reduction in bone volume, after high doses, and to recovery of bone mass after treatment with
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biphosphonate.”””® Trabecular organization parameters may be associated with bone mineral
density. When performing microscopic analysis of trabecular density, it is usual to superimpose
a counting grid on the image in order to measure trabecular and medullar areas. Counting the
number of points intersecting the histological image of the area of interest allows it to be

quantified for later calculation of proportions.”"

In this study, measuring the area of
trabeculae in each field with the aid of an image analysis program proved to be simple and
reproducible, demonstrating that this method can serve as a model for histomorphometric
studies.

Many different methods have been employed to measure bone mineral density when
diagnosing osteoporosis: quantitative computed tomography, peripheral quantitative computed
tomography and microtomography,”®'**'* but it is dual-emission X ray absorptiometry
(DEXA) that is used as the gold standard in studies of bone mineral density.*®

Conventional radiographic methods have little precision and merely provide evidence of

accentuated changes in bone density.””?*

Detection of subtle changes in the density of
mineralized tissues has been facilitated by subtraction radiography, when compared with a
subjective interpretation of a pair of radiographs,”* however, no studies were found in the
literature that have evaluated bone alterations related to osteoporosis using this method.

With this method, geometric variations and variations in density of the radiographic
film resulting from exposure and processing conditions must be minimized to make it possible
to obtain a quantitative analysis of longitudinal bone alterations in mineralized tissues."'

In this study, even though the X rays had been standardized, discrepancies were
observed in the size of images, attributed to growth of the animals. In order to overcome this
situation, the first image was adjusted to the second, using an open access program, available at
http://regima.dpi.inpe.br, that had originally been designed to align satellite image and has
already been tested with X ray images.*

A study that compared five software programs’ efficacy for radiographic subtraction

considered that Adobe Photoshop generated subtraction images of the lowest quality.”

However, bearing in mind that the program does not have a command called subtraction and
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that the authors did not describe the steps they took to perform subtraction, we believe, based on
analysis of the image published, that they merely applied transparency to the upper layer of the
image without inverting its grayscale. In this study the subtraction images generated were
considered completely satisfactory.

In conclusion, administration of methylprednisolone was capable of inducing
osteoporosis in the mandibles of female rats and the lost bone mass was restored by
administration of risedronate sodium. These changes were detected by means of subtraction

radiography.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A possivel relagdo entre perda 6ssea dos maxilares e a osteoporose tem sido estudada
desde 1960, devido a importancia da integridade dssea para o sucesso de inlimeros tratamentos
odontoldgicos. Varios métodos para verificar alteracdo da arquitetura do trabeculado 6sseo em
modelos animais vém sendo propostos no sentido de buscar uma correspondéncia entre estes
fatores, podendo-se destacar a microdensitometria e a microtomografia.

Contudo, a utilizagdo desses métodos, apesar de eficazes, implica em instalagdes
especiais para uso em animais ¢ alto custo operacional, permitindo apenas estudos de corte,
determinando que muitos estudos em ratos realizados em nosso meio nao obtenham medidas
longitudinais e avaliagdo da densidade dssea.

Mudangas radiograficas encontradas na morfologia da mandibula em radiografias
convencionais poderiam ser sinais indicativos de osteoporose, visto que este seria um método de
facil acesso e baixo custo. Mas poucos sdo os estudos publicados na literatura que relatam
tentativas de padronizacdo geométrica na obtencdo de radiografias da mandibula de roedores
vivos.

Para a reprodutibilidade das tomadas radiograficas de um mesmo animal ha necessidade
de padronizagdo geométrica na obtengao de radiografias, por meio de dispositivos que facilitem
esta tomada radiografica em roedores vivos e permita a padronizacao para estudos longitudinais
Contudo, os dispositivos posicionadores mencionados nos estudos apresentados ndo sao de facil
acesso para aquisigao.

As variagdes geométricas e de densidade no filme radiografico resultantes das
condi¢Oes de exposicdo e de processamento devem ser minimizadas para que se possa obter
uma analise quantitativa de mudancgas 6sseas longitudinais em tecidos mineralizados.

Pequenas mudancas na densidade do osso alveolar tiveram sua visualizagao facilitada
pela subtragdo digital de radiografias padronizadas, quando comparadas as interpretagdes
subjetivas da radiografia convencional. Quantificar essas alteragdes pela técnica de subtracdo
radiografica poderia trazer novas perspectivas na pesquisa relacionada a osteoporose.

Com esta finalidade foi realizado o presente estudo, em trés etapas. O dispositivo
posicionador foi inicialmente testado e ajustado, em estudo in vitro. Em uma segunda etapa,
foram determinados os fatores ideais de exposi¢do. Finalmente, o estudo foi repetido em ratos
vivos, induzindo perda 6ssea, recuperando-a e entdo verificando se estas modificagdes podem
ser detectadas por meio da subtragdo radiografica digital de radiografias laterais da mandibula

de ratas.
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Destes trés estudos pode-se concluir que:

- O dispositivo posicionador foi capaz de padronizar as tomadas radiograficas
possibilitando detectar pequena perda 6ssea na imagem de subtragio;

- Imagens de excelente qualidade foram obtidas com 50 kV e 8 mA, e filmes periapicais
de sensibilidade D ou E, desde que o tempo de exposigao seja adequado aos demais fatores; e

- A administracdo de metilprednisolona foi capaz de induzir osteoporose em mandibulas
de ratas, a massa dssea foi recuperada pela administragdo de risedronato sodico ¢ estas
alteracdes foram detectadas por meio da subtragdo radiografica digital.

Desta forma, disponibiliza-se a comunidade cientifica uma metodologia para avaliar a
densidade optica da mandibula de ratas, empregando a técnica de subtragao digital, que pode ser

utilizada em estudos longitudinais com ratos vivos.
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APENDICE 1: IMAGENS DO ARTIGO 1
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APENDICE 2: IMAGENS DO ARTIGO 2

Radiografias de um dos ratos da amostra obtidas com diferentes filmes e tempos de exposigao,
na distancia focal de 30 cm.
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Radiografias de um dos ratos da amostra obtidas com diferentes filmes e tempos de exposicao,
na distancia focal de 60 cm.
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APENDICE 3: DETALHAMENTO DA METODOLOGIA DO ARTIGO 3

A - Subtracéo digital de imagens

Devido ao tempo transcorrido entre as tomadas radiograficas, observou-se diferenga no
tamanho entre as imagens, pois houve crescimento dos animais. Desta forma, nao foi possivel
sobrepor adequadamente as imagens na subtracdo (Figura 1).

Foi, entdo, necessario realizar o alinhamento geométrico das imagens, utilizando-se o
programa Regeemy (Image Registration and Mosaicking — versdao 0.2.43, Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais, Sdo José dos Campos, SP). As duas imagens a serem corrigidas foram
exibidas lado a lado, sendo a imagem 1 sempre a do animal quando mais jovem e a 2 quando
menos jovem (Figura 2).

A seguir foram marcados pontos correspondentes em ambas as imagens. Foram
utilizados seis pares de pontos de referéncia, demarcando as dimensdes da mandibula (Figura
3). Somente a primeira imagem foi redimensionada, com base na marcagdo de pontos, de
maneira a assemelhar-se em tamanho com a segunda e permitir a correta sobreposi¢ao do par de
imagens na subtragao.

Para a subtracdo de imagens foi utilizado o programa Adobe Photoshop CS (versdo 8.0,
Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA). O par de imagens a ser subtraido foi exibido no
monitor. A imagem inicial foi colada sobre a final como uma camada, a qual foi submetida ao
filtro de inversao e teve seus atributos de opacidade ajustados para 50% (Figura 4).

Por meio da fungdo histograma do mesmo software, de cada imagem subtraida foram
obtidos os valores médios ¢ de desvio-padrdo em duas areas, uma sobre a mandibula - na
mesma regido onde se realizou a avaliagdo histoldgica - e de uma area controle, ambas com area

de 1020 pixels (Figura 5).
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Figura 1 — Radiografias inicial e final de um dos animais do grupo controle e a respectiva
subtragdo, onde se observa discrepancia de tamanho entre as imagens.
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Figura 2 — Radiografias inicial e final de um dos animais do grupo controle sendo preparadas
para o ajuste geométrico entre as imagens.
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um dos animais do grupo controle, para posterior ajuste geométrico entre as imagens.
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Figura 4 — Sobreposi¢do da imagem inicial sobre a final na forma de camada com opacidade de
50% e com a escala de cinza invertida.
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Figura 5 — Imagem de subtragdo durante a obtencao do histograma das areas selecionadas.

B - Quantificacdo da area trabecular

As imagens das laminas foram importadas para o programa Adobe Photoshop CS
(versdo 8.0, Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA) e entdo selecionada uma area central —
constituida por um quadrado com lado de 568 pixels — situada entre as corticais vestibular e
lingual da mandibula, assim como entre os apices do molar e o canal mandibular (Figura 6).

Esta area recortada foi utilizada para a quantificagdo da area trabecular, por meio de
recursos do mesmo programa (Figura 7).

O filtro “extrair” foi a ferramenta empregada para selecionar e manter na imagem
apenas os pixels representando o osso trabecular, removendo a imagem dos espagos medulares.
Este procedimento preenche a imagem nao selecionada homogeneamente com a cor branca

(Figura 8).
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A seguir apenas a por¢ao colorida da imagem foi selecionada e, novamente por meio da

fung@o histograma, obtida a area (em pixels) das trabéculas osseas (Figura 9). Procedeu-se,

entdo, o calculo de propor¢ao entre a area total da imagem e a area trabecular.

Figura 6 — Area para recorte da imagem histologica (quadrado em azul) e estruturas anatomicas

de referéncia (setas).
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Figura 7 — Obtengdo, por meio da ferramenta histograma, da area total da imagem recortada,

expressa em pixels.
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Figura 8 — Imagem durante o procedimento de extrag@o. Pixels correspondentes as trabéculas
Osseas sombreados em azul e pixels a remover da imagem contornados em verde. O programa
determina a exata posicdo a ser utilizada no recorte dentro da faixa verde, em fungdo do
contraste.
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Figura 9 — Imagem representando a area trabecular selecionada (contorno azul) e histograma
com o numero de pixels que a mesma representa.
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ANEXO 1

F
kS,

$
UFRGS

niversidade Federal do Rio Grande do Faculdade de Odontologia

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comiss3o de Pesquisas da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Ndmero: 42/06

TITULO: AVALIACAO POR SUBTRACAO DIGITAL DAS ALTERACOES
INDUZIDAS POR METILPREDNISOLONA E INCADRONATO NA
DENSIDADE OSSEA DA MAND/BULA DE RATAS

Investigador(es) principal(ais): Professora Vania R. C. Fontanella e
C.D. Célia R. W. Mahl

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 15/08/08, Ata n® 08/05 do Comité
de Etica em Pesquisa e da Comissao de Pesquisas, da UFRGS, por estar
adequado ética e metodologicamente e de acordo com as normas de
utilizagao de animais em projetos de pesquisa, conforme a Resolugdo
04/87, da Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde GPPG/HCPA.

FPorto Alegre, 18 de setembro de 2008
i';?{, .
Lol & F

Profa. Marisa Maltz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

-.4-:_': . 1 Fl . Tt as
f"'u\;:- |J~] Qayn ___!l.'_‘-'i.L1(1

Profa. Heloisa Emilia Dias da Silveira
Coordenadora da Comissdo de Pesquisas
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ANEXO 2

Vania Fontanella
De: Sharon Brooks [slbrooks@umich.edu]
Enviado em: quarta-feira, 29 de agosto de 2007 14.04
Para: Vania Fontanella
Assunto: DMFR manuscript 186-06
Sinalizador de acompanhamento:

Acompanhar
Status do sinalizador: Vermelho

Dear Dr. Fontanella

I am pleased to inform you that we are accepting your revised manuscript 2Optimal
parameters for lateral cbligue radiographs of rat mandibles? for publication in
Dentomaxillofacial Radiclogy.

I have forwarded the manuscript to the publisher. You will receive page proofs for
vour review when they are ready. Due to the number of already accepted papers in the
pubklication queue, this will take a few months.

Thank you for submitting this manuscript to Dentomaxillofacial Radiology.

Sharon Brooks
Editor, DMFR

dohkokok ok k ok okokkh ok kok sk k ok ok d ok kkk ok dk &

Sharon L. Brooks, DDS, MS

Diplomate, American Board of Oral and Maxillofacial Radiclogy Editor,
Dentomaxillofacial Radiclogy University of Michigan School of Dentistry Department of
Periodontics and Oral Medicine Ann Arbor, MI 48108-1078 USA

Tel: +1 734-764-1595 Fax +1-734-764-2469

slbrooks@umich.edu
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ANEXO 3
Vania Fontanella
De: em.dmfr.0.56ed2.6fd47d5c@editorialmanager.com em nome de DMFR Office
[sIbrooks@umich.edu]
Enviado em: sexta-feira, 7 de setembro de 2007 15:40
Para: vaniafontanella@terra.com.br
Assunto: A manuscript number has been assigned to "EVALUATION BY DIGITAL

SUBTRACTIONRADIOGRAPHY OF INDUCED CHANGES IN THE BONE DENSITY
OF THE FEMALE RATMANDIBLE"

Sinalizador de acompanhamento:
Acompanhar
Status do sinalizador: Vermelho
Dear Vania,
Your submission entitled "EVALUATION BY DIGITAL SUBTRACTION RADIOGRAPHY OF INDUCED
CHANGES IN THE BONE DENSITY OF THE FEMALE RAT MANDIBLE" has been been assigned the

following manuscript number: DMFR-D-07-00116.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial
Manager as an Author at http://dmfr.edmgr.com/

Thank you for submitting your work to DMFR.

Kind regards,
Sharon L. Brooks



